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INLEIDING

Geluid in de uitwendige gehoorgang brengt het trommelvlies in trilling. Deze
trillingen worden via de gehoorbeentjesketen overgebracht naar de vloeistof van
de cochlea. De luchttrilling wordt aldus getransformeerd in een vloeistoftrilling.
De energieoverdracht, van een systeem met lage akoestische impedantie (lucht)
naar een systeem met hoge akoestische impedantie (vloeistof), wordt verzorgd
door een transformator, gevormd door trommelvlies met keten. Deze impedantie-
aanpassing is mogelijk, doordat de luchttrilling wordt opgevangen op een groot
oppervlak (het trommelvlies) en via de gehoorbeentjesketen via een klein opper-
vlak, de als een zuiger bewegende stapesvoetplaat (Dankbaar, 1972), wordt over-
gedragen op de vloeistof van het binnenoor (Wever en Lawrence, 1954).

De cochlea wordt door de basilairmembraan en de membraan van Reissner ver-
deeld in drie secties, nl. scala media, scala vestibuli en scala tympani. Scala
vestibuli en scala tympani communiceren met elkaar bij het helicotrema en zijn
gevuld met perilymphe. De scala media bevat endolymphe en ligt in de vorm van
een aan de top gesloten buis op de basilairmembraan aan de zijde van de scala
vestibuli.

Daar vloeistof nagenoeg niet samendrukbaar is en starre botwanden cochlea en
labyrinth omgeven, zal een beweging van de stapesvoetplaat naar binnen de peri-
lymphe in de scala vestibuli drukken en de basilairmembraan naar de scala
tympani bewegen, zodat de perilymphe van de scala tympani op zijn beurt de
membraan in het ronde venster naar buiten zal bewegen en omgekeerd.

Door directe microscopische observatie met stroboscopische belichting vond von
Békésy (1943) een lopende golf, die basaal ontstaat en snel uitdooft na het berei-
ken van een maximale amplitude naar apicaal toe. Deze polfbeweging is voorna-
melijk afhankelijk van de fysische eigenschappen van de basilairmembraan, die
smal en stijf is bij de stapes, maar breed en slap bij het helicotrema. De stijfheid
neemt dus af van basaal naar apicaal. De plaats van de maximum uitwijking van
de basilairmembraan is hierdoor afhankelijk van de frequentie van de trilling:
naarmate de frequentie hoger is, ligt deze uitwijking dichter bij de stapesvoetplaat.
Het orgaan van Corti, gelegen op de basilairmembraan in de scala media, bevat
o.a. de haarcellen, De haarcellen zijn bij de mens en cavia gerangschikt in vier
rijen, nl. drie rijen buitenste en één rij binnenste haarcellen. Bij beide soorten
haarcellen is één haarcel steeds verbonden met een aantal zenuwvezels. Bij de
binnenste haarcellen geldt, dat één zenuwvezel slechts met één haarcel verbonden
is. Bij de buitenste haarcellen is één zenuwvezel steeds met meer haarcellen ver-
bonden (Spoendlin, 1966). De buitenste haarcellen met de daaraan verbonden
spirale vezels hebben bij cavia’s een circa 20 tot 30 dB lagere drempel dan de
binnenste haarcellen met de daaraan verbonden radiaire vezels (Wang, 1971). De
haarcellen bevinden zich op steuncellen, die op de basilairmembraan staan. De
cilia van de haarcellen zijn verbonden met de membrana tectoria.

Trillingen van de basilairmembraan veroorzaken verschuivingen van de haarcellen
t.0.v. de membrana tectoria, zodat een mechanische vervorming van de haarcellen
ontstaat. Daarom worden deze ook mechanoreceptoren genoemd. Door defor-
matie van de haarcellen ontstaat een verandering van de electrische weerstand,
die zich bevindt tussen de positieve gelijkspanning van -+ 80 mVolt in de scala
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media en de negatieve gelijkspanning van — 80 mVolt in de haarcellen. Deze
gelijkspanning in de scala media wordt ook genoemd: ,resting potential” (RP) of
».endocochlear potential” (EP). Door de optredende weerstandsvariaties wordt het
bestaande gelijkspanningsverschil gemoduleerd, zodat een wisselspanning ontstaat
(Davis, 1965). Deze wisselspanning wordt ook genoemd: microfonisch effect,
ncochlear microphonics” (CM) of receptor potentiaal. Davis (1965) veronderstelt,
dat de CM één of meer stoffen doet vrijkomen in de synaps tussen de haarcel en
de dendrieten van het eerste neuron, waardoor een postsynaptisch potentiaal (ge-
neratorpotentiaal) in de dendrieten van het eerste neuron ontstaat. Deze post-
synaptische potentiaal heeft door additie de actiepotentiaal (ap) in het axon van

het eerste neuron tot gevolg (Davis, 1965; Furukawa en Ishii, 1967; Ishii, Matsitu-
ra en Furukawa, 1971).

De gelijkspanningspotentialen in de cochlea:
1. De positieve rustpotentiaal.

Deze endocochleaire potentiaal, die dus ook zonder akoestische stimulatie
aanwezig is, is een positieve gelijkspanningspotentiaal in de scala media van
gemiddeld circa 80 mVolt t.o.v, de perilymphe in de scala tympani (v. Békésy,
1952, 1; Tasaki, Davis en Eldredge, 1954; Davis et al., 1958; Lawrence en
Nuttall, 1970). De generatorplaats van deze rustpotentiaal is de stria vascularis
(Davis et al., 1958, Tasaki en Spyropolous, 1959; Kuypers en Bonting, 1970).

2. De negatieve rustpotentiaal.

Dit is een intracellulaire (Sohmer, Peake en Weiss, 1971) negatieve gelijk-
spanningspotentiaal van gemiddeld circa 80 mVolt t.0.v. de perilymphe van de
scala tympani, die o.a. in de haarcellen wordt gevonden (v. Békésy, 1952, 1:
Tasaki en Spyropolous, 1959; Konishi en Yasuno, 1963; Butler, 1965; Law-
rence en Nufiall, 1970; Sohmer, Peake en Weiss, 1971).

Het microfonisch effect

De generatorplaats van de CM is het lamina reticularis-membrana tectoria gebied,
dus het gebied van het haardragende deel van de haarcel (v. Békésy, 1952, 2;
Tasaki, Davis en Eldredge, 1954, Konishi en Yasuno, 1963; Lawrence en Nuitall,
1970). Daar werd nl. de maximale CM waarde gemeten, terwijl er een fase omslag
van de CM optrad bij verdere penetratie van de micro-electrode.

De CM wordt niet opgewekt door omzetting van akoestische energie in electrische
energie (v. Békésy, 1951, 1 en 2), maar ontstaat, doordat de akoestische energie
weerstandsveranderingen aan het haardragende deel van de haarcellen doet ont-
staan, waardoor de bestaande gelijkspanning, die is opgebouwd uit de beide rust-
potentialen, gemoduleerd wordt tot een wisselspanning, de CM (Davis, 1965).

De hieronder te bespreken experimenten van Rice en Shinabarger (1961), Butler
(1965), Honrubia en Ward (1969) en Strelioff, Haas en Honrubia (1972) onder-
steunen deze hypothese van Davis (1965).
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Rice en Shinabarger (1961) vonden geen fase omslag van de CM, wanneer de po-
lariteit van de positieve rustpotentiaal veranderde van positief naar negatief ge-
durende anoxie. Dit betekent, dat de CM géén modulatie van deze rustpotentiaal
alleen kan zijn, Butler (1965) vond, dat de daling van de CM gedurende asphyxie
evenredig was met de daling van het algebraische verschil tussen de positieve en
negatieve rustpotentiaal (,dc gradient™) van circa 160 mVolt aan weerszijden van
de lamina reticularis. Honrubia en Ward veranderden de positieve rustpotentiaal
van de scala media in de eerste cochleawinding door toediening van gelijkspanning.
Zij vonden ecen stijging van EP en CM met de anode in de scala media en de
kathode in de scala vestibuli of tympani en een daling van EP en CM, wanneer
de electroden verwisseld werden. Er was een lineair verband tussen de EP- en CM
veranderingen. De grootste toegediende gelijkspanning, die net nog geen electro-
Iytische of thermische veranderingen in de cochlea gaf, was niet voldoende om de
,dc gradient” van Butler van polariteit te veranderen. Na asphyxie lukte dit
echter wel, terwijl tegelijkertijd een fase omslag van de CM optrad. Immers bij
asphyxie krijgt men een daling van de positieve en negatieve rustpotentiaal
(Butler, 1965). Sirelioff, Haas en Honrubia (1972) maten de electrische weerstand
tussen de positieve en negatieve rustpotentiaal, waarna de weerstandsverandering
o.iv. geluidsstimulatiec werd gemeten. Deze weerstandsverandering zou zeer goed
een wisselstroom in de orde van grootte van de CM kunnen veroorzaken.

De CM heeft geen duidelijke drempelwaarde, d.w.z. bij verlaging van de intensiteit
is er geen abrupt einde van de CM. Ook bij extreem lage intensiteiten is er nog
een lineair verband, d.w.z. dat de CM amplitude evenredig is met de stimulus
intensiteit, nl. zeker tot een CM waarde van circa 0,01 pVolt (Wever, Rahm en
Strother, 1959). Dit niveau wordt normaal niet bereikt, doordat het CM signaal
in de ruis verloren gaat (,,Jawaai” van meet- en stimulatieapparatuur, van de om-
geving en van het dier zelf, nl. circulatie, ademhaling en beweging; Wever, 1966).
De CM maxima voor geluidsstimuli van hogere frequenties liggen meer naar de
basale winding en van lagere frequenties meer naar de apicale winding (Tasaki en
Fernandez, 1952; Tasaki, Davis en Legouix, 1952; Honrubia en Ward, 1968).
Dit is in overeenstemming met de observaties van v. Békésy (1943, zie hierboven)
van de uitwijking van de basilairmembraan.

De CM opgewekt in de buitenste haarcellen is evenredig met de verplaatsing van
de basilairmembraan, terwijl de CM opgewekt in de binnenste haarcellen even-
redig is met de snelheid van verplaatsing van de basilairmembraan (Dalios et al.,
1972).

De samengestelde actiepotentiaal

De AP (= compound action potential = samengestelde actiepotentiaal) is de
spanningsverandering, die ontstaat door summatie van de ontladingen van de af-
zonderlijke zenuwvezels (ap’s) ter plaatse van de modiolus.

De zenuwvezels uit de basale winding van de cochlea vuren actiepotentialen af bij
het aanbieden van hoge zowel als lage stimulusfrequenties en de zenuwvezels uit
de apicale winding alleen bij het aanbieden van lage stimulusfrequenties (Tasaki,
1954). Dit stemt dus overeen met de distributie van de CM in de cochlea.

De latentie van de AP (Pestalozza en Davis, 1956), de tijd die verstrijkt tussen het
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begin van de CM en het moment waarop de maximum deflectie van de AP wordt
bereikt, is afhankelijk van twee factoren, nl. de looptijd van de golf tot de plaats
in de cochlea waar de betreffende AP wordt opgewekt en de ,,opbouwtijd” van die
AP in synaps en n.acusticus. Het bleek, dat de latentie afhankelijk is van de
frequentie van de aangeboden geluidsstimulus, dus dat AP’s in response op toon-
stoten van hogere frequentie een kleinere latentic hebben dan AP’s in response op
toonstoten van lagere frequentie. Bovendien bleek de latentie ook kleiner te
worden bij verhoging van de intensiteit van de geluidsstimulus (wat te maken heeft
met vergroling van de activiteit in de basale winding).

Resumerend: de latentie is dus kleiner bij hogere frequenties en hogere intensi-
teiten.

De AP is opgebouwd uit enkele negatieve pieken. De eerste piek is de grootste,
omdat bij het begin van het signaal nog alle vezels van de n. acusticus kunnen
afvuren, daarna spelen de refractaire periode en de adaptatie een rol. De ap’s van
de afzonderlijke zenuwvezels hebben een drempelwaarde, zodat ook de AP een
drempelwaarde heeft.
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Hoofdstuk I

LITERATUUROVERZICHT EN VRAAGSTELLING VOOR HET
ONDERZOEK

I.1. HET BEGRIP OTOTOXICITEIT

Men noemt een stof ototoxisch, wanneer het auditieve of vestibulaire systeem
door die stof beschadigd wordt. Reeds lang waren bijvoorbeeld kinine en aspirine
bekend als gencesmiddelen met een ototoxische bijwerking. Vooral na de 2e We-
reldoorlog kwamen grote aantallen nieuwe geneesmiddelen beschikbaar. Een
aantal hiervan, vooral uit de groep van de antibiotica, bleek een ototoxische bij-
werking te hebben. Als voorbeelden kunnen genoemd worden: neomycine, kana-
mycine, framycetine, dihydrostreptomycine, gentamycine, capreomycine, viomy-
cine en rifamycine. De ototoxiciteit werd vrijwel steeds pas na klinische toepassing
van het geneesmiddel ontdekt. Pas daarna werd deze bijwerking dan ook systema-
tisch 0.a. in dierexperimenten nader onderzocht.

Morfologisch blijkt, dat primair de buitenste haarcellen worden getroffen. De toe-
dieningswijze van het geneesmiddel lijkt hier geen invloed op te hebben. Strepto-
myeine bijvoorbeeld is ototoxisch na parenterale toediening (Ruedi et al., 1952) en
na locale applicatie in het middenoor (Davis et al., 1958, Koide, Hata en Hando,
1966). Ook kinine is ototoxisch zowel na orale toediening (Ruedi et al., 1952) als
na locale applicatie in het middenoor (Hennebert en Fernandez, 1959; Koide, Hata
en Hando, 1966). Het gaat waarschijnlijk om de concentratie, die in het binnen-
oor wordt bereikt.

Ototoxische antibiotica hebben na parenterale toediening meestal een beschadiging
volgens een identiek patroon tot gevolg. Deze beschadiging begint bij de buitenste
haarcellen van de basale winding en pas later treedt een beschadiging van binnen-
ste haarcellen op en wel beginnend in de apicale windingen (Engstrom en Kohonen,
1965; Kohonen, 1965; Engstrom, Ades en Andersson, 1966; Akivoshi et al., 1971).
Ook kan een stof het gehoor beschadigen, doordat deze na locale toediening op
het ronde venster de samenstelling van perilymfe/endolymfe sterk verandert
(IV.3.; Sohmer en Feinmesser, 1967; Arslan, 1969).

