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Analiza zjawiska biofilmu — warunki jego powstawania

Drobnoustroje w $rodowisku naturalnym rzadko wy-
stegpuja w postaci pojedynczych rozproszonych komo-
rek, czyli tzw. planktonu [1], a raczej wykazuja tendencj¢
do adsorpcji na granicy faz cialo stale—ciecz, ciecz—gaz
czy ciecz—ciecz. Najczgsciej tworza one skupiska zwane
biofilmem (lub blong biologiczna) przylegajace do po-
wierzchni stalych lub powierzchni komérek innych orga-
nizmoéw [2,3]. Biofilm jest wielokomérkowym tworem
ztozonym z drobnoustrojow jednego lub wielu gatunkdéw
czy rodzajoéw [4]. Zdolnos¢ do tworzenia biofilmu maja za-
réwno mikroorganizmy autotroficzne, jak i heterotroficzne,
wsrod ktérych znajduja si¢ saprofity, a takze drobnoustro-
je chorobotworcze. W jego sktad wchodzi¢ moga — obok
bakterii — takze grzyby, glony czy pierwotniaki [5]. Kolo-
nizacja réznych powierzchni przez mikroorganizmy mozli-
wa jest dzieki ich adhezyjnym wilasciwosciom, a strukture
powstatego biofilmu stabilizujg substancje polimeryczne
wydzielane pozakomorkowo, tzw. EPS (extracellular po-
lymeric substances). Biofilm tworza zlozone, wielokomor-
kowe struktury, w ktérych liczne komoérki drobnoustrojow
otoczone sa warstwa sluzu [6]. Komorki mikroorganizméw
wchodzacych w sktad biofilmu charakteryzuja si¢ specja-
lizacja do pehienia réznych funkcji i wykazuja odmienne
cechy niz komorki zyjace w postaci wolnej. Konstrukcja
tych skupisk chroni mikroorganizmy przed niekorzystnym
wplywem czynnikéw zewngtrznych oraz stwarza mozliwo-
$ci tatwiejszej dostgpnosci substancji odzywczych. Dlate-
go tez biofilm moze funkcjonowaé w warunkach, w kto-
rych przetrwanie pojedynczych komorek bytoby trudne,
a w wielu przypadkach nawet niemozliwe [7].

Rozwdj biofilmu na réznego rodzaju powierzchniach
statych moze przynosi¢ zarowno korzysci, jak i skutki ne-
gatywne. W srodowisku biofilm wystgpuje powszechnie
i bierze aktywny udzial w wielu waznych procesach mikro-
biologicznych zachodzacych w przyrodzie. Nalezy do nich
m.in. samooczyszczanie wod powierzchniowych, podziem-
nych czy gruntu, gdzie bogactwo gatunkowe organizmdéw
wchodzacych w sklad biofilmu zapewnia prawidlowy
przebieg poszczegolnych proceséw rozktadu [8]. Zjawisko
to zostalo wykorzystywane w wielu technologiach sto-
sowanych w inzynierii srodowiska. Oczyszczanie S$cie-
kéw na ztozach biologicznych odbywa si¢ w zbiornikach
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wypetnionych porowatym materiatem ziarnistym. Na ma-
teriale stalym, z ktdrego zbudowane jest zloze powstaje
biofilm (blona biologiczna), stanowiacy sluzowata war-
stewke zlozong z mikroorganizmow bioracych udziat
w procesie degradacji zanieczyszczen [9]. Ztoza filtracyjne
wypehione odpowiednim no$nikiem, zasiedlone przez mi-
kroorganizmy stuza takze do oczyszczania gazow [10]. Mi-
kroorganizmy zasiedlaja w ten sposob takze ztoza piasku
w procesach filtracji powolnej i pospiesznej, ztoza wegla
aktywnego czy ztoza fluidalne do oczyszczania wody [11].
W technologiach oczyszczania gruntow wykorzystywane
sa mikroorganizmy zasiedlajace matryce glebowa [12].
Wytworzona przez nie warstewka biologiczna wykazuje
niezwykle duza aktywno$¢é degradacyjna oraz mata wrazli-
wos¢ na dziatanie czynnikéw zewnetrznych [13].

Z drugiej jednak strony niekorzystne zmiany zwigzane
z powstawaniem biofilmu sg powodem powaznych strat
w gospodarce oraz rozprzestrzeniania si¢ zakazen trudnych
do leczenia [14]. Zasiedlanie przez biofilm sieci wodo-
ciagowe] stanowi zagrozenie sanitarne dla konsumentow
wody, wzmaga korozj¢ mikrobiologiczng oraz moze by¢
przyczyna strat hydraulicznych spowodowanych zwigk-
szeniem szorstkosci powierzchni przewodow wodociago-
wych, co skutkuje zmniejszeniem przeptywnosci rurucia-
gow [15].

Mikroorganizmy wchodzace w sktad biofilmu charak-
teryzuje wzrost inwazyjnosci oraz zdolnos¢ do wywoty-
wania groznych zakazen, zwlaszcza w warunkach szpital-
nych [16]. Okazalo si¢ takze, Ze sa one bardziej oporne na
dziatanie temperatury oraz srodkow przeciwbakteryjnych,
takich jak $rodki dezynfekcyjne, surfaktanty i antybioty-
ki [17]. Kolonizacja cewnikow, implantéw chirurgicznych
czy tez tworzenie ptytki nazgbnej przez biofilm jest powo-
dem groznych schorzen [18]. W przemysle spozywczym
zasiedlanie przez biofilm produktow zywnosciowych oraz
powierzchni kontaktujacych si¢ z zywnosciag moze byc
przyczyna psucia si¢ zywnosci oraz zakazenia konsumen-
tow [19].

Roéznorodnos¢ zjawisk zwiazanych z powstawaniem
biofilmu sprawia, ze poznanie jego struktury, mechanizmu
tworzenia oraz funkcjonowania jest niezbgdne do poprawy
skutecznosci prowadzonych przy jego udziale proceséw
technologicznych, a takze do opracowania skutecznych
metod zwalczania biofilmu, hamowania jego rozwoju i za-
pobiegania temu zjawisku.
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Powstawanie biofilmu

Powstawanie biofilmu jest procesem wielostopniowym,
uwarunkowanym z jednej strony wilasciwosciami tworza-
cych go mikroorganizméw, a z drugiej strony budowa
1 wlasciwosciami kolonizowanych materiatéw, wzglednie
kolonizowanego gospodarza, jakim moze by¢ inny zywy
organizm. Szczegdlna role w procesie adhezji odgrywaja
wytwarzane przez mikroorganizmy tworzace biofilm poli-
mery zewnatrzkomorkowe, lipopolisacharydy i biatka ich
Sciany komorkowej, a takze struktury zewnatrzkomorko-
we, takie jak fimbrie i rzgski. Kolonizacj¢ utatwia takze
struktura powierzchni oraz wszelkie jej uszkodzenia i chro-
powatosci [20]. Mechanizm powstawania biofilmu nie jest
jeszcze dobrze poznany. W procesie jego wytwarzania
mozna zaobserwowac rézne fazy — adhezj¢ odwracalna
mikroorganizméw, adhezj¢ nieodwracalng, dojrzewanie
biofilmu oraz jego dyspersj¢ (rys. 1).
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Dyspersja i migracja komorek z biofilmu

Rys. 1. Schemat procesu tworzenia dojrzatej postaci biofilmu
Fig. 1. Formation of a mature biofilm

Adhezja komoérek mikroorganizméw jest procesem
wieloetapowym [21]. Poczatkowo przemieszczanie si¢
komérek w kierunku zasiedlanej powierzchni reguluja
oddziatywania fizyczne zwiazane z dziataniem sit hydro-
dynamicznych, grawitacyjnych, termodynamicznych (ru-
chy Browna) oraz sit van der Waalsa. Sity te odgrywaja
najistotniejsza rol¢ w adhezji odwracalnej, gdzie odlegtosé¢
mi¢dzy komoérkami a zasiedlana powierzchnia jest stosun-
kowo duza, a wzglednie szerokie spektrum ich dziatania
pozwala na zblizenie si¢ komorki do powierzchni. Adhezja
odwracalna nie zapewnia trwatosci biofilmu, moze by¢ on
fatwo usunigty za pomocg $rodkéw fizycznych i chemicz-
nych [22].

