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POZNAŃ, 2014

http://www.usoms.poznan.pl
http://www.usoms.poznan.pl


Mojemu Promotorowi

Panu Profesorowi Zygmuntowi Adamskiemu

z podzi ↪ekowaniem za opiek ↪e, życzliwość
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1.6. Zakażenie grzybami drożdżopodobnymi . . . . . . . . . . . . . . . . 12

1.6.1. Kolonizacja grzybami drożdżopodobnymi a kandydoza . . . 12
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3.1.1. Grupa badana użytkowników ruchomych uzupe lnień prote-
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4.5.2.5. Lekowrażliwość C. krusei . . . . . . . . . . . . . . 61
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4.6.2. Różnice w aktywności enzymów C. albicans u dzieci sto-

suj ↪acych aparaty ortodontyczne i ze zmianami zapalnymi
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4.3. Wrażliwość na leki przeciwgrzybicze C. albicans . . . . . . . . . . . 57
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obcego w zależności od obecności zmian zapalnych w jamie ustnej
pacjenta . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 51
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Rozdzia l 1

Wst
↪
ep

Użytkowanie dentystycznych protez ruchomych jest g lównym czynnikiem miejsco-

wym sprzyjaj ↪acym powstawaniu zakażeń grzybiczych b lony śluzowej jamy ustnej

[1]. Grzyby drożdżopodobne izoluje si ↪e od 50–100% pacjentów ze zmianami pod-

 loża protetycznego [2]. Różnice w cz ↪estości wyst ↪epowania mog ↪a być zwi ↪azane

z miejscem pobrania materia lu oraz zastosowan ↪a metod ↪a badań mikologicznych.

Niepodważalny jest natomiast fakt wyst ↪epowania w jamie ustnej grzybów z ro-

dzaju Candida, a w szczególności gatunku C. albicans . Zaleganie resztek pokar-

mowych spowodowane niedostateczn ↪a higien ↪a jamy ustnej oraz protezy/aparatu

może doprowadzić do namnażania si ↪e grzybów i bakterii w obr ↪ebie p lytki protezy

i aparatu tworz ↪ac biofilm [3].

Osoby użytkuj ↪ace ruchome uzupe lnienia protetyczne czy aparaty ortodontyczne

powinny być świadome konieczności zg laszania si ↪e na badania kontrolne dla wcze-

snej oceny stanu b lony śluzowej jamy ustnej, wczesnego podj ↪ecia leczenia i ewen-

tualnej profilaktyki przeciwgrzybiczej [4].

1.1 Anatomia i fizjologia jamy ustnej

Granice jamy ustnej tworz ↪a: wargi, policzki, podniebienie, j ↪ezyk i okolica pod-

j ↪ezykowa. Dzi ↪as lami nazywana jest b lona śluzowa przylegaj ↪aca do wyrostków

1



Rozdzia l 1. Wprowadzenie 2

z ↪ebodo lowych szcz ↪eki i do cz ↪eści z ↪ebodo lowej żuchwy [5].

1.1.1 Budowa b lony śluzowej jamy ustnej

B lona śluzowa jamy ustnej wys lana jest nab lonkiem wielowarstwowym p laskim

podobnym do nab lonka pokrywaj ↪acego skór ↪e [6]. U cz lowieka, w przeciwieństwie

do zwierz ↪at, nab lonek ten nie ulega zrogowaceniu. Komórki nab lonka wielowar-

stwowego p laskiego z luszczaj ↪a si ↪e zawsze w dużych ilościach i zawsze wyst ↪epuj ↪a

w ślinie [7]. W komórkach warstwy środkowej i powierzchownej nab lonka znajduje

si ↪e glikogen co może mieć znaczenie w etiopatogenezie zakażeń grzybami drożdżo-

podobnymi [8].

Wewn ↪etrzna strona czerwieni wargowej zawiera wiele wysokich brodawek. B lona

śluzowa podniebienia mi ↪ekkiego posiada nab lonek wielowarstwowy p laski, wysokie

brodawki i gruczo ly typu śluzowego. Ten sam rodzaj b lony pokrywa także tylny

brzeg podniebienia mi ↪ekkiego i ci ↪agnie si ↪e w kierunku powierzchni nosowej. Na tej

powierzchni w różnych odleg lościach od brzegu tylnego, nab lonek wielowarstwowy

zast ↪apiony jest przez nab lonek wielorz ↪edowy urz ↪esiony spoczywaj ↪acy na grubej

b lonie podstawnej. J ↪ezyk pokryty jest przez mocno przylegaj ↪ac ↪a b lon ↪e śluzow ↪a.

Dolna powierzchnia j ↪ezyka jest g ladka, a powierzchnia grzbietowa szorstka. W

przedniej cz ↪eści j ↪ezyka wyst ↪epuje mnóstwo ma lych wynios lości zwanych brodaw-

kami. Wyróżnia si ↪e trzy rodzaje brodawek: nitkowate, grzybowate i okolone. Na

bocznej powierzchni znajduj ↪a si ↪e parzyste brodawki lísciaste. W jamie ustnej znaj-

duj ↪a si ↪e liczne uj́scia gruczo lów ślinowych. Gruczo ly j ↪ezyka dzieli si ↪e ze wzgl ↪edu

na umiejscowienie, wed lug schematu [9]:

1. gruczo ly, których uj́scia znajduj ↪a si ↪e w przedsionku jamy ustnej (ślinianka

przyuszna, gruczo ly policzkowe),

2. gruczo ly, których uj́scia znajduj ↪a si ↪e na dnie jamy ustnej pomi ↪edzy j ↪ezykiem

a żuchw ↪a (ślinianki podżuchwowa, podj ↪ezykowa wi ↪eksza i mniejsza),

3. gruczo ly j ↪ezyka (gruczo l j ↪ezykowy przedni i tylny),
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4. gruczo ly podniebienne.

Wyróżnia si ↪e trzy typy b lony śluzowej pokrywaj ↪acej jam ↪e ustn ↪a [10]:

1. ruchoma, wyścielaj ↪aca — wyściela ona policzki, wargi, dno przedsionka,

doln ↪a powierzchni ↪e j ↪ezyka, dno jamy ustnej i podniebienie mi ↪ekkie, pokryta

nierogowaciej ↪acym nab lonkiem, przez który przeświecaj ↪a naczynia krwiono-

śne,

2. żuj ↪aca — pokrywa dzi ↪as lo i podniebienie twarde, pokryta nab lonkiem rogo-

waciej ↪acym, narażona na ucisk,

3. specjaln ↪a — wyściela grzbiet j ↪ezyka i czerwień wargi, pokryta nab lonkiem

cz ↪eściowo zrogowacia lym, cienkim, prześwietlaj ↪acym.

B lona śluzowa jamy ustnej sk lada si ↪e z:

• nab lonka,

• b lony śluzowej w laściwej (blaszki w laściwej),

• b lony podśluzowej.

Nab lonek sk lada si ↪e najcz ↪eściej z trzech warstw: podstawnej, kolczystej i p laskiej

— rogowej, niekiedy wyst ↪epuje warstwa czwarta: ziarnista.

B lona śluzowa w laściwa jest zbit ↪a tkank ↪a  l ↪aczn ↪a zawieraj ↪ac ↪a elementy w lókniste

(p ↪eczki w lókien klejodajnych i nieliczne w lókna elastyczne) i komórkowe (fibrobla-

sty, fibrocyty, limfocyty, komórki plazmatyczne) [11].

B lona podśluzowa jest luźn ↪a tkank ↪a  l ↪aczn ↪a zawieraj ↪ac ↪a gruczo ly surowiczo-

śluzowe, sploty naczyń krwionośnych, ch lonnych oraz tkank ↪e t luszczow ↪a [12].
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1.1.2 Funkcja b lony śluzowej jamy ustnej

W warunkach fizjologicznych b lona śluzowa jamy ustnej jest wilgotna, g ladka

i ĺsni ↪aca. Spe lnia szereg ważnych czynności [12]:

• czynność os laniaj ↪ac ↪a — nieuszkodzony nab lonek wielowarstwowy p laski po-

krywaj ↪acy jam ↪e ustn ↪a jest praktycznie nieprzepuszczalny dla drobnoustro-

jów;

• czynność obronn ↪a — obecność w lókien klejodajnych i spr ↪eżystych w b lonie

śluzowej chroni jam ↪e ustn ↪a przed urazami mechanicznymi. Poza nieuszko-

dzon ↪a b lon ↪a śluzow ↪a, czynność obronn ↪a spe lnia ślina. Prawid lowa jej ilość

powoduje sp lukanie drobnoustrojów z powierzchni b lony śluzowej;

• czynność wch laniania — przez b lon ↪e śluzow ↪a wch laniane s ↪a niektóre zwi ↪azki

chemiczne, g lównie rozpuszczalne w t luszczach oraz alkohol, nikotyna, nitro-

gliceryna i inne;

• czynność smakow ↪a — bodźce smakowe s ↪a odbierane przez kubki smakowe,

rozmieszczone w brodawkach okolonych, grzybowatych i lísciastych j ↪ezyka,

w b lonie śluzowej podniebienia;

• czynność wydzielnicz ↪a — w ca lej powierzchni b lony śluzowej jamy ustnej

rozmieszczone s ↪a drobne gruczo ly ślinowe, które j ↪a zwilżaj ↪a, zabezpieczaj ↪ac

przed wysychaniem i urazami.

1.2 Gruczo ly jamy ustnej

Dużymi gruczo lami ślinowymi s ↪a:

• ślinianka przyuszna

• ślinianka podżuchwowa

• ślinianka podj ↪ezykowa.
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Ślinianka sk lada si ↪e g lównie z p ↪echerzyków gruczo lowych, po l ↪aczonych rozga l ↪e-

zionym uk ladem cewek tworz ↪acych drogi wprowadzaj ↪ace ślin ↪e do jamy ustnej [13].

P ↪echerzyki gruczo lowe z uk ladem cewek tworz ↪a końcowy odcinek wydzielniczy,

b ↪ed ↪acy jednostk ↪a czynnościow ↪a gruczo lów ślinowych, zwan ↪a salivonem. Salivon

wytwarza wydzielin ↪e pierwotn ↪a, której sk lad zmienia si ↪e podczas przep lywu przez

uk lad cewek. W cewkach tworzy si ↪e ślina ostateczna, wydalana do jamy ustnej

[14].

1.2.1 Funkcja gruczo lów jamy ustnej — wydzielanie śliny

Wydzielanie śliny odbywa si ↪e ustawicznie i jest wynikiem pobudzania uk ladu ner-

wowego. Gruczo ly ślinowe s ↪a unerwione czuciowo przez nerw uszno-skroniowy,

wspó lczulnie przez zwój szyjny zewn ↪etrzny i przywspó lczulnie przez nerw j ↪ezykowo-

gard lowy i nerw twarzowy, które poprzez, neuromediatory wywo luj ↪a reakcj ↪e wy-

dzielnicz ↪a. Na podkreślenie zas luguje fakt niewspó lmiernie dużej obj ↪etości wy-

dzielanej śliny w stosunku do masy tkanki gruczo lowej (ślinianka przyuszna waży

20–30 gramów, podj ↪ezykowa 3–5 gramów, podżuchwowa 100–150 gramów [5].

Wydzielanie podstawowe tzw. śliny spoczynkowej (niestymulowanej) wynosi

średnio 0,33–0,55 ml/min i waha si ↪e znacznie u poszczególnych osób, nawet w wa-

runkach fizjologicznych. Na ten proces maj ↪a wp lyw zmys ly powonienia, smaku

i wzroku [15]. Po silnym pobudzeniu, np. pod wp lywem bodźca pokarmowego,

wydzielanie śliny tzw. stymulowanej może wzrosn ↪ać do 1,5–2,3 ml/min., a po dzia-

 laniu środków farmakologicznych, np. pilokarpiny lub metacholiny osi ↪aga wartość

nawet 5,0 ml/min. Pewien efekt wydzielniczy można zaobserwować po zastosowa-

niu niektórych polipeptydów, jak substancja P, bradykinina, czy prostaglandyny.

Dobowa obj ↪etość wydzielanej śliny wynosi przeci ↪etnie 1–2 litry i zależy mi ↪edzy in-

nymi od cz ↪estości i rodzajów posi lków, dzia lania bodźców emocjonalnych oraz d lu-

gości trwania odpoczynku, snu, wieku i p lci [16]. Wydzielanie śliny stosunkowo

niewielkie u noworodków wzrasta mi ↪edzy 3 a 5 rokiem życia i osi ↪aga szczyt przed

końcem 10 roku życia. Po 30 roku życia wydzielanie śliny maleje.
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Nieco wi ↪eksze wydzielanie śliny obserwuje si ↪e u m ↪eżczyzn niż u kobiet, z zazna-

czon ↪a wi ↪eksz ↪a zawartości ↪a w niej sodu, wapnia i fosforu. T lumaczyć ten fakt mog ↪a

różne st ↪eżenia niektórych hormonów u m ↪eżczyzn i kobiet [17].

1.3 Ślina

Ślina (salina) jest wydzielin ↪a trawienn ↪a wytwarzan ↪a przez trzy pary gruczo lów śli-

nowych, zwanych śliniankami oraz przez liczne mniejsze gruczo ly rozsiane w b lonie

śluzowej.

Ślina jest substancj ↪a, która w warunkach naturalnych chroni przed próchnic ↪a.

Ślina zdrowego cz lowieka ma odczyn s labo kwaśny a jej pH wynosi 5,75–7,05 [18].

Sk lada si ↪e w 99% z wody, a pozosta ly 1% to zwi ↪azki organiczne (g lównie bia lka

w l ↪acznie z glikoproteinami) oraz elektrolity (sód, chlorek, dwuw ↪eglany, wapń i fos-

forany).

1.3.1 Sk lad śliny

Woda stanowi 99% śliny, reszt ↪e natomiast stanowi ↪a sk ladniki nieorganiczne i or-

ganiczne [18]. Do sk ladników organicznych zaliczamy:

• bia lka egzo- i endogenne,

• niebia lkowe substancje azotowe (mocznik, kwas moczowy, azotyny, rodanki,

aminokwasy, kreatynina),

• w ↪eglowodany (glukoz ↪e, fruktoz ↪e, galaktoz ↪e, galaktozamin ↪e),

• lipidy, (wolne kwasy t luszczowe, cholesterol, lecytyn ↪e i fosfolipidy),

• hormony (kortykosteroidy, estrogeny, progesteron, testosteron),

• witaminy.
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Gruczo ly ślinowe produkuj ↪a wiele enzymów. Najważniejszym jest amylaza [19].

Wymienić należy również inne, jak: renina, kalikreina, peroksydazy, transaminazy,

galaktopeptydazy, lizozym, dehydrogenazy, anhydraz ↪e w ↪eglanow ↪a i peptydaz ↪e. Z

kolei spośród bia lek egzogennych należy wymienić: albuminy, transferyny, betali-

poproteiny, ceruloplazmin ↪e, orozomukoid, beta-makroglobuliny i gammaglobuliny

(IgA, IgM, IgG) [20].

Zawartość sk ladników nieorganicznych w ślinie jest sta la. Wyst ↪epuj ↪a one w po-

staci jonowej. S ↪a to kationy: sodowy (Na+, potasowy (K+), wapniowy (Ca+),

magnezowy (Mg2+) oraz aniony: chlorkowy (Cl−), fluorkowy (F−), jodowy (I−),

wodorow ↪eglanowy (HCO−
3 ) i fosforanowe (PO3−

4 ,H2PO−
4 ,HPO2−

4 ).

Osmolalność śliny jest zwykle niższa niż osocza i zależy od stopnia aktywności

wydzielniczej. Ślina zebrana na czczo jest hipotoniczna, a przy maksymalnym

wydzielaniu staje si ↪e izotoniczna w stosunku do osocza krwi [21].

Ze wzgl ↪edu na sk lad chemiczny, ślin ↪e dzieli si ↪e na: surowicz ↪a, śluzow ↪a i mieszan ↪a.

Ślina surowicza jest wydzielana przez gruczo ly ślinowe zawieraj ↪ace komórki suro-

wicze. Ślina śluzowa wydzielana jest przez gruczo ly ślinowe zawieraj ↪ace komórki

śluzowe. Ślina mieszana jest mieszanin ↪a śliny wydzielanej przez wszystkie gruczo ly

ślinowe jamy ustnej. Ślina zawiera oprócz wydzielin gruczo lów ślinowych również

resztki pokarmowe, z luszczony nab lonek, bia le cia lka krwi i liczn ↪a flor ↪e bakteryjn ↪a

[22].

1.3.2 Funkcja śliny

Ślina odgrywa trzy g lówne funkcje ochronne (przeciwpróchnicze) — woda rozpusz-

cza i wymywa cukry z zalegaj ↪acych resztek pokarmowych, dwuw ↪eglany neutrali-

zuj ↪a i zabezpieczaj ↪a przed kwasami z osadu naz ↪ebnego, a jony wapnia i fosforu

przyczyniaj ↪a si ↪e do remineralizacji wczesnych zmian próchniczych. Poza tym ślina

ma wiele innych funkcji polegaj ↪acych na u latwianiu trawienia czy zapewnieniu

ochrony jamy ustnej przez utrzymywanie b lony śluzowej w stanie wilgotnym [23].

Ślina nie jest niezb ↪edna do życia, ale jej brak powoduje wiele konsekwencji [24].
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Ślina pe lni wiele ważnych funkcji w organizmie cz lowieka. Wydzielina śluzowa,

zw laszcza drobnych gruczo lów, pokrywa cienk ↪a, galaretow ↪a warstw ↪a zarówno b lon ↪e

śluzow ↪a jamy ustnej jak i z ↪eby, chroni ↪ac je przed wysuszeniem oraz zranieniem

w czasie żucia [25]. Ślina zwilża pokarm, umożliwia żucie, u latwia uformowa-

nie i prze lkni ↪ecie k ↪esa pokarmowego oraz u latwia odczuwanie smaku. Dzi ↪eki niej

możliwe jest także mechaniczne oczyszczenie jamy ustnej z resztek pokarmowych,

z luszczonych komórek nab lonka i bakterii. Ślina pomaga utrzymać jam ↪e ustn ↪a

w czystości [22].

Niezwykle ważna funkcja obronna śliny zwi ↪azana jest z zawartości ↪a w niej en-

zymów, takich jak: lizozym, laktoferryna i sialoperoksydaza, które ograniczaj ↪a

kolonizacj ↪e bakterii na powierzchni b lony śluzowej i z ↪ebach, a także glikoprotein,

potrzebnych do agregacji bakterii oraz immunoglobulin, które ograniczaj ↪a adhezj ↪e

bakterii do b lony śluzowej jamy ustnej, indukuj ↪a aglutynacj ↪e oraz hamuj ↪a dzia-

 lanie enzymów odgrywaj ↪acych istotn ↪a rol ↪e w metabolizmie bakterii [26]. Swoiste

mechanizmy obronne wi ↪aż ↪a si ↪e także z ilości ↪a przeciwcia l oraz leukocytów [23].

Bardzo ważn ↪a funkcj ↪e buforow ↪a spe lniaj ↪a w ślinie uk lady: kwas w ↪eglowy – wo-

dorow ↪eglan i kwas fosforowy – fosforan, które utrzymuj ↪a równowag ↪e kwasowo-

zasadow ↪a poprzez neutralizacj ↪e kwasów organicznych zawartych w pokarmach oraz pro-

dukowanych przez bakterie próchnicotwórcze [27]. Poza tym ślina i zawarte w niej

sk ladniki mineralne bior ↪a udzia l w tzw. dojrzewaniu szkliwa, hamowaniu demine-

ralizacji [28]. Należy również wspomnieć o roli trawiennej śliny, pe lnionej przez

zawart ↪a w niej amylaz ↪e (ptialin ↪e), zapocz ↪atkowuj ↪ac ↪a rozk lad wielocukrów [20].