1.2. ONDERZOEK NAAR OTOTOXICITEIT IN DIEREXPERIMENTEN

Onderzoek naar ototoxiciteit van stoffen kan bij proefdieren geschieden in het
chronische en in het acute experiment.

1.2.1. Het chronische dierexperiment

Onder een chronisch dierexperiment verstaat men een experiment, waarbij het

priefdier langere tijd (weken tot maanden) in leven wordt gelaten. In het chroni-

sche dierexperiment kan de beschadiging worden onderzocht met:

1. Electrofysiologische methoden, bijvoorbeeld met plaatsing van een permanente
electrode op de ronde venstermembraan (Portmann, Aran en Le Bert, 1966).

2. Conditioneringsproeven.
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Bij de conventionele conditioneringsproeven duurt de training van een proef-
dier meestal weken & maanden, voordat met geconditioneerde reflexen bepaald
kan worden of het een toon niet of wel gehoord heeft. Als proefdieren worden
meestal katten, honden, apen of chinchilla’s (Ward en Duvall, 1971) gebruikt.
Een snellere methode, echter alleen bruikbaar bij cavia’s, zou de zgn. ,shiver-
audiometry” (Anderson en Wedenberg, 1965; Crifo, 1973 en 1974) zijn: op
geluid geconditioneerde (gelijkstroomprikkel) cavia's stoppen met rillen in een
koude omgeving bij het aanbieden van geluidsstimuli, die door de cavia’s kun-
nen worden waargenomen.
3. Morfologische methoden (bijvoorbeeld West, Brummett en Himes, 1973).

1.2.2. Het acute dierexperiment

Onder een acuut dierexperiment verstaat men een experiment, waarbij het proef-
dier na enkele uren of dagen wordt opgeofferd. In het acute dierexperiment kan
de beschadiging worden onderzocht met:
1. Eleetrofysiologische methoden.
2. Morfologische methoden.
3. Biochemische methoden (Kuypers en Bonting, 1970).
Deze methoden kunnen ook gecombineerd worden (Arslan, 1969; Kuypers en
Bonting, 1970).
In dit proefschrift wordt verslag gedaan van experimenten, waarin de ototoxiciteit
van chlooramfenicol in het acute dierexperiment electrofysiologisch onderzocht
werd.

13. LITERATUUROVERZICHT

Gezien de kans op beenmergremming is chlooramfenicol na orale en parenterale
toediening een allerminst onschuldig medicament (Yunis, Smith en Restrepo,
1970; Hussey, 1970). Van chlooramfenicol is echter door klinisch gebruik géén
ototoxische werking bekend.

Volgens Parterson en Gulick (1963), Gulick en Patterson (1964), Koide, Hata en
Hando (1966), d'Angelo, Patterson en Morrow (1967) en Proud, Mittelman en
Seiden (1968) zou chlooramfenicol in het acute dierexperiment, na locale appli-
catie op de ronde venstermembraan, echter wel ototoxisch zijn. Deze publicaties
waren voor ons de directe aanleiding de gevonden ototoxische werking van
chlooramfenicol na locale applicatie op de ronde venstermembraan nader te onder-
zoeken, daar chlooramfenicol in de kliniek gebruikt wordt in de vorm van oor-
druppels bij chronische otitis media.

1.3.1. Electrofysiologische gegevens

Fatterson en Gulick (1963) lieten 12 mg chlooramfenicolbase (0,030 cc van een
40% oplossing) 30 minuten op de ronde venstermembraan van cavia’s liggen. Bij
afleiding van het microfonisch effect van de ronde venstermembraan, bij een
stimulusfrequentie van 800 Hz, bleek na 9 uren een vermindering van 30 dB te
zijn opgetreden. Na applicatie van fysiologisch zout daarentegen werd na 9 uren
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geen verlies gemeten. Daar de cavia’s na 9 uren in een te slechte conditic kwamen
om betrouwbare resultaten te leveren, werden dezelfde proeven bij katten her-
haald (Gulick en Patterson, 1964), Merkwaardigerwijze bedroeg het verlies nu
maximaal 3 2 5 dB gedurende de 30 & 60 uren dat gemeten werd. Het grootste
CM verlies trad na circa 9 uren op. Dit verlies is nauwelijks groter dan de 2 & 3
dB CM verlies, die reeds 10 & 15 minuten na de plaatsing van de electrode op de
ronde venstermembraan optreedt (Gulick, 1958). Dit CM verlies kan echter wor-
den veroorzaakt door vochtontwikkeling rond de electrode op de ronde venster-
membraan (Eggermont, 1972). Wordt bij katten echter i.p.v. chlooramfenicolbase
chlooramfenicolsuccinaat op de ronde venstermembraan geappliceerd, dan treden
CM verliezen tot 40 dB op. Gulick en Patterson schrijven dit verlies toe aan e¢en
mechanische trillingsbelemmering van de ronde venstermembraan door de grote
viscositeit van chlooramfenicolsuccinaat, dat enige tijd aan lucht is blootgesteld.
In hoofdstuk ITI zal blijken, dat onze experimentele bevindingen (géén gelijktijdige
vermindering van AP en CM) deze hypothese niet steunen. d’'Angelo, Patterson
en Morrow (1967) trachtten klinische omstandigheden na te bootsen door 8 mg
chlooramfenicolbasepoeder op het middenoorslijmvlies van cavia’s te blazen,
waarbij slechts een klein deel, nl. circa 0,5 mg op de ronde venstermembraan
terechtkwam. Bij geluidsstimuli van 500, 1000, 5000 en 10.000 Hz toonden alle
met chlooramfenicol behandelde dieren een progressief verlies in de van de
ronde venstermembraan afgeleide CM, gedurende de 26 uren dat gemeten werd.
Bij 1000 Hz bedroeg dit tenslotte 34 dB. Controle dieren, waarbij fysiologisch
zout op de ronde venstermembraan geappliceerd werd, toonden géén CM ver-
liezen.

1.3.2. Morfologische gegevens

Koide, Hata en Hande (1966) injiceerden 0,1 ml chlooramfenicolsuccinaat 20%
(20 mg) d66r het trommelvlies in het middenoor van caviae, die dan 4 a 7 dagen
later voor onderzoek werden gedood. Morfologisch bleek, dat vooral buitenste
haarcellen beschadigd werden.

Qok Proud, Mittelman en Seiden (1968) toonden ototoxiciteit van chlooramfenicol
bij cavia’s morfologisch zan. Chlooramfenicolsuccinaatoplossingen (0,035 cc met
8 mg en 16 mg chlooramfenicolsuccinaat, dus met respectievelijke concentraties
van 22,9% en 45,7%) werden 30 minuten op de ronde venstermembraan gelaten,
waarna de operatiewond gesloten werd. Vervolgens werden deze cavia's 3, 6, 9 of
24 uren later gedood. De cochlea toonde in de basale winding altijd een duidelijke
destructie van het orgaan van Corti (binnenste en buitenste haarcellen, cellen van
Deiters, cellen van Claudius, sommige cellen van Hensen, stria vascularis). In
de andere windingen werd géén duidelijke beschadiging gevonden. De gevonden
beschadiging was onafhankelijk van de gebruikte concentraties en van de over-
levingsduur na de operatie. Controle dieren met Nasuccinaat behandeld, isotonisch
en met dezelfde pH als de 45,7% chlooramfenicolsuccinaatoplossing, toonden
géén beschadiging. Een opmerkelijk feit was, dat de hypertonische chlooramfeni-
colsuccinaatoplossingen primair ecn vasodilatatic van de vaten van ronde venster-
membraan en promontorium teweeg brachten en secundair, na circa 10 minuten,
een dusdanig sterke vasoconstrictie, dat zelfs met 40 vergroting géén vaten
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werden gezien. Hypertonische oplossingen, zowel van Nasuccinaat als van NaCl,
veroorzaakten vasodilatatie, welke na 10 & 15 minuten in een normale toestand
overging. Isotonische NaCl-oplossingen hadden géén zichtbaar effect op de vaten.
De schrijvers meenden de beschadiging te kunnen toeschrijven aan een directe
werking van chlooramfenicolsuccinaat of aan een indirect effect door vasocon-
strictie. Rahm et al. (1962) en Gulick en Cutt (1962) vonden echter, dat aanwe-
zigheid van respectievelijk 0,001% adrenaline en 0,1% adrenaline, gedurende
15 minuten op de ronde venstermembraan van katten, bij 1000 Hz géén CM ver-
liezen veroorzaakt. Gulick, Patterson en Myers (1962) vonden, dat na toediening
van 0,1% adrenaline aan de perilymfe van de scala tympani van de basale winding
van katten, bij 1000 Hz géén CM verliezen optraden. Dus ook de door chloor-
amfenicolsuccinaat veroorzaakte vasoconstrictie lijkt niet verantwoordelijk voor
de cochlea beschadiging. Mogelijk is de vasoconstrictie een reactieve bescher-
mingsmaatregel tegen chlooramfenicolsuccinaat opname.

1.3.3. [Inavloed van de conditie van het proefdier

De CM, afgeleid van de ronde venstermembraan, blijft onder normale omstandig-
heden gedurende lange tijd stabiel. Rahm, Strother en Gulick (1958) hebben bij
katten, bij stimulatie met een continue toon van 1000 Hz, gedurende 15 uren geen
veranderingen in de CM gemeten. Gulick en Curt (1960) vonden op soortgelijke
wijze bij caviae een stabicle CM gedurende 26 uren,

De arteriele zuurstofsaturatie heeft géén grote invloed op de CM, zoals door
Gulick (1958) bij katten is vastgesteld. De CM daling, bij verlaging van de arte-
riele zuurstofsaturatie van 100% naar 35%, bedroeg 5 dB bij 1000 Hz (circa 18%
amplitudevermindering). Ook de lichaamstemperatuur van het proefdier bein-
vlioedt de CM niet sterk. Gulick en Cutr (1960) vonden bij cavia's, hij afkoeling
tot 32 °C, bij 1000 Hz geen CM daling. Zelfs ma afkoeling tot 30 *C lichaams-
temperatuur was volledig CM herstel mogelijk bij terugkeer naar normale
lichaamstemperatuur d.w.z, 37 4 38 °C.

.4, DISCUSSIE LITERATUUROVERZICHT

In de literatuur is ototoxiciteit van chlooramfenicol bij klinisch gebruik niet be-
schreven. Dit geldt zowel voor orale als voor parenterale toediening. Toch is
bekend, dat chlooramfenicol de bloed-liquor barriére goed passeert (Extra Phar-
macopoeia, 1967).

Ook van locale toediening in de vorm van oordruppels is géén ototoxisch effect
beschreven. Hierbij moet wel in aanmerking genomen worden, dat bij een lang-
zaam ontstane perceptieslechthorendheid, zoals vaak optreedt bij een chronische
otitis media, het niet duidelijk is of deze veroorzaakt is door ofitis, eventuele oor-
operatie(s) of eventueel gebruik van chlooramfenicoloordruppels. In tegenstelling
tot de afwezigheid van ototoxiciteit bij klinisch gebruik van chlooramfenicol is,
zoals boven beschreven, in dierexperimenten wel een ototoxisch effect aanwijs-
baar. Bijna zonder uitzondering werden hierbij hoge tot zeer hoge concentraties
gebruikt (Parterson en Gulick, 1963/1964, 40%; Koide, Hata en Hando, 1966,
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20% ; d’ Angelo, Patterson en Morrow, 1967, zelfs tot 100% ; Proud, Mittelman en
Seiden, 1968, 22,9 a 45,7%).

Chlooramfenicolbase en chlooramfenicolsuccinaat blijken een verschillende mate
van ototoxiciteit te bezitten. Pazterson en Gulick (1964) appliceerden chlooramfe-
nicolbase 40% en een zelfde concentratie chlooramfenicolsuceinaat op de ronde
venstermembraan van katten. Chlooramfenicolsuccinaat gaf grotere verliezen dan
chlooramfenicolbase. Het grotere verlies door chlooramfenicolsuccinaat zou ver-
oorzaakt kunnen zijn door de onvolledige verwijdering van de succinaatoplossing
van het ronde venster als gevolg van de grotere viscositeit. Daarnaast is mogelijk
ook de betere oplosbaarheid in water van chlooramfenicolsuccinaat (= chloor-
amfenicol-Nasuccinaat) verantwoordelijk voor de grotere ototoxiciteit en wel door
de betere resorptie.

Waarschijnlijk bereikt locaal in het middenoor geappliceerd chlooramfenicol het
orgaan van Corti via de ronde venstermembraan en de basilair membraan. De
afwijkingen aan binnenste en buitenste haarcellen zijn nl. alleen aanwezig in de
basale winding (Proud, Mittelman en Seiden, 1968; 1.3.2.). Ook na locale appli-
catie van streptomycine op de ronde venstermembraan van cavia’s worden de
binnenste en buitenste haarcellen van alléén de basale winding beschadigd (Davis
et al., 1958). Dit in tegenstelling tot de beschadigingen, die gevonden worden,
indien antibiotica parenteraal worden toegediend bij proefdieren. Dan worden nl.
naast de beschadigingen aan de buitenste haarcellen in de basale winding, even-
tueel ook beschadigingen in de apicale winding gevonden en wel aan de binnenste
haarcellen (I.1.).

Indien locaal in het middenoor geappliceerd chlooramfenicol het orgaan van
Corti via de scala vestibuli en de membraan van Reissner zou bereiken, zijn twee
routes vanuit het middencor mogelijk, nl. passage van chlooramfenicol via het
ovale venster naar de perilymfe van de scala vestibuli of passage van chloor-
amfenicol via het ronde venster naar de perilymfe van de scala tympani en dan
via het helicotrema naar de perilymfe van de scala vestibuli. De eerste route is
gezien onze eigen experimenten onwaarschijnlijk (IV.1.). In het tweede geval
zouden juist de apicale windingen i.p.v. alleen de basale winding beschadigd
moeten Zijn.

1.5. VRAAGSTELLING EIGEN ONDERZOEK

1. Bereikt het chlooramfenicol de cochlea vanuit het middencor via de midden-
oormucosa, via het ovale venster en/of via het ronde venster?

2. Is eriets te zeggen over de successieve aangrijpingspunten in de cochlea?

3. Welke is de maximale chlooramfenicolconcentratie, die veilig toegediend kan
worden in het middenoor van een proefdier en kan men daaruit de maximaal
toelaatbare concentratie bij klinisch gebruik extrapoleren?