Duza rolg¢ w procesie kolonizacji powierzchni przez
bakterie odgrywaja ich struktury zewnetrzne, takie jak
fimbrie czy rzgski. Fimbrie to wyrostki cytoplazmatyczne
0 budowie rurkowatej i dlugosci do kilku mikrometrow.
Komorki majace fimbrie (zaopatrzone w grupy hydrofo-
bowe) tatwiej pokonuja sity odpychania migdzy ujemnie
natadowang $ciany komorkowa bakterii a czgsto réwniez
ujemnie natadowang zasiedlana powierzchnia [23]. Ruchli-
wos¢ bakterii wynikajaca natomiast z posiadania przez nie
rzesek sprawia, ze tatwiej docierajg one do powierzchni,
a nastepnie po jej osiagnigciu wedrujag w poszukiwaniu
innych drobnoustrojow, dazac do wytworzenia nowej mi-
krokoloni lub powickszenia juz istniejacej [24]. Drugi etap
adhezji zachodzi w chwili, gdy komdrki zblizaja si¢ do po-
wierzchni na odlegto$§¢ mniejsza niz 1,5nm [25]. Ma ona
charakter nieodwracalny, dochodzi bowiem do wytworze-
nia specyficznych wigzan mi¢dzy zasiedlang powierzchnia
a wystgpujacymi na powierzchni komoérek adhezynami,
takimi jak flagelle, fimbrie, pile oraz polimery polisacha-
rydowe [26]. Dochodzi wéwczas do specyficznych che-
micznych interakcji prowadzacych do powstania wigzan
wodorowych, tworzenia par i kompleksow (wiazania ko-
walencyjne typu wegiel-wegiel). Podstawows rolg w tym
procesie odgrywaja polimery zewnatrzkomorkowe (EPS)
tworzace tzw. glikokaliks [27,28], dzigki ktéremu mozliwa
jest adhezja komodrek mikroorganizméw nawet do takich
powierzchni, jak tworzywa sztuczne czy metale [29,30].
Poczatkowo podtoze pokrywa si¢ pojedyncza warstwa ko-
morek drobnoustrojow. Obserwowana jest synteza i wzmo-
zone wydzielanie biopolimerdéw zewnatrzkomorkowych,
a powstajace otoczone §luzem skupisko stymuluje adhezje
innych mikroorganizmow [31].

Adhezja nieodwracalna umozliwia wytworzenie mi-
krokolonii i dojrzewanie biofilmu. Nastepuje namnazanie
drobnoustrojéw i ich stopniowe roéznicowanie. W ich ko-
morkach dochodzi do aktywacji lub hamowania ekspresji
niektorych gendéw [32]. Zmiany aktywno$ci poszczegol-
nych gendéw prowadza do dojrzewania biofilmu i wysta-
pienia odpowiednich cech fenotypowych, zaleznie od wa-
runkow 1 potrzeb tworzacej si¢ spolecznosci komorek.
U bakterii unieruchomionych w matrycy biofilmu dochodzi
do zahamowania produkcji flagelliny — biatka, z ktorego
zbudowane sa rzeski, co prowadzi do zanikania tych nie-
potrzebnych juz bakteriom struktur [33]. Bakterie bytujace
we wnetrzu biofilmu narazone sg na ograniczenie dostgpu
tlenu, z tego tez wzgledu zmienia si¢ ich metabolizm —
wzrasta aktywnos¢ beztlenowych szlakow metabolicznych
(desulfurikacji, denitryfikacji i fermentacji), zahamowaniu
ulega tez synteza niektorych enzymow (np. proteaz, fosfo-
lipazy C) oraz toksyn [34]. Dzigki tym zjawiskom komorki
bakterii wchodzace w sktad biofilmu wykazuja odmienne
cechy niz komorki zyjace w postaci wolnej [33]. Dochodzi
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Tabela 1. Podstawowe funkcje sktadnikow EPS w biofilmie [26]
Table 1. Basic functions of EPS components in the biofilm [26]

Funkcja

Sktadnik EPS

Adhezja komérek planktonowych do powierzchni biotycznych i abiotycznych

polisacharydy, biatka, DNA,
czgsteczki amfifilowe

Agregacja komorek bakteryjnych, wzrost gestosci i wzajemne rozpoznawanie

polisacharydy, biatka, DNA

Kohezja (przyleganie) biofilmu, budowa jego formy i struktury,

utrzymanie mechanicznej stabilnosci i komunikacji miedzykomorkowe;j

neutralne i obdarzone tadunkiem polisacharydy,
biatka, DNA

zapewniajgcego komérkom tolerancje na wysuszenie

Retencja wody pozwalajgca na utrzymanie uwodnionego mikrosrodowiska

hydrofilowe polisacharydy
i prawdopodobnie biatka

immunologicznego gospodarza oraz ataku drapieznikéw

Tworzenie bariery ochronnej umozliwiajgcej tolerancje na dziatanie czynnikow
przeciwmikrobiologicznych, uniknigcie nieswoistej i swoistej odpowiedzi uktadu

polisacharydy i biatka

oraz sorpcje ksenobiotykow

Sorpcja zwigzkéw organicznych umozliwiajgca akumulacje substancji odzywczych

obdarzone tadunkiem lub
hydrofobowe polisacharydy i biatka

wymianeg jonowg oraz akumulajce toksycznych metali

Sorpcja zwigzkéw nieorganicznych stymulujgca powstawanie zelu polisacharydowego, | obdarzone tadunkiem polisacharydy i biatka

zawierajgce podstawniki (fosforany i siarczany)

biofilmu w procesie infekcyjnym

Aktywno$¢ enzymatyczna umozliwiajgca rozktad egzogennych makroczgsteczek
(w tym ksenobiotykéw) do monomeréw stanowigcych substrat pokarmowy

dla mikroorganizmoéw, a takze degradacje struktury EPS prowadzacg do uwolnienia biatka
komorek z biofilmu; enzymy stanowig takze czynnik wptywajacy na wirulencje

w biofilmie w charakterze substratu pokarmowego

Zrédto zwigzkéw C, N i P wykorzystywanych przez mikroorganizmy zawarte

potencjalnie wszystkie sktadniki EPS

miedzy komérkami w biofilmie

Wymiana materiatu genetycznego poprzez horyzontalny transfer genow

DNA

do licznych zmian genetycznych, nadajacych komdrkom
specyficzne wlasciwosci przekazywane nastgpnie komor-
kom sasiadujacym lub potomnym. Dojrzata forma biofil-
mu otoczona jest grubg warstwa glikokaliksu, do ktorego
adsorbowane sa substancje mineralne, zwiazki organiczne
i komorki innych drobnoustrojow.

W ostatnim etapie rozwoju biofilm osiaga tzw. krytycz-
ng grubos¢ i stopniowo przestaje utrzymywac istniejaca
formeg. Nastepuje wowczas migracja komorek z peryferyj-
nych czgsci dojrzatego biofilmu do otoczenia [35]. Praw-
dopodobnie dochodzi do degradacji polimerowej matrycy,
aktywacji aparatdéw ruchowych i zmian fizjologicznych
w komorkach, umozliwiajacych ich egzystencje poza bio-
filmem. Przypuszcza si¢ takze, ze odlaczanie komoérek od
biofilmu i jego dyspersja jest celowa separacja wynikajaca
z reakcji na niesprzyjajace zmiany $rodowiskowe. Przy-
czyng tego zjawiska moze by¢ wyczerpanie sktadnikéw
pokarmowych lub problemy ich przeptywu w obrebie bio-
filmu. W ten sposéb biofilm przystosowuje si¢ do zmian
srodowiskowych, a oderwane komorki rozpoczynaja pro-
ces kolonizacji nowych powierzchni.

Struktura i funkcjonowanie biofilmu

Biofilm moze by¢ jedno- lub wielowarstwowy, wytwo-
rzony przez jeden gatunek lub wiele gatunkéw mikroorga-
nizméw. Architektura biofilmu uzalezniona jest od wielu
czynnikéw, takich jak warunki hydrodynamiczne, zawar-
to$¢ substancji odzywczych, ruchliwos¢ bakterii, komuni-
kacja migdzykomorkowa, zawarto§é egzopolisacharyddéw
czy biatek. Dojrzata posta¢ biofilmu sktada si¢ z wielu
mikrokolonii tworzacych specyficzne zgrupowania [26].
Wyrdzniamy trzy podstawowe typy budowy blon biolo-
gicznych tworzacych biofilm — ptaski (dwuwymiarowy),
kolumnowy oraz tzw. model grzyba. W srodowisku o duzej

sile $cinajacej (strumien wody) biofilm przybiera postac
rozciagnietych paskow, utozonych w cienkiej warstwie
wzdhuz powierzchni przylegania, natomiast w srodowisku
o wolnym przeptywie wody biofilm tworzy mas¢ w postaci
np. tzw. grzyba [36].

