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Wykaz skrétéw stosowanych w pracy

AGEs - produkty glikozylacji biatek (advanced glycation end products)

BMS - zesp6t pieczenia blony sluzowej jamy ustnej (burning mouth syn-
drome)

CRP - biatko C-reaktywne (C-reactive protein)

FPG - poziom glukozy w osoczu na czczo (fasting plasma glucose)

HbAlc - hemoglobina glikowana (glycated hemoglobin)

IL-1B - interleukina-1 (interleukin-1[3)

IL-6 - interleukina-6 (interleukin-6)

MIC - najnizsze stezenie hamujace (minimal inhibtory concentration)

NAC - szczepy Candida spp. (non-albicans Candida)
PMMA - polimetakrylan metylu (polymethylmethacrylate)
RMA - redukcja aktywno$ci metabolicznej (reduction in metabolic activity)

SD - odchylenie standardowe (standard deviation)
slgA - sekrecyjna IgA (secretory IgA)
SPIG - stomatopatia protetyczna z towarzyszacym zakazeniem Candida

(Candida-associated denture stomatitis)
TNFo - czynnik martwicy guza (tumour necrosis factor)
M - forma mycelialna (Mycelium)
Y — forma blastosporowa (Yeasts)






1. Wstep

1.1. Stomatopatie protetyczne powiklane zakazeniem

grzybiczym

Stomatopatia protetyczna jest procesem zapalnym blony sluzowej podtoza
protetycznego o réznym nasileniu i ztozonej etiologii z dominujacym udziatem
urazu mechanicznego ze strony protezy oraz infekcji grzybiczej (Budtz-Jorgen-
sen, 1977: Majewski i wsp., 2003; Mierzwinska-Nastalska, 1999; Spiechowicz
i wsp., 1994a). Narastajaca czesto$¢ wystepowania stomatopatii protetycznych
oraz ich wieloczynnikowa etiologia czyni je problemem zar6wno w aspekcie
spotecznym, jak i medycznym. W $wietle obecnej wiedzy nalezy z catym prze-
konaniem podkresli¢, Ze w etiopatogenezie stomatopatii najczesciej mamy do
czynienia ze skojarzonym dziataniem kilku czynnikéw.

Wystepowanie stomatopatii protetycznych jest zjawiskiem narastajacym
i zalezy od kraju i okresu badan. Majewski i wsp. (2003), oceniajac wyste-
powanie stomatopatii w spoleczenstwie polskim w grupie 800 uzytkownikéw
protez ptytowych, wykazat objawy tego schorzenia u 40% pacjentéw. Czestosé
wystepowania stomatopatii protetycznych w Stanach Zjednoczonych w po-
pulacji os6b uzytkujacych protezy catkowite ocenia sie na 34,4% (Shulman
i wsp., 2005).

Mierzwinska-Nastalska i wsp. (2002) stwierdzili obecno$¢ grzybéw droz-
dzopodnych w 71% przypadkow stomatopatii u uzytkownikéow protez catko-
witych. U chorych ze schorzeniami nowotworowymi oraz chorych na cukrzyce
typu 2 nawet 100% przypadkow stomatopatii jest powiktanych infekcjg grzy-
bicza (Dorocka-Bobkowska i wsp., 2010; Golecka i wsp., 2006). W ostatnich
latach obserwuje sie rowniez wzrost czestosci wystepowania zakazen grzybi-
czych, najczesciej wtdrnych, stanowigcych powiktanie ciezkich choréb podsta-
wowych. Grupa ryzyka szczegélnie narazong na rozwéj infekcji grzybiczej sa
chorzy z zaburzeniami uktadu immunologicznego (AIDS, neutropenia), pacjen-
ci z chorobami nowotworowymi, zwlaszcza ci poddani chemioterapii lub ra-

dioterapii oraz chorzy na cukrzyce. Wprowadzenie do lecznictwa metod diag-



nostycznych o charakterze inwazyjnym spowodowato dalszy, znaczacy wzrost
wystepowania zakazen grzybiczych, najczesciej wywotanych grzybami rodzaju
Candida (Jainkittivong i wsp., 2002; Sims i wsp., 2005; Spiechowicz i wsp.,
1995b; Szymankiewicz i Kowalewski, 2005; Ten Cate i wsp., 2009).

Prowadzone w ostatnich latach badania dostarczaja wielu informacji, kto-
re pozwalaja na bardziej precyzyjng ocene patogenezy infekcji grzybiczej w roz-
woju stomatopatii. Wedlug wspotczesnej wiedzy istota zakazenia grzybiczego
w przebiegu stomatopatii protetycznej jest ilo§ciowy wzrost endogennej flory
grzybiczej, ktory dotyczy blony sluzowej pod ptyta protezy i jej powierzchni
dosluzowej, ktora jest kolonizowana przez drobnoustroje tworzace strukture
biofilmu. Proces dojrzewania drobnoustrojéw w populacji biofilmu polega na
indukcji lub supresji specyficznych genéw oraz zmianie cech fenotypowych
komoérek planktoidalnych w cechy charakterystyczne dla komoérek struktury
dojrzatego biofilmu (Coco i wsp, 2008; Donlan, 2001; Ramage i wsp., 2004).
Proteza akrylowa stwarza korzystne, lokalne warunki do rozwoju drobnoustro-
jow, poprzez pozbawienie btony sluzowej buforujacego i sptukujacego dziatania
§liny, obnizenie pH pod ptyta protezy oraz obnizenie zawartosci tlenu (Nikawa
i wsp., 2005; Radford i wsp., 1999; Spiechowicz i wsp., 1994a).

Stwierdzono, ze dotkankowa inwazja grzybéw w przebiegu stomatopatii
protetycznych zdarza sie niezwykle rzadko (Budtz-J6rgensen, 1970). Majewski
(1982), badajac rozmieszczenie komorek grzybéw w stosunku do nabtonka,
stwierdzit, Ze lokalizuja sie one gtéwnie na powierzchni komérek nabtonko-
wych, lub rzadziej, w przestrzeniach miedzykomoérkowych, podczas gdy w gteb-
szych warstwach btony §luzowej autor nie stwierdzil obecnosci grzybéw, co
wyklucza mechanizm zakazenia na drodze bezposredniej, dotkankowej pene-
tracji. Budtz-Jorgensen (1971), na podstawie do§wiadczalnego modelu zaka-
zenia grzybiczego w przebiegu stomatopatii protetycznych u matp, nie wykazat
inwazji dotkankowej mycelialnych form C. albicans, nawet w przypadkach, gdy
wzrost grzybow byt wzmozony stosowaniem antybiotykéw z grupy tetracyklin.

Badania wielu autoréw dostarczajgq informacji wskazujacych na udziat
czynnika immunologicznego w patogenezie stomatopatii protetycznych powi-
ktanych infekcja grzybicza. Dotyczy to zar6wno odpowiedzi humoralnej, jak
i komorkowej (Leigh i wsp., 2002; Mierzwinska, 1999; Pietruski i wsp., 2000).

W surowicy ludzkiej moga znajdowaé si¢ naturalne przeciwciata przeciwko
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grzybom z rodzaju Candida, obecno$¢ ktérych zwigzana jest z bezobjawowym
nosicielstwem grzybow drozdzopodobnych. Jednak w tych przypadkach miano
przeciwciat jest niskie i nie przypisuje sie mu wartos$ci diagnostycznej. Dopiero
podwyzszenie miana moze sugerowac istniejagce lub przebyte zakazenie (Fa-
rah i wsp., 2010; Fidel, 2002; Kantardjiev i Popova, 2002). Majewski (1982)
w badaniach immunologicznych pacjentéw ze stomatopatia, stosujac antygeny
szczepow wilasnych, tzn. izolowanych ze zmian chorobowych pacjenta, uzyskat
dodatni odczyn aglutynacji w 100% badanych przypadkéw. Budtz-Jorgensen
(1990) w warunkach in vitro wykazal, ze w przebiegu stomatopatii z towarzy-
szacg infekcjq grzybiczg dochodzi do uposledzenia odpowiedzi immunologicz-
nej typu komaérkowego. Do podobnych wnioskéw doszta Mierzwinska (1977;
1978), w badaniach ktérej leukocyty jednojadrzaste, izolowane od chorych
z zakazeniem grzybiczym w przebiegu stomatopatii protetycznych, wykazywa-
ly obnizong aktywnos$¢ cytotoksyczna zalezng od udziatu przeciwcial oraz ob-
nizong aktywno$¢ angiogenetyczng, w poréwnaniu z aktywnoscig leukocytow

jednojadrzastych izolowanych od oséb zdrowych.

1.2. Czynniki chorobotwdrczosci grzybéw rodzaju Candida

Patogennos¢ grzybow drozdzopodobnych jest wypadkowa wielu czynnikéw;,
takich jak, dimorfizm, produkcja toksyn i enzyméw, zmiennos¢ fenotypowa,
mimikra oraz zdolno$§¢ przylegania. Zjawisko przylegania odgrywa kluczowa
role w patogenezie zakazenia grzybiczego, gdyz umozliwia kolonizacje i ewen-
tualng inwazj¢ dotkankowa drobnoustroju. Adhezja jest wynikiem interakcji
migdzy adhezynami grzyba a komplementarnymi czasteczkami na powierzchni
nablonka, zwanymi ligandami (Macura i Bort, 2001; Szkaradkiewicz, 2002;
Tronchin, 2008). Adhezja jest ztozonym procesem, uwarunkowanym przez
dziatanie czynnikéw specyficznych (interakcja receptor-ligand), jak i niespe-
cyficznych (sily elektrostatyczne, elektrodynamicze, interakcja hydrofobowa)
(Filler, 2006; Sundstrom, 1999). Sciana komérkowa grzybow jest zbudowana
z wielocukréw, gtéwnie polimeréw glukanu i mannanu oraz chityny. Znajdu-

jace sie na powierzchni komorki fibrylle, zbudowane z glikoprotein, uznaje sie
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za niezbedny warunek przylegania grzybow do nabtonka (Filler, 2006). Istnieja
dowody, iz adhezyna C. albicans jest mannoproteina, ktéra odgrywa kluczowa
role w wyksztatceniu fibrylarnej warstwy Sciany komoérkowej grzyb6w, majacej
wlasnosci adhezyjne (Elguezabal i wsp., 2004; Nobile i wsp., 2008; Szkarad-
kiewicz i wsp., 1998).

Wyniki badann doswiadczalnych wskazuja, ze hydrofobowe wiasciwosci
btony komoérkowej grzyb6w maja istotne znaczenie w procesie adhezji tych
drobnoustrojow do nablonka i tworzyw sztucznych. Wykazano, Ze szczepy
Candida o silnych wtasciwosciach hydrofobowych wykazuja wyzsza zdolnosé
przylegania anizeli szczepy nieagregujace (Macura, 1993; Ten Cate i wsp.,
2009). Dowiedziono réwniez, ze przyleganie grzybéw do powierzchni akrylu
byto zalezne od wiasnosci hydrofobowych, zar6wno powierzchni akrylu jak
i grzybow. Preinkubacja grzybow z substancjami obnizajacymi ich hydrofobo-
wo$¢ powoduje obnizenie zdolnosci adhezji tych drobnoustrojéw do nabtonka
policzka i do powierzchni akrylu (Koczorowski i Szkaradkiewicz, 2003; Yos-
hijima i wsp., 2010).

W licznych badaniach wykazano istotny wplyw wydzielniczej immunoglo-
buliny A (sIgA, secretory IgA) zawartej w §$linie na zjawisko adhezji grzybéw
drozdzopodobnych do powierzchni nabtonka oraz biomateriatéw. Dowiedzio-
no, iz sIgA, poprzez wiazanie z adhezynami drobnoustrojow, blokuje ich pota-
czenie z receptorami komérek nabtonkowych gospodarza i tym samym hamuje
kolonizacje i dalsza inwazje dotkankowa drobnoustroju (Ueta i wsp., 2000;
San Millan i wsp., 2000).

Zmienno$¢ morfologiczna jest uwazana za wazny czynnik wirulencji grzy-
béw. Drobnoustroje gatunku C. albicans moga wystepowac¢ w formie drozdzo-
wej jako paczkujace komdrki - blastospory, okredlane jako forma Y (Yeasts)
lub w formie mycelialnej M (Mycelium), zawierajacej strzepki rzekome lub
prawdziwe. Konwersja formy Y w forme M wigze sie z reorganizacja cytoszkie-
letu komorki, ze wzrostem ilosci chityny w Scianie komérkowej grzyboéw oraz
z synteza specyficznych biatek strukturalnych i enzyméw (Bilhan i wsp., 2009;
Lopez-Ribot, 2005). Powyzsze zmiany wplywajgq na wtasciwosci hydrofobowe
komorek grzybéw i tym samym na ich zdolnosci adhezyjne. Zidentyfikowano
geny odpowiedzialne za kontrole procesu morfogenezy grzybow C. albicans,

ktory jest ztozonym procesem, uwarunkowanym genetycznie. Podstawowym

12



genem supresorowym filamentacji jest gen TUP1, regulacja pozytywna odbywa
sie gtéwnie szlakiem kinazy A zaleznej od cAMP-PKA (cAMP dependent pro-
tein kinase A) oraz kinazy aktywowanej mitogenem (mitogen activated protein
kinase) (Nawrot i Karpiewska, 2002; Watamoto i wsp., 2009).

Kolejnym istotnym czynnikiem patogennosci grzybow jest mimikra anty-
genowa. Wykazano, ze drobnoustroje z rodzaju Candida indukujq zaréwno
odpowiedZ humoralng, jak i komdorkows. Dzialanie immunogenne wykazujq
mannoproteiny, glikan, chityna, a takze biatka wewnatrzkomoérkowe uwalniane
po lizie komoérki (Nawrot i Karpiewska, 2002; Szkaradkiewicz i wsp., 1998).
Zjawisko mimikry molekularnej polega na wystepowaniu u grzybéw antyge-
néw podobnych do antygenéw gospodarza, co umozliwia tym drobnoustrojom
maskowanie si¢ przed uktadem immunologicznym i jest jedna ze strategii uni-
kania odpowiedzi immunologicznej przez grzyby. Uzupelnieniem zjawiska mi-
mikry molekularnej jest zjawisko zmienno$ci fenotypowej grzybow. Polega ono
na zdolno$ci wystepowania réznych fenotypéw w obrebie tego samego gatunku
grzybow. Poszczegdlne fenotypy r6znia sie miedzy soba morfologia, wlasciwos-
ciami biochemicznymi, zdolno$cia adhezji oraz produkcji toksyn i enzymow.
Zmiennos¢ fenotypowa jest wynikiem zmian na poziomie molekularnym ko-
moérki, wplywa ona istotnie na patogenno$¢ drobnoustroju (Fidel, 2002; Na-
wrot i Karpiewska, 2002).

W patogenetycznej roli grzybow opisuje sie tez dziatanie toksyn i enzy-
moéw hydrolitycznych produkowanych przez komorki grzybow. Toksyny i enzy-
my produkowane i uwalniane w trakcie rozmnazania i obumierania komérek
grzybow inicjuja proces zapalny poprzez efekt cytopatogenny, prowadzacy do
uszkodzenia komoérek nabtonka (Louie i wsp., 1994; MajewskiiMacura, 1983).
Wykazano, iz enzymami, ktére odgrywaja najwazniejsza role w chorobotwor-
czo$ci grzybow z rodzaju Candida sa proteazy i fosfolipazy. Grzyby te produku-
ja miedzy innymi lipaze (Lip 1-10), fosfolipazy oraz proteazg aspartylowa (SAP
1-10) (Abaci, 2011; Pinto i wsp., 2008; Schaller i wsp., 2005). Wykazano, iz
proteazy wspomagaja proces adhezji drobnoustrojéw do komoérek nabtonka.
Enzymy lipolityczne na drodze degradacji fosfolipidéw stanowia Zrédto wegla,
ktory jest niezbedny w procesie wzrostu i namnazania grzybéw. Fosfolipazy
uszkadzaja komorki btony §luzowej, ulatwiajac tym samym penetracje dotkan-
kowa drobnoustroju. Z kolei enzymy hydrolityczne, odpowiedzialne za rozktad
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zwigzkow wielkoczasteczkowych, utatwiaja grzybom proces kolonizacji (Braga-
Silva i Santos, 2011; Zhu i Filler, 2010).

Enzymy z grupy proteaz w sposéb szczegdlnie istotny wptywaja na patogen-
nos¢ grzybow rodzaju Candida. Odpowiedzialne sg one za proces degradacji
komoérek nabtonka oraz wybranych czynnikéw odpowiedzi immunologicznej
(cytokin oraz immunoglobulin). Modyfikuja one réwniez antygeny powierzch-
niowe komérek grzyba, wspomagajac tym samym proces adhezji, kolonizacji
i inwazji dotkankowej drobnoustroju (Abaci, 2011; Schaller i wsp., 2005).
Wsréd proteaz szczeg6lnie istotna rola przypada proteazie aspartylowej (SAP).
Wystepuje ona w postaci 10 izoenzymow kodowanych przez geny SAP 1-10.
Stwierdzono, iz w genomie C. albicans wystepuje najwiecej, 10 genéw SAP,
w genomie C. dubliniensis odkryto 9 genéw, C. tropicalis 4 geny, a w genomie
C. parapsilosis odkryto 2 geny SAP (Braga-Silva i Santos, 2011; Naglik i wsp.,
2003). Wsr6d powyzszych gendéw w procesie patogenezy zakazenia grzybiczego
najlepiej poznano funkcje genéw SAP 1-6. Stwierdzono, iz proteazy SAP 1-3
wystepuja glownie w formie blastosporowej grzybéw i sa one odpowiedzialne
za proces adhezji grzyb6w do komoérek nabtonka. Proteazy SAP 4-6 wystepuja
przede wszystkim w formie mycelialnej grzyba, zas proteazy SAP 5-7 obser-
wuje sie w strukturze biofilmu grzyb6w Candida. Obecnie prowadzone sg ba-
dania nad poszukiwaniem inhibitoréw proteaz aspartylowych Candida, ktore
bedg uniemozliwia¢ proces kolonizacji i inwazji dotkankowej grzybéw (Braga-
Silva i Santos, 2011; Gropp i wsp., 2009; Naglik i wsp., 2003).
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1.3. Rola biofilmu Candida w patogenezie stomatopatii

protetycznej

Badania ostatnich lat dowiodty; iz tworzenie biofilmu przez grzyby z rodzaju
Candida odgrywa kluczowa role w patogenezie stomatopatii protetycznej (Gen-
dreau i Loewy, 2011; Ramage i wsp., 2004). Biofilm Candida jest heterogenna,
zorganizowang przestrzennie struktura, sktadajaca sie z komoérek i materiatu
pozakomoérkowego. Struktura biofilmu posiada rozgaleziony system kanatow,
ktéry umozliwia dostarczenie substancji odzywczych do glebiej potozonych
warstw komorek (Baillie i Douglas, 2000; Davey i wsp., 2000; Ramage i wsp.,
2009). Zr6éznicowanie patomechanizmu adhezji grzybow Candida umozliwia
kolonizowanie wielu ontocenoz gospodarza, komoérek nabtonkowych, komadrek
§rodbtonka oraz powierzchni biomateriatéw, takich jak polimetakrylan mety-
lu, silikon elastomerowy, polichlorek winylu (Mnichowska-Polanowska i wsp.,
2009a). Do rozwoju zakazenia w miejscu zastosowania powyzszych bioma-
teriatéw moze dochodzi¢ na drodze endogennej (droga uktadu krazenia) lub
czesciej egzogennej, gdzie zrodtem drobnoustrojéw jest mikroflora wtasna sko-
ry i bton §luzowych pacjenta. Udowodniono, ze obfity biofilm Candida moze
powstawac¢ na powierzchni polimetakrylanu metylu, tworzywa wykorzystywa-
nego do wytwarzania protez zebowych. Szorstkos¢ powierzchni dosluzowej
plyty protezy sprzyja powstawaniu obfitego biofilmu Candida. Istniejaca pod
plyta protezy duza wilgotnos¢, podwyzszona temperatura oraz brak oczyszcza-
jacego dziatania $liny dodatkowo sprzyjajg namnazaniu drobnoustrojow (Nika-
wa i wsp., 2000; Redding i wsp., 2009; Salerno i wsp., 2010).

Proces powstawania struktury biofilmu C. albicans na powierzchni meta-
krylanu metylu zachodzi w trzech fazach: wczesnej, trwajacej do 11 godzin, po-
$redniej (12-30 godzin) oraz dojrzewania (38-72 godzin). Podczas pierwszych
2 godzin, w tzw. fazie adhezji, ptywajace komorki planktoidalne C. albicans,
ktére wystepujq najczesciej w formie drozdzowej (blastospora), osiadajg na po-
wierzchni tworzywa i przylgczajq sie do tej powierzchni. Pierwsze mikrokolonie
widoczne sg juz po 3-4 godzinach od momentu inokulacji polimetakrylanu
metylu zawiesing C. albicans. W fazie posredniej dominuje rozwdj struktu-

ry pozakomoérkowej (macierzy), ktorej gtdownym sktadnikiem sa polisacharydy
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$ciany komoérkowej, zawierajace mannoze i reszty glikozydowe. W trakcie fazy
dojrzewania struktury biofilmu nastepuje dalszy przyrost substancji pozako-
moérkowej, az do momentu catkowitego otoczenia przez nig powstatych kolonii
Candida (Chandra i wsp., 2001a; Dorocka-Bobkowska i Konopka, 2003; Nett
i wsp., 2010).

Charakterystyczna cecha komoérek grzybow zyjacych w srodowisku biofil-
mu jest ich oporno$¢ na wiekszo$¢é obecnie stosowanych lekéw przeciwgrzy-
biczych, co powoduje komplikacje terapeutyczne (Mishra i wsp., 2007; Mni-
chowska-Polanowska i wsp., 2009b; Niimi i wsp., 2010). Wykazano, ze ko-
morki grzybow rosnace w populacji biofilmu na powierzchni polimetakrylanu
metylu charakteryzujq sie zwiekszona oporno$cig na dziatanie amfoterycyny B,
nystatyny, flukonazolu oraz chlorheksydyny w poré6wnaniu z komérkami tych
samych drobnoustrojéw w formie planktoidalnej (Chandra i wsp., 2001b). Po-
dobne wyniki uzyskali inni autorzy, badajac opornos¢ grzybow biofilmu C. albi-
cans wobec amfoterycyny B, nystatyny, flucytozyny oraz ketokonazolu (Hawser
i wsp., 1996; Seneviratne i wsp., 2008).

Kuhn i wsp. (2002a) wykazali wysoka oporno$¢ C. albicans i C. parapsi-
losis rosngcych w populacji biofilmu na flukonazol, nystatyne, amfoterycyne
B, oraz pochodne azolowe - vorikonazol i ravukonazol. Oba powyzsze gatunki
Candida rosnace w postaci biofilmu byty wrazliwe na lipidowe preparaty amfo-
terycyny B (liposomalna amfoterycyna B i lipidowy kompleks amfoterycyny B)
oraz na echinokandyny, caspofungine i micafungine (Bachman i wsp., 2002).
Echinokandyny stanowia grupe lekéw przeciwgrzybiczych, ktore hamuja syn-
teze 1,3-B-D-glukanu, gléwnego sktadnika §ciany komérkowej grzybow (Kuhn
i wsp., 2002b).

