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Novel methods of bacterial biofilm elimination

Abstract: Bacterial biofilm is defined as a sessile, tridimensional microbial community composed of bacteria immersed in a polysaccharide
matrix. The structures can grow on human tissues or medical devices resulting in biofilm related infections, which are very often impossible
to treat with the commonly used antibiotics. Due to their resistance to the conventional antimicrobial therapy, efficient methods of
treatment as well as prophylaxis need to be developed.

Biofilm formation can be reduced by inhibiting the process of adhesion and by interfering with quorum sensing system. Very promising
is also the application of appropriate antibodies or use of non-pathogenic bacterial strains. Another approach focuses on the surface
modifications in order to obtain the resistance to microbial colonization.

Disruption of mature structures can be achieved by several physical, chemical and biological methods. The novel approaches,
which are currently being under intensive investigation, include: phage therapy, matrix targeting enzymes, photodynamic therapy and
antimicrobial peptides. The above-mentioned strategies are described in the presented work with a special focus on antimicrobial peptides
as the potential tool for prophylaxis as well as elimination of mature biofilms.
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1. Wstep

Istotng role w patogenezie zakazen zwigzanych ze
stosowaniem biomateriatéw odgrywa zdolnos¢ bakterii
do tworzenia biofilmu. Biofilmem nazywane s3 przy-
legajace do powierzchni stalych, zorganizowane struk-
tury, utworzone przez otoczone warstwa egzopolisacha-
rydu komorki drobnoustrojéow nalezacych do jednego,
kilku, a nawet kilkunastu gatunkéw [75]. W porow-
naniu do komoérek wolnoplywajacych, mikroorga-
nizmy rosngce w populacji biofilmu sg znacznie mniej
wrazliwe na dzialanie antybiotykow, antyseptykow
oraz mechanizmdéw obronnych organizmu ludzkiego.
W zwigzku z powyzszym, infekcje zwigzane z biofil-
mem s3 przyczyng licznych komplikacji terapeutycz-
nych. Poza tym, czesto przechodza w stan przewlekly
i nawracajg po wyleczeniu.

Dynamiczny rozwdj w dziedzinie biomateriatéw
znaczaco przyczynil sie do poprawy jakosci zycia
pacjentow, jednakze jest takze przyczyng zwigkszo-
nego ryzyka rozwoju infekcji zwigzanych z biofilmem.
Niezaleznie od stopnia zaawansowania implantow
biomedycznych, czy produktéw inzynierii tkankowej,
stanowig one potencjalng powierzchni¢ dla koloniza-
cji drobnoustrojow. Szacuje sig, ze ok. 60-70% zaka-
zen szpitalnych jest wynikiem tworzenia si¢ biofilmu
na powierzchni stosowanych materiatéw medycznych,
m.in. implantéw sercowych, cewnikéw, rozrusznikow
serca, protez naczyniowych oraz ortopedycznych [10].

Zdolnos¢ do adhezji, kolonizacji powierzchni,
a w konekwencji do formowania biofilmu wykazuje
szerokie spektrum drobnoustrojéw. Do najpowszech-
niejszych szczepéw tworzacych biofilm na powierz-
chni biomateriatéw zalicza sie: Enterococcus faecalis,

* Autor korespondencyjny: Katedra i Zaktad Chemii Nieorganicznej, Wydzial Farmaceutyczny, Gdanski Uniwersytet Medyczny,
Hallera 107, 80-416 Gdansk; tel.: 58 349 1488; fax: 58 349 1624; e-mail: mdawgul@gumed.edu.pl



4 MAGDALENA MACIEJEWSKA, MARTA BAUER, MALGORZATA DAWGUL

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Strep-
tococcus viridans, Escherichia coli, Klebsiella pneumo-
niae, Proteus mirabilis i Pseudomonas aeruginosa [18].
S. aureus i S. epidermidis s najczg¢sciej wystepujacymi
szczepami na implantach sercowo-naczyniowych [54,
55]. Szacuje sie, ze sa odpowiedzialne za ok. 40-50%
infekcji sercowo-naczyniowych zwigzanych z biofil-
mem oraz za ok. 50-70% infekcji zwigzanych z two-
rzeniem si¢ biofilmu na cewnikach [2].

Wystepowanie szczepow E. faecalis zwigzane jest
z rozwojem infekcji u pacjentéw z wkluciem cen-
tralnym lub wentylowanych mechanicznie. Poza tym
bakterie tego gatunku czgsto sg izolowane od chorych
z wprowadzonymi implantami ortopedycznymi. Bio-
tilmy formowane przez E. faecalis i S. viridans odpo-
wiadajg za wystepowanie zapalenia wsierdzia [6]. Nato-
miast drobnoustroje Gram-ujemne s3 najczestszymi
czynnikami etiologicznymi zakazen ukladu moczowego
oraz infekcji zwigzanych z wykorzystaniem cewnikow
urologicznych [13].