Komoérki mikroorganizmow w biofilmie potaczone sa
ze sobg pozakomorkowa substancjg polimeryczna (EPS),
ktérej sktadniki petnig wazne role w tworzeniu i funkcjo-
nowaniu biofilmu (tab. 1). W sktad EPS wchodza poli-
sacharydy, bialka, kwasy nukleinowe, surfaktanty, lipidy
oraz woda, natomiast najwigksza frakcje stanowia polisa-
charydy. Wigkszos¢ z nich to dtugie czasteczki liniowe lub
rozgatezione, o masie czasteczkowej rzedu 10°Da [26].
Sktad zewnatrzkomodrkowych polimerdéw biofilmu jest
bardzo zréznicowany i zalezy od gatunku bakterii. Ilos¢
wytwarzanego polimeru zalezy natomiast od sktadu
ilosciowego i jakosciowego dostarczanych substancji
odzywczych. Stymulacj¢ jego produkcji wywotuje ob-
nizona zawarto$¢ azotu, potasu i fosforandw, przy row-
noczesnym nadmiarze latwoprzyswajalnego zrodta we-
gla. Ponadto na jego produkcj¢ ma wplyw pH podtoza,
temperatura inkubacji oraz faza wzrostu mikroorgani-
zméw [27]. Stwierdzono, ze u Pseudomonas aerugino-
sa 1 Staphylococcus epidermidis najwigksza produkcja
EPS obserwowana jest w pozniej fazie wzrostu logaryt-
micznego oraz we wezesnej fazie wzrostu stacjonarnego.
Sktad EPS znacznie rdzni si¢ u bakterii Gram-ujemnych
i Gram-dodatnich. U bakterii Gram-ujemnych (Pseudo-
monas aeruginosa) podstawowymi sktadnikami EPS sag
kwas alginowy (B-1,4-D-mannuronowy) oraz C-5 epi-
mer kwasu guluronowego, natomiast niektdre patogenne
bakterie Gram-dodatnie podczas dojrzewania biofilmu
wytwarzaja adhezyne PIA (polysaccharide intracellular
adhesin), ktora jest czasteczka liniowa asocjujaca do po-
wierzchni [26].
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Zaopatrzenie mikroorganizméw tworzacych biofilm
w substancje odzywcze i tlen oraz wydalanie produktéw
przemiany materii mozliwe jest dzigki sieci kanatow,
w jaki jest on wyposazony. Uwaza si¢, ze za utrzymanie
ich funkcjonalnosci odpowiedzialne sg ramnolipidy [37].
Kanaly oddzielaja od siebie poszczegdlne mikrokolonie.
System ten zapewnia wlasciwa egzystencj¢ jedynie komor-
kom znajdujacym si¢ w powierzchniowej warstwie mikro-
kolonii. Komorki te sa metabolicznie aktywne, a ich roz-
woj przyczynia si¢ do powigkszenia grubosci tej struktury.
Pozostate komorki znajdujace si¢ w czgsci wewnetrznej
rosng wolniej lub pozostaja w stanie anabiozy (uspienia).
Mozliwa jest jednak ich aktywacja w sytuacji, gdy zostana
usunigte komoérki warstwy zewnetrznej. Biofilm jest struk-
tura dynamiczna, w ktorej rézne gatunki drobnoustrojéw
kooperuja ze soba w procesie rozktadu substancji organicz-
nych i pozyskiwania energii. Wazna cechg biofilmu jest
mozliwos$¢ regulowania procesow metabolicznych, ktora
jest w nim bardziej rozwinigta niz w przypadku komodrek
wolno zyjacych [38].

Prawidtowe funkcjonowanie wytworzonej btony biolo-
gicznej zapewnia mig¢dzykomorkowa sygnalizacja oparta
na wytwarzaniu czasteczek sygnalowych, ktore swobodnie
dyfunduja z jednej komorki do drugiej. Zjawisko to, okre-
Slane jako wyczuwanie zaggszczenia komodrek (quorum
sensing — QS), jest sposobem ich porozumiewania si¢ i po-
lega na rozpoznawaniu liczebnosci komérek w biofilmie
(tzw. zmyst ttoku). Zdolnos¢ komorek do komunikowa-
nia si¢ sprawia, ze biofilm moze funkcjonowa¢ w sposob
przypominajacy prymitywny organizm wielokomorkowy.
Stwierdzono, ze komorki tworzace biofilm wykazujq wiek-
sza opornos¢ na dziatanie Srodkow przeciwbakteryjnych.
Przyczyn tego zjawiska mozna upatrywa¢ w czynnikach
srodowiskowych oraz zmianach zachodzacych na pozio-
mie molekularnym [39].

Sygnalizacja zageszczenia (quorum sensing)
w obrebie biofilmu

Zdolno$¢ bakterii do porozumiewania si¢ oparta jest
na wytwarzaniu sygnaléw chemicznych zwanych autoin-
duktorami oraz obecnosci bialek zdolnych do odbioru tych
informacji, tzw. receptoréw. Autoinduktory sa sygnalizato-
rami zageszczenia komorek. Rodzaj i ilo$é czasteczek au-
toinduktora informuje bakterie, ile osobnikéw tego samego
gatunku znajduje si¢ w srodowisku [40]. Proces ten mozna
okresli¢ jako swego rodzaju zliczanie w celu oceny, czy jest
kworum. Osiagnigcie kworum, a wigc okreslonego stgzenia
autoinduktora, jest sygnatem do uruchomienia i utrzymy-
wania procesow istotnych dla populacji bakteryjnej. Sy-
gnal chemiczny jest wytwarzany, wysylany na zewnatrz
i odbierany przez komodrke wlasng i sasiednie. Wewnatrz
komérki-odbiorcy sygnal jest oczyszczany i wzmacniany,
a nastepnie przekazywany za pomocq ukladu regulatoréw.
W odpowiedzi na sygnat chemiczny nastepuje indukcja
ekspresji odpowiednich genéw i1 powstaje efekt metabo-
liczny réwnoczesnie we wszystkich komorkach danej po-
pulacji. W ten sposob regulowane sa takze takie procesy,
jak sporulacja, réznicowanie komorek, biosynteza meta-
bolitow wtornych, przekazywanie plazmiddéw, wirulencja,
bioluminescencja, replikacja DNA, produkcja enzymdéw
i toksyn [41,42]. Mechanizm ten koordynuje procesy fi-
zjologiczne 1 metabolicznie w obrgbie biofilmu. Porozu-
miewanie si¢ mikroorganizméw moze zachodzi¢ miedzy
komérkami jednego lub réznych gatunkéw [43]. Istnieje

takze mozliwo$¢ porozumiewania si¢ miedzy komorkami
organizmoéw prokariotycznych i eukariotycznych. Autoin-
duktory bakterii wykrywane s przez komoérki organizmow
wyzszych, a same bakterie zdolne sa do odbierania specjal-
nych czastek sygnatowych produkowanych przez organi-
zmy wyzsze [44].

Budowa chemiczna czasteczek sygnatowych, mecha-
nizm ich dzialania oraz geny kontrolujace zjawisko komu-
nikowania si¢ komorek (QS) znacznie si¢ roznia migdzy
gatunkami. Drobnoczasteczkowe zwiazki sygnalowe sa
charakterystyczne w poszczegdlnych grupach mikroorga-
nizmdw, jednak pojedynczy szczep moze wytwarzac kilka
rodzajow czasteczek sygnatowych [45]. U bakterii Gram-
-dodatnich i Gram-ujemnych funkcjonujg dwa podstawo-
we modele dziatania systemu wyczuwania zaggszczenia
komorek (liczenia kworum) [46,47].

Autoinduktory bakterii Gram-ujemnych

Drobnoustroje Gram-ujemne komunikuja si¢ za posred-
nictwem czasteczek sygnatlowych AHL (homoserine lacto-
ne — HSL), zwanych takze autoinduktorami. Pod wzgledem
chemicznym sa to niskoczasteczkowe acylowane laktony
homoseryny. Pierscien laktonu homoseryny jest acylowany
w pozycji a tancuchem thuiszczowym. Poszczegolne cza-
steczki sygnalowe rdznig si¢ budowa kwasu tluszczowego
oraz liczba atomdéw wegla w jego tancuchu (rys. 2) [48].
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Rys. 2. Struktura chemiczna wybranych autoinduktoréw AHL
bakterii Gram-ujemnych [41,48]
Fig. 2. Chemical structure of different AHL autoinducers
of Gram-negative bacteria [41,48]