1.4 Mikroflora jamy ustnej

Jama ustna stanowi niejednolite środowisko bytowania drobnoustrojów. Zarówno

wargi, policzki, dzi ↪as la, podniebienie, j ↪ezyk jak i z ↪eby tworz ↪a unikaln ↪a nisz ↪e dla roz-

woju mikroorganizmów. Każde z nich charakteryzuje odr ↪ebne zbiorowisko drobno-

ustrojów [29]. Twarde, niez luszczaj ↪ace si ↪e powierzchnie tworz ↪ace z ↪eby, wyspecja-

lizowane powierzchnie b lony śluzowej (brodawkowaty grzbiet j ↪ezyka, zrogowacia la
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powierzchnia podniebienia lub niezrogowacia ly nab lonek wielowarstwowy), ślina

i p lyn dzi ↪as lowy wyróżniaj ↪a jam ↪e ustn ↪a wśród innych cz ↪eści cia la.

Podobnie jak w innych siedliskach, również w jamie ustnej wyróżnia si ↪e mi-

kroflor ↪e przej́sciow ↪a i sta l ↪a (rezydentna, rodzima). Sk lad ilościowy i jakościowy

mikroflory sta lej i przej́sciowej może być zależny od wielu czynników pochodzenia

egzogennego i endogennego. Czynniki wp lywaj ↪ace na sk lad jakościowy i ilościowy

mikroflory jamy ustnej [30]:

• Uwarunkowania genetyczne (p leć, rasa, HLA)

• Warunki środowiskowe i geograficzne (dieta, zbiorowiska ludzkie: szpitale,

koszary, przedszkola, szko ly, ż lobki; higiena jamy ustnej)

• Wiek (noworodki, dzieci, dorośli, ludzie starzy [31])

• Ci ↪aża (wzrost progesteronu i estradiolu, odwapnienie z ↪ebów)

• Choroby zakaźne lub pasożytnicze

• Wydaliny i wydzieliny organizmu (ślina, śluz, z luszcznaie nab lonka, st ↪eżenie

hormonów we krwi, lizozym itd.)

• Choroby nowotworowe i metaboliczne

• Antybiotykoterapia

• Chemioterapia i radioterapia nowotworów

• Defekty odpornościowe wrodzone lub/i nabyte (agammaglobulinemia, hipo-

globulinemia, uk ladu dope lniacza, immunosupresja, neutropenia i inne np.:

bia laczki, HIV)

• Protezy i implanty stomatologiczne

• Choroby z ↪ebów i przyz ↪ebia
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1.5 Grzyby z rodzaju Candida

Grzyby drożdżopodobne z rodzaju Candida s ↪a wszechobecne [32]. Dotychczas opi-

sano ich ponad 200 gatunków. Niektóre gatunki stanowi ↪a cz ↪eść naszej naturalnej

flory i jedynie niewielki procent tych gatunków grzybów drożdżopodobnych jest

odpowiedzialnych za pojawienie si ↪e objawów chorobowych [33].

S ↪a to grzyby jednokomórkowe, które rozmnażaj ↪a si ↪e na drodze wegetatywnej wy-

twarzaj ↪ac przez p ↪aczkowanie zarodniki tzw. blastospory. Wiele gatunków charak-

teryzuje si ↪e zdolności ↪a do tworzenia pseudostrz ↪epek, czyli u lożonych  lańcuszkowato

zarodników, nieoddzielonych od komórki wegetatywnej [34]. Jedynie pojedyncze

gatunki rodzaju Candida wytwarzaj ↪a strz ↪epki i grzybni ↪e prawdziw ↪a (mycelium)

[35].

Wi ↪ekszość gatunków rodzaju Candida ma zdolności fermentacyjne niektórych

w ↪eglowodanów oraz wykorzystywania w ↪egla z różnych zwi ↪azków. Cecha ta ma

praktyczne zastosowanie w identyfikacji gatunkowej [36].

Najbardziej rozpowszechnionym gatunkiem jest Candida albicans [37]. Jest on

cz ↪eści ↪a prawid lowej mikroflory przewodu pokarmowego. Kolonizuje również b lon ↪e

śluzow ↪a pochwy. Ma też najwi ↪eksze znaczenie w patogenezie chorób u ludzi. W

latach osiemdziesi ↪atych C. albicans stanowi la g lówny patogen uk ladowych zaka-

żeń grzybiczych — 75% zakażeń. W latach dziewi ↪ećdziesi ↪atych cz ↪estość zakażeń

wywo lanych tym gatunkiem zdawa la si ↪e mieć tendencj ↪e spadkow ↪a [37].

Cechy makroskopowe kolonii C. albicans :

• kremowe, o g ladkiej powierzchni, nieznacznie wypuk la ponad agar,

• w miar ↪e starzenia powierzchnia ulega pofa ldowaniu,

• maksymalna temperatura wzrostu: 43–46ºC,

• wzrost w hodowli stymulowany jest przez biotyn ↪e.

Obraz mikroskopowy:
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• komórka p ↪aczkuj ↪aca kulista, owalne lub cylindryczne, o wymiarach 2,5–7,2

x 2,9–14,4 µm,

• wytwarza blastospory średniej d lugości 2,6 µm oraz pseudostrz ↪epki szerokości

3-4 µm,

• w pseudogrzybni niekiedy wyst ↪epuj ↪a rakietowate twory oraz grubościenne

chlamydospory,

• w mikrohodowli (germ tube test) można wykazać filamentacj ↪e czyli kie lko-

wanie drożdżaka po inkubacji z surowic ↪a w 37ºC.

Rycina 1.1: Obraz mikroskopowy preparatu C. albicans w powi ↪ekszeniu 200
razy.

W laściwości biochemiczne:

• fermentuje glukoz ↪e, galaktoz ↪e i maltoz ↪e, a niektóre szczepy także sacharoz ↪e;

• asymiluje: glukoz ↪e, 2-keto-D-glukonian, D-ksyloz ↪e, adonitol, ksylitol, galak-

toz ↪e, sorbitol, maltoz ↪e, sacharoz ↪e i trehaloz ↪e;

• w enzymogramie szczepów wzorcowych wykazano: fosfataz ↪e zasadow ↪a, esteraz ↪e-

C4, lipaz ↪e esterazow ↪a-C8, arylamidaz ↪e leucynow ↪a i walinow ↪a, fosfataz ↪e kwa-

śn ↪a, fosfohydrolaz ↪e naftolow ↪a AS-B [38].
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1.6 Zakażenie grzybami drożdżopodobnymi

C. albicans jest g lównym gatunkiem wśród grzybów drożdżopodobnych zasiedlaj ↪a-

cych jam ↪e ustn ↪a. Kolonizacja jamy ustnej tym gatunkiem grzybów jest wynikiem

powstawania sprzyjaj ↪acych warunków zależnych od w laściwości komórek grzyba,

komórek nab lonka b lony śluzowej oraz czynników ogólnych i miejscowych sprzy-

jaj ↪acych namnażaniu si ↪e grzybów i ich w laściwości chorobotwórczych [39].

1.6.1 Kolonizacja grzybami drożdżopodobnymi a kandy-

doza

C. albicans , patogen powszechnie wyst ↪epuj ↪acy w populacji nie zawsze daje objawy

zakażenia. Patogeneza zakażeń tym grzybem jest z lożona i opiera si ↪e na interak-

cji pomi ↪edzy mechanizmami zakażenia grzybów a procesami obronnymi żywiciela.

Cannon et al. [40] wyróżniaj ↪a nast ↪epuj ↪ace czynniki wspomagaj ↪ace zakażenie C. al-

bicans :

1. skuteczność przylegania

2. awidność antygenów grzyba

3. tempo wzrostu.

Po wyst ↪apieniu kolonizacji grzybami drożdżopodobnymi tylko u niektórych pa-

cjentów obserwuje si ↪e cechy ostrej infekcji. Przemiana Candida z komensala

w organizm patogenny zwi ↪azana jest nie tylko z czynnikami patogenności samego

grzyba ale również (i być może w wi ↪ekszej mierze) zależy od stanu pacjenta. Fa-

rah et al. [41] za czynniki mog ↪ace zwi ↪ekszać prawdopodobieństwo wyst ↪apienia

objawów kandydozy uważaj ↪a:

• stosowanie środków farmaceutycznych — antybiotyki o szerokim spektrum

dzia lania, leki immunomoduluj ↪ace oraz leki maj ↪ace dzia lanie wysuszaj ↪ace

b lony śluzowe;
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• nowotwory uk ladu krwiotwórczego — zarówno same choroby jak i ich terapia

stanowi ↪a poważny czynnik obci ↪ażaj ↪acy;

• braki w podstawowych makro i mikroelementach — braki witamin, żelaza

i folianów mog ↪a wp lyn ↪ać na integralność b lon śluzowych umożliwiaj ↪ac pene-

tracj ↪e grzybów w g l ↪ab tkanek;

• cukrzyca — wyższe poziomy glukozy obniżaj ↪a pH w jamie ustnej, zmniej-

szaj ↪a przep lyw śliny i promuj ↪a wzrost komórek grzybów;

• zaburzenia immunologiczne — zmniejszaj ↪a możliwość obrony przed infekcj ↪a

i eliminacj ↪e patogenów;

• obniżenie przep lywu śliny — kserostomia, nadmierne spożycie alkoholu, kawy

obniżaj ↪a zdolność do usuwania Candida.

Najcz ↪eściej do ujawnienia zakażenia dochodzi podczas upośledzenia mechani-

zmów obronnych pacjenta. Uważa si ↪e, że mechanizmy te pozostaj ↪a w stanie zba-

lansowanym (co nazywamy kolonizacj ↪a) dopóki u gospodarza nie pojawi ↪a si ↪e kli-

niczne objawy zakażenia i możemy wtedy mówić o kandydozie [42].

1.6.2 Mechanizmy obronne gospodarza

Rozwój każdego zakażenia wywo lanego przez grzyby drożdżopodobne zależy za-

równo od patogenności szczepu zakażaj ↪acego jak i od si l obronnych gospodarza.

Osiedlanie si ↪e grzybów wywo luje szereg reakcji ze strony uk ladu immunologicz-

nego. W odpowiedzi na zakażenie uaktywniaj ↪a si ↪e dwie linie obrony gospodarza:

miejscowa i ogólna. Mechanizm
”
pierwszej linii” stanowi bariera lokalnych warun-

ków środowiskowych we wrotach zakażenia [43]. W sk lad tej bariery wchodz ↪a:

• ci ↪ag lość skóry i b lon śluzowych,

• mechaniczne usuwanie grzybów poprzez z luszczanie nab lonka,

• wydzielanie śluzu,  lez, czy odkrztuszanie plwociny.
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Ponadto organizm gospodarza produkuje szereg substancji b ↪ed ↪acych pomoc-

nymi w walce z zakażeniem, takich jak lizozym, laktoferyna laktoperoksydaza, S-

IgA, glikoproteiny śluzu oraz żelazo. Do innych mechanizmów obronnych pierwszej

linii należ ↪a reakcje grzybów z innymi drobnoustrojami np. bakteriami, które ha-

muj ↪a adherencj ↪e grzyba przez zajmowanie powierzchni receptorów nab lonka [44].

Gdy zawiedzie pierwsza lina obrony, zakażany organizm dysponuje mechani-

zmami obrony swoistej, w zakres której wchodz ↪a odporność humoralna i komór-

kowa, oraz obrony nieswoistej. W nieswoistych mechanizmach obrony przeciwgrzy-

biczej bior ↪a udzia l systemy fagocytarny i siateczkowo-́sródb lonkowy jak również

uk lad dope lniacza, a zw laszcza jego sk ladniki C3a i C5 [45].

Neutrofile odgrywaj ↪a istotn ↪a rol ↪e w procesie obronnym organizmu poprzez funk-

cj ↪e niszczenia grzybów drożdżopodobnych Candida, które odbywa si ↪e wewn ↪atrzko-

mórkowo. Ważn ↪a rol ↪e w tym procesie odgrywaj ↪a zwi ↪azki uwalniane z ziarnistości

granulocytów oboj ↪etnoch lonnych. Do zwi ↪azków tych zaliczamy bia lka kationowe,

mieloperoksydaz ↪e i lizozym, a także enzymy takie jak proteazy oboj ↪etne i hydro-

lazy kwaśne [46].

W swoistej odpowiedzi immunologicznej kluczow ↪a rol ↪e odgrywa odporność ko-

mórkowa. W laśnie u osób z zaburzeniami funkcji limfocytów T rozwijaj ↪a si ↪e naj-

cz ↪eściej przewlek le i nawracaj ↪ace zakażenia grzybicze [47]. To w laśnie komórki T

CD4+ stymuluj ↪a uwalnianie cytokin — IL-2,IL-4, INF-γ i GM-CSF, które akty-

wuj ↪a komórki żerne oraz indukuj ↪a wytwarzanie swoistych przeciwcia l.

Wyniki badań z ostatnich lat sugeruj ↪a jednak, iż odpowiedź humoralna ma

istotny wp lyw na przebieg zakażenia grzybami drożdżopodobnymi Candida. Wia-

domo bowiem, że przeciwcia la wspomagaj ↪a fagocytoz ↪e, hamuj ↪a adherencj ↪e, a także

aglutynuj ↪a komórki grzybów. I tak przeciwcia la klasy G bior ↪a udzia l w mecha-

nizmie cytotoksyczności komórkowej zależnej od przeciwcia l (ADCC) [48]. Prze-

ciwcia la klasy A natomiast wspomagaj ↪a uk lad odpornościowy b lon śluzowych po-

przez udzia l w aglutynacji mikroorganizmów i zapobieganiu w ich przyleganiu do

nab lonka [49]. Ponadto przeciwcia la zapobiegaj ↪a przekszta lceniu zakażenia droż-

dżakowego powierzchownego w kandydoz ↪e rozsian ↪a lub uk ladow ↪a [40].
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1.6.3 Czynniki predysponuj
↪
ace do zakażenia grzybiczego

W przypadku zaistnienia sprzyjaj ↪acych warunków dochodzi do zachwiania równo-

wagi mi ↪edzy grzybem a gospodarzem, doprowadzaj ↪ac do rozwoju zakażenia. Czyn-

niki predysponuj ↪ace mog ↪a być różnorakie, dotycz ↪ace zaburzeń w mechanizmach

obronnych gospodarza lub środowiska w określonych okolicach cia la. Wszelkie

niedobory immunologiczne, zarówno wrodzone jak i nabyte, obejmuj ↪ace defekty

neutrofilów, jak w przypadku ostrych bia laczek, a także zaburzenia funkcji i liczby

limfocytów T oraz komórek fagocytuj ↪acych, sprzyjaj ↪a grzybicom [40]. Paradok-

salnie wiele spośród czynników predysponuj ↪acych ma ścis ly zwi ↪azek ze znacznym

post ↪epem i osi ↪agni ↪eciami medycyny. Powszechne stosowanie antybiotyków powo-

duje zaburzenie równowagi fizjologicznej flory bakteryjnej na b lonach śluzowych

jamy ustnej, przewodu pokarmowego i pochwy. Także wszelkiego rodzaju zabiegi

chirurgiczne i diagnostyczne, które powoduj ↪a przerwanie ci ↪ag lości skóry i b lon ślu-

zowych, odżywianie parenteralne oraz sama hospitalizacja, zw laszcza d lugotrwa la

lub na oddziale intensywnej terapii sprzyjaj ↪a zakażeniom grzybiczym. Nowoczesna

terapia obejmuj ↪aca radioterapi ↪e i chemioterapi ↪e, steroidoterapia, oraz wzrastaj ↪aca

populacja ludzi z immunosupresj ↪a w tym zakażonych wirusem HIV to najistot-

niejsze czynniki maj ↪ace bezpośredni wp lyw na obserwowany bardzo szybki wzrost

zachorowań na rozmaitego typu grzybice, zw laszcza endogenne. Już w 1979 roku

Odds podzieli l te czynniki na 6 podstawowych grup [50] (przedstawionych w ta-

beli 1).

Dwa podstawowe mechanizmy umożliwiaj ↪ace grzybom drożdżopodobnym inwa-

zj ↪e w g l ↪ab tkanek to umiej ↪etność przylegania do nab lonków oraz zdolność do pro-

dukcji enzymów. Ponadto, istotn ↪a rol ↪e odgrywaj ↪a także z lożoność budowy ściany

komórkowej grzybów, dimorfizm, mimikra antygenowa i zmienność fenotypowa,

które pomagaj ↪a drożdżakom Candida omin ↪ać ludzkie mechanizmy obronne [51].

Dimorfizm to zdolność C. albicans , jako jedynego gatunku, do wzrostu w dwóch

fazach [52]. W zależności od warunków środowiskowych i szczepu grzyb ten przyj-

muje postać blastospory (faza drożdżowa) lub mycelium czyli strz ↪epek prawdzi-

wych (faza nitkowata). Dodatkowo C. albicans wytwarza pseudostrz ↪epki, które
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Tabela 1: Czynniki predysponuj ↪ace do zakażenia grzybiczego wg. Oddsa

Czynniki immunologiczne: niedobór neutrofilów we krwi obwodowej
ostra bia laczka
deficyt limfocytów T
fagocytów jednoj ↪adrzastych (AIDS)
defekt uk ladu siateczkowo-́sródb lonkowego
splenektomia, defekt wrodzony

Chemioterapia i radioterapia leki immunosupresyjne
cytostatyki
antybiotyki
kortykosteroidy

Przerwanie ci ↪ag lości tkanek urazy skóry lub b lony śluzowej
miejscowa okluzja lub maceracja tkanek

Zabiegi chirurgiczne wprowadzenie narz ↪edzi do tkanek
wprowadzenie protez do naczyń

Czynniki fizjologiczne infekcje, choroby wyniszczaj ↪ace
ci ↪aża
okres noworodkowy

Czynniki żywieniowe dieta bogata w w ↪eglowodany
niedobór witamin

s ↪a wyd lużonymi formami komórek drożdżowych. Przez pewien czas panowa lo

wśród badaczy wiele sprzecznych pogl ↪adów dotycz ↪acych zależności ↪a pomi ↪edzy fa-

zami a patogenności ↪a. Obecnie uważa si ↪e, iż wczesne stadia infekcji s ↪a zwi ↪azane

z form ↪a blastospory, która jest oporna na dzia lanie bójcze fagocytów [52].

Przyleganie czyli adherencja to wst ↪epny etap poprzedzaj ↪acy kolonizacj ↪e tkanek

i narz ↪adów a w konsekwencji prowadz ↪acy do zakażenia [53]. Najsilniejszymi w la-

ściwościami adhezyjnymi charakteryzuje si ↪e C. albicans , która jednocześnie jest

najbardziej patogennym gatunkiem [54]. Grzyby drożdżopodobne Candida maj ↪a

zdolność przyczepiania si ↪e do różnych komórek gospodarza, w tym też do komórek

nab lonka i fagocytów. Jednak do zjawiska przylegania grzyba może doj́sć tylko

wtedy jeśli na powierzchni jego komórki s ↪a adhezyny, które odpowiadaj ↪a recepto-

rom gospodarza [53].

Budowa ściany grzyba ma duże znaczenia dla adherencji. Ściana komórkowa

grzybów drożdżopodobnych Candida sk lada si ↪e z licznych wielocukrów, przy czym
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przeważaj ↪a polimery glukanu i mannanu z bia lkiem, natomiast w g l ↪ebszych war-

stwach jest chityna. Wi ↪ekszość badaczy sugeruje, iż adhezyn ↪a grzybów drożdżo-

podobnych Candida jest mannoproteina [55].

