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1. Wstep

Jednokomodrkowe bakterie oraz grzyby pomimo swojej samowystarczalno$ci posiadaja
zdolnoséci do tworzenia biofilmow. Biofilm to przestrzenna, trojwymiarowa spoteczno$é
potaczonych ze sobg mikroorganizmoéw wytwarzajacych zewnatrzkomorkowa macierz. Tego
typu struktury moga powstawaé zarOwno na powierzchniach abiotycznych (np. cewniki,
protezy) a takze biotycznych (np. blony sluzowe, kosci, powierzchnie ran) [1,2]. W odr6znieniu
od biofilmu, kiedy komorki nie sa polaczone ze soba i stanowia luzng zawiesing
drobnoustrojéw mowimy ze s3 w formie planktonowej. Zwarta struktura biofilmu znaczaco
zwigksza szanse drobnoustrojow na przezycie i zapewnia ochrone przed s$rodowiskiem
zewnetrznym. Wewnatrz  struktury biofilmowej towarzyszacej infekcji, komorki s3
odseparowane od S$rodowiska zewnetrznego, mniej podatne na wysychanie, oraz mniej
wrazliwe na uktad odporno$ciowy gospodarza oraz antybiotyki [1,2]. Do choréb ktorym
towarzyszy powstawanie biofilmu mozemy zaliczy¢ miedzy innymi infekcje zwigzane z
cialami obcymi np. implantami, cewnikami, czy wenflonami. W niektorych przypadkach
odsetek infekcji po implantacji moze dochodzi¢ do 40% [3]. Obecno$¢ ztozonych struktur
drobnoustrojowych réwniez obserwuje si¢ W jednostkach chorobowych bez udziatu ciata
obcego takich jak chociazby zapalenie przyzebia, stany zapalne kosci, drog oddechowych czy
uktadu moczowego [3]. Dojrzaly biofilm poza utrzymywaniem zwartej struktury,
zapewnieniem S$rodowiska dla komorek skladowych, stanowi roéwniez rezerwuar
drobnoustrojow, skad na drodze fragmentacji biofilmu moze dochodzi¢ do rozprzestrzeniania
infekcji [1-3].

Mnogos¢ mechanizmoéw odpornosciowych biofilméw przyczynia si¢ do trudnosci w
zwalczaniu infekcji. Do najwazniejszych zaliczy¢ mozna: tworzenie zewnatrzkomorkowe;j
macierzy otaczajacej komorki, spowolnienie cyklu Zyciowego komorek, zmiany
transkrypcyjne (np. zwigkszenie ekspresji genéw odpowiedzialnych za tworzenie pomp
aktywnie usuwajacych antybiotyki poza obreb komorki), roznicowanie si¢ komorek, czy nawet
komunikowanie si¢ drobnoustrojow wewnatrz struktury (quorum sensing) [4]. Minimalne
stezenie leku ktore jest niezbedne do zwalczenia biofilmu moze by¢ nawet kilka rzedoéw
wielkosci wigksze niz st¢zenie skuteczne wobec komorek planktonowych (niezwigzanych w
strukturze biofilmowej), w wielu przypadkach antybiotyk skuteczny w zwalczaniu komorek
planktonowych jest zupetnie nieskuteczny przeciwko biofilmowi (tabela 1) [4,5]. Wartym
podkreslenia jest rowniez fakt obserwowanej rosngcej liczbie zakazen wywolanych przez

szczepy oporne na stosowane antybiotyki, réwniez szczepy wielolekooporne [6]. Lek



nieskuteczny wobec formy planktonowej patogenu, nie bedzie aktywny przeciwko strukturze

biofilmowej.
Lek MIC dla planktonu [ug/ml] | MBIC dla biofilmu [pg/ml]
Gentamycyna 16 >4096
Bacytracyna 32 >4096
Nitrofurazon 4 >512
Wankomycyna 2 >4096
Enrofloksacyna 1 >4096
Ceftriakson 32 >4096
Oksacylina 8 >4096
Rifampicyna 4 >1024

Tabela 1. Poréwnanie minimalnego st¢zenie hamujacego (MIC) oraz minimalnego st¢zenia przeciwbiofilmowego
(MBIC) wybranych antybiotykéw dla Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 [26] Wartosci MBIC poza

testowang skalg, nie mozliwe do osiggniecia in vivo.

