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ABSTRAKT

Uloha hub v etiolégii chronickej rinosinusitidqCRS) zostava nejasna, napriek
relativne intenzivnemu vyskumu v poslednych dex#gach. Hubové elementy je
mozné detegovav nose a prinosovych dutindch prakticky vSetkyekigntov s CRS
rovnako, ako su pritomné aj u zdravych jedincoun€hanizmoch dinku hubovych
Ciastatiek na sliznicu hornych dychacich ciest u citlivyokdb existuje v siasnosti
viacero teorii. Stale su vSak nevyhnutfedSie Studie objamijluce pripadné patogénne
pdsobenie hub pri vzniku a rozvoji CRS, ktorych écwjh organizmov (ak vbébec) sa
to tyka ato konkrétne charakterizuje imunologickl odpdiveacienta na hubové
elementy. Pri chybajucich presw#dych objektivnych imunologickych parametroch
a klinickom zlepSeni stavu CRS po antifungalnejde nemézeme teda jednoZna
vyhlast’ huby za etiologicky (spolu)agens CRS. V kazdonpaié je z hadiska
verejného zdravia nutné sleddvanozné zdroje a spOsoby neZziaducej kolonizacie
sinusov jedincov mikroskopickymi hubami pri ich ta&lardnom vyskyte v Zivothom

prostredi ako rizikového faktora pre predisponowar ochoreniu CRS.
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Uvod

Chronicka rinosinusitida (CRS) je zapalové ochaenibsa a prinosovych dutin
charakterizované pritomnisu réznorodych znakov (nosova obsStrukcia, vytologan
bolesti v oblasti tvare, poruchauchu) a rinoendoskopickym nélezom, resp. pre
ochorenie typickym CT nalezom. Infekcia sa do psowych dutin dostava spravidla
cez nosovu dutinu, ide o rinogénnu infekciu, pretodnes uz skér pouziva pojem
rinosinusitida, nielen sinusitida (1). Chronickaosinusitida na&pstejSie vznika ako
nasledok opakovanych akutnych zapalov a anatomigiegjispozicie (2). Symptomy
nie su také buarlivé ako pri akutnej rinosinusitidée svojou nastéjvostou vyrazne
ZniZuju kvalitu Zivota pacienta a su v podstategioet. O CRS hovorime, ak ochorenie
trva viac ako 6 tyzibv. Bakterialna CRS sa potige na celkovom ptie pacientov
najvyraznejSie. Vyznamnu, ale stale nevyjasnenthwileSak zohravaju aj huby.
Katzenstein (3) v roku 1983 identifikoval neinvaanAspergilussp. v tzv. alergickom
mucine u pacientov s nosovou polyp6zou. Ponikau n@gkér zdokonalil techniku
odberu biologického materialu a identifikacie. Igrdca a vysledky stimulovali
rozsiahlu diskusiu o definicii, prevalencii a patmhanizmoch alergickej fungalnej
rinosinusitidy.

Praca v tomto Stadiu rozpracovania nebola mienkogepadova Stadia - iSlo
len o jednoduchy skrining vyskytu réznych hub uigatov s CRS, péom sa vySetrili
aj l'udia bez tejto Dg. a u kazdého vySetreného aj gdydné prostredie. K Statistickej
vyznamnosti sa teda zdtianevieme vyjadti. Prispevok povazujeme za kratku
informaciu. Vysledky su tiez uvadzané ako suhrnsteaia, preto je udané len pomerné

zastupenie réznych hubovych druhov v celom vySamom subore probandov, takze



jednoriadkova talika sa nam nezdala Byve'mi efektna. Studia je $as’ou

pripravovanej doktorandskej prace, takZze spracavawsysledkov sa postupne rozvija.

Material a metédy

V rokoch 2006 az 2010 sme vySetrili 8fnny subor pacientovs CRS a nosovou
polypdzou. VSetci pacienti boli vySetrovani na ORinickom pracovisku (BA, NR).
Subor vySetrovanych sme rozdelili na tri skupingv(Pskupinu tvorili pacienti s CRS
a klinickym nalezom nosovych polypov. Zaradili sd@nej muzov aj Zeny befalSich
obmedzeni. VSetci pacienti prvej skupiny podstipiiomto obdobi chirurgicku libdu,
pocas ktorej sa realizoval odber biologického materi@lruht skupinu tvorili pacienti
s chronickou nosovou obStrukciou a zaroveimunologicky dokazanou alergickou
rinosinusitidou. Tretiu skupinu tvorili pacienti akychkdvek priznakov, teda
.finologicky” zdravi. Tito pacienti boli fyzikalnerySetreni a u kazdého sme potvrdili
fyziologicky nalez v nosovej dutine. Ziadne iné téria alebo obmedzenia sme

neaplikovali.