1.6.4 Enzymy

Dla grzybów chorobotwórczych bardzo istotn ↪a jest umiej ↪etność produkcji enzy-

mów, które rozk ladaj ↪a makrocz ↪asteczki do prostych zwi ↪azków chemicznych. W

organizmie gospodarza aktywność produkowanych enzymów kierowana jest prze-

ciwko jego w lasnym tkankom, s luż ↪ac nie tylko zdobyciu substancji odżywczych,

ale również inwazji grzybów w g l ↪ab tkanek [56]. Grzyby patogenne (zarówno der-

matofity, grzyby drożdżopodobne, jak i pleśnie) wydzielaj ↪a enzymy hydrolityczne.

Wed lug nomenklatury Committee of the International Union of Biochemistry and

Molecular Biology z 1992 roku [57] wśród hydrolaz wyróżniamy:

• esterazy (hydrolizuj ↪ace estry grupy karboksylowej — lipaza i fosfolipaza A,

estry fosforowe — fosfataza kwaśna i alkaliczna oraz estry siarkowe — sulfa-

taza),

• glukozydazy (glukozydaza, mannozydaza),

• peptydazy (aminopeptydazy, arylamidazy, proteinazy, elastazy),

• ureazy.

Najistotniejsze znaczenie dla chorobotwórczości C. albicans maj ↪a enzymy pro-

teolityczne oraz fosfolipazy. Zdolność do produkcji określonych enzymów sta la si ↪e

podstaw ↪a do opracowania klasyfikacji biotypowych. Pierwszy tego dokona l w 1986

roku Williamson, wyróżniaj ↪ac osiem biotypów: od A do H [58]. Natomiast w Pol-

sce Kurnatowska i Kurnatowski opisali dodatkowe biotypy: od I do N [59].

Najlepiej poznanymi enzymami s ↪a enzymy proteolityczne. Proteinazy hydroli-

zuj ↪a wi ↪azania peptydowe rozk ladaj ↪ac bia lka do polipeptydów. Enzymy te odpowie-

dzialne s ↪a m.in. za degradacj ↪e keratyn i kolagenu, przyczyniaj ↪ac si ↪e w ten sposób



Rozdzia l 1. Wprowadzenie 18

do uszkodzenia komórek nab lonka. Wyróżniamy proteinazy: kwaśn ↪a i oboj ↪etn ↪a.

Proteaza kwaśna (aspartylowa) wyst ↪epuje w formie 10 izoenzymów, kodowanych

przez geny SAP-10 [60]. Wydzielanie kwaśnych proteinaz ma chronić Candida

przed fagocytoz ↪a. Istnieje też korelacja mi ↪edzy zdolności ↪a grzybów drożdżopo-

dobnych do przylegania a aktywności ↪a enzymatyczn ↪a. Im wi ↪eksza aktywność pro-

teinaz tym wi ↪eksza wirulencja dla cz lowieka i tym wi ↪eksza śmiertelność dla myszy

lub zdolność do kolonizacji tkanek [61].

Aktywność fosfolipazy u grzybów drożdżopodobnych C. albicans zosta la od-

kryta już w 1966. Obecnie zidentyfikowano 4 fosfolipazy: A, B, C i D, a także

lizofosfolipaz ↪e [62]. Zadaniem tej grupy enzymów jest hydrolizowanie fosfolipidów,

które s ↪a sk ladnikami niemal wszystkich b lon komórkowych. Produkcja fosfolipazy

towarzyszy wzrostowi grzybów a także inwazji tkanek gospodarza i wywo lywaniu

zakażenia [63]. Zjawisko to jest potwierdzeniem roli tych enzymów jako deter-

minant patogenności. Aktywność fosfolipazy różni si ↪e pomi ↪edzy poszczególnymi

szczepami [64].

1.6.5 Zakażenie grzybami Candida

Grzyby drożdżopodobne z rodziny Cryptococcacae stanowi ↪a cz ↪esty sk ladnik onto-

cenozy jamy ustnej. U osób z wydolnym uk ladem odpornościowym, pozostaj ↪ac

w stanie czasowej równowagi biologicznej, nie wywo luj ↪a zmian klinicznych [65].

Nie wyjaśniono jednoznacznie znaczenia grzybów z rodzaju Candida w ontoce-

nozie jamy ustnej. Cz ↪eść autorów s ↪adzi, że w zdrowej jamie ustnej bytuj ↪a one

na zasadzie komensalizmu i uznaje je za sk ladnik mikroflory fizjologicznej, inni

uważaj ↪a je za patogeny b ↪ed ↪ace punktem wyj́scia do rozwoju grzybic narz ↪adowych,

w tym także jamy ustnej [66–68]. Spośród patogenów izolowanych z jamy ustnej

najliczniej wyst ↪epuje C. albicans . Mniej licznie reprezentowane s ↪a C. tropicalis,

C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C.gulliermondii, C. incospicua [66].

Patogenne w laściwości C. albicans ujawniaj ↪a si ↪e przez zmienność morfologiczn ↪a

i antygenow ↪a zdolność adhezji do nab lonka, produkcj ↪e enzymów hydrolitycznych
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oraz dzia lalność immunomodulacyjn ↪a [69]. Wci ↪aż trudno rozstrzygn ↪ać kiedy obec-

ność C. albicans to jeszcze nosicielstwo, a kiedy już inwazja, oraz od którego mo-

mentu zastosować terapi ↪e przeciwgrzybicz ↪a.

Użytkowanie protez ruchomych jest g lównym czynnikiem miejscowym sprzyjaj ↪a-

cym powstawaniu zakażeń grzybiczych b lony śluzowej jamy ustnej. P lyta protezy

stwarza niefizjologiczne warunki w jamie ustnej, prowadzi do zaburzeń w metabo-

lizmie tkankowym, ogranicza dost ↪ep tlenu, utrudnia samooczyszczanie przez ślin ↪e

a wzrost temperatury i wilgotności sprzyja rozwojowi bakterii i grzybów. Wśród

innych czynników wymienianych jako przyczyny zmian w obr ↪ebie jamy ustnej wy-

różnić można czynniki miejscowe: z l ↪a higien ↪a jamy ustnej, dysplazj ↪e nab lonka jamy

ustnej oraz ogólne: choroby nowotworowe, nikotynizm, cukrzyc ↪e, immunosupresj ↪e,

przewlek l ↪a steroidoterapi ↪e i antybiotykoterapi ↪e oraz pierwotne i wtórne niedobory

immunologiczne [70]. Różnorakość tych przyczyn powoduje, że kandydoza jest

najcz ↪eściej obserwowan ↪a patologi ↪a b lony śluzowej jamy ustnej.

Odr ↪ebny problem stanowi kolonizacja b lony śluzowej jamy ustnej. Zdolność ad-

hezji grzybów do powierzchni b lony śluzowej oraz do pod loża protetycznego jest

podstawowym czynnikiem wywo luj ↪acym infekcj ↪e grzybicz ↪a [71]. Zakażenie grzy-

bami z rodzaju Candida cechuje si ↪e różnorodności ↪a objawów klinicznych i stwarza

problemy terapeutyczne w zwi ↪azku z narastaj ↪ac ↪a oporności ↪a na leki przeciwgrzybi-

cze. Istnieje ci ↪ag la konieczność oceny cz ↪estości wyst ↪epowania infekcji wywo lanych

przez grzyby z rodzaju Candida w jamie ustnej oraz poznawania czynników etio-

logicznych tych zakażeń.

1.6.6 Cechy patogenności Candida

O rozwoju infekcji Candida, poza czynnikami ryzyka decyduj ↪a również pewne

cechy wirulencji pozwalaj ↪ace przetrwać grzybom w organizmie gospodarza.

Spośród tych cech, maj ↪acych wp lyw na patogenność Candida najwi ↪ekszy udzia l

w wirulencji maj ↪a mieć przyleganie do nab lonków oraz produkcja enzymów prote-

olitycznych i hydrolitycznych. Inne determinanty patogenności takie jak mimikra
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antygenowa i zmienność fenotypowa pomagaj ↪a Candida unikn ↪ać rozpoznania, jako

obcych antygenów przez uk ladu immunologiczny gospodarza. Poniżej przedsta-

wiono podstawowe cechy patogenności Candida: zdolność do przylegania komórek

grzyba do komórek nab lonka gospodarza, aktywność enzymatyczna grzyba, dimor-

fizm, z lożoność budowy ściany komórkowej grzyba, mimikra molekularna i zdolność

do zmienności fenotypowej.

• Przyleganie (adherencja) — komórki Candida mog ↪a przyczepiać si ↪e do komó-

rek gospodarza, w tym do komórek nab lonka i fagocytów. Przyleganie jest

etapem wst ↪epnym, poprzedzaj ↪acym kolonizacj ↪e tkanek i narz ↪adów, który jest

niezb ↪edny do rozwoju zakażenia, a g lównymi czynnikami bior ↪acymi udzia l

w tym procesie s ↪a adhezyny [72].

• Aktywność enzymatyczna — zwi ↪azana jest ze zdolności ↪a do wydzielania sze-

regu enzymów u latwiaj ↪acych inwazj ↪e w g l ↪ab tkanek. Candida wydzielaj ↪a

znaczn ↪a liczb ↪e enzymów, m.in. lipaz ↪e, fosfolipazy, fosfomannoesteraz ↪e, kwa-

śne proteinazy [69].

• Dimorfizm — komórki Candida wyst ↪epuj ↪a w formie blastospor (w fazie droż-

dżopodobnej — forma Y) i w formie nitkowatej — strz ↪epki (mycelium —

forma M) [73]. Wczesne fazy infekcji s ↪a zwi ↪azane z form ↪a drożdżopodobn ↪a

Wytwarzaj ↪ac wypustki nitkowate, komórki grzyba maj ↪a zdolność mechanicz-

nego przebicia si ↪e, ucieczki przed mechanizmami obrony organizmu oraz zaj ↪e-

cia innych tkanek przez co strz ↪epki maj ↪a być bardziej inwazyjne niż komórki

drożdżopodobne [52].

• Ściana komórkowa grzyba — zbudowana jest z wielocukrów chityny (polimer

N-acetylo-D-glukozaminy), mannanu (polimer mannozy), glukanu (polimer

glukozy) oraz bia lek i lipidów. Na powierzchni komórki Candida obecne s ↪a

delikatne fibryle z glikoprotein [74]. S ↪a one niezb ↪edne w mechanizmie przy-

legania grzyba do komórek gospodarza. Otoczka śluzowa Candida bierze

udzia l w penetracji w g l ↪ab tkanek. Uważana jest za najbardziej zewn ↪etrzn ↪a

warstw ↪e komórki i zawiera polisacharydy oraz enzymy. Powierzchnia ko-

mórki grzyba odgrywa podstawow ↪a rol ↪e w adherencji Candida do komórek
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gospodarza, uczestniczy w rozmnażaniu i wp lywa na system obronny gospo-

darza [75].

Proteinazy wydzielane przez Candida maj ↪a wspomagać proces adherencji do

nab lonków gospodarza. Przyczyniaj ↪a si ↪e do uszkodzenia komórek nab lonka

prze lamania pierwszej linii obrony gospodarza poprzez degradacj ↪e keratyny

kolagenu [56]. Wydzielanie natomiast kwaśnych proteaz ma chronić Candida

przed fagocytoz ↪a przez komórki zapalne gospodarza [56].

Enzymy lipolityczne uważane s ↪a za istotny element zjadliwości Candida,

szczególnie we wczesnym okresie zakażenia. Poprzez degradacj ↪e lipidów sta-

nowi ↪a cenne źród lo w ↪egla niezb ↪ednego do wzrostu i namnażania grzyba w po-

cz ↪atkowym etapie infekcji [76].

Enzymy hydrolityczne s ↪a odpowiedzialne mi ↪edzy innymi za katalizowanie

hydrolizy wi ↪azań C–O, C–N, C–C [77], co ma u latwiać grzybom kolonizacj ↪e.

Poprzez chemiczne i fizyczne oddzia lywanie na środowisko, hydrolazy zapew-

niaj ↪a przetrwanie grzybom w tkankach i uczestnicz ↪a bezpośrednio w degra-

dacji bia lek organizmu gospodarza [78].

• Mimikra molekularna — zjawisko polegaj ↪ace na wytwarzaniu przez Candida

antygenów podobnych do antygenów gospodarza. Podobieństwo to chroni

grzyb przed odpowiedzi ↪a immunologiczn ↪a organizmu gospodarza i rozpo-

znaniem antygenów grzyba jako obce. U latwia to przeżycie Candida [79].

• Zmienność fenotypowa — obejmuje możliwość wyst ↪epowania fenotypów w ob-

r ↪ebie tego samego gatunku. Poszczególne fenotypy różni ↪a si ↪e mi ↪edzy sob ↪a

zdolnościami adhezyjnymi i produkcj ↪a endotoksyn i enzymów [80].
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1.6.7 Potencjalny wp lyw Candida na zmiany strukturalne

tkanek gospodarza

Grzyby obecne w organizmie cz lowieka, również na b lonach śluzowych mog ↪a w różny

sposób oddzia lywać na organizm
”
gospodarza”. Mog ↪a wp lywać immunosupresyj-

nie [81], alergizuj ↪aco [82], a także pogarszać ogólny stan chorego nawet bez wy-

wo lywania objawów grzybicy. Sama obecność Candida, poprzez l3-glukan ściany

komórkowej grzyba może modulować miejscow ↪a odpowiedź immunologiczn ↪a orga-

nizmu gospodarza.

Wydzielane przez Candida fosfolipazy maj ↪a uszkadzać komórki b lon śluzowych

gospodarza, przez co u latwiaj ↪a grzybom penetracj ↪e w g l ↪ab tkanek. Kwaśne pro-

teinazy degraduj ↪a komórki nab lonka oraz bia lka gospodarza takie jak kolagen,

keratyn ↪e, mucyn ↪e, przeciwcia la, bia lka komplementu oraz cytokiny [83].

1.6.8 Tworzenie biofilmu Candida na powierzchni mate-

ria lów

Biofilmem określa si ↪e z lożone skupisko bakterii przylegaj ↪acych do powierzchni

lub do siebie nawzajem. Bakterie osadzone s ↪a w macierzy (matrix) zbudowa-

nej z substancji zewn ↪atrzkomórkowych [66, 67]. W naturze wi ↪ekszość bakterii żyje

w bliskim po l ↪aczeniu z powierzchniami, tworz ↪ac kompleks zwany b lon ↪a biologiczn ↪a,

w której bakterie posiadaj ↪a zupe lnie inne w laściwości niż ich odpowiednie formy

planktoniczne [84]. Bakterie wolno wyst ↪epuj ↪ace w środowisku wodnym, zwane

mikroorganizmami planktonicznymi, s ↪a konieczne do formowania si ↪e biofilmów.

Takie biofilmy mog ↪a si ↪e tworzyć na jakiejkolwiek organicznej czy nieorganicznej

powierzchni, w pobliżu której żyj ↪a mikroorganizmy planktoniczne w roztworze

wodnym. Biofilm może być zbudowany z bakterii, grzybów, organizmów jednoko-

mórkowych [85].

Badania biofilmu przesz ly d lug ↪a drog ↪e. Wprowadzaj ↪ac ↪a charakterystyk ↪e bio-

filmu zapocz ↪atkowa l Antoni van Leeuwenhoek, który już w XVII w. bada l p lytk ↪e
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bakteryjn ↪a pokrywaj ↪ac ↪a w lasne z ↪eby. Nazwa biofilm powsta la w oparciu o ma-

kroskopowe obserwacje tej struktury, wygl ↪adaj ↪acej jak cienka warstwa śluzu [86].

Ma on wyraźn ↪a architektur ↪e sk ladaj ↪ac ↪a si ↪e z wieżo- i grzybokszta ltnych mikro-

kolonii zamkni ↪etych w uwodnionej macierzy zbudowanej z zewn ↪atrzkomórkowych

substancji (polisacharydów i protein, które s ↪a produkowane przez mikroorganizmy

znajduj ↪ace si ↪e w biofilmie) [87].

Pierwszym etapem powstania biofilmu jest przyleganie komórki bakteryjnej do

powierzchni i zmniejszenie jej ruchliwości. Bakterie mog ↪a przej́sciowo  l ↪aczyć si ↪e ze

sob ↪a lub z powierzchni ↪a sta l ↪a. Po wytworzeniu sta lego po l ↪aczenia z powierzchni ↪a

tworz ↪a mikrokolonie poprzez podzia l oraz wytwarzaj ↪a chemoatraktanty (zwi ↪azki

organiczne lub nieorganiczne indukuj ↪ace procesy chemotaksji dodatniej w komór-

kach posiadaj ↪acych zdolność do ruchu lub innej spolaryzowanej odpowiedzi na

bodźce) i egzopolisacharydy [88]. Biofilm to kompleks z trójwymiarowymi struktu-

rami z lożonymi ze zgrupowań komórek bakterii, mi ↪edzy którymi tworz ↪a si ↪e kana ly,

a przez nie nast ↪epuje wymiana substancji odżywczych i metabolitów bakteryjnych

[87]. W tej strukturze mi ↪edzykomórkowa komunikacja zachodzi przez substancje

sygna lowe, które dyfunduj ↪a z jednej komórki do drugiej [89].

Biofilm jest dynamicznym środowiskiem zorganizowanym optymalnie dla komó-

rek w nim wyst ↪epuj ↪acych [90]. Wi ↪eksza biomasa osi ↪agana przez bakterie, które

 l ↪acz ↪a si ↪e w grupy i kooperuj ↪a przy rozk ladzie cz ↪astek używaj ↪ac uzupe lniaj ↪acych

si ↪e profili enzymów zewn ↪atrzkomórkowych, powoduje to, że bakterie funkcjonuj ↪ace

razem s ↪a w stanie roz lożyć duże cz ↪astki odżywcze, które nie mog lyby być roz lożone

przez pojedyncz ↪a bakteri ↪e [90].

Drobnoustroje wchodz ↪ace w sk lad biofilmu wykazuj ↪a różny poziom transkryp-

cji genów, a w zależności od fazy wzrostu wykazuj ↪a zmienność fenotypow ↪a [91].

Strukturalna adaptacja i wewn ↪etrzna zależność w biofilmie może być odpowie-

dzialna za ekspresj ↪e genów, które w rezultacie zmieniaj ↪a ca lkowicie fenotyp od

form tych bakterii wyst ↪epuj ↪acych w postaci planktonicznej [90].

Pewne gatunki bakterii wykazuj ↪a now ↪a, wi ↪eksz ↪a wirulencj ↪e oraz zwi ↪ekszon ↪a od-

porność na czynniki antybakteryjne w porównaniu z ich formami planktonicznymi
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[92]. Rozważane s ↪a różne mechanizmy, które mog ↪a to powodować, m.in. macierz

biofilmu może oddzia lywać jak filtr zatrzymuj ↪acy dzia lanie czynników przeciw-

bakteryjnych. Inn ↪a teori ↪a jest spowolniony wzrost bakterii w biofilmie. Ogólnie

wiadomo, że czynniki antybakteryjne nie dzia laj ↪a tak skutecznie na biofilm jak na

formy planktoniczne bakterii [93]. Jednogatunkowe lub wielogatunkowe biofilmy

zbudowane w jamie ustnej wyst ↪epuj ↪a również w postaci planktonicznej oraz bio-

filmów. Najlepiej poznanym i zbadanym jest biofilm zapocz ↪atkowuj ↪acy powstanie

p lytki naz ↪ebnej [94]. W tym wypadku bakterie wyst ↪epuj ↪ace w ślinie s ↪a g lównym

źród lem powstania tej specyficznej b lony biologicznej.

Szczepy bakterii i mikroorganizmów bytuj ↪ace w dynamicznym środowisku jamy

ustnej to spo leczność zwana biofilmem, powstaj ↪aca pierwotnie na twardych po-

wierzchniach tkanki takich jak szkliwo z ↪eba. Formowanie si ↪e biofilmu możemy

podzielić na kilka faz [95]. Pierwsza faza charakteryzuje si ↪e powstaniem b lony

na powierzchni z ↪eba, zawieraj ↪acej makromoleku ly i zacz ↪atki bakterii, wiele z nich

s luży jako receptory, do których przyczepiaj ↪a si ↪e bakterie. Bakteria
”
osadnicza”

b ↪adź też wcześni
”
osadnicy” tacy jak paciorkowce przyczepiaj ↪a si ↪e ca lym gronem

do wytworzonej b lony.