Zdj. 1. Przyktad biofilmu Candida tropicalis wychodowany in vitro. Zwarta struktura drozdzakow w tym
wypadku utworzyla si¢ nie tylko na powierzchni probowki (B), ale rowniez w postaci ktaczkow (ang. floc
biofilm) luzno unoszacych si¢ w roztworze pozywki (A). [ze zbioréw autora]




2. Mechanizmy zwigzane z opornoscia biofilmu:

2.1 Macierz

Mikroorganizmy w biofilmach zyja otoczone samodzielnie przez nich wytworzong
matrycg, ktora odpowiada za spojnos¢ catej struktury. Macierz miedzykomorkowa- ECM (ang.
Extracelluar matrix) stanowi zarowno podporg calej struktury jak i ochrong fizyczna, juz od
wczesnych etapdw powstawania biofilmu [7]. W sklad macierzy wchodza glownie
polisacharydy, biatka, kwasy nukleinowe 1 lipidy. Ponadto wewnatrz macierzy znajduja si¢
enzymy utatwiajace przemiany metaboliczne i trawienie sktadnikow odzywczych.

Macierz sama w sobie stanowi barier¢ dla antybiotykéw utrudniajgc im przenikanie do
wnetrza komorek i1 osiggniecie odpowiedniego stezenia terapeutycznego, jednakze nie jest to
gléwna przyczyna nieskutecznos$ci antybiotykdéw przeciwko biofilmom. Warto nadmieni¢ ze
rozne zwiazki charakteryzuja si¢ r6zng zdolnoscig do penetrowania biofilmow [8] . Sktadniki
macierzy mogg wplywa¢ w r6zny sposob na rozne antybiotyki. Kwasy nukleinowe biorg udziat
w szlakach komunikacyjnych (min. Quorum sensing), moga chelatowac jony metali (glownie
magnezu Mg?*) co wplywa na ladunek s$rodowiska, a takze bezposrednio reaguja z
czagsteczkami lekow, np. z wankomycyna [4]. W zewnatrzkomorkowych kwasach
nukleinowych mogg znajdowaé si¢ réwniez geny kodujace odporno$¢ na antybiotyki.
Polisacharydy bedace jedng ze sktadowych macierzy mogg inaktywowac zwiazki takie jak np.
kolistyna, tobramocynya, czy aminoglikozydy, zwigkszaja ponadto fizyczng odpornosé
biofilmu na polisorbaty [4]. Istotna role¢ w oporno$ci na penicyliny peini znajdujaca si¢ w
strukturze wiekszosci bakteryjnych biofilméw betalaktamaza [9]. Zrodtem zaréwno DNA jak i
protein w macierzy miedzykomorkowe;j jest liza komorek tworzgcych biofilm [10]. W macierzy
znajduj¢ si¢ okoto 500 biatek, z czego znaczna czg$¢ ma funkcje enzymatyczne [11]. Te
pozakomorkowe enzymy, pelnig kilka funkcji. Najwazniejsza jest udziat w dostarczaniu i
trawieniu sktadnikow odzywczych. Sugeruje to Zze matryca moze stanowi¢ swoisty zewnetrzy
uktad trawienny rozkladajacy sktadniki odzywcze i dostarcza¢ energii komoérkom. Istotng
korzy$cig wytwarzania macierzy migedzykomorkowej jest rdéwniez ochrona przed ukladem
odpornosciowym gospodarza. Neutrofile sg w stanie rozpoznawac infekcje, otacza¢ biofilm ale

maj3a bardzo ograniczong zdolno$¢ wylapywania poszczegdlnych komorek [12].