2. Etapy powstawania biofilmu, a opornos¢
na antybiotyki

Powstawanie biofilmu jest procesem zfozonym i wie-
loetapowym (Rys. 1). Etapem inicjujacym jest proces
adhezji pojedynczych komérek do powierzchni bioma-
teriatow, cial obcych oraz tkanek. Nastepnie dochodzi
do proliferacji kolonizujacych komérek oraz produk-
¢ji pozakomorkowej substancji polisacharydowej (EPS,
extracellular polymeric substance). Warstwa nierozpusz-
czalnych egzopolimeréw utatwia adhezje kolejnych
bakterii do podloza oraz stanowi bariere ochronnag,
zabezpieczajacg mikroorganizmy przed niekorzystnymi
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warunkami srodowiska (np. dzialaniem antybiotykow)
oraz odpowiedzig humoralng gospodarza.

Podczas fazy dojrzewania biofilmu dochodzi do
zmian ekspresji genéw oraz metabolizmu drobnoustro-
jow polozonych wewnatrz zorganizowanej populacji.
Moze doj$¢ do aktywacji genéw kodujacych enzymy
rozkladajace leki lub kodujacych biatka wypompowu-
jace leki z komorek bakteryjnych (drug effux pumps).
Maleje tempo wzrostu i metabolizm drobnoustrojéw.
Proces formowania biofilmu jest kontrolowany poprzez
mechanizm oceny liczebnosci (quorum sensing) — uni-
kalny system komunikacji miedzykomorkowej zwiek-
szajacy zdolnosci adaptacyjne biofilmu. W koncowym
etapie dojrzewania biofilmu komorki bakteryjne odcze-
piaja sie od struktury, aby rozpoczaé¢ proces ekspansji
nowych powierzchni.

Dojrzate struktury wykazuja znacznie zmniejszong
wrazliwos¢ na stosowane $rodki przeciwdrobnoustro-
jowe, a nieprawidtowo przeprowadzona antybiotyko-
terapia moze by¢ przyczyna rozwoju subpopulacji bak-
teryjnych komorek przetrwatych (persister cells), ktore
po zakonczeniu leczenia umozliwiaja odnowienie popu-
lacji biofilmu [38, 52].

Problemy terapeutyczne wynikajace z rozwoju infek-
cji zwigzanych z biofilmem sa przyczyng poszukiwania
i rozwoju nowych metod eliminacji, jak i profilaktyki
tego typu zakazen.

3. Strategie zapobiegania tworzenia si¢ biofilmu

Ograniczenie ryzyka rozwoju biofilmu na po-
wierzchni biomaterialéw stanowi jeden z podstawo-
wych celéw grup badawczych poszukujgcych skutecz-
nych strategii profilaktyki infekcji zwigzanych z biofil-
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Rys. 1. Etapy formowania biofilmu
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mem [14, 66]. Gléwne podejscia zakladaja modyfikacje
powierzchni materialéw celem ograniczenia adhezji
drobnoustrojow oraz ingerencje w poczatkowe fazy
rozwoju biofilmu.

3.1. Celowanie w poczatkowa faze rozwoju biofilmu

3.1.1. Zwiazki niskoczasteczkowe (Small Molecules)

W ostatnich latach wiele o§rodkéw naukowych sku-
pilo swoja uwage na zwigzkach niskoczasteczkowych
zdolnych do hamowania rozwoju biofilmu.

Zidentyfikowano m.in. szereg zwigzkéw, ktdre po-
przez inhibicje gendw odpowiedzialnych za ekspresje
czynnikéw wirulencji szczepow, takich jak Streptococcus
pyogenes i S. aureus, powoduja zahamowanie formowa-
nia si¢ ich biofilméw [41, 66]. Wykazano, ze produ-
kowany przez szczep P. aeruginosa, kwas cis-2-decyle-
nowy posiada zdolno$¢ eradykacji dojrzatego biofilmu
bakterii z gatunku E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis,
S. pyogenes, Bacillus subtilis, S. aureus i Candida albi-
cans [16]. Podobne dzialanie wykazuja produkowane
przez bakterie D-aminokwasy. Mechanizm dzialania
D-aminokwasdw na rozwijajacy si¢ biofilm nie zostat
dotychczas wyjasniony, jednak zwiazki te okazaly sig
skuteczne w hamowaniu tworzenia sie biofilmu przez
szczepy: S. aureus i P. aeruginosa [36].

Poprzez hamowanie rozwoju egzopolisacharydu
N-acetylocysteina skutecznie zapobiega tworzeniu sie¢
biofilmu S. epidermidis [58]. Kationy metali, tj. Ca**
i Mg*, biorac udzial w adhezji drobnoustrojéw do
powierzchni, pelnig wazng role w procesie formowa-
nia biofilmu. Uzycie zwigzkow chelatujacych umozliwia
inhibicje rozwoju biofilmu [1].

Liczba aktywnych zwigzkéw nalezacych do oma-
wianej grupy stale roé$nie, w zwigzku z czym stanowig
one istotny aspekt poszukiwan nowych metod walki
z biofilmem. Poza poszukiwaniem nowych czasteczek
trwajg badania mechanizmu dzialania wyzej wymie-
nionych substancji o potwierdzonych zdolnosciach do
hamowania rozwoju biofilmu. Zwiazki poddawane sa
takze ocenie ich wlasciwosci farmakokinetycznych [14].