Kolejne fazy to rozrost kolonii bakterii i ich podzia l w wyniku czego produkuj ↪a

zewn ↪atrzkomórkow ↪a struktur ↪e przyci ↪agaj ↪ac ↪a kolejne bakterie. Podczas gdy kolonie

bakterii rozrastaj ↪a si ↪e i ca la biomasa p lytki naz ↪ebnej zwi ↪eksza si ↪e i dojrzewa,

zwarta struktura biofilmu staje si ↪e znacznie trudniejsza do usuni ↪ecia. Aby unikn ↪ać

rozwoju biofilmu należy pami ↪etać o regularnej higienie jamy ustnej.

Biofilm jest wielokomórkowym tworem z lożonym z drobnoustrojów. Komórki

tworz ↪ace biofilm wytwarzaj ↪a dość cienk ↪a polimeryczn ↪a macierz zawieraj ↪ac ↪a poli-

sacharydy, kwasy nukleinowe i bia lka. Macierz ma określon ↪a struktur ↪e i przylega

do powierzchni struktur organicznych i nieorganicznych [96]. W takiej zwartej

strukturze, otoczonej śluzem, istniej ↪a warunki, w których komórki drobnoustro-

jów chronione s ↪a przed niekorzystnymi czynnikami zewn ↪etrznymi [97]. Z punktu

widzenia pod loża molekularnego za ochron ↪e komórek przed skutkami wynikaj ↪a-

cymi z warunków stresowych odpowiada szereg bia lek z grupy sHSP (ma lych
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bia lek szoku termicznego). Proteiny te usuwaj ↪a zagregowane termicznie bia lka

z komórek oraz chroni ↪a przed aktywności ↪a enzymatyczn ↪a rekombinowanych bia lek

produkowanych w komórkach bakteryjnych i tworz ↪acych cia la inkluzyjne. Takie

mechanizmy obronne mikroorganizmów maj ↪a duży zwi ↪azek z oporności ↪a przed

szkodliwym dzia laniem różnego typu preparatów antyseptycznych i dezynfekcyj-

nych. Dlatego też ważne jest dok ladne poznanie wszelkich procesów i czynników

na nie wp lywaj ↪acych, które maj ↪a znaczenie w powstawaniu biofilmu.

Mikroorganizmy przylegaj ↪a do powierzchni w wilgotnych środowiskach poprzez

wydzielanie kleistej substancji. Miejscem adhezji np. bakterii mog ↪a być róż-

nego typu materia ly — najcz ↪eściej o charakterze polimerów o dosyć nierównej

powierzchni. U cz lowieka znakomitym przyk ladem w aspekcie medycznym s ↪a

wszelkiego rodzaju cewniki czy też implanty chirurgiczne [98].

Struktura gatunkowa biofilmu nie tylko może być stworzona przez pojedynczy

gatunek bakteryjny. Wszelkie komórki s ↪a ze sob ↪a zwi ↪azane tzw. pozakomór-

kow ↪a substancj ↪a polimeryczn ↪a (EPS — Extracellurar Polymeric Substance). EPS

nadaje nie tylko wyj ↪atkow ↪a stabilność w przywi ↪azaniu do pod loża, ale również

oznacza si ↪e podobn ↪a w laściwości ↪a do komórek buduj ↪acych biofilm.

1.7 Wp lyw przewlekle obecnych cia l obcych na

b lon
↪
e śluzow

↪
a jamy ustnej

B lona śluzowa pod p lyt ↪a aparatu/protezy cz ↪esto ulega przerostowi b ↪adź zanikowi,

a także rogowaceniu. Cz ↪esto dochodzi do powstawania nadżerek, odleżyn, aft

oraz anemizacji b lony śluzowej pola protetycznego [99].

Duże znaczenie ma traumatyzuj ↪ace dzia lanie samej protezy czy aparatu orto-

dontycznego na b lon ↪e śluzow ↪a pola protetycznego. Powierzchniowe, jak również

g l ↪ebokie uszkodzenia nab lonka pod p lyt ↪a protezy lub aparatu mog ↪a sprzyjać za-

leganiu i rozrostowi grzybów drożdżopodobnych [100].
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Sprzyjaj ↪ace infekcji grzybiczej b lony śluzowej jamy ustnej dzia lanie p lyty pro-

tezy akrylowej zosta lo stwierdzone przez wielu autorów [101, 102]. Polega ono

mi ↪edzy innymi na braku możliwości samooczyszczania przez ślin ↪e, podwyższonej

temperaturze, wytwarzaniu pod powierzchni ↪a p lyty w ↪askiej przestrzeni o niskim

pH, ma lym dost ↪epie tlenu i nagromadzeniu z luszczonych komórek nab lonka [103].

Niewiele jest natomiast doniesień na temat wp lywu użytkowania aparatów orto-

dontycznych na stan b lony śluzowej jamy ustnej pacjentów oraz wp lywu na rozwój

infekcji grzybiczej w obr ↪ebie jamy ustnej.

Rycina 1.2: Jama ustna pacjenta ma loletniego zaopatrzonego w szcz ↪ekowy
aparat ortodontyczny

1.7.1 Stomatopatia protetyczna

Stomatopatia protetyczna jest to zespó l objawów patologicznych, zarówno obiek-

tywnych, jak i subiektywnych, wywo lanych g lównie użytkowaniem ruchomych pro-

tez stomatologicznych ca lkowitych i cz ↪eściowych, zw laszcza wykonanych z two-

rzywa akrylowego. Najcz ↪estsz ↪a form ↪a reakcji tkanek pod loża na stosowane uzu-

pe lnienia protetyczne jest stan zapalny b lony śluzowej pokrytej p lyt ↪a protezy [104].
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Mianem stomatopatii protetycznej określa si ↪e zmiany w b lonie śluzowej jamy

ustnej zwi ↪azane przyczynowo z użytkowaniem protez stomatologicznych najcz ↪e-

ściej ruchomych cz ↪eściowych i ca lkowitych, wykonanych z tworzywa akrylowego.

Stomatopatia protetyczna może być również, chociaż znacznie rzadziej, wywo lana

obecności ↪a w jamie ustnej sta lych uzupe lnień protetycznych lub wype lnień ubyt-

ków z ↪ebowych.

W písmiennictwie zagranicznym, mianem stomatopatii protetycznej określa si ↪e

prawie wy l ↪acznie zmiany w b lonie śluzowej jamy ustnej wyst ↪epuj ↪ace w obecności

protez ruchomych, p lytowych. W 1989 r. Pietrzak-Bilińska wprowadzi la nazw ↪e

stomatopatii ortodontycznej dla określenia zmian w b lonie śluzowej wyst ↪epuj ↪a-

cych u dzieci i m lodzieży użytkuj ↪acych ruchome aparaty ortodontyczne wykonane

z tworzywa akrylowego [105].

Można wyróżnić trzy g lówne przyczyny powstawania stomatopatii protetycz-

nych:

• uraz mechaniczny,

• infekcja grzybami drożdżopodobnymi,

• oddzia lywanie p lytki protez.

Mniejsze znaczenie przypisuje si ↪e infekcji bakteryjnej, niefizjologicznym warun-

kom, jakie stwarza p lyta protezy, czynnikom chemiczno-toksycznym, i w bardzo

rzadkich przypadkach uczuleniu na tworzywo protezy [106]. Ogólny stan zdrowia

użytkownika protezy stomatologicznej może mieć istotny wp lyw zarówno na po-

wstawanie, jak i rozwój stomatopatii protetycznej. Należy jednak dodać, że zwykle

wi ↪ecej niż jeden czynnik jest przyczyn ↪a omawianego schorzenia i postawienie w la-

ściwego rozpoznania warunkuje skuteczność zastosowanej metody leczenia [107].
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1.7.1.1 Klasyfikacja stomatopatii protetycznych

W określeniu stopnia zmian wywo lanych przewlek l ↪a obecności ↪a cia l obcych w jamie

ustnej stosuje si ↪e klasyfikacj ↪e Newtona. Obraz kliniczny stomatopatii protetycz-

nych można dzi ↪eki niej podzielić na trzy stadia:

• Stadium I – punktowe przekrwienia b lony śluzowej;

• Stadium II – rozlany rumień — uogólniony stan zapalny ca lej b lony śluzowej

pokrytej p lyt ↪a protezy;

• Stadium III – przerostowe ziarninuj ↪ace zapalenie b lony śluzowej.

Spiechowicz et al. wprowadzili do tej klasyfikacji stadium
”
0”, w którym b lona

śluzowa klinicznie jest nie zmieniona, a pacjent ma wrażenia pieczenia, k lucia lub

suchości jamy ustnej [108].

Rycina 1.3: Stomatopatia protetyczna I°. Pod p lyt ↪a protezy ca lkowitej wi-
doczne zmiany rumieniowe. (Fot. Dzi ↪eki uprzejmości dr hab. E. Szponar Kli-

nika Chorób B lony Śluzowej Jamy Ustnej UM Poznań)
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Rycina 1.4: Stomatopatia protetyczna III°. Na podniebieniu widoczne zmiany
rumieniowe z brodawkuj ↪ac ↪a powierzchni ↪a. (Fot. Dzi ↪eki uprzejmości dr hab.

E. Szponar Klinika Chorób B lony Śluzowej Jamy Ustnej UM Poznań)

Rycina 1.5: Pod p lyt ↪a protezy ca lkowitej w szcz ↪ece widoczne bia le zmiany z
ostrym zakażeniem Candidaspp. (Fot. Dzi ↪eki uprzejmości dr hab. E. Szponar

Klinika Chorób B lony Śluzowej Jamy Ustnej UM Poznań)
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Cel pracy

Celem pracy jest ocena sk ladu jakościowego oraz lekowrażliwości grzybów droż-

dżopodobnych izolowanych z jamy ustnej pacjentów użytkuj ↪acych aparaty orto-

dontyczne i ruchome protezy p lytowe.

Dla realizacji powyższego celu wykonano nast ↪epuj ↪ace zadania cz ↪astkowe:

1. Dokonanie oceny cz ↪estości wyst ↪epowania i sk ladu jakościowego grzybów droż-

dżopodobnych z rodzaju Candida zasiedlaj ↪acych b lon ↪e śluzow ↪a jamy ustnej

użytkowników ruchomych uzupe lnień protetycznych oraz użytkowników apa-

ratów ortodontycznych.

2. Ocen ↪e aktywności enzymów hydrolitycznych wyizolowanych szczepów grzy-

bów drożdżopodobnych jako g lównej determinanty patogenności oraz okre-

ślenie ich lekowrażliwości wobec powszechnie stosowanych antymikotyków.

3. Wykazanie zależności pomi ↪edzy użytkowaniem protez ruchomych lub apara-

tów ortodontycznych, a cz ↪estości ↪a wyst ↪epowania grzybów drożdżopodobnych

z rodzaju Candida na b lonach śluzowych jamy ustnej.

4. Ocen ↪e aktywności enzymatycznej szczepów C. albicans u dzieci i doros lych

oraz wykazanie zależności pomi ↪edzy wiekiem pacjenta a aktywności ↪a enzy-

mów hydrolitycznych.

30
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5. Porównanie pomi ↪edzy grupami badanymi aktywności enzymatycznej szcze-

pów Candida jako g lównej determinanty patogenności szczepu.
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Materia l i metody

Badanie przeprowadzono jako
”
case control study”.

Prac ↪e pod wzgl ↪edem metodologicznym przygotowano przy wspó lpracy Zak ladu

Mikologii Lekarskiej i Dermatologii oraz Kliniki Chorób B lony Śluzowej Jamy Ust-

nej Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

3.1 Charakterystyka badanej populacji

Do badania w l ↪aczono 300 osób. Stanowili oni dwie odr ↪ebne wiekowo grupy:

• 100 doros lych powyżej 18 r.ż użytkuj ↪acych ruchome uzupe lnienia protetyczne

i 50 w grupie kontrolnej oraz

• 100 dzieci poniżej 18 r.ż. użytkuj ↪acych ruchome aparaty ortodontyczne i 50

w grupie kontrolnej osób zdrowych poniżej 18 r.ż.

W grupie doros lych wyodr ↪ebniono 3 podgrupy:

1. Grupa badana BPZ — użytkownicy ruchomych uzupe lnień protetycznych

z obecności ↪a zmian zapalnych w obr ↪ebie jamy ustnej — 50 osób.

32
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2. Grupa badana BP — użytkownicy ruchomych uzupe lnień protetycznych bez

obecności zmian zapalnych w obr ↪ebie jamy ustnej — 50 osób.

3. Grupa kontrolna KP — nie zaopatrzona w uzupe lnienia protetyczne oraz bez

zmian zapalnych w obr ↪ebie jamy ustnej — 50 osób.

W grupie dzieci wyodr ↪ebniono 3 podgrupy:

1. Grupa badana BAZ — użytkownicy ruchomych aparatów ortodontycznych

z obecności ↪a zmian zapalnych w obr ↪ebie jamy ustnej — 50 osób.

2. Grupa badana BA — użytkownicy ruchomych aparatów ortodontycznych

bez obecności zmian zapalnych w obr ↪ebie jamy ustnej — 50 osób.

3. Grupa kontrolna KA — nie zaopatrzona w aparaty ortodontyczne oraz bez

zmian zapalnych w obr ↪ebie jamy ustnej — 50 osób.

3.1.1 Grupa badana użytkowników ruchomych uzupe lnień

protetycznych z obecności
↪
a zmian zapalnych w obr

↪
e-

bie jamy ustnej

Grup ↪e badan ↪a użytkowników ruchomych uzupe lnień protetycznych z obecności ↪a

zmian zapalnych w obr ↪ebie jamy ustnej stanowi lo 50 chorych przyj ↪etych na bada-

nie mikologiczne w Zak ladzie Mikologii Lekarskiej i Dermatologii UM w Poznaniu

po uprzedniej konsultacji w Klinice Chorób B lony Śluzowej Jamy Ustnej UM w Po-

znaniu.

3.1.1.1 Kryteria w l
↪
aczenia

• Posiadanie ruchomej protezy akrylowej.

• Chorzy, u których wyst ↪epowa ly subiektywne objawy kliniczne w obr ↪ebie

jamy ustnej takie jak: pieczenie, uporczywy pal ↪acy ból, utrata smaku.
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• Obecność aktywnych zmian zapalnych w obr ↪ebie jamy ustnej klasyfikowa-

nych w Klinice Chorób B lony Śluzowej Jamy Ustnej UM w Poznaniu jako

stomatopatia protetyczna I°, II° lub III°.

3.1.1.2 Kryteria wy l
↪
aczenia

• Wiek niższy niż 18 lat ze wzgl ↪edu na dobór grup wiekowych z zachowaniem

proporcji p lci i porównywalności wieku.

• Osoby choruj ↪ace na choroby przewlek le stanowi ↪ace grupy ryzyka infekcji

Candida, takie jak: cukrzyca, nowotwory, choroby zwi ↪azane z zaburzeniami

funkcji uk ladu immunologicznego.

• Pacjenci przyjmuj ↪acy leki wewn ↪etrzne lub zewn ↪etrzne mog ↪ace wp lywać na

stan odporności organizmu (leki immunosupresyjne, kortykosteroidy, cyto-

statyki, antybiotyki).

• Chorzy stosuj ↪acy zewn ↪etrzne leki przeciwgrzybicze 7-10 dni przed badaniem

mikologicznym oraz ogólne leki przeciwgrzybicze w okresie 3 miesi ↪ecy po-

przedzaj ↪acych badanie mikologiczne.

3.1.2 Grupa badana użytkowników ruchomych uzupe lnień

protetycznych bez obecności zmian zapalnych w ob-

r
↪
ebie jamy ustnej

Grup ↪e użytkowników ruchomych uzupe lnień protetycznych bez obecności ↪a zmian

zapalnych w obr ↪ebie jamy ustnej stanowi lo 50 chorych przyj ↪etych do badań mi-

kologicznych w Zak ladzie Mikologii Lekarskiej i Dermatologii UM w Poznaniu po

uprzedniej konsultacji w Klinice Chorób B lony Śluzowej Jamy Ustnej UM w Po-

znaniu.
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3.1.2.1 Kryteria w l
↪
aczenia

• Posiadanie ruchomej protezy akrylowej.

• Chorzy, u których nie wyst ↪epowa ly subiektywne objawy kliniczne w obr ↪ebie

jamy ustnej takie jak: pieczenie, pal ↪acy ból, utrata smaku.

• Brak aktywnych zmian zapalnych w obr ↪ebie jamy ustnej. Oceny klinicznej

dokonano w Klinice Chorób B lony Śluzowej Jamy Ustnej UM w Poznaniu.

3.1.2.2 Kryteria wy l
↪
aczenia

• Wiek niższy niż 18 lat ze wzgl ↪edu na dobór grup wiekowych z zachowaniem

proporcji p lci i porównywalności wieku

• Osoby choruj ↪ace na choroby przewlek le stanowi ↪ace grupy ryzyka infekcji

Candida, takie jak: cukrzyca, nowotwory, choroby zwi ↪azane z zaburzeniami

funkcji uk ladu immunologicznego.

• Pacjenci przyjmuj ↪acy leki wewn ↪etrzne lub zewn ↪etrzne mog ↪ace wp lywać na

stan odporności organizmu (leki immunosupresyjne, kortykosteroidy, cyto-

statyki, antybiotyki).

• Chorzy stosuj ↪acy zewn ↪etrzne leki przeciwgrzybicze 7–10 dni przed badaniem

mikologicznym oraz ogólne leki przeciwgrzybicze w okresie 3 miesi ↪ecy po-

przedzaj ↪acych badanie mikologiczne.

• Pacjenci, u których wyst ↪epowa la potwierdzona badaniem mikologicznym

grzybica o innej niż jama ustna lokalizacji.

3.1.3 Grupa kontrolna doros lych osób zdrowych

Grup ↪e kontroln ↪a doros lych osób zdrowych stanowi lo 50 osób w dobrym stanie kli-

nicznym. Pacjenci ci byli rekrutowani z ogólnej populacji osób bior ↪acych udzia l
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w akcji profilaktycznej w zakresie grzybic skóry i paznokci prowadzonej przez Za-

k lad Mikologii Lekarskiej i Dermatologii UM w Poznaniu. U wyżej wymienio-

nych osób wykonano diagnostyk ↪e mikologiczn ↪a w kierunku grzybicy dermatofito-

wej skóry i paznokci palców stóp — uzyskano wynik negatywny.

3.1.3.1 Kryteria w l
↪
aczenia

• Wiek powyżej 18 lat.

• Osoby, które nie posiada ly żadnych uzupe lnień protetycznych w jamie ustnej

i odznacza ly si ↪e ca lkowitym sta lym uz ↪ebieniem, dopuszczaj ↪ac brak 1–4 z ↪ebów

w żuchwie i szcz ↪ece  l ↪acznie.

• Osoby, u których aktualnie nie stwierdzono zmian klinicznych w obr ↪ebie

b lony śluzowej jamy ustnej.

• Osoby aktualnie zdrowe z ujemnym wywiadem w kierunku chorób przewle-

k lych (cukrzyca, nowotwory, choroby zwi ↪azane z zaburzeniami funkcji uk ladu

immunologicznego).

• Osoby nie leczone lekami przeciwgrzybiczymi, steroidami i antybiotykami

w czasie ostatnich 3 miesi ↪ecy.

• Osoby z wynikiem negatywnym badań mikologicznych w kierunku grzybicy

skóry i paznokci stóp.