2.2. Zmiany metaboliczne

Na przyktadzie modelow biofilmoéw grzybiczych sekwencja RNA wykazala ze w
komorkach tworzacych biofilm okoto 1600 gendéw ulega zwigkszonej ekspresji, natomiast
okoto 600 wyciszeniu w poréwnaniu z komorkami planktonowymi [13]. Odpowiada to okoto
1/3 wszystkich genow Candida albicans. Geny ktorych ekspresja jest obnizana w trakcie fazy
wzrostu stacjonarnego w  biofilmach moga by¢ dodatkowo kilkukrotnie ttumione, badz
catkowicie wytaczone (np. w tak zwanych komorkach przetrwatych, ang. persister cells ). Inne
geny zachowujg si¢ odwrotnie i ich ekspresja jest zwielokrotniona, np. genéw odpowiadajacych
za produkcje pomp transportowych. Istotne réznice obserwuje si¢ nawet migdzy komorkami
ktorym juz udalo si¢ przylgna¢ do powierzchni a tymi ktére nie przylegaja i znajduja si¢
wewnatrz biofilmu [14]. Swiadczy to 0 szerokich mozliwosciach adaptacyjnych
drobnoustrojéw, oraz o istnieniu dwoch tryboéw funkcjonowania: tryb planktonowy, gdy
komorka jest niezwigzana z innymi, oraz tryb biofilmowy w ktéorym komorka znajduje sie w
ztozonej strukturze. W samej strukturze biofilmowej moga znajdowac si¢ komoérki na wielu
roznych etapach rozwoju. Wplywa to w istotny sposob na tolerancje na antybiotyki catej mikro
spolecznosci.

W zwigzku z tym ze biofilm jest zbitg strukturag mogg powstawacé pewne dysproporcje
w dystrybucji sktadnikéw odzywczych i tlenu. Wykazano ze komorki znajdujace sie glebiej w
biofilmie moga wykazywa¢ oznaki niedotleniania oraz by¢ w duzo mniejszym stopniu
zaopatrywane w skladniku odzywcze [4]. W takich warunkach wigkszo$¢ komorek bedzie
przechodzito w stan stacjonarny, czekajac z podziatami na lepsze warunki. Wplywa to w istotny
sposob na skutecznos¢ terapii antybiotykowej poniewaz wigkszo$¢ uzywanych obecnie
srodkéw jest najskuteczniejsza w fazie podziatow. Moze to tez thumaczy¢ wspomniany wyzej
brak aktywnosci lekow pomimo dobrej penetracji w glab biofilmu. Inaczej méwiac, gtod
sprzyja tolerancji drobnoustrojow na antybiotyki.

Srodowisko o obnizonej zawartosci tlenu bedzie réwniez niwelowato niektore
mechanizmy lekow zwigzane z reaktywnymi formami tlenu. O Taki mechanizm podejrzewa
si¢ miedzy innymi cyprofloksacyne ktora moze aktywowa¢ wewnatrz bakterii enzym katalaze
KatA zwigkszajaca stezenie aktywnych form tlenu u Pseudomonas aeruginosa [15]. Poniewaz
dzialanie wigkszo$ci antybiotykow o dziataniu bakteriobojczym jest w mniejszym lub
wigkszym stopniu zwigzane z reaktywnymi formami tlenu, to w warunkach o obnizonej jego
zawarto$ci w $rodowisku obnizy si¢ roéwniez poziom rodnikéw hydroksylowych co bedzie

przeciwdziata¢ aktywnosci bakteriobojczej.