3.1.2. Ingerencja w quorum sensing

Quorum sensing jest chemicznym sposobem komu-
nikacji drobnoustrojéw. Mikroorganizmy wytwarzaja
i wydzielajg do otoczenia substancje sygnalowe, ktdre
stuzg m.in. do skoordynowanej regulacji ekspresji ge-
noéw, ktorych produkty zaangazowane s3 m.in. w proces
tworzenia si¢ biofilmu [45]. W ostatnich latach podej-
mowane sg proby ingerencji w system quorum sensing
w celu niedopuszczenia do wytworzenia sie biofilmu [25].

Strategia ta opiera si¢ na stosowaniu naturalnych
lub syntetycznych analogéw substancji sygnalowych
wykazujacych zdolnos¢ do: hamowania ich syntezy lub
uwalniania, blokowania przekazu i odbioru sygnalow

poprzez receptory wewnatrz komorek drobnoustrojow
oraz ich syntetycznej lub enzymatycznej inaktywacji
[30, 76]. Badania Zimmermana i wsp. wykazaty zdol-
no$¢ laktonu N-(3-oksododekanylo)-L-homoseryny
(30C12-HSL) do stymulacji immunologicznej odpo-
wiedzi komoérkowej poprzez chemotaksje neutrofili
in vitro. 30C12-HSL jest syntetyzowana przez P. aeru-
ginosa i odpowiedzialna za zjawisko quorum sensing.
Wyniki badan potwierdzity udzial komunikacji mie-
dzykomorkowej w procesie tworzenia sie biofilmu [78].
Hamowanie komunikacji szczepéw tworzacych bio-
film stanowi obiecujacy kierunek poszukiwan skutecz-
nej terapii. Jednakze zastosowanie blokowania systemu
QS stwarza takze pewne trudnosci ze wzgledu na specy-
tike dziatania. Niskoczasteczkowe zwigzki sygnatowe sa
charakterystyczne dla poszczegdlnych grup mikroorga-
nizmow; a jeden szczep moze wytwarza¢ kilka rodzajow
takich czasteczek [45]. Poza tym, inhibitory systemu
QS zazwyczaj nie oddzialujg na inne procesy zyciowe
drobnoustrojéw, co znacznie ogranicza ich zastosowa-
nie jako samodzielnej terapii. Dlatego prowadzone sa
badania w kierunku wykorzystania inhibitoréw QS jako
uzupelnienia leczenia konwencjonalnego [22].

3.1.3. Przeciwciala

Jedna z obiecujacych strategii ograniczania kolo-
nizacji biomaterialow jest stosowanie przeciwcial wig-
zacych adhezyny produkowane przez drobnoustroje.
Jak wczesniej wspomniano, jednym z najczestszych
czynnikéw etiologicznych zakazen spowodowanych
stosowaniem materialéw medycznych jest S. epidermi-
dis. Kolonizacja czesto jest przyczyng rozwoju trudnych
w leczeniu infekcji i moze prowadzi¢ do niszczenia
zaaplikowanych biomateriatéw. Formowanie biofilmu
przez S. epidermidis wymaga obecno$ci biatka AAP, tzw.
biatka akumulacji. W badaniach przeprowadzonych
w warunkach in vitro wykazano, ze uzycie odpowied-
nich przeciwcial monoklonalnych efektywnie hamuje
proces tworzenia si¢ biofilmu poprzez blokowanie
wyzej wymienionego czynnika [26].

Najnowsze dane dotyczgce zagadnienia molekular-
nych mechanizméw formowania biofilmu wskazuja, iz
proces ten zwigzany jest z makroczasteczkami blony
komoérkowej drobnoustrojow. Uwaza si¢, ze moga
one stanowi¢ kolejne miejsce docelowe dzialania
przeciwcial. Przypuszczalnie ich zastosowanie zabu-
rza interakcje na poziomie komoérka drobnoustroju
- powierzchnia kolonizowana oraz oddzialywania
pomiedzy komoérkami bakteryjnymi, co ingeruje w pro-
ces adhezji. Wykorzystanie przeciwcial nie prowadzi
do $mierci drobnoustrojow, a tym samym nie indukuje
silnej odpowiedzi ukladu immunologicznego gospoda-
rza. Zastosowanie przeciwcial skierowanych przeciwko
makroczasteczkom bony komdérkowej drobnoustrojow
wydaje si¢ wiec obiecujacym rozwigzaniem [65].
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3.1.4. Biofilm drobnoustrojéw niepatogennych

Innym sposobem zabezpieczajacym przed rozwojem
infekgji ,,odbiomaterialowych” jest zastosowanie interfe-
rencji bakteryjnej. Metoda ta jest rozpatrywana przede
wszystkim pod katem zapobiegania infekcjom ukladu
moczowego. Gléwnym zalozeniem jest wykorzysta-
nie szczepu niepatogennego do wytworzenia biofilmu
na materiale wprowadzonym do organizmu pacjenta.
Wrykazano, ze fragmenty cewnika urologicznego inku-
bowane wczesniej w zawiesinie komoérek szczepu nie-
patogennego sa odporne na kolonizacj¢ in vitro przez
uropatogeny. Pierwsze proby przeprowadzone in vivo
dotyczyly osob z uszkodzonym rdzeniem kregowym,
ktore wymagaty cewnikowania. Do$wiadczenie polegalo
na wprowadzeniu niepatogennego szczepu E. coli do
pecherza moczowego pacjenta. Stwierdzono, ze zabieg
nie spowodowal rozwoju infekcji, a metoda wykazata
skutecznos¢ w redukeji czestosci zakazen [68].