Mimo prowadzenia wielu badan, mechanizmy biologiczne, obnizajace
wrazliwo$¢ grzybow w populacji biofilmu na dostepne leki przeciwgrzybicze,
nie zostaly jak dotad dostatecznie poznane. Komoérki mikroorganizméw zyja-
cych w $rodowisku biofilmu réznia si¢ fenotypowo od komérek wolnozyjacych.
Specyficzne warunki, jakie wystepuja w mikrosrodowisku biofilmu, zwtaszcza
gesto$¢ komorek, istniejaca w tej niszy ekologicznej, oraz ich kontakt z po-
wierzchnig substratu, moga bra¢ udziat w powstawaniu fenotypu charaktery-
stycznego dla biofilmu (Mah i wsp., 2001; Ramage i wsp., 2009).
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1.4. Stomatopatia protetyczna u chorych na cukrzyce typu 2

Cukrzyca nalezy obecnie do najcze$ciej wystepujacych schorzen przewle-
kiych, i ze wzgledu na stale rosnaca liczbe zachorowan zalicza sie jg do cho-
réb cywilizacyjnych. Liczba chorych na cukrzyce stale wzrasta, osiagajac skale
pandemii. Wedtug prognoz 366 mln osoéb, czyli 4,4% populacji na §wiecie be-
dzie chorowa¢ na cukrzyce w 2030 roku (Shaw i wsp., 2010). Cukrzyca typu 2
stanowi ponad 90% wszystkich przypadkéw zaburzen gospodarki weglowoda-
nowej. W populacji polskiej wskaznik chorobowosci ksztattuje sie na poziomie
3-4%, jest nieco wyzszy u kobiet i wykazuje tendencje wzrostowa. W populacji
powyzej 65. roku zycia czesto$¢ wystepowania cukrzycy siega nawet 25% (Mo-
ore i wsp., 2005; Shaw i wsp., 2010).

Cukrzyca w wieku podesztym stanowi powazny problem kliniczny, sta-
rzenie sie organizmu wigze si¢ z zaburzeniami metabolizmu weglowodandow.
W patogenezie cukrzycy typu 2 bierze udziat zaré6wno upos$ledzenie wrazli-
wosci tkanek obwodowych na dziatanie insuliny, jak réwniez zaburzenia jej
wydzielania przez komoérki B trzustki (Gérska-Ciebiada, 2009; Wierusz-Wy-
socka, 2001).

Stwierdzono, iz u ponad 50% chorych na cukrzyce typu 2 w momencie
rozpoznania schorzenia stwierdza sie obecno$¢ powiktan narzgdowych (Na-
skret i Zozulinska, 2002). Dochodzi do zmian w strukturze i czynnosci naczyn
wlosowatych (mikroangiopatia cukrzycowa) oraz tetniczek i tetnic (makroan-
giopatia), obwodowego uktadu nerwowego (polineuropatia) oraz niekt6rych na-
rzadow, jak nerki, watroba, uktad kostny. U podstaw ztozonego procesu patoge-
nezy mikro- i makroangiopatii cukrzycowej leza czynniki genetyczne, hipergli-
kemia i insulinoopornos¢ tkanek, zaburzenia uktadu krzepniecia i fibrynolizy,
dyslipidemia oraz zaburzenia funkcji sr6dbtonka (Naskret i Zozulinska, 2002).
Wykazano zalezno§¢ pomigdzy parametrami wyréwnania metabolicznego
cukrzycy a rozwojem przewleklych powiktan (Pitacinski i wsp., 2005). Miarg
wyréwnania cukrzycy w aspekcie dlugoterminowym jest oznaczanie odsetka
hemoglobiny glikowanej (HbAlc, glycated hemoglobin). Udoskonalenie i stan-
daryzacja metod oznaczania wartosci HbAlc pozwolity uzyska¢ duza doktad-

no$¢ analizy (Nakagami w wsp., 2010).
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Spostrzezenia kliniczne wykazuja, ze u chorych na cukrzyce, zakazenia
grzybicze oraz bakteryjne sa czestsze i charakteryzuja sie na og6t ciezszym kli-
nicznym przebiegiem (Bader i wsp., 2004; Dorocka-Bobkowska i wsp., 2010).
Uwaza sie, ze jedna z przyczyn sa obserwowane w cukrzycy zaburzenia me-
taboliczne, ktére prowadza do uposledzenia swoistych mechanizméw obrony,
zaréwno komorkowej jak i humoralnej. Przeprowadzona przez Wierusz-Wy-
socka (1983) ocena uktadu granulocytéw obojetnochtonnych u chorych na
cukrzyce ujawnita istnienie szeregu zaburzen czynnosci tych komorek (uposle-
dzenie chemotaksji, agregacji i adhezji oraz $rédkomaorkowego zabijania drob-
noustrojéw). Zdaniem autorki zaburzenia te zdaja sie by¢ odpowiedzialne za
uposledzenie odpornosci nieswoistej u tych chorych.

Objawy cukrzycy w jamie ustnej opisane zostaly po raz pierwszy przez Sei-
ferta w 1862 roku (wg Fraczak i wsp., 2002). Najcze$ciej zgtaszane skargi przez
chorych na cukrzyce to sucho$¢ jamy ustnej, pieczenie jezyka i btony §luzowe;j
jamy ustnej oraz zapalenie katow ust. Wykazano roéwniez Scista zaleznos¢ mie-
dzy stopniem destrukcji przyzebia a zapadalno$cia na cukrzyce (Banach, 2009;
Fraczak i wsp., 2002; Madejczyk i Bachanek, 2001; Ship, 2003). U chorych le-
czonych protetycznie cukrzyca nalezy do najczestszych schorzen ogélnoustro-
jowych uposledzajacych odpornos$é btony §luzowej jamy ustnej na dziatanie
czynnika urazowego oraz sprzyjajacych rozwojowi infekcji. Stomatopatie pro-
tetyczne powiktane zakazeniem grzybiczym naleza do przewleklych powiktan
cukrzycy typu 2, stwierdzanych u okoto 58% pacjentow, uzytkownikéow pro-
tez catkowitych. Ze wzgledu na zaburzong zdolno$¢ odnowy tkanek, gojenie
owrzodzen odlezynowych spowodowanych uzytkowaniem protez u chorych na
cukrzyce jest utrudnione (Dorocka-Bobkowska i wsp., 1996; Guggenheimer
i Moore, 2000a). Zmniejszone wydzielanie $liny daje w konsekwencji uposle-
dzenie jej oczyszczajacego dziatania w stosunku do btony §luzowej oraz obniza
dziatanie zawartych w niej substancji przeciwdrobnoustrojowych, zwiekszajac
tym samym mozliwos$¢ infekcji (Guggenheimer i Moore, 2003; Madejczyk i Ba-
chanek, 2001).

W ostatnich latach coraz wieksze znaczenie w rozwoju przewleklych po-
wiktan cukrzycy przypisuje si¢ procesowi zapalnemu, w trakcie ktérego do-
chodzi do uruchomienia zespotu mechanizméw obronnych, okres§lanych jako

odpowiedz ostrej fazy. Rola bialek ostrej fazy polega na ograniczaniu proce-
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sow destrukeyjnych oraz stymulowaniu proceséw odtwodrczych i naprawczych
w celu przywrécenia homeostazy ustroju (Fukuhara i wsp., 2007: Pradhan
iwsp., 2001). Szczegblnag pozycje wsrod biatek ostrej fazy zajmuje biatko C-re-
aktywne (CRP, C-reactive protein), ktore jest czutym markerem stanu zapalne-
go, odzwierciedlajacym jego nasilenie (Lund i wsp., 2009; Skowronski i wsp.,
2005). Syntetyzowane jest gtéwnie w watrobie w odpowiedzi na dziatanie cy-
tokin prozapalnych, interleukiny-1f3 (IL-1p, interleukin-1f), czynnika martwi-
cy guza TNFa (tumour necrosis factor) i interleukiny-6 (IL-6, interleukin-6)
(Skowronski i wsp., 2005). Stezenie CRP w przebiegu zapalenia lub procesu
martwiczego szybko wzrasta, co pozwala na wykorzystanie go jako markera
proceséw zapalnych.

Podwyzszenie poziomu CRP wykazano w zaawansowanych postaciach
zapalenia przyzebia, co potwierdzono prowadzac badania doswiadczalne na
zwierzetach. Podanie dozylne bakterii Porphyromonas gingivalis znaczaco na-
silalo zmiany zapalne w naczyniach, jak réwniez powodowato podwyzszenie
poziomu CRP oraz IL-6 w surowicy krwi (Gérska 2009; Noack i wsp., 2001;
Salzberg i wsp., 2006). Stwierdzono wzrost stezenia CRP w surowicy krwi
u chorych na cukrzyce typu 2, najwyzsze warto$ci wykazujac u chorych z obec-
noécig przewlektych powiktan (Franek i wsp., 2010; Lund i wsp., 2009; Pisar-
czyk-Wiza i wsp., 2002; Skowroniski i wsp., 2005).

W podsumowaniu cze$ci wstepnej warto podkresli¢, iz powszechnos$é
schorzenia jakim sg stomatopatie protetyczne oraz liczne watpliwosci proble-
mu etiopatogenezy tego schorzenia, sktaniaja do prowadzenia interdyscypli-
narnych badan naukowych, ktére przyczynia sie do znalezienia efektywnych
metod leczenia oraz prowadzenie skutecznej profilaktyki stomatopatii prote-

tycznej z towarzyszacym zakazeniem grzybiczym.
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2. Zalozenia i cele pracy

Wedtug najnowszych badan populacja os6b w wieku podesztym w Polsce
ciggle wzrasta, obecnie szacuje sie, iz osoby 65-letnie i starsze stanowig okoto
13,5% spoteczenstwa. Prognozy wskazuja, iz w wyniku procesu starzenia, kraj
nasz bedzie charakteryzowat si¢ wysokim wskaznikiem wieku ludnosci. Sza-
cuje sie, ze w 2035 roku odsetek ludzi powyzej 65. roku zycia bedzie wynosit
ponad 23%. Wiaze si¢ to ze wzrostem liczby oséb bezzgbnych, a tym samym
wzrasta liczba uzytkownikéw ruchomych uzupetnien protetycznych, zwlaszcza
protez catkowitych.

Cukrzyca typu 2 jest najczestszym typem cukrzycy, stanowi 90% wszyst-
kich przypadkéw zaburzen gospodarki weglowodanowej. Szacuje sie, ze w Pol-
sce na cukrzyce typu 2 choruje okoto 2 milionéw oséb. Swiatowa Organizacja
Zdrowia przewiduje, ze do roku 2025 liczba chorych na cukrzyce wzrosnie do
5,4%, a w populacji 0s6b miedzy 65. a 74. rokiem zycia nawet do 25%. Wobec
faktu starzenia sie populacji w Polsce obserwuje sie rosnaca grupe chorych na
cukrzyce typu 2, ktorej czgsto towarzysza liczne powiktania. Stomatopatie pro-
tetyczne z towarzyszacq infekcja grzybicza naleza do przewlektych powikian
cukrzycy typu 2, stwierdzanych u okoto 58% pacjentow, uzytkownikéow protez
catkowitych.

Mimo wprowadzanych nowych lekéw i modeli teraputycznych, wzrasta od-
setek chorych z niewyréwnang cukrzyca. Liczne badania wskazuja na istotng
zalezno$¢ pomiedzy parametrami wyréwnania metabolicznego cukrzycy a roz-
wojem przewlektych powiktan o charakterze mikroangiopatii i makroangiopa-
tii. Pomiar odsetka HbAlc jest parametrem dlugoterminowego wyréwnania
glikemii u chorych na cukrzyce. W dostgpnym pi$miennictwie nie znaleziono
doniesien wskazujacych w jakim stopniu parametry wyr6wnania metaboliczne-
go cukrzycy hamuja progresje czy tez zapobiegaja powstawaniu odlegltych powi-
ktan zwiazanych z leczeniem protetycznym u chorych na cukrzyce typu 2.

Powstawanie struktury biofilmu Candida na powierzchni tworzywa akry-
lowego plyty protezy odgrywa kluczowe znaczenie w patogenezie stomatopatii
protetycznej u pacjentéw uzytkujacych protezy ruchome. Z punktu widzenia

zjawiska narastajacej lekoopornosci gatunkow grzybow z rodzaju Candida na
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leki przeciwgrzybicze stosowane w terapii stomatopatii powikltanej zakazeniem
grzybiczym, istotna jest ocena wrazliwosci komorek biofilmu na dziatanie le-
kéw przeciwgrzybiczych. Synteza pochodnych azolowych, posiadajacych wy-
soki wskaznik terapeutyczny otworzyta nowy etap w leczeniu grzybic. Wér6d
pochodnych imidazolowych, mikonazol znalazt szerokie zastosowanie w lecze-
niu infekcji miejscowych. Charakteryzuje sie on wysoka aktywnos$cig przeciw-
grzybicza. Lek ten jest stosowany w leczeniu grzybic powierzchownych skory
i bton §luzowych oraz stomatopatii protetycznej z towarzyszacym zakazeniem
grzybiczym, gdzie moze by¢ stosowany w postaci zelu, lakieru, aplikowanego
na powierzchnie do§luzowa plyty protezy, oraz dodawany do materiatéw stuza-
cych do podscielania protez.

Biorac pod uwage powyzsze przestanki przeprowadzono badania, ktérych

celem byto:

1. Okreslenie wystepowania i nasilenia objawéw klinicznych stomatopatii
protetycznej powiktanej zakazeniem grzybiczym u chorych na cukrzyce
typu 2.

2. Ocena wplywu czynnikéw zwiazanych z uzytkowaniem ruchomych
uzupetnien protetycznych na powstawanie objaw6w stomatopatii pro-
tetyczne;j.

3. Analiza zalezno$ci pomigdzy parametrami wyréwnania glikemii a wy-
ktadnikami zakazenia grzybiczego u chorych na cukrzyce typu 2 z ob-
jawami stomatopatii protetycznej.

4. Ocena wplywu dziatania azotanu mikonazolu na aktywnos$¢ metabo-
liczng komorek grzybéw rodzaju Candida tworzacych strukture biofil-

mu na powierzchni polimetkrylanu metylu w warunkach in vitro.
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3. Material i metody

3.1. Material

Badania przeprowadzono w grupie 110 chorych ze stomatopatia prote-
tyczng i cukrzyca typu 2 (grupa I) oraz 50 chorych z objawami stomatopatii
protetycznej bez zaburzen gospodarki weglowodanowej (grupa II). W kazdym
przypadku uczestnikéw poinformowano o celu badania i uzyskano ich zgode
na udziat w badaniach. Projekt badawczy uzyskat akceptacje Komisji Bioetycz-

nej Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

3.1.1. Grupa badana

Badaniami objeto 110 chorych na cukrzyce typu 2 skojarzong z otyloscia,
z objawami stomatopatii protetycznej powiktanej infekcja grzybicza, (63 kobiety
147 mezczyzn), w wieku od 40 do 85 lat (§rednia wieku + SD: 63,2 =10,5), le-
czonych w Klinice Choréb Wewnetrznych i Diabetologii Uniwersytetu Medycz-
nego w Poznaniu (grupa I). Nie stwierdzono istotnej réznicy wieku pomiedzy
kobietami i mezczyznami w badanej grupie ($rednia wieku + SD: 65,1 +11,0
lat vs 60,7 +9,3 lat; NS). Do badan zakwalifikowano pacjentéw bezzebnych,
uzytkownikéw protez catkowitych szczeki i zuchwy, u ktérych czas jawnej kli-
nicznie cukrzycy wynosit ponad 5 lat. Do badan nie kwalifikowano chorych
z niedokrwisto$cia, niewydolnoscia nerek, zaburzeniami czynnoséci watroby,
zaburzeniami czynno$ci gruczotu tarczowego oraz tych, ktérzy w ciggu szesciu
miesigcy przed wykonywanym badaniem stosowali leki z grupy antybiotykéw,
sterydéw lub lekéw immunosupresyjnych. Wykluczono tez chorych po przeby-
tych incydentach sercowo-naczyniowych (zawat serca, niestabilna choroba nie-
dokrwienna serca, udar mézgu). Informacje dotyczace przebiegu choroby, stanu
zdrowia oraz wynikow badan dodatkowych zaczerpnieto z historii choroby.

Pacjenciuzytkowali akrylowe protezy catkowite szczekiizuchwy przez okres
nie krotszy niz jeden rok. Sredni czas uzytkowania protez wynosit 5,3+2,4 lat.
Nikt z badanych nie uzywat §rodkéw adhezyjnych poprawiajacych utrzymanie
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protez. Wstepne rozpoznanie stomatopatii protetycznej powiktanej zakazeniem
grzybiczym postawiono na podstawie badania klinicznego, w oparciu o badanie
podmiotowe i przedmiotowe, powierdzone badaniem mikrobiologicznym.

Badania przeprowadzono u chorych na cukrzyce typu 2, stad uzyte w dal-
szym tekscie okreslenia ,,cukrzyca”, ktore dotycza grupy badanej, odnosza sie
do cukrzycy typu 2.

3.1.2. Grupa kontrolna

Grupe kontrolng (II) stanowito 50 pacjentow (29 kobiet, 21 mezczyzn),
w wieku od 47 do 87 lat (Srednia wieku = SD: 66,9 + 8,8), leczonych w Kli-
nice Protetyki Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Nie stwierdzono istotnej
réznicy wieku pomigdzy kobietami i mezczyznami w badanej grupie ($rednia
wieku = SD: 65,9 +9,4 lat vs 68,4 =7,9 lat; NS). Przyczyny zgloszenia cho-
rych do Kliniki Protetyki przedstawia tabela 1.

Do grupy kontrolnej kwalifikowano pacjentéw bezzebnych, z poczuciem
zdrowia, ze stwierdzong stomatopatig protetyczng. Wszyscy badani uzytkowali
protezy catkowite szczgki i zuchwy, przez okres nie krétszy niz jeden rok, sred-
ni czas uzytkowania protez wynosit 6,2 = 2,1 lat. Nikt z badanych nie uzywat
$rodkéw adhezyjnych poprawiajacych utrzymanie protez.

Srednie wieku grupy badanej i kontrolnej oraz struktury grup wedtug pici
nie r6znily si¢ istotnie statystycznie (Tabela 2).

Podziat badanych chorych grupy 11 II ze wzgledu na wiek przedstawia ta-
bela 3. Najliczniejsza grupe stanowily osoby starsze, powyzej 60. roku Zycia.

Tabela 1. Przyczyny zgloszenia chorych z objawami stomatopatii protetycznej do Kli-
niki Protetyki

Przyczyny zgtoszenia chorych do Kliniki Protetyki Liczba chorych (%)
Dolegliwosci zwigzane z uzytkowaniem protez 5 (10%)
Naprawa protezy 9 (18%)
Wymiana uzytkowanych protez 33 (66%)
Inne 3 (6%)
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Szczegbdtowa charakterystyke kliniczng grupy badanej i grupy kontrolnej

przedstawiono w tabeli 4.

Tabela 2. Por6wnanie wybranych parametréw dotyczacych wieku i pici u chorych grupy Ii1l

Grupa I Grupa II p
Liczebno$¢
110 50 -
Wiek (lata; $rednia + SD) 63,2+10,5 66,9 + 8,8 NS
Rozktad plci (stosunek kobiety/mez- 63/47 29/21 NS
czyzni)
Wiek kobiet (lata; $rednia + SD) 65,1+11,0 65,9+9,4 NS
Wiek mezczyzn (lata; $rednia + SD) 60,7 +9,3 68,4+7,9 NS

Tabela 3. Zestawienie liczby pacjentow w grupach wedtug wieku

Grupa
Przedzial wieku

I II
40-49 lat 10 1
50-59 lat 34 10
60-69 lat 31 19
70-79 lat 33 16
80-89 lat 2 4

Tabela 4. Charakterystyka kliniczna i biochemiczna chorych grupy 1 i II, dane przed-
stawiono jako warto$ci $rednie + SD

u Grupa I Grupa II
110 50
Czas trwania cukrzycy (lata) 10,6 £5,1 -
Glikemia na czczo (mmol/l) 9,8+2,6 4,4+0,9
HbAlc (%) 8,6+1,9 3,8+0,8
Cholesterol catkowity (mmol/l) 59+1,8 4,2+0,8
Cholesterol frakcji HDL (mmol/1) 1,9+0,4 1,2+0,4
Cholesterol frakeji LDL (mmol/l) 3,3+1,4 2,6 +0,5
Trojglicerydy (mmol/1) 2,1£0,8 1,6+0,4
Wskaznik masy ciata (kg/m?) 33,3+5,5 23+0,9
RRsk (mmHg) 139,1 £21,2 121 +£19,2
RRrozk (mmHg) 81,4+17,2 69,9 15,0
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3.2. Metody

3.2.1. Badanie kliniczne

Przeprowadzono badanie kliniczne jamy ustnej. W badaniu podmioto-
wym uwzgledniono objawy zgtaszane przez pacjenta odno$nie nastepujacych
dolegliwosci ze strony btony §luzowej: pieczenie, sucho$¢, bél oraz zaburzenia
smaku. Uwzgledniano rowniez czas oraz sposéb uzytkowania protez (uzytko-
wanie catodobowe — bez przerwy nocnej/z przerwg nocna).

W badaniu przedmiotowym oceniano nasilenie zmian chorobowych blo-
ny $luzowej jamy ustnej wedtug kryteriow przyjetych w klasyfikacji Newtona
(1962), ktéra wyrdznia trzy typy zapalenia, uwzgledniajac charakter zmian
chorobowych oraz ich rozlegto$¢ (Tabela 5).

Tabela 5. Klasyfikacja zmian zapalnych btony sluzowej podtoza protetycznego szczeki
wedtug Newtona

Typ
stomato- Charakterystyka
patii

Drobne punkty zaczerwienienia zlokalizowane gltéwnie wokaot ujsé

I podniebiennych gruczotow §luzowych lub mate plamiste rumieniowe

pola na blonie §luzowej podtoza protetycznego - zapalenie o charak-
terze ograniczonym

1 Rozlany rumien zapalny, obejmujacy swym zasiegiem btone §luzowa
calego podloza protetycznego — zapalenie o charakterze uogétnionym

I Zmiany ziarninujace zlokalizowane najczes$ciej w srodkowej czesci
podniebienia - zapalenie o charakterze przerostowym

Oceniano stan higieny uzytkowanych uzupelnien protetycznych, stosu-
jac zmodyfikowany indeks ptytki protez wedtug Ambjornsena (Ambjornsen
i wsp., 1982). Zestawiano $rednie wskazniki higieny obliczane dla pieciu pél
powierzchni dosluzowej protezy catkowitej gornej. Warto$¢ wskaznika 0-0,5
uznano za higiene dobra, 0,6-1,0 za higiene zadowalajaca, a wartos¢ 1,1-2,0
za higiene zla.
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Oceniano roéwniez uzytkowane aktualnie przez pacjenta protezy, z uwzgled-
nieniem: szorstkosci powierzchni dosluzowej ptyty protezy goérnej, stabilizacji

protez na podtozu, okluzji i artykulacji oraz wysoko$ci zwarcia.

