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El6zmények

A fiil gyulladasos megbetegedései a gyakori korképek kozé sorolhatok hazankban és
vildgszerte egyarant. A haziorvosoktol kezdve a gyermekorvosokon, a siirgdsségi
szakorvosokon és a flil-orr-gégészeken 4t a neurologusok, valamint idegsebészek is
talalkozhatnak a fiil gyulladdsos megbetegedéseivel, attol fiiggden, hogy milyen jellegii az adott
megbetegedés etioldgidja, lefolyasa és progndzisa. Kutatdsunk fokuszaba a kiilso- és kozépfiil
gyulladasos megbetegedéseit helyeztiik. A kiilsd és a kozépfiil gyulladasos megbetegedéseinek

formajat vizsgaltuk a kozépfiil, illetve a kiils6fiil vonatkozésaban.

A mikrobiologiai diagnosztikai modszerek fejlodése kiszélesitette a fiil-orr-gégészetben
megjelend mikrobiologiai profilt. Uj kérokozok megjelenésére deriilt fény tovabba a mar ismert
koérokozok altal okozott megbetegedések korélettanara, az egyes korokozok viselkedésére és a
fertdzo agensek kolcsonhatdsara nyilt jobb ralatas. Ezaltal Gjabb kezelési lehetdségek meriilnek
fel a kiilonb6zd korokozokkal szemben. Fontosnak tartottuk megismerni a fiil gyulladasos
betegségeinek a pontos patomechanizmusat, hiszen ennek ismeretében vagyunk képesek a

leghatasosabb gydgymodot meghatarozni.

Az otitis externa az emberek 10%-at €rinti €lete soran. Id6beni lefolyasa alapjan akut
vagy kronikus, lokalizacioja €s kiterjedése alapjan diffuz vagy korilirt formaban jelentkezhet.
A kiilsofiil gyulladasanak hatterében gyakran fordul el olyan koriilmény, ami a kiils6 halldjarat
bdrének integritasat kikezdi. A rendszeres iszés, paras kornyezeti koriilmények, sziik halldjarati
anatomiai viszonyok, a halldjarat bdr ekcémadja, hallokésziilék hasznalat és mechanikai
sériilések a betegség kialakuldsanak esélyét novelik. Kiilondsen érintett populacid az

immundeprimalt, illetve diabéteszes betegek csoportja.

A Candida auris-t, 0j fajként leirva 2009-ben, egy 70 éves Japan ndbeteg kiilsd fiil
valadékabol izolaltak. A C. auris egy egyre gyakrabban izolalhaté multirezisztens
élesztégomba, amellyel szemben bizonyos klinikai helyzetekben, mint agyhartyagyulladas,
endophthalmitis és hugyuti fertdzések esetén még mindig az amphotericin B (AMB) az elsd
terapias valasztds. A C. auris mint opportunista koérokoz6 viladgszerte izolalhatd, amely
kolonizalhatja a bort €s a nyalkahartyat, illetve kritikus allapotu betegeknél életet veszélyeztetd

fertézéseket okozhat. Teljes genom szekvenalassal hat filogenetikailag elkiiloniild kladot (dél-



azsiai, kelet-dzsiai, dél-afrikai, dél-amerikai, irani és szingapuri) azonositottak, jelentds
genetikai kiilonbségekkel a kladok kozott.

Korabbi tanulmanyok Galleria mellonella és neutropénias egérmodellekben kimutattak,
hogy a C. auris kladok virulencidjukban kiilonbéznek egymastol. A C. auris in vitro és in vivo
is képes nagy aggregatumokat képezni, amivel kdnnyen magyarazhato, hogy kivaldéan képes

tulélni kiilonb6zo kdrnyezeti koriilmények kozott, beleértve a gombaellenes kezelést is.

