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1. Wstęp

Istotną rolę w patogenezie zakażeń związanych ze 
stosowaniem biomateriałów odgrywa zdolność bakterii 
do tworzenia biofilmu. Biofilmem nazywane są przy-
legające do powierzchni stałych, zorganizowane struk-
tury, utworzone przez otoczone warstwą egzopolisacha-
rydu komórki drobnoustrojów należących do jednego, 
kilku, a nawet kilkunastu gatunków [75]. W  porów-
naniu do komórek wolnopływających, mikroorga-
nizmy rosnące w populacji biofilmu są znacznie mniej 
wrażliwe na działanie antybiotyków, antyseptyków 
oraz mechanizmów obronnych organizmu ludzkiego. 
W związku z powyższym, infekcje związane z biofil-
mem są przyczyną licznych komplikacji terapeutycz-
nych. Poza tym, często przechodzą w stan przewlekły 
i nawracają po wyleczeniu. 

Dynamiczny rozwój w dziedzinie biomateriałów 
znacząco przyczynił się do poprawy jakości życia 
pacjentów, jednakże jest także przyczyną zwiększo-
nego ryzyka rozwoju infekcji związanych z biofilmem. 
Niezależnie od stopnia zaawansowania implantów 
biomedycznych, czy produktów inżynierii tkankowej, 
stanowią one potencjalną powierzchnię dla koloniza-
cji drobnoustrojów. Szacuje się, że ok. 60–70% zaka-
żeń szpitalnych jest wynikiem tworzenia się biofilmu 
na powierzchni stosowanych materiałów medycznych, 
m.in. implantów sercowych, cewników, rozruszników 
serca, protez naczyniowych oraz ortopedycznych [10]. 

Zdolność do adhezji, kolonizacji powierzchni, 
a  w  konekwencji do formowania biofilmu wykazuje 
szerokie spektrum drobnoustrojów. Do najpowszech-
niejszych szczepów tworzących biofilm na powierz- 
chni biomateriałów zalicza się: Enterococcus faecalis, 
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Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Strep
tococcus viridans, Escherichia coli, Klebsiella pneumo
niae, Proteus mirabilis i Pseudomonas aeruginosa [18]. 
S. aureus i S. epidermidis są najczęściej występującymi 
szczepami na implantach sercowo-naczyniowych [54, 
55]. Szacuje się, że są odpowiedzialne za ok. 40–50% 
infekcji sercowo-naczyniowych związanych z  biofil-
mem oraz za ok. 50–70% infekcji związanych z  two-
rzeniem się biofilmu na cewnikach [2].

Występowanie szczepów E. faecalis związane jest 
z  rozwojem infekcji u pacjentów z wkłuciem cen-
tral nym lub wentylowanych mechanicznie. Poza tym 
bakterie tego gatunku często są izolowane od chorych 
z wprowadzonymi implantami ortopedycznymi. Bio-
filmy formowane przez E. faecalis i S. viridans odpo-
wiadają za występowanie zapalenia wsierdzia [6]. Nato-
miast drobnoustroje Gram-ujemne są najczęstszymi 
czynnikami etiologicznymi zakażeń układu moczowego 
oraz infekcji związanych z wykorzystaniem cewników 
urologicznych [13].

2. Etapy powstawania biofilmu, a oporność
 na antybiotyki

Powstawanie biofilmu jest procesem złożonym i wie- 
loetapowym (Rys. 1). Etapem inicjującym jest proces 
adhezji pojedynczych komórek do powierzchni bioma-
teriałów, ciał obcych oraz tkanek. Następnie dochodzi 
do proliferacji kolonizujących komórek oraz produk-
cji pozakomórkowej substancji polisacharydowej (EPS, 
extracellular polymeric substance). Warstwa nierozpusz-
czalnych egzopolimerów ułatwia adhezję kolejnych 
bakterii do podłoża oraz stanowi barierę ochronną, 
zabezpieczającą mikroorganizmy przed niekorzystnymi 

warunkami środowiska (np. działaniem antybiotyków) 
oraz odpowiedzią humoralną gospodarza. 

Podczas fazy dojrzewania biofilmu dochodzi do 
zmian ekspresji genów oraz metabolizmu drobnoustro-
jów położonych wewnątrz zorganizowanej populacji. 
Może dojść do aktywacji genów kodujących enzymy 
rozkładające leki lub kodujących białka wypompowu-
jące leki z komórek bakteryjnych (drug effux pumps). 
Maleje tempo wzrostu i metabolizm drobnoustrojów. 
Proces formowania biofilmu jest kontrolowany poprzez 
mechanizm oceny liczebności (quorum sensing) – uni-
kalny system komunikacji międzykomórkowej zwięk-
szający zdolności adaptacyjne biofilmu. W końcowym 
etapie dojrzewania biofilmu komórki bakteryjne odcze-
piają się od struktury, aby rozpocząć proces ekspansji 
nowych powierzchni.