3.1.4 Grupa badana dzieci leczonych ortodontycznie z obec-

ności
↪
a zmian zapalnych w jamie ustnej

Grup ↪e badan ↪a dzieci leczonych ortodontycznie z obecności ↪a zmian zapalnych w

jamie ustnej stanowi lo 50 chorych przyj ↪etych na badanie mikologiczne w Zak ladzie

Mikologii Lekarskiej i Dermatologii UM w Poznaniu po uprzedniej konsultacji

w Specjalistycznym Gabinecie Ortodontycznym.
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3.1.4.1 Kryteria w l
↪
aczenia

• Posiadanie ruchomego aparatu ortodontycznego czynnościowego (biomecha-

nicznego) aktywatory pobudzaj ↪ace mi ↪eśnie typu monoblok lub czynnego apa-

ratu mechanicznego — p lytki Schwarza.

• Chorzy, u których wyst ↪epowa ly subiektywne objawy kliniczne w obr ↪ebie

jamy ustnej takie jak: pieczenie, uporczywy pal ↪acy ból, utrata smaku.

• Obecność aktywnych zmian zapalnych w obr ↪ebie jamy ustnej klasyfikowa-

nych w Specjalistycznym Gabinecie Ortodontycznym.

• Osoby, które przed rozpocz ↪eciem leczenia ortodontycznego w obr ↪ebie z ↪ebów

szcz ↪eki oraz żuchwy nie posiada ly ubytków próchniczych.

• Kontrola stomatologiczna stanu jamy ustnej pod k ↪atem powstawania nowych

ubytków próchniczych podczas leczenia ortodontycznego.

3.1.4.2 Kryteria wy l
↪
aczenia

• Wiek powyżej 18 lat ze wzgl ↪edu na dobór grup wiekowych z zachowaniem

proporcji p lci i porównywalności wieku.

• Osoby choruj ↪ace na choroby przewlek le stanowi ↪ace grupy ryzyka infekcji

Candida, takie jak: nowotwory, cukrzyca, choroby zwi ↪azane z zaburzeniami

funkcji uk ladu immunologicznego.

• Chorzy przyjmuj ↪acy leki wewn ↪etrzne lub zewn ↪etrzne mog ↪ace wp lywać na

stan odporności organizmu (antybiotyki, leki immunosupresyjne, kortyko-

steroidy, cytostatyki).

• Pacjenci stosuj ↪acy zewn ↪etrzne leki przeciwgrzybicze 7-10 dni przed bada-

niem mikologicznym oraz ogólne leki przeciwgrzybicze w okresie 3 miesi ↪ecy

poprzedzaj ↪acych badanie mikologiczne.
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3.1.5 Grupa badana dzieci leczonych ortodontycznie bez

zmian zapalnych w jamie ustnej

Grup ↪e badan ↪a dzieci leczonych ortodontycznie bez zmian zapalnych w jamie ustnej

stanowi lo 50 chorych przyj ↪etych do badań mikologicznych w Zak ladzie Mikologii

Lekarskiej i Dermatologii UM w Poznaniu po uprzedniej konsultacji w Specjali-

stycznym Gabinecie Ortodontycznym.

3.1.5.1 Kryteria w l
↪
aczenia

• Posiadanie ruchomego aparatu ortodontycznego czynnościowego (biomecha-

nicznego), aktywatory pobudzaj ↪ace mi ↪eśnie typu monoblok lub czynnego

aparatu mechanicznego—p lytki Schwarza.

• Chorzy, u których nie wyst ↪epowa ly subiektywne objawy kliniczne w obr ↪ebie

jamy ustnej takie jak: pieczenie, pal ↪acy ból, utrata smaku.

• Brak aktywnych zmian zapalnych w obr ↪ebie jamy ustnej. Oceny klinicznej

dokonano w Specjalistycznym Gabinecie Ortodontycznym.

• Kontrola stomatologiczna stanu jamy ustnej pod k ↪atem powstawania nowych

ubytków próchniczych w trakcie trwania leczenia ortodontycznego.

3.1.5.2 Kryteria wy l
↪
aczenia

• Wiek powyżej 18 lat ze wzgl ↪edu na dobór grup wiekowych z zachowaniem

proporcji p lci i porównywalności wieku.

• Osoby choruj ↪ace na choroby przewlek le stanowi ↪ace grupy ryzyka infekcji

Candida, takie jak: nowotwory, cukrzyca, choroby zwi ↪azane z zaburzeniami

funkcji uk ladu immunologicznego.

• Chorzy przyjmuj ↪acy leki wewn ↪etrzne lub zewn ↪etrzne mog ↪ace wp lywać na

stan odporności organizmu (antybiotyki, leki immunosupresyjne, kortyko-

steroidy, cytostatyki).
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• Pacjenci stosuj ↪acy zewn ↪etrzne leki przeciwgrzybicze 7-10 dni przed bada-

niem mikologicznym oraz ogólne leki przeciwgrzybicze w okresie 3 miesi ↪ecy

poprzedzaj ↪acych badanie mikologiczne.

• Osoby, które przed rozpocz ↪eciem leczenia ortodontycznego w obr ↪ebie szcz ↪eki

oraz żuchwy posiada ly ubytki próchnicze.

3.1.6 Grupa kontrolna dzieci zdrowych

Grup ↪e kontroln ↪a dzieci zdrowych stanowi lo 50 osób w dobrym stanie klinicznym.

Pacjenci ci byli rekrutowani z ogólnej populacji osób zg laszaj ↪acych si ↪e do Po-

radni Ortodontycznej celem diagnostyki oraz ewentualnego rozpocz ↪ecia leczenia

wad zgryzu za pomoc ↪a aparatów ortodontycznych. Materia l do badań mikologicz-

nych by l pobierany na pierwszej wizycie poprzedzaj ↪acej za lożenie aparatu orto-

dontycznego.

3.1.6.1 Kryteria w l
↪
aczenia

• Wiek poniżej18 lat.

• Osoby, które nie użytkowa ly aparatów ortodontycznych sta lych i ruchomych

w jamie ustnej.

• Osoby, u których aktualnie nie stwierdzono ubytków próchniczych w obr ↪ebie

z ↪ebów szcz ↪eki i żuchwy.

• Osoby, u których aktualnie nie stwierdzono zmian klinicznych w obr ↪ebie

b lony śluzowej jamy ustnej.

• Chorzy, u których nie wyst ↪epowa ly subiektywne objawy kliniczne w obr ↪ebie

jamy ustnej takie jak: pieczenie, uporczywy pal ↪acy ból, utrata smaku.

• Osoby aktualnie zdrowe z ujemnym wywiadem w kierunku chorób przewle-

k lych (cukrzyca, nowotwory, choroby zwi ↪azane z zaburzeniami funkcji uk ladu

immunologicznego).
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Tabela 2: Opis grup utworzonych w badaniu

Grupa Proteza
/aparat

Zmiany
zapalne

Objawy
subiek-
tywne

Choroby
ogólno-
ustrojowe

Próchnica Wiek
(lata)

BPZ + + + - - >18
BP + - - - - >18
KP - - - - - >18

BAZ + + + - - <18
BA + - - - - <18
KA - - - - - <18

BPZ — grupa użytkowników protez ze zmianami zapalnymi jamy ustnej, BP — grupa
użytkowników protez bez zmian zapalnych jamy ustnej, KP — grupa kontrolna doros lych,
BAZ — grupa użytkowników aparatów ortodontycznych ze zmianami zapalnymi jamy ustnej,
BA — grupa użytkowników aparatów ortodontycznych bez zmian zapalnych jamy ustnej,
KA — grupa kontrolna dzieci.

• Osoby nie leczone lekami przeciwgrzybiczymi, steroidami i antybiotykami

w czasie ostatnich 3 miesi ↪ecy.

3.2 Zgoda na badanie

Wszystkie osoby badane zosta ly poinformowane o zasadach i celu prowadzenia

badania oraz zosta ly zakwalifikowane po wyrażeniu zgody na udzia l w nim. W

przypadku osób ma loletnich zgod ↪e uzyskano od ich prawnego opiekuna (matka,

ojciec). Protokó l badania uzyska l wcześniejsz ↪a zgod ↪e Komisji Bioetycznej przy

Uniwersytecie Medycznym m. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (zgoda nr:

667/06).

3.3 Zakres badań

3.3.1 Badanie kliniczne

Chorzy zakwalifikowani do badania, po uzyskaniu ich pisemnej zgody, poddani

zostali rutynowemu badaniu klinicznemu, które obejmowa lo:
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1. Badanie podmiotowe, ze szczególnym uwzgl ↪ednieniem przebiegu i objawów

choroby, czynników ryzyka zakażenia Candida oraz chorób wspó listniej ↪acych.

2. Badanie przedmiotowe z ocen ↪a stanu b lony śluzowej jamy ustnej. Badania

kliniczne zosta ly wykonane przez wykwalifikowany personel Kliniki Chorób

B lony Śluzowej Jamy Ustnej UM w Poznaniu oraz Specjalistyczny Gabinet

Ortodontyczny.

3.3.2 Pobieranie materia lu

U wszystkich zakwalifikowanych do badania chorych pobrano wymazy z b lon ślu-

zowych jamy ustnej. Materia l pobrano za pomoc ↪a ja lowej wymazówki zwilżonej

fizjologicznym roztworem NaCl 0,9%. W braku możliwości wykonania bezpośred-

niego posiewu na pod loża mikologiczne wymazy by ly pobierane za pomoc ↪a wyma-

zówek ze standardowym pod lożem transportowym, po uprzednim zwilżeniu NaCl

0,9%, i w okresie do 4 godzin od pobrania posiewane na pod loże do diagnostyki

mikologicznej. Wymazy by ly pobierane w godzinach rannych, na czczo, po 12 go-

dzinach od ostatniego standardowego mycia z ↪ebów. Materia l pobierano z trzech

miejsc:

1. wymaz z powierzchni grzbietowej j ↪ezyka,

2. wymaz z podniebienia,

3. wymaz z powierzchni wewn ↪etrznej policzków lub w zależności od grupy ba-

danej z powierzchni podniebiennej protezy lub aparatu ortodontycznego.

3.3.3 Badanie mikologiczne

Dotyczy lo izolacji i identyfikacji patogenu, oznaczenia aktywności enzymatycznej

wyhodowanych szczepów grzybów drożdżopodobnych oraz oznaczenia ich lekow-

rażliwości in vitro.
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Rycina 3.1: Wzrost kolonii C. albicans na pod lożu Sabouraud dextrose agar
z chloramfenikolem

1. Ocena mikroskopowa preparatu bezpośredniego niebarwionego i barwionego

metod ↪a Grama.

2. Hodowla in vitro na pod lożu Sabourauda (GRASO) o sk ladzie 4% glukozy,

1% peptonu, 1,8% agaru, pH pod loża wynosi lo 5,6. Dodatkiem do pod loża

by l chloramfenikol. Hodowl ↪e prowadzono 24–72 godziny w temperaturze

37°C. Nast ↪epnie kontynuowano hodowl ↪e przez 14 dni w temperaturze 25°C

w celu izolacji ewentualnej flory pleśniowej.

Identyfikacj ↪e grzybów z rodzaju Candida przeprowadzono za pomoc ↪a standar-

dowych pod loży chromogennych
”
ChromAgar Candida” (GRASO) a w dalszym

etapie z użyciem standardowych testów ID 32 C firmy bioMérieux. Opieraj ↪a si ↪e

one na ocenie zdolności przyswajania w ↪egla przez grzyby z rodzaju Candida. Do

oceny wyników stosowana by la baza danych firmy bioMérieux pozwalaj ↪aca na

ocen ↪e grzybów zarówno z rodzaju Candida, jak i Cryptococcus, Geotrichum, Rho-

dotorula, Saccharomyces, Sporobolomyces i Trichosporon. Przeprowadzenie testu

wymaga:
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Rycina 3.2: Wzrost kolonii C. parapsilosis na pod lożu Sabouraud dextrose
agar z chloramfenikolem

1. Przygotowania zawiesiny kolonii grzybów z pod loża Sabourauda w wodzie

destylowanej o g ↪estości 2 w skali McFarland (g ↪estość zawiesiny oceniono za

pomoc ↪a densytometru).

2. Dodania 250 µl zawiesiny grzybów do C Medium i delikatnego wymieszania.

3. Dodania 135 µl z
”
C Medium” do każdej studzienki paska testowego, przy-

krycie pokryw ↪a.

4. Inkubacji 24-48-72 godziny w temperaturze 37°C.

5. Odczytu automatycznego w systemie ATB Reader po 24, 48 i 72 godzinach.

3.3.4 Ocena aktywności enzymatycznej za pomoc
↪
a testu

API ZYM firmy bioMérieux

Badanie aktywności hydrolitycznej za pomoc ↪a testu API ZYM firmy bioMérieux

jest pó lilościow ↪a mikrometod ↪a, pozwalaj ↪ac ↪a na określenie aktywności hydrolitycz-

nej m.in. grzybów drożdżopodobnych. Zawiera substraty s luż ↪ace do identyfikacji
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19 hydrolaz. Oceniane enzymy i ich substraty przedstawiono w tabeli 3.

Do badania użyto szczepy Candida z 24-godzinnej hodowli. Z tych szczepów

przy użyciu densytometru przygotowano zawiesin ↪e w wodzie destylowanej, o g ↪e-

stości 5 w skali McFarlanda. 65 µl tej zawiesiny przenoszono do miseczek pasków

testu
”
API ZYM”. Paski nakrywano pokrywk ↪a i inkubowano w temperaturze 37°C

przez 4 godziny. Po inkubacji dodano po 1 kropli
”
ZYM A” (o sk ladzie: tri-

hydroksymetyl-amino-metan 15 g, kwas chlorowodorowy 21 ml, siarczan laurowy

10 g, woda destylowana do 100 ml) oraz
”
ZYM B” (o sk ladzie: Fast Blue BB 0,33

g, 2-metoksyetanol do 100 ml) do miseczek i pozostawiono na 5 minut w tempera-

turze pokojowej. Po tym czasie dokonywano odczytu wed lug intensywności skali

barwnej. Zgodnie z zaleceniem producenta stosowano skal ↪e 6-stopniow ↪a (od 0 do

5 stopni): 0 — 0 nmol, 1 — 5 nmol, 2 — 10 nmol, 3 — 20 nmol, 4 — 30 nmol, 5 —

powyżej 40 nmol. Przyj ↪ete przedzia ly nasilenia reakcji:

• (śr≤ 2) — aktywność niska,

• (2 < śr < 3) — aktywność średnia,

• (śr ≥ 3) — aktywność wysoka.

3.3.5 Ocena biotypu C. albicans na podstawie aktywności

enzymatycznej

Pos luguj ↪ac si ↪e wytycznymi opisuj ↪acymi biotypy szczepów C. albicans na podstawie

aktywności pi ↪eciu enzymów hydrolitycznych postanowiono określić wyst ↪epowanie

nast ↪epuj ↪acych biotypów C. albicans :

• A–H opisane przez Williamsona [58],

• I–J opisane przez Kurnatowsk ↪a i Kurnatowskiego [59],

• O–T opisane przez Krajewsk ↪a-Ku lak et al. [109].
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3.3.6 Oznaczanie lekowrażliwości in vitro grzybów z ro-

dzaju Candida

Oznaczenie lekowrażliwości przeprowadzono metod ↪a dyfuzyjno-kr ↪ażkow ↪a na pod-

 lożu YNB (Yeast Nitrogen Base) wg. metodyki producenta. Oznaczono wrażliwość

wyizolowanych grzybów z rodzaju Candida na 10 podstawowych antymikotyków:

amfoterycyna-B, 5-fluorocytozyna, nystatyna, pimarycyna, klotrimazol, mikona-

zol, ketokonazol, tiokonazol, flukonazol, itrakonazol. Badanie przeprowadzono

metod ↪a dyfuzyjno-kr ↪ażkow ↪a ze wzgl ↪edu na możliwość oznaczenia lekowrażliwości

nystatyny — najcz ↪eściej stosowanej w stomatologii. Równocześnie prowadzono

ocen ↪e lekowrażliwości za pomoc ↪a testu
”
Fungitest” (firmy Bio-Rad).

Tabela 3: Oceniane enzymy hydrolityczne i ich substraty.

Nr Nazwa enzymu Hydrolizowany substrat

E1 Fosfataza zasadowa 2-naftylofosforan
E2 Esteraza (C4) 2-naftylomaślan
E3 Lipaza esterazowa (C8) 2-naftylokapronian
E4 Lipaza (C14) 2-naftylomirystylan
E5 Arylamidaza leucylowa L-leucylo-2-naftyloamid
E6 Arylamidaza walinowa L-walino-2-naftyloamid
E7 Arylamidaza cystynowa L-cystynylo-2-naftyloamid
E8 Trypsyna N-benzylo-DL-arginino-2-naftyloamid
E9 α-chymotrypsyna N-glutarylo-fenyloalanino-2-naftyloamid

E10 Fosfataza kwaśna 2-naftylofosforan
E11 Fosfohydrolaza naftolowa-AS-BI Naftolo-AS-BI-fosforan
E12 α-galaktozydaza 6-Br-2-naftylo-α-D-galaktopiranoza
E13 β-galaktozydaza 2-naftylo-β-D-glukopiranoza
E14 β-glukuronidaza Naftolo-AS-BI- β-D-glukuronid
E15 α-glukozydaza 2-naftylo-α-D-glukopiranoza
E16 β-glukozydaza 6-Br-2-naftylo- β-D-glukopiranoza
E17 N-acetyl-β-glukozaminidaza 1-naftylo-N-acetylo-β-glukozyloamid
E18 α-mannozydaza 6-Br-2-naftylo-α-mannopyranozydaza
E19 α-fukozydaza 2-naftylo-α-L-fukopiranoza
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Rycina 3.3: Oznaczenie lekooporności grzybów drożdżopodobnych metod ↪a
Fungitest (Bio-Rad)

3.3.7 Analiza statystyczna

Do analizy statystycznej wykorzystano program Statistica 6.0 PL dla Windows

firmy StatSoft Inc. Wartości obliczane dla zmiennych na skalach interwa lowych

przedstawiono jako średni ↪a arytmetyczn ↪a z odchyleniem standardowym (SD). Ana-

liz ↪e porównawcz ↪a mi ↪edzy cechami na skali ordynalnej przeprowadzono za pomoc ↪a

testu U Manna-Whitneya. Do oceny zależności zmiennych określonych na skalach

nominalnych użyto testu Chi2. Za znamienne statystycznie przyj ↪eto zmiany przy

poziomie istotności p < 0,05.



Rozdzia l 4

Wyniki

4.1 Charakterystyka badanej grupy

4.1.1 Opis liczebności i demografia pacjentów

Badaniem obj ↪eto 300 pacjentów, w tym 189 kobiet i 111 m ↪eżczyzn. Tabela 4 przed-

stawia średnie wartości wieku dla każdej z grup utworzonych zgodnie z za lożeniami

określonymi w metodologii w rozdziale 3.1.