A kozépfilgyulladasok a leggyakoribb fiil-orr-gégészeti korképek kozé tartoznak.
Fennallasuk idétartama és korlefolyasuk alapjan két nagy csoportjuk az akut és a kronikus
formak kiilonithetdk el. Az akut kozépfiilgyulladasok gyakran visszatérové valhatnak, vagy
kronikus gyulladdsba mehetnek at. A gyulladasok tobb, a tlinetek alapjan jol elkiilonithetd
stddiumon 4t zajlanak. A stddiumokat a szakirodalom sajat elnevezéssel illeti. A resolutio
barmely stddiumban bekdvetkezhet. Ezt az etiologia, a beteg altalanos és immunologiai
allapota, valamint az alkalmazott terapia befolyasolja. Prognodzis szempontjabdl a kimenetel
masik lehetséges iranya a kronikus formaba torténd atmenet. A kronikus kozépfiilgyulladasokat
két f6 csoportra osztja a szakirodalom. Ezek a gyulladasos folyamatok lefolyasuk soran szintén
stddiumokon 4t fejlédnek és az akut gyulladdsoknal emlitett tényezOk altal befolyéasolva allnak
meg az egyes stddiumokban vagy érik el a végsé allapotot egyikét a kronikus mesotympanalis,
vagy a kronikus cholesteatomas otitis mediat. Amennyiben az akut vagy kronikus gyulladasos
folyamat a szervezet védekezOképességének hidnya, anatomiai vagy genetikai hajlam vagy a
kezelés elégtelensége vagy ezek kombinacidja miatt tillép a kozépfiil hatarain, szovédményes
kozépfilgyulladas alakulhat ki. A szovédmények, maradhatnak a koponyaiiron kiviil, ilyenkor
extrakranialis sz6vodményrdl beszéliink. A koponyalirbe terjedd gyulladasokat intrakranialis
szovodménynek nevezziik. Kutatasunk soran olyan betegeket vizsgaltunk, akiknél a krénikus
gyulladas lefolyasa soran a folyamat megall a kronikus serosus otitis media allapotanal. Ezt az
allapotot a szakirodalom krénikus serosus otitis media (¢cSOM) névvel illeti, de megtalalhato

mas elnevezése is, mint a glue ear vagy az otitis media with effusion (OME).

Az otitis media effusioval (OME) a kozépfiili folyadékgytilem jelenléte (MEE) akut
gyulladésos jelek megléte nélkiil. Ez az allapot akkor alakul ki, ha az acut folyamat resolutioja
nem teljes és a fiilkiirt nem tudja ellatni sem a kozépfiil liregrendszerének szellozését
(ventillaciodjat), sem a folyamatos tisztulasat (clearace-ét).

A korkép incidencidja az elsé 6 életévben eléri a 90%-ot, hat honapos és 4 éves kor
kozotti csucesal. Az OME incidenciaja magasabb az alacsonyabb szocio6konomiai statuszban

1év6 gyermekek esetében. A betegség a kozépfiili folyadékgyiilem miatt hallascsokkenéssel jar,
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ez a tiinet a betegek 5-10%-ban perzisztal, és a kdvetkezményeként kialakuld hallascsokkenés
miatt beszédfejlodési rendellenességekhez is vezethet. Mivel a korkép sok gyermeket érint,
gazdasagilag is jelentOs terhet r6 az orszagokra. Az USA-ban évenként nagyjabol 2,2 millid
korhazi megjelenés torténik OME miatt, melynek az anyagi vonzata is jelentos.

fontosak, hiszen igy a dobiireg szellézése csokken. Ezt kovetden a gyulladdsos sejtek
aktivalodasa valtja ki a kozépfiili nyalkahartya ereinek permabilitdas fokozddasat.
Gyermekekben a Waldeyer gytirti alkotoinak a mérete a garat méreteihez képest aranyaiban
véve nagyobb, mint felndttekben, igy az adenoid kis mértékii megnagyobbodasa is a fiilkiirt
elzarodasahoz vezet.

A betegség diagnozisanak felallitasa otoscopos vizsgalattal, és tympanometria
elvégzésével lehetséges. Az otoscopos lelet dltaldban olyan dobhértyat mutat, ahol a megtartott
transzparencidju dobhartya mogott szalmasarga szinli folyadékgyiilem l4thato, esetenként még
légbuborékok is megfigyelhetdek benne. Pneumatikus otoscoppal a dobhartya mobilitasanak
csOkkenése is megfigyelhetd. A kozépfiili folyadékgyiilemet tympanometria esetében a B-
tipust ,,lapos” gorbe jelzi.