Dojrzałe struktury wykazują znacznie zmniejszoną 
wrażliwość na stosowane środki przeciwdrobnoustro-
jowe, a nieprawidłowo przeprowadzona antybiotyko-
terapia może być przyczyną rozwoju subpopulacji bak-
teryjnych komórek przetrwałych (persister cells), które 
po zakończeniu leczenia umożliwiają odnowienie popu- 
lacji biofilmu [38, 52].

Problemy terapeutyczne wynikające z rozwoju infek-
cji związanych z biofilmem są przyczyną poszukiwania 
i rozwoju nowych metod eliminacji, jak i profilaktyki 
tego typu zakażeń.

3. Strategie zapobiegania tworzenia się biofilmu

Ograniczenie ryzyka rozwoju biofilmu na po- 
wierzchni biomateriałów stanowi jeden z podstawo-
wych celów grup badawczych poszukujących skutecz-
nych strategii profilaktyki infekcji związanych z biofil-

Rys. 1. Etapy formowania biofilmu
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mem [14, 66]. Główne podejścia zakładają modyfikacje 
powierzchni materiałów celem ograniczenia adhezji 
drobnoustrojów oraz ingerencję w początkowe fazy 
rozwoju biofilmu.

3.1. Celowanie w początkową fazę rozwoju biofilmu

3.1.1. Związki niskocząsteczkowe (Small Molecules)
W ostatnich latach wiele ośrodków naukowych sku-

piło swoją uwagę na związkach niskocząsteczkowych 
zdolnych do hamowania rozwoju biofilmu.

Zidentyfikowano m.in. szereg związków, które po - 
przez inhibicję genów odpowiedzialnych za ekspresję 
czynników wirulencji szczepów, takich jak Streptococcus 
pyogenes i S. aureus, powodują zahamowanie formowa-
nia się ich biofilmów [41, 66]. Wykazano, że produ-
kowany przez szczep P. aeruginosa, kwas cis-2-decyle-
nowy posiada zdolność eradykacji dojrzałego biofilmu 
bakterii z gatunku E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis, 
S. pyogenes, Bacillus subtilis, S. aureus i Candida albi
cans [16]. Podobne działanie wykazują produkowane 
przez bakterie D-aminokwasy. Mechanizm działania 
D-aminokwasów na rozwijający się biofilm nie został 
dotychczas wyjaśniony, jednak związki te okazały się 
skuteczne w hamowaniu tworzenia się biofilmu przez 
szczepy: S. aureus i P. aeruginosa [36].

Poprzez hamowanie rozwoju egzopolisacharydu 
N-acetylocysteina skutecznie zapobiega tworzeniu się 
biofilmu S. epidermidis [58]. Kationy metali, tj. Ca2+ 

i  Mg2+, biorąc udział w adhezji drobnoustrojów do 
powierzchni, pełnią ważną rolę w procesie formowa-
nia biofilmu. Użycie związków chelatujących umożliwia 
inhibicję rozwoju biofilmu [1]. 

Liczba aktywnych związków należących do oma-
wianej grupy stale rośnie, w związku z czym stanowią 
one istotny aspekt poszukiwań nowych metod walki 
z biofilmem. Poza poszukiwaniem nowych cząsteczek 
trwają badania mechanizmu działania wyżej wymie-
nionych substancji o potwierdzonych zdolnościach do 
hamowania rozwoju biofilmu. Związki poddawane są 
także ocenie ich właściwości farmakokinetycznych [14].

3.1.2. Ingerencja w quorum sensing
Quorum sensing jest chemicznym sposobem komu-

nikacji drobnoustrojów. Mikroorganizmy wytwarzają 
i wydzielają do otoczenia substancje sygnałowe, które 
służą m.in. do skoordynowanej regulacji ekspresji ge- 
nów, których produkty zaangażowane są m.in. w proces 
tworzenia się biofilmu [45]. W ostatnich latach podej-
mowane są próby ingerencji w system quorum sensing 
w celu niedopuszczenia do wytworzenia się biofilmu [25]. 

Strategia ta opiera się na stosowaniu naturalnych 
lub syntetycznych analogów substancji sygnałowych 
wykazujących zdolność do: hamowania ich syntezy lub 
uwalniania, blokowania przekazu i odbioru sygnałów 

poprzez receptory wewnątrz komórek drobnoustrojów 
oraz ich syntetycznej lub enzymatycznej inaktywacji 
[30, 76]. Badania Zimmermana i wsp. wykazały zdol-
ność laktonu N-(3-oksododekanylo)-L-homoseryny 
(3OC12-HSL) do stymulacji immunologicznej odpo-
wiedzi komórkowej poprzez chemotaksję neutrofili 
in vitro. 3OC12-HSL jest syntetyzowana przez P. aeru
ginosa i odpowiedzialna za zjawisko quorum sensing. 
Wyniki badań potwierdziły udział komunikacji mię-
dzykomórkowej w procesie tworzenia się biofilmu [78].