4, s de in de literatuur bestaande discrepantie tussen het effect van chloor-
amfenicoloordruppels bij klinisch gebruik en na locale applicatie in het acute
dierexperiment te verklaren?
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Hoofdstuk II

MEETOPSTELLING EN MEETPROCEDURE
I1.1. HET PROEFDIER

I1.1.1. De keuze van het proefdier

Als proefdieren werden cavia’s gekozen. Dit werd gedaan voor een vergelijking
met gegevens uit de literatuur en vanwege de goede bereikbaarheid van de ronde
venstermembraan van deze dieren. Ter beschikking stonden vrouwelijke jonge
cavia's van één stam. Het aantal voor dit onderzoek gebruikte cavia’s bedroeg 34,
met een gemiddeld gewicht van 395 gram (het lichaamsgewicht varieerde van
310 tot 625 gram).

II.1.2. Premedicatie en narcose

Circa een half uur voor de operatie kregen de proefdieren:

1. 1,5 microgram atropinesulfaat per 100 gram lichaamsgewicht i.m. Dit ter
beperking van de slijmsecretie in de tractus respiratorius en ter vermindering
van de vagusprikkelbaarheid. Deze dosis werd tijdens de verdere procedure
om de 3 uren toegediend.

2. Neuroleptanalgesie met 0,03 ml Thalamonal (een combinatie van het neuro-
lepticum Droperidol en het analgeticum fentanylcitraat) per 100 gram
lichaamsgewicht i.m.

Vlak voor de operatie werd 0,6 ml Urethaan 20% in aqua dest. per 100 gram

lichaamsgewicht intraperitoneaal toegediend, waardoor de proefdieren gedurende

het gehele experiment in voldoende diepe narcose waren.

11.1.3. Operatiemethode

Ter voorkoming van afkoeling tijdens de operatie lag het proefdier op een elec-
trisch verwarmd dekentje. Na verwijdering van de lichaamsbeharing beiderzijds
retro-auriculair en in de hals van het proefdier werd via retro-auriculaire incisies
beiderzijds de bulla auditiva (het middenoor) blootgelegd. Onder een binoculaire
operatiemicroscoop werd een gaatje in de bulla geboord, dat vergroot werd door
het bot verder weg te nemen tot een diameter van circa 0,5 cm. Duidelijk zichtbaar
zijn dan de benige richel gevormd door het horizontale halfcirkelvormige kanaal
met daaronder de ronde vensternis met de ronde venstermembraan, het basale
einde van de cochlea en de benige anulus met trommelvlies en ketendelen. Bij
ieder proefdier werd tracheotomie verricht, zodat de trachea regelmatig afgezogen
kon worden, waardoor een vrije luchtweg verzekerd was.

11.1.4. Opstelling van het proefdier

De cavia werd zodanig in een speciaal ontworpen toestel met kophouder gefixeerd,
dat zij om de eigen lichaamsas kon worden gedraaid. Hierdoor was het mogelijk
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de ronde venstermembraan van beide oren horizontaal te plaatsen, zodat hier
vloeistof op kon worden gebracht.

De actieve of differente electrode werd op de ronde venstermembraan geplaatst
m.b.v. een micromanipulator (Micromanipulateur et Recepteur de Fonbrune No.
507, Ch. Beaudouin, Paris). Als aardelectrode, tevens indifferente electrode, werd
de retro-auriculaire wondsperder gebruikt, die in goed contact was met de nek-
musculatuur.

Beiderzijds werd een gemodificeerde ocortrechter in de uitwendige gehoorgang
vastgenaaid en door verbindingsarmen met het toestel geimmobiliseerd. Aan de
oortrechter van het te meten oor werd met een goed aansluitend verloopstuk een
dynamische telefoon gekoppeld (STC-4026-A). Bij de eerste proefdieren werd
de geluidsdruk bij het trommelvlies gemeten met een gecalibreerde probe micro-
foon (Bruel en Kjaer condensor microfoon, type 2615 + type 4133 , cartridge™)
in combinatie met een probe van 1,6 mm diameter en 16 cm lengte. Deze ge-
luidsdruk was tijdens de gehele duur van de experimenten constant, zodat deze
metingen bij de volgende proefdieren niet meer verricht werden.

Het proefdier bevond zich in een geluidarme kamer, tevens kooi van Faraday.
Het electrische bromniveau in de kooi van Faraday was minder dan 5 pVolt p.p.
De acoustische storing bestond voornamelijk uit zeer lage frequenties, zoals tril-
lingen in het gebouw. Het stoorniveau werd gemeten met een Precision Sound
Level Meter (Bruel en Kjaer, type 2203 met type 1613 1/3-octaaf filter set) en
was boven de 500 Hz tijdens de metingen constant circa 10 dB SPL per octaaf
bandbreedte.

Met het verwarmingssysteem in de kooi van Faraday en een om de cavia gewon-
den rubberstrip met een regelbare inwendige electrische verwarming (Hotfoil LTD,
Wolverhampton, England) werd de temperatuur van het proefdier, rectaal ge-
meten met een kwikthermometer, constant op de normale lichaamstemperatuur
van 37 i 38 °C gehouden. Verwijdering van vocht, chlooramfenicol en fysiolo-
gisch zout (spoelvocht) uit het middenoor en speciaal van de ronde venstermem-
braan geschiedde via zeer dunne zuigbuisjes.

I1.2. CHLOORAMFENICOL
11.2.1. Inleiding

Chlooramfenicol grijpt bij snel delende weefsels, zoals beenmerg, waarschijnlijk
vooral aan op de mitochondrién (Martelo, Manyan en Smith, 1969; Yunis, Smith
en Restrepo, 1970). Binnen de mitochondrién speelt zich vrijwel het gehele zuur-
stofverbruik van de cel af (Kroon, 1969). Sato, Mizukoshi en Daly (1969) vonden,
dat het zuurstofverbruik van de membraneuse cochlea in vitro daalde door
chlooramfenicol. Ook in de membraneuse cochlea grijpt chlooramfenicol dus
waarschijnlijk aan op de mitochondrién.

[1.2.2. Chlooramfenicol vorm

Chlooramfenicol kan als base of als zout toegediend worden. Chlooramfenicolbase
kwam niet in aanmerking, omdat het slecht oplosbaar is in water en het in poeder-
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vorm moeilijk te doseren is. Chlooramfenicolbase is wel goed oplosbaar in propy-
leenglycol. Het nadeel hiervan is echter, dat deze oplossing zeer visceus is, zodat
het niet goed van de ronde venstermembraan te verwijderen is. De keus viel op
chlooramfenicolsuccinaat in waterige oplossing.

Gegevens betreffende chlooramfenicolsuccinaat (Extra Pharmacopoeia, 1967):

1. Chlooramfenicolsuccinaat — chlooramfenicoleNasuccinaat (van barnsteenzuur) =
het Nazout van de 3-succinylester van chlooramfenicolbase — CisHisClN2NaOs
(een lichtgeel kristallijnpoeder met een moleculair gewicht van 445.19).

1,38 pram succinaatec] gram base.

6,38 % in water is een isotone oplossing.

het is goed oplosbaar in water en alcohol.

Bwn

I1.3. DE MEETPROCEDURE EN GEMETEN PARAMETERS
I1.3.1. Meetprocedure
[1.3.1.1. Gebruikte chlooramfenicolsuccinaatconcentraties

Er werd 0,025 cc chlooramfenicolsuccinaatoplossing met behulp van een tubercu-
linespuit op de ronde venstermembraan van de cavia geappliceerd en na een half
uur weer verwijderd.

De gebruikte concentraties waren (omgerekend naar chlooramfenicolbase) 4, 8,
16 en 32%. Alleen de 32% oplossing is wat visceus,

11.3.1.2. De verrichte metingen:

1. CM en AP werden bepaald voor en na de aanwezigheid van chlooramfenicol-
succinaat op de ronde venstermembraan, bij frequenties van 1, 2, 4 en 8 kHz
en bij intensiteiten van 50, 60 en 70 dB SPL. De input-output curve van de
CM d.w.z. de CM amplitude in uVolt op een log. schaal, als functie van de
stimulusintensiteit in dB SPL, heeft bij 50, 60 en 70 dB SPL nog een lineair
verloop.

2. CM en AP werden ook bepaald tijdens de aanwezigheid van chlooramfe-
nicolsuccinaat op de ronde venstermembraan en wel bij frequenties van
8 kHz en bij duidelijk toxische concentraties ook bij 4 kHz en bij een intensi-
teit van 70 dB SPL. Deze metingen werden, afhankelijk van de snelheid van
verandering van de amplitude van CM en AP en de latentie van de AP, om de
1 & 3 minuten verricht.

Duidelijk toxische concentraties werden ook naast de ronde vensiermembraan
geappliceerd en wel zodanig, dat geen contact met de ronde venstermembraan
ontstond. Qok hierbij werden deze frequente metingen verricht. De totale hoe-
veelheid chlooramfenicolsuccinaatoplossing, die hierbij werd geappliceerd, was
4x zo groot als de normale hoeveelheid, die op de ronde venstermembraan
werd gebracht. Omdat hierbij na een half uur nog geen invloed op de CM en
AP werd waargenomen, werd de chlooramfenicolsuccinaatoplossing geduren-
de 1 uur ter plaatse gelaten. Dit werd gedaan ter beantwoording van de vraag
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of de porte d’entrée van het chlooramfenicolsuccinaat de middenoormucosa,
het ovale venster en/of het ronde venster is.

3, Drempelmetingen en adaptiemetingen van de AP voor en na de aanwezigheid
van chlooramfenicolsuccinaat op de ronde venstermembraan.
Drempelmeting (fig. 2.1.),
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Fig. 2.1. Drempelbepaling.

Input-output curven voor en na aanwezigheid van chlooramfenicolsuccinaat op de ronde
venstermembraan. Het snijpunt van de input-output curve met de 1 pVolt lijn wordt ge-
kozen als drempelwaarde.

Drempelmetingen werden verricht voor en na toediening van chlooramfenicol-
succinaat bij 1, 2, 4 en 8 kHz. Als drempel in dB SPL werd het snijpunt geno-
men van de geéxtrapoleerde input-output curve met de 1 pVolt lijn. De input-
output curve heeft een lineair verloop voor de lagere intensiteiten als de Ay
logarithmisch wordt uitgezet (Spoor en Eggermont, 1971; Eggermont, 1972),
Adaptiemering (fig. 2.2.).
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Fig. 2.2. Adaptatiebepaling.
De Ay als functie van het interstimulusinterval. De Ay, toont bij een interstimulus-
interval boven de 100 msec. géén adaptatie. Het adaptaiiegedrag wordt uitgedrukt in de
;lgil)ing (normaal 12 4 18% per octaaf) en in het 50% punt (normaal circa 7 msec.

Het adaptiegedrag werd bepaald met repeterende stimulering met korte toon-
stoten, zoals aangegeven door Eggermont (1972). De adaptatietoestand is dan
afhankelijk van het interstimulusinterval (ISI) en voor intensiteiten kleiner dan
30 dB van de stimulusintensiteit (Eggermoni, 1972). Het ISI is weer afhanke-
lijk van stimulusduur en stimulusherhalingsfrequentie. De Ay toont bij een
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ISI boven de 100 msec. géén adaptatie en werd gekozen als uitgangswaarde
(100% ; Eggermont, 1972). Voor een intensiteit van 50 dB SPL bij 4,6 en
8 kHz werd voor en na de chlooramfenicolsuccinaat toediening de afhanke-
lijkheid van de Ay, van het ISI bepaald, welke dus een maat is voor de adap-
tatie. Deze afhankelijkheid kan worden gekarakteriseerd door 2 parameters,
nl. de helling en het 50% punt van de Ay;—ISI relatie.

11.3.1.3. Het verloop van een meting

AP AP
CONTROLE QOR €M Cu

1 z :‘1 ‘l\ 5 6 ‘fI BUREN

Ae v AP Ap ap

deld 3min. CcH CM
TESTOOR ADAPTATIE ADAPTATIE
DREMPEL DREMPEL

Fig. 2.3. Schematisch overzicht van het verloop van een experiment.

Langs een lineaire tijdsas van 8 uren is, aan de bovenzijde voor het controleoor en aan
de onderzijde voor het testoor, met pijlen het moment aangegeven, waarop de metingen
van actiepotentiaal en cochleaire microfonie worden verricht. In een blok is de tijd
aangegeven, dat de te testen stof zich op de ronde venstermembraan bevindt.

Het verloop van een meting bij één proefdier is schematisch weergegeven in fig. 2.3,
Aan het begin en aan het eind van de metingen werden aan het controleocor de
CM en AP bepaald. Daar een experiment namelijk in totaal ongeveer 8 uren
duurde, was het belangrijk om zeker te zijn dat de CM en AP niet door de alge-
mene conditie van het proefdier werden beinvloed (zie voor een meer gedetailleer-
de beschrijving naar 11.3.1.2. No. 1.).

Ongeveer een half uur na het begin was het dan mogelijk om aan het testoor, op
soortgelijke wijze als aan het controlecor, CM- en AP metingen en bovendien
drempel- en adaptatiemetingen uit te voeren, zoals beschreven onder I11.3.1.2.
No. 3. Circa § kwartier na het begin werd een bepaalde chlooramfenicolsuccinaat-
oplossing op de ronde venstermembraan van het testoor gebracht. Onmiddellijk na
de applicatie werd de differente electrode, door de chlooramfenicolsuccinaatop-
lossing, weer op de ronde venstermembraan geplaatst. De gemeten amplitude-
waarden waren dan t.g.v. het ,vocht” gedaald, terwijl nog géén invloed van
chlooramfenicolsuccinaat merkbaar was (géén verandering van de latentie van de
AP). Gedurende de nu volgende 30 minuten werden om de | 4 3 minuten de CM
en AP aan dit oor gemeten, zoals beschreven is in 1L.3.1.2. No. 2. Hierna werd de
chlooramfenicolsuccinaatoplossing weggezogen, de bulla 3 x gespoeld met fysio-
logisch zout en daarna zorgvuldig droog gezogen. Ook de differente electrode en
de zuigbuisjes werden goed gereinigd. Vervolgens werden, respectievelijk 2, 4 en
7 uren na het begin van de metingen, opnieuw de CM en AP bepaald. Bovendien
werden bij de meting na 4 uren ook weer drempel- en adaptatiemetingen verricht.
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Tenslotte werden dan, zoals boven beschreven, aan het controlecor de CM en AP
nog eens gemeten.