3.2.2. Badania mikologiczne
3.2.2.1. Identyfikacja izolowanych grzybéw z rodzaju Candida

Materialem do badania mikologicznego byt wymaz z btony §luzowej pod-
niebienia pobierany przed spozyciem pierwszego dziennego positku. Przestrze-
gano ogoblnie przyjetych w badaniu mikrobiologicznym wymogéw w odniesieniu
do sposobu pobierania materiatu i jego transportu do pracowni mikrobiologicz-
nej oraz zachowania §rodkéw ostroznosci wymaganych w czasie pracy z mate-
riatem potencjalnie zakaznym (Ciurus, 1999). Materiat do badan pobierano ja-
towa wymazowka, dokonujgc stykowego obrotu na ustalonej powierzchni bto-
ny §luzowej, znajdujgcej sie w obszarze miedzy faldami podniebiennymi btony
§luzowej. Probki umieszczano w podlozu transportowym Portagerm Amies
Agar (bioMerieux SA, Marcy-1'Etoile, France) i przekazywano do Pracowni
Baketriologii Ginekologiczno-Potozniczego Szpitala Klinicznego Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu. Wymaz posiewano na ptynne podtoze Sabourauda
i state podioze Sabourauda z dodatkiem gentamycyny i chloramfenikolu (bio-
Merieux SA). Identyfikacje wyizolowanych szczepéw grzybow przeprowadzono
przy uzyciu testu ID 32C (bioMerieux SA). Test ten jest wystandaryzowanym
biochemicznym szeregiem identyfikacyjnym dla grzybéw drozdzopodobnych.

Przygotowywano zawiesine wyhodowanego szczepu grzybow poprzez za-
wieszenie ich w 2 ml 0,85% NaCl. Gestos$¢ uzyskanej zawiesiny wynosila 2
jednostki wedtug skali McFarlanda. Nastepnie 250 pl zawiesiny przenoszono
do amputki przygotowanego fabrycznie C Medium i doktadnie mieszano. Uzy-
skang mieszanine przenoszono do wglebien paskow testowych ID 32C tak, aby
mieszanina stanowila réwny poziom z krawedzia paska. Wglebienia paskow
testowych zawieraly zestaw 32 podiozy, z dodatkiem réznych weglowodanéw
lub zwigzkow azotowych, pozwalajacych na ocene przyswajania wegla lub azo-

tu z tych zwiazkéw przez rézne szczepy grzybow. Paski zamykano i inkubo-
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wano przez 24-48 godzin w cieplarce w temperaturze 30°C. Po inkubacji od-
czytywano wyniki reakcji z poszczeg6lnymi substratami i poddawano analizie
komputerowej przy uzyciu systemu ATB Reader.

Formy morfologiczne badanych izolatéw oceniano réwniez w preparacie

mikroskopowym barwionym metoda Grama.

3.2.2.2. Test filamentacji

Testem filamentacji oceniano zdolno$¢ wytwarzania przez grzyby strzepek
- tzw. germ tubes, charakterystycznych dla grzybéow gatunku C. albicans (Dar-
wazeh i wsp., 2001). 2 krople uzyskanej uprzednio zawiesiny grzybow inku-
bowano w 0,5 ml jatlowej surowicy ludzkiej w temp. 37°C przez 3 godziny. Po
inkubacji z dna probéwki pobierano krople osadu i ogladano ja w preparacie
wilgotnym pod mikroskopem. Dodatni wynik badania ustalano w przypadku
stwierdzenia krétkich, charakterystycznych wypustek, tzw. ,,short germ tubes”.

3.2.2.3. Ocena intensywnosci wzrostu grzybéw

Po stwierdzeniu obecnosci grzybéw okreslono odsetek wynikéw dodatnich
oraz intensywno$¢ wzrostu (IW) grzybéw w hodowli, stosujac nastepujaca ska-
le: 1-10 kolonii grzybow, wzrost staby — S; 10-50 kolonii, wzrost umiarkowany
- U; 50-100 kolonii, wzrost obfity — O; > 100 kolonii, wzrost zlewny — Z. Ocenio-
no takze forme morfologiczng grzybéw, przy ocenie wzieto pod uwage komorki
paczkujace i wegetatywne — forma morfologiczna Y (yeasts) oraz strzepki i pseu-
dostrzepki - forma morfologiczna M (mycelium) (Dynowska i wsp., 2004).

3.2.2.4. Ocena wrazliwosci grzybow na leki przeciwgrzybicze in vitro

Wrazliwoé¢ grzybéw na antymikotyki oznaczono za pomoca testu ATB
Fungus (bioMerieux SA). Procedura wykonywania oznaczen byla zgodna
z zaleceniami producenta. W badaniach uwzgledniano nastepujace leki prze-

ciwgrzybicze: amfoterycyna B: 1-8 mg/l, nystatyna: 4-8 mg/l, flucytozyna:
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0,25-128 mg/1, mikonazol: 1-8 mg/1, ekonazol: 1-8 mg/liketokonazol: 1-8 mg/1.
Zawiesine komorek grzyboéw o zmetnieniu 2 w skali McFarlanda przygoto-
wywano z hodowli na podtozu Sabourauda. 100 pl przygotowanej zawiesiny
umieszczano w ampulce zawierajacej podtoze ATB-F. Nanoszono po 135 pl
zawiesiny komorek grzybow z amputki ATB-F do zaglebien paskow testowych,
gdzie znajdowaly sie poszczegélne leki przeciwgrzybicze. Przeprowadzano in-
kubacje (24-48 godz.) w temp. 30°C. Wyniki testu odczytywano automatycz-
nie za pomoca czytnika ATB firmy bioMerieux i kwalifikowano badane grzyby

jako wrazliwe, §redniowrazliwe lub oporne.

3.2.3. Ocena parametrow wyrownania glikemii oraz

stezenia biatka C-reaktywnego

U chorych na cukrzyce typu 2 oznaczano stezenie glukozy w osoczu krwi
zylnej na czczo metoda standardowg oraz odsetek HbAlc, stosujac metode wy-
sokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC, high-performance liquid chro-
matography) (Bio-Rad Laboratories, Hercules CA, USA). HbA1c odzwierciedla
$rednie stezenie glukozy we krwi w okresie 2-3 miesiecy poprzedzajacych ozna-
czenie 1 jest powszechnie stosowanym wskaznikiem dtugoterminowej kontroli
glikemii u chorych na cukrzyce. Przyjmujac zalecenia Polskiego Towarzystwa
Diabetologicznego (2011), odsetek HbAlc < 7% uznano jako kryterium dobre-
go wyréwnania glikemii u badanych chorych na cukrzyce typu 2.

Oznaczono poziom biatka C-reaktywnego w surowicy krwi za pomocg wy-
soce czulej metody immunoturbidymetrycznej firmy Olympus, z uzyciem prze-
ciwcial optaszczonych na lateksie skierowanych przeciwko ludzkiemu CRP.

Czulos¢ testu wynosita 0,05 mg/1.

3.2.4. Badania doswiadczalne nad biofilmem Candida

Z punktu widzenia zjawiska narastajacej lekoopornosci drobnoustrojow
na leki stosowane w terapii stomatopatii powiklanej zakazeniem grzybiczym,

istotna jest ocena wrazliwo$ci komarek biofilmu wobec stosowanych antymiko-
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tykow. Zastosowano model badawczy do pracy nad biofilmem Candida w wa-
runkach in vitro, wykorzystujac fakt, iz kontakt komérek grzyba z powierzchnia
biomaterialu indukuje morfogeneze i dalsze powstawanie dojrzatego biofilmu.
Badania do$wiadczalne nad biofilmem Candida wykonano w Department of
Biomedical Sciences, School of Dentistry, University of the Pacific, San Fran-
cisco, USA. W analizie wykorzystano metode kolorymetryczng, okreslajacq
aktywno$¢ mitochondrialnej dehydrogenazy, enzymu bedacego wskaznikiem
aktywnos$ci metabolicznej komorek grzybow. W metodzie tej aktywno$¢ meta-
boliczna oceniana jest na podstawie redukeji zwigzku tetrazolowego XTT [2,3-
bis(2-metoksy-4-nitro-5-sulfofenylo)-2H-tetrazolium-5-carboksyanilidu] ~ do
rozpuszczalnego w wodzie brazowego formazanu. Ilo§¢ wytworzonego produktu
mierzy sie spektrofotometrycznie. Zmiana barwy podczas reakcji jest wskazni-
kiem aktywno$ci metabolicznej komoérek grzybéw i odpowiada liczbie zywych
komérek w strukturze biofilmu (Chandra i wsp., 2001b).

W badaniach wykorzystano szczepy grzybow kolekcji American Type Cul-
ture Collection, Rockville, MD, USA (ATCC): C. albicans MYA-2732 oraz C.
glabrata MYA-275. Zbadano réwniez nastepujace szczepy grzybow izolowa-
ne z ontocenozy jamy ustnej od chorych ze stomatopatia protetyczna: C. al-
bicans 6122/06, C. glabrata 7531/06, C. tropicalis 8122/06 oraz C. parapsi-
losis 11375/07. Materiatlem wyj$ciowym byla 24 godzinna hodowla grzybow
w temp. 37°C na podtozu Yeast Nitrogen Base (YNB) (Difco, Detroit, MI, USA)
suplementowanym 100 mM glukoza. Komorki grzyboéw zawieszano w 5 ml
PBS (phopshate-buffered saline, pH 7,2), dwukrotnie ptukano i wirowano przez
5 minut. Komérki grzybéw liczono w hemocytometrze Biirkera i zawieszano
w stezeniu 1x107 komérek /1 ml podtoza YNB suplementowanego 100 mM
glukoza. Zawiesine grzybow w iloéci 1 ml nanoszono na powierzchnie dyskow
wykonanych z polimetakrylanu metylu (PMMA, polymethylmethacrylate) (dysk
o paramterach: 5 mm $rednicy x 1,5 mm grubosci) otrzymanych z Hing Lung
Engineering Inc. (Hong Kong, China), umieszczonych w jatowych 48-dotkowych
polistyrenowych plytkach titracyjnych (jeden dysk znajdowat si¢ w jednym dot-
ku) (ryciny 1 i 2). Plytki titracyjne inkubowano przez 90 min. w 37°C (faza ad-
hezji). Po zakonczeniu inkubacji, zawiesing inkubacyjna dwukrotnie ptukano 1
ml PBS w celu usuniecia grzybow, ktore nie ulegly adhezji. Dyski umieszczano

w dotkach 96-dotkowych jatowych polistyrenowych plytek titracyjnych w 250
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pl podioza YNB suplementowanego 100 mM glukoza. Ptytki inkubowano przez
48 godzin w 37°C na wytrzasarce plytek titracyjnych (faza tworzenia biofilmu).

Oceniono wplyw dziatania azotanu mikonazolu (Sigma-Aldrich, Switzer-
land) na aktywno$¢ metaboliczng badanych szczepéw grzybéw w struktu-
rze biofilmu. Jako rozpuszczalnika leku uzyto jalowego dimetylosulfotlenku
(DMSO). Dojrzaty 48 godzinny biofilm Candida inkubowano z réznymi steze-
niami leku w zakresie od 0,5 pg/ml - 96 pg/ml przez 48 godz. w temp. 37°C
(Chandra i wsp., 2001b). Dokonywano odczytu aktywnosci metabolicznej ko-
morek grzyboéw w strukturze biofilmu za pomoca metody kolorymetrycznej XTT
(Chandra i wsp., 2001b, Kuhn i wsp., 2002a). Zmiane barwy podczas reakgji,
bedaca wskaznikiem aktywnosci metabolicznej komoérek grzyboéw i odpowia-
dajaca wprost proporcjonalnie liczbie zywych komoérek w strukturze biofilmu
mierzono czytnikiem plytek mikrotitracyjnych (Molecular Devices, Sunnyvale,
CA, USA), przy dtugosci fali 490 nm (rycina 3). Okreslano redukcje aktywnos$ci
metabolicznej komorek grzybéw w strukturze biofilmu i poréwnywano z analo-
giczng warto$cig oznaczang dla préby kontrolnej bez obecnosci leku. Oceniano
warto$¢ stezenia leku, ktora powodowata w 50% redukcje aktywnosci meta-
bolicznej komorek biofilmu (50% RMA, 50% reduction in metabolic activity).
Oznaczenia wykonywano dwukrotnie w trzech powtérzeniach.

Badania aktywno$ci fungistatycznej mikonazolu przeprowadzono metoda
oznaczania warto$ci najmniejszego stezenia hamujgcego wzrost drobnoustro-
jow (MIC, minimal inhibtory concentration) dla komdrek planktoidalnych bada-
nych szczepow grzyboéw. Oznaczenia wykonano metodg seryjnych rozcienczen
wedtug CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), dokument M27-
A3, w plynnym podtozu Sabourauda (bioMerieux SA), z uzyciem jatlowych po-
listyrenowych 96-dotkowych plytek titracyjnych. Przygotowywano zawiesing
szczepow grzybow w stezeniu 0,5-2,5x10° komorek grzybéw/ml w jatowym
fizjologicznym roztworze chlorku sodu. Macierzysty roztwoér leku przygotowa-
no w jatowym DMSO. Wykonano szereg seryjnych rozcienczen macierzystego
roztworu leku przeciwgrzybiczego w plynnym podtozu Sabourauda w zakresie
stezen 0,016 pg/ml - 32 pg/ml. Do kazdego dotka dodawano po 100 ul bada-
nego stezenia preparatu oraz po 100 pl zawiesiny grzybow. Plytki inkubowano

w temp. 35°C przez 24-72 godzin. Za warto$ci MIC uznano najnizsze stezenie,
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przy ktérym nie obserwowano wzrostu grzybéw. Kazdorazowo przeprowadzano
kontrole wzrostu szczepéw w podtozu Sabourauda bez dodatku leku. Dla kaz-

dego szczepu warto$¢ MIC oznaczono w trzykrotnych powtérzeniach.

Rycina 1. Dyski akrylowe wykonane z polimetakrylanu metylu, o parame-
trach 5 mm x 0,5 mm (Hing Lung Engineering Inc., Hong Kong, China)
wykorzystywane do wytwarzania struktury biofilmu.
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Rycina 2. Plytka titracyjna 48 dotkowa z umieszczonymi dyskami akrylowymi.
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Rycina 3. Czytnik ptytek mikrotitracyjnych (Molecular Devices, Sunnyvale,
CA, USA) wykorzystywany do odczytu aktywnosci metabolicznej komoérek
grzybow.



3.2.5. Analiza statystyczna

Normalno$¢ rozktadu danych oceniano testem Shapiro-Wilka. W przy-
padku rozktadu normalnego dla oceny réznic w zakresie badanych parame-
trow pomiedzy chorymi na cukrzyce typu 2 a chorymi grupy kontrolnej zasto-
sowano test t-Studenta. Przy braku normalnosci rozktadu danych uzywano
nieparametrycznego testu Manna-Whitney’a.

Do oceny wspoétzaleznoséci dwdch cech ilosciowych uzyto wspétczynnika
korelacji rang Spearmana (rg), a zaleznosci pomigdzy tymi cechami a cechami
jakosciowymi weryfikowano nieparametrycznym testem Manna-Whitney’a lub
Kruskala-Wallisa.

Do weryfikacji r6znicy czesto$ci pomiedzy dwiema grupami uzyty zostat
test dla r6znicy miedzy dwoma wskaznikami struktury.

Wryniki przedstawiono jako wartosci §rednie = odchylenia standardowe
(SD). Wyniki uznawano za istotne statystycznie w przypadku, gdy poziom
istotnosci p < 0,05. Obliczenia statystyczne wykonano za pomocg programu
Statistica PL 8.0 firmy Statsoft.
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4. Wyniki

4.1. Wyniki badan klinicznych

Przedstawione wyniki badan klinicznych zawieraja dane odnoszace sie do

stanu btony $luzowej jamy ustnej oraz uzytkowanych uzupeien protetycznych.

4.1.1. Objawy podmiotowe i stan kliniczny btony sluzowej

jamy ustnej

W grupie I (osoby z cukrzyca typu 2) najczesciej obserwowano typ II sto-
matopatii protetycznej (rozlany stan zapalny), (n = 63, 57,3%), u chorych gru-
py I (osoby bez cukrzycy) typ I (ograniczony stan zapalny) stanowil najczestszy
typ schorzenia (n = 27, 54%). Czesto$¢ wystepowania poszczegélnych typow
stomatopatii w obu badanych grupach przedstawiono na rycinie 4 i 5. Zna-
czaco wiecej przypadkéw stomatopatii typu II stwierdzono wsrdéd chorych na
cukrzyce w poréwnaniu z grupg chorych bez zaburzen gospodarki weglowoda-
nowej (57,3% vs 30%; p < 0,002). Stomatopatie typu I wystepowaly znaczaco
czedciej u chorych grupy kontrolnej (54% vs 30%; p < 0,004), nie obserwowa-

13%

ETypl mTypll Typ 1l

Rycina 4. Wystepowanie réznych typéw stomatopatii protetycznej wedtug
klasyfikacji Newtona u chorych na cukrzyce typu 2.
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Rycina 5. Wystgpowanie réznych typéw stomatopatii protetycznej wedlug
klasyfikacji Newtona u chorych grupy kontrolne;.

no istotnej réznicy w czesto$ci wystepowania stomatopatii typu Il (zapalenie
przerostowe) w obu badanych grupach (12,7% vs 16%; NS. Wszystkie obser-
wowane przypadki stomatopatii protetycznej u badanych chorych wystepowaty
w obrebie btony $luzowej szczeki.

Wystepowaniu opisanych typéw stomatopatii towarzyszyly nastepuja-
ce objawy subiektywne zglaszane przez pacjenta: pieczenie btony $luzowej
jamy ustnej, sucho$¢ btony §luzowej, bél oraz zaburzenia smaku. U badanych
stwierdzono ponadto obecno$¢ objawdéw towarzyszacych stomatopatiom, ta-
kich jak: zapalenie katéw ust, zapalenie jezyka oraz owrzodzenie odlezynowe,
zlokalizowane w obrebie blony §luzowej podtoza protetycznego. Stwierdzono
znaczaco czestsze wytepowanie objawdéw podmiotowych stomatopatii u cho-
rych na cukrzyce w poréwnaniu z grupa pacjentéw bez zaburzen gospodarki
weglowodanowej (60,9% vs 24%; p < 0,001) (Rycina 6).

Najczes$ciej zgtaszanym objawem podmiotowym u chorych w obu badanych
grupach bylto pieczenie blony sluzowej jamy ustnej, przy czym objaw ten wy-
stepowat znaczaco czesciej u chorych na cukrzyce (51,8% vs 24%; p < 0,002).
W grupie badanej stwierdzono réwniez znaczaco wiecej przypadkow stoma-
topatii z objawem suchosci blony §luzowej jamy ustnej w poréwnaniu z grupa
kontrolng (50,9% vs 6%; p < 0,001). Nie stwierdzono istotnej réznicy w cze-
sto$ci wystepowania samoistnego bélu (4,5% vs 4%; NS) oraz zaburzen smaku
w obu badanych grupach (5,5% vs 6%; NS).
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Rycina 6. Czesto$¢ wystepowania objawéw podmiotowych i towarzyszacych stomato-
patiom protetycznym u chorych grupy 11 II.

Ponadto na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, iz u chorych
grupy I znaczgco czesciej obserwuje sie wystepowanie objawéw towarzysza-
cych stomatopatii: zapalenie katéw ust (26,4% vs 8%; p < 0,01), zapalenie je-
zyka (27,3% vs 6%; p < 0,003). Nie stwierdzono istotnej réznicy w czestosci
wystepowania owrzodzenia odlezynowego w obu grupach (20,9% vs 10%; NS).
Poré6wnawcze zestawienie czesto$ci wystepowania poszczegdlnych objawow
podmiotowych oraz objawéw towarzyszacych stomatopatiom w obu badanych
grupach przedstawia rycina 7.

Wybrane przyktady stomatopatii protetycznej powiktanej zakazeniem
grzybami z rodzaju Candida u badanych chorych przedstawiono na rycinach
8,91 10. Rycina 11 przedstawia wspoétistniejace objawy towarzyszace stoma-
topatii protetycznej w postaci zapalenia katow ust i zapalenia jezyka u chorej

na cukrzyce typu 2.
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Rycina 7. Objawy podmiotowe i towarzyszace réznym typom stomatopatii protetycznej
u chorych grupy Ii II (PBS - pieczenie blony §luzowej, SU - sucho$¢, ODL - owrzo-
dzenie odlezynowe, ZKU - zapalenie katéw ust, ZJ - zapalenie jezyka, B - bdl, ZS
- zaburzenia smaku).
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Rycina 8. Obraz kliniczny stomatopatii protetycznej powiklanej zakazeniem
grzybami z rodzaju Candida u chorych na cukrzyce typu 2 - typ I (klasyfika-
cja Newtona).
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Rycina 9. Obraz kliniczny stomatopatii protetycznej powiktanej zakazeniem
grzybami z rodzaju Candida u chorej na cukrzyce typu 2 - typ II (klasyfikacja
Newtona).
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Rycina 10. Obraz kliniczny stomatopatii protetycznej powiklanej zakaze-
niem grzybami z rodzaju Candida u chorych na cukrzyce typu 2 - typ III
(klasyfikacja Newtona).



Rycina 11. Zapalenie kqtow ust i jezyka jako objawy towarzyszace stomato-
patii protetycznej typu II, powiktanej zakazeniem grzybami z rodzaju Candi-
da u chorej na cukrzyce typu 2.

4.1.2. Czas i sposob uzytkowania uzupetnien protetycznych

Czasokres uzytkowania protez u chorych grupy Iwynosit od 2 do 15
lat (Srednia 5,3; SD * 2,4), u chorych grupy II od 2 do 14 lat ($rednia 6,2;
SD =2,1). W grupie chorych na cukrzyce 62 (56,4%) badanych uzytkowato
uzupelnienia protetyczne cata dobe (bez przerwy nocnej), a 48 (43,6%) cho-
rych stosowato w uzytkowaniu protez przerwe nocng. W grupie kontrolnej 21
(52,5%) badanych uzytkowato protezy bez przerwy nocnej, za§ 29 (47,5%)
badanych stosowato w uzytkowaniu protez przerwe nocng (Rycina 12). Nie
stwierdzono znaczacej réznicy w sposobie uzytkowania protez pomiedzy cho-
rymi grupy 111l (p > 0,05).