Hamowanie komunikacji szczepów tworzących bio-
film stanowi obiecujący kierunek poszukiwań skutecz-
nej terapii. Jednakże zastosowanie blokowania systemu 
QS stwarza także pewne trudności ze względu na specy-
fikę działania. Niskocząsteczkowe związki sygnałowe są 
charakterystyczne dla poszczególnych grup mikroorga-
nizmów, a jeden szczep może wytwarzać kilka rodzajów 
takich cząsteczek [45]. Poza tym, inhibitory systemu 
QS zazwyczaj nie oddziałują na inne procesy życiowe 
drobnoustrojów, co znacznie ogranicza ich zastosowa-
nie jako samodzielnej terapii. Dlatego prowadzone są 
badania w kierunku wykorzystania inhibitorów QS jako 
uzupełnienia leczenia konwencjonalnego [22]. 

3.1.3. Przeciwciała
Jedną z obiecujących strategii ograniczania kolo-

nizacji biomateriałów jest stosowanie przeciwciał wią-
żących adhezyny produkowane przez drobnoustroje. 
Jak wcześniej wspomniano, jednym z najczęstszych 
czynników etiologicznych zakażeń spowodowanych 
stosowaniem materiałów medycznych jest S. epidermi
dis. Kolonizacja często jest przyczyną rozwoju trudnych 
w  leczeniu infekcji i może prowadzić do niszczenia 
zaaplikowanych biomateriałów. Formowanie biofilmu 
przez S. epidermidis wymaga obecności białka AAP, tzw. 
białka akumulacji. W  badaniach przeprowadzonych 
w warunkach in vitro wykazano, że użycie odpowied-
nich przeciwciał monoklonalnych efektywnie hamuje 
proces tworzenia się biofilmu poprzez blokowanie 
wyżej wymienionego czynnika [26].

Najnowsze dane dotyczące zagadnienia molekular-
nych mechanizmów formowania biofilmu wskazują, iż 
proces ten związany jest z makrocząsteczkami błony 
komórkowej drobnoustrojów. Uważa się, że mogą 
one stanowić kolejne miejsce docelowe działania 
przeciwciał. Przypuszczalnie ich zastosowanie zabu-
rza interakcje na poziomie komórka drobnoustroju 
–  powierzchnia kolonizowana oraz oddziaływania 
pomiędzy komórkami bakteryjnymi, co ingeruje w pro-
ces adhezji. Wykorzystanie przeciwciał nie prowadzi 
do śmierci drobnoustrojów, a tym samym nie indukuje 
silnej odpowiedzi układu immunologicznego gospoda-
rza. Zastosowanie przeciwciał skierowanych przeciwko 
makrocząsteczkom błony komórkowej drobnoustrojów 
wydaje się więc obiecującym rozwiązaniem [65].
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3.1.4. Biofilm drobnoustrojów niepatogennych
Innym sposobem zabezpieczającym przed rozwojem 

infekcji „odbiomateriałowych” jest zastosowanie interfe-
rencji bakteryjnej. Metoda ta jest rozpatrywana przede 
wszystkim pod kątem zapobiegania infekcjom układu 
moczowego. Głównym założeniem jest wykorzysta-
nie szczepu niepatogennego do wytworzenia biofilmu 
na materiale wprowadzonym do organizmu pacjenta. 
Wykazano, że fragmenty cewnika urologicznego inku-
bowane wcześniej w zawiesinie komórek szczepu nie-
patogennego są odporne na kolonizację in vitro przez 
uropatogeny. Pierwsze próby przeprowadzone in vivo 
dotyczyły osób z uszkodzonym rdzeniem kręgowym, 
które wymagały cewnikowania. Doświadczenie polegało 
na wprowadzeniu niepatogennego szczepu E. coli do 
pęcherza moczowego pacjenta. Stwierdzono, że zabieg 
nie spowodował rozwoju infekcji, a metoda wykazała 
skuteczność w redukcji częstości zakażeń [68].

3.2. Modyfikacja biomateriałów w celu zwiększenia
 ich odporności na adhezję drobnoustrojów

3.2.1. Materiały antyadhezyjne
Właściwości fizykochemiczne wykorzystanych bio-

materiałów mają bardzo istotny wpływ na zdolności 
mikroorganizmów do tworzenia biofilmu. Zależą od 
nich między innymi rodzaj i liczba bakterii przylega-
jących do powierzchni. W związku z powyższym pro-
wadzone są intensywne badania mające na celu opra-
cowanie materiałów o optymalnych właściwościach 
ograniczających ryzyko adhezji mikroorganizmów. 