Nadat bij 10 proefdieren — waarvan bij 2 een 4% oplossing, bij 2 een 8% oplos-
sing, bij 2 een 16% oplossing en bij 4 een 32% oplossing chlooramfenicolsuccinaat
was geappliceerd in het testoor — uit de controlemetingen aan het controlecor ge-
bleken was, dat de conditie van het proefdier ook na 8 uren géén belangrijke
verandering van CM en AP veroorzaakte, werden géén controlemetingen meer
verricht. Nu werden beide oren als testoor gebruikt. Enkele oren bleken onbruik-
baar te zijn door otitis media.

11.3.2. Parameters

Enkele parameters van de CM en de AP werden gebruikt als criteria voor oto-
toxiciteit.

I1.3.2.1. Parameter van de CM

De gemeten parameter van de CM is de amplitude in uVolt p.p.

I1.3.2.2. Parameters van de AP

De van de ronde venstermembraan afgeleide AP heeft, bij de te gebruiken inten-

siteiten, in het algemeen twee negatieve deflecties, die de Ny en de N» genoemd
worden (fig. 2.4.).

>
-~ =

Ny Nz
Fig. 2.4. Opbouw van een van de ronde venstermembraan afgeleide samengestelde
actiepotentiazal.
In het algemeen kan men twee negatieve deflecties onderscheiden (N; en N;). De ge-

bruikte parameters zijn de amplitude van de N; in uVolt (Ayy) en de latentie van de
Nj (ty1) in msec, '

De gemeten parameters van de AP:

1. De amplitude van de Ny in uVolt (Ay).

2. De latentie van de Ny in msec. (ty;). De vy is gedefinieerd als de tijd tussen
het begin van het microfonisch effect en de top van de N;. Bij 4 kHz en 8 kHz
is een nauwkeurige latentiebepaling mogelijk door de ,scherpe” toppen van
de negatieve deflecties.
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De amplitude van CM en AP kunnen veranderen door een eventuele vocht-
afzetting, die er voor zorgt, dat de electrode niet alleen met de ronde venstermem-
braan contact heeft, maar ook met de omgeving. Hierdoor kan nl. een shuntweer-
stand ontstaan van dezelfde grootte als de contactweerstand tussen electrode en
ronde venstermembraan. De gemeten amplitude van CM en AP kunnen dan ook
door deze vochtafzetting tot maximaal 50% van de ,normale” waarde dalen
(Eggermont, 1972). Deze verhoudingsgewijs gelijke daling van CM en AP wordt
ook gezien bij de metingen tijdens de aanwezigheid van chlooramfenicolsuccinaat-
oplossing op de ronde venstermembraan. Op de latentie van de AP heeft vocht op
de ronde venstermembraan geen invloed.

11.4. STIMULATIE, RESPONSE-AFLEIDING EN RESPONSE-
VERWERKING

11.4.1. Stimulatie

Als stimuli werden toonstoten gebruikt met een trapeziumvormige omhulling met
een stijg- en afvaltijd van 2 msec. en een plateauduur van 10 msec. Bij de laagst
gebruikte frequentie van 1000 Hz komt dit overeen met 2 perioden van de sinus
in stijg- en afvaltijd en 10 perioden in het plateau.

De herhalingsfrequentie bedroeg 7.5 per seconde en het interstimulusinterval (ISI)
120 msec. Bij de adaptatiemetingen waren de stijg- en afvaltijd 0,33 msec. en de
plateauduur 1 msec.

I1.4.2. Response-afleiding en -verwerking

Er werd gekozen voor afleiding van de CM en de AP met één differente electrode
van de ronde venstermembraan, omdat dit een eenvoudige methode is. Deze
methode is echter wel minder selectief gericht op een bepaald cochlea gebied, dan
de intracochleaire metingen met één of twee differente electroden (Dallos, 1969).
De ronde venstermembraanafleiding geeft bijvoorbeeld alleen informatie over de
CM opgewekt in de basale cochleawinding (Tasaki en Fernandez, 1952). De AP is
daarentegen ook bij de ronde venstermembraanafleiding afkomstig uit de hele
cochlea (Teas, Eldredge en Davis, 1962). Dat bij de ronde venstermembraanaflei-
ding alleen goede informatie wordt verkregen over de CM uit de basale cochlea-
winding, is echter bij deze experimenten minder belangrijk. Immers Proud,
Mittelman en Seiden (1968; 1.3.2.) konden, na locale applicatie van hoge concen-
traties chlooramfenicolsuccinaat op de ronde venstermembraan van cavia’s, mor-
fologische beschadiging van het orgaan van Corti alleen in de basale cochlea-
winding aantonen.

De zilverdraadelectrode, die gebruikt werd als differente electrode, had een dia-
meter van 0,2 mm en was aan het eind versmolten tot een bolletje van circa 0,4
mm diameter. De zilverdraad was gecoat met een electrisch isolerende laag
(Acrifix 92 verdund met aceton; Réhm en Haas, GmbH, Darmstadt).

De van de ronde venstermembraan afgeleide hoogohmige stoorgevoelige signalen
werden, vlak bij de afleidingsplaats in de kool van Faraday, 1000 versterkt en
getransformeerd tot laagohmige signalen d.m.v. een voorversterker met impedan-
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tietransformator (Low Level Preamplifier, Tektronix 122 A), waarin het frequen-
tiegebied tussen de 8 Hz en 40,000 Hz doorgelaten werd bij de gebruikte filter-
standen. Buiten de kooi van Faraday werden de signalen indien nodig nog 1 4 50 %
versterkt door de eindversterker en naar een averager geleid.

Voor detectie van een signaal (response) in ruis moet het signaal minstens even
groot zijn als de ruis (S/R verhouding = 1). Om bij een ongunstige signaal-ruis
verhouding het signaal van de ruis te onderscheiden, kan men gebruik maken van
de zgn. middelingstechniek, waarbij repeterend gestimuleerd wordt. Hierbij wor-
den signaal en ruis gedurende en vlak na de stimulatie punt voor punt vastgelegd
in het geheugen van een computer, Bij elke volgende stimulatie worden het dan
gemeten signaal en de ruis hier weer punt voor punt bij opgeteld en in het geheu-
gen van de computer opgeslagen. Omdat iedere keer het gemeten signaal steeds in
dezelfde fase voorkomt, zal de amplitude van het signaal na N stimulaties N X zo
groot zijn. De ruis komt, omdat er géén vaste faserelatie is, met YN vermenigvul-
digd in het eindresultaat voor. Na het middelen is de signaal-ruis verhouding dus
verbeterd met de factor VN (Spoor, 1974).

Er werden door de averager 64 signalen gemiddeld. Het ruisniveau bedroeg circa
5 uVolt p.p. Het is voldoende, voor deze vergelijkende metingen bij de te gebruiken
intensiteiten, om een signaal van 1 uVolt nog te kunnen onderscheiden, d.w.z. de
signaal-ruisverhouding is 0,2, maar verbetert door de middelingstechniek met
factor 8 (164).
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Fig. 2.5. Registratie van CM en AP.

De CM en AP komen beiden in de gemeten response voor. De CM volgt de fase van de
stimulus, de AP blijft altijd negatief. Om de AP te registreren zonder bijmenging van de
CM worden de toonstimuli alternerend in fase en tegenfase aangeboden, zodat de CM
vitgemiddeld wordl bij sommatie door de averager. Om de CM te registreren zonder
bijmenging van de AP wordt de gemeten response alternerend in tegenfase aangeboden
aan de averager, zodat de AP uitgemiddeld wordt bij sommatie door de averager.
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De CM en AP komen beide in de gemeten response voor. De CM volgt de fase
van de stimulus, maar de AP blijft altijd negatief. Om de AP te registreren zonder
bijmenging van de CM worden de toonstimuli alternerend in fase en tegenfase
aangeboden (commutator), zodat de CM uitgemiddeld wordt bij sommatie door de
averager. Om de CM te registreren zonder bijmenging van de AP wordt de ge-
meten response alternerend in tegenfase aangeboden (commutator) aan de ave-
rager, zodat de AP uitgemiddeld wordt bij sommatie door de averager (Spoor,
1974; fig. 2.5.).

De gebruikte averager (200 kanaals averager, Dala Laboratories, type DL 102 S) heeft
een minimaal analyse interval van 400 psec., wat neerkomt op 2 psec. per kanaal, zodat
met zéér grote nauwkeurigheid de latenties van de AP bij 4 kHz en 8 kHz (IL3.2.2,
No. 2.) bepaald kunnen worden. In verband met de CM registratie (o acoustisch sig-
naal) werd voor 1000 Hz 10 msec. (bijvoorbeeld 2 msec. analyse interval bij 1000 Hzeo
100 punten — kanalen per periode en te weinig, nl. maar 2 perioden per analyse inter-
val), voor 2000 en 4000 Hz 5 msec. en voor 8000 Hz een analyse interval van 2 msec.
genomen (bijvoorbeeld 10 msec. analyse interval bij 8000 Hz~o te weinig, nl. slechts
2 4 3 punten = kanalen per periode en 80 perioden per analyse interval). Bij de metin-
gen tijdens de aanwezigheid van chlooramfenicolsuccinaat op de ronde venstermembraan
werd ook het analyse interval voor 4000 Hz 2 msec. i.v.m. de noodzakelijke grote snel-
heid, waarmee deze metingen verricht moeten worden. Bij de drempelmetingen en de
adaptatiemetingen was het analyse interval 5 msec. (namelijk alleen AP metingen en
géén CM metingen).

De in het geheugen van de averager opgeslagen informatie na 64 middelingen werd
uitgeschreven op mm-papier met een zgn. XY recorder (HP 7035B). Een oscilloscoop
(Tektronix type RM 561 A met Time-Base 2B67 en Four-Trace Amplifier 3A74)
maakte een continue controle van stimulus- en responsesignalen mogelijk (fig. 2.6.).
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Fig. 2.6. Blokschema van de gebruikte mectopstelling.

De stimuli worden via een triggergenerator (deze bepaalt de herhalingsirequentie van
de toonstoot) gegenereerd in een stimulusgenerator (deze bepaalt de frequentic en de
duur van de toonstoot). Door een ingebouwde trapeziumgenerator en multiplicator
kunnen trapeziumvormige toonstoten met variabele stijg- en afvaltijd en variabele pla-
teauduur worden opgewekt. De stimuli worden, door een electronische commutator in
de gewenste fase, via een verzwakkersysteem (de stimulus bedraagt nl. circa 20 Volt
p.p.c meer dan 100 dB SPL) naar de luidspreker gevoerd. De van het oor afgeleide
signalen worden na versterking, al dan niet via een commutator, aan de averager aan-
geboden.
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Hoofdstuk II1
MEETRESULTATEN
II1.1. INLEIDING (vergelijk 11.3.1.3.)

De volgende metingen werden verricht:

1. Metingen tijdens aanwezigheid van chlooramfenicolsuccinaat op de ronde
venstermembraan (I11.2.).

2. Metingen voor en na aanwezigheid van chlooramfenicolsuccinaat op de ronde
venstermembraan (I11.3.).

3. Controlemetingen (I11.4.).

4, Metingen tijdens aanvullende experimenten, vergelijk 11.3.1.2. No. 2. (IIL5.).

111.2. HET GEDRAG VAN CM EN AP TIIDENS DE AANWEZIGHEID
VAN CHLOORAMFENICOLSUCCINAAT OP DE RONDE VENSTER-
MEMBRAAN

Er werden 22 cavia's (29 oren) gebruikt. De CM en AP werden, gedurende de een
half uur durende aanwezigheid van verschillende concentraties chlooramfenicol-
succinaat op de ronde venstermembraan, gemeten. Dit gebeurde bij 4000 Hz en
8000 Hz.
Uitgezet werden de log. CM amplitude en de log. Ayy tegen de log. tijd in minuten,
die verstreek vanaf het begin van chlooramfenicolsuccinaat applicatie. Als voor-
beelden zijn representatieve curven van de CM amplitude en Ayg, voor de con-
centraties 4, 8, 16, 20 en 32%, weergegeven in fig. 3.1. A t/m E. Reeds bij opper-
vlakkige beschouwing blijkt, dat bij concentraties van 16% en hoger, de CM
amplitude en de Ay; binnen de meettijd van 30 minuten belangrijk afnemen.
Ook is duidelijk, dat de Ay eerder en sneller afneemt dan de CM amplitude.
Uit de aard van de experimenten was het niet mogelijk de invloed van verschil-
lende concentraties op éénzelfde oor te bestuderen. Hiertoe moesten verschillende
oren worden gebruikt. De proefdieren onderling toonden verschillen, maar het
algemene verloop was als weergegeven in deze representatieve curven. Teneinde
toch kwantitatieve vergelijking mogelijk te maken, werden de gemiddelden van de
gemeten oren, voor een bepaalde concentratie en frequentie, op de volgende
manier bepaald.
Bij de CM amplitude- en Ayy curven werden bepaald:
1. Het kantelpunt in minuten na applicatie.
2. De helling in log. uVolt/log. min.
Als voorbeeld zijn deze aangegeven in fig. 3.1.C. Voor de CM amplitude
curve blijken 2 kantelpunten aanwezig te zijn, nl. bij 5 minuten en bij 18,5
minuten. Voor de Ay; curve wordt 1 kantelpunt gevonden bij 15 minuten. De
helling na het kantelpunt van bijvoorbeeld de Ay curve bedraagt 3,5 log.
uVolt/log.min.
Op gelijke wijze als de CM amplitude en de Ayy werd ook de Ty uitgezet tegen
de log. tijd voor de concentraties 4, 8, 16 en 32%. Representatieve curven hiervan
zijn weergegeven in fig, 3.2, A t/m D. Vergelijking van de figuren 3.1. met de
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Fig. 3.1.A t/m F. Het gedrag van CM amplitude en Ay tijdens de aanwezigheid van
chlooramfenicolsuccinaat op de ronde venstermembraan.

Representatieve curven voor 4, 8, 16, 20 en 32% oplossing.

Ulitgezet zijn de log. CM amplitude en log. Ay tegen de log. tijd na chlooramfenicol-
succinaat applicatie.

In fig. 3.1.C zijn de kantelpunten van de CM amplitude- en Ay curven met pijlen aan-
gegeven. De hel!mg van de Ay curve is uitgedrukt in log.uVolt/log.min.