3.2. Modyfikacja biomaterialow w celu zwiekszenia
ich odpornosci na adhezje drobnoustrojow

3.2.1. Materiaty antyadhezyjne

Wrhasciwosci fizykochemiczne wykorzystanych bio-
materialéw maja bardzo istotny wptyw na zdolnosci
mikroorganizmdéw do tworzenia biofilmu. Zalezg od
nich miedzy innymi rodzaj i liczba bakterii przylega-
jacych do powierzchni. W zwigzku z powyzszym pro-
wadzone sg intensywne badania majace na celu opra-
cowanie materialéw o optymalnych wtasciwosciach
ograniczajacych ryzyko adhezji mikroorganizmow.

Wilasciwosci powierzchni biomaterialéow mozna
modyfikowaé poprzez aplikacje powlok antyadhezyj-
nych, zmianeg tadunku powierzchniowego, struktury,
jej chropowatosci, aktywnosci chemicznej oraz wlasci-
wosci hydrofilowych i hydrofobowych [9, 67, 69].

Istotny wplyw na przyleganie komoérek do po-
wierzchni majg wlasciwosci hydrofobowe biomateriatu.
Zastosowanie nanostruktur fluorowanych koloidéw
krzemionkowych jako syntetycznej, silnie hydrofobo-
wej powtoki na powierzchniach szklanych skutecznie
zredukowalo stopien przylegania komorek S. aureus
i P aeruginosa [59]. Niska energia powierzchniowa
oraz hydrofobowos¢ powierzchni s3 przyczynami
zmniejszonej adsorpcji bialek i adhezji drobnoustrojow.
Tekstura biomaterialdw réwniez jest istotnym czynni-
kiem wplywajacym na interakcje bakterii z kolonizo-
wang powierzchnig. Wyniki wielu badan potwierdzity
istotny wplyw wysokiej chropowatosci powierzchni
biomaterialéw na stopien adhezji drobnoustrojow
[28, 46, 69]. Stopien adhezji i rozwdj S. epidermidis na
tytanowych szorstkich powierzchniach byty znaczaco
wyzsze w poréownaniu do tych samych, ale gladkich,
polerowanych powierzchni [73]. Zdolnosci przylega-
nia do powierzchni o réznym stopniu gladkosci sg jed-
nak zalezne od gatunku drobnoustroju. W przypadku

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

Wiele doniesien literaturowych dotyczy wykorzysta-
nia powlok antyadhezyjnych. Znaczace zahamowanie
wigzania komorek biofilmu S. epidermidis zaobserwo-
wano na stalowych i tytanowych biomateriatach z nano-
powtoka TMS-trimetylosilkanu, natomiast powlekanie
tytanowych biomateriatéw PEG (polietylenoglikolem)
zredukowato adhezj¢ szczepu S. aureus [24, 40].

Xu i wsp. wykazali, ze submikronowa (400-500 nm)
warstwa poli(uretano-mocznika) ogranicza powierzch-
nie biomateriatéw dostepna dla bakterii, zmniejszajac
w ten sposob prawdopodobienstwo rozwoju biofilmu,
zwlaszcza S. epidermidis i S. aureus [74].

Obiecujacy strategia zabezpieczajaca przed tworze-
niem si¢ biofilmu jest pokrycie powierzchni biomate-
rialow tzw. szczotkami polimerowymi. Powloke tworza
dlugie fancuchy hydrofilowych polimeréw zwigzanych
z powierzchnig i eksponowanych do otoczenia [11, 63].
Najczesciej stosowanymi powlokami tego typu sa
szczotki wykonane z politlenku etylenu (PEO) [27].
Wyniki badan wykazaly znaczace zmniejszenie adsorp-
cji protein i przylegania bakterii, potwierdzajac tym
samym ich skutecznos¢ w profilaktyce rozwoju bio-
filmu [61, 62]. W warunkach in vivo wyniki z uzyciem
PEO nie byly zadowalajace ze wzgledu na niska trwalos¢
materiatu oraz na wysoka podatnos¢ na uszkodzenia
oksydacyjne. Cechy te uniemozliwiajg zastosowanie po-
wiok PEO w obecnej formie w warunkach in vivo [63].

Lellouche i wsp. wykazali, ze powlekanie fragmen-
tow cewnika Foley’a za pomocg fluorku itru pozwala
ograniczy¢ adhezje i wpltywa na redukcje dojrzatego
biofilmu tworzonego przez szczepy E. coli i S. aureus.
Stwierdzono istotny wplyw wielkosci czasteczek zasto-
sowanego zwigzku chemicznego na jego wlasciwosci
przeciwbakteryjne. Najwieksza efektywnos¢ dziatania
uzyskano stosujac powlekanie fluorkiem itru w postaci
nanoczastek [39].