Fél éves megfigyelés soran a betegek 50-60%-a spontan gyogyul. Amennyiben a
spontan gyogyulds nem kovetkezik be, a megfeleld kezelés felallitasahoz figyelembe kell venni:
a beteg korat, a tarsbetegségeket, a hallaskarosodas mértékét, a korallapot fennallasanak idejét
¢s dokumentalni kell a korkép oldalisagat. Magyarorszdgon amennyiben nincs spontan
gyogyulas, adenotomiat végziink, ezt kovetden 6 héttel kontroll hallasvizsgalat soran mérhetjiik
fel a dobiireg allapotat. Ha a dobiireg allapota tovabbra sem megfeleld, ventillacids tubus
betiltetése javasolt. Az adenotomia abban az esetben sziikséges, ha a folyadékgyiilemet a
megnagyobbodott adenoid okozza az Eustach kiirt nyilasanak elzarasaval. A ventillacios tubus
abban az esetben sziikséges, ha a dobiireg szell6zését az adenoid eltavolitdsa nem oldja meg.

Egy metaanalizis szerint az adenotomia hatdsosabb, mint a ventillacios tubus beiiltetés.



Célkitiizések

Kutatasunk kozéppontjaba a fiil gyulladasos betegségei koziil két entitast, a kronikus
savos otitis media (¢cSOM vagy OME: otitis media with effusion) és a Candia auris altal

kivaltott hallojaratgyulladast (otitis externa) helyeztiik.

A kronikus savos kozépfiilgyulladasban szenvedd betegeknél a vizsgalat célja az volt,
hogy bizonyitsa a koncepciét miszerint a MALDI-TOF MS alkalmazhaté az allandosult
kozépfiili folyadékgyiilem baktériumtartalmanak meghatarozasaban. Tovabbi célunk volt, hogy
az Uj technoldgia segitségével betekintést nyerjiink az OME-ben szenvedd gyermekek

kozépfiili valadékanak bakterialis spektrumaba.

A Candia auris altal okozott hallojaratgyulladas esetében a korokozo altal okozott
gyulladés kezelése jelenti az egyik nehezen lekiizdhetd problémat. Ennek egyik oka, hogy az
alkalmazhato terapias készitmények tekintetében még nem alltak rendelkezésiinkre adatok az
in vitro 6lési aktivitasrol a kiillonboz6 C. auris kladok ellen. Munkank célja ezért az volt, hogy
az amphotericin B (AMB) 61ési aktivitdsat meghataroztuk a négy leggyakoribb kladba tartozo

C. auris izolatumokkal szemben.



Kozépfiili valadékmintakkal végzett kisérletek eredményei

Negyven betegtdl osszesen 64 kozépfiili mintat elemeztiink. Negyven beteg koziil 24-
nek (60%) volt kétoldali OME. Otvenkilenc minta (92%) volt legalabb egy baktériumra pozitiv.
Osszesen 39 baktériumfajt azonositottunk és 23 beteg (57%) 29 mintajdban (49%) talaltunk
tobb baktériumot. Ezek koziil korabban csak harom, a Moraxella catarrhalis, a Haemophilus
influenzae €és a Streptococcus pneumoniae bizonyult patogénnek az OME-ban. Ez a harom
korokozod, 11 beteg 12 mintdjaban fordult eld, és gyakran kisérték mas baktériumfajtak is. Nem
talaltunk baktériumot két egészséges kozépfiilmintdban, amelyek cochlearis implantacion
atesett gyermekektdl szdrmaztak.

Az OME-t tobb évtizede széles korben vizsgaljak. Az etioldgia alapelveit az 1960-as
években hataroztak meg. Ugy itélték meg, hogy az Eustach-kiirt diszfunkcidjanak alapvetd
fokozatosan 0j elméletek egészitették ki. Bakteridlis és virusos gyulladdsos hatasok, romlott
mucociliaris funkcid, IgE altal kozvetitett allergias reakcio €s atopia, laryngopharyngealis
reflux, nem megfeleld gazdavalasz a gyulladdsos mediatorok és a receptor polimorfizmus miatt
és a kozelmultban a bakterialis biofilm jelenléte jelent meg etiologiai tényezdként, bar ezek egy
része még mindig vitatott. Jelenleg az OME multifaktorialis immunoldgiai betegségnek szamit.
Mivel tanulméanyunk rdmutat a tobbszords baktérium jelenlétének fontossagara, érdekes lesz
feltarni, hogy ez a jelenlét miként kapcsolodik ok-okozati 6sszefiiggésbe a kozépfiil kiilonb6zo
hidnyos immunfunkcioival és mas anatomiai €s fizioldgiai paramétereivel, mint példaul az
Eustach-kiirt miatti elégtelen szell6zés vagy 3D morfoanatomia.