Właściwości powierzchni biomateriałów można 
modyfikować poprzez aplikację powłok antyadhezyj-
nych, zmianę ładunku powierzchniowego, struktury, 
jej chropowatości, aktywności chemicznej oraz właści-
wości hydrofilowych i hydrofobowych [9, 67, 69].

Istotny wpływ na przyleganie komórek do po - 
wierzchni mają właściwości hydrofobowe biomateriału. 
Zastosowanie nanostruktur fluorowanych koloidów 
krzemionkowych jako syntetycznej, silnie hydrofobo-
wej powłoki na powierzchniach szklanych skutecznie 
zredukowało stopień przylegania komórek S. aureus 
i  P. aeruginosa [59]. Niska energia powierzchniowa 
oraz hydrofobowość powierzchni są przyczynami 
zmniejszonej adsorpcji białek i adhezji drobnoustrojów. 
Tekstura biomateriałów również jest istotnym czynni-
kiem wpływającym na interakcje bakterii z kolonizo-
waną powierzchnią. Wyniki wielu badań potwierdziły 
istotny wpływ wysokiej chropowatości powierzchni 
biomateriałów na stopień adhezji drobnoustrojów 
[28, 46, 69]. Stopień adhezji i rozwój S. epidermidis na 
tytanowych szorstkich powierzchniach były znacząco 
wyższe w  porównaniu do tych samych, ale gładkich, 
polerowanych powierzchni [73]. Zdolności przylega-
nia do powierzchni o różnym stopniu gładkości są jed-
nak zależne od gatunku drobnoustroju. W przypadku 

S. aureus zaobserwowano zwiększone przyleganie do 
powierzchni tytanowej poddanej mechaniczno-che-
micznej obróbce i polerowaniu [69].

Wiele doniesień literaturowych dotyczy wykorzysta-
nia powłok antyadhezyjnych. Znaczące zahamowanie 
wiązania komórek biofilmu S. epidermidis zaobserwo-
wano na stalowych i tytanowych biomateriałach z nano-
powłoką TMS-trimetylosilkanu, natomiast powlekanie 
tytanowych biomateriałów PEG (polietylenoglikolem) 
zredukowało adhezję szczepu S. aureus [24, 40]. 

Xu i wsp. wykazali, że submikronowa (400–500 nm) 
warstwa poli(uretano-mocznika) ogranicza powierzch-
nię biomateriałów dostępną dla bakterii, zmniejszając 
w ten sposób prawdopodobieństwo rozwoju biofilmu, 
zwłaszcza S. epidermidis i S. aureus [74]. 

Obiecującą strategią zabezpieczającą przed tworze-
niem się biofilmu jest pokrycie powierzchni biomate-
riałów tzw. szczotkami polimerowymi. Powłokę tworzą 
długie łańcuchy hydrofilowych polimerów związanych 
z powierzchnią i eksponowanych do otoczenia [11, 63]. 
Najczęściej stosowanymi powłokami tego typu są 
szczotki wykonane z politlenku etylenu (PEO) [27]. 
Wyniki badań wykazały znaczące zmniejszenie adsorp-
cji protein i  przylegania bakterii, potwierdzając tym 
samym ich skuteczność w  profilaktyce rozwoju bio-
filmu [61, 62]. W warunkach in vivo wyniki z użyciem 
PEO nie były zadowalające ze względu na niską trwałość 
materiału oraz na wysoką podatność na uszkodzenia 
oksydacyjne. Cechy te uniemożliwiają zastosowanie po- 
włok PEO w obecnej formie w warunkach in vivo [63].

Lellouche i wsp. wykazali, że powlekanie fragmen-
tów cewnika Foley’a za pomocą fluorku itru pozwala 
ograniczyć adhezję i wpływa na redukcję dojrzałego 
biofilmu tworzonego przez szczepy E. coli i S. aureus. 
Stwierdzono istotny wpływ wielkości cząsteczek zasto-
sowanego związku chemicznego na jego właściwości 
przeciwbakteryjne. Największą efektywność działania 
uzyskano stosując powlekanie fluorkiem itru w postaci 
nanocząstek [39].

Zastosowanie powłok antyadhezyjnych jest bardzo 
skuteczną metodą zapobiegania tworzenia się biofilmu 
in vitro na wczesnych etapach jego rozwoju. W warun-
kach in vivo skuteczność tego typu powłok jest uza-
leżniona od złożonych interakcji między powierzchnią 
biomateriału, a komórkami drobnoustrojów oraz orga-
nizmu ludzkiego, które mogą obniżać efektywność sto-
sowanej metody. W związku z powyższym niezbędna 
jest kontynuacja badań mających na celu optymalizację 
powłok i ostatecznie umożliwienie wykorzystania tej 
obiecującej strategii zapobiegania rozwojowi infekcji 
związanych z biofilmem [14].

