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CHOROBY NARZADU StUCHU

Rola biofilmu bakteryjnego w patogenezie
wysiekowego zapalenia ucha srodkowego

The role of bacterial biofilms in the pathogenesis of otitis media with effusion
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Ostre wysiekowe zapalenie ucha srodkowego (OME) jest najczesciej skutkiem
przemijajacej dysfunkgji trabki stuchowej wskutek obrzeku btony $luzowe;j
i nadmiaru wydzieliny.

Wysiekowe zapalenie ucha $rodkowego czesto rozwija sie w nastepstwie
ostrego zapalenia ucha $rodkowego wywotanego przez Gram-ujemne i Gram-
dodatnie bakterie, gtéwnie Haemophilus influnzae, Streptococcus
pneumoniae i Moraxella catarrhalis. Powyzsze obserwacje sugeruja, ze OME
ma etiologie zakazna, jednakze hodowle aspiratéw ucha $rodkowego sg
pozytywne tylko w 20-40% przypadkow tej choroby. Wiekszos¢ wysiekow
w OME pozostaje bakteryjnie negatywna, oporna na leczenie antybiotykami,
lecz podatna na wiele zapalnych czynnikéw posredniczacych. Przewlekte
zapalenie ucha srodkowego z wysiekiem przez diugi czas byto uwazne za
sterylny proces zapalny. Zastosowanie technologii diagnostyki molekularnej
sugeruje obecno$¢ zywych bakterii tworzacych kompleksowe zbiorowosci
znane jako biofilmy $luzéwkowe.

Gromadzenie sie bakterii w biofilmie jest interesujacg hipoteza spotecznosci
bakterii, w ktdrej organizmy te przywierajg do powierzchni lub do siebie
nawzajem, co w nastepstwie prowadzi do ich zredukowanej aktywnosci
metabolicznej oraz wyzszej odpornosci na antybiotyki. Badania
eksperymentalne dostarczajg dowodow sugerujacych, ze formacja biofilmu
moze by¢ waznym czynnikiem w patogenezie OME.

Stowa kluczowe: biofilm, wysiekowe zapalenie ucha srodkowego, hodowla
bakteryjna, PCR

Acute otitis media with effusion (OME) most often results from temporal
disfunction of the Eustachian tube due to oedema of mucous membrane
and excess of secretion.

OME is often a consequence of acute otitis media caused by Gram-negative
and Gram-positive bacteria, mainly Haemophilus influnzae, Streptococcus
pneumoniae i Moraxella catarrhalis. This suggests that the etiology of OME
is infectious, however bacterial cultures from a middle ear effusion are positive
only in 20-40% of cases. The majority of middle ear effusions in cases of
OME remain culture-negative, resistant to antibiotics, but susceptible to
many inflammatory mediators.

Chronic otitis media with effusion has been considered for a long time as
a sterile inflammatory process. However, the use of molecular diagnostic
techniques suggests the presence of live bacteria forming communities known
as mucosal biofilms.

A biofilm is a community in which bacteria adhere to a surface or to each
other, resulting in reduced metabolism and higher resistance to antibiotics.
Some experimental results prove that biofilm formation may be a crucial
factor in the pathogenesis of OME.
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Przewlekte wysickowe zapalenie ucha srodkowego (oti-
tis media with effusion — OME) jest definiowane jako
obecnos¢ ptynu w uchu srodkowym bez objawéw ostrej
infekcji ucha. Gtéwnym objawem chorobowym jest nie-
dostuch przewodzeniowy, ktéry moze by¢ przyczyna
opéznionego rozwoju mowy w populacji dziecigce;j.
W zlozonej patogenezie tego schorzenia uwzglednia si¢
wiele czynnikéw, czesto wzajemnie naktadajacych sie.

Ostre wysickowe zapalenie ucha srodkowego naj-
czeéciej towarzyszy przemijajacej dysfunkcji trabki
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stuchowej bedacej skutkiem obrzeku btony sluzowe;j
1 nadmiaru wydzieliny. Nieodwracalne zmiany, np. zwe-
zenie trabki stuchowej powoduja przewlekte lub nawra-
cajace zapalenia ucha $rodkowego. Oprécz dysfunkeji
trabki siuchowej istotng role w patogenezie OME od-
grywa réwniez dyfuzja gazéw w obre;ble wyscielajacych
ucho $rodkowe tkanek, unaczynienie 1 pneumatyzacja
wyrostka sutkowatego.