Uznajac catodobowe uzytkowanie protez za czynnik sprzyjajacy powstawa-
niu stomatopatii protetycznej, oceniono wystepowanie typéw stomatopatii oraz
objawéw tego schorzenia u chorych uzytkujacych uzupelnienia protetyczne
bez przerwy nocnej. Zaré6wno w grupie I jak i II najczesciej obserwowano sto-
matopatie typu II, ktéra stwierdzono odpowiednio u 60 (74,1%) i 11 (42,3%)
chorych uzytkujacych protezy catlodobowo. Stomatopatie typu III stwierdzono
u 12 (14,8%) chorych grupy I oraz u 5 (19,2%) pacjentéw grupy II. Typ I sto-
matopatii obserwowano u 9 (11,1%) chorych na cukrzyce i u 10 (38,5%) cho-
rych grupy kontrolnej (Rycina 13).
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Rycina 12. Uzytkowanie uzupetnien protetycznych w ciagu doby przez cho-
rych grupy IiII.
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Rycina 13. Wystepowanie réznych typéw stomatopatii protetycznej w zalez-
nosci od sposobu uzytkowania protez w ciagu doby u chorych grupy I'i IL
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U pacjentéw z cukrzyca w podgrupie chorych uzytkujacych protezy bez
przerwy nocnej stwierdzono wystepowanie objawéw podmiotowych stomatopatii
u 65 (80,2%) chorych, w podgrupie pacjentéw uzytkujacych protezy z przerwa
nocng objawy podmiotowe wystepowaly tylko u 2 (6,9%) badanych; r6znica
istotna statystycznie (p < 0,001). Podobnie w grupie II, objawy podmiotowe wy-
stepowaly znaczaco czesciej u chorych uzytkujacych uzupetnienia protetyczne
bez przerwy nocnej, w poréwnaniu z podgrupg chorych stosujacych przerwe
nocng w uzytkowaniu protez — 12 (46,2%) vs 1 (4,2%); p < 0,001 (Rycina 14).
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Rycina 14. Wystepowanie objawow podmiotowych stomatopatii protetycz-
nej w zaleznos$ci od sposobu uzytkowania protez w ciggu doby u chorych
grupy i IL

4.1.3. Ocena uzytkowanych uzupelnien protetycznych

Oceniajac poprawnos$¢ wykonania uzytkowanych przez pacjenta protez
oraz ich sprawno$¢ funkcjonalna, uwzgledniono: stan powierzchni do§luzowej
plyty protezy, stabilnos¢ protez na podtozu, warunki zgryzowe oraz wysokosé

zwarcia (Tabela 5).
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Tabela 5. Ocena uzytkowanych uzupelnien protetycznych z uwzglednieniem odchylen
od stanu prawidtowego u chorych grupy I i II

Grupa I Grupa II P
Szorstko$¢ powierzchni do§luzowej ptyty protezy | 33% (37) | 30% (15) | NS
Nieprawidtowa stabilizacja 28% (31) | 32% (16) NS
Nieprawidlowe warunki zgryzowe 34% (38) | 38% (19) NS
Zaburzona wysoko$¢ zwarcia 25% (28) | 24% (12) NS

U chorych grupy I wykazano nastepujace odchylenia: szorstka powierzch-
nia do$luzowa ptyty protezy wystepowata u 37 (33%) chorych, zta stabilizacja
u 31 (28%) chorych, nieprawidlowe warunki zgryzowe u 38 (34%) chorych

oraz zaburzona wysoko$¢ zwarcia u 28 (25%) chorych (Rycina 15).
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Rycina 15. Ocena protez zebowych u chorych grupy 1.

U chorych grupy II szorstkos¢ powierzchni do§luzéwkowej plyty protezy
obserwowano u 15 (30%) chorych, zta stabilizacje u 16 (32%) chorych, niepra-

widtowe warunki zgryzowe u 19 (38%) oraz zaburzong wysoko$¢ zwarcia u 12
(24%) chorych (Rycina 16).
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Rycina 16. Ocena protez zebowych u chorych grupy II.

Na podstawie danych zestawionych w tabeli 5 stwierdzono, ze poszcze-
gblne parametry nie r6znily sie w obu grupach w sposéb statystycznie istotny,
zatem badania nad udziatem infekcji grzybiczej moga by¢ przedmiotem poréw-

nan w obu grupach.

4.1.4. Ocena higieny uzytkowanych uzupetnien protetycznych

Najwieksze nagromadzenie plytki protez obserwowano na dosluzowej po-
wierzchni plyty protezy catkowitej gérnej. W grupie I higiene dobra stwierdzano u 10
(9,1%) chorych, zadowalajaca u 63 (57,3%) i u 37 (33,6%) higiene zta (Rycina 17).

W grupie II higiene jako dobrg oceniono u 6 (12%) badanych, zadowalaja-
cg u 30 (60%) oraz higiene zig u 14 (28%) badanych (Rycina 18).

U chorych grupy I, z dobra higiena uzytkowanych protez, typ I stomato-
patii wystepowat u 5 (50%) chorych, typ III réwniez u 5 (50%) badanych, nie
obserwowano w tej podgrupie stomatopatii typu II. W przypadku chorych ze
z1q higiena protez, u 36 (97,3%) chorych stwierdzono stomatopatie typu II, u 1
pacjenta (2,7%) obserwowano typ III schorzenia, nie stwierdzono wystepowa-

nia stomatopatii typu I (Rycina 19).
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Rycina 17. Higiena uzytkowanych protez u chorych grupy L.
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Rycina 18. Higiena uzytkowanych protez u chorych grupy IL

U chorych grupy II, u wszystkich badanych z dobra higiena protez wyste-
powat typ I stomatopatii. U chorych ze zta higiena uzytkowanych protez, typ
II stomatopatii wystepowat najczesciej u 10 (71,4%), typ I obserwowano u 2
(14%) badanych, u dalszych 2 (14%) chorych stwierdzono typ III stomatopatii
(Rycina 20).
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Rycina 19. Wystepowanie réznych typéw stomatopatii protetycznych w za-

leznosci od stanu higieny protez u chorych grupy I .
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Rycina 20. Wystepowanie réznych typéw stomatopatii protetycznych w za-

leznosci od stanu higieny protez u chorych grupy IL.
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4.2. Wyniki badan mikologicznych

4.2.1. Identyfikacja izolowanych grzybéw z rodzaju Candida

Zakazenie grzybicze wystgpowalo znamiennie czesciej w przebiegu sto-
matopatii protetycznej u chorych na cukrzyce w poréwnaniu z grupa kontrolna
(n=110; 100% vs n = 25; 50%; p < 0,001). Okreslono rodzaje i gatunki szczepoéw
grzyb6w wyhodowanych z btony sluzowej podtoza protetycznego. U chorych gru-
py I wyizolowano gcznie 120 szczepoéw grzybéw drozdzopodobnych. Stwierdzo-
no wystepowanie nastepujacych gatunkéw grzybéw: dominowaty drobnoustroje
gatunku C. albicans (n = 73; 60,8%) oraz C. glabrata (n = 23; 19,2%). Grzyby
gatunku C. tropicalis oraz z C. parapsilosis stanowity odpowiednio n = 10; 8,3%
oraz n = 9; 7,5% izolatébw. W pojedynczych przypadkach izolowano grzyby ga-
tunku C. dubliniensis (n = 5; 4,2%). Stwierdzono, iz wszystkie badane izolaty
gatunku C. albicans (n=73; 100%) wykazywaty dodatni wynik testu filamentacji,
obserwujac w preparacie mikroskopowym wystepowanie formujacych sie strze-
pek grzybow. Czesto$¢ wystepowania poszczegblnych gatunkow grzybéw w onto-
cenozie jamy ustnej chorych grupy I przedstawiono na rycinie 21.

U chorych grupy kontrolnej izolowano tacznie 25 szczepow grzybow rodzaju
Candida. Najczesciej izolowano réwniez grzyby gatunku C. albicans (n = 16;
64%) oraz C. glabrata (n = 5; 20%). Pozostate izolaty zidentyfikowano jako C.
tropicalis (n = 2; 8%), i C. parapsilosis (n = 2; 8%) (Rycina 22). Wsréd grzybéw
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Rycina 21. Gatunki grzybéw z rodzaju Candida izolowane z btony §luzowej jamy ustnej
u chorych grupy L
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Rycina 22. Gatunki grzybow z rodzaju Candida izolowane z blony §luzowej jamy ustnej
u chorych grupy IL

gatunku C. albicans, 16 szczepéw (100%) w badaniu mikroskopowym wykazy-
wato dodatni wynik testu filamentacji.

Przyktad hodowli grzybow gatunku C. albicans na agarze Sabourauda
przedstawiaja ryciny 23 i 24.

W preparatach bezposrednich na podstawie badania mikroskopowego
stwierdzono obecno$¢ dwoch form morfologicznych grzybéw gatunku C. albi-
cans: formy blastosporowej (Y) oraz formy mycelialnej (M). U chorych grupy
I'w 19 (26,1%) przypadkach stwierdzono wystepowanie wylacznie formy Y,
u pozostatych 54 (73,9%) chorych obserwowano wspétwystepowanie formy M.

Rycina 23. Kolonie grzybow gatunku C. albicans na agarze Sabourauda.
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Rycina 24. Powiekszenie kolonii grzybow gatunku C. albicans na agarze Sabourauda.

W grupie kontrolnej, w przypadku 9 (56,3%) badanych izolatéow C. albicans,
stwierdzono wystepowanie wytgcznie formy Y, a w przypadku 7 (43,7%) szcze-
péw obserwowano wystepowanie réwniez formy M. Stwierdzono znaczaco
czestsze wystepowanie formy M w przypadkach stomatopatii protetycznych
u chorych na cukrzyce w poréwnaniu z grupa kontrolna, p < 0,001.

Oceniajac intensywno$¢ wzrostu grzybéw u chorych grupy I najczesciej
obserwowano wzrost o charakterze obfitym oraz umiarkowanym, odpowied-
nio u 53 (48,2%) i 25 (22,7%) chorych. W grupie II obserwowano najczesciej
wzrost umiarkowany i obfity, odpowiednio u 15 (60%) oraz 5 (20%) chorych
(Tabela 6).

Tabela 6. Intensywnos$¢ wzrostu grzybow z rodzaju Candida u chorych grupy i 1

Intensywno$¢ wzrostu grzybow Grupa I Grupa II P
Wzrost staby 12 (10,9%) 4 (16,0%) NS
Wozrost umiarkowany 25 (22,7%) 15 (60,0%) < 0,001
Wzrost obfity 53 (48,2%) 5 (20,0%) NS
Wzrost zlewny 20 (18,2%) 1 (4,0%) NS
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4.2.2. Wrazliwo$¢ na leki przeciwgrzybicze in vitro

Przeprowadzono ocene lekowrazliwosci izolowanych grzyboéw rodzaju
Candida w odniesieniu do 5 lekéw przeciwgrzybiczych: amfoterycyny B, ny-
statyny, flucytozyny, mikonazolu, ekonazolu i ketokonazolu. Wyniki testu leko-
wrazliwosci izolowanych grzybéw z rodzaju Candida, z uwzglednieniem szcze-
péw wrazliwych, sredniowrazliwych i opornych dla chorych grupy I przedsta-
wia rycina 25. Najbardziej aktywnym lekiem byly: amfoterycyna B, flucytozyna
oraz nystatyna, na ktére wrazliwo$¢ wykazato odpowiednio 114 (95%), 112
(93,3%) oraz 100 (83,3%) izolatéw Candida. Nizsza wrazliwo$¢ obserwowano
wobec pochodnych azolowych: mikonazolu, ekonazolu, ketokonazolu, dla kto-
rych wynosita ona odpowiednio 99 (82,6%), 92 (76,7%) i 93 (77,5%) badanych

izolatow Candida.
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Rycina 25. Wrazliwos¢ grzybéw z rodzaju Candida na leki przeciwgrzybicze u chorych
grupy I (AMB - amfoterycyna B, NYS - nystatyna, FL.C - flucytozyna, MK — mikonazol,
EK - ekonazol, KT - ketokonazol).

Analizujac wrazliwo$¢ szczepéw gatunku C. albicans u chorych grupy
I (Rycina 26), stwierdzono 71 (97,4%) szczepdéw wrazliwych na amfoterycy-
ne B oraz 66 (90,4%) wrazliwych na nystatyne. Wérdéd lekow syntetycznych
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Rycina 26. Wrazliwo$¢ grzybow gatunku C. albicans na leki przeciwgrzybicze u cho-
rych grupy I (AMB - amfoterycyna B, NYS - nystatyna, FL.C - flucytozyna, MK — miko-
nazol, EK - ekonazol, KT - ketokonazol).

najwiecej szczepéw C. albicans byto wrazliwych na flucytozyne — 70 (95,9%).
Wrazliwos$¢ grzybéw C. albicans na pochodne azolowe, dla mikonazolu, ekona-
zolu i ketokonazolu wynosita odpowiednio: 63 (86,3%), 61 (83,6%) i 62 (85%)
szczepow tego gatunku.

Na rycinie 27 przedstawiono lekowrazliwos$¢ grzybow C. glabrata, C. tropi-
calis, C. parapsilosis oraz C. dubliniensis, okre§lonych jako non-albicans Can-
dida (NAC). W tej grupie drobnoustrojéw najbardziej skutecznym antymikoty-
kiem okazaty si¢ amfoterycyna B - 43 (91,6%) oraz flucytozyna — 42 (89,4%)
badanych izolatéw. Nystatyna byta aktywna wobec 34 (72,3%) szczepéw. Wraz-
liwo$¢ szczepéw NAC wobec mikonazolu, ekonazolu i ketokonazolu wynosita
odpowiednio 36 (76,6%), 31 (65,9%) oraz 31 (65,9%) badanych izolatow.

Wryniki testu lekowrazliwosci grzybéw z rodzaju Candida, izolowanych
od chorych grupy kontrolnej przedstawia rycina 28. Najwyzsza aktywno$¢ ob-
serwowano dla: amfoterycyny B, flucytozyny oraz nystatyny, na ktére to leki
wrazliwo$¢ wykazato odpowiednio 23 (92%), 21 (84%) oraz 22 (88%) izolatow.

Podobnie jak w grupie I stwierdzono nizszgq wrazliwos¢ badanych szczepoéw
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Rycina 27. Wrazliwo$¢ grzybéw NAC na leki przeciwgrzybicze u chorych grupy I
(AMB - amfoterycyna B, NYS - nystatyna, FLC - flucytozyna, MK - mikonazol, EK
- ekonazol, KT - ketokonazol).
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Rycina 28. Wrazliwos$¢ grzybéw z rodzaju Candida na leki przeciwgrzybicze u chorych
grupy II (AMB - amfoterycyna B, NYS - nystatyna, FL.C - lucytozyna, MK - mikonazol,
EK - ekonazol, KT - ketokonazol).
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wobec pochodnych azolowych — mikonazolu, ekonazolu, ketokonazolu, dla
ktérych wynosita ona odpowiednio 20 (80%), 19 (76%) i 18 (72%) badanych
izolatéw Candida.

Analizujac wrazliwos¢ szczepéw gatunku C. albicans u chorych grupy II
(Rycina 29), stwierdzono 15 (93,8%) szczepoéw wrazliwych na amfoterycyne B
i 14 (87,6%) wrazliwych na nystatyne. Wsrdd lekow syntetycznych najwiecej
szczepow C. albicans byto wrazliwych na flucytozyne - 14 (87,6%). Wrazli-
wo$¢ grzyboéw C. albicans na pochodne azolowe, dla mikonazolu, ekonazolu
i ketokonazolu wynosita odpowiednio: 13 (81,3%), 13 (81,3%) i 12 (75%)

szczepow tego gatunku.
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Rycina 29. Wrazliwo$¢ grzybow gatunku C. albicans na leki przeciwgrzybicze u cho-
rych grupy grupy II (AMB - amfoterycyna B, NYS - nystatyna, FL.C - flucytozyna, MK
- mikonazol, EK - ekonazol, KT - ketokonazol).

Na rycinie 30 przedstawiono lekowrazliwo$¢ grzybow NAC. Najbardziej
skutecznym antymikotykiem dla drobnoustrojéw tej grupy okazaly sie amfo-
terycyna B — 8 (88,9%) oraz flucytozyna — 8 (88,9%) badanych izolatéw byto
wrazliwych na ten lek. Nystatyna byla aktywna wobec 7 (77,8%) szczepow.
Wrazliwo$é NAC wobec mikonazolu, ekonazolu i ketokonazolu wynosita odpo-
wiednio 7 (77,8%), 6 (66,7%) oraz 6 (66,7%) badanych izolatow.
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Rycina 30. Wrazliwo$¢ grzybéw NAC na leki przeciwgrzybicze u chorych grupy II
(AMB - amfoterycyna B, NYS - nystatyna, FLC - flucytozyna, MK - mikonazol, EK

- ekonazol, KT - ketokonazol).

Tabela 7. Lekowrazliwo$¢ szczepéw grzybow z rodzaju Candida, izolowanych z onto-

cenozy jamy ustnej chorych grupy 111l

Lek przeciwgrzybiczy Grupa I Grupa II p
Amfoterycyna B
wrazliwy 114 (95%) 23 (92%) 0,551
$redniowrazliwy 3 (2,5%) 2 (8%) 0,173
oporny 3 (2,5%) 0 (0%) 0,426
Nystatyna
wrazliwy 100 (83,3%) 21 (84%) 0,935
$redniowrazliwy 9 (7,5%) 2 (8%) 0,932
oporny 11 (9,2%) 2 (8%) 0,853
Flucytozyna
wrazliwy 112 (93,3%) 22 (88%) 0,361
$redniowrazliwy 6 (5%) 2 (8%) 0,551
oporny 2 (1,7%) 1 (4%) 0,457
Mikonazol
wrazliwy 99 (82,5) 20 (80%) 0,767
$redniowrazliwy 11 (9,2%) 3 (12%) 0,663
oporny 10 (8,3%) 2 (8%) 0,956
Ekonazol
wrazliwy 92 (76,7%) 19 (76%) 0,943
$redniowrazliwy 10 (8,3%) 3 (12%) 0,560
oporny 18 (15%) 3 (12%) 0,699
Ketokonazol
wrazliwy 93 (77,5%) 18 (72%) 0,556
$redniowrazliwy 9 (7,5%) 3 (12%) 0,459
oporny 18 (15%) 4 (16%) 0,899
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Nie stwierdzono istotnych réznic w lekowrazliwosci in vitro szczepéw
grzybow izolowanych z ontocenozy jamy ustnej chorych w obu badanych gru-
pach (Tabele 7-9).

Tabela 8. Lekowrazliwo$¢ szczepdéw grzybow gatunku C. albicans, izolowanych z on-
tocenozy jamy ustnej chorych grupy i Il

Lek przeciwgrzybiczy Grupa I Grupa Il p
Amfoterycyna B
wrazliwy 71 (97,4%) 15 (93,8%) 0,483
$redniowrazliwy 1 (1,3%) 1 (6,2%) 0,236
oporny 1 (1,3%) 0 (0%) 0,639
Nystatyna
wrazliwy 66 (90,4%) 14 (87,6%) 0,727
$redniowrazliwy 3 (4,1%) 1 (6,2%) 0,709
oporny 4 (5,5%) 1 (6,2%) 0,904
Flucytozyna
wrazliwy 70 (95,9%) 14 (87,6%) 0,190
$redniowrazliwy 3 (4,1%) 2 (12,4%) 0,190
oporny 0 (0%) 0 (0%) --
Mikonazol
wrazliwy 63 (86,3%) 13 (81,3%) 0,606
$redniowrazliwy 7 (9,6%) 2 (12,4%) 0,727
oporny 3 (4,1%) 1 (6,3%) 0,709
Ekonazol
wrazliwy 61 (83,6%) 13 (81,3%) 0,824
$redniowrazliwy 5 (6,8%) 2 (12,4%) 0,449
oporny 7 (9,6%) 1 (6,3%) 0,673
Ketokonazol
wrazliwy 62 (85%) 12 (75%) 0,339
$redniowrazliwy 5 (6,8%) 2 (12,5%) 0,449
oporny 6 (8,2%) 2 (12,5%) 0,589
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Tabela 9. Lekowrazliwos¢ szczepow grzybéw NAC, izolowanych z ontocenozy jamy
ustnej chorych grupy Ii 1l

Lek przeciwgrzybiczy Grupa [ Grupa I P
Amfoterycyna B
wrazliwy 43 (91,6%) 8 (88,9%) 0,803
$redniowrazliwy 2 (4,2%) 1(11,1%) 0,406
oporny 2 (4,2%) 0 (0%) 0,531
Nystatyna
wrazliwy 34 (72,3%) 7 (77,8%) 0,737
$redniowrazliwy 6 (12,8%) 1(11,1%) 0,891
oporny 7 (14,9%) 1(11,1%) 0,768
Flucytozyna
wrazliwy 42 (89,4%) 8 (88,9%) 0,967
$redniowrazliwy 3 (6,4%) 0 (0%) 0,439
oporny 2 (4,2%) 1(11,1%) 0,406
Mikonazol
wrazliwy 36 (76,6%) 7 (77,8%) 0,939
$redniowrazliwy 4 (8,5%) 1(11,1%) 0,803
oporny 7 (14,9%) 1(11,1%) 0,768
Ekonazol
wrazliwy 31 (65,9%) 6 (66,7%) 0,967
$redniowrazliwy 5 (10,6%) 1(11,1%) 0,967
oporny 11 (23,5%) 2 (22,2%) 0,939
Ketokonazol
wrazliwy 31 (65,9%) 6 (66,7%) 0,967
$redniowrazliwy 4 (8,5%) 1(11,1%) 0,803
oporny 12 (25,6%) 2 (22,2%) 0,834

4.3. Ocena parametréw wyréwnania glikemii

U chorych grupy I $redni czas trwania jawnej klinicznie cukrzycy wynosit
10,6 = 5,1 lat. Srednia warto$¢ HbAlc u tych chorych wynosita 8,6 = 1,9%,
$rednia warto$¢ glikemii na czczo — 9,8 = 2,6 mmol/l. W tabeli 10 przedsta-

wiono rozktad warto$ci HbAlc u chorych grupy L.

Tabela 10. Rozktad wartosci hemoglobiny glikowanej (HbA1lc) u chorych grupy I

Wartosci HbAlc (%) Liczba chorych (%)
< 70/0 29 (26’4)
> 7% 81 (73,6)
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Uwzgledniajac gtdwne zalozenia niniejszej pracy, szczegolng uwage poswie-
cono analizie zaleznos$ci wskazujgcych na istnienie powigzania wykrytej infek-
cji Candida btony $luzowej jamy ustnej z wyréwnaniem glikemii w cukrzycy,
mierzonym na podstawie odsetka HbA1lc oraz wartosci glikemii na czczo.

Poréwnanie wynikéw pomiaru HbAlc w grupie chorych na cukrzy-
ce w réznych typach stomatopatii wykazato, iz odsetek HbAlc jest najnizszy
u chorych z typem 1(6,62% *+0,61), istotnie wzrasta u chorych z typem III
schorzenia (7,88% =+ 0,84), osiagajac najwyzsza warto$¢ w grupie chorych z ty-
pem II stomatopatii (9,8% + 1,6); zréznicowanie miedzy grupami jest istotne
statystycznie, p < 0,001 (Rycina 31).

U chorych grupy I, u ktérych obserwowano obecno$¢ chocby jednego z obja-
wow podmiotowych stomatopatii protetycznej, stwierdzono znaczgco wyzszy od-
setek HbAlc w pordwnaniu z grupg chorych, ktérzy nie zgtaszali objawéw pod-
miotowych schorzenia (9,66% + 1,68 vs 6,95% + 0,84), p < 0,001 (Rycina 32).
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Rycina 31. Warto$¢ HbAlc w réznych typach stomatopatii protetycznej wedtug klasy-
fikacji Newtona u chorych grupy L
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Tabela 11. Parametry statystyki opisowej wartosci HbAlc w réznych typach stomato-
patii protetycznej u chorych grupy I

HbAlc (%)
Typ SP n i-
P Srednia | Mediana | Minimum Maksi SD
mum
I 33 6,62 6,50 6,00 8,10 0,61
I 63 9,80 9,40 7,30 13,60 1,60
I 14 7,88 8,00 6,10 9,30 0,84
14
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R n
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< 9
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0 1 D $redniatodch.std
Objawy I srednia1,96*odch.std

Rycina 32. Warto$¢ HbAlc u chorych grupy I; O - chorzy nie zgtaszajacy objawow

podmiotowych, 1 - chorzy zgltaszajacy obecno$é objawoéw podmiotowych.