Biologicky material u prvej skupiny sme odoberabi¢ps operacie (FESS-fuéhka
endoskopickd operacia prinosovych dutin) na @pera sale pri dodrzani zasad
sterility. InStrumentariom sme exscidovali dosta® vé’ku vzorku tkaniva (polyp a
¢ag’ makroskopicky postihnutej sliznice) do steriln&jisavky, material sme zaliali
sterilnym fyziologickym roztokom. V druhej skupisene sa zamerali na odber hlienov
Z nosovej dutiny u pacientov s alergickou rinositidsu na rinologickej ambulancii.
Spbsob odberubol nasledovny: Pacienta sme usadili vo vySetronadkresle, do
nosovej dutiny sme instilovali fyziologicky rozt@knasledne sme pacienta inStruovali,

aby vyfukol obsah nosovej dutiny (hlien) do stegjimisky.



Hlien sme nasledne umiestnili do sterilnej skimavKkyetiu skupinu tvorili zdravi
pacienti a postupovali sme rovnakym spdsobom akskpipinec¢. 2. Takto spracovany
biologicky material sme pri teplote 20 °C a beapreho pristupu svetla transportovali
do mykologického laboratéria, kde bol vySetreny d8 hodin. Na spracovanie
biologického materialu sme pouzili nidko na seba nadvazujacich metod. V prvom
rade sme urobili priame mikroskopické pozorovangolyanych vzoriek (polypy).
Sledovali sme pritomnésfungalnych fragmentov (hyfy, spory). dalSom sme
kultivovali biologicky material (tkanivo aj vyplack nosovej dutiny). Izolovali sme
cisté kultary mikromycét a identifikovali pdid atlasu de Hoog a kol. (5). Na druhovu
identifikaciu vybranych izolatov mikromycét (altémne a penicilia) sme pouzili aj
metodu molekulovej analyzy PCR - polymerazovéareva reakcia. lde o metédu,
ktora umoauje amplifikaciu Specifickych Usekov DN vitro polymerizaciou pri
vyuziti Specifického katalytickéhociinku DNA-polymerazy pri cyklickom opakovani
celého procesu. V druhej linii pokusu sme s kazgatientom vyplinili dotaznik, ktory
nas informoval o SirSich vahoch hlavne kjeho Zivotnému prostrediu a navykom

(otazky o type a spdsobe byvania, prostredia vijpnggienickym navykom dt.).

Vysledky

Patet pacientov v prvej skupine bol 23 z toho bold?3%ien a 61 % muzov. Priemerny
vek bol 52,8 rokov, pacienti boli vo vekovom rozoZ od 34 - 91 rokowZ toho Zeny
mali priemerny vek 53,2 roka (46 — 71 rokov) a muongli priemerny vek 52,5 rokov
(34 — 91 rokov). P&t pacientov v druhej skupine bol 22 z toho bold2%ien a 73 %
muzov. Priemerny vek pacientov bol 57,8 roka, g@attiboli vo vekovom rozloZeni od
27 — 83 rokov. Ztoho Zeny priemerny vek bol 63&ar (40 — 83 rokov) a muzi

priemerny vek bol 55,5 roka (27 — 73 rokov).



Tretiu skupinu reprezentovalo 20 zdravych osolotd p@&tu bolo 55 % Zien a 45 %
muzov. Priemerny vek bol 39,2 roka (19 — 76 roko¥pho Zeny: 39,9 roka (19 — 76
rokov) a muzi: 38,4 roka (20 — 60 rokov). Celkovgcgt vySetrenych pacientov
a kontrol bol 65. Z toho 40 % tvorili Zeny a 60 %iZn

Na zaklade kultivéného, histologického a antigén prezentujuceho dokadi huby
zistené u kazdého pacienta s CRS, ale tiez u kazdétavehailoveka, dokonca sa da
povedd, Ze huby signifikantnejSie viac o$igl sliznicu nosovej dutiny u Klinicky
zdravych pacientov. Je to zrejme tym, Ze paciel@RS uzivaju viac intranazalne
podavanych pripravkowim jemne zmensSuju porciu osidlenia nosovej slizhigkami
(spreje, kvapky, vyplachy a iné).

Z obytnych priestorov respondentov (pacienti s CRjSkontrolna skupina) sa
izolovali mikroskopické vlaknité huby patriace kZbej mykoflore nesterilnych
vnatornych priestorov budov, prevazne ktzv. prinyan (vzdusné huby aspergily
a penicilia) a sekundarnym (kladospoéria, alternarehaetomia) kolonizatorom.
Izolované sterilné mycélia mézutbgapr. aj zarodkami vysSich hab, ktoré sa tiez bezn
vyskytuju vo vzduchu, najma vonkajSom v zelenychaah (zahrady, parky, lesyda}
Sekundarne kolonizatory st zastupcami hub priroglzenvyskytujucich na rastlinnom
materiali zivom (listy) aj odumretom (napr. listow@pady, pdédne komponenty).

Pritomnos niZSich hub (rizopy) indikuje organické zvyskylwtnom prostredi.