In fig. 3.1.F zijn de kantelpunten (X) van het ,getrapt” verlopende deel van de A,
curven mel pijlen aangegeven.
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Fig. 3.2.A. t/m D. Het gedrag van de 1y, tijdens de aanwezigheid van chlooramfenicol-
succinaat op de ronde venstermembraan.

Representaticve curven voor 4, 8, 16 en 32% oplossing.

Ultgezet is de Ty tegen de !os tud na chlooramfenicolsuccinaat applicatie.

In fig. 3.2.C zijn dc kantelpunten van de ty; curven met pijlen aangegeven. De helling
van de vy, curve bij 4000 Hz is vitgedruke in msec./log. min. (per factor 2).

figuren 3.2, leert, dat de 1y toeneemt waar de Ay, afneemt. Om bovenvermelde
redenen werden ook hier de gemiddelden van de gemeten oren berekend. Hiertoe
werden berckend:
1. Het kantelpunt in minuten na applicatie.
2. De helling in msec./log.min. (per factor 2).
Als voorbeeld zijn deze aangegeven in fig. 3.2.C. Het kantelpunt en de helling
na het kantelpunt,voor bijvoorbeeld 4000 Hz, worden respectievelijk gevonden
bij 10 minuten en 0.42 msec./log.min. (per factor 2).
Voor iedere concentratie werd het gemiddelde kantelpunt en de gemiddelde hel-
ling van de CM amplitude-, de Ay;- en de ty; curven, bij 4 kHz en 8 kHz, be-
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rekend. De zo gevonden gemiddelde waarden zijn weergegeven in tabel VI en
uitgezet in fig. 3.3. A t/m H en 3.4. Voor onderlinge vergelijking werd uitgegaan
van een gelijke beginwaarde.

MM1.2.1. De inviced van de concentratie
[11.2.1.1. De invioed van de concentratie op de CM amplitude (fig. 3.3.G)

De 4% oplossing blijkt de CM amplitude, voor zowel 8000 Hz als 4000 Hz, niet
te beinvloeden. Applicatie van een 8% oplossing geeft voor 8000 Hz een lichte
stijging van de CM amplitude. Bij 4000 Hz blijkt ook 8% nog geen effect te
sorteren. Een 16% oplossing heeft bij 8000 Hz en 4000 Hz, na respectievelijk
4,5 minuten en 2,5 minuten, een toename van de CM amplitude tot gevolg. Voor
beide frequenties wordt na 16 minuten een maximum bereikt, waarna de ampli-
tude van de CM daalt en na 20 tot 24 minuten kleiner wordt dan de uitgangs-
waarde. Voor concentraties van 20, 24 en 32% blijkt de aanvankelijke stijging van
de CM amplitude, zoals die bij 16% werd gevonden, niet meer voor te komen.
De amplituden hiervan nemen na ongeveer 12 minuten af. De hellingen van de
curven, die de afname van de CM amplitude beschrijft voor 16% en hogere
concentraties, blijken zowel voor de 8000 Hz als de 4000 Hz vrijwel gelijk te zijn.
De kantelpunten van deze cprven zijn bij 8000 Hz echter wat eerder dan bij
4000 Hz.

111.2.1.2. De invioed van de concentratie op de Ay (fig. 3.3.H)

De applicatie van een 4% oplossing blijkt na 10 minuten een geringe afname van
de Ay voor 8000 Hz te geven. Bij 4000 Hz blijft voor deze concentratie de
Ay gelijk. Een 8% oplossing heeft geen effect op de Ayq, noch voor 8000 Hz
noch voor 4000 Hz. Applicatie van een 16% oplossing blijkt, bij 8000 Hz na
10,5 minuten en bij 4000 Hz pas na 12,5 minuten, een snelle afname van de Ay
te geven. Dit terwijl de corresponderende CM amplitude nog toeneemt. Hogere
concentraties (20, 24 en 32%) doen bij 8000 Hz reeds na 6 a 7 minuten de Ay
snel verminderen. Opvallend is, dat zowel voor de 16% als voor de 20, 24 en 32%,
de helling van de curven ongeveer gelijk is. Voor 4000 Hz is het verloop wat ge-
compliceerder. De 16% en 24% blijken een geringere helling te vertonen dan de
20% en 32%. Qok blijkt het moment waarop de Ay gaat verminderen bij 16%
en 20% eerst na 12 minuten, doch bij 24% en 32% reeds na 8 minuten te zijn
bereikt. Het effect op de Ay treedt wat later op en de helling is wat minder steil
bij 4000 Hz dan bij 8000 Hz het geval is.

Vergelijking van het tijdstip waarop en de snelheid waarmee de CM amplitude en
de Ay veranderen leert, dat de Ay duidelijk eerder en sneller afneemt dan de
corresponderende CM amplitude bij 16% en hogere concentraties. Bij 8000 Hz
begint, voor de concentraties 20, 24 en 32%, de Ay; reeds te verminderen na
ongeveer 6 a 7 minuten. De corresponderende amplitude van de CM begint pas
2 tot 5 minuten later af te nemen, Ook voor de 16% blijkt de CM amplitude pas
5 minuten na de corresponderende Ay, in grootte te verminderen. De helling van
de afname blijkt voor de Ax1 3 & 6 keer groter te zijn dan die voor de correspon-
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Fig. 3.3.A t/m H. Het gedrag van CM amplitude en Ay tijdens de aanwezigheid van
chlooramfenicolsuccinaat op de ronde venstermembraan.

Uitgezet zijn de gemiddelde waarden van de CM amplitude en Ay, (uitgaande van de-
zelfde beginwaarde van 100 uVolt) tegen de tijd na chlooramfenicolsuccinaat applicatie,

derende CM amplitude. Bij 4000 Hz is dit verband minder éénduidig, doch ook
hier is de afname van de Ay eerder en sneller dan die van de corresponderende
CM amplitude.

Bij chlooramfenicolsuccinaat 32% werd in één oor een zgn. ,getrapt” verloop
van de Ayq curve bij 4 kHz en 8 kHz gevonden. D.w.z. een duidelijk snellere
daling van de Ay curve direct na het begin van de daling van de corresponderende
CM amplitude curve (fig. 3.1.F). Het opsporen van eventueel meerdere dergelijke
curven was de reden om ook nog chlooramfenicolsuccinaat 20% en 24%, tijdens
de aanwezigheid van het chlooramfenicolsuccinaat op de ronde venstermembraan,
te onderzoeken. Er werd nog één ,,getrapt” verlopende Ay ¢urve gevonden bij
chlooramfenicolsuccinaat 24% bij 4 kHz met een corresponderende ,,getrapt” ver-
lopende Ty curve.

T11.2.1.3. De invioed van de concentratie op de ty (fig. 3.4.)

Het opvallende bij de Ty; curven is, dat de tyy; toeneemt bij afname van de corres-
ponderende Ay (een uitzondering is de constante Tyy, bij de lichte afname van de
corresponderende Ay, bij 8000 Hz voor de 4% oplossing). Verder, dat de hellin-
gen en kantelpunten bij BOOO Hz respectievelijk wat steiler en eerder zijn dan bij
4000 Hz (uitgezonderd de kantelpunten voor 20%). Bij 4000 Hz ziet men duidelij-
ker dan bij 8000 Hz een toename van de concentratie gepaard gaan met een toe-
name van de corresponderende helling. Bij vergelijking ziet men, dat de kantel-
punten van de Ty curven cerder optreden dan de kantelpunten van de correspon-
derende Ay curven bij 8000 Hz en 4000 Hz (uitgezonderd de vyy curven bij
20% /8000 Hz en 24% /4000 Hz).
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Fig. 3.4. Het gedrag van de 7ty tijdens de aanwezigheid van chlooramfenicolsuccinaat
op de ronde venstermembraan.

Uitgezet zijn de gemiddelde waarden van de vy (nitgaande van dezelfde beginwaarde
van 1,5 msee.) tegen de tijd na chlooramienicolsuccinaat applicatie.

IL.3. VERGELIKING VAN HET GEDRAG VAN CM EN AP VOOR EN
NA AANWEZIGHEID VAN CHLOORAMFENICOLSUCCINAAT OP
DE RONDE VENSTERMEMBRAAN

I11.3.1. De amplitude van CM en AP

Voor de stimulusintensiteiten 50, 60 en 70 dB SPL werden, bij de frequenties
1, 2, 4 en 8 kHz, de CM amplitude en Ay bepaald, voor en }4, 214 en 514 uren
(dwz. respectievelijk 122,334 en 614 uren na het begin van de meting aan het test
oor) na aanwezigheid van chlooramfenicolsuccinaat 4, 8, 16 en 32% op de ronde
venstermembraan.

Per concentratie werden 5 oren (proefdieren) gemeten. Er was voor de cavia
populatie géén correlatie aanwezig tussen de amplituden van AP en CM en het
gewicht der proefdieren.

De CM amplitude en Ay, werden uitgedrukt in procenten van de vooér de appli-
catie bepaalde beginwaarden. De op deze wijze bij 5 proefdieren verkregen
waarden werden gemiddeld. Als voorbeelden zijn in de fig. 3.5. A t/m D, voor de
vier gebruikie concentraties, de CM amplitude en Ay voor €én [requentie uitge-
zet. Duidelijk blijkt hieruit, dat voor de drie stimulusintensiteiten onderling slechts
geringe en géén systematische verschillen worden gemeten. Voor een overzichte-
lijkere weergave zijn daarom in het vervolg ook hiervan weer de gemiddelden
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gebruikt. De zo verkregen CM amplitude en Ay zijn weergegeven, als functie van
de tijd voor de vier gebruikte concentraties, in de fig. 3.6. A t/m D.

Men dient te bedenken, dat de CM amplitude en Ayx; ook zonder applicatie van
chlooramfenicolsuccinaat op de ronde venstermembraan niet geheel constant zijn.
Zoals zal blijken uit metingen bij controle oren (I11.4.) is echter zowel voor de
CM amplitude als voor de Ay de gemiddelde waarde, 75 uren na het begin van
de meting, niet kleiner dan 80% van de beginwaarde.

De Ay blijkt na aanwezigheid van een 4% en 8% oplossing op de ronde venster-
membraan nauwelijks af te nemen. Bij 16% nemen alleen de Ay; bij 4000 Hz ¢n
8000 Hz duidelijk af. Bij 32% vermindert de Ay; voor alle vier frequenties be-
langrijk en wel in toenemende mate van 1000 Hz naar 8000 Hz.

De CM amplitude bij 4% vermindert alleen duidelijk voor 2000 Hz en 8000 Hz,
Bij 8% vindt voor geen enkele frequentie een belangrijke afname van de CM
amplitude plaats. Hier vindt men integendeel een toename van de CM amplitude
bij 1000, 4000 en 8000 Hz. De 16% veroorzaakt een toename van de CM ampli-
tude bij 1000 Hz en een duidelijke afname bij 2000, 4000 en 8000 Hz. Na aan-
wezigheid van een 32% oplossing op de ronde venstermembraan ziet men een
belangrijke vermindering van de CM amplitude voor alle frequenties. Evenals bij
de Ay; wordt ook de vermindering van de CM amplitude groter naarmate de
frequentie toeneemt.

Ook kunnen de gemiddelde CM amplitude en Ayy, op een bepaalde tijd na het
begin van het experiment, vitgezet worden als functie van de concentratie, zoals te
zien is in de fig. 3.7. A t/m F. Hieruit is duidelijk af te lezen, dat de 8% oplossing
de kleinste afname van de Ay en de grootste toename van de CM amplitude ver-
oorzaakt. In beide gevallen neemt de 8% oplossing letterlijk en figuurlijk een top-
positie in.

11.3.2. De vy (fig. 3.8.4, Ben C)

Voor drie concentraties, nl. 4, 8 en 16%, werden de gemiddelde latenties uitgezet
als functie van de tijd. Dit gebeurde voor de frequenties 4 kHz en 8 kHz en de
intensiteiten 50, 60 en 70 dB SPL.

Na aanwezigheid van de 32% oplossing op de ronde venstermembraan was de Ty
vaak niet te bepalen, omdat door daling van de amplitude de Ny niet goed meer
te herkennen was.

Na aanwezigheid van de 16% chlooramfenicolsuccinaatoplossing op de ronde
venstermembraan blijkt de ty; 1)4 uur na het begin van de meting belangrijk te
zijn toegenomen. Na 3)2 uren blijkt de 7y; weer te zijn afgenomen en dan tot 64
uren na het begin van de meting ongeveer constant (lichte dalingstendens) te blij-
ven, Toch is ook na 64 uren de ryy nog steeds groter dan aan het begin van de
meting.

Fig. 3.8.B geeft het verloop van de 1y, na aanwezigheid van een 8% chloor-
amfenicolsuccinaatoplossing op de ronde venstermembraan, weer. Voor alle fre-
quenties en intensiteiten blijkt de ry; gedurende het hele experiment ongeveer
gelijk (lichte dalingstendens) te blijven. Alleen voor de Ty bij 4000 Hz/50 dB SPL
lijkt er een geringe vermindering op te treden.
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in procenten van de voor de applicatic bepaalde beginwaarden.