Analiza zjawiska biofilmu — warunki jego powstawania i funkcjonowania 7

Dzigki temu kazdy gatunek bakterii ma wiasny jezyk
niezbedny do porozumiewania si¢, ktory nie jest zrozu-
mialy dla innych mikroorganizmoéow (rys. 3). Autoinduk-
tory zaopatrzone w podstawniki o krotszych tancuchach
(4+6 atomdéw wegla) swobodnie dyfunduja przez blong
i $ciang komorkowa. Autoinduktory zawierajace dluzsze
podstawniki (powyzej 6 atomow wegla) transportowane
sa do $rodowiska zewnetrznego z wykorzystaniem pompy
protonowej. Do produkcji czasteczek AHL bakterie wy-
korzystuja S-adenozylometioning (SAM) oraz grupe¢ acy-
lowa pochodzaca z przemian kwasow thuszczowych [43].
Przeniesienia podstawnika na czasteczke laktonu doko-
nuje specjalne biatko przenosnikowe ACP (acyl carrier
protein). Syntezg przeprowadzaja bialka z rodziny syntaz
autoinduktora LuxIl. Z centrum aktywnym enzymu wia-
ze si¢ S-adenozylometionina, a nast¢pnie grupa acylowa
zostaje przylaczona do SAM wigzaniem amidowym. Do-
chodzi do utworzenia wigzania estrowego w homoserynie
oraz uwolnienia metylotioadenozyny, w wyniku czego
powstaje acylowany lakton homoseryny (AHL) [32]. Cza-
steczki AHL w strukturze biofilmu swobodnie dyfunduja
z jednej komorki do drugiej, jednak dopiero po osiagnigciu
ich odpowiedniego zageszczenia w otaczajacym $rodowi-
sku mozliwe jest odczytanie sygnatu. Funkcj¢ detektorow
petnia biatkowe regulatory transkrypcyjne LuxR. Biatko
to zbudowane jest z 250 aminokwaséw. Za oddzialywanie
z DNA odpowiedzialny jest C-koncowy fragment tancucha
polipeptydowego, natomiast za rozpoznawanie i wigzanie
AHL jego N-koncowy fragment. Zwiazanie czasteczki au-
toinduktora z biatkiem LuxR jest przyczyna zmiany jego
konformacji, aktywacji i indukcji transkrypcji gendw doce-
lowych. Ekspresja odpowiednich gendéw daje mozliwosci
wspoéldziatania komoérek wchodzacych w sktad biofilmu
w nowych warunkach. Okazato si¢ takze, ze zdolnos$¢ do
wytwarzania autoinduktorow AHL moze by¢ przekazywa-
na za pomoca horyzontalnego transferu genéw do innych
komdrek, ktore nie maja zdolnosci do ich syntezowania.

Bakterie

Gram-ujemne Ekspresja genoéw,

docelowych

Odbiornik
sygnatow

Nadajnik
sygnatow

Rys. 3 Schemat systemu komunikacji miedzykomorkowe;j
bakterii Gram-ujemnych [46,51]
Fig. 3. Scheme of the cell-cell communication
system in Gram-negative bacteria [46,51]

Autoinduktory bakterii Gram-dodatnich

Drobnoustroje Gram-dodatnie komunikuja si¢ za po-
$rednictwem czasteczek biatkowych, wykorzystujac dwu-
elementowy system detekcji i odpowiedzi na obecnosé
autoinduktora (rys.4). Autoinduktory peptydowe (AIPs
— autoinducing polypeptides) powstaja w wyniku trawie-
nia wigkszych prekursorow biatkowych [43]. Czasteczki

oligopeptydow sygnalizacyjnych zbudowane s3 z ami-
nokwaséw [49]. W przeciwienstwie do AHL, czasteczki
sygnalowe bakterii Gram-dodatnich nie sa w stanie swo-
bodnie dyfundowaé przez blong cytoplazmatyczng. Sa
one wydzielane na zewnatrz komoérki z udzialem biatka
transportujacego zaleznego od ATP. W chwili osiagnigcia
odpowiedniego zaggszczenia nastepuje ich przylaczenie
do zwiazanej z blong komdrkowa kinazy biatkowej. Po
rozpoznaniu autoinduktora to sensorowe biatko ulega fos-
forylacji. Zmieniony fragment czasteczki laczy si¢ z biat-
kiem regulacyjnym, powodujac rowniez jego fosforylacjg.
W odpowiedzi regulator biatkowy moze wigzaé promotor
DNA iregulowa¢ ekspresj¢ odpowiednich genow. U bakte-
rii Gram-dodatnich jako autoinduktory funkcjonuja migdzy
innymi oligopeptydy (B. subtilis), cykliczne oktapeptydy
(S. aureus), butyrolaktony (S. griseus) 1 siderofory (Bacil-
lus sp.) [33].
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Prekursor biatkowy
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Nadajnik
sygnatow
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Rys. 4 Schemat systemu komunikacji migdzykomérkowe;j
bakterii Gram-dodatnich [46,51]
Fig. 4. Scheme of the cell-cell communication
system in Gram-positive bacteria [46, 51]

Autoinduktory uniwersalne

Istniejg autoinduktory niespecyficzne gatunkowo, co
oznacza, ze istnieje jezyk, ktdrym porozumiewac si¢ moga
mikroorganizmy nalezace do réznych gatunkéow. Sa nimi
czasteczki Al-2, biorace udzial w regulacji mechanizmu
wrazliwosci progowej zardwno u bakterii Gram-dodatnich,
jak 1 Gram-ujemnych. Czasteczki te kontroluja mig¢dzy
innymi geny odpowiedzialne za bioluminescencj¢ Vibrio
harveyi czy ekspresj¢ genow odpowiedzialnych za wiru-
lencj¢ E. coli, V. cholerae czy C. perfringens [33]. W bio-
syntezie Al-2 bierze udzial adenozylometionina (SAM)
przeksztatcana do adenozylohomocysteiny, a nastgpnie do
rybozylohomocysteiny. Proces syntezy prowadzi syntaza
autoinduktora Al-2, jaka jest biatko LuxS. Katalizuje ono
powstawanie 4,5-dihydroksy-2,3-pentanedionu przeksztat-
cajacego si¢ spontanicznie w cykliczny furanon (rys. 5) [50].

HO, @/OH

S
o o

..CH3

Al-2 (Vibrio harveyi)
Rys. 5. Struktura chemiczna uniwersalnej czasteczki
sygnatowej Al-2 [32,41]
Fig. 5. Chemical structure of universal signaling
molecule Al-2 [32,41]
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Zdolnos$¢ do komunikowania za pomoca autoinduk-
tordw Al-2 ma wiele gatunkéw bakterii Gram-dodatnich
i Gram-ujemnych nalezacych do rodzajow Actinobacillus,
Bacillus, Bifidobacterium, Borrelia, Campylobacter, Clo-
stridium, Deinococcus, Enterococcus, Escherichia, Hae-
mophilus, Helicobacter, Klebsiella, Lactobacillus, Leuco-
nostoc, Listeria, Neisseria, Oceanobacillus, Oenococcus,
Pasteurella, Porphyromonas, Proteus, Salmonella, Shigel-
la, Sinorhizobium, Staphylococcus, Streptococcus, Vibrio
i Yersinia. W ten sposob regulowana jest ich wirulencja,
produkcja toksyn, luminescencja, zdolnos¢ do produkcji
antybiotykow oraz do agregacji w formie biofilmu. Wielu
badaczy uwaza, ze omawiany system komunikacji mig-
dzy bakteriami nalezy do najstarszych w sensie ewolu-

cyjnym [51].
Autoinduktory produkowane przez grzyby

Drobnoustrojem modelowym w badaniach nad wy-
czuwaniem zaggszczenia u grzybow sa drozdze z rodza-
ju Candida. Stwierdzono kilka produkowanych przez
nie czasteczek sygnatowych. Najlepiej poznany jest wy-
kryty u C. albicans farnezol (Cy5H,¢0), alkohol z grupy
terpenow, syntezowany w szerokim zakresie temperatur
(23+43°C) [52]. Stwierdzono, ze oddzialuje on z recepto-
rami komdrkowymi blastospor uniemozliwiajac ich prze-
ksztatcenie do pseudostrzepki i dojrzewanie biofilmu. Far-
nezol stymuluje takze grzyby do produkcji chlamydospor
oraz jest czynnikiem chroniacym komorki przed dziata-
niem nadtlenku wodoru [53]. Okazato si¢ takze, ze dziata
on na inne gatunki nalezace do rodzaju Candida, jak réw-
niez grzyby innych rodzajéw. Odmienne dziatanie ma pro-
dukowany takze przez C. albicans autoinduktor o nazwie
tyrozol stymulujacy wytwarzanie strzgpek podczas posred-
niej fazy wzrostu biofilmu tworzonego przez grzyby. Chro-
ni on takze ich komorki przed spadkiem ekspresji gendw
koniecznych do replikacji DNA, segregacji chromosoméw
oraz regulacji cyklu komdrkowego [54].