3.2.2. Powłoki bakteriobójcze/bakteriostatyczne
Obiecującą strategią stosowaną w walce z zakaże-

niami towarzyszącymi stosowaniu biomateriałów jest 
stosowanie powłok wykazujących właściwości bakte-
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riostatyczne lub bakteriobójcze [57]. Do impregnacji 
materiałów biomedycznych wykorzystywano między 
innymi konwencjonalne antybiotyki. Wykazano, że 
powierzchnie tytanowe biomateriałów kowalencyjnie 
związane z  wankomycyną skutecznie hamują rozwój 
biofilmu S. epidermidis [5]. S. aureus natomiast był 
skutecznie eliminowany z powlekanych gentamycyną 
protez bezcementowych stosowanych w arteroplastyce 
[52]. Powlekanie materiałów medycznych antybioty-
kami może stanowić skuteczną profilaktykę zakażeń 
towarzyszących stosowaniu biomateriałów. Należy 
jednak pamiętać, że stosowanie antybiotyków o szero-
kim spektrum działania niesie za sobą ryzyko rozwoju 
szczepów wieloopornych. 

Rozwiązaniem alternatywnym jest stosowanie po- 
włok wykonanych z metali szlachetnych. Wykazano, że 
pokrycie zaczepów aparatów ortodontycznych jonami 
srebra skutecznie hamuje wzrost drobnoustrojów odpo-
wiedzialnych za rozwój próchnicy zębów i paradontozy 
w warunkach in vitro. Poza tym, powłoka spowodowała 
redukcję ilości komórek tworzących biofilm Streptococ
cus sorbinus na fragmentach zaczepów [47]. Komer-
cyjnie dostępne są cewniki urologiczne powlekane sre-
brem. Wyniki badań sprzed kilku lat sugerowały ich 
wysoką skuteczność przeciwdrobnoustrojową i odpor-
ność na kolonizację bakteryjną. Ostatnie doniesienia 
wskazują jednak, że zastosowanie powłoki srebrowej 
nie powoduje statystycznie istotnej redukcji częstości 
infekcji związanych z wykorzystaniem cewników [60].

4. Metody eradykacji biofilmu

W sytuacjach, kiedy profilaktyka zawodzi, dochodzi 
do kolonizacji stosowanych biomateriałów i  rozwoju 
infekcji związanych z biofilmem. W związku z  tym, 
że wiele, do tej pory rutynowo stosowanych środków 
przeciwdrobnoustrojowych jest nieskutecznych w zwal-
czaniu tego typu infekcji, stanowią one bezpośrednie 
zagrożenie dla życia pacjentów. Stwarza to potrzebę 
rozwoju nowych strategii zwalczania zakażeń zwią-
zanych z biofilmem. Dotychczas stosowane i opraco-
wywane metody mające na celu eradykację biofilmu 
bakteryjnego można zaklasyfikować do 3 grup: metod 
fizycznych, biologicznych oraz chemicznych.

4.1. Fizyczne metody eradykacji biofilmu

Podstawową metodą fizyczną, która wykazuje wy- 
soką skuteczność, jest mechaniczne niszczenie struk-
tury biofilmu. Oczyszczanie powierzchni można prze-
prowadzić poprzez szorowanie lub skrobanie. Wadą 
tych działań jest niewielka uniwersalność zastosowania 
wynikająca z różnej budowy kolonizowanych materia-
łów i urządzeń. 

Inną metodą fizyczną jest zastosowanie wysokiej 
temperatury. Potwierdzono, że biofilm poddany dzia-
łaniu temperatury powyżej 95°C przez 100 min. ulega 
całkowitemu zniszczeniu. Podobną efektywność uzy-
skuje się poprzez wykorzystanie niskich temperatur. 
Cykl trzykrotnego zamrażania (–12°C) i rozmrażania 
struktury bakteryjnej powoduje jej eliminację. 

Prowadzone są badania nad możliwością zastoso-
wania fal ultradźwiękowych. Do tej pory wiadomo, że 
ich działanie polega głównie na redukcji ilości komórek 
bakteryjnych, które uległy adhezji [7, 50]. 

Podejmowane są także próby eliminacji biofilmu 
przez zastosowanie pola elektrycznego. Według litera-
tury wykorzystanie prądu o niskim natężeniu, genero-
wanego przez elektrody przewodzące, zwiększa prze-
puszczalność błony komórkowej bakterii dla substancji 
przeciwdrobnoustrojowych. Dodatkowo, potwierdzono 
hamujący wpływ pola elektrycznego na wzrost mikro-
organizmów. Testy z zastosowaniem pola elektrycznego 
o niskim natężeniu dały obiecujące wyniki w stosunku 
do szczepów S. aureus i P. aeruginosa [21]. 