“1dS 4P 0L U2 (9 ‘0¢ [1q weeIquBULIAS
-UaA 3puol ap d0 JRRUINONS[OIIUAJIRIOO[D UeA plofgiizomuee
apuainp Imn J[ey ap pu JYOLIISA USSUTIOUI Op UeA YolsLIaperey
snuajel-2pmirdwe 2119Z3F)n WeIgieyesst s[y g’ Bid

— 0350 M (PN FHNAL]
0305 08 0/ 03 0S O 02 02 04 DJE06 0B 0L €9 0G 0% OF 02 0100205 08 0/ 02061 Dp OF

‘TIISUAUT 2131128 uadunawiadureip
ap f1q 9p us TS @P 0L U9 (9 0§ [1q TEEUIONS| OIS FUIEIOOTYD
ueA anedijdde 9p 404 JUILIISA UIBUNDW 3P UBA ¥ISLISTEIRY
snuse-epniyijdwe opezefun  weiSroness® sy Vg S1g

035w NI {'My) LN
00% g6 08 04 03 05 0 oF 02 01 99%06 08 0L 09 05 ok OF 0z 0) 90206 g8 oz 0805l op

- R L e %ng Cog®%ns
i e = aanMume..c.
EO uﬂ o B-M?ﬂ
- " i 5
F [ ey
= = OGU =
- i . 8 o %
o s Lo 2 i B
Vo o
L 77 o
a ey *
e 4z o ® "
) Lo 5 s ool
a® e =
0008 © st H 4oace = i :
H 000y © s = ZH000F = L 1e =z
= -
= 1 2
P = ; 7
° by % ke
"
=
a 1!‘-
002 = loog
9
.
Logz roca
u
]
# 2 ~ 5
s & 5 55
§ & y z 2=
L e L 2 E°
= = o -
m Mnnuu- 1M.u %(OJ
z S A
S 22:28ge m S
Mw fo Dasm =
g g gl
= = =
& < | g 25
[ "= = 4..w
= Lt
3 5 ) c =5
g 2 = @ oy
= e ’d
2 s g g
i | = 2 £ g =g
% R ] = 7 =t
@ 5 =
2 dain LeSm
5w g
& LS S EBRREe 288
o
; - . T m LR N-E RN ] D..DV.
B g S 8 am.cm
B 8 [ o =25
—23gw NI (Ml NI fre .M.._u oo m b= m
= i Baos5
N N =t = -ﬂ;.unfk
i o [ =T
o (=} (=] ]
g g =] & W —
? = = T.Vaﬁ
SR = 5 22 oz
= 3 w L= LS 05
= o -3 =
<t w o ==
L dizea. b =023
Sl = i
S EBERER L
5 aacw - e R &
= . . : : Z el o
S 2 2 8 =o0Z=D
i =] skl = 7 BEE N
| T = 035w NI (A AN Mg 0
L & H8% o
= z W.lmv
o 39 ¢
g =Tl
z ) U2l
= QT .=
32 S
= SHES
te"UmL
b |
s e e Lo SE.85%
RENET
— - : e =
8 8 g 883
i o = Sm = e
D3 NI (') JILNALET ReD 8

41



In fig. 3.8.A is in principe voor de 4% oplossing een soortgelijk, zij het minder
uitgesproken, verloop terug te vinden als in fig. 3.8.C voor de 16% oplossing is
weergegeven. Alleen ziet men bij de 4% oplossing, dat na 3)4 uren de =y gelijk
of iets kleiner is geworden en dat na 614 uren de ty gelijk of iets groter is gewor-
den dan de ty; beginwaarde.

I11.3.3. De amplitude-latentie karakteristiek

In fig. 3.9.A is als ,,scatlergram’ uitgezet de amplitude-latentie karakteristiek van
de metingen, bij 50, 60 en 70 dB SPL en voor de intensiteiten gebruikt bij de
drempelmetingen, verricht vdér de applicatie van chlooramfenicolsuccinaat.

In fig. 3.9.B zijn op soortgelijke wijze de waarden die na de !4 uur durende
aanwezigheid van chlooramfenicolsuccinaat op de ronde venstermembraan wer-
den verkregen, uitgezet, nu echter alleen bij 50, 60 en 70 dB SPL. De beide curven
blijken identiek te zijn.

[11.3.4. Drempelmetingen (tabel I)

De gemiddelde drempelverandering in dB werd in fig. 3.10.A uitgezet als functie
van de frequentie voor de diverse chlooramfenicolsuccinaatconcentraties en in
fig, 3.10.B als functie van de chlocramfenicolsuccinaatconcentratie voor de diverse
frequenties.

Er blijkt géén drempelverandering op te treden voor de 4% en 8%, echter wel
een drempelverhoging voor de 16% en vooral de 32% chlooramfenicolsuccinaat-
oplossingen, met name voor de 4 kHz en vooral de 8 kHz.

A ]
1, 4% CHLOORAMFENICOLSUCCINART 1,
= 100 . % 2 o 100
= L [6% " = d
= vo2% " 2
5 @
2 g
g & @ 1000Hz
= u = 2000 Hz
g 59 g 501 » 4000H
= = 7 8000 H:z
it [}
o [+
(=] (=1
Lt w
3 3
3 L
g ] =]
g 01% § 0
1000Hz 2000Hz 4DOOHz BOOOHz 4% 8% 8%  32%
FREQUENTIE {Log.) — GCONCENTRATIE CHLOORAMFENICOLSUCCINAAT (Log) —

Fig. 3.10.A. De gemiddelde drempelverandering in dB als functic van de frequentie
voor de diverse chlooramfenicolsuccinaatconcentraties.

Fig. 3.10.B. De gemiddelde drempelverandering in dB als functie van de chlooramfe-
nicolsuccinaatconcenratie voor de diverse frequenties.
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Tabel [. De gemiddelde drempelverandering in dB.

Aantal

1000 Hz 2000 Hz 4000 Hz 8000 Hz oren
4% — 1,0 — 3,25 —+ 0,25 + 4.0 3
8% — 55 — 4,75 — 05 — 2,75 C}
16% 4+ 8.5 + 10,0 + 22,5 + 36,5 5
32% + 38,0 + 39,5 + 44,5 + 66,0 3

I11.3.5. Adaptatiemetingen

Zoals in 11.3.1.2. No. 3. werd uiteengezet, kan de adaptatie worden uitgedrukt in
de helling en het 50% punt van de Ay -ISI relatie. Tabel II geeft voor drie
frequenties de gevonden gemiddelde waarden van de helling en van het 50% punt
véor de applicatie van chlooramfenicolsuccinaat. In tabel ITI zijn deze waarden
evencens weergegeven, doch nu na aanwerzigheid van respectievelijk 4, 8, 16 en
32% chlooramfenicolsuccinaat op de ronde venstermembraan.

Er blijkt géén verandering op te treden van het 50% punt en van de helling door
toediening van 4,8 en 16% chlooramfenicolsuccinaat. De 32% chlooramfenicol-
succinaataplossing geeft voor 4,6 en 8 kHz een significante verschuiving van het
50% punt naar een kleinere ISI waarde en een significant kleinere helling voor
8 kHz. Dit kon echter slechts bij één oor gemeten worden. Voor 32% chloor-
amfenicolsuccinaat was de adaptatiemeting na de applicatie niet vaker mogelijk
door de grote daling van de Ay, (vaste stimulusintensiteit van 50 dB SPL).

Tabel II. Adaptatie.

De gemiddelde waarden van de helling en van het 50% punt vdédr de applicatie
van chlooramfenicolsuccinaat op de ronde venstermembraan.

Grootste |Gemiddelde | Grootste | Gemiddelde Aantal
variatie 50% variatie helling oren
in punt in
50% punt helling
4000 Hz 4,26- 945| . 6,74 12-18 14,8 14
6000 Hz 4.56-10,15 7,34 12-15 13,7 14
8000 Hz 5,06- 9,45 7,61 12-16 14,2 14
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Tabel 1I1. Adaptatie,
De gemiddelde waarden van de helling en van het 50% punt na de half vur du-
rende aanwezigheid van chlooramfenicolsuccinaat op de ronde venstermembraan.

Fre- Gemid- WVerschil Gemid- Verschil Aantal
quentie | delde met ge- delde met ge- oren
in 0% middelde helling middelde
kHz. punt 50% punt helling
van van
tabel IT tabel I1
4% 4 6,84 + 0,10 14,6 — 0,2 5
6 6.99 — 0,35 14.2 + 0,5 5
8 7.53 — 0,08 14,6 + 0,4 5
8% 4 722 + 0,48 15,0 + 0,2 S
6 7.10 — 0,24 15,0 + 1,3 4
8 6,96 — 0,65 14.3 + 0,1 4
16% 4 5,96 — 0,78 13.7 —1,1 4
6 6,86 — 0,48 14,5 + 0,8 4
8 6,46 — 1,15 14,0 — 0,2 4
2% E 4,72 — 2,02 14,0 — 0,8 1
6 2,38 —4.96 12,0 — 1,7 1
8 I, 15 — 6,46 11,0 — 3,2 1

1[1.4. CONTROLE OREN (fig. 3.11.)

Voor 10 controle oren, waarbij dus niets op de ronde venstermembraan werd ge-
appliceerd, werden de CM amplitude, de Ayy en de ty1 bepaald aan het begin van
het experiment en 714 uren later (I1.3.1.3.). De latentie bleek niet te zijn veran-
derd. De gemiddelde CM amplitude en Ay waren na 7)4 uren niet kleiner dan
80% van de beginwaarde.

Bij 2 extra oren werd, i.p.v. chlooramfenicolsuccinaat, 0,025 cc van een 7.4%
diNasuccinaatoplossing in aqua dest. op de ronde venstermembraan gebracht.
Deze concentratie werd gekozen, daar ze isotoon was met een 32% chlooramfeni-
colsuccinaatoplossing in aqua dest. Gedurende de 45 minuten durende aanwezig-
heid van deze oplossing op de ronde venstermembraan werden om de 3 minuten
de CM amplitude, de Ay en de Ty, voor 4 kHz en 8 kHz en bij 70 dB SPL be-
paald. Voor géén van deze parameters trad een verandering op. Dit dus in tegen-
stelling tot de verandering van deze parameters tijdens de 30 minuten durende aan-
wezigheid van 32% chlooramfenicolsuccinaat op de ronde venstermembraan. Nog
opgemerkt dient te worden, dat sterk hypertonische Nasuccinaatoplossingen, ge-
appliceerd op de ronde venstermembraan van cavia's, géén morfologische cochlea-
veranderingen veroorzaken (1.3.2.; Proud, Mitielman en Seiden, 1968).
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Fig, 3.11. De gemiddelde CM amplitude en Ay, verkregen voor 10 controle oren, ieder
bij 50, 60 en 70 dB SPL, zijn weergegeven als functie van de tijd en uitgedrukt in pro-
centen van de voor de applicatie bepaalde beginwaarden.

11.5. METINGEN TIDENS AANVULLENDE EXPERIMENTEN

Voor de beantwoording van de vraag of de porte d’entrée van het chlooramfeni-
colsuccinaat de middenoormucosa, het ovale venster en/of de ronde venstermem-
braan is, werd bij 2 oren 32% chlooramfenicolsuccinaat naast de ronde venster-
membraan geappliceerd en wel zonadig dat geen contact ontstond met de ronde
venstermembraan (I1.3.1.2. No. 2.). Gedurende de 60 minuten durende aan-
wezigheid van 0,1 cc 32% chlooramfenicolsuccinaat veranderden de CM ampli-
tude, de A}\"l en de ™1 niet.

45



Hoofdstuk IV

BESPREKING VAN DE MEETRESULTATEN EN BEANTWOORDING
VAN DE VRAAGSTELLING

IV.1, BEREIKT HET CHLOORAMFENICOLSUCCINAAT IN AQUA DEST.
DE COCHLEA VANUIT HET MIDDENOOR VIA DE MIDDENOOR-
MUCOSA, VIA HET OVALE VENSTER EN/OF VIA HET RONDE
VENSTER?

Alhoewel de hoeveelheid chlooramfenicolsuccinaat in aqua dest. op de ronde
venstermembraan zeer klein was (0,025 cc), liep toch een deel uit de ronde venster-
nis langs de basale winding naar beneden en kwam zodoende in contact met de
middenoormucosa. Het is denkbaar, dat hier chlooramfenicolsuccinaat zou wor-
den geresorbeerd. Daarom werd 0,1 cc van een 32% oplossing, die na applicatie
op de ronde venstermembraan duidelijk toxisch is, gedurende | uur alleen in
contact gebracht met de middenoormucosa en het ovale venster, De CM- en AP
parameters veranderden in het geheel niet tijdens dit uur, zodat geconcludeerd kan
worden, dat de porte d’entrée alleen gevormd wordt deor de ronde venstermem-
braan. Dit verklaart mogelijk ook, dat na locale applicatic op de ronde venster-
membraan alleen de basale winding wordt getroffen, zoals blijkt uit de histologi-
sche studies van Proud, Mittelman en Seiden (1968; 1.3.2.).

I'v.2. IS ER IETS TE ZEGGEN OVER DE SUCCESSIEVE AANGRIJPINGS-
PUNTEN IN DE COCHLEA?

IV.2.1. Inleiding

Uit de figuren 3.10.A en B blijkt, dat chlooramfenicolsuccinaat in aqua dest. en
wel met name de 16% en 32% oplossingen, een drempelverhoging van de AP
veroorzaken. Dit komt overeen met:

A. De twee identiecke amplitude-latentie curven voor en na aanwezigheid van
chlooramfenicolsuccinaat op de ronde venstermembraan (T11.3.3. en fig. 3.9.
A en B).

Immers, voér de applicatie worden de hogere latenties geleverd door lage
dB waarden (drempelintensiteiten), maar na de applicatie worden die hogere
latenties geleverd bij 50, 60 en 70 dB SPL (drempelverhoging).

B. De verandering van de adaptatiecurve na de aanwezigheid van 32% chloor-
amfenicolsuccinaat op de ronde venstermembraan t.ov. de adaptatiecurve
voor de applicatie van 32% chlooramfenicolsuccinaat (II1.3.5.). Men krijgt na
de applicatie een significante verschuiving van het 50% punt naar links en cen
significant minder grote helling, wat overeenkomt met een effectief geringere
stimulering (drempelverhoging). Bij lagere intensiteiten krijgt men bij normale
cochlea’s namelijk progressief een verschuiving van het 50% punt naar links
en een minder grote helling (Eggermont, 1972).

De metingen die de meeste inlichtingen gaven, bleken de drempelmetingen en

vooral de metingen tijdens de aanwezigheid van chlooramfenicolsuccinaat op de
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ronde venstermembraan te zijn. De adaptatie- en latentiemetingen (voor en na
aanwezigheid van chlooramfenicolsuccinaat op de ronde venstermembraan) zijn
daarbij vergeleken een stuk minder gevoelig.

IV.2.2. Beantwoording van de vraagstelling

Chlooramfenicolsuccinaat komt alleen in de perilymphe van de scala tympani
door diffusie door de ronde venstermembraan (IV.1.). De hoeveelheid is afhanke-
lijk van de concentratie (TV.4. en fig. 3.1. A t/m E). In de perilymphe van de
scala tympani komt het chlooramfenicol alleen in de basale winding (I.4.), met een
afnemende concentratie naar apicaal toe. Immers de 8000 Hz wordt eerder en
zwaarder getroffen dan de 4000 Hz voor zowel de AP als de CM (II1.2.1. en
111.3.1.). Het chlooramfenicol dringt door de basilair membraan (I.4.), hiervoor
pleit ook de primaire afname van de AP en de secundaire verandering van de
CM (IIL2)). Primair wordt de AP getroffen, hetgeen betekent dat het chloor-
amfenicol primair de haarcel-dendriet synaps of de zenuw moet treffen. De haar-
cellen (CM) worden daarna pas getroffen. Volgens Proud, Mittelman en Seiden
(1968) zonder onderscheid tussen buitenste en binnenste haarcellen, volgens
Koaide, Hata en Hando (1966) worden primair de buitenste haarcellen getroffen.
Het registreren van enkele ,,getrapt” verlopende Ay curven bij metingen tijdens
de aanwezigheid van chlooramfenicolsuccinaat op de ronde venstermembraan
(II1.2.1.2.), d.w.z. een duidelijk snellere daling van de Ay; curve, direct na het
begin der daling van de corresponderende CM amplitude curve, demonstreert
mogelijk de rol, die de CM vervult in de excitatie van de gehoorzenuw (Davis,
1965; inleiding).