Diskusia
Uloha vzdu3nych hib vo vahu k patogenéze CRS nie je stale vyjasnena. Brvotn
entuziazmus Studii zameranych na prepracovanejdsobp odberu biologického

materialu a identifikacie (hlavhe PCR) nahradzaske



Ukazuje sa, Ze pritomnoshub nie je Specificka pre pacientov s CRS, fileiosa
vyskytuje aj u zdravychludi. Identifikaciou podtypov sa nezistil Ziadny dod

v osid'ovani sliznice u zdravych a pacientov s CRS. Imciatézu ¢i je rozdiel
v osidleni sliznice nosovej dutiny a druhovom zasti vzduSnych hdb u pacientov
s CRS a zdravych, skér nahradza otazka, akym sposbliby (ai vobec) ovplywiuju
patomechanizmus CRS. Okrem vrodenej a ziskanejiingjrodpovede na huby hra
vSak vyznamnu ulohu aj tzv. ,fungus antihost* efektzdusné huby (Specialne
alternarie) produkuju latky, ktoré aktivuja mechany veduce k porusSeniu bunkovej
steny epitelu. V nadvaznosti na Studie, ktoré qgpismepriamy sposob aktivacie
eozinofilov, sa ukazuje, Ze SpecialAkernaria alternatadokaze aktivové eozinofily
priamo.

Pomerné zastupenie jednotlivych hdb (vyjadrené regdach) je viémi
podobné ako v subore prezentovanom Ponikauom Adftgrnaria sa u americkej
populacie vyskytuje v 44,3 %, u slovenskych prolmanid bolo 24 %Aspergillus29,5
% vUSA, 15 % na SlovenskuCladosporium osid’uje sliznicu nosovej sliznice
u americkej populécie pacientov s CRS v 39 % awesiskych CRS pacientov 21,4 %.
Vel'mi podobné je osidlenie hubarienicillium v populacii USA je to 43,3 %
a v populacii Slovenska 39,5 %. Menej poroviiaée je osidlenie nizSimi hubami
Rhizopus je to 2,4 % u Ametanov a 14,9 % u slovenskych pacientov. Rozdiely su
v identifikacii niektorych druhov hab, ktoré nebolidentifikované u americkej
populacie, a naopak u slovensk€andidabola u americkej populacie identifikovana
v podiele 24,4 % &accharomyces cerevisiagodiele 0,5 %.

V nedavnej Studii realizovanej Inouom (6) sa omsue eozinofily zdravych
ludi inkubované s antigénmi alternarii a peniciliikazuju signifikantné mnozstvo

EDN, ¢o je marker degranulécie eozinofilov.



Ked” boli inkubované eozinofily pacientov s astmou aleblergiami, zistilo sa
uvorlnenie o 70 % viac EDN ako u zdravych. Ukazuje sajegranulaciu sposobila len
hubaAlternaria alternataa ostatné huby akBGandida, Aspergillus, Cladosporiumnie.
Toto zistenie mbze viéss buducnosti k vyjasneniu ulohy vzdusnych hub toganéze
CRS.

Alternarie su povaZzované za najpotentnejSie hulzdergeny. Aspergily moézu
produkova Siroku Skalu mykotoxinov s minimalne drazdivyrinkom na dychacie
cesty.A. versicolorprodukuje karcinogénny sterigmatocystin, ktoryokysochin vivo
aj in vitro poskodzoval santtstiacu schopnas hornych dychacich ciest, p6sobil
cytotoxicky na jpucne tkanivo aindukoval jeho zapal, ako aj nardgabtvorbu
u pokusnych zvierat. Silnym producentmi réznych otgkinov a/alebo prchavych
organickych latok s drazdivyntiinkom na sliznice su aj penicilia.

Z hradiska ochrany verejného zdravia, pripustna kwantitbovych zarodkov vo
vnatornom ovzduShie je zatia zakonne limitovang odporda sa vSak max500
KTJ/m? v zloZeni kopirujicom vonkajsie ovzdusie a bezoprhosti toxickych hab.
Vo vSetkych tu vySetrovanych pripadoch kvalitativketérium bolo splnené, vo
vonkajSom vzduchu aj vnutornom ovzduSi sa nachéddalhovo aj kvantitativne
podobné spektrum hubovych zarodk@a savisi so sezonnym zvySenim v obdobi
veget&ného pokoja, kedy sa merania vykonali. Je teda gwezduch v dychacej zone
vySetrenych obytnych priestorov povazowa vyhovujlaci a vonkajSie ovzduSie zas za
zdroj mikroorganizmov neziaduco kolonizujucich wvaonie povrchy pri ich dlhodobo

zvySenej vihkosti (7).



Zaver

Spracovanim biologického materialu a osobného ddtazsme zistili, Ze kontrolna
skupina zdravych a skupina pacientov s chronickosowou obStrukciou sa neliSia
osidlenim sliznice nosovej dutiny hubami. Takisto teeto dve skupiny neliSia ani
druhmi hub, ktoré osldiju sliznicu nosovej dutiny. Na zaklade tychto eglov sa
priklaname k zaveru, Ze neinvazivne huby 8gjid sliznicu nosovej dutiny prirodzene a
nie su prvotnou pEinou chronickej nosovej obstrukcie v zmysle zaalutypickej IgE
sprostredkovanej reakcie (samotné nie su patogénRrgto prvotne odpoEané

pouzivanie antimykotik ako napr. ampfotericinu 8cehto pacientov nie je indikované.
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