Tabela 12. Parametry statystyki opisowej wartosci HbAlc u chorych grupy I w pod-

grupach bez objawéw podmiotowych i zgtaszajacych objawy podmiotowe

Objawy podmiotowe 0 HbAlc (%)
stomatopatii protetycznej Srednia | Mediana | Minimum | Maksimum | SD
Brak objaw6w podmiotowych |43 | 6,95 6,60 6,00 8,90 0,84
Objawy podmiotowe 67| 9,66 9,30 6,10 13,60 1,68
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Uznajac, iz zmienno$¢ morfologiczna jest jednym z waznych czynnikow
wirulencji grzybéw gatunku C. albicans, oceniono poziom HbAlc w pod-
grupie chorych z infekcja C. albicans, w zaleznoéci od formy morfologicznej
drobnoustroju. W grupie chorych na cukrzyce, u ktérych stwierdzono wyste-
powanie wytacznie formy morfologicznej Y, srednia warto§¢ HbAlc wynosita
6,93% + 0,88 ibyta nizsza w poréwnaniu z warto$cia HbAlc (9,6% =+ 1,69)
w grupie chorych, u ktérych stwierdzono wystepowanie réwniez formy M,
p < 0,001 (Rycina 33).
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Rycina 33. Warto$¢ HbAlc w zaleznos$ci od wystepowania form morfologicznych grzy-
bow gatunku C. albicans u chorych grupy L.

Tabela 13. Parametry statystyki opisowej warto§ci HbAlc u chorych grupy I w przy-
padkach stomatopatii protetycznej z formg morfologiczng grzybow Y i M

Forma HbAlc (%)
morfologiczna " Srednia Mediana | Minimum | Maksimum SD
Y 19 6,93 6,60 6,00 9,60 0,88
Y +M 54 9,60 9,20 6,20 13,60 1,69
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Dokonano poréwnania wartosci HbAlc w podgrupach chorych w zalez-
nosci od intensywnosci wzrostu grzyboéw izolowanych z btony §luzowej pod-
loza protetycznego. Najwyzszy odsetek HbAlc stwierdzono w przypadku ho-
dowli o wzroscie zlewnym oraz obfitym; wartosci liczbowe HbAlc wynosity
odpowiednio 11,33% +1,4 19,9% = 1,53. W przypadku hodowli o wzro$cie
umiarkowanym i stabym odsetek HbAlc byl nizszy i wynosit odpowiednio
8,37% + 1,18 oraz 6,66% = 0,7 (Rycina 34). Zr6znicowanie rozktadéw warto-
$ci HbAlc pomiedzy grupami jest istotne statystycznie; p < 0,001.
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Intensywnos$¢é wzrostu grzybow I sredniat1,96*odch.std

Rycina 34. Warto$¢ HbAlc w zalezno$ci od intensywnosci wzrostu grzybow u chorych
grupy L.

Podobnej analizy dokonano dla oceny zalezno$ci powyzszych parametrow
w odniesieniu do poziomu glikemii na czczo. Poréwnanie wynikéw glikemii na
czczo w réznych typach stomatopatii protetycznej u chorych na cukrzyce wy-
kazalo, iz jest on najnizszy u chorych z typem I (6,98 = 1,24mmol/l), istotnie
wzrasta u chorych z typem III schorzenia (7,63 = 1,24 mmol/l), osiagajac naj-
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Tabela 14. Parametry statystyki opisowej wartosci HbAlc u chorych grupy I w pod-

grupach o réznej intensywnos$ci wzrostu grzybow

Wzrost grzybow HbAlc (%)

(intensywno$¢) " Srednia | Mediana | Minimum | Maksimum SD
Staby 32 6,66 6,50 6,00 8,20 0,70
Umiarkowany 35 8,37 8,10 6,00 11,40 1,18
Obfity 33 9,90 9,20 7,80 13,00 1,53
Zlewny 10 11,33 11,05 10,00 13,60 1,40

wyzsza warto$¢ w grupie chorych z typem II stomatopatii (9,93 + 2,52 mmol/
1), zr6znicowanie miedzy grupami jest istotne statystycznie, p < 0,001 (Rycina
35).

U chorych grupy I, u ktérych obserwowano obecno$¢ chocby jednego z ob-

jawow podmiotowych stomatopatii protetycznej, stwierdzono wyzszy poziom
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Typ | Typ Il
Typ stomatopatii protetycznej

Rycina 35. Wartosci glikemii na czczo w réznych typach stomatopatii protetycznej
wedtug klasyfikacji Newtona u chorych grupy L
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Tabela 15. Parametry statystyki opisowej warto$ci glikemii na czczo w réznych typach
stomatopatii protetycznej u chorych grupy I

Typ stomatopatii | _ Glikemia na czczo (mmol/1)
protetyczne;] Srednia | Mediana | Minimum | Maksimum SD
I 33 6,98 6,60 5,90 11,00 1,24
I 63 9,93 9,90 5,70 14,70 2,52
I 14 7,63 7,90 5,50 9,70 1,24

glikemii na czczo w poréwnaniu z grupa chorych, ktérzy nie zgtaszali objawow
podmiotowych stomatopatii (9,76 + 2,54 vs 7,19 1,33 mmol/l), p < 0,001
(Rycina 36).

Poréwnano poziom glikemii na czczo w podgrupie chorych na cukrzyce
z infekcja C. albicans, w zaleznosci od formy morfologicznej drobnoustroju.

U chorych, u ktérych stwierdzono wystepowanie wytacznie formy morfologicz-

16

14

12

10

Glikemia na czczo (mmol/l)

E Srednia
D Sredniatodch.std
Objawy T sredniat1,96*odch.std

Rycina 36. Wartosci glikemii na czczo u chorych grupy I; O — chorzy nie zgtaszajacy
objawdéw podmiotowych, 1 — chorzy zgtaszajacy obecnos¢ objawoéw podmiotowych.
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Tabela 16. Parametry statystyki opisowej warto$ci glikemii na czczo w podgrupach bez
objawdéw podmiotowych i zglaszajacych objawy podmiotowe u chorych grupy I

Glikemia na czczo (mmol/])

Objawy podmiotowe | n
Srednia | Mediana | Minimum | Maksimum SD

Brak objawow
podmiotowych

Objawy podmiotowe | 67 9,76 9,10 5,50 14,70 2,54

43 7,19 6,90 5,90 11,00 1,33

nej Y, $rednia warto$¢ glikemii na czczo wynosita 7,02 + 1,2 mmol/l i byta niz-
sza w poréwnaniu z warto$cig glikemii na czczo (9,79 + 2,48 mmol/l) w grupie
chorych, u ktérych stwierdzono wystepowanie réwniez formy mycelialnej M,
p < 0,001 (Rycina 37).

Dokonano poréwnania poziomu glikemii na czczo w podgrupach chorych
w zaleznosci od intensywnos$ci wzrostu grzybéw izolowanych z blony $luzo-

wej podtoza protetycznego. Najwyzszy poziom glikemii na czczo stwierdzono
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Rycina 37. Wartosci glikemii na czczo w zaleznosci od wystepowania form morfolo-
gicznych grzybow gatunku C. albicans u chorych grupy 1.
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Tabela 17. Parametry statystyki opisowej warto$ci glikemii na czczo u chorych grupy
I w przypadkach stomatopatii protetycznej z forma morfologiczng grzyboéw Y i M

Forma Glikemia na czczo (mmol/])
morfologiczna " Srednia | Mediana | Minimum | Maksimum SD
Y 19 7,02 6,70 5,70 11,00 1,20
Y+M 54 9,79 9,10 5,50 14,70 2,48

w przypadku hodowli o wzro$cie zlewnym oraz obfitym, wartosci liczbowe wy-
nosity odpowiednio 12,46 + 1,78 mmol/1i 10,01 + 2,42 mmol/l. W przypadku
hodowli o wzro$cie umiarkowanym i stabym poziom glikemii na czczo byt niz-
szy i wynosit odpowiednio 8,04 + 1,76 mmol/l oraz 7,09 + 1,34mmol/l. Zr6z-
nicowanie rozkltadéw warto$ci glikemii na czczo pomiedzy grupami jest istotne
statystycznie: p < 0,001 (Rycina 38).
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Rycina 38. Wartosci glikemii na czczo w zaleznosci od intensywnos$ci wzrostu grzy-
bow u chorych grupy L
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Tabela 18. Parametry statystyki opisowej wartosci glikemii na czczo u chorych grupy
I w podgrupach o réznej intensywnos$ci wzrostu grzybow

Wzrost Glikemia na czczo (mmol/l)
grzybow n
(intensywno$¢) Srednia Mediana | Minimum | Maksimum SD
Staby 32 7,09 6,65 5,90 11,00 1,34
Umiarkowany | 35 8,04 7,90 5,70 12,10 1,76
Obfity 33 10,01 9,90 5,50 14,70 2,42
Zlewny 10 12,46 12,50 9,00 14,60 1,78

4.4. Stezenie biatka C-reaktywnego w surowicy krwi

Srednie stezenie CRP u chorych na cukrzyce typu 2 ze wspoétistniejaca in-
fekcja grzybicza wynosito 7,31 + 2,79 mg/l. Najwyzsze wartosci stezenia CRP
wystepowaly w typie II, Srednia warto$¢ wynosita 8,39 = 2,70 mg/1, u chorych
z typem III oraz I $rednie stezenie CRP wynosito odpowiednio 4,93 + 1,15 mg/
1 oraz 4,42 + 1,07 mg/1; p < 0,001 (Rycina 39).
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Rycina 39. Stezenie CRP w surowicy krwi u chorych grupy I w réznych typach stoma-
topatii protetycznej wedtug klasyfikacji Newtona; p < 0,01.
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Stwierdzono istotna dodatnia korelacje pomiedzy stezeniem w surowicy
CRP a odsetkiem HbAlc (rg = 0,572, p < 0,001) (Rycina 40), oraz migdzy ste-
zeniem CRP a glikemia na czczo (rg = 0,517, p < 0,001) (Rycina 41).
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Rycina 40. Zalezno$¢ migdzy stezeniem CRP w surowicy krwi a odsetkiem HbAlc u
chorych grupy I; (r = 0,572, p < 0,001).
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Rycina 41. Zalezno$¢ miedzy stezeniem CRP w surowicy krwi a glikemia na czczo u
chorych grupy I; (r = 0,517, p < 0,001).
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4.6. Wyniki badan doswiadczalnych nad biofilmem Candida

Badane szczepy grzybow byly zdolne do tworzenia biofilmu po 48 godzi-
nach inkubacji i wytwarzaly struktury biofilmu na powierzchni PMMA. Dane
uzyskane za pomocq metody kolorymetrycznej XTT wykazaty, iz mikonazol
w stezeniu 0,5 pg/ml nie hamuje aktywnosci metabolicznej biofilmu grzybéw: C.
albicans MYA-2732 (ATCC) (rycina 42), C. glabrata 7531/06 (rycina 45) oraz
C. parapsilosis 11375/07 (rycina 47). W powyzszym stezeniu mikonazol hamuje
aktywno$¢ metaboliczng biofilmu grzybéw C. albicans 6122/06 (rycina 43), C.
glabrata MYA-275 (ATCC) (rycina 44) oraz C. tropicalis 8122/06 (rycina 46),
odpowiednio o 14,5%, 47,1% i 46%. Mikonazol w stezeniu 5 pg/ml wykazywat
zdolno$¢ hamowania aktywno$ci metabolicznej grzybow biofilmu wszystkich ba-
danych szczepow. Najwyzsza skutecznos¢ zanotowano dla szczepéow C. glabrata
MYA-275 (ATCC) - 37,1% (rycina 44) oraz C. tropicalis 8122/06 - 33% (ryci-
na 46). Dla grzybow C. albicans MYA-2732 (ATCC) oraz C. albicans 6122/06
zdolno$¢ hamowania aktywnos$ci metabolicznej wynosita odpowiednio 14,1%
i 16,8% (ryciny 42 i 43). Najnizszqg skuteczno$¢ mikonazolu w powyzszym steze-
niu wykazano dla szczepéw C. parapsilosis 11375/07 oraz C. glabrata 7531/06,
odpowiednio 11,3% i 9% (ryciny 47 i 45). Mikonazol w stezeniu 50 pg/ml redu-
kowat aktywno$¢ metaboliczng biofilmu grzybow szczepow C. glabrata MYA-275
(ATCC) - 68,6% (rycina 44), oraz C. tropicalis 8122/06 - 58,4% (rycina 46). Niz-
szg skuteczno$¢ obserwowano dla grzybow C. glabrata 7531/06 - 50,2% (rycina
45), C. albicans MYA-2732 (ATCC) - 42,2% (rycina 42), C. albicans 6122/06
-50,1% (rycina 43) oraz C. parapsilosis 11375/07 - 20,7% (rycina 47),

Najwyzsza zdolno$¢ hamowania aktywnos$ci metabolicznej grzybow
w strukturze biofilmu dla wszystkich badanych szczepéw wykazano dla mi-
konazolu w stezeniu 96 pg/ml. Dla grzybow C. glabrata MYA-275 (ATCC)
oraz C. tropicalis 8122/06 wynosita odpowiednio 83,7% i 75,4% (ryciny 44
i 46). Nizszg skuteczno$¢ obserwowano dla grzybow C. glabrata 7531/06, C.
albicans 6122/06 oraz C. albicans MYA-2732 (ATCC), odpowiednio 59,8%,
59,4% i 53% (ryciny 45, 43 oraz 42). Najnizsza zdolno$§¢ hamowania aktyw-
nosci metabolicznej w powyzszym stezeniu mikonazolu obserwowano wobec
grzybow C. parapsilosis 11375/07 — 46,1% (rycina 47).
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C. albicans MYA-2732 (ATCC)
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Rycina 42. Wplyw mikonazolu na redukcje aktywnosci metabolicznej komorek grzybow
w strukturze biofilmu szczepu C. albicans MYA - 2732 (ATCC); wartosci $rednie + SD.

C. albicans 6122/06
120

100

e
. S

20

Aktywnosc¢ metaboliczna (%o)

0,5 5 50 96
Mikonazol (pug/ml)

Rycina 43. Wplyw mikonazolu na redukcj¢ aktywnosci metabolicznej komoérek
grzybow w strukturze biofilmu szczepu C. albicans 6122/06; warto$ci $rednie = SD.
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Rycina 44. Wplyw mikonazolu na redukcj¢ aktywnosci metabolicznej komoérek grzybow
w strukturze biofilmu szczepu C. glabrata MYA - 275 (ATCC); wartosci $rednie = SD.
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Rycina 45. Wplyw mikonazolu na redukcje aktywnosci metabolicznej komorek
grzybow w strukturze biofilmu szczepu C. glabrata 7531/06; warto$ci $rednie + SD.
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C. tropicalis 8122/06
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Rycina 46. Wplyw mikonazolu na redukcje aktywnosci metabolicznej komoérek grzybow
w strukturze biofilmu szczepu C. tropicalis 8122/06; wartosci $rednie + SD.
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Rycina 47. Wplyw mikonazolu na redukcje aktywnosci metabolicznej komérek grzybow
w strukturze biofilmu szczepu C. parapsilosis 11375/07; warto$ci $rednie = SD.
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W zakresie badanych stezenn mikonazolu, stezenie leku powodujace 50%
RMA wobec biofilmu grzybéow C. albicans 6122/06, C. glabrata MYA-275
(ATCC), C. glabrata 7531/06 oraz C. tropicalis 8122/06 wynosito 50 pg/ml.
Dla grzybow C. albicans MYA-2732 (ATCC) warto$¢ stezenia mikonazolu po-
wodujacego 50% RMA wynosita 96 pg/ml, adla C. parapsilosis 11375/07
byta wyzsza od >96 pg/ml.

Wartosci liczbowe MIC dla mikonazolu wobec badanych szczepéw grzy-
bow ksztattowaly sie nastepujaco: C. albicans MYA-2732 (ATCC) - 1 pg/ml, C.
albicans 6122/06 - 0,5 pg/ml, C. glabrata MYA-275 (ATCC) - 0,25 pg/ml, C.
glabrata 7531/06 - 0,5 pg/ml, C. tropicalis 8122/06 - 0,016 pug/ml, C. parap-
silosis 11375/07 - 2 pg/ml. Dla badanych szczepoéw grzybow stwierdzono silng
dodatnig korelacje miedzy warto$cia MIC a stezeniem mkonazolu powoduja-
cym 50% RMA grzybow w strukturze biofilmu, r,=0,857, p=0,029 (rycina 48).
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Rycina 48. Korelacja migdzy warto$ciami MIC a st¢zeniem mikonazolu powodujacym
50% RMA grzybéw w strukturze biofilmu na powierzchni PMMA; r.=0,857, p=0,029.
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5. Dyskusja

Wystepowanie stomatopatii protetycznej powiktanej infekcjq grzybicza zo-
stato opisane w 1936 roku przez Cahna (wg Budtz-Jorgensen, 1974), ktory
jako pierwszy zwrdcil uwage na role grzybow w etiopatogenezie tego schorze-
nia, a Lyon i Chick (1957) opisali serie przypadkéw stomatopatii leczonych
antymikotykami oraz rezultaty tej terapii. Nyquist (1952) jako pierwszy opisat
znaczenie urazu mechanicznego w etiopatogenezie stomatopatii protetycznych.
Obecnie wielu autor6w eksponuje role infekcji grzybiczej, uwazajac jg za gtow-
ny czynnik etiopatogenetyczny tego schorzenia (Abaci, 2011; Mierzwinska-Na-
stalska, 2002; Pereira-Cenci i wsp., 2008).

Grupg chorych szczeg6lnie narazonych na ryzyko wystapienia stomatopa-
tii protetycznej z towarzyszacym zakazeniem grzybiczym sa pacjenci ze scho-
rzeniami nowotworowymi i chorzy na cukrzyce (Challacombe i Naglik, 2006;
Herman i wsp., 2001; Spiechowicz i wsp., 1994b; Yao i wsp., 2011). Spie-
chowicz i wsp. (1995) oraz Jainkittivong i wsp. (2010) wykazali, iz pacjenci
geriatryczni, w miar¢ pogarszania stanu zdrowia, stanowia grupe ryzyka wy-
stepowania stomatopatii protetycznych powiklanych zakazeniem grzybiczym.
Wraz z wiekiem dochodzi do ostabienia naturalnych mechanizméw stymulacji
uktadu odpornosciowego do produkeji i wydzielania immunoglobulin (Shimi-
zu i wsp., 2007; Yao i wsp., 2011). W obecnej pracy w obu badanych gru-
pach chorych najwiekszy odsetek stanowili pacjenci po 60. roku zycia. W tej
grupie wiekowej obserwuje sie tez znaczacy wzrost zachorowan na cukrzyce
typu 2 (Wierusz-Wysocka, 2001). Wedlug najnowszych badan az 13,5% po-
pulacji stanowia ludzie po 65. roku zycia. Dane epidemiologiczne wskazuja, iz
w Polsce przewidywany jest dalszy wzrost liczby oséb w wieku starszym (Ko-
czorowski, 2009). Wraz z wiekiem w strukturach ukladu stomatognatycznego
dochodzi do przewagi proceséw katabolicznych nad anabolicznymi, i w efekcie
do postepujacego zaniku kostnego podtoza protetycznego, gtéwnie wyrostka
ze¢bodolowego trzonu zZuchwy oraz wyrostka z¢bodotowego szczegki. Wykazano,
ze istnieje korelacja miedzy czasem trwania cukrzycy a stopniem utraty kosci
wyrostka zebodotowego (Felton, 2009; Cleary i Hutton, 1995). Prowadzi to do
wzrostu liczby bezzebnych os6b w populacji chorych na cukrzyce typu 2.
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Przeprowadzona w badaniach wlasnych analiza poréwnawcza obrazu kli-
nicznego stomatopatii wykazata, iz u chorych na cukrzyce najczesciej stwierdza
sie II typ schorzenia, ktory wystepowat jako silny rumien zapalny, ze sktonnos-
cig do krwawien oraz z obrzekiem btony §luzowej. Zmiany obserwowano w ob-
rebie btony §luzowej szczeki, pokrytej ptyta protezy. Nalezy podkresli¢, iz ten
typ zapalenia wystepowat najczesciej u chorych uzytkujacych protezy bez prze-
rwy nocnej, towarzyszyly mu objawy podmiotowe, wérdd ktérych najczesciej
zglaszano pieczenie blony §luzowej jamy ustnej. U pacjentéw grupy kontrol-
nej najczesciej obserwowano typ I stomatopatii. Ten typ schorzenia u chorych
na cukrzyce wystepowat w postaci bardziej zaawansowanej, tj. widoczne byty
plamiste rumieniowe pola, obejmujace swym zasiegiem btone Sluzowa catego
podtoza protetycznego. Nie obserwowano znaczgcej réznicy w czestosci wyste-
powania typu III stomatopatii w obu badanych grupach. Typ III stanowi naj-
czesciej zapalenie o charakterze przewlektym, przyczynowo zwigzane z prze-
dtuzajacym sie w czasie, traumatyzujacym oddziatywaniem nieprawidtowo
wykonanego odcigzenia na powierzchni dosluzowej protezy. Powstaja zmiany
o charakterze przerostowym, zlokalizowane na btonie $§luzowej podtoza pro-
tetycznego w okolicy watu podniebiennego i w jego bezposrednim sasiedztwie
(Infante-Cossio i wsp., 2007; Piotrowski, 2005). Uzyskane w niniejszej pracy
wyniki wskazuja, iz u chorych w obu grupach zmianom tym najczesciej nie
towarzyszyly objawy subiektywne zglaszane przez pacjenta.

Wystepowanie zmian niedokrwiennych w obrebie btony §luzowej z naste-
powym niedotlenieniem tkanek sprzyja¢ moze nasileniu objawéw klinicznych
stanu zapalnego w przebiegu stomatopatii protetycznych u chorych na cukrzy-
cg. Przewlekte powiklania cukrzycy dotycza bowiem wszystkich tkanek i na-
rzad6w, w tym réwniez naczyh blony sluzowej podtoza protetycznego, co czyni
ja bardziej podatna na dziatanie urazowego czynnika mechanicznego ze strony
protezy, prowadzac do krwawien i przyczyniajac sie do utrudnienia w gojeniu
powstatych uszkodzen (Banach, 2009; Guggenheimer i wsp., 2000a). Opisano,
iz w naczyniach skory i bton §luzowych w przebiegu cukrzycy mozna stwierdzi¢
zmiany polegajace na odktadaniu sie w btonie podstawnej substancji glikopro-
teinowych oraz na rozplemie §rédbtonkéw okreslanych jako microangiopathia
diabeticorum (Janket, 2008; Vitkov i wsp., 2003).
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Stomatopatie protetyczne czesto przebiegaja bez objaw6éw podmiotowych
(Budtz-Jorgensen, 1977; Dorocka-Bobkowska i wsp., 2010; Shulman i wsp.
2005). Wyniki niniejszej pracy wskazujg na znaczgco czestsze wystepowanie
objawéw podmiotowych stomatopatii u chorych na cukrzyce. Wéréd skarg,
zglaszanych przez chorych, gléwnym objawem bylo pieczenie btony sluzowej
jamy ustnej. U chorych na cukrzyce dolegliwo$¢ ta wystepowata caty czas, bez
przerw i remisji, osiagajac najwieksze nasilenie wieczorem. Uzyskane wyniki
wskazuja réwniez, iz w obu badanych grupach dolegliwo$¢ ta byta obserwowa-
na znaczaco czesciej w grupie chorych uzytkujacych protezy bez przerwy noc-
nej. Podobny objaw pieczenia btony §luzowej jamy ustnej chorzy moga zgtaszaé
w przebiegu zespotu pieczenia jamy ustnej (BMS, burning mouth syndrome),
ktérego wystepowanie nie jest zwigzane ze stanem patologicznym btony $luzo-
wej. Stwierdzono, iz schorzenie to jest czgstym powiklaniem u chorych na cuk-
rzyce typu 2 (Moore, 2007; Scala i wsp., 2003). Obecnie uwaza sie, ze BMS jest
odmiang neuropatii czuciowej wtokien nerwu tréjdzielnego i jego powstawanie
wiaze si¢ z zaburzeniami w odbieraniu i analizowaniu informacji czuciowych
na réznych poziomach osrodkowego i obwodowego uktadu nerwowego (Budre-
wicz i wsp., 2006; Mendak, 2008). Wedtug najnowszych doniesienr u chorych
z BMS dochodzi do dysfunkcji uktadu nigrostriatalnego i w konsekwencji do
obnizenia poziomu synaptycznej dopaminy (Budrewicz i wsp., 2006). Cecha
r6znicujaca opisane powyzej stany chorobowe jest fakt, iz usuniecie protezy
z jamy ustnej przynosi choremu zdecydowang ulge, podczas gdy w przebiegu
BMS objaw pieczenia blony Sluzowej jest odczuwany w sposdb ciagly i jest
bardziej nasilony.