Rola bakterii w patogenezie OME

Analizujac problem udziatu drobnoustrojéw w po-
wstaniu OME, ktére jest czesto nastgpstwem ostrego
zapalenia ucha §rodkowego, brane s3 pod uwage wyniki
hodowli i ocen z zastosowaniem technik PCR oraz moz-
liwosci infekeji wywotanej przez specyficzne formy-L
bakterii lub wzrost bakterii w postaci biofilmu. Najcze-
§ciej izolowanymi drobnoustrojami z ucha srodkowego
metoda hodowli sa Haemophilus influenzae, Strepto-
coccus pneumoniae i Moraxella catarrhalis, rzadziej izo-
lowane sa Streptococcus pyogenes, Staphylococcus au-
reus lub stwierdzane s3 zakazenia mieszane. Wyniki,
podobnie jak w zakazeniach nosogardta, sa zblizone za-
réwno w badaniach populacji dzieci z Polski jak i in-
nych krajow [1-4]. Powyzsze obserwacje sugeruja, ze
OME ma etiologie zakazng, jednakze hodowle aspira-
téw ucha srodkowego sa pozytywne tylko w 20-40%
przypadkéw OME [4].Wickszo$¢ wysickéw w OME
pozostaje bakteryjnie negatywna, oporna na leczenie
antybiotykami, aczkolwiek réwnocze$nie stwierdza si¢
podwyzszone stezenia cytokin prozapalnych IL-1,
TNF-a, IL-8, IFN-y i innych wskaznikéw aktywacji
miejscowego odezynu zapalnego [5, 6, 7]. Biorac pod
uwage, ze przyczyng negatywnych wynikéw w hodowli
moze by¢ zbyt mata liczba bakterii w plynie wysieko-
wym lub obecnos¢ form L, ktére nie wzrastaja na podio-
zach hodowlanych, czy tez obecnos¢ bakterii wolno na-
mnazajacych sie lub o wyjatkowych wymaganiach wzro-
stowych, przeprowadzono liczne badania z zastosowa-
niem metod molekularnych [8].

Przeprowadzone badania przy uzyciu reakeji fancu-
chowej polimerazy (PCR) wykazaly obecnoéé bakteryj-
nego DNA w wysicku w ponad 80%, co zaprzecza hi-
potezie, ze wysick w OME to wysick sterylny [9, 10].
Jednoznaczno$¢ wynikéw PCR poddawano jednak pod
watpliwos¢, jako ze wykrycie pojedynczych genéw moze
by¢ wynikiem obecnosci jedynie przetrwatych fragmen-
téw DNA lub ,skamienialymi pozostatosciami bakte-
rii”, jak stwierdzit Cantekin [11].

ZYozone relacje zachodzace w uchu srodkowym po-
miedzy patogenem a gospodarzem moga by¢ réwniez
przyczyna ujemnych wynikéw uzyskanych w tradycyj-
nej metodzie hodowlanej. Jedna z nich dotyczy mozli-
wosci powstania szczegSlnych form bakterii L. Te wa-
rianty bakteryjne tracg zdolno$¢ do syntetyzowania war-
stwy peptydoglikanowej nowej $ciany komérkowej, przez

co zmieniajg nie tylko swéj oryginalny ksztatt, ale staja
si¢ odporne na antybiotyki beta-laktamowe oraz wyma-
gaja szczegolnych warunkéw do hodowli [12].