IV.3. WELKE IS DE MAXIMALE CONCENTRATIE VAN CHLOOR-
AMFENICOLSUCCINAAT IN AQUA DEST., DIE VEILIG TOEGE-
DIEND KAN WORDEN IN HET MIDDENOOR VAN DE CAVIA EN
KAN MEN DAARUIT DE MAXIMAAL TOELAATBARE CONCEN-
TRATIE BIJ KLINISCH GEBRUIK EXTRAPOLEREN?

IV.3.1. Inleiding

Arsian (1969) plaatste NaClkristallen, die sterk hypertonisch t.o.v. perilymphe
zijn, op de ronde venstermembraan van katten en zag, dat perilymphevocht door
de membraan naar buiten kwam. Na circa 15 seconden werd het eerste vocht
zichtbaar en na 3 minuten liep het vocht over de rand van de ronde vensternis.
Het kristal loste, afhankelijk van de grootte, na kortere of langere tijd op. Wan-
‘neer het kristal was opgelost, stopte de unitvloed van perilymphevocht. Gelijktijdig
werden CM metingen verricht van de rand van de ronde vensternis bij 250, 1000,
2000, 4000 en 8000 Hz. Er werden géén AP metingen verricht. Alle frequenties,
speciaal de hogere frequenties, toonden achtereenvolgens een stijging (in de eerste
1 & 2 minuten), een daling, een stijging, een daling en weer een stijging van de
CM tot de uitgangswaarde. De laatste CM stijging trad na 30 minuten tot 5 uren
op, afhankelijk van de grootte van het kristal. Proefmonsters perilymphe en endo-
lymphe, 3 minuten na applicatie van NaCl genomen, toonden o.a. een stijging
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van Na in de endolymphe en vooral de perilymphe aan. De stijging van Na in de
periymphe zou ontstaan door passage van Na door de ronde venstermembraan
naar de perilymphe en onttrekken van vocht aan de perilymphe. De kleinere
stijging van Na in de endolymphe zou daarna op soortgelijke wijze ontstaan, doch
nu door passage via de membraan van Reissner.

Sohmer en Feinmesser (1967) appliceerden 0,03 ml van verscheidene ,niet toxi-
sche” oplossingen met verschillende toniciteiten op de ronde venstermembraan
van katten, waarbij gelijktijdig CM- en AP metingen van de rand van de ronde
vensternis werden verricht.

Hypotone oplossingen (sucrose in Ringeroplossing met aqua dest.) toonden een
lichte stijging van de AP en een niet veranderende CM.

Isotone oplossingen (100 mg/ml sucrose in aqua dest., Ringeroplossing en 23 mg/
ml choline chloride in aqua dest.) veroorzaakten in het algemeen een licht stijgende
of een niet veranderende AP en een niet veranderende CM.

Hypertone oplossingen (sucrose in Ringeroplossing, sucrose in aqua dest. en cho-
line chloride in aqua dest.) toonden pas een daling van de AP, meestal gevolgd
door partieel herstel, bij een toniciteit van 2 of groter dan 2. De CM veranderde
niet, zelfs niet na toediening van een verzadigde oplossing van sucrose in Ringer-
oplossing met een toniciteit van 20. Een zeer sterk hypertonische oplossing van
NaCl in aqua dest. met een toniciteit van 20 gaf daarentegen een snelle daling van
de AP en ook van de CM.

Samenvattend: Na applicatie van hypertonische oplossingen wordt vocht aan de
perilymphe onttrokken en na applicatie van hypotonische oplossingen wordt vocht
aan de perilymphe toegevoegd. Hypotone oplossingen geven een lichte stijging van
de AP en hypertone oplossingen geven bij een toniciteit van > 2 een daling van de
AP. De CM verandert niet o.i.v. de toniciteit.

1V.3.2. Beantwoording van de vraagstelling

De 4% chlooramfenicolsuccinaatoplossing in aqua dest. blijkt wat meer effect te
hebben dan de 8% oplossing, die vrijwel geen enkel effect veroorzaakt, getuige de
metingen tijdens de aanwezigheid van chlooramfenicolsuccinaat op de ronde ven-
stermembraan en de vergelijkende metingen voor en na applicatie 0.a. de drempel-
metingen. De 4% oplossing (1V.3.1.) veroorzaakt door zijn hypotoniciteit een
waterverplaatsing naar de perilymphe.

De 8% in aqua dest. (IV.3.1.) onttrekt, door zijn geringe hypertoniciteit, juist
water aan de perilymphe. Deze waterverplaatsing, naar buiten (cavum tympani)
door de ronde venstermembraan, zal een concentratievermindering van chloor-
amfenicolsuccinaat op de ronde venstermembraan veroorzaken, zodat bij deze
concentratie vrijwel niets ,,gebeurt”.

De 16% in aqua dest. met een toniciteit van 2,3 (tabel IV) geeft een duidelijke
vermindering van de AP, wat dus overeenkomt met de bevindingen van Arslan
(1969) en Sohmer en Feinmesser (1967) wat de toniciteit van deze oplossing be-
treft. De toniciteit van de gebruikte hogere concentraties alleen kan, omdat ook
de CM afneemt, niet de veroorzaakte schadelijke effecten verklaren. Dit moet
dus door het chlooramfenicolsuccinaat als zodanig worden veroorzaakt. Bij een
bepaalde concentratie chlooramfenicolsuccinaat is het schadelijk effect maximaal.
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Tabel IV. Osmotische waarde van de verschillende chlooramfenicolsuccinaat-"

oplossingen.

Bepaling geschiedde met een , Advanced Osmometer” via vriespuntsverlaging
(£ 0,5% nauwkeurig). De osmotische waarde van 32% chlooramfenicolsuccinaat
was niet te bepalen door de te grote viscositeit van deze oplossing. Chlooramfeni-
colsuccinaat 6,38% is een isotone oplossing (met Ringer oplossing).

Oplosmiddel Toniciteit Osmotische
waarde in
milliosmols per kg
oplosmiddel
Ringer oplossing 1,0 300
Fysiologisch 0,93 280
zout
Aqua dest. 0 0
4% Aqua dest. 0.76 229
8% Aqua dest, 1,4 425
16% Aqua dest. 2.3 689
20% Aqua dest. 2.7 800
24% Aqua dest. 3.0 902
2% Aqua dest, 275 onbekend

Immers na de applicatie van chlooramfenicolsuccinaat 20, 24 en 32% wordt
vrijwel hetzelfde effect gemeten (II1.2,). Dit komt ook overeen met het feit, dat er
morfologisch géén verschil in beschadiging was, tussen de 22.9% en de 45,7%
chlooramfenicolsuccinaatoplossingen en tussen de postoperatieve overlevingen van
3, 6, 9 of 24 uren, in de studies van Proud, Mittelman en Seiden (1968; 1,3.2.).

Er kan geconcludeerd worden, dat een isotone tot licht hypertone chlooramfeni-
colsuccinaatoplossing in aqua dest. de maximaal toelaatbare concentratie vormt.
Uit de in dit proefschrift beschreven experimenten blijkt, dat bij caviae een 8%
oplossing van chlooramfenicolsuccinaat in aqua dest. niet ototoxisch en een 16%
oplossing daarentegen duidelijk wel ototoxisch is. Theoretische overwegingen, dat
bij de mens een lagere concentratie al ototoxisch zou zijn, zijn er niet. Te ver-
wachten is dus (en de klinische ervaring is hiermee in overeenstemming), dat een

Dat h;.t Itocalc gebruik van chlooramfenicol om andere redenen (sensibilisatie) niet
wenselijk is, wordt hier buiten beschouwing gelaten.
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8% chlooramfenicolsuccinaatoplossing in aqua dest. niet ototoxisch is, Op grond
van de ototoxiciteit van de hogere concentraties moet het gebruik van chloor-
amfenicoloorpoeder worden ontraden. Ook het gebruik van chlooramfenicoloor-
druppels bij perilymphe fistels is niet juist.

IV.4. 1S DE IN DE LITERATUUR BESTAANDE DISCREPANTIE TUSSEN
HET EFFECT VAN CHLOORAMFENICOLOORDRUPPELS BIJ KLI-
NISCH GEBRUIK EN NA LOCALE APPLICATIE IN HET ACUTE
DIEREXPERIMENT TE VERKLAREN?

A. Chlooramfenicolbase 40% (onbekend oplosmiddel, niet visceuse oplossing) is

duidelijk minder ototoxisch bij katten van bij caviae. Chlooramfenicolsuccinaat
40% (onbekend oplosmiddel, zeer visceuse oplossing) is zeker even toxisch
voor katten als chlooramfenicolbase 40% voor cavia's (I.3.1.; Patlferson en
Gulick, 1963; Gulick en Patterson, 1964). Mogelijk is de grotere toxiciteit van
chlooramfenicolsuccinaat 40% bij de kat te wijten aan de grote viscositeit van
deze oplossing, waardoor de ronde venstermembraan, na de half uur durende
aanwerzigheid van chlooramfenicolsuccinaat 40% op de ronde venstermem-
braan, niet goed gereinigd kon worden (,,blijft plakken”). Dat chlooramfenicol-
base 40% duidelijk minder toxisch is bij katten dan bij caviae, zou dus kunnen
betekenen, dat bij katten per volume-eenheid perilymphe minder chlooramfe-
nicolbase naar de perilymphe van de scala tympani diffundeert. Hierbij is dan
aangenomen, dat de passage van chlooramfenicolbase van scala tympani door
0.a. de basilairmembraan naar de haarcellen voor de kat en de cavia dezelfde
is en dat de haarcellen van beide dieren even gevoelig zijn voor chlooramfeni-
colbase.
Met behulp van de wet van Fick kan men de invloed nagaan van het opper-
vlak van de ronde venstermembraan op de passage van stoffen door de ronde
venstermembraan naar de cochlea. De wet van Fick voor diffusieprocessen
luidt:

Am He
—— = D.g. —, waarin:

At Ax

Am = de hoeveelheid stof, die het grensvlak (de ronde venstermembraan)
gedurende een bepaalde tijd /\t passeert.

D = de diffusieconstante (een materiaalconstante) = de hoeveelheid
stof, die door een bepaalde oppervlakte-eenheid, in een bepaalde
tijdseenheid en bij een bepaalde concentratiegradient diffundeert.
Het is redelijk te veronderstellen, dat deze constante voor de ronde
venstermembranen van cavia en kat niet belangrijk verschilt.

q = het oppervlak van het scheidingsvlak (de ronde venstermembraan).

—— = de concentratiegadient over de ronde venstermembraan.
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Tabel V.

Aantal cochlea- Oppervlakte ronde Perilymphe volume
windingen venstermembraan (scala tympani +
(Wever en Lawrence, scala vestibuli)
1954).
MENS 2% 2 mme? 18wl (Rauch, 1964).
KAT 3 3,01 mm? 15 ul (Silverstein, 1966).
CAVIA 4 1,02 mm? 4,5 ul (Rauch, 1964).

Het belangrijkste verschil tussen de cavia en de kat bij bovenstaande beschou-
wing is het verschil in oppervlak van de ronde venstermembranen (q).
Doordat de oppervlakte van de ronde venstermembraan van de kat circa 3 X
zo groot is als die van de cavia (tabel V), zal bij de kat per tijdseenheid een
grotere hoeveelheid chlooramfenicolbase in de perilymphe kunnen geraken.
Daar de hoeveelheid perilymphe van de kat echter ook ongeveer 3 X zo groot
is als die van de cavia (tabel V), zal de concentratie chlooramfenicolbase
in de perilymphe van beide dieren ongeveer dezelfde zijn. De verschillende
grootte van de ronde venstermembraan en de verschillende hoeveelheid peri-
lymphe van de kat en de cavia zijn dus pgéén verklaring van het feit, dat
chlooramfenicolbase 40% minder toxisch is bij katten dan bij cavia’s.

De ronde venstermembraan van de mens is 2X zo groot als van de cavia,
terwijl het perilymphe volume van de mens 4 X zo groot is als van de cavia
(tabel V). Mogelijk, dat deze laatste verhoudingen iets verklaren van de geringe
binnenoorbeschadiging bij klinisch gebruik van chlooramfenicoloordruppels.

. Bij een vergelijking tussen de cochleabeschadiging van mens en proefdier, ten-
gevolge van de applicatie van een medicament in het middenoor, dient men
ook rekening te houden met het feit, dat de ronde venstermembraan bij de
mens in een diepe nis beter beschermd ligt dan die van bijvoorbeeld cavia of
kat. Ook blijft de mens na toediening van chlooramfenicoloordruppels niet een
half uur lang in een zodanige positie liggen, dat de chlooramfenicoloplossing
niet van de ronde venstermembraan kan aflopen. Anderzijds wordt bij het
proefdier, in tegenstelling tot de mens, de chlooramfenicol slechts éénmalig
toegediend en na een half uur weer zorgvuldig verwijderd. Bij proefdieren

werden echter ook veel hogere concentraties geappliceerd dan klinisch gebrui-
kelijk is.

52

Tabel VI. Het gedrag van CM amplitude, Ay en Ty tijdens de aanwezigheid van
chlooramfenicolsuccinaat op de ronde venstermembraan.
Gemiddelde kantelpunt en gemiddelde helling van de CM amplitude-, Ay~ en

Tyi CUrven,

K = kantelpunt.
H = helling.
KX =

kantelpunt X (,,getrapt” verloop). Als waarden zijn de waarden van de
kleinere helling genomen (voor het algemeen gemiddelde zijn de waar-
den van de grotere helling genomen).

geen verandering.

Kantelpunt X:
1. 32% chlooramfenicolsuccinaat bij 8000 Hz
CM kantelpunt 12 minuten).
2. 32% chlooramfenicolsuccinaat bij 4000 Hz
CM kantelpunt 15 minuten).
3. 24% chlooramfenicolsuccinaat bij 4000 Hz

CM kantelpunt 14,3 minuten).