Drozdze Saccharomyces cerevisiae zdolne sa do wy-
twarzania dwoch typow czasteczek sygnatowych — fenylo-
etanolu i tryptofolu. Sa to aromatyczne alkohole powstaja-
ce podczas przemian fenyloalaniny i tryptofanu. Reguluja
one transformacje, a takze transkrypcje gendw zwiazanych
z metabolizmem grzybow. Autoinduktory te charakteryzu-
ja si¢ wysoka specyficznoscia i nie sa odczytywane przez
Candida albicans [54].

Degradacja czasteczek sygnatowych
i walka z biofilmem

Walka z drobnoustrojami moze by¢ ulatwiona dzigki od-
kryciu enzymoéw hydrolitycznych degradujacych czasteczki
sygnatowe AHL produkowane przez bakterie Gram-ujemne
(rys. 6). Enzymy te zaburzaja transkrypcj¢, a w dalszej ko-
lejnosci formowanie si¢ biofilmu. Nalezg one do dwoch
klas — laktonaz AHL i acylaz AHL. Wystepuja zar6wno
u bakterii Gram-dodatnich, jak i Gram-ujemnych [55].
Laktonazy to enzymy hydrolizujace pierscien laktonu ho-
moseryny. Nie naruszaja przy tym wiazania miedzy lak-
tonem a podstawnikiem bocznym. Enzym ten zostat po
raz pierwszy wyizolowany z komorek bakterii z rodzaju
Bacillus. Jest to produkt genu aiid zbudowany z 250 ami-
nokwasdéw. Laktonazg¢ zdolna do degradacji czasteczek sy-
gnatowych (laktonaza AhID) wyizolowano réwniez z ko-
morek bakterii z rodzaju Arthrobacter. Wykorzystuje ona
AHL w charakterze zrodta wegla i azotu. Homologi AhlD

wykryto u innych gatunkdéw bakterii takich jak Bacillus ste-
arothermophilus 1 Klebsiella pneumoniae. W komorkach
Agrobacterium tumefaciens zidentyfikowano natomiast
gen attM, kodujacy homolog laktonazy AiiA z Bacillus sp.
Produkt tego genu zbudowany jest z 264 aminokwasow.
Na uwage zastuguje fakt, ze gen attM kodujacy laktonazg
jest zlokalizowany na plazmidzie poza chromosomem bak-
teryjnym [48].

Druga grupe enzymow degradujacych czasteczki sy-
gnatowe AHL stanowia acylazy. Hydrolizuja one wigzanie
amidowe pomigdzy laktonem L-homoseryny a acylowym
podstawnikiem bocznym w czasteczce AHL, natomiast
struktura chemiczna laktonu homoseryny pozostaje za-
chowana. Enzymy te wyizolowano z komorek bakterii
Gram-ujemnych. Pierwszg z nich byta bakteria glebowa
Variovorax paradoxus, ktéra wykorzystuje produkty de-
gradacji, AHL jako zrédto wegla, azotu i energii. Z komo-
rek bakterii Ralstonia eutropha wyizolowano natomiast
enzym bedacy produktem genu aiiD. Enzym ten degraduje
AHL do laktonu homoseryny i kwasu tluszczowego. Zdol-
no$¢ do degradacji AHL na drodze hydrolizy maja takze
bakterie Pseudomonas aeruginosa, gdyz lakton homose-
ryny i homoseryna sg dla nich toksyczne. Wytwarzany
enzym jest homologiem acylazy AiiD i produktem genu
pvdQ [41,55].

Enzymy zdolne do degradacji AHL moga stanowi¢ na-
rzedzie do walki z chorobami roslin, w zwalczaniu rozwoju
biofilmu oraz w leczeniu chordb cztowieka. Wprowadzenie
genow kodujacych laktonazy i acylazy AHL do genomu ro-
$lin i ich ekspresja w tkankach mogtaby by¢ forma ochrony
roslin. Patogeny roslin, takie jak P. carotovorum, P. chry-
santhemi czy A. tumefaciens, dokonuja bowiem ich inwa-
zji po uzyskaniu informacji o zaggszczeniu, gdyz synteza
czynnikdw patogenezy znajduje si¢ u nich pod kontrola
systemu QS. Przypuszcza sig, ze enzymy te s powszech-
ne w srodowisku. Kodujace je geny wystgpuja na plazmi-
dach, dlatego tatwo podlegaja rozprzestrzenianiu migdzy
réznymi gatunkami bakterii [41,46]. Wykazano ponadto,
ze niektore komorki eukariotyczne majg mechanizmy de-
gradujace bakteryjne czasteczki sygnalowe. W przypad-
ku Pseudomonas aeruginosa mechanizm degradacji AHL
przez komorki nabtonka moze ogranicza¢ i hamowac¢ in-
fekcje uniemozliwiajac syntezg¢ czynnikéw wirulencji [43].
Nalezy jednak zwrdci¢ uwage na mozliwos¢ wystgpowa-
nia skutkéw niekorzystnych, wynikajacych z zastosowania
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Rys. 6. Inaktywacja czgsteczek sygnatowych AHL
na drodze hydrolizy enzymatycznej [32, 55]
Fig. 6. Inactivation of AHL signaling molecules
via enzymatic hydrolysis [32, 55]
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tego typu narzedzi walki. Enzymatyczna degradacja cza-
steczek AHL produkowanych przez patogeny roslin moze
spowodowac zachwianie rownowagi w ekosystemach gle-
bowych. Ich efektem moze by¢ nadmierny rozwdj grzybow
z rodzaju Fusarium, czy tez spadek intensywnosci zasie-
dlania korzeni roslin motylkowych przez bakterie z rodzaju
Rhizobium 1 Sinorhizobium, niezbednych w procesie wia-
zania azotu atmosferycznego [55].

Czasteczki sygnatowe mozna takze zwalcza¢ metoda-
mi chemicznymi. Do tego celu najczgsciej stosowana jest
hydroliza alkaliczna, prowadzaca do powstania acylowa-
nych pochodnych homoseryny [43]. Dobre efekty daje tak-
ze wprowadzanie roztworéw wodnych silnych utleniaczy
w niewielkich stgzeniach, ktére inaktywujq czasteczki sy-
gnatowe mikroorganziméow [56].

Zaklocanie systemu komunikacji u bakterii (QS) moze
si¢ odbywa¢ poprzez wytwarzanie czasteczek antagoni-
stycznych wzgledem AHL. Mozliwosci takie maja zarow-
no rosliny, jak i niektore zwierzgta. Przyktadem moze by¢
zdolno$¢ do wytwarzania halogenowanych furanonéw
przez wodorost morski Delisea pulchra. Wykryto, ze obec-
no$¢ tych zwiazkow zapobiega tworzeniu biofilmu przez
S. liquefaciens [43].

Czasteczki sygnatowe moga takze uczestniczy¢ w pro-
gramowanej $mierci komérek w organizmie wielokomor-
kowym, zwanej apoptoza. Apoptoza jest zjawiskiem natu-
ralnym pozwalajacym na usuwanie z organizmu zuzytych
lub uszkodzonych komérek, w celu poprawy jego egzy-
stencji. Czasteczki sygnatowe stymuluja proces apoptozy
w zainfekowanych komorkach eukariotycznych. Przykta-
dem moze by¢ farnezol produkowany przez C. albicans,
ktory stymuluje komorki Aspergillus nidurans do apopto-
zy. Ten sam zwiazek i1 jego pochodne indukuja apoptoze
w ludzkich komérkach raka podstawnokomoérkowego ptuc
(adenocarcinoma) [54].

Poznanie mechanizméw umozliwiajacych niszczenie
czasteczek sygnalowych moze przyczynic si¢ opracowania
nowych metod zwalcznia biofilmu. Niestety wigkszos¢ ba-
dan nad mechanizmami komunikacji migdzykomorkowe;j
jest jeszcze w fazie laboratoryjnej i praktyczne zastosowa-
nie w réznych dziedzinach wymaga ich kontynuacji. Warto
takze pamigta¢ o tym, ze aktywno$¢ czasteczek sygnato-
wych uzalezniona jest od wielu czynnikéw s$rodowisko-
wych natury fizyczno-chemicznej, a takze biologicznej,
takich jak np. czasteczki antagonistyczne produkowane
przez inne drobnoustroje. Opracowane w przyszto$ci na-
rzedzia do walki z biofilmem, poprzez ingerencj¢ w ich
system komunikacji, powinny by¢ jednak ostroznie wyko-
rzystywane, z uwagi na mozliwe ich niepozadane skutki.