Tabela 4: Charakterystyka wieku w poszczególnych grupach badanych

Grupa n Średnia

Pacjenci stosuj ↪acy p lytki protetyczne, z obecności ↪a zmian za-
palnych w jamie ustnej

50 65,1 ± 10,8

Pacjenci stosuj ↪acy p lytki protetyczne, bez zmian zapalnych
w jamie ustnej

50 64,6 ± 12,4

Pacjenci nie stosuj ↪acy protez 50 62,9 ± 13,2
Pacjenci stosuj ↪acy aparaty ortodontyczne, z obecności ↪a zmian
zapalnych w jamie ustnej

50 10,9 ± 1,8

Pacjenci stosuj ↪acy aparaty ortodontyczne, bez zmian zapal-
nych w jamie ustnej

50 10,6 ± 1,8

Pacjenci nie stosuj ↪acy aparatów ortodontycznych 50 9,1 ± 2

47
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4.1.2 Weryfikacja dopasowania grup kontrolnych pod wzgl
↪
e-

dem p lci i wieku

Grupa badana pacjentów z protezami p lytowymi nie różni la si ↪e istotnie pod wzgl ↪e-

dem wieku (p = 0,3602) i p lci (p = 0,0947) od grupy kontrolnej pacjentów zdro-

wych. W grupie dzieci stosuj ↪acych aparaty i odpowiadaj ↪acej jej grupie kontrolnej

także nie by lo istotnych różnic pod wzgl ↪edem p lci (p = 0,8607). Bior ↪ac pod uwag ↪e

wiek — dzieci w grupie badanej by ly statystycznie istotnie starsze o średnio rok

wzgl ↪edem grupy kontrolnej (p < 0,0001). Powyższe porównania ilustruje tabela

5. Rycina 4.1 pokazuje na wykresie skrzynkowym różnice wieku pomi ↪edzy wspo-

mnianymi grupami.

Tabela 5: Charakterystyka wieku w grupie m ↪eżczyzn i kobiet

Grupa n Średnia i SD
Ogó lem
Kobiety 189 38,8 ± 27,9
M ↪eżczyźni 111 34,5 ± 29,2
Dorośli
Kobiety 102 63,2 ± 11,9
M ↪eżczyźni 48 66,4 ± 12,5
Dzieci
P leć żeńska 87 10,2 ± 2
P leć m ↪eska 63 10,1 ± 2,1

Grupa badana Grupa kontrolna

6
8

10
12

14

Rycina 4.1: Wiek dzieci grup badanych, leczonych ortodontycznie i grupy
kontrolnej
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4.2 Określenie grup o zwi
↪
ekszonym odsetku po-

zytywnych hodowli

Z pobranych do badania próbek, z j ↪ezyka, podniebienia oraz (zależnie od bada-

nej grupy) aparatu ortodontycznego lub p lytki protetycznej czy też policzka (u

pacjentów grupy kontrolnej) wyhodowano 404 pozytywnych preparatów co stano-

wi lo 44,89% wszystkich pobranych próbek. Tabela 6 przedstawia wartość p testu

Chi2 dla pozytywnych hodowli w określonych grupach.

Różnice istotne statystycznie w ilości pozytywnych hodowli by ly obserwowane

mi ↪edzy grupami badanymi i kontrolnymi bez wzgl ↪edu na miejsce pobrania ma-

teria lu. Grupa stosuj ↪aca aparaty ortodontyczne, podobnie jak grupa stosuj ↪aca

protezy p lytowe znacznie cz ↪eściej mia la pozytywne wyniki hodowli próbek pobra-

nych z jamy ustnej niż pacjenci z odpowiedniej grupy kontrolnej.

Można zauważyć, że nie obserwowano istotnych różnic w cz ↪estości wyst ↪epowa-

nia pozytywnych hodowli mi ↪edzy grup ↪a dzieci i doros lych. Podobnie — mi ↪edzy

grupami kobiet i m ↪eżczyzn także nie by lo istotnych różnic. Dalsza analiza tych

obserwacji znajduje si ↪e w sekcji 4.2.1.

Tabela 6: Istotność statystyczna w poszczególnych hipotezach dla pozytywnych i nega-
tywnych hodowli w zależności od miejsca pobrania materia lu

Porównanie w grupie: J ↪ezyk Podniebienie Aparat, proteza lub policzek

dzieci i doros lych 0,105 0,4841 0,9077
kobiet i m ↪eżczyzn 0,7975 0,3625 0,4449
stosuj ↪acej aparat i kontroli 0,0003 0,0005 0
stosuj ↪acej protezy i kontroli 0,013 0,0045 0,0031

Wszystkie wartości
”
p” podane w tabeli obliczone s ↪a za pomoc ↪a testu Chi2.
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4.2.1 Pozytywne hodowle w grupach badanych i kontrol-

nych

W tabeli 7 uwidoczniono relatywne wartości pozytywnych hodowli grzybiczych

u pacjentów w poszczególnych grupach. Nie zaobserwowano istotnych różnic w gru-

pach dzielonych wed lug p lci i wieku, lecz w grupach badanych istotnie cz ↪eściej

wyst ↪epowa ly pozytywne hodowle niż w odpowiadaj ↪acych im grupach kontrolnych.

Grupy badane rozumiano w tym uj ↪eciu bez rozróżnienia na obecność zmian zapal-

nych czy też ich brak w jamie ustnej.

Tabela 7: Relatywne cz ↪estości wyst ↪epowania pozytywnych hodowli mikolo-
gicznych u pacjentów określonych grup z uwzgl ↪ednieniem miejsca pobrania ma-

teria lu.

J ↪ezyk

Grupa wiekowa Dorośli Dzieci
51,33% 41,33%

P leć Kobiety M ↪eżczyźni
45,5% 47,75%

Pacjenci z ap. ortodontycznymi Badana Kontrolna
52% 20% ∗

Pacjenci z p l. protetycznymi Badana Kontrolna
59% 20% ∗

Podniebienie

Grupa wiekowa Dorośli Dzieci
45,33% 40,67%

P leć Kobiety M ↪eżczyźni
40,74% 46,85%

Pacjenci z ap. ortodontycznymi Badana Kontrolna
51% 20% ∗

Pacjenci z p l. protetycznymi Badana Kontrolna
54% 28% ∗

Aparat/proteza

Grupa wiekowa Dorośli Dzieci
46% 44,67%

P leć Kobiety M ↪eżczyźni
43,39% 48,65%

Pacjenci z ap. ortodontycznymi Badana Kontrolna
61% 12% ∗

Pacjenci z p l. protetycznymi Badana Kontrolna
55% 28% ∗

∗W ostatniej kolumnie symbolem gwiazdki określono, które różnice cz ↪estości
w określonych grupach s ↪a istotne statystycznie
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Najbardziej prominentne różnice obserwowano w grupie dzieci. Te które sto-

sowa ly aparaty ortodontyczne mia ly istotnie cz ↪eściej pozytywne hodowle mikolo-

giczne.

4.2.2 Porównanie obecności pozytywnych hodowli w gru-

pach z zapaleniami jamy ustnej lub ich brakiem

Porównuj ↪ac grup ↪e pacjentów posiadaj ↪acych przewlekle cia la obce w jamie ustnej

wydzielono dwie grupy: z obecności ↪a zmian zapalnych w jamie ustnej i bez makro-

skopowo widocznych zmian zapalnych w jamie ustnej. W porównaniu tym zauwa-

żono, iż istotnie cz ↪eściej w grupie pacjentów z widocznymi zmianami zapalnymi

obserwowano pozytywne wyniki hodowli preparatów pobranych zarówno z j ↪ezyka

(p = 0,0044), z podniebienia (p = 0,0474) jak i cia la obcego (p = 0,0003). Tabela

8 ilustruje rozk lad obserwowanych wartości w określonych grupach badanych.

Tabela 8: Cz ↪estość wyst ↪epowania pozytywnych hodowli próbek pobranych
z cia la obcego w zależności od obecności zmian zapalnych w jamie ustnej pa-

cjenta

Brak zmian zapalnych Zmiany zapalne obecne

Hodowla negatywna 57 30
Hodowla pozytywna 45 71

Porównano również wyst ↪epowanie liczby odr ↪ebnych szczepów obserwowanych

w pozytywnych hodowlach. Próbki pobrane od pacjentów z zapaleniami w ja-

mie ustnej istotnie cz ↪eściej w hodowli prezentowa ly flor ↪e mieszan ↪a sk ladaj ↪ac ↪a si ↪e

z wi ↪ecej niż jednego organizmu sprawczego (p = 0,0002). W tabeli 9 zilustrowano

rozk lad wielowalentnych hodowli (w sumie 26 incydentów) u pacjentów z grupy

badanej w zależności od obserwowanych zmian zapalnych w jamie ustnej.
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Tabela 9: Cz ↪estość wyst ↪epowania w hodowli wielu szczepów grzybów chorobo-
twórczych izolowanych od pacjenta w zależności od obecności zmian zapalnych

w jamie ustnej pacjenta.

Brak zmian zapalnych Zmiany zapalne obecne

Pojedynczy szczep 53 53
2 lub wi ↪ecej szczepów 2 24

4.3 Cz
↪
estość wyst

↪
epowania w hodowli poszcze-

gólnych gatunków grzybów drożdżopodob-

nych

W badaniu 300 pacjentów u 139 rozpoznano co najmniej jeden gatunek grzyba

chorobotwórczego w hodowli preparatów pobranych z trzech miejsc w jamie ustnej.

Innymi s lowy nosicielami grzybów drożdżopodobnych by lo 46,33% pacjentów.

Badaniem mikologicznym, poprzez hodowl ↪e kolonii, rozpoznano 9 różnych ga-

tunków grzybów chorobotwórczych. Najcz ↪eściej rozpoznawanym grzybem by l

C. albicans (128) i stanowi l 78,53% wszystkich pozytywnych rozpoznań miko-

logicznych. Opis cz ↪estości rozpoznanych gatunków grzybów drożdżopodobnych

znajduje si ↪e w tabeli 10.

Tabela 10: Liczba rozpoznanych gatunków grzybów w hodowli mikologicznej
u wszystkich pacjentów obj ↪etych badaniem.

Gatunek Liczba rozpoznań Frakcja pozytywnych rozpoznań*
C. albicans 128 78,53%
C. glabrata 22 13,5%
C. tropicalis 19 11,66%
C. inconspicua 14 8,59%
C. krusei 18 11,04%
C. parapsilosis 16 9,82%
C. stellatoidea 7 4,29%
C. kefyr 4 2,45%
C. guillermondi 2 1,23%

*U niektórych pacjentów rozpoznano wi ↪ecej niż jeden szczep grzyba (zob.
sekcj ↪e 4.4).
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Preparaty, których hodowla wykaza la obecność dwóch szczepów opisano w sekcji

4.4.

4.3.1 Wyst
↪
epowanie C. albicans

C. albicans rozpoznano u 128 pacjentów. Nie wykazano istotnych różnic w wy-

st ↪epowaniu C. albicans u dzieci i doros lych (p = 0,7262). W grupie p lci m ↪eskiej

i żeńskiej (bez uwzgl ↪ednienia kryterium różnicuj ↪acego — wieku) także rozk lad po-

zytywnych próbek pod wzgl ↪edem wyhodowania C. albicans by l podobny (p =

0,6049). Dopiero kiedy podzielono t ↪e grup ↪e na dzieci i doros lych zauważono,

że u dziewczynek C. albicans hodowano istotnie rzadziej niż u ch lopców (p =

0,0034).

Porównuj ↪ac grupy badane (czyli zarówno pacjentów stosuj ↪acych protezy jak

i aparaty ortodontyczne, bez rozróżnienia na wyst ↪epowanie zmian zapalnych) z gru-

pami kontrolnymi zaobserwowano, iż istotnie cz ↪eściej C. albicans rozpoznawano

u pacjentów z grup badanych niż tych z grup kontrolnych (p = 0,00002). Mi ↪edzy

grupami badanymi także wyst ↪epowa ly istotne różnice. Zarówno w grupie stosu-

j ↪acej aparaty ortodontyczne (p = 0,0013) jak i stosuj ↪acej protezy (p = 0,0089)

stwierdzono istotnie cz ↪estsze wyst ↪epowanie C. albicans w hodowli próbek pobra-

nych z trzech miejsc w jamie ustnej.

W grupie pacjentów z klinicznymi objawami zapalenia w jamie ustnej stosu-

j ↪acych aparaty ortodontyczne znacznie cz ↪eściej obserwowano pozytywne wyniki

hodowli C. albicans (p = 0,0164). Podobnie by lo w grupie pacjentów stosuj ↪acych

protezy p lytkowe (p = 0,0093).

4.4 Zakażenia wielowalentne

U 33 pacjentów opisano wi ↪ecej niż jeden grzyb chorobotwórczy w hodowli, co

stanowi lo 11% wszystkich pacjentów lub 23,74% pozytywnych rozpoznań (wartość
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opisana w rozdziale 4.3). W grupie tej by lo 18 (54,55%) kobiet i 15 (45,45%)

m ↪eżczyzn.

Również 14 doros lych i 19 dzieci uzyska lo wyniki hodowli próbek informuj ↪ace

o zakażeniu wieloma szczepami.

Najcz ↪eściej wyst ↪epuj ↪ac ↪a par ↪a grzybów chorobotwórczych w próbkach z j ↪ezyka,

podniebienia i cia l obcych by la C. albicans z C. glabrata, która to wyst ↪api la u 8

pacjentów.

4.5 Analiza oporności grzybów na leki przeciw-

grzybicze

Zbadano jak ↪a wrażliwość na hodowl ↪e w obecności leków przeciwgrzybiczych wyka-

zywa ly poszczególne gatunki grzybów izolowanych od pacjentów. Poniżej przed-

stawiono wykresy relatywnych cz ↪estości wrażliwych, średniowrażliwych i opornych

szczepów na dany zwi ↪azek chemiczny.

4.5.1 Lekowrażliwość grzybów drożdżopodobnych

Każda poniższa rycina przedstawia jaki procent wyhodowanych szczepów by l wraż-

liwy (skrótowy identyfikator legendy Wr), średniowrażliwy (skrótowy identyfikator

legendy Śr) lub oporny (skrótowy identyfikator legendy Op) na dany lek przeciw-

grzybiczy.

Leki przeciwgrzybicze określono skrótami literowymi a ich wyjaśnienie, uwzgl ↪ed-

niaj ↪ace nazw ↪e mi ↪edzynarodow ↪a użytego sk ladnika czynnego, znajduje si ↪e w tabeli

11.
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Tabela 11: Opis stosowanych skrótów nazw leków w rycinach 4.3–4.8.

Skrót Nazwa mi ↪edzynarodowa środka leczniczego

A Amfoterycyna B
F 5-fluorocytozyna
N Nystatyna
P Pimarycyna
C Klotrimazol
M Mikonazol
K Ketokonazol
T Tiokonazol
FL Flukonazol
I Itrakonazol

4.5.2 Charakterystyka skuteczności poszczególnych leków

przeciwgrzybiczych

Postanowiono określić jaki antymikotyk by l skuteczny w hamowaniu wzrostu naj-

wi ↪ekszej liczby szczepów rozpoznanych w badaniu mikologicznym. Rycina 4.2

przedstawia ocen ↪e skuteczności wszystkich sprawdzanych preparatów w inhibicji

wzrostu wszystkich kolonii grzybiczych.

Na rycinie 4.2 zobrazowano jakie frakcje szczepów grzybów izolowanych od pa-

cjentów by ly wrażliwe b ↪adź oporne na leki przeciwgrzybicze. Warto zauważyć,

że najcz ↪eściej, bo aż w 93,09% przypadków obserwowano hamowanie wzrostu wy-

hodowanych kolonii w obecności 5-fluorocytozyny. Również 84,89% kolonii wy-

kaza lo wrażliwość na tiokonazol. Najmniej skuteczna okaza la si ↪e pimarycyna, na

któr ↪a 57% wszystkich pobranych szczepów by lo opornych, a tylko 7,38% oznaczono

jako wrażliwe. Drug ↪a najmniej skuteczn ↪a substancj ↪a okaza la si ↪e nystatyna. W jej

przypadku 38,34% szczepów by lo opornych a 25,02% wrażliwych na jej dzia lanie.

W dalszej cz ↪eści tej sekcji zostan ↪a przedstawione wrażliwości charakterystyczne

dla poszczególnych gatunków Candida.
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Rycina 4.2: Wrażliwość wszystkich szczepów na leki przeciwgrzybicze.
A — Amfoterycyna B; F — 5-fluorocytozyna; N — Nystatyna; P — Pimarycyna; C —
Klotrimazol; M — Mikonazol; K — Ketokonazol; T — Tiokonazol; FL — Flukonazol;

I — Itrakonazol
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4.5.2.1 Lekowrażliwość C. albicans

Rycina 4.3 przedstawia jaki procent wyhodowanych szczepów C. albicans by l wraż-

liwy na zestaw leków przeciwgrzybiczych zastosowanych do oznaczenia lekooporno-

ści. Wynika lo z niego, że najwi ↪ecej (95,92%) szczepów C. albicans by lo wrażliwych

na 5-fluorocytozyn ↪e. Z kolei 58,31% szczepów by lo opornych na pimarycyn ↪e.
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Rycina 4.3: Wrażliwość na leki przeciwgrzybicze C. albicans.
A — Amfoterycyna B; F — 5-fluorocytozyna; N — Nystatyna; P — Pimarycyna; C —
Klotrimazol; M — Mikonazol; K — Ketokonazol; T — Tiokonazol; FL — Flukonazol;

I — Itrakonazol
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4.5.2.2 Lekowrażliwość C. glabrata

W grupie szczepów C. glabrata wyhodowano 97,62% wrażliwych na 5-fluorocytozyn ↪e.

Natomiast 64,29%, 23,81% i 76,19% by lo opornych odpowiednio na: pimarycyn ↪e,

nystatyn ↪e i ketokonazol.

Szczepy C. glabrata odznacza ly si ↪e najwi ↪ekszym odsetkiem opornych kolonii na

leki przeciwgrzybicze. 45,95% z nich by lo opornych na jakís lek przeciwgrzybiczy

a kolejne 15,95% by lo średnio wrażliwe (zob. rycina 4.4).

A F N P C M K T FL I

Wr  
Śr 
Op   

Pr
oc

en
t w

ra
żl

iw
oś

ci
 s

zc
ze

pó
w

 [%
]

0
20

40
60

80
10

0

Rycina 4.4: Wrażliwość na leki przeciwgrzybicze C. glabrata.
A — Amfoterycyna B; F — 5-fluorocytozyna; N — Nystatyna; P — Pimarycyna; C —
Klotrimazol; M — Mikonazol; K — Ketokonazol; T — Tiokonazol; FL — Flukonazol;

I — Itrakonazol
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4.5.2.3 Lekowrażliwość C. tropicalis

Szczepy C. tropicalis by ly oporne g lównie na ketokonazol (76,45% wszystkich wy-

hodowanych szczepów C. tropicalis), pimarycyn ↪e (67,28%) oraz nystatyn ↪e (55,05%).

Najwi ↪eksz ↪a wrażliwość wykazywa ly na hodowl ↪e w obecności 5-fluorocytozyny (88,69%).

Charakterystyk ↪e lekowrażliwości szczepów C. tropicalis obrazuje rycina 4.5.