2.3. Komorki przetrwale

Waznym czynnikiem determinujagcym oporno$¢ biofilmow jest rowniez obecnos¢ tzw.
komorek przetrwatych (ang. persister cells). Sg to komorki bakterii badz grzybéw w stanie
swoistego uspienia, fenotypowo rézne od reszty populacji, ze znacznie obnizonym
metabolizmem [16]. Powstaja prawdopodobnie w wyniku stresu zwigzanego z obnizonym
zasobem substancji odzywczych i tlenu w glebszych warstwach biofilmu. Ten typ komorek
zostal po raz pierwszy zaobserwowany w 1944r. przez J. Biggera, ktory zauwazyt ze dodanie
wysokich dawek penicyliny do populacji Stahpylococcus aureus zawsze skutkowato
wyodrebnieniem ocalatych subpopulacji [16]. Do tej pory stwierdzono istnienie tych form u
wszystkich zbadanych dotychczas bakterii i wigkszos$ci patogennych grzybow [17]. Tego typu
komorki po pojawieniu si¢ dogodnych warunkow uaktywniajg sie 1 s3 w stanie odtworzy¢
populacje. Ze wzgledu na stagnacje, komodrki przetrwate wykazuja duza odpornos$¢ na
stosowane leki. Powstawanie tego rodzaju form moze by¢ nawet indykowane po przez podanie
antybiotykow do srodowiska w ktérym znajduja si¢ mikroorganizmy [16].

W przypadku infekcji grzybiczych z towarzyszacym biofilmem sytuacja wydaje si¢
jeszcze bardziej powazna. Ze wzgledu na i tak bardzo ograniczony arsenal dostepnych srodkow
przeciwgrzybiczych. W zasadzie tylko amfoterycyna B oraz echinokandyny wykazuja
dziatanie grzybobojcze (azole s3 mykostatykami). W odpowiedzi na stres zwigzany z duzymi
dawkami lekéw przeciwgrzybiczych, statyczne i mato aktywne komorki przetrwate moga
przej$¢ aktywacje o nie do konca jasnym mechanizmie polegajaca na zwigkszeniu ekspresji
genow odpowiadajacych za efflux (gtownie CDRI1) oraz obnizenie produkcji ergosterolu
(punkt uchwytu azoli). Drastycznie zwigkszona produkcja biatek odpowiadajacych za
integralno$¢ $ciany komorkowej utrudnia dziatanie amfoterycyny B [18]. Lek ten jest w stanie
spowodowac liz¢ znacznej cz¢$ci biomasy biofilmu, jednak komorkom przetrwalym w wyniku
opisanych mechanizméw udaje si¢ przezy¢é. Komorki przetrwate sa zdolne do powrotu do
normalnego metabolizmu 1 biofilm w ciggu kilkunastu godzin moze odrodzi¢ si¢ na nowo. Ilos¢
komorek przetrwatych w biofilmie grzybiczym zalezy od wielu czynnikow i wynosi od 0.9 do

9% ogo6lnej biomasy [19].



2.4. Modyfikacja $ciany komorkowej

Dodatek leku przeciwgrzybiczego do srodowiska z biofilmem indukuje wiele szlakow
metabolicznych 1 ekspresje gendéw zwigzanych z odpornoscig. Jednym z mechanizmow
opornosci na azole jest zwielokrotnienie intensywno$ci proceséw zwigzanych z syntezg
ergosterolu. Nadekspresja genéw ERG1, ERG3, ERG11 i ERG25 jest wigksza w biofilmie niz
w komorkach planktonowych. Ponadto czas odpowiedzi na azole jest krotszy, co moze miec
zwigzek z zageszczeniem komorek [12].

Réwniez zmniejszenie ilosci ergosterolu w dojrzewajacych oraz dojrzatych biofilmach
obniza ilo$¢ punktow uchwytu dla amfoterycyny. Zawartos¢ B-1,3-glukanu w macierzy
miedzykomérkowej w istotnym stopniu wptywa na oporno$¢ biofilmu na antymikotyki. Sciana
komoérkowa komorek tworzacych biofilm zawiera wigcej B-1,3-glukanu w pordéwnaniu do
planktonu [12].