Mechanizmy opornosci biofilmu
na substancje przeciwdrobnoustrojowe

Komoérkimikroorganizmow zgromadzone wbiofilmiesg
bardziej oporne na dziatanie czynnikdw zewnetrznych, niz
te same, pozostajace w postaci planktonu [25]. Opornos¢ ta
wynika ze specyficznej struktury biofilmu oraz regulowana
jest przez szereg charakterystycznych mechanizméw [57].
Wydaje sig, ze gldéwnym jej powodem jest otoczenie ko-
moérek biofilmu lepkim polimerem (EPS), ktéry ogranicza
dyfuzj¢ substancji przeciwustrojowych do wnetrza bio-
filmu, a takze zmniejsza skuteczno$¢ dziatania komodrek
obronnych organizmu zaatakowanego zywiciela. EPS
chroni tez drobnoustroje przed fagocytoza i wysychaniem.
Ponadto, w miare dojrzewania biofilmu, nastepuje wzrost

udziatu sktadnikow polisacharydowych w jego otoczce, co
zwigksza liczbe wolnych grup funkcyjnych, przyczyniajac
si¢ do wysokiej opornosci mikroorganizmdéw. Reaktywne
grupy funkcyjne egzopolisacharydow moga wigzaé si¢ bo-
wiem z zastosowanymi $rodkami przeciwdrobnoustrojo-
wymi, zapobiegajac przenikaniu czynnikéw toksycznych
do cytoplazmy komorek. Jednakze dlugotrwate oddzia-
lywanie na biofilm mikrobiologiczny srodkami przeciw-
drobnoustrojowymi prowadzi do zmniejszenia roli EPS
w zjawisku opornosci, ze wzgledu na brak wolnych grup
funkcyjnych w tancuchach egzopolisacharydow bakteryj-
nych [26,29,40]. Na sit¢ oddzialywania substancji prze-
ciwbakteryjnych majg takze duzy wptyw warunki zycio-
we panujagce wewnatrz biofilmu. Sa one zdecydowanie
odmienne w poréwnaniu z otoczeniem. Przede wszystkim
mniejsza jest zawartos¢ tlenu, a w glebszych warstwach
biofilmu nawet panuja warunki beztlenowe. Dlatego tez
cze$¢ komorek przechodzi w stan anabiozy, a zaréwno
metabolizm, jak i ich namnazanie wewnatrz biofilmu sg
zwolnione. Poniewaz niektdre $rodki przeciwbakteryjne
dzialaja wylacznie na komorki aktywne metabolicznie,
przejscie w fazg stacjonarng czesci komorek znajdujacych
si¢ wewnegtrznej strefie biofilmu moze by¢ zwiazane ze
znacznym zmniejszeniem ich wrazliwosci na te substan-
cje. Wysoka opornos¢ bton biologicznych na dzialanie
substancji antymikrobiologicznych wynika zaréwno ze
specyfiki zmian metabolicznych, jak i genetycznych zwia-
zanych z faza wzrostu komoérek wspottworzacych biofilm.
Okazalo sig¢, ze bakterie wyspecjalizowaly si¢ w produko-
waniu specjalnych biatek chroniacych je przed dziataniem
czynnikéw zewnetrznych [57]. W wyniku dziatania czyn-
nikow stresowych, jakim poddawane sa bakterie (podwyz-
szona temperatura, toksyny, promieniowanie, gtodzenie)
nastgpuje u nich ekspresja genéw odpowiedzialnych za in-
dukowanie produkcji specjalnych bialek zwanych biatka-
mi szoku termicznego (sHSP). Biatka te odgrywaja wazna
role w ochronie niezbednych do zycia komoérki biatek, ota-
czaja je i niedopuszczaja do nieodwracalnych zmian, ktére
mogg oznacza¢ $smier¢ komorki [58].

W dojrzatym biofilmie uruchamiane sa takze geny od-
powiedzialne za synteze¢ enzymdw rozktadajacych wolno-
dyfundujace substancje przeciwbakteryjne. Przypuszcza
si¢ takze, ze niektore z nich moga modyfikowa¢ budowe
tych substancji, a tym samym zmienia¢ ich wtasciwosci.
Uwaza si¢ takze, ze produkowane przez niektdre bakterie
b1osurfaktanty (np. ramnolipidy) przyczyniaja si¢ do wzro-
stu opornosci biofilmu na fagocytoze i uczestnicza czynnie
w infekcjach chorobowych [26,37]. Podczas dlugotrwate-
go dziatania $rodkéw antybakteryjnych na biofilm moze
takze dochodzi¢ do indukcji mutacji punktowych genéw,
ktorych produkty ekspresji podnosza poziom opornosci
poszczegolnych komoérek znajdujacych si¢ w biofilmie.
W obrgbie biofilmu dochodzi do horyzontalnego transferu
genow. Przekazywanie plazmidow jest jednym z waznych
mechanizmdéw rozprzestrzeniania si¢ opornosci na leki,
srodki dezynfekcyjne czy inne czynniki natury chemicz-
nej. Horyzontalna wymiana gendow zwigksza szanse mi-
kroorganizmdéw na przetrwanie [59,60]. Stwierdzono, Ze
wysoka oporno$¢ komdrek bakteryjnych zawartych w bio-
filmie na dziatanie substancji przeciwdrobnoustrojowych
zalezy takze w duzej mierze od rodzaju powierzchni, na
ktérej zostala wytworzona [61]. Wykazano, ze biofilm Li-
steria monocytogenes jest tatwiej inaktywowany i usuwa-
ny z powierzchni stalowych, niz z powierzchni tworzyw
sztucznych, takich jak polistyren czy poliuretan [62].



10

B. Kolwzan

Problemy wynikajace z zasiedlania powierzchni
przez biofilm

Patogeneza choréb czlowieka i zwierzat

Organizm czlowieka jest uktadem otwartym, zasie-
dlonym przez liczne mikroorganizmy, gléwnie w postaci
biofilmu. Wigkszo$¢ z nich to mikroorganizmy symbio-
tyczne, natomiast pozostale to mikroorganizmy oportuni-
styczne, ktore wywotuja objawy chorobowe tylko w chwili
zachwiania homeostazy w organizmie czlowieka. Docho-
dzi wéwczas u nich do ekspresji pewnych genow, czego
skutkiem moga by¢ bardzo ci¢zkie infekcje (tab. 2). Nale-
7g do nich infekcje uktadu krazenia, uktadu moczowego,
uktadu migsniowo-szkieletowego czy prochnica zgbow
[36,63,64]. Powstawanie biofilmu jest przyczyna powaz-
nych probleméw u chorych z mukowiscydoza. Produkowa-
ny przez organizm chorego $luz jest podtozem do rozwoju
mikroorganizmow. Uszkodzenie ptuc u pacjentéw spowo-
dowane jest wzmozong odpowiedzig immunologiczng na
rozwdj mikroorganizmow.

Istotny problem stanowi takze zasiedlanie przez mikro-
organizmy materiatow medycznych. Dotyczy to zaréwno
biomateriatéw znajdujacych si¢ catkowicie wewnatrz ludz-
kiego ciala, jak i na jego zewngtrznej powierzchni. Podat-
ne na kolonizacj¢ przez biofilm sa implantowane sztuczne
serca, stawy, soczewki kontaktowe, zastawki serca, protezy
naczyniowe, implanty stomatologiczne, tkaniny i szwy oraz
cewniki. Bakteriami najczesciej kolonizujacymi biomate-
riaty sa Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis 1 Pseudomonas aeruginosa [65]. Powaznym pro-
blemem jest tez zasiedlanie przez mikroorganizmy urza-
dzen diagnostycznych, takich jak np. endoskopy. Wsrod
najczesciej izolowanych drobnoustrojéw znajduja si¢ pa-
teczki jelitowe, bakterie przetrwalnikujace z rodzaju Ba-
cillus czy paciorkowce z rodzaju Streptococcus. Przyczyna
skazenia mikrobiologicznego sa nieprawidlowosci procesu
dezynfekcji, budowa endoskopéw uniemozliwiajaca do-
step mechaniczny do niektdrych waskich kanaldw, a takze
miejscowe uszkodzenia kanatow endoskopdéw ulatwiajace

adhezj¢ mikroorganizmdéw. Szczegdlne zagrozenie stano-
wig mikroorganizmy bytujace w Srodowisku szpitalnym,
najczgsciej w miejscach o duzej wilgotnosci i dobrym na-
powietrzeniu, takich jak umywalki, nawilzacze powietrza,
klimatyzatory czy rury respiratorow. W takich miejscach
przebywaja czesto pateczki z rodzaju Pseudomonas o sil-
nych wiasciwosciach inwazyjnych i toksycznych, szero-
kiej opornosci na antybiotyki oraz srodki dezynfekcyjne.
Drobnoustroje te wykazuja zdolnos¢ do wytwarzania bio-
filmu nieprzepuszczajacego elementéw odpornosciowych
(przeciwcial, dopelniacza, leukocytow), ograniczajacego
oddzialywanie antybiotykoéw oraz neutralizujacego reak-
tywne formy tlenu.