Duże nadzieje pokłada się w metodach wykorzy-
stujących zimną plazmę będącą mieszaniną wolnych 
rodników, jonów, wzbudzonych cząsteczek i promie-
niowania UV. Dokładny mechanizm oddziaływania 
strumienia plazmy z komórką bakteryjną nie został 
jeszcze poznany. Przypuszcza się, że istnieją 3 główne 
drogi działania: dezorganizacja błony komórkowej, 
niszczenie białek wewnątrzkomórkowych i  niszcze-
nie struktury DNA [42]. Interesującą alternatywą jest 
także terapia fotodynamiczna. Jej działanie polega na 
zastosowaniu związków fotouczulających, które po 
aktywacji światłem wykazują działanie cytotoksyczne 
poprzez generowanie reaktywnych form tlenu. Tera-
pia fotodynamiczna wykazała wysoką skuteczność 
w zwalczaniu infekcji przyzębia [8]. Efektywność terapii 
potwierdzono także w stosunku do szczepów z rodzaju 
Enterococcus, Escherichia, Staphylococcus i  Klebsiella 
wyizolowanych od pacjentów z głębokimi ropniami 
tkanek [23]. Terapia fotodynamiczna okazała się rów-
nież dobrym narzędziem w eradykacji in vitro metycy-
linoopornych szczepów S. aureus [77]. Prowadzone są 
również badania nad zmniejszaniem szkodliwości tera-
pii fotodynamicznej. Dobrym rozwiązaniem wydaje się 
być zastosowanie terapii fotodynamicznej w kombinacji 
z nanocząsteczkemi srebra. Metoda efektywnie redu-
kowała ilość komórek S. aureus w testach in vitro [51].

4.2. Biologiczne metody eradykacji biofilmu

Spośród intensywnie badanych metod biologicz-
nych eradykacji biofilmu najbardziej obiecującą wydaje 
się fagoterapia, polegająca na wykorzystaniu wiru- 
sów atakujących bakterie. Potwierdzono wysoką aktyw- 
ność bakteriofagów w stosunku do drobnoustrojów 



8 MAGDALENA MACIEJEWSKA, MARTA BAUER, MAŁGORZATA DAWGUL

Gram-dodatnich i Gram-ujemnych. Z powodzeniem 
od lat wykorzystywane są w leczeniu eksperymen- 
talnym zakażeń szczepami m.in. z rodzaju Salmo 
nella, Proteus, Staphylococcus, Enterococcus, Escheri
chia i  Enterobacter. Doświadczenie przeprowadzone 
na modelu zwierzęcym z rozwiniętą infekcją E. coli 
wykazało wyższą skuteczność jednorazowego podania 
fagów niż serii dawek antybiotyku.

Fagoterapia ma największe znaczenie w przypadku 
eliminacji bakterii wielolekoopornych. Potwierdzono 
jej efektywność wobec szczepów gronkowca złocistego 
opornego na metycylinę i wankomycynoopornych 
enterokoków [44]. Badano także możliwość stosowa-
nia bakteriofagów w leczeniu infekcji płuc wywoła-
nych przez P. aeruginosa u chorych na mukowiscydozę. 
Wykazano skuteczność bakteriofagów w stosunku do 
szczepów klinicznych zarówno w formie planktonowej, 
jak i tworzących zorganizowane skupiska [3].

Inną strategią biologicznej walki z biofilmem jest 
stosowanie enzymów skierowanych wobec macierzy 
polisacharydowej (matrixtargeting enzymes). Ingeren-
cja w strukturę lub degradacja zewnątrzkomórkowej 
macierzy polimerowej biofilmu może skutecznie go 
osłabić lub prowadzić do jego rozproszenia. 

Przeprowadzono szereg badań nad zdolnością 
związków do degradacji składników macierzy, takich 
jak polisacharydu, zewnątrzkomórkowego genomo-
wego DNA (eDNA) i białek [34]. Wykazano, że Dys-
persyna  B, produkowana przez Gram-ujemne bakte- 
rie jamy ustnej Actinobacillus actinomycetemcomitans, 
zakłóca strukturę macierzy zewnątrzkomórkowej 
biofilmu innych szczepów. Związek wpływa m.in. na 
strukturę zewnątrzkomórkowej macierzy biofilmu 
S. epidermidis prowadząc do jego rozproszenia [14, 
33]. Zastosowanie enzymu DNAzy okazało się sku-
teczne w eliminacji biofilmu S. aureus [43, 29]. Podobne 
właściwości wobec biofilmu S. aureus wykazały prote-
inaza K i trypsyna [12].