W testach laboratoryjnych uposledzenie genéw zwigzany z budowa Sciany komorkowej
u szczepoéw z rodzaju Streptococcus powodowato os$miokrotnie wigksza podatno$¢ na
gentamycyn¢ w poréwnaniu do szczepu dzikiego gdy te tworzyly biofilm [4]. W formach
planktonowych roznica w oporno$ci miedzy mutantami oraz szczepami bez modyfikacji
roéznice byly niewielkie. Modyfikacje $ciany komoérkowej moga rowniez mie¢ bezposredni

wplyw na zwigkszong tolerancje na waknomycyng oraz polimyksyne [4].

2.5. Efflux. Aktywne usuwanie leku poza obreb komorki

Zwigkszenie tolerancji na antybiotyki ws$rdd bakterii oraz grzybdéw (zwlaszcza w
mtodych biofilmach) jest rowniez zwigzana ze zwigkszong ekspresja gendw odpowiedzialnych
za transport substancji przez $ciang komorki oraz za tzw. efflux. Aktywne usuwanie leku z
wnetrza komorki zapobiega jego kumulacji 1 gromadzeniu szkodliwych dziatan. Zwigkszona
lo$¢ oraz aktywnos¢ niektérych pomp jest obserwowana we wezesnej fazie tworzenia biofilmu
juz kilka godzin po kolonizacji [12, 18, 21]. O tym jak istotna z punktu widzenia
drobnoustrojéw jest efektywna gospodarka odpadami i niechcianymi substancji moze
swiadczy¢ fakt ze prawie 1/5 gendw z nadekspresjg w formie biofilmowej moze by¢ zwigzana
z effluxem. W licznych badaniach min. na szczepach Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
czy Salmonelli spp. wykazano ze sztuczne zatrzymanie nawet nielicznych mechanizmow

zwigzanych z aktywnym usuwaniem leku z komoérki znaczaco podnosi wrazliwos¢ bakterii na
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antybiotyki. Spadata rowniez zdolno$¢ do tworzenia zwartych struktur biofilmowych [18].
Roéwniez bakterie gram dodatnie maja wiele gendw odpowiedzialnych za pompy i systemy
transferow substancji. Na przyktadzie Pseudomonas aeruginosa odnotowano ze ekspresja
genow kodujacych efflux jest kilku- kilkunastokrotnie wigksza w komorkach tworzacych
biofilm w poréwnaniu do planktonowych, co w bezposredni sposdéb wpltywa na zwigkszenie
opornosci na antybiotyki. Mnogo$¢ mechanizméw efluxowych i zwigzanych z aktywnym
transportem moze powodowac réznice w obserwacji roznych populacji biofilméw. Wszystko
wskazuje na to ze drobnoustroje moga regulowac fizjologiczne potrzeby zwigzane z tymi
mechanizmami zaleznie od $rodowiska [18].

W przypadku zakazen grzybiczych efektywniejsze dziatanie mechanizméw zwigzanych
z effluxem zdaje si¢ nie mie¢ znaczenia w konteks$cie opornosci na echinokandyny, ale odgrywa
istotng role w wystepowaniu opornosci krzyzowej na amfoterycyne B. Wigksza ilo§¢ pomp na
powierzchni komorek, jest charakterystyczna dla komorek stanowigcych biofilm. Podobnie jak
u bakterii ma to charakter fizjologiczny gdyz ilo§¢ utworzonych pomp nie zwigksza si¢
znacznie w obecnosci leku przeciwgrzybiczego [12, 17,]. Nieco odmienny mechanizm
zauwazono u szczepOw z rodzaju Burkholderia cepacia bakterii zwigzanej z mukowiscydoza.
Woystawienie bakterii Burkholderia cepacia na dziatanie chlorheksydyny powoduje znaczacy

wzrost transkrypcji gendw kodujacych pompy usuwajace lek poza obreb komorki [21].