12,8 minuten (corresponderende

17,8 minuten (corresponderende

16,0 minuten (corresponderende

8000 Hz 4000 Hz 8000 Hz 4000 Hz | Aantal| Aantal
oren | oren
CM CM 4000 Hz|8000 Hz
Axr amplitude Ay amplitude T N1
K H K H K H K H K H K H
4% ST || ] et IR P [P e | e ] (T LS
8% =t S P e e SR | T RS e =
8% ,toename
begin” = I oAl =t e e R R AL
16% 106 355|155 110|124 2,1|160 10 | 78 O5| 91 03 8 6
16% ,toena-
me begin” — — | 4% 202 — —=| 24 =02 = — = = 6 6
20% 80 e [ 115 13 1LE 341 13,0 1§ (8% 22| g 05 4 4
24% 65 88| 88 14| B0 220122 15| 59 19189 06 4 4
Py s e el e Bl D ] R S (S SRR il e = 1
32% G csailaeg 32 |Ez owrlaZe a2 | nnlies 1 e 6
2% KX 40 1.4 — —| 73 16 —_ = — — —_ - 1 1
32%
ernaast” —_ - = =] = -] = =] — — = = 3 2
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SAMENVATTING

In dit proefschrift wordt verslag gedaan van een onderzoek naar het effect van
chlooramfenicolsuccinaat in aqua dest., bij locale toediening op de ronde venster-
membraan van caviae, op de cochleaire microfonie en de samengestelde actiepo-
tentiaal van de n. acusticus.

In de inleiding worden in het kort beschreven: de anatomie en fysiologie van het
binnenoor. Hierna worden de cochleapotentialen en de samengestelde actiepoten-
tiaal van de n. acusticus besproken.

In hoofdstuk I wordt het begrip ototoxiciteit besproken, evenals methoden om
ototoxiciteit van stoffen in dierexperimenten te onderzoeken. Daarna wordt een
literatuuroverzicht gegeven, waaruit blijkt, dat na klinisch gebruik van chloor-
amfenicol géén ototoxische werking bekend is. Bij morfologisch en electrofysio-
logisch dierexperimenteel onderzoek, na locale applicatie van chlooramfenicol op
de ronde venstermembraan, blijkt echter wél een ototoxische werking aanwezig te
zijn. Het feit, dat chlooramfenicol in de kliniek gebruikt wordt in de vorm van oor-
druppels, was de aanleiding tot dit onderzoek. Discussie over de literatuurgegevens
leidt tot de volgende vraagstelling:

1. Bereikt het chlooramfenicolsuccinaat de cochlea vanuit het middenoor via de
middenoormucosa, via het ovale venster of via het ronde venster?

2. Is er iets te zeggen over de successieve aangrijpingspunten in de cochlea?

3. Welke is de maximale concentratie van chlooramfenicolsuccinaat, die veilig
toegediend kan worden in het middencor van de cavia en kan men daaruit de
maximaal toelaatbare concentratie bij klinisch gebruik extrapoleren?

4, Is de in de literatuur bestaande discrepantie tussen het effect van chloor-
amfenicoloordruppels bij klinisch gebruik en dat van locale applicatie in het
acute dierexperiment te verklaren?

In hoofdstuk IT worden beschreven: het proefdier, de narcose- en operatietechniek,
de te onderzoeken chlooramfenicolvorm en -concentraties, de meetopstelling, de
meetmethoden met de gebruikte parameters van de cochleaire microfonie en de
samengestelde actiepotentiaal en de meetprocedure.

In hoojdstuk III worden de meetresultaten besproken.

De invloed van de concentratiec chlooramfenicolsuccinaat, na de 2 uur durende
aanwezigheid op de ronde venstermembraan, op het input-output gedrag van
cochleaire microfonie (CM) en samengestelde actiepotentiaal (AP) bij de verschil-
lende frequenties wordt nagegaan. Het blijkt, dat voor concentraties van 16% en
hoger de AP amplitude tussen de le en de 10e minuut na applicatie begint af te
nemen, terwijl de corresponderende CM amplitude constant blijft of toeneemt
(16%). Enkele minuten later begint ook de corresponderende CM amplitude af te
nemen. De snelheid van afname is voor de AP groter dan voor de CM. Bovendien
is er een duidelijk frequentie-afhankelijkheid, nl. de CM en AP nemen eerder en
sneller af voor de hogere frequenties dan voor de lagere frequenties.



De latentie (tyy) van de eerste negatieve deflectie van de AP (N;) neemt toe bij
afname van de amplitude van de N; (Ayy).

De CM- en AP amplitude blijken circa 6 uren na de applicatie van een 16% op-
lassing voor de hogere frequenties afgenomen en bij een 32% oplossing van
chlooramfenicolsuccinaat voor alle gemeten frequenties (1, 2, 4 en 8 kHz) belang-
rijk afgenomen te zijn en wel progressief voor een hogere frequentie.

De amplitude-latentie curven voor en na de applicatie van chlooramfenicolsucci-
naat blijken identiek te zijn.

Voor de 16% en vooral 32% oplossing van chlooramfenicolsuccinaat wordt een
drempelverhoging van de AP gemeten voor de 4 kHz en vooral voor de 8 kHz.
De adaptatiemetingen blijken na chlooramfenicolsuccinaat applicatic géén ver-
anderingen te zien te geven, uitgezonderd bij de 32% chlooramfenicolsuccinaat-
oplossing, waar een verschuiving van het 50% punt naar een kleinere interstimu-
lusinterval waarde (bij 4, 6 en 8 kHz) en een kleinere helling (alleen bij 8 kHz)
optreden.

Zoals blijkt uit metingen bij controle oren is zowel voor de CM- als voor de AP
amplitude de gemiddelde waarde, 74 uren na het begin van de meting, niet kleiner
dan 80% van de beginwaarde.

De 45 minuten durende aanwezigheid van 7,4% diNasuccinaatoplossing in aqua
dest. (isotoon met 32% chlooramfenicolsuccinaatoplossing in aqua dest) op de
ronde venstermembraan van 2 extra controle oren geeft géén verandering van
CM- en AP parameters.

De 60 minuten durende aanwezigheid van 32% chlooramfenicolsuccinaat naast
de ronde venstermembraan (zodanig dat géén contact met de ronde venstermem-
braan ontstond) van 2 oren geeft géén verandering van CM- en AP parameters.

In hoofdstuk IV wordt de vraagstelling beantwoord.

1. Het chlooramfenicolsuccinaat kan de cochlea alleen bereiken vanuit het
middenoor via diffusie door de ronde venstermembraan,

2. De route die chlooramfenicolsuccinaat volgt is: diffusie door de ronde venster-
membraan naar de perilymphe van de scala tympani van de basale winding en dan
door de basilairmembraan van de basale winding naar de haarcel-dendriet synaps
of de zenuw.

3. Met behulp van de studies van Arslan (1969) en Sohmer en Feinmesser (1967)
kan beredeneerd worden, dat een 8% chlooramfenicolsuccinaatoplossing in aqua
dest. niet ototoxisch is voor de mens na locale applicatie in de vorm van oor-
druppels.

4. De in de literatuur bestaande discrepantie tussen het effect van chlooramfeni-
coloordruppels bij klinisch gebruik en dat van locale applicatie in het acute dier-
experiment wordt m.b.v. de wet van Fick voor diffusieprocessen getracht te ver-
klaren. De anatomie van het middenoor, verschil tussen kliniek en proefopstelling
en het verschil in geappliceerde concentraties zijn waarschijnlijk van belang.
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SUMMARY

In this thesis an account is given of an investigation into the effect of an aqueous
solution of chloramphenicol succinate, after local application to the round window
membrane of guinea pigs, on the cochlear microphonics and the compound action
potential of the acoustic nerve.

In the Introduction the anatomy and physiolopgy of the inner ear are briefly
described, and the cochlear potentials and the compound action potential of the
acoustic nerve are discussed.

In Chapter 1 the concept of ototoxicity is discussed, as well as methods to in-
vestigate the ototoxicity of materials in animal experiments. A review of the
literature is given, from which it is evident that no ototoxic effects after the
clinical use of chloramphenicol have been reported, Nonetheless, morphological
and electrophysiological investigations in animals after local application of
chloramphenicol to the round window membrane, show that an ototoxic effect
can indeed occur. The fact that chloramphenicol is used clinically in the form of
ear drops, led to this investigation. The data in the literature raise the following
questions:

1. Does chloramphenicol succinate reach the cochlea from the middle ear via the
middle ear mucosa, the oval window, or the round window?

2. What are the successive points at which the drug takes effect in the cochlea?
3. What is the maximum concentration of chloramphenicol succinate that can be
safely applied to the middle ear of the guinea pig, and is it possible to derive from
this dose the maximum admissible concentration for clinical use?

4, Is it possible to explain the difference found in the literature between the
effect of chloramphenicol ear drops in clinical practice and that of local applica-
tion in the acute animal experiment?

Chapter II describes the experimental animal, the anaesthesia and the surgical
technique, the form and concentrations of chloramphenicol investigated, the
experimental set up, the recording methods, the parameters used for the cochlear
microphonics and the compound action potential, and the recording procedure.

Chapter 1l concerns the experimental data. The study of the influence of the
concentration of chloramphenicol succinate applied for 30 minutes to the round
window membrane, on the input-output behaviour of the cochlear microphonics
(CM) and the compound action potential (AP) at the frequencies used, showed
that at concentrations of 16% and higher the AP amplitude starts to decrease
between the first and tenth minute after application, whereas the corresponding
CM amplitude remains stable or increases (169). A few minutes later, the
corresponding CM amplitude starts to decrease too. The rate of decrease is faster
for the AP than for the CM. In addition, there is a clear frequency dependency:
the CM and AP decrease earlier and faster for the higher frequencies than for
the lower frequencies.
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The latency (vy;) of the first negative deflection of the AP (N;) increases during
the decrease of the N, amplitude (Ay).

For the higher frequencies, the CM and AP amplitudes decreased about 6 hours
after the application of a 16% solution and were considerably decreased for all
recorded frequencies (1, 2, 4, and 8 kHz) after the application of a 32% solution
of chloramphenicol succinate, progressively the higher the frequency.

The amplitude-latency scattergrams based on recordings made before and after
the application of chloramphenicol succinate are identical.

For the 16% and even more so for the 32% solution of chloramphenicol succinate,
an AP threshold elevation is measured at 4 kHz and to a higher degree at 8 kHz
stimulation.

Adaptation of the AP does not change after application of chloramphenicol
succinate except with the 32% solution, after which the 50% point shifts to a
smaller interstimulus interval value (for 4, 6, and 8 kHz) and a less steep slope
appears (only for 8 kHz).

Recordings from control ears show that the average value of the amplitude of
both the CM and the AP recorded 74 hours after the start of the measurements,
is within 80-100% of the initial value.

The presence (lasting 45 minutes) of 7.4% disodiumsuccinate in aqueous solution
(having the same tonicity as 32% chloramphenicol succinate in aqueous solution)
on the round window membrane of two additional control ears, does not change
the values of the parameters of the CM and AP.

The presence for 60 minutes of 32% chloramphenicol succinate beside the round
window membrane (placed such that no contact with the round window membrane
occurred) of two ears does not change the values of the parameters of the CM
and AP.

Chapter IV gives the answers to the questions posed in Chapler I:

1. Chloramphenicol succinate can only reach the cochlea from the middle ear by
diffusion through the round window membrane.

2. The route of chloramphenicol succinate is: diffusion through the round
window membrane to the perilymph of the scala tvmpani of the basal turn and
then through the basilar membrane of the basal turn to the hair cell-neuron synaps
or the nerve.

3. On the basis of the findings of Arslan (1969) and Sohmer and Feinmesser
(1967) and those of the present study, it may be concluded that an 8% aqueous
solution of chloramphenicol succinate is not ototoxic for man after local applica-
tion, in the form of ear drops.

4. An attempt is made to explain the divergence in the literature between the
reports on the effect of chloramphenicol ear drops in clinical practice and that of
local application in the acute animal experiment on the basis of Fick's law for
diffusion processes. The anatomy of the middle ear, the difference between
clinical and experimental conditions, and differences in the concentrations
applied, are probably important factors.
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Stellingen behorende bij het proefschrift van E, N. Brons

. Indien een stof na parenterale of orale toediening niet ototoxisch blijkt te zijn,

kan na locale toediening in de vorm van cordruppels toch een ototoxisch effect
optreden.

. Indien oordruppels met een opgeloste ototoxische stof het middenoor kunnen

bereiken, moet de oplossing niet visceus en zeker niet hypertoon t.o.v. Ringer
oplossing zijn.

. De Schirmertest is slechts betrouwbaar bij dubbelzijdige uitvoering.

Hanson, J. et al.: Arch. Otolaryngol., 101 : 293, 1975,

. Acute perceptieslechthorendheid “e.c.i.” is doorgaans het gevolg van een virale

labyrinthitis.
v, Dishoeck, H. A. E., Bierman, Th. A.; Ann. Otol., 66 : 963, 1957.
Schuknecht, H. F. et al.: Acta Oto-Laryng., 76: 75, 1973.

. Het niet of wel uitgevallen zijn van de buitenste haarcellen in de cochlea is

van géén belang voor het optreden van recruitment.
Schmidt, P. H. et al.; Acta Oto-Laryng. Suppl., 316, 1974.
Kiang, N.Y.S., Moxon, E. C.: J. Acoust. Soc. Am., 55 : 620, 1974,

. Uit de door Kontula e.a. vermelde gegevens omtrent de relatieve bindings-

affiniteit en biologische activiteit van onderzochte steroiden blijkt, in tegen-
stelling tot wat opgegeven wordt, géén redelijke overeenstemming tussen vitro
en vivo waarden te bestaan.

Kontula, K. et al.: Acta Endocrinologica, 78 : 574, 1975.

Preventie van aangeboren afwijkingen is in ons land op grotere schaal mogelijk
dan thans plaatsvindt.

. Bij duraplaatdefecten met prolaps van de dura (met of zonder inhoud) in het

mastoid of middenoor bij chronische otitis media moet de neurochirug primair
een cranioplastiek ter sluiting van het duraplaatdefect via een craniotomie
verrichten, voordatl het oor definitief gesaneerd kan worden,

. Vliko bakken dienen met reflectoren uitgerust te worden.