Wyniki badan wlasnych wskazuja, ze chorzy na cukrzyce cz¢sciej niz oso-
by w grupie kontrolnej zgtaszaja uczucie suchosci btony §luzowej jamy ustnej,
co moze wynika¢ z faktu istnienia choroby podstawowej. Udowodniono, ze
w gruczotach slinowych w miare postepujacych proceséw starzenia organizmu,
dochodzi do zmian wstecznych o charakterze zwiéknienia, ktérym towarzy-
szy spadek wydzielania §liny, zar6wno stymulowanej jak i niestymulowane;j
(Collin i wsp., 2000; Madejczyk i Bachanek, 2001; Pires i wsp., 2002). Na-
turalng implikacjg tego stanu jest takze obnizenie wydzielania sekrecyjnych
immunoglobulin. Ostabienie funkcji wydzielniczej gruczotéw $linowych wraz

ze zmniejszeniem ilo$ci wydzielanej §liny oraz obnizenie poziomu biatek ukta-
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du odpornosciowego, obserwowane u pacjentdw w wieku starszym, stanowic¢
moga jedne z najistotniejszych przyczyn zwiekszonej zapadalnosci tych cho-
rych na kandydoze jamy ustnej oraz stomatopatie protetyczne powiktane infek-
cja grzybicza (Bachrach i wsp., 2008; Nagler i Hershkovich, 2005). Sugeruje
sie, ze sposrod organicznych sktadnikéw $liny, uczestniczacych w procesach
obronnych, sIgA pemi gtéwna role (Eliasson i wsp., 2006; Tanida i wsp. 2001).
Wykazano ujemna korelacje miedzy wiekiem badanych a poziomem sIgA w §li-
nie stymulowanej (Dorocka-Bobkowska i wsp., 2009; Tanida i wsp., 2001).
San Millan i wsp. (2000) donosza, ze sIgA, poprzez blokowanie adhezyn na
powierzchni wypustek filamentacyjnych grzybow, obniza ich zdolno$¢ adhezji,
nie hamuje ona jednak procesu filamentacji C. albicans. Wilson i wsp. (2007)
obserwowali obnizenie st¢zenie sIgA w wydzielinie podniebiennych gruczo-
16w §luzowych u chorych z II typem stomatopatii. Inni autorzy obserwowali
dodatnig korelacje miedzy poziomem sIgA a stomatopatig protetyczng (Doro-
cka-Bobkowska i wsp., 2009) oraz miedzy poziomem sIgA oraz liczba kolonii
C. albicans w probkach §liny u chorych z zakazeniem grzybiczym jamy ust-
nej. Podwyzszenie miana przeciwcial u tych chorych dotyczyto gtéwnie izotypu
slgAl. Po przeprowadzeniu terapii przeciwgrzybiczej dochodzito do spadku
poziomu przeciwciat klasy sIgA1 (Jeganathan i wsp., 1987).

Zmniejszone wydzielanie $liny oraz zmiany w jej sktadzie u tych chorych
moga rowniez przyczynia¢ sie do zwiekszonej podatnosci na zakazenia grzy-
bicze oraz utrudnia¢ gojenie zmian zapalnych na blonie $luzowej jamy ustnej
powstatych w trakcie uzytkowania protez ptytowych (Gasparoto i wsp., 2011;
Guggenheimer i wsp., 2000b; Hibino i wsp., 2009; Pedersen, 2004). Rola $liny
w rozwoju infekeji grzybiczej zostata potwierdzona réwniez w licznych bada-
niach in vive. Wykazano, iz w przebiegu grzybicy doswiadczalnej u szczuréw,
wywolanie kserostomii za pomoca §rodkéw farmakologicznych lub droga chi-
rurgicznego usuniecia gruczotow slinowych zdecydowanie nasila objawy cho-
roby (Jorge i wsp., 1993).

Zaburzenia smaku byly stosunkowo rzadko obserwowanym objawem sto-
matopatii w obu badanych grupach. Stwierdzono, iz cukrzyca, palenie tytoniu,
naduzywanie alkoholu, stany zapalne jamy ustnej w sposéb istotny wptywaja
na odczuwanie smaku w jamie ustnej. Zaburzenia w odczuwaniu bodzcoéw

smakowych dotycza zar6wno zaburzen jako$ciowych, jak i ilosciowych (Glazar
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i wsp., 2010). Pomimo, iz ptytowe uzupetnienia protetyczne nie pokrywajg ob-
szarow receptorowych smaku, to jednak moga wptywac na oslabienie jego czu-
cia. W przypadku protezy catkowitej moze dochodzi¢ do uposledzenia dziata-
nia receptor6w odczuwania ciepta, zimna i dotyku, zlokalizowanych w okolicy
podniebienia twardego (Kasperski i wsp., 2010)

Do obrazu klinicznego stomatopatii protetycznej dotaczajq sie czesto obja-
wy towarzyszace. U chorych na cukrzyce obserwowano czeéciej zapalenie katow
ust i jezyka, $wiadczace o rozprzestrzenianiu sie procesu chorobowego. U cho-
rych w wieku podesztym zwiotczenie miesni i maceracja kacikéw ust przez sline
dodatkowo sprzyjaja stanom zapalnym tej okolicy. Obserwacje te potwierdzaja
inni autorzy (Carrington i wsp., 2001; Hoshi i wsp., 2011; Lu, 2007; Madejczyk
i Bachanek, 2001).

Uzyskane w badaniach wtasnych wyniki wskazuja, ze u chorych, uzytku-
jacych uzupetnienia protetyczne bez przerwy nocnej, najczesciej stwierdzano
stomatopatie protetyczne typu II. Ten typ schorzenia réwniez byl najczesciej
obserwowany u chorych ze zta higieng protez. Ponadto znaczaco czesciej u tych
chorych obserwowano obecno$¢ objawéw podmiotowych stomatopatii. Liczne
badania wykazaly, iz proteza akrylowa jest bogatym i najbardziej statym rezer-
wuarem drobnoustrojow, ktére gromadza sie na jej powierzchni dosluzowej
w formie plytki protez (denture plaque) (Holmes i wsp., 2002; Nikawa i wsp.,
2005). Protezy catkowite jako protezy osiadajace wywierajgq dodatkowo dziata-
nie traumatyzujace na blone §luzowa podtoza protetycznego, stad duze znacze-
nie ma poprawno$é wykonania protez ruchomych, w szczegélnosci gtadkosé
powierzchni dosluzowej oraz poprawne wyrdéwnanie powierzchni okluzyjnej
(Hedzelek, 1994; Emami i wsp., 2008).

Badania wielu autorow wskazuja, iz uzytkowanie protez z przerwa nocna,
w potaczeniu z ich prawidlowa higiena, moze znaczaco zredukowaé czestosé
wystepowania stomatopatii protetycznych, stanowigc najbardziej efektywna
metode profilaktyki tego schorzenia (Budtz-Jorgensen i wsp., 2000; Shulman
i wsp., 2005; Webb i wsp., 1999). Ponadto wykazano, iz przechowywanie pro-
tez w Srodowisku suchym przez okres 8 godzin w ciggu doby zmniejsza ilos¢
kolonii grzyb6w na powierzchni protezy. Usuwanie protez z jamy ustnej w po-
rze nocnej znaczaco redukuje czesto§¢ zmian zapalnych blony §luzowej, zas

w kombinacji ze stymulacja tkanek podtoza protetycznego poprzez szczotkowa-
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nie, moze nawet je wyeliminowa¢ (Budtz-Jorgensen i wsp., 2000; Ewren i wsp.,
2011; Stafford i wsp., 1986). Wéréd zabiegéw higienicznych w profilaktyce
ileczeniu stomatopatii najwieksze znaczenie ma mechaniczne usuwanie plytki
protez, ktéry to zabieg powinien by¢ prowadzony systematycznie i dokladnie
(Jose i wsp., 2010; 2000, Muzyka, 2005; Spiechowicz i wsp., 1995a). Wielu
autoréw zaleca jednoczesnie dezynfekcje protez za pomoca réznego rodzaju
antyseptykow (0,2% roztwor chlorheksydyny, 0,5% roztwor podchlorynu sodu),
w ktorych protezy powinny by¢ zanurzane na okres kilku godzin. Ten spo-
so6b postepowania zaleca sie pacjentom, ktorzy sa szczegdlnie predysponowani
do infekcji grzybiczych oraz jako uzupelnienie terapii stomatopatii za pomoca
srodkéw antymikotycznych (Barnabé i wsp., 2004; Srinivasan i wsp., 2010;
Webb i wsp., 2005).

Liczne badania wskazuja na istotng zaleznos$¢ pomiedzy parametrami wy-
roéwnania metabolicznego cukrzycy a rozwojem przewlektych powiktan o cha-
rakterze mikroangiopatii i makroangiopatii (Pitacinski i wsp., 2005; Stolar,
2010; Zozulinska, 2001). Wykazano, iz $cista kontrola glikemii w cukrzycy
zmniejsza ryzyko rozwoju jej powiktan, redukcja HbAlc o 1% zmniejsza za-
grozenie wystapienia mikroangiopatii az o 37%. Czesto$¢ powiktan w cukrzy-
cy zaczyna narastaé, gdy HbAlc przekracza warto$¢ 6,5% (Sieradzki i wsp.,
2008; Saydah i wsp., 2004). Pomiary odsetka HbAlc wykorzystuje si¢ jako
najwazniejszy parametr wyréwnania glikemii, cho¢ warto pamieta¢ o jego nie-
doskonatosciach. Wartosci stezenn HbA1lc uzaleznione sg przede wszystkim od
poziomu glikemii na czczo. Implikacjg tego jest fakt, iz w przypadku niesta-
bilnych stezen glukozy, podlegajach znacznym wahaniom dobowym, odsetek
HbA1lc moze nie odzwierciedla¢ stanéw znacznej hiperglikemii popositkowej,
a takze epizod6w hipoglikemii (Kilpatrick, 2008). Wynika to z faktu, iz tworze-
nie HbA1c przebiega dwuetapowo, przy czym pierwsza z zachodzacych reakcji
ma charakter odwracalny, a ilos¢ powstatego produktu, jakim jest aldymina,
zalezy $cisle od czasu trwania hiperglikemii. Reakcja wytwarzania aldyminy
przebiega powoli, reakcja w kierunku odwrotnym przebiega znacznie szybciej,
aldymina jest wiec labilnym produktem procesu glikacji. Dopiero kolejna re-
akcja, zwana przeksztatlceniem Amadori, jest nieodwracalnym i szybko prze-
biegajacym procesem, ktéry prowadzi do powstawania wtasciwego produktu,

stabilnej ketoaminy — HbA1c (wg Dworacka, 2006). Dlatego tez epizody ostrej,
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krotkotrwatej hiperglikemii, najczesciej popositkowej, nie sg rejestrowane po-
przez zmiany odsetka HbAlc. Pomimo tych ograniczen HbAlc pozostaje kli-
nicznym jak i epidemiologicznym parametrem wyréwnania glikemii u chorych
na cukrzyce (Nakagami i wsp., 2010; Saudek i wsp., 2008).

Sredni odsetek HbA1lc u badanych chorych wynosit 8,6 + 1,9%, a §rednia
warto$¢ glikemii na czczo - 9,8 = 2,6 mmol/l. U 26,5% chorych na cukrzyce
poziom HbAlc byt nizszy od 7%. Wskazuje to na fakt, ze u wiekszosci chorych
nie osiggnieto zadowalajacego stanu wyréwnania glikemii. Wyniki badan in-
nych autoréw réwniez wskazuja, ze u wigkszosci chorych na cukrzyce typu 2
nie osiaga sie zalecanych kryteriow wyréwnania metabolicznego. Nawet w kra-
jach wysoko rozwinietych, takich jak Szwecja, §rednie stezenie HbAlc wynosi
7,2%, a wiec powyzej wartosci zalecanej przez zdecydowana wiekszo$¢ na-
ukowych towarzystw diabetologicznych (Sieradzki i wsp., 2008). Wykazano, ze
w Polsce wérdd chorych na cukrzyce typu 2, trwajaca co najmniej 5 lat §rednia
warto$§¢ HbAlc wynosi 7,7% (Sieradzki i wsp., 2008).

Mimo wprowadzanych nowych lekéw i modeli terapeutycznych trendy sg
niekorzystne i odsetek chorych z niewyréwnana cukrzyca wcigz wzrasta (Chan
i wsp., 2009). Analiza Szymborskiej-Kajanek i wsp. (2009) przeprowadzona
w Polsce u 5812 chorych na cukrzyce typu 2, wykazata niedostateczng kontro-
le glikemii, profilu lipidowego i ci$nienia tetniczego u badanych. Autorzy pod-
kreslaja rowniez fakt, ze u chorych na cukrzyce typu 2, niezaleznie od rodzaju
terapii hipoglikemizujacej, w miare uptywu czasu trwania choroby, dochodzi
do sukcesywnego pogarszania kontroli glikemii.

Wryniki badan wtasnych wskazuja, iz zar6wno odsetek HbA1c jak i poziom
glikemii na czczo osiagaty najwyzsza warto$¢ w grupie chorych z typem 1II sto-
matopatii. Powyzsze wyktadniki byly znaczaco nizsze u chorych z typem 1 i III.
Ponadto stwierdzono, ze wartoéci obu powyzszych wskaznikéw wyré6wnania
glikemii byly znaczgco wyzsze w grupie chorych zglaszajacych objawy podmio-
towe stomatopatii, w tym najczesSciej uczucie pieczenia btony §luzowej jamy
ustnej. Pomimo trendu, obowigzujacego w medycynie, stosowania zasad opar-
tych na faktach (EBM, evidence-based medicine), nie znaleziono w dostepnym
pisSmiennictwie doniesien opisujacych w jakim stopniu poszczegélne parametry
wyréwnania metabolicznego cukrzycy hamujq progresje czy tez zapobiegaja po-

wstawaniu schorzen btony §luzowej jamy ustnej u chorych leczonych prote-
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tycznie. Wykazano natomiast zwiazek migdzy niewyréwnana cukrzyca typu 2
a wystepowaniem zmian zapalnych w przyzebiu o charakterze gingivitis i pe-
riodontitis (Gorska, 2009; Chen i wsp., 2010). Ponadto stwierdzono korelacje
miedzy czasem trwania cukrzycy a zaawansowaniem choroby przyzebia oraz
stopniem utraty kosci wyrostka zebodotowego (Banach, 2009; Fraczak i wsp.,
2002; Madejczyk i Bachanek, 2001).

W obecnej pracy pozytywny wynik badania mikologicznego uzyskano
u wszystkich badanych na cukrzyce, stwierdzajac iz stomatopatie protetyczne
u tych chorych sa czesciej powiklane zakazeniem grzybiczym w poréwnaniu
z grupa kontrolng. We wczesniej przeprowadzonych badaniach wtasnych wy-
kazano znaczgcy w warunkach in vitro wzrost adhezji grzybow C. albicans do
nabtonka btony $luzowej u chorych na cukrzyce typu 2 (Dorocka-Bobkowska
i wsp., 1996). Stwierdzono dominacje grzybéw gatunku C. albicans, w dalszej
kolejnosci izolowano grzyby NAC (C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis
oraz C. dubliniensis). Dane te zgodne sa z doniesieniami innych autoréw, ktore
wskazuja na wzrost znaczenia w stomatopatiach protetycznych gatunkéw NAC;
w tym najczeéciej stwierdza sie zakazenia wywotane przez C. glabrata (Doro-
cka-Bobkowska i Konopka, 2007; Gasparoto i wsp., 2009; Li i wsp., 2007;
Ruhnke, 2006). Warto podkresli¢ fakt, iz w ostatnich latach, od chorych ze
stomatopatia powiklang zakazeniem grzybiczym, czeéciej izoluje sie grzyby C.
dubliniensis (Meurman i wsp., 2010; Zomorodian i wsp., 2011).

Uzyskane w badaniach wtasnych wyniki wskazuja, iz u chorych na cukrzy-
ce czesciej obserwowano wystepowanie formy mycelialnej C. albicans. U cho-
rych tych stwierdzono wyzszy poziom HbAlc oraz glikemii na czczo w poréw-
naniu z grupg chorych, u ktérych wystepowata wylacznie forma Y. Ponadto
zaobserwowano, ze u chorych z wysokim poziomem HbAlc oraz glikemii na
czczo wystepowal obfity lub i zlewny charakter wzrostu grzybéw Candida.
Forma mycelialna grzybéw uznawana jest za bardziej patogenng ze wzgledu
na wieksza powierzchnie przylegania, wyzsza zdolno$¢ adhezji i penetracji do
komérek nabtonka (Emami i wsp., 2007; Biswas i wsp., 2007; Whiteway i Ba-
chewich, 2007). Nie ma zgodno$ci wérdéd badaczy na temat wplywu zjawi-
ska filamentacji grzybow na wystepowanie objawow zapalnych btony §luzowej
u chorych ze stomatopatiq protetyczng, powiklang zakazeniem grzybiczym.

Zdaniem niektérych autorow, u nosicieli C. albicans z klinicznie zdrowa btong
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§luzowa drobnoustréj ten bytuje w formie Y, natomiast forma M jest forma
patogenna, ktéra dominuje w stomatopatiach protetycznych (Challacombe,
1994; Budtz-Jorgensen, 1974). Badania Emami i wsp. (2007) oraz Majew-
skiego (1982), nie potwierdzaja zaleznosci miedzy wystepowaniem stomato-
patii a zdolno$cig filamentacji C. albicans. Badacze ci nie wykazali istnienia
formy mycelialnej nawet w przypadkach stomatopatii o silnie zaznaczonych
objawach klinicznych. Natomiast Arendorf i Walker (1980) wykryli zaréwno
forme drozdzowa, jak i mycelialng u trzech zdrowych nosicieli gatunku C. albi-
cans, poddajac w watpliwos¢, czy transformacja formy Y w forme¢ M moze by¢
rzeczywistym wskaznikiem infekcji. Spiechowicz i wsp. (1994a) obserwowali
nasilenie zjawiska filamentacji grzybéw w przypadkach stomatopatii o silniej
zaznaczonych objawach klinicznych (klasa II i III wg Newtona). Ta hipoteza
znajduje swoje uzasadnienie w wynikach do$wiadczen przeprowadzonych
przez Ramage i wsp. (2002b), ktorzy badali, czy tworzenie mycelium przez C.
albicans ma wptyw na powstawanie struktury biofilmu. Autorzy wykazali, ze
szczepy C. albicans pozbawione genéw odpowiedzialnych za proces filamenta-
cji (Aefgl i Acphl/Aefgl) nie syntetyzuja biatka EFG1 i nie sa zdolne do utwo-
rzenia ztozonej struktury biofilmu, tworzac jedynie warstwe luzno utozonych,
wydtuzonych komérek. Baillie i Douglas (1999) na podstawie badan mikro-
skopowych stwierdzili, ze jedynie szczepy dimorficzne C. albicans wytwarzajq
biofilm ztozony z dwéch warstw — podstawowej, zawierajacej gtéwnie blasto-
spory i warstwy zewnetrznej, zawierajacej strzepki lub pseudostrzepki. Wyniki
powyzszych badan sugeruja zatem, ze tworzenie wypustek filamentacyjnych
przez blastospory C. albicans, umozliwiajace tworzenie mycelium, jest warun-
kiem powstawania struktury dojrzatego biofilmu. Obserwowane w badaniach
wlasnych nasilenie procesu filamentacji grzybéw u chorych na cukrzyce moze
wynika¢ z faktu ostabienia mechanizméw obronnych ustroju w przebiegu cuk-
rzycy i ujawnienia cech patogennych C. albicans, ktéry nalezy do drobnoustro-
jow oportunistycznych. Obserwowane w cukrzycy zaburzenia metaboliczne
prowadza bowiem do uposledzenia nieswoistych jak i swoistych mechanizméw
obrony, zar6wno komoérkowej jak i humoralnej (Zozuliniska i Wierusz Wyoso-
cka, 2004a). Badania ostatnich lat dowiodly, iz komérki C. albicans posiadajq
unikalng strukture, ktéra w warunkach hiperglikemii wzmaga zjadliwo$¢ tych

szczepow. Wykazano, ze na powierzchni komorki C. albicans znajduja sie anty-
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geny biatkowe podobne do receptoréw C, dopelniacza, znajdujacych si¢ na fa-
gocytach ssakow. W srodowisku hiperglikemicznym dochodzi do 4-6-krotnego
wzrostu ekspresji tych biatek (Fidel, 2002; Leigh i wsp., 2002).

Nieodlacznym elementem reakcji zapalnej jest nasilenie produkcji biatek
ostrej fazy. Wiadomo dotychczas, ze hiperglikemia indukuje szereg procesow
biochemicznych, prowadzacych do uszkodzenia s$rédbtonka, aktywacji ko-
morek zapalnych, uwolnienia aktywnych rodnikéw tlenowych, proteaz i cyto-
kin (Janket i wsp., 2008; Zozulinska, 2001; Zozulinska i Wierusz-Wysocka,
2004Db). Efektem dziatania cytokin jest miedzy innymi produkcja biatek ostrej
fazy. U chorych na cukrzyce typu 2 obserwuje sie¢ wzrost stezenia CRP w suro-
wicy krwi, najwyzsze warto$ci CRP wystepuja u chorych z dtugim wywiadem
choroby i obecno$cia przewlektych powiktan (Lund i wsp., 2009; Pisarczyk-Wi-
za i wsp., 2002; Skowronski i wsp., 2005; Tan i wsp., 2004). W grupie chorych
na cukrzyce typu 1 bylo to jedyne biatko ostrej fazy, ktorego stezenie w surowicy
wzrastato, nie obserwowano wzrostu stezenia innych biatek ostrej fazy, takich
jak kwasna a1 glikoproteina i a1 antychymotrypsyna, ceruloplazmina i .2 ma-
kroglobulina (Zozulinska, 2001). Kilpatrick i wsp. (2000) wykazali, ze czynni-
kami determinujacymi podwyzszenie stezenia CRP u chorych na cukrzyce sa
wiek, ple¢ zeniska, wskaznik masy ciata oraz warto§¢ HbAlc. Wyniki badan
wlasnych wskazujg na istotng dodatnig korelacje miedzy stezeniem CRP a war-
to$ciami HbAlc w grupie chorych na cukrzyce typu 2, co potwierdza wczes-
niejsze badania innych autoréw (Fukuhara i wsp., 2007; King i wsp., 2003).
Zwiazek CRP z metabolizmem glukozy potwierdza réwniez zaobserwowana do-
datnia korelacja tego biatka ostrej fazy z wartos$cia glikemii na czczo. W warun-
kach hiperglikemii dochodzi do nasilenia nieenzymatycznej glikozylacji biatek,
zaréwno blonowych jak i wydzielniczych, stad odsetek HbA1lc oraz glikozylacja
innych protein w btonach podstawnych komadrek w przebiegu cukrzycy sa row-
niez podwyzszone (Wu i wsp., 2002; Zozulinska i Wierusz-Wysocka, 2005).
W konsekwencji prowadzi to do powstania konicowych produktéw glikozylacji
biatek (AGEs, advanced glycation end products) (Janket i wsp., 2008; Tan i wsp.,
2004). W regulacji syntezy jak i glikozylacji tych biatek uczestnicza cytokiny,
a ich wzajemne relacje okresla sie mianem sieci cytokinowej. Udowodniony

zostal wptyw IL-6, transformujacego czynnika wzrostu § i TNFo na synteze
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i glikozylacje CRP oraz innych biatek ostrej fazy (Naruszewicz, 2009; Pitacinski
i wsp., 2005; Tan i wsp., 2004; Zozuliniska i Wierusz-Wysocka, 2004b).