Skuteczność enzymów wobec matrix nie została 
jednak jeszcze potwierdzona w testach in vivo. Istnieje 
wiele ograniczeń w tego typu podejściu, jednym z nich 
jest ryzyko wystąpienia reakcji zapalnych i alergicz- 
nych [12, 14]. 

4.3. Chemiczne metody eradykacji biofilmu

Aktywność wielu dostępnych związków przeciw-
drobnoustrojowych w stosunku do biofilmu jest znacz-
nie ograniczona w porównaniu do aktywności tych 
substancji wobec komórek wolnopływających tych 
samych szczepów drobnoustrojów. Wynika to przede 
wszystkim z warstwowej budowy biofilmu oraz obec-
ności macierzy polisacharydowej, co utrudnia penetra-
cję związków do wnętrza struktury. Poza tym dochodzi 
do zmian ekspresji genów oraz metabolizmu komórek 

drobnoustrojów położonych w głębszych warstwach 
struktury, prowadzących do obniżonej wrażliwości na 
wiele substancji przeciwdrobnoustrojowych [37].

Wykorzystywane metody chemiczne opierają się 
głównie na zastosowaniu substancji utleniających, np. 
chloru i  jego związków, które powodują degradację 
budowy przestrzennej. W stosunku do biofilmu sku-
teczny jest także formaldehyd i  czwartorzędowe sole 
amoniowe. Pozytywne wyniki w  eradykacji biofilmu 
uzyskuje się również dzięki zastosowaniu surfaktantów, 
których mechanizm działania polega na zaburzaniu 
integralności struktury. Zastosowanie wyżej wymienio-
nych związków chemicznych ogranicza się do procesów 
dezynfekcji powierzchni [50]. 

Do najskuteczniejszych, obecnie stosowanych anty-
septyków należy chlorowodorek oktenidyny. Związek 
został wprowadzony do powszechnego użytku ponad 
dwie dekady temu i do tej pory stanowi najlepsze rozwią-
zanie w zapobieganiu i terapii infekcji ran. Potwierdzono 
jego wysoką skuteczność w stosunku do drobno ustrojów 
Gram-dodatnich jak i Gram-ujemnych oraz grzybów. 
Ponadto, jest aktywny wobec szczepów S. aureus opor-
nych na metycylinę. Oktenidyna jest również skuteczna 
w zwalczaniu biofilmu bakteryjnego. Wykazano między 
innymi, że preparat zawierający dichlorowodorek okte-
nidyny skuteczniej eliminuje biofilmy tworzone przez 
S. aureus i  P. aeruginosa w  porównaniu do mleczanu 
etakrydyny i jodopowidonu [31, 48]. 

5. Peptydy przeciwdrobnoustrojowe

Obiecującą grupą związków o potencjalnym zasto-
sowaniu do walki z biofilmem wydają się być peptydy 
przeciwdrobnoustrojowe (AMP, Antimicrobial Pep
tides), charakteryzujące się silnymi właściwościami 
przeciwdrobnoustrojowymi oraz szerokim spektrum 
działania [17, 35]. Stanowią one istotną część wrodzo-
nej odporności, a ze względu na wysoką aktywność 
wobec biofilmu i niskie ryzyko rozwoju oporności 
w porównaniu do konwencjonalnych antybiotyków ich 
potencjalne zastosowanie w terapii zakażeń wydaje się 
uzasadnione [64].

Wyniki licznych badań przeprowadzonych w warun- 
kach in vitro i in vivo potwierdzają zdolność AMP do 
eliminacji oraz zapobiegania tworzenia się struktur 
biofilmu.

Wykazano między innymi, że ludzka katelicydyna 
LL-37 hamuje proces formowania się biofilmu oraz 
powoduje jego eradykcję w stężeniach znacznie niż-
szych niż stężenia hamujące wzrost komórek plank-
tonowych [56, 70]. Już w stężeniu 0,5 μg/ml, LL-37 
wykazuje silną aktywność antybiofilmową w stosunku 
do P. aeruginosa, głównego czynnika etiologicznego 
zapalenia płuc u  chorych na mukowiscydozę oraz 
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wobec szczepu Francisella novicida odpowiedzialnego 
za rozwój tularemii [4].

Sugeruje się możliwość zastosowania wytwarzanej 
przez neutrofile laktoferyny (LF) w terapii stomatolo-
gicznej. Związek ten naturalnie występuje także w śli-
nie, łzach, mleku, nasieniu oraz w śluzowo-surowiczej 
wydzielinie okrężnicy. Właściwości przeciwdrobno-
ustrojowe laktoferyny wynikają z jej zdolności do wią-
zania jonów Fe3+. Potwierdzono zdolność związku do 
hamowania i zapobiegania tworzeniu się biofilmów 
szczepów Porphyromonas gingivalis i Prevotella inter
media, odpowiedzialnych za powstawanie biofilmu na 
blaszkach poddziąsłowych [71]. 