Zastosowanie powlok antyadhezyjnych jest bardzo
skuteczng metodg zapobiegania tworzenia si¢ biofilmu
in vitro na wczesnych etapach jego rozwoju. W warun-
kach in vivo skuteczno$¢ tego typu powtok jest uza-
lezniona od zlozonych interakeji miedzy powierzchnia
biomateriatu, a komoérkami drobnoustrojow oraz orga-
nizmu ludzkiego, ktére mogg obniza¢ efektywnos$¢ sto-
sowanej metody. W zwigzku z powyzszym niezbedna
jest kontynuacja badan majacych na celu optymalizacje
powlok i ostatecznie umozliwienie wykorzystania tej
obiecujgcej strategii zapobiegania rozwojowi infekcji
zwigzanych z biofilmem [14].

3.2.2. Powloki bakteriobojcze/bakteriostatyczne

Obiecujaca strategia stosowang w walce z zakaze-
niami towarzyszacymi stosowaniu biomaterialow jest
stosowanie powlok wykazujacych wlasciwosci bakte-
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riostatyczne lub bakteriobdjcze [57]. Do impregnacji
materialow biomedycznych wykorzystywano miedzy
innymi konwencjonalne antybiotyki. Wykazano, ze
powierzchnie tytanowe biomaterialéw kowalencyjnie
zwigzane z wankomycyna skutecznie hamujg rozwoj
biofilmu S. epidermidis [5]. S.aureus natomiast byt
skutecznie eliminowany z powlekanych gentamycyna
protez bezcementowych stosowanych w arteroplastyce
[52]. Powlekanie materiatléw medycznych antybioty-
kami moze stanowi¢ skuteczng profilaktyke zakazen
towarzyszacych stosowaniu biomaterialéw. Nalezy
jednak pamietaé, ze stosowanie antybiotykow o szero-
kim spektrum dziatania niesie za soba ryzyko rozwoju
szczepow wieloopornych.

Rozwigzaniem alternatywnym jest stosowanie po-
wlok wykonanych z metali szlachetnych. Wykazano, ze
pokrycie zaczepow aparatow ortodontycznych jonami
srebra skutecznie hamuje wzrost drobnoustrojéow odpo-
wiedzialnych za rozwdj prochnicy zg¢bdw i paradontozy
w warunkach in vitro. Poza tym, powloka spowodowala
redukcje ilosci komorek tworzacych biofilm Streptococ-
cus sorbinus na fragmentach zaczepow [47]. Komer-
cyjnie dostepne sa cewniki urologiczne powlekane sre-
brem. Wyniki badan sprzed kilku lat sugerowatly ich
wysoka skuteczno$¢ przeciwdrobnoustrojowa i odpor-
no$¢ na kolonizacje bakteryjna. Ostatnie doniesienia
wskazuja jednak, ze zastosowanie powloki srebrowej
nie powoduje statystycznie istotnej redukeji czestosci
infekeji zwigzanych z wykorzystaniem cewnikow [60].

4. Metody eradykacji biofilmu

W sytuacjach, kiedy profilaktyka zawodzi, dochodzi
do kolonizacji stosowanych biomateriatéw i rozwoju
infekcji zwigzanych z biofilmem. W zwiazku z tym,
ze wiele, do tej pory rutynowo stosowanych srodkow
przeciwdrobnoustrojowych jest nieskutecznych w zwal-
czaniu tego typu infekcji, stanowig one bezposrednie
zagrozenie dla zycia pacjentéw. Stwarza to potrzebe
rozwoju nowych strategii zwalczania zakazen zwig-
zanych z biofilmem. Dotychczas stosowane i opraco-
wywane metody majace na celu eradykacje biofilmu
bakteryjnego mozna zaklasyfikowa¢ do 3 grup: metod
tizycznych, biologicznych oraz chemicznych.

4.1. Fizyczne metody eradykacji biofilmu

Podstawowg metoda fizyczna, ktora wykazuje wy-
soka skutecznos¢, jest mechaniczne niszczenie struk-
tury biofilmu. Oczyszczanie powierzchni mozna prze-
prowadzi¢ poprzez szorowanie lub skrobanie. Wada
tych dziatan jest niewielka uniwersalnos¢ zastosowania
wynikajaca z réznej budowy kolonizowanych materia-
tow i urzadzen.

Inng metodg fizyczna jest zastosowanie wysokiej
temperatury. Potwierdzono, ze biofilm poddany dzia-
taniu temperatury powyzej 95°C przez 100 min. ulega
catkowitemu zniszczeniu. Podobng efektywnos¢ uzy-
skuje sie poprzez wykorzystanie niskich temperatur.
Cykl trzykrotnego zamrazania (-12°C) i rozmrazania
struktury bakteryjnej powoduje jej eliminacje.

Prowadzone sa badania nad mozliwo$cig zastoso-
wania fal ultradzwigkowych. Do tej pory wiadomo, ze
ich dzialanie polega gléwnie na redukcji ilosci komdrek
bakteryjnych, ktére ulegty adhezji [7, 50].