Mikroorganizmy zdolne do wytwarzania biofilmu sg
czesto przyczyna groznych zakazen u zwierzat [66]. Typo-
wym przyktadem moze by¢ zapalenie gruczolu mlekowego
u krow wywotane przez gronkowce, najczesciej Staphylo-
coccus aureus. Drobnoustroje te charakteryzuje wielo$é
czynnikdw wirulencji (zwiazanych z budowg $ciany ko-
moérkowej oraz wydzielanych egzotoksyn). Maja one zdol-
nos¢ do wytwarzania biofilmu oraz szereg mechanizméow
umozliwiajacych uniknigcie odpowiedzi immunologiczne;j
zakazonego organizmu. Gatunek ten nalezy do najgroznie;j-
szych patogendw, a wytwarzany biofilm sprzyja utrzymy-
waniu si¢ stanu zapalnego na skutek zmniejszenia wrazli-
wosci bakterii na fagocytoze i srodki przeciwbakteryjne.
Bakterie z rodzaju Yersinia, obecne na powierzchni roslin,
w glebie i wodach powierzchniowych, zdolne do wytwa-
rzania biofilmu, uwazane sa za potencjalne patogeny zwie-
rzat. Zachorowania u zwierzat przybieraja niekiedy postaé
epizootii, najczegsciej majq postac ostrych lub przewlektych
biegunek, rzadziej zmian skdrnych w postaci rumienia oraz
zapalenia stawow.

Problemy w przemysle spozywczym

Drobnoustroje wytwarzajace biofilm stanowia po-
wazny problem, z jakim boryka si¢ przemyst spozywczy.
Moga one zasiedla¢ zaréwno produkty spozywcze, jak
i powierzchnie robocze stuzace do ich przetwarzania. Za-
kazone produkty pochodzenia roslinnego lub zwierzgcego

Tabela 2. Przykfady infekcji i choréb zwigzanych z wystepowaniem biofilmu [64]
Table 2. Examples of biofilm-related infections and diseases [64]

Infekcja/choroba

Mikroorganizm w biofilmie

Préchnica zebow

ziarniaki Gram-dodatnie (kwasotworcze) (np. z rodzaju Streptococcus)

Zapalenie przyzebia (paradontoza)

bakterie beztlenowe Gram-ujemne (Fusobacterium nucleatum,
Porphyromonas gingivalis, Bacterioides forsythus,
Prevotella intermedia)

Zapalenie ucha srodkowego

szczepy gatunku Hemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae,
Moraxella catarrhalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Pseudomonas aeruginosa

Infekcja uktadu migsniowo-szkieletowego

ziarniaki Gram-dodatnie (np. z rodzaju Staphylococcus)

Martwicze zapalenie powiezi

streptokoki z grupy A

Przewlekte infekcje ran

bakterie z rodzaju Staphylococcus, Streptococcus, fakultatywne
laseczki Gram-ujemne, bakterie beztlenowe z rodzaju Fusobacterium
i Peptostreptococcus

Infekcja drog zétciowych

bakterie jelitowe (np. z gatunku Escherichia coli)

Zapalenie szpiku

bakterie i grzyby — rézne gatunki

Bakteryjne zapalenie prostaty

Escherichia coli i inne bakterie Gram-ujemne

Infekcyjne zapalenie wsierdzia w obrebie zastawki wtasnej

paciorkowce zieleniejace

Zapalenie ptuc w przebiegu mukowiscydozy

Pseudomonas aeruginosa i Burkholderia cepacia
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staja si¢ przyczyna powaznych schorzen u ludzi [19]. Wy-
woluja je bakterie z rodzaju Yersinia, Salmonella, Esche-
richia, Campylobacter, Staphylococcus, Bacillus oraz pa-
teczki z rodzaju Listeria. Za gtowny rezerwuar bakterii
z rodzaju Yersinia 1 zrodto zakazenia czlowieka uwaza si¢
migso wieprzowe. Zakazenie pateczkami Y. pseudotuber-
culosis u cztowieka moze mie¢ postaé zatrucia pokarmo-
wego, zapalenia jelit, bakteriemii czy posocznicy. Coraz
czesciej produkty spozywcze sg takze zrodtem infekcji pa-
teczkami z rodzaju Listeria. Sa to fakultatywne patogeny
wykazujace powinowactwo do komorek centralnego ukta-
du nerwowego cztowieka i zwierzat. Infekcje czgsto maja
przebieg ostry, konczacy si¢ $miercia. Drobnoustroje te na-
mnazaja si¢ na powierzchni przedmiotéw nieozywionych
oraz w przewodzie pokarmowym, w postaci mikrokolonii
otoczonych warstwa glikokaliksu. Po potaczeniu si¢ poje-
dynczych kolonii powstaje biofilm. Podobnie jak u innych
gatunkow bakterii, zwigksza on opornos¢ pateczek z rodza-
ju Listeria na antybiotyki, oddziatywanie immunoglobulin
oraz stanowi on ochrone przed fagocytoza [7].

W przemysle spozywczym pokrywanie przez biofilm
powierzchni roboczych moze by¢ przyczyna skazenia zyw-
nosci drobnoustrojami powodujacymi jej zepsucie, a takze
drobnoustrojami chorobotwdrczymi. Biofilmy bakteryjne
skutecznie kolonizuja powierzchnie uzytkowe ze stali nie-
rdzewnej, szkta czy teflonu [22]. Przeprowadzone badania
wskazuja na bezposredni wplyw rodzaju badanego drobno-
ustroju oraz dostgpnosci sktadnikow odzywcezych na szyb-
kos$¢ powstawania biofilmu bakteryjnego. Zjawiska te sa
przyczyna powaznych strat w przemysle spozywczym.

Rozklad smaréw i olejow

Oleje i smary umozliwiaja prac¢ wielu urzadzen i sil-
nikow. Stanowia one mieszaning wielu zwiazkow, glow-
nie weglowodorow, o zréznicowanych wilasciwosciach
chemicznych, fizycznych i biologicznych. Z uwagi na
hydrofobowy charakter, ich podatno$¢ na biodegrada-
cj¢ jest stosunkowo mata. Problemy powstajg wowczas,
gdy dochodzi do kontaktu tych zwiazkow z woda, przy
dostgpie powietrza oraz mikroorganizmow. Na granicy
faz olej-woda dochodzi do rozwoju mikroorganizmow,
powstaje cienka warstwa biofilmu. Mikroorganizmy wy-
ksztatcity mechanizmy, dzigki ktorym zdolne sg do wy-
korzystywania weglowodorow w charakterze substratu
pokarmowego [9, 12]. Mechanizmy te umozliwiaja drobno-
ustrojom rozktad weglowodorow zawieszonych w postaci
drobnych kropel (miceli) w roztworach wodnych (rys. 7).
Wytwarzane przez mikroorganizmy biosurfaktanty powo-
duja zwigkszenie dostgpnosci nierozpuszczalnych w wo-
dzie substratow, a w ich obecnosci substancje te przecho-
dza do miceli i sa rozprowadzane po powierzchni komorki.
Substraty bedace ciatami stalymi sa natomiast zwilzane
i dyspergowane, przez co zwigksza si¢ ich powierzchnia.
To z kolei umozliwia ich kolonizacje¢ przez mikroorgani-
zmy. Biodegradacj¢ weglowodorow prowadzi wiele gatun-
koéw bakterii 1 grzybow. Znajduja si¢ wsrdd nich drobno-
ustroje patogenne stanowiace zagrozenie dla cztowieka.
Skutkiem dziatalnosci mikroorganizméw degradujacych
weglowodory sg problemy z funkcjonowaniem wielu urza-
dzen, wynikajace ze zmiany wilasciwosci fizyczno-che-
micznych smarow. Biodegradacja weglowodorow przez
mikroorganizmy w niektorych przypadkach prowadzi do
wytworzenia kwaséw organicznych, jako produktéw roz-
ktadu, ktére powoduja korozj¢ metali [33].

Rys. 7. Etapy zasiedlania kropli oleju napedowego
przez mikroorganizmy
Fig. 7. Stages of diesel oil droplet colonization
by microorganisms

Degradacja materiatéw budowlanych

Procesy niszczenia materiatow stymulowane aktywno-
$cig biologiczna okreslane sg jako biodeterioracja, korozja
mikrobiologiczna, biokorozja lub tez korozja wzbudzona,
wywotywana przez mikroorganizmy (MIC — microbiologi-
cally influenced/induced corrosion). Zjawisko to powoduje
niszczenie budowli i konstrukcji naziemnych, zaglebio-
nych w gruncie oraz podwodnych. Rozwdj drobnoustrojéw
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na powierzchni materatéw budowlanych uzalezniony jest
od szeregu czynnikoéw natury fizyczno-chemicznej. Szcze-
gblne znaczenie ma wilgotno$¢ materiatu, a w przypadku
materiatow mineralnych — ich sktad mineralogiczny, poro-
watos¢, typ spoiwa i przepuszczalnos$¢ wodna. Kolonizacje
powierzchni materiatdéw budowlanych utatwia naruszenie
jej struktury na skutek dziatania wiatru, wody, czastek py-
16w 1 innych zanieczyszczen atmosfery [67].