2.6. Quorum sensing

Quorum sensing (pol. wyczuwanie kworum) jest to sposob komunikacji
miedzykomodrkowej drobnoustrojow majacej na celu koordynacje zmian zaleznych od gestosci
populacji [21]. Komunikacja ta odbywa si¢ za pomoca matych czasteczek sygnatowych
wydzielanych przez komoérke ktore sa w stanie wplywaé na jej aktywno$¢ i zachowanie.
Quorum sensing ma istotne znaczenie w morfogenezie grzybow, zaktadaniu 1 dojrzewaniu
biofilmu, kontrolowaniu populacji komorek, oraz rozdysponowywaniu sktadnikéw
odzywczych, a takze moze odgrywac rolg w apoptozie [21-24]. Komorki stale wydzielaja rézne
czasteczki spelniajace role sygnalizacyjne, w raz ze wzrostem ich wydzielania, steZenie sygnatu
ro$nie powyzej punktu progowego i dochodzi do inicjacji odpowiedzi. Zaleznie od gatunkow
drobnoustrojéw rézne rodzaje czastek sg wykorzystywane jako sygnal [21]. W $rodowisku
antybiotyku komoérki mogg reagowac na stres wydzielajac czastki sygnatowe ktore przenikajac
w glab struktury biofilmu beda ,,informowaly” pozostate komoérki o zmianie otoczenia.

Sztucznie modyfikowane szczepy drobnoustrojow (eksperymenty z Burkholderia cepacia oraz
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Stahpylococcus aureus), pozbawione zdolno$ci czucia kworum charakteryzowaty si¢ wigksza
podatnoscia biofilmu na antybiotyki, przy braku zmian form planktonowych [21].

W $réd grzybow najbardziej znang czasteczka sygnalowa jest farnezol. Znane sg tez
jego funkcje ochronne. Poprzez tlumienie szlaku RAS1-cAMP znaczaco zwigksza
wytrzymato$¢ komorek Candida albicans na reaktywne formy tlenu produkowane przez
makrofagi, hamuje rowniez produkowane przez nie cytokiny IFN-g i IL-12 ktore sg zwigzane
z odpowiedzig na kandydozg¢ [23]. Wigksze stezenia farnezolu sg w stanie wywota¢ apoptoze
w komoérkach zarowno drozdzy jak i grzyboéw pleSniowych. Poza dzialaniem w obrebie
biofilmu Candida. albicans, ochrania strukture przed bakteriami gram ujemnymi. Farnezol
hamuje wzrost Pseudomonas aeruginosa oraz jest w stanie indukowa¢ $mieré¢ Acinetobacter

baumannii po przez zaburzenie integralnosci blony komoérkowej [23-24].

3. Biofilmy bakteryjno-grzybicze.

W naturalnym $rodowisku mikroorganizmy wyst¢puja obok siebie i dochodzi migdzy
nimi do interakcji. Biofilmy moga wystgpowac jako skupiska nie tylko mikroorganizmow
jednego gatunku. W warunkach in vivo obserwowane jest wspoétistnienie struktur ztozonych z
réznych gatunkow grzybow, czy bakterii, ale nawet biofilméw mieszanych bakteryjno-
grzybiczych, ktore stanowig okoto 20% infekcji zwigzanych z grzybica [12]. Najczestszymi
miejscami wystegpowania infekcji mieszanych grzybiczo- bakteryjnych sa drogi oddechowe,
jelita, skora 1 uktad moczowo-ptciowy. Prochnica zebow, choroby dzigset, zapalenie ucha
srodkowego infekcje rany cukrzycowej, przewlekle infekcje ptuc (np. mukowiscydoza),
infekcje drog moczowych to najczestsze infekcje spowodowane biofilmem mieszanym [17].
Wspotwystepowanie infekcji grzybiczo-bakteryjnych wystgpuje przewaznie pod postacia
infekcji z udziatem Candida albicans oraz bakterii gram ujemnych. Zwigzane jest to z silnymi
zdolnosciami do kolonizacji urzadzen medycznych oraz biomaterialdow przez te grupy
mikroorganizmow [25].