Podejmowane s3 takze proby eliminacji biofilmu
przez zastosowanie pola elektrycznego. Wedlug litera-
tury wykorzystanie pradu o niskim natezeniu, genero-
wanego przez elektrody przewodzace, zwieksza prze-
puszczalnos¢ btony komdrkowej bakterii dla substancji
przeciwdrobnoustrojowych. Dodatkowo, potwierdzono
hamujacy wptyw pola elektrycznego na wzrost mikro-
organizmow. Testy z zastosowaniem pola elektrycznego
o niskim natezeniu daly obiecujace wyniki w stosunku
do szczepow S. aureus i P. aeruginosa [21].

Duze nadzieje poklada si¢ w metodach wykorzy-
stujacych zimng plazme bedaca mieszaning wolnych
rodnikéw, jonéw, wzbudzonych czasteczek i promie-
niowania UV. Dokladny mechanizm oddzialywania
strumienia plazmy z komorka bakteryjng nie zostat
jeszcze poznany. Przypuszcza sig, ze istnieja 3 gléwne
drogi dzialania: dezorganizacja blony komorkowej,
niszczenie biatek wewngtrzkomorkowych i niszcze-
nie struktury DNA [42]. Interesujaca alternatywa jest
takze terapia fotodynamiczna. Jej dzialanie polega na
zastosowaniu zwigzkow fotouczulajacych, ktére po
aktywacji $wiatlem wykazuja dzialanie cytotoksyczne
poprzez generowanie reaktywnych form tlenu. Tera-
pia fotodynamiczna wykazala wysoka skutecznosé
w zwalczaniu infekgji przyzebia [8]. Efektywnos¢ terapii
potwierdzono takze w stosunku do szczepow z rodzaju
Enterococcus, Escherichia, Staphylococcus i Klebsiella
wyizolowanych od pacjentéw z glebokimi ropniami
tkanek [23]. Terapia fotodynamiczna okazala si¢ row-
niez dobrym narzedziem w eradykacji in vitro metycy-
linoopornych szczepdéw S. aureus [77]. Prowadzone sg
réwniez badania nad zmniejszaniem szkodliwo$ci tera-
pii fotodynamicznej. Dobrym rozwigzaniem wydaje sie
by¢ zastosowanie terapii fotodynamicznej w kombinacji
z nanoczasteczkemi srebra. Metoda efektywnie redu-
kowata ilo$¢ komorek S. aureus w testach in vitro [51].

4.2. Biologiczne metody eradykacji biofilmu

Sposrod intensywnie badanych metod biologicz-
nych eradykacji biofilmu najbardziej obiecujaca wydaje
sie fagoterapia, polegajgca na wykorzystaniu wiru-
sow atakujacych bakterie. Potwierdzono wysoka aktyw-
no$¢ bakteriofagéw w stosunku do drobnoustrojow
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Gram-dodatnich i Gram-ujemnych. Z powodzeniem
od lat wykorzystywane sg w leczeniu eksperymen-
talnym zakazen szczepami m.in. z rodzaju Salmo-
nella, Proteus, Staphylococcus, Enterococcus, Escheri-
chia i Enterobacter. Do$wiadczenie przeprowadzone
na modelu zwierzecym z rozwinietg infekcja E. coli
wykazalo wyzsza skutecznos¢ jednorazowego podania
fagdw niz serii dawek antybiotyku.

Fagoterapia ma najwieksze znaczenie w przypadku
eliminacji bakterii wielolekoopornych. Potwierdzono
jej efektywnos$¢ wobec szczepdw gronkowca ztocistego
opornego na metycyline i wankomycynoopornych
enterokokéw [44]. Badano takze mozliwo$¢ stosowa-
nia bakteriofagéw w leczeniu infekcji pluc wywota-
nych przez P. aeruginosa u chorych na mukowiscydoze.
Wykazano skuteczno$¢ bakteriofagéw w stosunku do
szczepow klinicznych zaréwno w formie planktonowej,
jak i tworzacych zorganizowane skupiska [3].

Inng strategig biologicznej walki z biofilmem jest
stosowanie enzymow skierowanych wobec macierzy
polisacharydowej (matrix-targeting enzymes). Ingeren-
cja w strukture lub degradacja zewnatrzkomorkowej
macierzy polimerowej biofilmu moze skutecznie go
ostabi¢ lub prowadzi¢ do jego rozproszenia.

Przeprowadzono szereg badan nad zdolnoscig
zwigzkow do degradacji skladnikéw macierzy, takich
jak polisacharydu, zewnatrzkomérkowego genomo-
wego DNA (eDNA) i biatek [34]. Wykazano, ze Dys-
persyna B, produkowana przez Gram-ujemne bakte-
rie jamy ustnej Actinobacillus actinomycetemcomitans,
zaktoca strukture macierzy zewngtrzkomorkowej
biofilmu innych szczepow. Zwigzek wplywa m.in. na
strukture zewnatrzkomoérkowej macierzy biofilmu
S. epidermidis prowadzac do jego rozproszenia [14,
33]. Zastosowanie enzymu DNAzy okazalo sie sku-
teczne w eliminacji biofilmu S. aureus [43, 29]. Podobne
wlasciwosci wobec biofilmu S. aureus wykazaty prote-
inaza K i trypsyna [12].