Biofilm zlozony zaréwno z bakterii, jak i grzybow
moze zasiedla¢ zewngtrzne powierzchnie budynkow czy
pomnikow, powodujac ich zanieczyszczenie, destrukcje
i obnizajac walory estetyczne [68]. Uwaza sig, ze powazna
role w destrukcji budynkéw z kamienia odgrywa zdolnosé
mikroorganizméw do wytwarzania kwasoéw organicznych
chelatujacych kationy. Ponadto ich rozwoj umozliwia
pozniejsza kolonizacje powierzchni przez glony, porosty,
mchy i rodliny wyzsze. Epifityczne glony rozwijajq si¢ na
powierzchniach wilgotnych i cieptych, w miejscach, do
ktérych dociera $wiatto. Powierzchni¢ budynkéw zasie-
dlaja glony nalezace do zielenic i sinic, z rodzaju Pleuro-
coccus, Stichococcus, Trentepohlia, Oscillatoria i Scyto-
nema. Ich wplyw na uszkodzenia powierzchni budynkow
zwigzany jest z zatrzymywaniem wody przez biomasg
glondéw. Zmiany temperatury, powtarzajace si¢ cykle za-
mrazania 1 rozmrazania wody, zwigkszaja okresowo jej
objetos¢ i powoduja mechaniczne uszkodzenia fasad i ele-
wacji [68].

Biofilm wytworzony przez grzyby nalezace do rodza-
jOW Aureobasidium, Cladosporium, Aspergillus 1 Peni-
cillium czgsto pokrywa wewngtrzne powierzchnie w bu-
dynkach. Ich rozwo6] moze powodowaé daleko idace
konsekwencje. Grzyby moga metabolizowaé szereg sklad-
nikow farb pokrywajacych $ciany, zasiedla¢ powierzchnie
drewniane a nawet pokrywaé warstwa biofilmu elementy
metalowe. W sktad biofilmu moga wchodzi¢ grzyby pa-
togenne stanowigce zagrozenie dla czlowieka. W wilgot-
nych, zle wentylowanych pomieszczeniach rozwijaja si¢
grzyby alergizujace oraz grzyby wytwarzajace metabolity
o wlasciwosciach rakotworczych [38].

Zasiedlanie systeméw wodociagowych

Zasiedlanie przez biofilm sieci, instalacji i urzadzen
wodociaggowych stanowi zagrozenie sanitarne dla konsu-
mentéw wody. Erozja i odrywanie fragmentow biofilmu
jest przyczyna wtornego skazenia mikrobiologicznego
wody przeznaczonej do spozycia [15,69,70,71]. Wsrod
uwalnianych mikroorganizméw znajduja si¢ takze poten-
cjalnie chorobotworcze dla ludzi, takie jak bakterie gatun-
ku Legionella pneumophila czy pierwotniaki z rodzajow
Cryptosporidium i Giardia. Biofilm zasiedla¢ moze prze-
wody wodociagowe zbudowane z tradycyjnych materia-
16w, takich jak zeliwo i stal czy cement, a takze z zastepu-
jacych je tworzyw sztucznych [72]. Rurociagi zbudowane
z metali podlegaja korozji mikrobiologicznej, co moze
by¢ przyczyna zmniejszenia przeptywnosci przewoddéw
wodociggowych [73]. Stosowanie tworzyw sztucznych
nie zabezpiecza w petni sieci wodociagowej przed rozwo-
jem biofilmu. Z powierzchni materialéw polimerowych
wymywane sa zwiazki organiczne wykorzystywane przez
mikroorganizmy w charakterze substratu pokarmowego.
Prowadzi to do wyraznego spadku jakosci sanitarnej wody
u odbiorcow [74].

Podsumowanie

Biofilm, jako zjawisko, nie jest jeszcze do konca pozna-
ny. Jest on przedmiotem zainteresowania badaczy, ktorzy
z jednej strony widza mozliwosci jego wykorzystania do
stymulacji szeregu proceséw technologicznych, a z drugiej
sq zainteresowani metodami jego eliminacji z uwagi na
szkody, jakie on wywotuje powodujac trudne do wylecze-
nia schorzenia oraz straty w gospodarce. Przeciwdziatanie
mikrobiologicznej degradacji materiatdéw polega na zwal-
czaniu biofilmu za pomoca odpowiednich srodkow che-
micznych lub stosowaniu nowych materiatéw, trudnych do
kolonizacji przez bakterie. W systemach wodociagowych
konieczna jest kontrola rozwoju biofilmu, polegajaca na
utrzymywaniu $rodka dezynfekcyjnego w ilosci uniemoz-
liwiajacej rozwdj bakterii. Stosowane do tej pory metody
usuwania biofilmu opieraja si¢ na modyfikacji sSrodowiska,
w ktorym on wystgpuje poprzez stosowanie ultradzwigkow,
zmiany pH czy niskonapigciowych pol magnetycznych.

Eliminacja biofilmu jest szczegolnie wazna z punktu wi-
dzenia zdrowia cztowieka, dla ktorego stanowi on powazne
zagrozenie. Poznanie mechanizmu powstawania oraz funk-
cjonowania biofilmu daje mozliwo$¢ opracowania nowych
metod jego zwalczania. Naleza do nich metody zapobiega-
jace adhezji mikroorganizmdéw do biomateriatdéw poprzez
zwiazanie z powierzchnia czynnikéw antybakteryjnych,
takich jak enzymy lityczne, bakteriocyny, biosurfaktanty,
eukariotyczne peptydy i biatka przeciwdrobnoustrojowe.
Wykazano, ze zastosowanie przeciwcial skierowanych
przeciwko adhezynom bakteryjnym i ich receptorom ha-
muje zasiedlanie powierzchni. Prowadzi si¢ takze badania
nad zwalczaniem biofilmu przez blokowanie powstawania
substancji zewnatrzkomorkowych (EPS) lub ich niszcze-
nie, a takze niszczenie struktury biofilmu, przy zastosowa-
niu enzymow litycznych, surfaktantéw czy bakteriofagow.

Duze nadzieje wiaze si¢ z poznaniem drég komunikacji
w obrebie biofilmu. Blokowanie powstawania i dziatania
mediatoré6w sygnalizacji migdzykomdrkowej moze zakto-
ci¢ 1 uniemozliwi¢ agregacj¢ biofilmu. Produkuje si¢ tak-
ze coraz to nowsze srodki dezynfekcyjne oraz materiaty
zawierajace zwiazki antymikrobiologiczne. Opracowane
w przysztosci metody by¢ moze nie pozwola na catkowi-
te wyeliminowanie tego zjawiska, ale pozwolg ograniczy¢
jego niekontrolowany rozwoj.
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Abstract: Adhesion of bacterial cells to a diversity of sur-
faces is attributable primarily to the extracellular polymers
produced by some microorganisms, and, additionaly, to such
structures as fimbria and cilia. A mature biofilm is compo-
sed of many different microcolonies, where microbial cells
are integrated with each other by an extracellular polymeric
substance (EPS). An EPS consists of polysaccharides, pro-
teins, nucleic acids, surfactants, lipids and water. The cells
in the biofilm interior are highly specialized forms capable
of fulfilling a variety of functions, and their properties differ
noticeably from those of the free cells. The structure and
organization of these specialized microbial clusters protect
them against adverse external influences. Proper functioning

of the biofilm is guaranteed by quorum sensing via signaling
molecules that freely diffuse from one bacterium to another.
Being active participants in various microbiological pro-
cesses, biofilms have now become commonplace. They are
largely to blame for heavy losses in a country’s economy,
and for the potential to spread infections that are difficult
to treat. The colonization of a water-pipe network by a bio-
film carries serious risk to public health. In conclusion, good
knowledge of the biofilm structure, as well as the proper
understanding of the mechanisms underlying the forma-
tion and functioning of a biofilm, is a requisite not only for
upgrading the efficiency of a technological process conduc-
ted in the presence of a biofilm, but also for developing new
and effective methods of biofilm degradation.

Keywords: Biofilm, microorganisms, extracellular po-
lymeric substance (EPS), quorum sensing.
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