W badaniach wlasnych wykazano podwyzszenie poziomu CRP u chorych
ze stomatopatia powiktang infekcjg grzybicza. Wartosci CRP ksztattowaty sie
odmiennie w grupach pacjentdéw z ré6znym typem stomatopatii; najwyzsze war-
todci obserwowano dla typu Il schorzenia. Mierzwinska-Nastalska i wsp. (2006)
wykazali, ze u chorych ze stomatopatiag dochodzi do podwyzszenia poziomu in-
nego markera ostrej fazy, o-1 antyantytrypsyny (AAT); najwyzszy poziom AAT
odnotowano réwniez w surowicy krwi chorych z typem II stomatopatii prote-
tycznej, powiktanej zakazeniem grzybiczym.

Uzyskane w badaniach wtasnych wyniki nie wykazaly istotnych réznic
w lekowrazliwo$ci szczepow grzyboéw izolowanych z ontocenozy jamy ustnej
chorych w obu badanych grupach. Obserwacje te sg zgodne z badaniami Man-
fredi i wsp. (2006) oraz Meuramn i wsp. (2010). Odnotowano wysoka wrazli-
wo$¢ in vitro izolowanych grzybéw Candida na badane leki przeciwgrzybicze.
Najbardziej skuteczne okazaly sie amfoterycyna B, flucytozyna oraz nystatyna,
co potwierdzaja badania Meurman i wsp. (2010). Analiza wrazliwosci grzybow
Candida u chorych na cukrzyce typu 1 oraz 2 wykazata najwyzsza skutecznosé
amfoterycyny B i flucytozyny, nie stwierdzano szczepéw opornych na powyzsze
leki (Bremenkamp i wsp., 2010). W badaniach innych autoréw antybiotyki
polienowe réowniez wykazywaly wysoka skutecznos$¢ in vitro (Batura-Gabriel
i wsp., 2001). Piecioletnia obserwacja lekowrazliwosci szczepéw grzybow C.
albicans, izolowanych z ontocenozy jamy ustnej chorych ze schorzeniem nowo-
tworowym, wykazata jednak narastanie opornosci C. albicans na amfoterycyne
Bz 23,1% do 31,9%, natomiast dla szczepéw NAC opornos¢ na ten lek spadia
z 39,6% do 20% (Lukaszuk i wsp., 2000). W badaniach klinicznych wykaza-
no skutecznos¢ amfoterycyny B stosowanej miejscowo w postaci tabletek do
ssania oraz kremu na powierzchni¢ protezy przez okres 4 tygodni w lecze-
niu stomatopatii protetycznych, powiktanych infekcja grzybicza (Bissel i wsp.,
1993). Amfoterycyna B oraz nystatyna hamuja adhezje in vitro grzybow Can-
dida do powierzchni akrylu (Egusa i wsp., 2010) oraz nabtonka bony §luzowej
policzka i komoérek HeLa (Ellepola i wsp., 1998, Dorocka-Bobkowska i wsp.,
2010). Wykazano réwniez, ze amfoterycyna B hamuje transformacj¢ mycelial-

na C. albicans w stezeniu odpowiadajacym wartosci MIC lub nizszym (Hawser
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i wsp., 1996). W niniejszej pracy aktywnos¢ in vitro flucytozyny byta wysoka,
zaréwno w odniesieniu do szczepéw C. albicans, jak i NAC, co jest zgodne
z doniesieniami innych autoréw (Bremenkamp i wsp., 2010; Meuramn i wsp.,
2010). Ostatnio obserwuje sie wzrastajaca opornos¢ C. glabrata, zar6wno na
flucytozyne jak i pochodne azolowe (Edlind i Katiyar, 2010; Konopka i wsp.,
2010). Mimo czestego i wieloletniego stosowania nystatyny, lek ten okazuje
sie skuteczny zar6wno w leczeniu, jak i w profilaktyce zakazen grzybiczych.
Nystatyna jest lekiem powszechnie stosowanym w leczeniu stomatopatii powi-
ktanej zakazeniem grzybiczym (Budtz-Jorgensen i Lombardi, 2000; Ellepola
i Samaranayake, 2000). Wedlug wtasnych obserwacji klinicznych, prowadzo-
nych u chorych ze stomatopatia, lek ten jest réwniez skuteczny w warunkach
in vivo, pod warunkiem prawidtowego stosowania.

W ostatnich latach wielu autoréw obserwuje wzrost opornosci grzyboéw na
azolowe leki przeciwgrzybicze (Lamfon i wsp., 2005; Pinto i wsp., 2008). Prze-
prowadzone przez autorke badania wykazalty wyzszg oporno$¢ szczepéw NAC
na pochodne azolowe w poréwnaniu z amfoterycyna B, flucytozyna i nystatyna.
Dla szczepéw C. albicans rowniez stwierdzono nizszg aktywno$¢ in vitro po-
chodnych azolowych w poréwnaniu z aktywnoscia antybiotykéw polienowych
i flucytozyny. W grupie pochodnych azolowych najbardziej skutecznym lekiem
in vitro wobec grzybow z rodzaju Candida byt mikonazol, co jest zgodne z ba-
daniami innych autor6w (Isham i Ghannoum, 2010; Szponar i wsp., 2005).
Stwierdzono, iz mikonazol wykazuje wysokg skutecznos¢ w leczeniu infekcji
miejscowych, przy jednoczesnym braku skutecznoéci przy stosowaniu doust-
nym, co wynika z faktu, iz stymuluje on aktywno$¢ komoérek watroby, prowa-
dzac do inaktywacji leku. Badania kliniczne potwierdzity rowniez jego wysoka
skuteczno$¢ in vivo, szczegdlnie w leczeniu grzybic miejscowych. Mikonazol
nalezy do najcze$ciej stosowanych antymikotykéw u chorych ze stomatopatia
(Martinez-Beneyto i wsp., 2010). Podstawowy mechanizm dziatania mikona-
zolu polega na hamowaniu biosyntezy ergosterolu, ktdry jest podstawowym
sktadnikiem blony komdrkowej grzybow. Laczac sie z cytochromem P-450 mi-
konazol selektywnie hamuje proces demetylacji lanosterolu, co w konsekwen-
cji prowadzi do kumulacji lanosterolu w btonie komdrkowej grzyba, zaburzen
jej funkcjonownia i rozpadu komorki. Opracowano wiele postaci mikonazolu

do stosowania miejscowego. Stat si¢ on lekiem z wyboru w leczeniu stomatopa-
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tii protetycznej z towarzyszacym zakazeniem grzybiczym. Moze by¢ stosowany
zaréwno w postaci zelu lub lakieru, aplikowanego na powierzchnie dosluzowg
plyty protezy, oraz jako lek dodawany do materiatéw stuzacych do podsciela-
nia protez (Budtz-Jorgensen i Carlino, 1994; Ellepola i Samaranayake, 2000;
Khozeimeh i wsp., 2010). Wykazano, ze mikonazol w formie zelu dodany do
preparatu Visco-gel, jednego z powszechnie stosowanych materiatéw do bio-
logicznej odnowy tkanek, utrzymuje swojq aktywnos$¢ przeciwgrzybicza i jest
z powodzeniem stosowany w leczeniu stomatopatii z towarzyszaca infekcjg
grzybicza (Radnai i wsp., 2010). Podobne obserwacje poczynili inni autorzy
wobec nystatyny, natamycyny i klotrimazolu (Niestuchowska, 1986) oraz itra-
konazolu (Chow i wsp., 1999).

Opornos¢ drobnoustroju uznaje si¢ za czgsta przyczyne obserwowanego
czesto niepowodzenia w leczeniu stomatopatii protetycznej powiktanej zaka-
zeniem grzybiczym. Stad uzyskanie danych o aktywnosci in vitro lekéw prze-
ciwgrzybiczych stanowi¢ moze cenng informacje, ktora pozwoli przewidzie¢
skutecznos¢ leczenia, w wiekszo$ci bowiem przypadkow leki o duzej aktywno-
§ci in vitro wykazuja skutecznos$¢ terapeutyczng w warunkach in vivo. Warto
podkresli¢, ze sukces kliniczny prowadzonej terapii stomatopatii protetycznej
z towarzyszaca infekcja grzybicza jest uwarunkowany ztozonym procesem in-
terakcji miedzy czynnikiem patogennym a gospodarzem. Parametrem mozli-
wym do oznaczenia w codziennej praktyce jest okres$lenie wrazliwosci in vitro
izolowanego od chorego drobnoustroju, co umozliwia wybo6r skutecznego leku
i zapobiega rozprzestrzenianiu sie szczepoéw opornych.

Trudny i niepoznany do konca jest problem korelacji skutecznosci leku
w warunkach in vitro i in vive. Jedng z przyczyn wyjasniajgcych opornosé
szczepu na zastosowany lek w terapii przeciwgrzybiczej moze by¢ fakt, ze
w przebiegu przewleklych zakazen grzybiczych komorki grzybéw zasiedlaja
organizm gospodarza w postaci wysoce zorganizowanych struktur biofilmu.
Szczegolnie obfity biofilm Candida powstaje na powierzchni dosluzowej ply-
ty protezy. Wykazano ponadto, ze obecnos$¢ §liny utatwia powstawanie biofil-
mu Candida na powierzchni akrylu (Samaranayake i wsp., 2009; Sun i Fang,
2002). Dowiedziono réwniez, iz komorki grzyboéw tworzace strykture biofilmu
charakteryzuja sie wyzszg oporno$cia na dziatanie lekow przeciwgrzybiczych

anizeli komorki wolnozyjace. Stezenia lekéw przeciwgrzybiczych niezbedne do
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eradykacji biofilmu C. albicans przekraczaja wielokrotnie dostepne stezenia
terapeutyczne (Chandra i wsp., 2005; Li i wsp., 2010).

Wyniki badan wtasnych wskazujg na zwiekszong oporno$é na mikonazol
badanych szczepéw grzyboéw Candida, rosnacych w populacji biofilmu na po-
wierzchni PMMA. Przy wyborze powyzszego leku do badan, kierowano sig¢ jego
szerokim zastosowaniem klinicznym oraz wysoka skutecznoscig w leczeniu sto-
matopatii protetycznej z towarzyszacq infekcja Candida, potwierdzong w bada-
niach innych autoréw (Budtz-Jorgensen i Carlino, 1994; Ellepola i Samaranay-
ake, 2000; Radnai i wsp., 2010). Postugujac sie metodg kolorymetryczng XTT
w niniejszej pracy wykazano, iz stezenia mikonazolu powodujace 50% RMA
komérek tworzacych strukture biofilmu sg znacznie wyzsze w poréwananiu
z warto$cig MIC dla badanego leku. Stwierdzono dodatnig korelacje miedzy
stezeniem mikonazolu powodujacym 50% RMA i warto$cia MIC. Najwyzszg
oporno$¢ biofilmu obserwowano dla szczepu C. parapsilosis, stezenie mikona-
zolu potrzebne do uzyskania 50% RMA komoérek tworzacych biofilm przekra-
czato warto$¢ 96 ug/ml. Wykazano, ze stezenia lekéw wymagane do redukeji
aktywnos$ci metabolicznej komorek grzybow o 50% byly o 5-8 razy wyzsze dla
komorek w strukturze biofilmu anizeli dla organizméw wolnozyjacych (Mni-
chowska-Polanowska i wsp., 2009b). Dojrzaty biofilm Candida ma heterogen-
ng strukture, w ktdrej mikrokolonie komorek grzybéw o okreslonej aktywnosci
metabolicznej otoczone sa czasteczkami polisachrydowej substancji pozako-
morkowej. Wykazano, iz wraz z dojrzewaniem biofilmu wzrasta aktywno$¢ me-
taboliczna komoérek, co wplywa na zwiekszong opornoéc¢ tych drobnoustrojow
na leki przeciwgrzybicze (Chandra i wsp., 2001a). We wcze$niejszych obserwa-
cjach wlasnych stwierdzono wysoka oporno$¢ komorek struktury biofilmu C.
albicans oraz C. glabrata na flukonazol (Konopka i wsp., 2010). Do podobnych
wnioskow doszedt réwniez Kuhn i wsp. (2002b), wykazujac zwiekszona opor-
noé¢ C. albicans i C. parapsilosis rosnacych w populacji biofilmu na flukonazol,
nystatyne, terbinafine, amfoterycyne B, oraz pochodne azolowe - vorikonazol
i ravukonazol. Chandra i wsp. (2001b) badali korelacje miedzy stopniem doj-
rzato$ci biofilmu C. albicans a warto$cig MIC w odniesieniu do amfoterycyny
B, nystatyny, flukonazolu i chlorheksydyny. W fazie poczatkowej wartosci MIC
sg niskie, wraz z dojrzewaniem biofilmu wartosci te wzrastajg, a w strukturze

dojrzatego biofilmu komoérki C. albicans wykazuja opornos¢ na badane leki.
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Proces dojrzewania drobnoustrojow w strukturze biofilmu polega na induk-
cji lub supres;ji specyficznych genéw oraz zmianie cech fenotypowych komérek
osiadtych w cechy charakterystyczne dla komérek populacji dojrzatego biofil-
mu. Badania przeprowadzone nad struktura biofilmu Candida z zastosowa-
niem skaningowej mikroskopii konfokalnej wykazaty, ze struktura biofilmu na
powierzchni biomateriatéw zalezna jest od gatunku grzybéw drozdzopodobnych
go tworzacych (Nett i wsp., 2010; Ramage i wsp., 2009). Kuhn i wsp. (2002a)
poréwnali zdolnoé¢ tworzenia biofilmu przez rézne gatunki grzybéw rodzaju
Candida. Postugujac sie testem pomiaru suchej masy biofilmu oraz badania-
mi mikroskopowymi, wykazano, ze grzyby gatunku C. albicans tworza biofilm
o wiekszej masie w poréwnaniu z grzybami gatunku C. parapsilosis, C. glabra-
ta i C. tropicalis. Aktywno$¢ metaboliczna biofilmu C. albicans jest znacznie
wyzsza anizeli aktywno$¢ biofilmu utworzonego przez gatunki C. parapsilosis,
C. glabrata i C. pseudotropicalis (Hawser i Douglas, 1994). Rowniez struktura
biofilmu grzyb6w NAC jest odmienna. Tworzy go pojedyncza warstwa komorek,
zawierajaca nieregularne skupiska blastospor, zawieszonych w niewielkiej ilo-
$ci macierzy zewnatrzkomoérkowej (Kuhn i wsp., 2002a). Badania biofilmu C.
dubliniensis na powierzchniach akrylu i polistyrenu wykazaty, ze struktura tego
biofilmu jest podobna do struktury biofilmu C. albicans (Ramage, 2001).

Ramage i wsp. (2002) badali molekularne mechanizmy opornosci komo-
rek planktoidalnych C. albicans na pochodne azolowe. Opornosé grzybéw na
leki z tej grupy jest zwigzana miedzy innymi z obecno$cia aktywnych biatek,
posiadajacych wlasciwosci pompy (ang. drug efflux pumps). Biatka te rozpo-
znaja réznego typu leki i usuwaja je z cytoplazmy, wykorzystujac energie za-
warta w ATP. W przypadku komorek grzybéw pompy te nalezg do dwoch klas:
ABC (ang. ATP-binding cassette) oraz MFS (ang. major facilitator superfamily).
Wykazano, ze mutanty C. albicans, niezawierajace genéw odpowiedzialnych za
proces aktywnego usuwania lekow z komorki (Acdrl, Acdr2, Amdrl, Acdrl/
Acdr2, Amdr1/Acdrl), sa zdolne do wytworzenia ztozonej struktury biofilmu.
Komoérki planktonowe tych mutantéw wykazujg zwiekszong wrazliwo$¢ na flu-
konoazol, natomiast w strukturze biofilmu sg one oporne na ten lek. Wynika
7 tego, iz patomechanizm opornosci biofilmu C. albicans na pochodne azolowe
jest zjawiskiem ztozonym, jak réwniez rézne sg mechanizmy odpowiedzialne

za zjawisko opornosci na leki formy planktonowej i biofilmu C. albicans.
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Z Kklinicznego punktu widzenia bardzo istotnym problemem jest oporno$¢
grzybow Candida w populacji biofilmu na antymikotyki. Mechanizmy fizyczne
oraz biologiczne, ktére obnizajg wrazliwo$¢é drobnoustrojéw w populacji bio-
filmu na dostepne leki przeciwgrzybicze nie zostaly, jak dotad, dostatecznie
poznane. Istnieje hipoteza, iz oporno$c¢ ta powstaje na skutek zmian w meta-
bolizmie komorki grzyba w populacji biofilmu, w odpowiedzi na ograniczenie
dostepu do sktadnikéw odzywczych. Istotne znaczenie moze mie¢ réwniez fakt
utrudnionej dyfuzji leku do komoérek grzybow znajdujacych sie w strukturze
biofilmu, poprzez warstwe zewnatrzkomoérkowej macierzy oraz zjawisko akty-
wacji genow odpowiedzialnych za synteze enzymoéw rozktadajacych czasteczki
lekéw w osiadtych populacjach drobnoustrojéw (Kumamoto, 2002; Mah i wsp.,
2001). Ponadto opisane wczesniej zr6znicowanie morfologiczne grzybow oraz
wytwarzanie przez C. albicans chlamydospor (zarodnikow przetrwalnikowych)
moze dodatkowo chroni¢ drobnoustréj przed dziataniem leku, stanowigc jedng

z przyczyn opornosci drobnoustroju.
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6. Podsumowanie

Powyzsze obserwacje zasluguja na podsumowanie w kontekscie opieki
klinicznej nad chorym. W $wietle doniesien innych autoréw, a takze wielolet-
nich badan wlasnych, nalezy przyja¢, iz stomatopatie protetyczne z towarzy-
szacym zakazeniem Candida stanowig powszechna dolegliwos¢ u chorych na
cukrzyce typu 2 i charakteryzujq si¢ ciezszym klinicznie przebiegiem. Wyniki
obecnej pracy wskazuja, ze u chorych tych stwierdza sie rowniez nasilenie do-
legliwosci subiektywnych stomatopatii protetycznej, oraz na fakt, iz schorzenie
to u chorych na cukrzyce przebiega z towarzyszaca infekcja wywotang grzyba-
mi rodzaju Candida. Stad poprawnos¢ wykonania uzupetnien protetycznych,
zar6wno pod wzgledem klinicznym jak i laboratoryjnym, ma u tych chorych
szczegblnie istotne znaczenie. Edukacja pacjenta odnosénie wtasciwego uzyt-
kowania uzupelnien protetycznych, przestrzegania zasad higieny jamy ustnej
i protez, oraz konieczno$¢ prowadzenia systematycznej opieki nastepowej, jest
réwniez istotna w aspekcie profilaktyki stomatopatii protetycznych. Szczeg6l-
nie waznym aspektem dziatan profilaktycznych u chorych na cukrzycg jest za-
lecenie uzytkowania protez z przerwa nocng i utrzymywanie ich w $rodowisku
suchym. Pozwoli to na regeneracje btony sluzowej podtoza protetycznego, ktéra
jest szczeg6lnie podatna na dziatanie czynnika urazowego u chorych z cukrzyca
i przewlekla suchoscia btony §luzowej jamy ustnej. Ponadto w przypadku sto-
matopatii protetycznej u chorych na cukrzyce, wskazane jest wykonanie badan
mikologicznych, zmierzajacych do rozpoznania rodzaju i gatunku mikroorgani-
zmu wraz z oznaczeniem jego lekowrazliwosci.

Wryniki badan uzyskane w niniejszej pracy potwierdzaja réwniez sugestie
o $cistym zwiazku pomiedzy hiperglikemia a procesem zapalnym btony sluzowej
podloza protetycznego. Wskazuje to na fakt, iz osiagniecie optymalnych parame-
troéw wyréwnania metabolicznego u chorych na cukrzyce typu 2 moze przyczyni¢
sie do zmniejszenia ryzyka powiktan o charakterze stomatopatii protetycznej po-
wiktanej zakazeniem grzybiczym u uzytkownikéw protez catkowitych.

Problem stomatopatii protetycznych u chorych na cukrzyce typu 2 nie jest
tematem szeroko opisywanym w literaturze polskiej i $wiatowej. Przeprowa-

dzone w niniejszej pracy badania kliniczne, dotyczace problemu stomatopatii
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protetycznej z towarzyszacym zakazeniem grzybiczym stanowiq pierwszg tego
typu analize przeprowadzong u chorych na cukrzyce typu 2. Uzyskane w czesci
klinicznej wyniki, wskazujace na wzrost wystepowania stomatopatii protetycz-
nej powiklanej zakazeniem grzybami z rodzaju Candida oraz nasilenie obja-
wow klinicznych stomatopatii u chorych na cukrzyce typu 2, sktonity autorke
do przeprowadzenia dalszych badan, zmierzajacych do oceny zaleznosci wy-
ktadnikéw zakazenia grzybiczego w przebiegu stomatopatii protetycznej i wy-
branych parametréw wyréwnania metabolicznego cukrzycy typu 2. W szeroko
analizowanym piSmiennictwie nie znaleziono danych opisujgcych te zaleznosc.
Szeroki zakres badan mikologicznych uzupetniono badaniami nad biofilmem
Candida z zastosowaniem modelu badawczego w warunkach in vitro w aspek-
cie oceny wrazliwoséci komoérek grzybow z rodzaju Candida tworzacych struk-
ture biofilmu na mikonazol, ktéry jest stosowany w terapii stomatopatii prote-
tycznej z towarzyszacym zakazeniem grzybiczym. Poszukiwanie i modyfikowa-
nie technologii majacych na celu przeciwdziatanie tworzenia biofilmu i ogra-
niczenie jego rozwoju na powierzchni ptyty protezy wydaje sie zagadnieniem
priorytetowym w terpaii stomatopatii protetycznej u pacjentéw uzytkujacych
akrylowe protezy plytowe.