Skutecznos¢ enzymow wobec matrix nie zostala
jednak jeszcze potwierdzona w testach in vivo. Istnieje
wiele ograniczen w tego typu podejsciu, jednym z nich
jest ryzyko wystapienia reakcji zapalnych i alergicz-
nych [12, 14].

4.3. Chemiczne metody eradykacji biofilmu

Aktywno$¢ wielu dostepnych zwigzkéw przeciw-
drobnoustrojowych w stosunku do biofilmu jest znacz-
nie ograniczona w poréwnaniu do aktywnosci tych
substancji wobec komdrek wolnoptywajacych tych
samych szczepow drobnoustrojow. Wynika to przede
wszystkim z warstwowej budowy biofilmu oraz obec-
nos$ci macierzy polisacharydowej, co utrudnia penetra-
cje zwigzkow do wnetrza struktury. Poza tym dochodzi
do zmian ekspresji gendéw oraz metabolizmu komoérek

drobnoustrojow polozonych w glebszych warstwach
struktury, prowadzacych do obnizonej wrazliwosci na
wiele substancji przeciwdrobnoustrojowych [37].

Wykorzystywane metody chemiczne opierajg si¢
gléwnie na zastosowaniu substancji utleniajacych, np.
chloru i jego zwiazkéw, ktére powoduja degradacje
budowy przestrzennej. W stosunku do biofilmu sku-
teczny jest takze formaldehyd i czwartorzedowe sole
amoniowe. Pozytywne wyniki w eradykacji biofilmu
uzyskuje sie rowniez dzieki zastosowaniu surfaktantow,
ktérych mechanizm dzialania polega na zaburzaniu
integralnosci struktury. Zastosowanie wyzej wymienio-
nych zwigzkéw chemicznych ogranicza si¢ do procesow
dezynfekcji powierzchni [50].

Do najskuteczniejszych, obecnie stosowanych anty-
septykow nalezy chlorowodorek oktenidyny. Zwigzek
zostal wprowadzony do powszechnego uzytku ponad
dwie dekady temu i do tej pory stanowi najlepsze rozwia-
zanie w zapobieganiu i terapii infekcji ran. Potwierdzono
jego wysoka skuteczno$¢ w stosunku do drobnoustrojow
Gram-dodatnich jak i Gram-ujemnych oraz grzybow.
Ponadeto, jest aktywny wobec szczepdw S. aureus opor-
nych na metycyline. Oktenidyna jest réwniez skuteczna
w zwalczaniu biofilmu bakteryjnego. Wykazano migdzy
innymi, zZe preparat zawierajacy dichlorowodorek okte-
nidyny skuteczniej eliminuje biofilmy tworzone przez
S.aureus i P.aeruginosa w poréwnaniu do mleczanu
etakrydyny i jodopowidonu [31, 48].

5. Peptydy przeciwdrobnoustrojowe

Obiecujaca grupa zwiazkow o potencjalnym zasto-
sowaniu do walki z biofilmem wydaja si¢ by¢ peptydy
przeciwdrobnoustrojowe (AMP, Antimicrobial Pep-
tides), charakteryzujace si¢ silnymi wlasciwosciami
przeciwdrobnoustrojowymi oraz szerokim spektrum
dzialania [17, 35]. Stanowig one istotng cze¢$¢ wrodzo-
nej odpornosci, a ze wzgledu na wysoka aktywnos¢
wobec biofilmu i niskie ryzyko rozwoju opornosci
w porownaniu do konwencjonalnych antybiotykéw ich
potencjalne zastosowanie w terapii zakazen wydaje si¢
uzasadnione [64].

Wryniki licznych badan przeprowadzonych w warun-
kach in vitro i in vivo potwierdzajg zdolnos¢ AMP do
eliminacji oraz zapobiegania tworzenia si¢ struktur
biofilmu.

Wykazano miedzy innymi, ze ludzka katelicydyna
LL-37 hamuje proces formowania si¢ biofilmu oraz
powoduje jego eradykcje w stezeniach znacznie niz-
szych niz stezenia hamujace wzrost komorek plank-
tonowych [56, 70]. Juz w stezeniu 0,5 pug/ml, LL-37
wykazuje silng aktywnos¢ antybiofilmowa w stosunku
do P.aeruginosa, gtéwnego czynnika etiologicznego
zapalenia pluc u chorych na mukowiscydoze oraz
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wobec szczepu Francisella novicida odpowiedzialnego
za rozwdj tularemii [4].

Sugeruje si¢ mozliwo$¢ zastosowania wytwarzanej
przez neutrofile laktoferyny (LF) w terapii stomatolo-
gicznej. Zwigzek ten naturalnie wystepuje takze w sli-
nie, 1zach, mleku, nasieniu oraz w §luzowo-surowiczej
wydzielinie okreznicy. Wiasciwoséci przeciwdrobno-
ustrojowe laktoferyny wynikaja z jej zdolnosci do wig-
zania jonéw Fe’*. Potwierdzono zdolnos¢ zwiazku do
hamowania i zapobiegania tworzeniu si¢ biofilmow
szczepow Porphyromonas gingivalis i Prevotella inter-
media, odpowiedzialnych za powstawanie biofilmu na
blaszkach poddzigstowych [71].