Wozrost bakterii w postaci biofilmu

Rozwijana w ciggu ostatnich lat hipoteza, ktéra mo-
glaby wyjasni¢ nietypowe zachowanie si¢ wskaznikéw
infekcji podczas wysickowego zapalenia ucha srodkowe-
go, wskazuje na wzrost drobnoustrojéw w specyficznych
wielowarstwowych zespotach zwanych biofilmem. Bak-
terie wykazuja wéwczas inne wlasciwosci niz drobno-
ustrOJe wzrastajace planktonicznie. Tworzg one bakte-
ryjne spotecznosci, w ktérych drobnoustroje przyww-
raja do powierzchni za pomoca fimbrii lub nawzajem
do siebie. Otoczone s3 wydzielang substancja polisacha-
rydowg typu matriks, wykazuja zredukowang aktywnosé
metaboliczng, co migdzy innymi skutkuje wyzsza opor-
noscig na czynniki antybakteryjne i uyjemnymi wynika-
mi posiewéw plynu wysickowego. Wzrost bakterii
w postaci biofilmu, lub pozbawionych $ciany komérko-
wej form L bakterii moze by¢ spowodowany terapig an-
tybiotykowa lub immunologiczna reakcja gospodarza.
Dodatkowo, formy L bakterii lub mikroorganizmy
w biofilmie charakteryzuja si¢ mniejszg aktywnoscia
metaboliczng i reprodukcyjna w poréwnaniu z bakte-
riami planktonowymi. Uwazane s3 za czg¢$ciowo odpo-
wiedzialne za przewlekle zapalenie 1 przedtuzajace si¢
wysieki w uchu srodkowym u dzieci. Bakterie rozwijaja-
ce sie jako biofilm reprezentuja odmienny fenotyp niz
wolno zyjace bakterie, posiadaja one nie tylko znacznie
zredukowang aktywno$¢ metaboliczng, co czyni je nie-
mal catkowicie niepodatnymi na leczenie przeciwbakte-
ryjne, ale réwniez wytwarzana na zewnatrz biofilmu eg-
zopolisacharydowa matriks chroni je przed fagocytoza
oraz innymi mechanizmami obronnymi gospodarza. Ob-
nizona aktywno§¢ metaboliczna oraz czgstotliwo$¢ po-
dziatu bakterii w biofilmie w duzym stopniu wyjasniaja
nieskuteczno$¢ antybiotykéw podczas leczenia infekeji
u pacjentéw. Leczenie za pomocg antybiotykéw niszczy
bakterie na peryferiach, natomiast gteboko potozone or-
ganizmy pozostaja 1 dziatajg na zasadzie gniazda wa-
runkujacego ponowny rozwéj oraz wzrost, a takze pe-
riodyczny rozsiew planktoniczny, ktéry moze by¢ przy-
czyna przewlektego stanu zapalnego i infekcji uktado-
wych. Powyzszy charakter biofilmu méglby wyjasniaé
dlaczego antybiotyki nie s3 skuteczne w leczeniu OME.

Hipoteza biofilmu jest takze spéjna z obserwacja, ze
najefektywniejszym leczeniem wysiekowego zapalenia ucha
jest umieszczanie tubek wentylacyjnych przez btone be-
benkows. Procedura ta pozwala na ,by-pass” przeptywu
powietrza przez dysfunkcyjna trabke Eustachiusza, po-
zwalajac na wentylacje przestrzeni ucha $rodkowego.
Niskowentylowane ucho $rodkowe jest idealnym $rodo-
wiskiem dla formowania si¢ biofilmu, jako ze wcze$niej-
sza infekcja wirusowa i utrzymujace si¢ niedotlenienie
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narzagdu mogty zaburzy¢ mechanizmy obronne. Prawi-
dtowa btona sluzowa ucha $rodkowego sktada si¢ z ko-
moérek nabtonkowych urzgsionych, biorgcych udziat
w usuwaniu bakterii. Zostato udowodnione, ze nablo-
nek w OME jest prawie catkowicie pozbawiony rzesek,
a 1lo$¢ komoérek wydzielniczych zwigksza si¢. Umiesz-
czenie tubek wentylacyjnych jest efektywne w leczeniu
OME dzi¢ki rewentylacji przestrzeni ucha srodkowego
oraz zwickszenie natezenia tlenu, ktére potencjalnie
zmienia fenotyp biofilmu. Odessanie wysieku po my-
ryngotomii rozrywa i zmniejsza biofilm. Rewentylacja,
wskutek dotlenienia, przywraca mechanizmy obronne
blony sluzowej ucha srodkowego, utatwia odrost nabton-
ka rzgskowego i redukuje iloé¢ komérek wydzielniczych.
Myryngotomia z aspiracja ptynu oraz zatozenie tubki
wentylacyjnej jest $wietnym sposobem na gromadzenie
materiatu do monitoringu mikrobiologicznego wysigko-
wego zapalenia ucha srodkowego, ktéry okreslitby lokal-
ne trendy opornosci na pewne antybiotyki.