Wydaje sie rowniez uzasadnione i niezbedne prowadzenie dalszych in-
terdyscyplinarnych badan nad problemem stomatopatii protetycznych u cho-
rych na cukrzyce typu 2, opartych na badaniach klinicznych i mikrobiologicz-
nych. Stworzenie i realizacja zasad wzajemnej wspdtpracy miedzy lekarzem
diabetologiem i stomatologiem pozwoli, aby lekarz stomatolog wlaczyt sie do
zintegrowanego zespotu opieki nad chorymi na cukrzyce, co przyczyni sie do
intensyfikacji procesu leczenia tych chorych oraz wczesniejszego rozpoznania
schorzenia. Prowadzi¢ to moze do podjecia wezesniejszej i bardziej intensyw-
nej interwencji terapeutycznej i w efekcie do obnizenia ryzyka rozwoju prze-

wlektych powiktan cukrzycy.
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7. Wnioski

1. Stomatopatie protetyczne u chorych na cukrzyce typu 2 charakteryzuja
sie ciezszym klinicznie przebiegiem i sg cze$ciej powiktane zakazeniem
grzybiczym. Stwierdza sie nasilenie dolegliwosci subiektywnych sto-
matopatii, a pieczenie btony §luzowej jamy ustnej stanowi najczestszg

skarge pacjentow.

2. Catodobowe uzytkowanie protez ruchomych nasila czestos¢ wystepow-
nia objawdow subiektywnych stomatopatii protetycznej oraz sprzyja wy-

stepowaniu zapalenia o ostrym przebiegu.

3. Niedostateczny stan kontroli wyréwnania metabolicznego u chorych na
cukrzyce typu 2 prowadzi do zwiekszenia ryzyka powiklan o charakte-
rze stomatopatii protetycznej z towarzyszacym zakazeniem grzybiczym

u uzytkownikow akrylowych protez catkowitych.

4. U chorych na cukrzyce typu 2 w przypadku stwierdzenia stomatopatii
protetycznej wskazane jest wykonanie kompleksowych badan miko-
logicznych, zmierzajacych do rozpoznania rodzaju i gatunku drobno-

ustroju oraz oznaczenie jego wrazliwosci na leki przeciwgrzybicze.

5. Wartosci stezen azotanu mikonazolu odpowiedzialne za redukcje ak-
tywnos$ci metabolicznej grzybow Candida w strukturze biofilmu na po-
wierzchni polimetakrylanu metylu przekraczajg wielokrotnie wartosci
minimalnych stezenn hamujacych wzrost tych drobnoustrojéw w formie

planktoidalnej.

6. Badane szczepy grzybow rodzaju Candida po utworzeniu struktury
biofilmu na powierzchni polimetakrylanu metylu w warunkach in vitro
wykazuja oporno$¢ na dziatanie azotanu mikonazolu, co moze mieé
istotny wptyw na skuteczno$¢ leczenia stomatopatii protetycznej z to-

warzyszacym zakazeniem grzybiczym.
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8. Streszczenie

Stomatopatia protetyczna jest procesem zapalnym btony sluzowej podtoza
protetycznego o réznym nasileniu i ztozonej etiologii z dominujgcym udzia-
fem urazu mechanicznego ze strony protezy oraz infekcji grzybiczej. Wysoka
i ciagle narastajaca czestotliwo$¢ wystepowania stomatopatii protetycznych
oraz ich wieloczynnikowa etiologia czyni je problemem, zar6wno w aspekcie
spotecznym jak i medycznym. Wobec faktu starzenia sie populacji w Polsce
obserwuje sie rosngca grupe chorych na cukrzyce typu 2, ktorej czesto towa-
rzysza liczne powiktania. Cukrzyca typu 2 jest najczestszym typem cukrzycy,
stanowi 90% wszystkich przypadkéw zaburzen gospodarki weglowodanowej.
Stomatopatie protetyczne z towarzyszacym zakazeniem grzybiczym (SPIG) na-
leza do przewlektych powiktan cukrzycy typu 2, stwierdzanych u okoto 58%
pacjentéw, uzytkownikow protez catkowitych.

Mimo wprowadzanych nowych lekéw i modeli terapeutycznych, wzrasta
odsetek chorych z niewyréwnang cukrzycg. Liczne badania wskazuja na istot-
na zalezno§¢ pomiedzy parametrami wyréwnania metabolicznego cukrzycy
a rozwojem przewleklych powiklan o charakterze mikroangiopatii i makro-
angiopatii. Pomiar odsetka hemoglobiny glikowanej (HbA1lc) jest parametrem
dtugoterminowego wyréwnania glikemii u chorych na cukrzyce. W dostepnym
piSmiennictwie nie znaleziono doniesien wskazujacych, w jakim stopniu para-
metry wyréwnania metabolicznego cukrzycy hamuja progresje czy tez zapobie-
gaja powstawaniu odlegtych powiktan zwigzanych z leczeniem protetycznym
u chorych na cukrzyce typu 2.

Powstawanie struktury biofilmu Candida na powierzchni tworzywa akrylo-
wego plyty protezy odgrywa kluczowe znaczenie w patogenezie SPIG. Z punktu
widzenia zjawiska narastajacej lekoopornosci szczepéw Candida na leki prze-
ciwgrzybicze stosowane w terapii SPIG, istotna jest ocena wrazliwosci komadrek
biofilmu wobec stosowanych lekow przeciwgrzybiczych.

Uwzgledniajac powyzsze przestanki, przeprowadzono badania, ktérych
celem byto:

1. Okreslenie wystgpowania i nasilenia objaw6w klinicznych SPIG u cho-

rych na cukrzyce typu 2.
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2. Ocena wplywu czynnikéw zwigzanych z uzytkowaniem uzupelnien
protetycznych na powstawanie objawéw stomatopatii protetyczne;j.

3. Analiza zaleznos$ci pomiedzy parametrami wyréwnania glikemii a wy-
ktadnikami zakazenia grzybiczego u chorych na cukrzyce typu 2 z ob-
jawami stomatopatii protetycznej.

4. Ocena wptywu dziatania azotanu mikonazolu na aktywnos¢ metabolicz-
ng komorek grzybéw rodzaju Candida tworzacych strukture biofilmu na
powierzchni polimetakrylanu metylu (PMMA) w warunkach in vitro.

Badaniami objeto 110 chorych na cukrzyce typu 2 skojarzona z otytoscia,

z objawami SPIG, (63 kobiety i 47 mezczyzn), Srednia wieku + SD: 63,2 10,5
(grupa I). Sredni czas trwania jawnej klinicznie cukrzycy wynosit 10,6 + 5,1
lat. Grupe kontrolna (IT) stanowito 50 pacjentow (29 kobiet i 21 mezczyzn), ze
stwierdzong stomatopatia protetyczna; $rednia wieku = SD: 66,9 = 8,8, bez
zaburzen gospodarki weglowodanowej. Pacjenci uzytkowali akrylowe prote-
zy catkowite szczeki i zuchwy. Przeprowadzono badanie kliniczne jamy ust-
nej, stwierdzajac nasilenie zmian chorobowych wedtug kryteriow klasyfikacji
Newtona. Oceniano stan higieny uzytkowanych uzupelnien protetycznych,
stosujac zmodyfikowany indeks ptytki protez wedlug Ambjérnsena. Prze-
prowadzono badania mikologiczne, materialem do badan byt wymaz z bto-
ny §luzowej podniebienia, ktéry posiewano na ptynne podtoze Sabourauda
i state podtoze Sabourauda z dodatkiem gentamycyny i chloramfenikolu (bio-
Merieux SA, Marcy-I’Etoile, France). Identyfikacje wyizolowanych szczepow
grzyboéw przeprowadzono przy uzyciu testu ID 32C (bioMerieux SA). Formy
morfologiczne izolatéw oceniano w preparacie mikroskopowym, okreslono
intensywno$¢ wzrostu grzybéw w hodowli. Wrazliwos$¢ grzybéw na antymi-
kotyki oznaczono za pomocg testu ATB Fungus (bioMerieux SA). U chorych
na cukrzyce typu 2 wyréwnanie glikemii okre$lano na podstawie stezenia glu-
kozy w osoczu krwi zylnej na czczo, oznaczanego metoda standardowsq oraz
odsetka HbAlc, oznaczanego metoda wysokosprawnej chromatografii cie-
czowej (Bio-Rad Laboratories, Hercules CA, USA). Oznaczono poziom biat-
ka C-reaktywnego (CRP) w surowicy krwi za pomocg wysoce czulej metody
immunoturbidymetrycznej. Oceniono w warunkach in vitro wplyw dziatania
mikonazolu (Sigma-Aldrich, Switzerland) na aktywno$¢ metaboliczna grzy-

béw rodzaju Candida w strukturze biofilmu wytwarzanego na powierzchni
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PMMA. W analizie wykorzystano metode¢ kolorymetryczna XTT, okreslajaca
aktywnos$¢ mitochondrialnej dehydrogenazy, enzymu bedacego wskaznikiem
aktywnos$ci metabolicznej komorek grzybow.

W grupie I czesciej obserwowano typ Il SPIG (rozlany stan zapalny) w po-
réwnaniu z grupa kontrolna (57,3% vs 30%; p < 0,002). Nie obserwowano
znaczacej réznicy w wystepowaniu stomatopatii typu I i III w obu badanych
grupach. Stwierdzono znaczgco czestsze wystepowanie objawéw podmioto-
wych stomatopatii u chorych na cukrzyce typu 2 (60,9% vs 24%; p < 0,001).
Najczesciej zgltaszanym objawem u chorych w obu grupach byto pieczenie bto-
ny §luzowej jamy ustnej (51,8% vs 24%; p < 0,002). W grupie I czesciej obser-
wowano sucho$¢ btony §luzowej jamy ustnej w poré6wnaniu z grupg kontrolng
(50,9% vs 6%; p < 0,001), zapalenie katéw ust (26,4% vs 8%; p < 0,01) i zapa-
lenie jezyka (27,3% vs 6%; p < 0,003). U chorych uzytkujacych uzupetnienia
protetyczne bez przerwy nocnej w obu grupach najczesciej obserwowano sto-
matopatie¢ typu IL

U chorych grupy I we wszystkich przypadkach stwierdzono obecno$¢
grzybéw Candida. Dominowaty drobnoustroje gatunku C. albicans (60,8%).
Wsrod gatunkéw non-albicans Candida (NAC) izolowano grzyby C. glabrata
(19,2%), C. tropicalis (8,3%), C. parapsilosis (7,5%) oraz C. dubliniensis (4,2%).
Stwierdzono znaczaco czestsze wystepowanie formy mycelialnej C. albicans
w przypadkach SPIG u chorych na cukrzyce typu 2, w poréwnaniu z grupa
kontrolng (73,9% vs 43,7%; p < 0,001). U chorych grupy I najczeéciej obserwo-
wano wzrost grzybow o charakterze obfitym oraz umiarkowanym. Najbardziej
aktywnym lekiem in vitro byta amfoterycyna B, flucytozyna oraz nystatyna;
nizsza wrazliwo$¢ obserwowano wobec pochodnych azolowych: mikonazolu,
ekonazolu, ketokonazolu. Badane szczepy Candida byly zdolne do tworzenia
biofilmu po 48 godzinach inkubacji i wytwarzaly struktury biofilmu na po-
wierzchni PMMA. Badane szczepy grzybow po wytworzeniu struktury biofilmu
wykazywaly oporno$¢ na dziatanie mikonazolu. Stwierdzono silna dodatnia
korelacje miedzy warto$cig MIC a stezeniem mikonazolu powodujacym 50%
RMA grzybéw w strukturze biofilmu.

Uwzgledniajac glowne zatozenia niniejszej pracy, szczegélng uwage po-
$wigcono analizie zaleznosci wskazujacych na istnienie powiazania wykrytej

infekcji Candida z wyréwnaniem glikemii u chorych grupy I. Srednia warto$é
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HbAlc u badanych wynosita 8,6 =1,9%; srednia warto$¢ glikemii na czczo
9,8 + 2,6 mmol/l. Przeprowadzone badania pozwolity zauwazy¢ silny zwigzek
pomiedzy parametrami wyréwnania glikemii a nasileniem stanu zapalnego bto-
ny §luzowej. U chorych z typem II SPIG stwierdzono najwyzszy odsetek HbAlc
(9,8% + 1,6) oraz najwyzszy poziom glikemii na czczo (9,93 = 2,52 mmol/l).
U chorych zglaszajacych objawy podmiotowe SPIG odnotowano znaczacy
wzrost warto$ci HbAlc w poréwnaniu z grupa chorych niezgtaszajacych ob-
jawow subiektywnych SPIG (9,66% = 1,68 vs 6,95% + 0,84; p < 0,001). Wy-
kazano wyzsze warto$ci HbAlc u chorych, u ktérych wystepowata forma M
grzybow C. albicans w poréwnaniu z grupg chorych, u ktérych wystepowata
wylacznie forma Y (9,60% = 1,69 vs 6,93% * 0,88; p < 0,001). Najwyzsza war-
to$§¢ HbAlc obserwowano u chorych ze wzrostem zlewnym Candida. Podobna
zalezno$¢ obserwowano dla wartosci glikemii na czczo, obserwujac najwyzszy
poziom u chorych z wystepowaniem formy M (9,79 + 2,48 mmol/l) oraz w gru-
pie pacjentéw, u ktérych wykazano wzrost zlewny Candida.

Stwierdzono znaczaco wyzsze stezenia CRP w typie Il SPIG (8,39 + 2,70
mg/l) oraz wykazano dodatnia korelacje pomiedzy stezeniem CRP w surowicy
a odsetkiem HbAlc (rg = 0,572, p < 0,001), oraz migdzy st¢zeniem CRP a gli-
kemia na czczo (rg = 0,517, p < 0,001).

Na podstawie przeprowadzonych badan sformutowano nastepujace wnioski:

1. Stomatopatie protetyczne u chorych na cukrzyce typu 2 charakteryzujq
sie ciezszym klinicznie przebiegiem i sa czesciej powiktane zakazeniem
grzybiczym. Stwierdza sie nasilenie dolegliwosci subiektywnych sto-
matopatii, a pieczenie btony §luzowej jamy ustnej stanowi najczestszg
skarge pacjentow.

2. Catodobowe uzytkowanie protez ruchomych nasila czestos$¢ wystepow-
nia objawdow subiektywnych stomatopatii protetycznej oraz sprzyja wy-
stepowaniu zapalenia o ostrym przebiegu.

3. Niedostateczny stan kontroli wyréwnania metabolicznego u chorych na
cukrzyce typu 2 prowadzi do zwiekszenia ryzyka powiklan o charakte-
rze stomatopatii protetycznej z towarzyszacym zakazeniem grzybiczym
u uzytkownikow akrylowych protez catkowitych.

4. U chorych na cukrzyce typu 2 w przypadku stwierdzenia stomatopatii

protetycznej wskazane jest wykonanie kompleksowych badan miko-
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logicznych, zmierzajacych do rozpoznania rodzaju i gatunku drobno-

ustroju oraz oznaczenie jego wrazliwos$ci na leki przeciwgrzybicze.

. Wartosci stezen azotanu mikonazolu odpowiedzialne za redukcje ak-

tywnosci metabolicznej grzybow Candida w strukturze biofilmu na po-
wierzchni polimetakrylanu metylu przekraczajg wielokrotnie wartosci
minimalnych stezenn hamujacych wzrost tych drobnoustrojéw w formie

planktoidalnej.

. Badane szczepy grzybéw rodzaju Candida po utworzeniu struktury

biofilmu na powierzchni polimetakrylanu metylu w warunkach in vitro
wykazujg oporno$¢ na dziatanie azotanu mikonazolu, co moze mieé
istotny wptyw na skuteczno$¢ leczenia stomatopatii protetycznej z to-

warzyszacym zakazeniem grzybiczym.



9. Summary

Denture stomatitis is an inflammatory process with a multifactorial etiol-
ogy, which to various degrees affects the denture-covered oral mucosa. Denture
trauma and Candida infection are regarded as the most important factors in
the pathogenesis of this disease. With the increase in the ageing population in
Poland there has been an increase in the prevalence of type 2 diabetes often ac-
companied by complications. Type 2 diabetes is the most common form of the
disease, constituting 90% of all cases of the abnormalities of carbohydrate me-
tabolism. Candida-associated denture stomatitis (CaDS) is one of the chronic
diabetes-related complications, observed in approximately 58% of edentulous
acrylic complete denture wearers with type 2 diabetes.

Despite the introduction of new drugs and therapies the number of pa-
tients with poorly controlled diabetes is increasing. Clinical studies indicate
an association between persistent poor glycemic control and chronic complica-
tions which may develop microvascular and macrovascular conditions. The
glycated haemoglobin level (HbAlc) is widely used to assess long-term gly-
cemic control. HbAlc levels have been shown to correlate with the risk of
diabetic complications. However, the open scientific literature is devoid of data
indicating the degree to which metabolic control of diabetes is associated with
the incidence and progression of diabetes-related complications in the pros-
thetic treatment of patients with type 2 diabetes.

Candida biofilm plays a key role in pathogenesis of CaDS. In view of the
occurrence of increased mild resistance of Candida strains to antifungal agents
used in therapy of CaDS§, it is essential to determine the susceptibility of the
biofilm cells to antifungal agents.

Taking into consideration all of the above, the aims of this study were:

1. To describe the occurrence and intensity of clinical symptoms of CaDS

in patients with type 2 diabetes.

2. To assess the influence of factors related to the use of complete acrylic

dentures on oral complaints of CaDS patients.
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3. To determine the relationships between glycemic control and expres-
sion of Candida infection in patients with type 2 diabetes suffering
from CaDS.

4. To evaluate in vitro effect of miconazole nitrate on the metabolic activity
of Candida biofilms on a moulded polymethyl-methacrylate (PMMA)
surface.

The study was carried out on a cohort of 110 patients with type 2 dia-
betes associated with obesity and suffering from CaDS (47 males and 63 fe-
males, mean age 63.2 + 10.5 years), (group I). The control group comprised of
50 non-diabetic patients with denture stomatitis (29 males and 21 females,
mean age 66.9 * 8.8 years), (group II). All patients had worn complete acrylic
resin dentures. The study population was examined clinically for oral mucosal
conditions and denture stomatitis was categorized according to the Newton
classification. An examination of denture cleanliness was made by using the
Ambjornsen Index of denture plaque. The prevalence of yeasts on the oral
mucosa was estimated by a culture method. Samples were inoculated onto
Sabouraud’s medium with chloramphenicol (bioMerieux SA, Marcy-1'Etoile,
France) and identified using test ID 32 C (bioMerieux SA). Morphological
forms of yeasts were determined by microscopic examination. Intensity of cul-
ture growth was assessed. The in vitro activity of two polyenes (amphotericin
B and nystatin) and three azoles (miconazole, econazole and ketoconazole),
along with a nucleoside analogue, flucytosine, were examined. Susceptibility
of Candida species to antifungal agents was determined using the ATB-fungus
test (bioMerieux SA). Glycemic control in diabetic patients was evaluated by
measuring fasting plasma glucose level (FPG) in venous blood using a standard
method and HbA1c levels were measured using high-performance liquid chro-
matography (Bio-Rad Laboratories, Hercules CA, USA). Serum concentrations
of C-reactive protein (CRP) were determined by a high sensitivity immunotur-
bidymetric immunoassay.

The effect of miconazole (Sigma-Aldrich, Switzerland), was evaluated on ma-
ture biofilms formed by Candida strains on PMMA surfaces. The effect on meta-
bolic activity of the biofilm was established using the XTT colorimetric assay.

Type II (diffuse type) of CaDS was found most frequently amongst patients
with diabetes compared with the controls, (57.3% vs 30%; p < 0.002). The in-
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cidence of type I and type III of denture stomatitis was statistically similar for
both groups. It was observed that the patients with diabetes were more likely
to report oral complaints of CaDS compared with the controls (60.9% vs 24%;
p < 0.001). Burning sensation of the mouth was observed as the most frequent
complaint of denture stomatitis in both groups, (51.8% vs 24%; p < 0.001).
Dryness of the oral mucosa was found to be more frequent in subjects with di-
abetes (50.9% vs 6%; p < 0.001). Additionally, the diabetic subjects manifested
a significantly greater prevalence of angular cheilitis, (26.4% vs 8%; p < 0.01)
and glossitis, (27.3% vs 6%; p < 0.003). In both groups, type Il of CaDS was
found most common amongst the patients who wore their dentures at night.

This study indicates that in all diabetic patients denture stomatitis was
associated with Candida colonization. The most commonly isolated yeasts in
diabetic patients were C. albicans (60.8%); the remaining isolates included
the species of non-albicans Candida (NAC): C. glabrata (19.2%), C. tropicalis
(8.3%), C. parapsilosis (7.5%) and C. dubliniensis (4,2%). The mycelial form of
C. albicans was found more frequently in diabetic patients with CaDS com-
pared with controls, (73.9% vs 43.7%; p < 0.001). Abundant and moderate
Candida growth was found to be most prevalent in diabetic patients. The high-
est in vitro antifungal activity was observed for amphotericin B, flucytosine and
nystatin. Lower antifungal activity was observed for azole derivatives: micon-
azole, econazole and ketoconazole.

The studies showed that Candida strains were able to form biofilms af-
ter 48 hour incubation on a PMMA surface. Biofilm-associated Candida cells
showed high resistance to miconazole. It has been shown that there is a strong
positive correlation between MIC values and the concentration of miconazole
which produces 50% of RMA of Candida biofilm

Of all the factors considered in this study particular attention was paid
to the relationships between glycemic control and expression of the Candida
infection in diabetic patients with CaDS. The mean HbAlc and FPG levels
in diabetic patients were 8.6 +1.9% and 9.8 = 2.6 mmol/l, respectively. The
experiments clearly illustrated the relationship between glycemic control and
severity of inflammation of the oral mucosa. In diabetic patients with extensive
type of CaDS (type II) the highest value of HbAlc (9.8% + 1.6) and FPG level
(9.93 + 2.52mmol/l) were observed. The mean value of HbA1c in subjects with
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oral complaint-associated condition of CaDS was significantly higher compared
to asymptomatic subjects, (9.66% = 1.68 vs 6.95% = 0.84; p < 0.001). Higher
HbA1c levels were found in patients with the mycelial form of C. albicans com-
pared with subjects with yeast form (9.60% = 1.69 vs 6.93%+0.88; p < 0.001).
The highest value of HbAlc was observed in patients with confluent Candida
growth. The patients with the mycelial form also had higher FPG levels com-
pared with subjects with yeast form (9.79 + 2.48 mmol/l vs 7.02 £ 1.2 mmol/I;
p < 0.001). Confluent Candida growth was associated with highest FPG level.

The highest CRP levels were observed in diabetics with type II CaDS
(8.39 + 2.70 mg/1). A positive correlation was found between the concentrations
of CRP, and HbAlc levels (rg = 0.572; p < 0.001), and FPG levels (r; = 0.517;
p < 0.001).

In view of these results it was concluded that:

1. In patients with type 2 diabetes denture stomatitis is more severe and is
more frequently associated with Candida infection. In diabetic patients
an increased severity of subjective oral complaints is observed, of which
burning mouth sensation is most common.

2. Overnight dentures wearing increases the frequency of subjective oral
complaints of denture stomatitis and favours the occurrence of an acute
type of inflammation.

3. Inadequate metabolic control in patients with type 2 diabetes results in
an increased risk of complications such as CaDS stomatitis in acrylic
complete denture wearers.

4. In patients with type 2 diabetes where denture stomatitis has been
identified, mycological analyses are necessary, to identify the microor-
ganism and determine its in vitro susceptibility to antifungal agents.

5. The miconazole nitrate concentration reduces the metabolic activity
of in vitro Candida biofilm developed on the polymethylmethacrylate
surface and exceeds many times the minimal inhibitory concentration
of this agent against the planctonic form.

6. Biofilm-associated Candida strains were found to be resistant to mi-
conazole nitrate which may have important implications in the treat-

ment of Candida-associated denture stomatitis.
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