A F N P C M K T FL I

Wr  
Śr 
Op   

Pr
oc

en
t w

ra
żl

iw
oś

ci
 s

zc
ze

pó
w

 [%
]

0
20

40
60

80
10

0

Rycina 4.5: Wrażliwość na leki przeciwgrzybicze C. tropicalis.
A — Amfoterycyna B; F — 5-fluorocytozyna; N — Nystatyna; P — Pimarycyna; C —
Klotrimazol; M — Mikonazol; K — Ketokonazol; T — Tiokonazol; FL — Flukonazol;

I — Itrakonazol
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4.5.2.4 Lekowrażliwość C. inconspicua

Wzrost C. inconspicua najcz ↪eściej by l hamowany przez hodowl ↪e w obecności tio-

konazolu (w przypadku 95,45% szczepów). Najmniej skutecznie w ograniczaniu

wzrostu kolonii okaza ly si ↪e pimarycyna, nystatyna i 5-flucytozyna (odpowiednio

68,18%, 4,55%, 13,64% opornych szczepów). Rycina 4.6 przedstawia lekowrażli-

wość szczepów C. inconspicua.
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Rycina 4.6: Wrażliwość na leki przeciwgrzybicze C. inconspicua.
A — Amfoterycyna B; F — 5-fluorocytozyna; N — Nystatyna; P — Pimarycyna; C —
Klotrimazol; M — Mikonazol; K — Ketokonazol; T — Tiokonazol; FL — Flukonazol;

I — Itrakonazol
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4.5.2.5 Lekowrażliwość C. krusei

Szczepy C. krusei by ly oporne g lównie na flukonazol (72% wszystkich wyhodowa-

nych szczepów C. tropicalis), itrakonazol (36%) oraz nystatyn ↪e (36%). Najwi ↪eksz ↪a

wrażliwość wykazywa ly na hodowl ↪e w obecności mikonazolu (100%) oraz tiokona-

zolu (100%). Na rycinie 4.7 zilustrowano lekowrażliwość szczepów C. krusei.
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Rycina 4.7: Wrażliwość na leki przeciwgrzybicze C. krusei.
A — Amfoterycyna B; F — 5-fluorocytozyna; N — Nystatyna; P — Pimarycyna; C —
Klotrimazol; M — Mikonazol; K — Ketokonazol; T — Tiokonazol; FL — Flukonazol;

I — Itrakonazol
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4.5.2.6 Lekowrażliwość C. parapsilosis

Hodowle rozpoznane jako C. parapsilosis wykaza ly si ↪e najwi ↪ekszym odsetkiem

szczepów opornych na pimarycyn ↪e i nystatyn ↪e. By lo to odpowiednio 59,09%

i 31,82% wszystkich szczepów C. parapsilosis. Szczepy te natomiast w 100% wyka-

zywa ly inhibicj ↪e wzrostu kolonii w obecności 5-fluorocytozyny, klotrimazolu, mi-

konazolu oraz tiokonazolu. Pe len opis lekowrażliwości szczepów C. parapsilosis

znajduje si ↪e na rycinie 4.8.
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Rycina 4.8: Wrażliwość na leki przeciwgrzybicze C. parapsilosis.
A — Amfoterycyna B; F — 5-fluorocytozyna; N — Nystatyna; P — Pimarycyna; C —
Klotrimazol; M — Mikonazol; K — Ketokonazol; T — Tiokonazol; FL — Flukonazol;

I — Itrakonazol

4.6 Analiza aktywności enzymatycznej grzybów

drożdżopodobnych

Wyniki wykonanej analizy aktywności enzymatycznej grzybów z rodzaju Candida

obrazuj ↪a wykresy poniżej. Opis zastosowanych na wykresach oznaczeń numerycz-

nych enzymów podanych na wykresach znajduje si ↪e w tabeli 3.
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Profil aktywności enzymatycznej hydrolaz szczepów C. albicans badany testem

BioMérieux ilustruje rycina 4.9.
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Rycina 4.9: Aktywność enzymatyczna hydrolaz szczepów C. albicans.
E1 — Fosfataza zasadowa; E2 — Esteraza (C4); E3 — Lipaza esterazowa (C8); E4 — Lipaza (C14);
E5 — Arylamidaza leucylowa; E6 — Arylamidaza walinowa; E7 — Arylamidaza cystynowa; E8 —
Trypsyna; E9 — α-chymotrypsyna; E10 — Fosfataza kwaśna; E11 — Fosfohydrolaza naftolowa-AS-BI;
E12 — α-galaktozydaza; E13 — β-galaktozydaza; E14 — β-glukuronidaza; E15 — α-glukozydaza; E16
— β-glukozydaza; E17 — N-acetyl-β-glukozaminidaza; E18 — α-mannozydaza; E19 — α-fukozydaza.
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Rycina 4.10: Aktywność enzymatyczna hydrolaz szczepów C. glabrata.
E1 — Fosfataza zasadowa; E2 — Esteraza (C4); E3 — Lipaza esterazowa (C8); E4 — Lipaza (C14);
E5 — Arylamidaza leucylowa; E6 — Arylamidaza walinowa; E7 — Arylamidaza cystynowa; E8 —
Trypsyna; E9 — α-chymotrypsyna; E10 — Fosfataza kwaśna; E11 — Fosfohydrolaza naftolowa-AS-BI;
E12 — α-galaktozydaza; E13 — β-galaktozydaza; E14 — β-glukuronidaza; E15 — α-glukozydaza; E16
— β-glukozydaza; E17 — N-acetyl-β-glukozaminidaza; E18 — α-mannozydaza; E19 — α-fukozydaza.
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Rycina 4.11: Aktywność enzymatyczna hydrolaz szczepów C. tropicalis.
E1 — Fosfataza zasadowa; E2 — Esteraza (C4); E3 — Lipaza esterazowa (C8); E4 — Lipaza (C14);
E5 — Arylamidaza leucylowa; E6 — Arylamidaza walinowa; E7 — Arylamidaza cystynowa; E8 —
Trypsyna; E9 — α-chymotrypsyna; E10 — Fosfataza kwaśna; E11 — Fosfohydrolaza naftolowa-AS-BI;
E12 — α-galaktozydaza; E13 — β-galaktozydaza; E14 — β-glukuronidaza; E15 — α-glukozydaza; E16
— β-glukozydaza; E17 — N-acetyl-β-glukozaminidaza; E18 — α-mannozydaza; E19 — α-fukozydaza.
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Rycina 4.12: Aktywność enzymatyczna hydrolaz szczepów C. krusei.
E1 — Fosfataza zasadowa; E2 — Esteraza (C4); E3 — Lipaza esterazowa (C8); E4 — Lipaza (C14);
E5 — Arylamidaza leucylowa; E6 — Arylamidaza walinowa; E7 — Arylamidaza cystynowa; E8 —
Trypsyna; E9 — α-chymotrypsyna; E10 — Fosfataza kwaśna; E11 — Fosfohydrolaza naftolowa-AS-BI;
E12 — α-galaktozydaza; E13 — β-galaktozydaza; E14 — β-glukuronidaza; E15 — α-glukozydaza; E16
— β-glukozydaza; E17 — N-acetyl-β-glukozaminidaza; E18 — α-mannozydaza; E19 — α-fukozydaza.

W tabeli 12 uwidoczniono wartości
”
p” dla wykonanych testów statystycznych.

W nast ↪epnych sekcjach przedstawiono najistotniejsze różnice wyst ↪epuj ↪ace mi ↪edzy

grupami.
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Rycina 4.13: Aktywność enzymatyczna hydrolaz szczepów C. inconspicua.
E1 — Fosfataza zasadowa; E2 — Esteraza (C4); E3 — Lipaza esterazowa (C8); E4 — Lipaza (C14);
E5 — Arylamidaza leucylowa; E6 — Arylamidaza walinowa; E7 — Arylamidaza cystynowa; E8 —
Trypsyna; E9 — α-chymotrypsyna; E10 — Fosfataza kwaśna; E11 — Fosfohydrolaza naftolowa-AS-BI;
E12 — α-galaktozydaza; E13 — β-galaktozydaza; E14 — β-glukuronidaza; E15 — α-glukozydaza; E16
— β-glukozydaza; E17 — N-acetyl-β-glukozaminidaza; E18 — α-mannozydaza; E19 — α-fukozydaza.
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Rycina 4.14: Aktywność enzymatyczna hydrolaz szczepów C. parapsilosis.
E1 — Fosfataza zasadowa; E2 — Esteraza (C4); E3 — Lipaza esterazowa (C8); E4 — Lipaza (C14);
E5 — Arylamidaza leucylowa; E6 — Arylamidaza walinowa; E7 — Arylamidaza cystynowa; E8 —
Trypsyna; E9 — α-chymotrypsyna; E10 — Fosfataza kwaśna; E11 — Fosfohydrolaza naftolowa-AS-BI;
E12 — α-galaktozydaza; E13 — β-galaktozydaza; E14 — β-glukuronidaza; E15 — α-glukozydaza; E16
— β-glukozydaza; E17 — N-acetyl-β-glukozaminidaza; E18 — α-mannozydaza; E19 — α-fukozydaza.
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4.6.1 Różnice w aktywności enzymów C. albicans mi
↪
edzy

grup
↪
a dzieci i doros lych pacjentów

Pacjenci poniżej 18-tego roku życia statystycznie istotnie cz ↪eściej byli zakażeni

szczepami C. albicans , których β-glukozydaza, N-acetyl-β-glukozaminidaza oraz α-

fukozydaza przejawia ly wi ↪eksz ↪a aktywność enzymatyczn ↪a niż w grupie pacjentów

doros lych (zob. tabela 12).

4.6.2 Różnice w aktywności enzymów C. albicans u dzieci

stosuj
↪
acych aparaty ortodontyczne i ze zmianami za-

palnymi w jamie ustnej a dziećmi bez zmian zapal-

nych

Porównuj ↪ac grup ↪e pacjentów leczon ↪a ruchomymi aparatami ortodontycznymi (grupy

BAZ i BA) zauważono, że u dzieci z objawami zapalenia (grupa BAZ) aktywności

enzymatyczne α-chymotrypsyny i α-galaktozydazy by ly istotnie wyższe niż te ob-

serwowane w szczepach C. albicans pobranych od pacjentów bez zmian zapalnych

jamy ustnej (grupa BA). Tabela 12 ilustruje istotność wszystkich porównań.

4.6.3 Różnice w aktywności enzymów C. albicans u dzieci

stosuj
↪
acych aparaty ortodontyczne i ich grupy kon-

trolnej

Bez wzgl ↪edu na kryterium wyst ↪epowania zmian zapalnych, skonfrontowano dzieci

nosz ↪ace aparaty ortodontyczne (grupy BAZ i BA) z grup ↪a kontroln ↪a dla tych

pacjentów (KA). W wyniku tego porównania zidentyfikowano nast ↪epuj ↪ace enzymy

jako istotnie różni ↪ace si ↪e w aktywności enzymatycznej mi ↪edzy obiema grupami

(zob. tabela 12):

• Esteraza (C4)
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• Arylamidaza walinowa

W porównaniu tym Esteraza (C4) i Arylamidaza walinowa mia ly istotnie wi ↪ek-

sz ↪a aktywność enzymatyczn ↪a, kiedy próbki by ly pobierane od pacjentów leczonych

ortodontycznie w porównaniu do tych z grupy kontrolnej.

4.6.4 Różnice aktywności enzymów C. albicans mi
↪
edzy

pacjentami stosuj
↪
acymi i nie stosuj

↪
acymi protez p ly-

towych

Pacjenci stosuj ↪acy protezy, bez rozróżnienia na obecność zmian zapalnych w jamie

ustnej (czyli grupy BP i BPZ) w porównaniu do odpowiadaj ↪acej im grupy kon-

trolnej (grupa KP) cz ↪eściej byli nosicielami szczepów C. albicans , które wykaza ly

istotnie wyższ ↪a aktywność enzymatyczn ↪a nast ↪epuj ↪acych enzymów (zob. tabela

12):

• Fosfataza zasadowa

• Esteraza (C4)

• Lipaza (C14)

• α-mannozydaza

• α-fukozydaza

4.6.5 Różnice w aktywności enzymów C. albicans mi
↪
edzy

pacjentami stosuj
↪
acymi protezy i ze zmianami zapal-

nymi w jamie ustnej a grup
↪
a bez zmian

Pacjenci w grupie doros lych, stosuj ↪acy protezy i maj ↪acy jednocześnie klinicznie ob-

serwowane objawy zapalenia jamy ustnej (grupa BPZ) skonfrontowani zostali, jako
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nosiciele grzybów z gatunku C. albicans , pod wzgl ↪edem aktywności enzymatycznej

szczepów wyhodowanych z pobranych od nich próbek z grup ↪a odpowiadaj ↪ac ↪a im

pod wzgl ↪edem p lci i wieku, która również nosi la protezy p lytowe, lecz nie obser-

wowano u niej objawów zapalenia jamy ustnej (grupa BP). W porównaniu tym

zaobserwowano istotne różnice w aktywności nast ↪epuj ↪acych enzymów (zob. tabela

12):

• Fosfataza zasadowa

• Esteraza (C4)

• Lipaza esterazowa (C8)

• Lipaza (C14)

• Arylamidaza leucylowa

• Arylamidaza walinowa

• Arylamidaza cystynowa

• Fosfataza kwaśna

• Fosfohydrolaza naftolowa-AS-B

• α-galaktozydaza

• N-acetyl-β-glukozaminidaza

• α-mannozydaza

Aktywność enzymatyczna każdego z powyższych enzymów by la istotnie wi ↪eksza

u szczepów wyhodowanych od pacjentów z grup badanych — czyli stosuj ↪acych

p lytowe uzupe lnienia protetyczne.
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Tabela 12: Prawdopodobieństwo testowe dla testu U Manna-Whitneya* obrazu-
j ↪ace istotne różnice w aktywności enzymów C. albicans w poszczególnych grupach

badanych

Dorośli vs Dzieci BA vs BAZ A1vs KA BP vs BPZ P2vs KP

E1 0.7486 1.0000 0.6757 0.0049 0.0000
E2 0.5758 1.0000 0.0008 0.0019 0.0005
E3 0.9414 0.2002 1.0000 0.3396 0.0187
E4 0.6779 1.0000 1.0000 0.0301 0.0209
E5 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0017
E6 0.9414 0.6858 0.0032 1.0000 0.0202
E7 1.0000 1.0000 0.9455 1.0000 0.0009
E8 1.0000 0.6858 1.0000 0.0658 0.4979
E9 1.0000 0.0194 1.0000 0.5934 0.3297
E10 1.0000 0.8897 1.0000 1.0000 0.0040
E11 0.1558 1.0000 1.0000 1.0000 0.0009
E12 0.4715 0.0001 1.0000 1.0000 0.0214
E13 1.0000 1.0000 1.0000 0.4507 1.0000
E14 0.6298 1.0000 0.4872 0.5921 1.0000
E15 0.1552 1.0000 0.1082 0.4317 1.0000
E16 0.0000 1.0000 1.0000 0.3381 1.0000
E17 0.0131 1.0000 0.1787 0.2297 0.0001
E18 1.0000 1.0000 1.0000 0.0211 0.0005
E19 0.0350 1.0000 0.4872 0.0140 0.4372

* Dla wszystkich wartości zosta la uwzgl ↪edniona poprawka Bonferroniego z racji prze-
prowadzenia wielu porównań.

1 Grupa utworzona z po l ↪aczenia grup BAZ i BA.
2 Grupa utworzona z po l ↪aczenia grup BPZ i BP.

BPZ — grupa użytkowników protez ze zmianami zapalnymi jamy ustnej, BP — grupa
użytkowników protez bez zmian zapalnych jamy ustnej, KP — grupa kontrolna do-
ros lych, BAZ — grupa użytkowników aparatów ortodontycznych ze zmianami zapal-
nymi jamy ustnej, BA — grupa użytkowników aparatów ortodontycznych bez zmian
zapalnych jamy ustnej, KA — grupa kontrolna dzieci.
E1 — Fosfataza zasadowa; E2 — Esteraza (C4); E3 — Lipaza esterazowa (C8); E4 — Li-
paza (C14); E5 — Arylamidaza leucylowa; E6 — Arylamidaza walinowa; E7 — Arylami-
daza cystynowa; E8 — Trypsyna; E9 — α-chymotrypsyna; E10 — Fosfataza kwaśna; E11
— Fosfohydrolaza naftolowa-AS-BI; E12 — α-galaktozydaza; E13 — β-galaktozydaza; E14 —
β-glukuronidaza; E15 — α-glukozydaza; E16 — β-glukozydaza; E17 — N-acetyl-β-glukozaminidaza;
E18 — α-mannozydaza; E19 — α-fukozydaza.

4.7 Cz
↪
estość wyst

↪
epowania biotypów C. albicans

w grupach badanych

W nast ↪epnych sekcjach przedstawione zosta ly rozk lady biotypów C. albicans zgod-

nie z ich nomenklatur ↪a ustalon ↪a w sekcji 3.3.5.
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4.7.1 Wyst
↪
epowanie biotypów C. albicans w ca lej popula-

cji badanej

Obserwowano wyst ↪epowanie nast ↪epuj ↪acych biotypów C. albicans :

• A 248 szczepów (78,48%)

• B 20 szczepów (6,33%)

• C 4 szczepy (1,27%)

• D 8 szczepów (2,53%)

• F 2 szczepy (0,63%)

• L 2 szczepy (0,63%)

• R 14 szczepów (4,43%)

18 szczepów nie spe lni lo żadnego kryterium kwalifikacji do grupy biotypowanej.

Rozk lad biotypów w zależności od grup badanych zaprezentowano w tabeli 13.
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Tabela 13: Liczba rozpoznanych biotypów
C. albicans w grupach badanych*

Biotyp BPZ BP KP BAZ BA KA

A 73 27 25 78 33 12
B 9 0 3 1 6 1
C 0 3 0 1 0 0
D 3 1 3 0 0 1
F 0 0 1 1 0 0
L 0 0 0 0 0 2
R 0 4 6 0 3 1

* Liczba szczepów C. albicans podlegaj ↪acych bioty-
powaniu pochodzi la z próbek trzech okolic jamy
ustnej i wynosi la w sumie 316 szczepów.

BPZ — grupa użytkowników protez ze zmianami
zapalnymi jamy ustnej, BP — grupa użytkow-
ników protez bez zmian zapalnych jamy ustnej,
KP — grupa kontrolna doros lych, BAZ — grupa
użytkowników aparatów ortodontycznych ze zmia-
nami zapalnymi jamy ustnej, BA — grupa użyt-
kowników aparatów ortodontycznych bez zmian
zapalnych jamy ustnej, KA — grupa kontrolna
dzieci.
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Dyskusja

W literaturze podaje si ↪e C. albicans jako najcz ↪estszy komensal zamieszkuj ↪acy

jam ↪e ustn ↪a. Jego wyst ↪epowanie rozpoznaje si ↪e nawet u 80% zdrowych ludzi [50]

a w przypadku kandydozy jamy ustnej u 50% pacjentów [110]. Dane te s ↪a zgodne

z wynikami tego badania.

W ostatnich latach zwi ↪ekszy la si ↪e liczba zakażeń grzybami drożdżkowymi in-

nymi niż C. albicans [111, 112] a za przyczyn ↪e tego zjawiska uważa si ↪e znaczn ↪a

popraw ↪e technik diagnostycznych, post ↪ep w stosowanych procedurach medycznych

i transplantologii [113].

Dane epidemiologiczne wyst ↪epowania zakażeń grzybami drożdżopodobnymi in-

nymi niż C. albicans s ↪a rozbieżne i zależ ↪a w dużej mierze od populacji badanej,

wieku i stanu zdrowia pacjentów badanych. Meurman et al. podaj ↪a, że najcz ↪e-

ściej wyst ↪epuj ↪acymi po C. albicans gatunkami Candida w populacji starczej s ↪a C.

dubliniensis, C. parapsilosis i C. guillermondii [114]. Pacjenci Kliniki w Pozna-

niu poza C. albicans najcz ↪eściej byli nosicielami C. glabrata. Należy zauważyć,

że powyższa grupa sk lada la si ↪e z pacjentów o pe lnym przekroju wiekowym.

Badanie wykaza lo, że cz ↪eść pacjentów zakażona jest wi ↪ecej niż jednym pato-

genem. Najcz ↪estsz ↪a par ↪e stanowi lo równoczasowe zakażenie przez C. albicans

72
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i C. glabrata. T↪e obserwacj ↪e potwierdzaj ↪a badania innych autorów [115]. Najcz ↪e-

ściej zakażenia wieloma szczepami Candida obserwowano w przypadku pacjentów

z niedoborami odporności [116].

Poniżej przedstawiono grupy pacjentów, u których cz ↪eściej obserwuje si ↪e koloni-

zacj ↪e grzybami drożdżakopodobnymi i porównano w lasne obserwacje do obecnych

w literaturze doniesień.