A betegek kivalasztasanal az anamnesztikus adatok voltak a legfontosabbak a felvétel
soran, mivel a betegséget varhatdan nem kisérik akut jelek és tiinetek. A legegyszeriibb ¢€s
legolcsobb elérhetd diagnosztikai eszkoz a kozépfiilben 1évé folyadék ellendrzésére a
pneumatikus otoscop. Ez rendelkezik a legjobb egyensullyal az érzékenység és a specifitas
kozott. Magasabb pénziigyi és adminisztrativ terhei ellenére a tympanometria a rutin klinikai
gyakorlatban is megbizhaté diagnosztikai eszkoznek szadmit. Mivel a vizsgalathoz
elengedhetetlen volt az objektiv dokumentalas, ez utobbi diagnosztikai modszert alkalmaztuk.

A leggjabb iranyelvek szerint az OME csak akkor igényel terapiat, ha a tlinetek tobb
mint 6 honapig fenndllnak, és nem mulnak spontan mddon. A jelentds hallasvesztés vagy a
dobhartya, vagy a kozépfiil feltételezett szerkezeti rendellenességei szintén olyan allapotok,

amelyek sziikségessé teszik az OME kezelését. Az elmult évtizedekben szamos terapias
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stratégiat kiprobaltak, de ezek tobbsége hatastalannak bizonyult. A MEE bdséges bakterialis
flérdja arra utal, hogy a bakteridlis interferencia szerepet jatszhat a betegség hosszl tavu
fennmaradésaban.

A kozépfili valadékot MALDI-TOF MS segitségével pontosan lehet vizsgélni. Ez a
modszer tObb mint kétezer baktériumfaj egyidejii vizsgalatat teszi lehetové, igy konnyen
azonosithatd egy hatalmas, valtozatos és bdséges baktériumflora. A kozépfiili valadék
bakterialis mintazata az akut otitis media (AOM) flordjdhoz hasonlit, bar a jelenlegi
tanulmanyban tobb fajta patogént és mas baktériumfajt azonositottunk, mint a korabbi
vizsgalatokban. Réaadasul a mintaknak csak egy része volt pozitiv M. catarrhalis-ra, H.
influenzae-re és S. pneumoniae-re, azon korokozokra, amelyekrdl korabban tigy gondoltak,
hogy hozzéjarulnak az OME-hez. A mintak tobbsége nem tartalmazta ezeket a baktériumokat,
azonban mas baktériumokat azonositottunk benniik. Ezek egy része nyilvanvald patogén

szerepet jatszik mas tipust fertézésekben, masok nem patogén vagy fakultativ korokozok.

Candida auris-szal végzett kisérletek eredményei

A kladoktol és izolatumoktol fiiggetleniil a standard mikro leves-higitdsos modszer
(BMD) és E-teszt (24 és 48 ora elteltével) modszerekkel végzett MIC értékek nem voltak
magasabbak, mint a CDC altal a C. aurisra javasolt érzékenységi hatarérték (1 mg/L) (CDC,
n.d.). Az AMB a minimadlis fungicid koncentraciot (MFC) meghatarozé vizsgéalatokban 24 6ra
elteltével a 4 legelterjedtebb C. auris kladdal szemben fungicidnek bizonyult 1-8 mg/L
tartomanyban; az MFC értékek 2-32-szer magasabbak voltak, mint a BMD moédszerrel kapott
MIC értékek. Fontos, hogy a 20-as izolatum (dél-azsiai klad) kivételével ezek az MFC értékek
magasabbak voltak, mint a klinikailag elérhetd AMB koncentracio a szérumban (1 mg/L). 1d6-
0lés kisérleteinkben az AMB koncentracio-, klad- és izolatumfiiggd 616 aktivitast mutatott a C.
auris izolatumok ellen. Az MFC-eredmények az 12372-es (kelet-azsiai klad), a 228-as (dél-
afrikai klad) és az 1-172-es (dél-amerikai klad) izolatumok kivételével jo korrelaciot mutattak

az 1d6-61ési eredményekkel.