Chociaz OME jest czgsto 1 z powodzeniem leczone
za pomocy chirurgicznie zaktadanych tubek wentylacyj-
nych, niekiedy zabieg ten jest powigzany z niepowo-
dzeniem. Badania Post’a wykazaly, ze u 17% dzieci ja-
ko$¢ zycia po obustronnym zatozeniu tubek zmienita
si¢ nieznacznie, a u 4% znacznie obnizyla si¢, gléwnie
z powodu utrzymujacego si¢ wysicku [8]. Literatura
przedmiotu wykazuje, ze bakterie, poprzez mechani-
zmy adhezji, przywieraja do réznorodnych implantéw,
co moze staé si¢ Zrédtem przewlektej infekeji. Kilka prac
prezentuje formacje biofilméw na tubkach wentylacyj-
nych. Z tego powodu klinicysci nie sa w petni zadowo-
leni 7z istniejacych terapii i poszukuja ulepszonych me-
tod leczenia opartych na naukowym zrozumieniu pro-
blemu. Sugestie okreslajace obecno$¢ sterylnych proce-
s6w zapalnych powodujacych OME wydaja si¢ by¢ nie-
aktualne, a stwierdzana obecno$¢ endotoksyn i zapal-
nych cytokin moze by¢ wynikiem aktywnego procesu
zapalnego, za ktéry odpowiedzialne moga by¢ drobno-
ustroje wzrastajagce w postaci biofilmu. Potwierdzeniem
hipotezy, ze skupiska bakteryjne zwane biofilmami sg
odpowiedzialne za utrzymywanie si¢ wysicku w uchu
srodkowym, byty badania doswiadczalne Post’a na ho-
dowli szynszyli. Autor potwierdzit obecnosé biofilmu
za pomocg mikroskopu elektronowego po wprowadze-
niu transtympanalnym H. influenzae. Koncepcja bio-
filmu moze pomdéc w rozwiazaniu watpliwosci zwigza-
nych z patogenez 1 leczeniem OME. Moze dostarczy¢
odpowiedzi na pytanie, dlaczego wyniki hodowli s3 ujem-
ne, gdy preparaty barwione metoda Grama, badania na

obecno$¢ endotoksyny oraz neuraminidazy, a takze dia-
gnostyka molekularna wykazuja obecno$¢ bakterii w ,ste-
rylnych” wysiekach? Dlaczego mimo stwierdzanej obec-
nosci bakterii w leczeniu zawodzg antybiotyki? W jaki
sposéb wysiek utrzymuje si¢ przez dlugi czas w przy-
padku braku zywych bakterii?

Bakterie biofilmu s3 trudne do wyhodowania me-
todg planktoniczng, sa oporne na leczenie antybiotyka-
mi i stanowig preferencyjny fenotyp o znamionach nie-
bolesnej, dtugofalowej obecnosci. Biofilmy w nosowe;j
czesci gardta oraz w innych odcinkach drogi oddecho-
wo-pokarmowej moga powodowac nawracajjce zaostrze-
nia zapalenia ucha §rodkowego. Badania kliniczne wy-
kazaty, ze wyciecie migdatka gardtowego przynosi efek-
ty w leczeniu ostrego zapalenia ucha, co moze wigzac si¢
z faktem eliminacji biofilmu.

Perspektywy terapii

Biorgc pod uwagg, ze drobnoustroje w strukturach
biofilmu s3 zdolne do porozumiewania si¢ za pomoca
okreslonych sygnatéw okreslajacych ich liczebnosé ,qu-
orum sensing’, aktywacji genéw odpowiedzialnych za
wirulencje i reguluja koordynacje proceséw zyciowych
w wytworzonych strukturach biofilmu, rozwazane sg
catkiem inne mozliwosci terapeutyczne. Czastkami sy-
gnalizacyjnymi w systemie ,quorum sensing” s3 laktony
N-acetyl-homoseryny (AHLs). Catkowity system sy-
gnalizacyjny zawiera czastki AHL, syntetaze czastek
sygnalizacyjnych typu Luxl, receptory dla odbioru sy-
gnatu LuxR i geny docelowe [13]. Stezenie tych sygna-
lizacyjnych czastek pozwalajacych na wzajemne poro-
zumiewanie si¢ ,cross-talk” drobnoustrojéw w wytwo-
rzonej spotecznosci, odzwierciedla gestosé bakteryjnej
populacji na okreslonej przestrzeni oraz indukuje, po-
przez wewnatrzkomérkowy system sygnalizacji, ekspre-
sj¢ réznorodnych genéw regulujacych procesy metabo-
liczne, jak 1 wirulencje bakterii. Poznanie systemu czg-
stek sygnalizacyjnych pozwoli w przysztosci stworzyé
nowe strategie w dziataniu antybakteryjnym; bytyby to
inhibitory syntezy AHL, czynniki hamujace rozprze-
strzenianie si¢ sygnatu AHL i zahamowanie odbierania
sygnatu przez blokad¢ odpowiednich receptoréw. Po-
znanie molekularnych proceséw miedzykomérkowego
systemu sygnalizacyjnego w biofilmie daje szanse na al-
ternatywne leczenie antybakteryjne nie tylko w przy-
padku wysickowego zapalenia ucha $rodkowego, lecz
réwniez wielu innych postaci zakazen o charakterze bio-
filmu. Ma to szczegdlne znaczenie w okresie narastajg-
cej opornosci bakterii na antybiotyki i rozprzestrzenia-
niu si¢ szczepéw wieloopornych.
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