Podobnie jak Candida albicans, bakterie Escherichia coli sa komensalami flory
czlowieka, ktore w dogodnych warunkach moga wywota¢ infekcje. Oba gatunki wykazuja
synergizm w tworzeniu zakazenia. Candida albicans tatwo przylacza si¢ do kolonii pateczki
okreznicy, a takze, za sprawag bakteryjnych lipopolisacharydow zwigksza swoja zdolnos¢
adhezji w obrgbie tkanek w ktorych obecna jest Escherichia coli. Hipotetycznie utatwienie

formowania biofilmu Candida albicans moze wigza¢ si¢ z miejscowym dziataniem
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immunosupresyjnym spowodowanym obecnoscig Escherichii [25]. Z drugiej strony obserwuje
si¢ antagonizm pateczki okr¢znicy z innymi gatunkami drozdzakow (Candida parapsilosis,
Candida krusei czy Candida dubliniensis) w konteksécie infekcji uktadu moczowego.
Mechanizm tej interakcji jest jeszcze nieznany.

Wspotistnienie drozdzakéw 1 pateczki ropy biekitnej obserwuje si¢ na skorze oraz
drogach oddechowych czlowicka. Sama w sobie obecnos¢ Candida albicans w drogach
oddechowych zdaje si¢ nie by¢ grozna, jednak ulatwia infekcje Pseudomonas aeruginosa. Tak
samo obecno$¢ obu patogenow na oparzeniach powoduje trudniejsze gojenie si¢ ran [25].
Zwickszona zjadliwo$¢ Pseudomonas aeruginosa wigze sie z wigkszym wydzielaniem
mediatoréw quorum sensing oraz czynnikow wirulencji w odpowiedzi na wyczucie obecnosci
grzybow. Do najwazniejszych nalezy piowerdyna, ramnolipidy i piocyjaniny [25]. We
wspolnych pozywkach pateczka ropy biekitnej przylega i tworzy biofilmy na strzepkach
Candida albicans. W obecnosci bakteryjnej fenazyny, komorki grzyba przechodza w
metabolizm etanolowy, produkty ktérego stymulujg zwrotnie Psudomonas aeruginosa do
dalszego zwigkszania wydzielania fenazyny i rozwoju wlasnego biofilmu [17,25]. Ponadto
bakteryjne mediatory quorum sensing, takie jak laktony acylo-homoserynowe hamuja wzrost
strzepek po przez zablokowanie szlaku kinaz AMP-biatka A. Z drugiej strony, grzybiczy
farnezol ujemnie dziala na wzrost Pseudomonas aeruginosa po przez obnizenie metabolizmu
bakteryjnych mediatorow [17,25]. Obydwa patogeny moga jednak tworzy¢ sasiadujace ze sobg
biofilmy, badZ nawet pewien rodzaj wspodlnej struktura, ktora bedzie jednak miata mniejsza
biomase [17].

Wielogatunkowe biofilmy grzybiczo- bakteryjne nie ograniczaja si¢ tylko do interakc;ji
grzybow z gram ujemnymi bakteriami. Biofilm wytwarzany przez Candida albicans
zapewniajg ochrong komorkom gram dodatniemu Staphylococcus aureus. Gronkowiec
hodowany razem z drozdzakiem zyskuje oporno$¢ na wankomycyne¢ ktora normalnie jest
skuteczna przeciw tej bakterii. Zwigzane jest to z obecno$cig macierzy zewnatrzkomorkowej
zapewniajacej fizyczng ochrong dla gronkowca, ale réwniez z wykorzystaniem przez nig 3-1,3-
glukanu [17]. Streptococcus gorondi jest w stanie tworzy¢ wspolne biofilmy z Candida
albicans, patogeny w takim uktadzie sa bardziej inwazyjne i poziom kolonizacji jest wyzszy
niz w przypadku dwoch osobnych infekcji [17]. Duza role w powstawaniu biofilméw z tych
gatunkow odkrywa produkowany przez Streptococcus gorondi mediator LUXS, stymulujacy
wzrost bakterii w biofilmach mieszanych.