Az AMB a klinikailag elérhet6 1 mg/L-nél a dél-azsiai kladbdl szarmazo hat izolatum
esetén kettonél, a kelet-azsiai kladbol négybdl szintén kettdnél, a dél-afrikai klad esetén hatbol
harom, illetve a dél-amerikai kladnal a hatbol egy izoldtum esetén bizonyult fungicidnek.
Ezenkiviil a dél-azsiai és dél-amerikai kladokbol szarmazo 6-6 izolatumbol ketto, illetve harom

izoldtum 1 mg/L mellett Gjrandvekedést mutatott.



Széles 1atdszogl fluoreszcens mikroszkoppal a 196-o0s, 15-0s €és 228-as izolatumok
sejtszamanak csokkenését mutattuk ki, mig az I-156 izoldtum esetében 1 mg/L-nél nagy
aggregatumokat talaltunk (6. abra), de elhalt sejteket soha nem mutattunk ki. Eredményeink
alapjan a sz€rumban klinikailag elérheté koncentracidkon (<1 mg/L) az AMB nem biztos, hogy

fungicid hatasu egyik vizsgalt C. auris kladdal szemben sem.

Az AMB C. auris elleni in vitro 0lési aktivitasarol kevés adat all rendelkezésre;
koréabban kilenc kolumbiai véraram-izolatumot tanulméanyoztak. Ebben a vizsgalatban az AMB
az MFC tesztekben 2-4 mg/L-en (1-4xMIC) fungicid hatasu volt és koncentraciofiiggd, de
izolatum-fiiggetlen 06lési aktivitdst mutatott >2 mg/L koncentrdcional az id6-6lés
vizsgalatokban. A T99,9 (az az id6tartam, amely alatt legalabb 99,9%-al csdkken a gombasejtek
szama a kiindulasihoz képest) értéktartomanyok szignifikansan hosszabbak voltak (3,3 és 11,7
ora kozott, a megfeleld k értékek 0,256 és 0,913 1/6ra kozott voltak), mint a sajat
vizsgalatainkban szerepl6 4 izolatumunk T99,9 értékei (2 mg/L esetén). A korabbi vizsgalatban
azonban csak egy atlagolt k£ érték alapjan szamitottdk a T99,9 értékeket, azaz egyetlen k érték
reprezentalta az egyes torzsek 0,12-8 mg/L tartomanydban az 61ési kinetikat. Figyelemre mélto,
hogy a fennmarad6 két izolatumunk (I-24 és I-156) esetében fungicid hatast nem észleltiink 2

mg/L-nél.

A dél-azsiai, kelet-azsiai és dél-afrikai kladokbol szarmazoé izolatumok elleni AMB 61ési
aktivitasrol szo6ld eldzetes tanulmanyok hianya miatt nem volt lehetdségiink fiiggetlen

eredményekkel valo dsszehasonlitast végezni.

Sajnos, a vizsgalt izoldtumaink koziil csak két izolatum (a kelet-dzsiai kladbol)
szarmazott otitis externdban szenvedd betegtdl. Vizsgélatainkban azonban nagyszamu (22
izolatum), a négy 6 kladhoz tartozd C. auris torzs ellen hataroztuk meg az AMB in vitro
aktivitasat, ami munkank f6 erdsségének szadmit. Ezeket az eredményeket késébb in vivo
neutropénias egérmodellben megerdsitettiik. Mas tanulmanyok 5 mg/kg AMB kezelés esetén a
négy kladba tartoz6 kilenc C. auris izoldtummal szemben foként fungisztatikus hatast
tapasztaltak (9 izolatumbol 8 esetében), illetve egy esetben az AMB kezelés ellenére novekedett
a vesékbdl kitenyészett gombasejtek szama. Erdekesség, hogy a 9 vizsgalt izolatumnal csak 3
esetben sikeriilt 1-log csokkenést elérni. Magas AMB MIC értékkel (2-4 mg/L) rendelkezd
izolatumokkal fert6zott egerek veséibdl kitenyészett gombasejtek szama az AMB-kezelés

ellenére nott.