Powlekanie biomaterialéow za pomocg AMP sta-
nowi obiecujacg opcje profilaktyki zakazen zwigzanych
z biofilmem. Przykladem zastosowania AMP do tego
celu jest powlekanie powierzchni soczewek kontakto-
wych Meliming, zbudowang z fragmentéw Mellityny
i Protaminy. Peptyd ten skutecznie zapobiega adhezji
komorek P aeruginosa i S. aureus, natomiast wyniki
przeprowadzonych testow toksycznosci sugeruja takze
bezpieczenstwo w stosunku do ludzkiego organizmu
[19, 72]. Badania in vivo przeprowadzone na krélikach
i $winkach morskich, u ktérych wywotano owrzodze-
nie oka i zapalenie spojowek, wykazaly, ze stosowanie
soczewek kontaktowych pokrytych peptydem znacznie
redukuje objawy zakazenia [15].

Liczne badania in vivo potwierdzaja zdolnos¢ innych
AMP do zapobiegania, a takze eliminacji infekcji zwig-
zanych z biofilmem. Potwierdzono miedzy innymi
skuteczno$¢ Citropiny 1.1, Temporyny A oraz IB-367
na zwierzecych modelach infekcji wywotanych przez
S.aureus [32]. Ponadto, Temporyna A skutecznie
zapobiega adhezji komorek S. epidermidis do protezy
naczyniowej na modelu szczurzym [20]. Peptyd IB-367
okazal si¢ skuteczny w redukeji mikroflory jamy ustne;j
bedacej potencjalnym czynnikiem etiologicznym zapa-
lenia btony §luzowej. Zaobserwowano redukcje koloni-
zacji przez bakterie Gram-ujemne, szczepy z rodzaju
Staphylococcus oraz calkowita eradykacje grzybow [49].
Wyniki dotychczasowych doswiadczen przeprowadzo-
nych z wykorzystaniem peptydéw przeciwdrobnoustro-
jowych czynig z nich doskonalg matryce do projekto-
wania nowych zwigzkéw przeciwdrobnoustrojowych
oraz zachecaja do kontynuacji badan naturalnych AMP.

6. Podsumowanie

Zlozonos¢ struktury biofilmu i jego wysoka opor-
nos$¢ wobec konwencjonalnych antybiotykéw sg przy-
czynami trudno$ci napotykanych podczas terapii
infekeji zwigzanych z biofilmem. Poglebianie wiedzy
na temat tworzenia sie, funkcjonowania i struktury bio-
filmu stanowia podstawe dla poszukiwania alternatyw-

nych metod profilaktyki i leczenia zakazen zwiazanych
Z jego wystepowaniem.

Opisane dotychczas strategie majace na celu zmniej-
szenie ryzyka kolonizacji powierzchni przez drobno-
ustroje chorobotworcze obejmuja miedzy innymi zasto-
sowanie niskoczasteczkowych molekul oraz ingerencje
W procesy quorum sensing. Bardzo obiecujacym rozwig-
zaniem jest takze zastosowanie przeciwcial wigzacych
adhezyny bakteryjne oraz uzycie biofilmu drobnoustro-
jow niepatogennych.

Inne metody majace zapobiegaé procesowi rozwoju
biofilmu dotycza modyfikacji powierzchni biomate-
rialéw. Prowadzone badania maja na celu opracowa-
nie materialu odpornego na kolonizacje i jednoczes-
nie bezpiecznego dla ludzkiego organizmu. Modyfi-
kacje obejmuja zmiany fadunku powierzchniowego,
zmniejszenie energii powierzchniowej oraz zwieksza-
nie hydrofobowosci materialéw medycznych. Istotnym
podejsciem jest takze powlekanie biomaterialéw za
pomocyg zwigzkéw prezentujgcych wlasciwosci prze-
ciwdrobnoustrojowe.

W przypadku niepowodzenia profilaktyki dochodzi
do kolonizacji tkanek, badz powierzchni biomateria-
tow, co czesto skutkuje rozwojem zakazenia. W zwigzku
z niska skutecznoscig antybiotykoterapii, mozliwosci
terapii infekcji zwigzanych z biofilmem sg bardzo
ograniczone. Dostepne fizyczne metody eliminacji
biofilmu ograniczajg si¢ gléwnie do usuwania biofilmu
z powierzchni nieozywionych. Zastosowanie zwigz-
kéw o wlasciwosciach utleniajacych lub surfaktantow
takze ogranicza si¢ gtéwnie do proceséw dezynfekgji.
Sposrod antyseptykow stosowanych w lecznictwie naj-
wigksza skuteczno$¢ w eradykacji biofilmu wykazuje
chlorowodorek oktenidyny. Do obiecujacych metod
alternatywnych nalezg terapia fotodynamiczna, fago-
terapia oraz terapia z wykorzystaniem peptydow prze-
ciwdrobnoustrojowych.
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