Beztlenowe srodowisko biofilmu Candida albicans utatwia wzrost beztlenowym gram

ujemnym bakteriom z rodzaju Clostridium, a takze tworzenie wspolnych struktur. W
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hodowlach planktonowych i warunkach tlenowych obecnos¢ Clostridium moze indukowaé

tworzenie si¢ mikrofilmoéw grzybiczych zapewniajacych ochrone przed tlenem [17].
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strukturze biofilmowej [na podstawie X.D. Benetton, dostoral thesis 2007]

4. Podsumowanie

Obserwowany odsetek liczby zakazen z towarzyszacym biofilmem stanowi coraz
wiekszy problem. Ze wzgledu na réznorodne procesy biochemiczne 1 metaboliczne komorki
wchodzace w sktad biofilmu mogg si¢ znaczaco r6zni¢ miedzy sobg w profilach wrazliwosci
na antybiotyki. W warunkach klinicznych biofilm jest duzym wyzwaniem dla shuzb
medycznych ze wzgledu na znaczaco zwigkszone trudnosci w eradykacji drobnoustrojow. Poza
wiasnymi mechanizmami opornosci drobnoustrojow na antybiotyki, we wspolnych strukturach
dochodzg kolejne. Przez lata naukowcy pracujac na czystych koloniach nie zauwazali problemu
naturalnie wystepujacych ztozonych struktur drobnoustrojow. Standardowe testy na
antybiotykooporno$¢ wykonuje si¢ na wyselekcjonowanych czystych koloniach, ktore nie

uwzgledniajg wyzej opisanych mechanizmoéw opornosci biofilmu, w zwigzku z czym
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przeniesienie wyniku uzyskanego in vitro do in vivo moze nie by¢ takie fatwe. Wiele zwigzkow
przeciwdrobnoustrojowych w st¢zeniach $miertelnych dla swobodnie unoszacych si¢ komorek
planktonowych nie jest aktywnych w przypadku biofilmu (tabela 1.). Szczegdlnie niepokojace
sg przypadki infekcji uktadowych.

Leczenie dhlugotrwatych, przewlektych infekcji w ktérych wystepuja struktury
biofilmowe stanowi nie tatwe wyzwanie i nastrecza szereg trudnosci. Zwlaszcza infekcje w
ktérych doszto do zatozenia biofilmu grzybiczego sa niezwykle trudne do leczenia i maja
tendencje do nawracania. Petna eliminacja biofilmu bez usunigcia zainfekowanego podtoza jest
niemal niemozliwa za pomocg obecnie stosowanych antymikotykow.

Nowe metody zaréwno diagnostyki jak i leczenia zakazen powinny uwzgledniad
wszelkie mechanizmy zaréwno indywidualnych komorek jak i tworzonych przez nie struktur.
Nawet w obrebie jednego gatunku patogenu moze istnie¢ wiele wariantow czystych kolonii
oraz mozna obserwowacé sporo roéznic w obregbie tworzonych biofilmoéw [4]. Nie mozna
zapomina¢ rowniez o wzrastajacej liczbie szczepow opornych na antybiotyki, jak réwniez
szczepdw wieloopornych, ktorych leczenie moze by¢ niezwykle problematyczne.

Terapia antybiofilmowa nie moze by¢ skoncentrowana na jednym aspekcie a dotyczy¢
calej zlozono$ci, zaré6wno fizycznej jak 1 molekularnej biofilmu. Skuteczng terapia
antybiofilmowa moze si¢ okaza¢ kombinacja tradycyjnych lekéw ze srodkami wptywajacymi
na komunikacje w biofilmie. Jedng z metod opracowywania nowych sposob leczenia zakazen
jest poszukiwanie wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowych, w tym przeciwbiofilmowych w
srod dobrze znanych lekow zarejestrowanych w innych schorzeniach, co wymaga wielu
dalszych badan [5].
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