Eredményeink alapjan a klinikailag elérhetd koncentracion (<1 mg/L) az AMB fungicid
hatast volt a négy foldrajzi kladbol szarmazé izolatumok 16,7-50%-aval szemben. Az AMB
gyenge Olési aktivitasdnak hattere a nem AMB rezisztens izoldtumaink ellen nem ismert. Az
ergoszterin bioszintézis génjeinek mutacioit mar korabban is jelentették ilyen izolatumokban,
de nem minden AMB rezisztens izolatum mutatott ilyen mutaciét. Egy masik vizsgalatban nem
talaltak mutaciot a kolumbiai AMB rezisztens C. auris izoldtumok ergoszterin bioszintézis
génjeiben. Négy alternativ AMB rezisztencia mechanizmust irtak le, beleértve az élesztokben
az FLUS8-hoz hasonlo transzkripcios faktort kédold gének mutacidit és egy feltételezett
membrantranszportert. Egy masik lehetséges mechanizmus az, hogy a sejtfal 6sszetevdinek,
kiilondsen a B-1,3-gliikannak vagy a kitinnek a megvaltozasa fizikailag csokkentheti az AMB
bejutasat a sejtekbe. Az AMB C. auris sejtekbe vald behatoldsanak csokkenését az 1-156
izolatumunk tdmasztotta ald, amely 1 mg/L AMB jelenlétében nagy aggregadtumokat képzett.
Bar a klinikai relevancia tovdbbra sem ismert, figyelemre méltd, hogy az AMB-vel szemben
ellenallobb két klad (dél-azsiai és dél-amerikai) kordbbi vizsgalatainkban neutropénias

egérmodellben a legvirulensebbnek bizonyult.

Osszefoglalva, az MFC és az id66lési eredményeink felhivjék a figyelmet az AMB
gyenge Olési aktivitasara a C. auris izolatumokkal szemben, fliggetleniil a kladtol, még akkor
is, ha a MIC érték alacsony (<1 mg/L). Ezek az adatok arra utalnak, hogy az AMB hatasossaga
az invaziv C. auris fertézések, koztiik az agyhartyagyulladas, az endophthalmitis és a hugyuti
fertézések kezelésében a MIC eredmények alapjan nem josolhatdé meg megbizhatdan, ami
megmagyarazhatja az AMB kezelések soran tapasztalt magas mortalitast. Az echinocandinok

¢s az AMB kombinacidja azonban javithatja a talélést.



Osszefoglalas

A tanulméanyunk azt mutatja, hogy a MALDI-TOF MS alkalmas a kozépfiili valadék
bakteridlis Osszetételének értékelésére kronikus szerdzus kozépfiilgyulladasban szenvedd
gyermekek esetében. Bar a jelenlegi megkdzelitésben ez a technika csak a tenyészthetd
baktériumokat észleli, javitja azon képességlinket, hogy a hagyomanyos baktériumtenyésztési
megkozelitéshez képest baktériumfajok bovebb spektrumat detektaljuk, és képes a fajok
azonositasara. A baktériumok jelenléte az OME-ban nyilvanval6. Vizsgalatunk azt sugallja,
hogy az OME esetében a tobbfaju bakterialis flora kozponti szerepet jatszhat a folyadék tartos
jelenlétében a kozépfiilben, vagy az OME természetes és obligat kisérd jelensége lehet. Ez a
korabban nem leirt bakteridlis invazid hozzédjarulhat az OME megfelel6 megértéséhez és

kezeléséhez.

A C. aurisszal végzett kisérleteket 0Osszefoglalva, az MFC és 1d6-0lés gorbe
eredményeink felhivjak a figyelmet az AMB gyenge 610 aktivitdsara a C. auris izolatumokkal
szemben, fliggetleniil a kladtol, még akkor is, ha a MIC érték alacsony (<1mg/L). Ezek az
adatok azt sugalljak, hogy az AMB hatékonysaga az invaziv C. auris fertdzések kezelésében,
beleértve a meningitist, az endophthalmitist és a huagyuti fertézéseket a MIC eredmények
alapjan nem josolhaté meg, ami megmagyardzhatja az AMB kezelés soran jelentkez6 magas
mortalitdst. Bar az echinocandinok és az AMB kombinécidja javithatja a talélést, a
hagyomdnyos vagy 1j célpontokkal rendelkezd 1) gombaellenes szerek felfedezése
elengedhetetlen a multirezisztens gombak, koztik a C. auris fert6zések tulélési aranyanak

javitasahoz.
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