Powlekanie biomateriałów za pomocą AMP sta-
nowi obiecującą opcję profilaktyki zakażeń związanych 
z biofilmem. Przykładem zastosowania AMP do tego 
celu jest powlekanie powierzchni soczewek kontakto-
wych Meliminą, zbudowaną z fragmentów Mellityny 
i Protaminy. Peptyd ten skutecznie zapobiega adhezji 
komórek P. aeruginosa i S. aureus, natomiast wyniki 
przeprowadzonych testów toksyczności sugerują także 
bezpieczeństwo w stosunku do ludzkiego organizmu 
[19, 72]. Badania in vivo przeprowadzone na królikach 
i świnkach morskich, u których wywołano owrzodze-
nie oka i zapalenie spojówek, wykazały, że stosowanie 
soczewek kontaktowych pokrytych peptydem znacznie 
redukuje objawy zakażenia [15].

Liczne badania in vivo potwierdzają zdolność innych 
AMP do zapobiegania, a także eliminacji infekcji zwią-
zanych z biofilmem. Potwierdzono między innymi 
skuteczność Citropiny 1.1, Temporyny A oraz IB-367 
na zwierzęcych modelach infekcji wywołanych przez 
S. aureus [32]. Ponadto, Temporyna  A skutecznie 
zapobiega adhezji komórek S. epidermidis do protezy 
naczyniowej na modelu szczurzym [20]. Peptyd IB-367 
okazał się skuteczny w redukcji mikroflory jamy ustnej 
będącej potencjalnym czynnikiem etiologicznym zapa-
lenia błony śluzowej. Zaobserwowano redukcję koloni-
zacji przez bakterie Gram-ujemne, szczepy z rodzaju 
Staphylococcus oraz całkowitą eradykację grzybów [49]. 
Wyniki dotychczasowych doświadczeń przeprowadzo-
nych z wykorzystaniem peptydów przeciwdrobnoustro-
jowych czynią z nich doskonałą matrycę do projekto-
wania nowych związków przeciwdrobnoustrojowych 
oraz zachęcają do kontynuacji badań naturalnych AMP.

6. Podsumowanie

Złożoność struktury biofilmu i jego wysoka opor-
ność wobec konwencjonalnych antybiotyków są przy-
czynami trudności napotykanych podczas terapii 
infekcji związanych z biofilmem. Pogłębianie wiedzy 
na temat tworzenia się, funkcjonowania i struktury bio-
filmu stanowią podstawę dla poszukiwania alternatyw-

nych metod profilaktyki i leczenia zakażeń związanych 
z jego występowaniem.

Opisane dotychczas strategie mające na celu zmniej-
szenie ryzyka kolonizacji powierzchni przez drobno-
ustroje chorobotwórcze obejmują między innymi zasto-
sowanie niskocząsteczkowych molekuł oraz ingerencję 
w procesy quorum sensing. Bardzo obiecującym rozwią-
zaniem jest także zastosowanie przeciwciał wiążących 
adhezyny bakteryjne oraz użycie biofilmu drobnoustro-
jów niepatogennych. 

Inne metody mające zapobiegać procesowi rozwoju 
biofilmu dotyczą modyfikacji powierzchni biomate- 
riałów. Prowadzone badania mają na celu opracowa- 
nie materiału odpornego na kolonizację i jednocześ-
nie bezpiecznego dla ludzkiego organizmu. Modyfi-
kacje obejmują zmiany ładunku powierzchniowego, 
zmniejszenie energii powierzchniowej oraz zwiększa-
nie hydrofobowości materiałów medycznych. Istotnym 
podejściem jest także powlekanie biomateriałów za 
pomocą związków prezentujących właściwości prze-
ciwdrobnoustrojowe. 

W przypadku niepowodzenia profilaktyki dochodzi 
do kolonizacji tkanek, bądź powierzchni biomateria-
łów, co często skutkuje rozwojem zakażenia. W związku 
z  niską skutecznością antybiotykoterapii, możliwości 
terapii infekcji związanych z biofilmem są bardzo 
ograniczone. Dostępne fizyczne metody eliminacji 
biofilmu ograniczają się głównie do usuwania biofilmu 
z  powierzchni nieożywionych. Zastosowanie związ-
ków o właściwościach utleniających lub surfaktantów 
także ogranicza się głównie do procesów dezynfekcji. 
Spośród antyseptyków stosowanych w lecznictwie naj-
większą skuteczność w eradykacji biofilmu wykazuje 
chlorowodorek oktenidyny. Do obiecujących metod 
alternatywnych należą terapia fotodynamiczna, fago-
terapia oraz terapia z wykorzystaniem peptydów prze-
ciwdrobnoustrojowych. 
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