Cz ↪estość wyst ↪epowania kolonizacji grzybami Candida u pacjentów stosuj ↪acych

protezy wynios la 52–57%. Te dane s ↪a zgodne z obserwacjami innych badaczy. Ba-

daj ↪ac wyst ↪epowanie grzybów drożdżopodobnych u pacjentów zdrowych nosz ↪acych

protezy, Vandenbussche i Swinne [117] stwierdzili obecność C. albicans w 82%

przypadków, C. glabrata w 48% przypadków a 41% pacjentów by lo zakażonych

dwoma szczepami jednocześnie. Abbeele et al. rozpoznali pozytywne kolonie

u 75,9% pacjentów zdrowych z pe lnymi protezami dentystycznymi [118]. Powyższe

przyk lady ilustruj ↪a, iż ponad po lowa pacjentów stosuj ↪acych protezy jest skoloni-

zowana grzybami drożdżopodobnymi.

W badaniu obserwowano cz ↪eściej pozytywne hodowle grzybicze w grupach stosu-

j ↪acych aparaty ortodontyczne niż w odpowiadaj ↪acych im co do p lci i wieku grupach

zdrowych (51%–61% vs. 12%–20% w zależności od miejsca izolacji). Mahmouda-

badi et al. [119] podobnie obserwowa l pozytywne hodowle u 76% dzieci stosuj ↪acych

aparaty w porównaniu do 32% u tych, którzy nie stosowali aparatów ortodontycz-

nych. Rożkiewicz et al. [120] ustalili cz ↪estość wyst ↪epowania kolonizacji C. albicans

u dzieci przedszkolnej i szkolnej na poziomie 40% zdrowych dzieci.

Wykazano, że urz ↪adzenia ortodontyczne, takie jak aparaty ruchome i sta le,

wp lywaj ↪a na zmiany w mikroflorze jamy ustnej [121].

Pierwsze badanie, które weryfikowa lo odsetek nosicielstwa grzybów rodzaju Can-

dida u pacjentów przechodz ↪acych leczenie ortodontyczne zajmowa lo si ↪e grup ↪a le-

czon ↪a ruchomymi aparatami ortodontycznymi [122]. Przed wdrożeniem terapii

u 39% pacjentów rozpoznano bezobjawowe nosicielstwo grzybów rodzaju Can-

dida. Odsetek ten zwi ↪ekszy l si ↪e po 9 miesi ↪acach stosowania ruchomych aparatów
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ortodontycznych do 79% a po zaprzestaniu leczenia zmniejszy l si ↪e do 14%. Należy

zaznaczyć, że pacjenci w tym badaniu stosowali aparaty z p lytk ↪a akrylow ↪a.

Hägg et al. [123] badali wyst ↪epowanie kolonizacji Candida w grupie leczonej

sta lymi aparatami ortodontycznymi i zaobserwowali, że po wprowadzeniu leczenia

odsetek nosicieli wzrós l o 20%. Podobnie odsetek nosicieli wśród osób leczonych

sta lymi aparatami opisali w swoim badaniu Arslan et al. [124]. Po roku leczenia

u 59% pacjentów rozpoznano szczepy Candida.

Powyższe obserwacje wskazuj ↪a, że wprowadzenie cia la obcego pod postaci ↪a apa-

ratu ortodontycznego do jamy ustnej może zwi ↪ekszać ryzyko bezobjawowego nosi-

cielstwa grzybów drożdżopodobnych ale prawdopodobnie nie jest to jedyny czynnik

temu sprzyjaj ↪acy. Przyczyny tego zjawiska dyskutowane s ↪a w sekcji 5.

Tworzywo akrylowe, z którego wykonane s ↪a zarówno protezy jak i aparaty or-

todontyczne charakteryzuje si ↪e mikroporowat ↪a struktur ↪a, w zwi ↪azku z tym  latwo

gromadz ↪a si ↪e na nim drobnoustroje. Siln ↪a adhezj ↪e do akrylu wykazuje postać

micelarna grzybów, poprzez wnikanie strz ↪epek i pseudostrz ↪epek do mikroporów

[125]. St ↪ad też należy obj ↪ać profilaktyk ↪a pacjentów z tego rodzaju aparatami

protetycznymi i ortodontycznymi.

Badania Brusca et al. potwierdzi ly, że przyleganie C. albicans do powierzchni

kompozytowej cz ↪eści ruchomych aparatów ortodontycznych by lo znacznie wi ↪eksze

niż w metalowych powierzchniach aparatów sta lych [126]. Uważa si ↪e, że Can-

dida przylega bezpośrednio do powierzchni plastikowych tworz ↪ac cienk ↪a warstw ↪e

biofilmu [127]. Również spoiwo aparatów sta lych może stanowić preferencyjne

środowisko dla rozwoju Candida [128].

Wyniki badania wskazuj ↪a, że u pacjentów z zapaleniami jamy ustnej cz ↪eściej

hodowane s ↪a grzyby z rodzaju Candida. Ta obserwacja potwierdza si ↪e w wielu

niezależnych badaniach klinicznych. Tabela 8 uwidacznia, że o wiele cz ↪eściej roz-

poznawano objawy zakażenia jamy ustnej u osób z pozytywnymi wynikami badania

mikologicznego. To sugeruje, że w dużej mierze przyczyn ↪a zapaleń jamy ustnej s ↪a

grzyby.
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Badacze z Jordanu [68] również obserwowali cz ↪estsze wyst ↪epowanie grzybów

drożdżopodobnych u pacjentów z klinicznymi objawami zapalenia jamy ustnej

w porównaniu z grup ↪a bez tychże objawów. Bergendal et. al. [129] obserwowali

ich obecność u 100% badanych pacjentów z zapaleniami (czyli istotnie cz ↪eściej niż

u 40% użytkowników protez bez objawów zapalenia). Dagistan [130] et al. ob-

serwowali w swoim badaniu pozytywne hodowle u 68% pacjentów z zapaleniami

jamy ustnej.

G lównie pacjenci, u których dochodzi do przemiany statusu Candida z organi-

zmu — komensala na patogen to pacjenci z deficytami immunologicznymi. Do-

chodzi u nich do namnożenia liczby organizmów grzybów i wyst ↪apienia objawów

choroby [131]. W naszym badaniu nie badano stopnia upośledzenia odporności

dlatego przyczyna wyst ↪epowania wielowalentnych zakażeń Candida nie może być

jasno określona. Istnieje możliwość, że byli to pacjenci immunologicznie upośle-

dzeni.

W badaniach zauważyć można bardzo różne dane dotycz ↪ace wyst ↪epowania nosi-

cielstwa Candida u pacjentów. W dalszej cz ↪eści dyskutowane s ↪a możliwe przyczyny

tego zjawiska. Trzeba zauważyć, że jako pierwsz ↪a przyczyn ↪e zmniejszonego odsetka

rozpoznawanych w hodowli grzybów drożdżopodobnych od pacjentów leczonych

ortodontycznie należy przyj ↪ać różne metody pobierania materia lu do badania mi-

kologicznego. Arendorf i Walker porównali cztery metody: rozmaz nab lonkowy,

próbki śliny, wymaz z jamy ustnej i metod ↪e wycisku [132] uzyskuj ↪ac różne odsetki

pozytywnych hodowli. Hägg et al. także weryfikowali to zagadnienie [123]. Za

najczulsz ↪a uważa si ↪e posiew pop luczyn jamy ustnej [133].

Drug ↪a przyczyn ↪a rozbieżności w ocenie rzeczywistej liczby nosicieli Candida s ↪a

b l ↪edy techniczne w prowadzeniu i ocenie badań naukowych. Niekiedy liczebność

grupy badanej może być niewystarczaj ↪aca do wyci ↪agni ↪ecia statystycznie istotnych

obserwacji, tam gdzie one wyst ↪epuj ↪a. Okres obserwacji pacjentów stosuj ↪acych

leczenie ortodontyczne powinien zawierać etapy przed wprowadzeniem leczenia,

w jego trakcie i ewaluacj ↪e po zakończeniu leczenia. Wreszcie metody pobierania
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próbek do analizy mog ↪a nie być wystarczaj ↪aco czu le, co zaburza obraz rzeczywi-

stego wyst ↪epowania Candida u tych pacjentów prowadz ↪ac do wy l ↪aczenia rzeczy-

wistych nosicieli.

Obniżenie pH jamy ustnej wi ↪aże si ↪e z wi ↪eksz ↪a cz ↪estości ↪a wyst ↪epowania Candida

[134, 135]. Z kolei po zastosowaniu ruchomego aparatu ortodontycznego noto-

wano znacz ↪ace obniżenie w pH jamy ustnej, a po zaprzestaniu jego stosowania pH

wzrasta lo do poprzedniego poziomu [122, 136]. Wi ↪aza lo si ↪e to także z cz ↪estości ↪a

i g ↪estości ↪a kolonizacji Candida, która po zaprzestaniu stosowania aparatu wraca la

do poziomu wyj́sciowego.

Używanie aparatów ortodontycznych zwi ↪eksza ilość miejsc gdzie wyst ↪epuje za-

leganie p lytki naz ↪ebnej [40, 137]. Prace Addy’iego et al. wskazuj ↪a, że stosowanie

ruchomych aparatów ortodontycznych u dzieci [136] mia lo taki sam wp lyw na aku-

mulacj ↪e p lytki naz ↪ebnej jak stosowanie protez cz ↪eściowych u starszych pacjentów

[138]. Brakuje jednak bezpośredniego dowodu na to, iż gorszy stan higieny jamy

ustnej wp lywa na zwi ↪ekszenie odsetka nosicieli Candida. Wiadomo natomiast,

iż zwi ↪ekszona ilość p lytki naz ↪ebnej wp lywa na zwi ↪ekszenie g ↪estości kolonizacji grzy-

bów co opisano w sekcji 5.

W badaniu Mahmoudabadi et al. u pacjentów stosuj ↪acych aparaty ortodon-

tyczne znacznie cz ↪eściej izolowano pozytywne hodowle pobieraj ↪ac ślin ↪e do badania

zamiast wymazu z aparatu [119]. W naszym badaniu nie zaobserwowano istotnych

różnic co do miejsca pobrania materia lu do badania u dzieci ani u doros lych. Za-

równo j ↪ezyk, jak i podniebienie oraz aparaty lub protezy si ↪e do tego nadawa ly.

Uważa si ↪e, że miejscem najbardziej rzetelnym do pobrania materia lu na hodowle

jest tylna cz ↪eść j ↪ezyka [122, 136] gdyż w laśnie z tego miejsca otrzymywano naj-

wi ↪ekszy odsetek pozytywnych hodowli zarówno u osób zdrowych jak i leczonych.

Niezależnie od miejsca pobrania próbek, badania [122, 124, 136] zgodnie podaj ↪a,

że g ↪estość kolonizacji Candida zwi ↪eksza si ↪e po zastosowaniu leczenia ortodontycz-

nego w każdej okolicy, z której pobierano wymazy.
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C. albicans wykaza ly najwi ↪eksz ↪a oporność na pimarycyn ↪e i nystatyn ↪e (zob. sek-

cja 4.5.2.1). Inni badacze podaj ↪a podobne dane [139]. W badaniu Dar-Odeh et

al. [68] badacze zaobserwowali, iż 100% szczepów Candida by lo wrażliwych na

Amfoterycyn ↪e B. W naszym badaniu ta obserwacja nie potwierdzi la si ↪e, a lekiem,

na który by lo wrażliwych najwi ↪ecej szczepów Candida by la flucytozyna. Warto

wspomnieć, że oporność C. albicans na flucytozyn ↪e może wi ↪azać si ↪e z oporności ↪a

również na inne leki. Korting et al. badaj ↪ac populacj ↪e pacjentów HIV pozytyw-

nych określili, że im wi ↪eksze zaawansowanie choroby (AIDS) tym cz ↪eściej obserwo-

wano szczepy o wi ↪ekszej oporności na leki przeciwgrzybicze. Badacze teoretyzuj ↪a,

że geny odpowiadaj ↪ace za oporność na flucytozyn ↪e mog ↪a jednocześnie indukować

oporność na inne leki przeciwgrzybicze w szczepach Candida [139].

Z kolei szczepy C. glabrata by ly oporne leki azolowe (zob. sekcja 4.5.2.2), co

również jest znanym badaczom faktem [140]. Parkinson et al. twierdz ↪a, że mecha-

nizm, w którym C. glabrata prezentuje oporność na leki azolowe to usuwanie leku

z komórki na drodze aktywnego transportu [141].

W badaniu obserwowano różnice w aktywności enzymów hydrolitycznych C. al-

bicans u pacjentów we wszystkich grupach badanych. Co ciekawe pacjenci sto-

suj ↪acy zarówno aparaty ortodontyczne jak i protezy p lytowe cz ↪eściej zarażeni

byli szczepami wykazuj ↪acymi wi ↪eksz ↪a aktywność enzymatyczn ↪a. Szczególnie dużo

istotnych różnic wyst ↪api lo w grupie osób doros lych stosuj ↪acych protezy w porów-

naniu do odpowiedniej dla nich grupy kontrolnej (zob. tabela 12). Ta obserwacja

może t lumaczyć dlaczego obserwuje si ↪e wi ↪ekszy odsetek nosicielstwa C. albicans

u użytkowników protez i aparatów — szczepy u tych pacjentów s ↪a bardziej zja-

dliwe. Przyczyny wyst ↪epowania bardziej zjadliwych szczepów s ↪a natomiast trud-

niejsze do określenia. Być może u użytkowników protez cz ↪eściej (w ci ↪agu ca lego

ich użytkowania) stosowane s ↪a preparaty przeciwgrzybicze i inne środki higieny

jamy ustnej co prowadzi do selekcji szczepów o wi ↪ekszej zjadliwości.

Testy aktywności enzymatycznej szczepów Candida s ↪a uznan ↪a metod ↪a badania

zjadliwości grzybów i maj ↪a zastosowanie w korelowaniu klinicznej patogenności

szczepów ze stadium rozwoju choroby [142]. Jednak z powodu zmieniaj ↪acej si ↪e



Rozdzia l 5. Dyskusja 78

epidemiologii Candida powstaje coraz wi ↪ecej w ↪atpliwości czy te klasyczne metody

nadal spe lniaj ↪a swoj ↪a funkcj ↪e. McCullough et al. podważyli skuteczność metod

biotypuj ↪acych (w tym metody API ZYM firmy BioMérieux) podaj ↪ac za argumenty

brak możliwości rozróżnienia dotychczas epidemiologicznie pomijalnych szczepów

i ma l ↪a reprodukcyjność badania [143].

Najwi ↪eksza liczba szczepów C. albicans charakteryzowa la si ↪e biotypem A oraz B.

Te dane zgodne s ↪a z badaniami ośrodka z bia lostockiego [142]. Chociaż różnice

w wyst ↪epowaniu biotypów by ly obserwowane w naszym badaniu pomi ↪edzy gru-

pami badanymi, to określenie klinicznej implikacji tego zjawiska nie by lo zadaniem

prostym. Nie uda lo si ↪e jasno odpowiedzieć na pytanie: które biotypy zwi ↪azane

s ↪a ze wzmożonym prawdopodobieństwem wyst ↪apienia objawów infekcji grzybiczej

jamy ustnej.

Opis biotypów prowadzony na podstawie aktywności 6 enzymów hydrolitycz-

nych wydaje si ↪e być arbitralny a jego znaczenie w praktyce klinicznej może okazać

si ↪e znikome. Niemniej jednak potrzebne s ↪a dalsze badania dla określenia jakie

(i czy w ogóle) enzymatyczne biotypy C. albicans wp lywaj ↪a na indukcj ↪e zmian

zapalnych u ich nosicieli.

Jedynym gatunkiem grzyba, dla którego uda lo si ↪e ustalić statystycznie istotne

grupy cz ↪estszego wyst ↪epowania pozytywnych hodowli by l C. albicans . Dla dru-

giego co do cz ↪estości — C. glabrata próba pozytywnych hodowli by la zbyt ma la

aby możliwe by lo sformu lowanie grup spe lniaj ↪acych wymogi stawiane przez te-

sty statystyczne. Dlatego w przypadku mniej cz ↪estych zakażeń grzybiczych grupa

badana musi w przysz lości mieć wi ↪eksz ↪a liczebność.

Ma la grupa pozytywnych mikologicznie hodowli uniemożliwi la wysuni ↪ecie wnio-

sków na temat wrażliwości mniej cz ↪estych gatunków na dzia lanie leków antymi-

kotycznych i wnioskowaniu co do aktywności ich enzymów hydrolitycznych.

Wyst ↪epowanie zakażeń wielowalentnych wśród pacjentów grup badanych mog lo

zaburzyć wnioskowanie na temat tych pacjentów, gdyż efekt kliniczny nie móg l

być przypisany do jednego szczepu sprawczego.
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Wnioski

1. Najcz ↪eściej izolowanym grzybem drożdżopodobnym wydaje si ↪e być C. albi-

cans , drugim co do cz ↪estości izolacji by l C. glabrata. C. albicans najcz ↪e-

ściej izolowano z j ↪ezyka. U użytkowników aparatów ortodontycznych naj-

cz ↪eściej stwierdza si ↪e w jamie ustnej obecność grzybów drożdżopodobnych

z gatunku C. albicans . Wyst ↪epowanie C. albicans jest cz ↪estsze w grupie

osób ze zmianami zapalnymi b lony śluzowej niż w grupie osób bez zmian

zapalnych. U osób ze zmianami zapalnymi b lony śluzowej pod loża protez

ca lkowitych i aparatów ortodontycznych stwierdza si ↪e także inne gatunki

Candida.

2. Istniej ↪a różnice w aktywności enzymów hydrolitycznych C. albicans w po-

równaniu z innymi gatunkami Candida. Pacjenci użytkuj ↪acy cz ↪eściowe uzu-

pe lnienia protetyczne istotnie cz ↪eściej s ↪a nosicielami szczepów wykazuj ↪acych

wi ↪eksz ↪a aktywność enzymatyczn ↪a w porównaniu z grzybami drożdżopodob-

nymi izolowanymi od grupy pacjentów bez uzupe lnień protetycznych.

3. Istotnie cz ↪eściej izoluje si ↪e grzyby drożdżopodobne u dzieci użytkuj ↪acych

aparaty ortodontyczne ze zmianami zapalnymi oraz bez zmian zapalnych

w stosunku do grupy dzieci przed rozpocz ↪eciem leczenia ortodontycznego.
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4. U dzieci prawdopodobnie wyst ↪epuj ↪a szczepy, które wykazuj ↪a wi ↪eksz ↪a aktyw-

ność enzymatyczn ↪a β-glukozydazy, N-acetyl-β-glukozaminidazy i α-fukozydazy

w porównaniu z grup ↪a pacjentów doros lych.

5. Statystycznie istotn ↪a wi ↪eksz ↪a aktywność enzymatyczn ↪a stwierdza si ↪e u pa-

cjentów stosuj ↪acych zarówno protezy p lytowe jak i p lytki ortodontyczne.

Również w grupie pacjentów z klinicznie widocznymi zmianami zapalnymi

jamy ustnej cz ↪eściej wyst ↪epuj ↪a szczepy z enzymami o wyższej aktywności.
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Wst
↪
ep: Użytkowanie aparatów ortodontycznych czy uzupe lnień protetycznych

o rozleg lej p lycie w jamie ustnej utrudnia dost ↪ep tlenu, samooczyszczanie przez

ślin ↪e, a poprzez wzrost wilgotności i temperatury predysponuje do rozwoju bak-

terii i grzybów. Kolonizacja jamy ustnej przez grzyby Candida jest wynikiem

powstawania sprzyjaj ↪acych warunków zależnych od w laściwości komórek grzyba,

komórek nab lonka b lony śluzowej oraz czynników ogólnych i miejscowych. Grzyby

patogenne wydzielaj ↪a enzymy hydrolityczne, które decyduj ↪a o stopniu zjadliwości

danego szczepu i s ↪a podstaw ↪a ich podzia lu na biotypy. Zdobycie wiedzy na te-

mat g lównych grup pacjentów narażonych na rozwój infekcji oraz lekooporności

i zjadliwości szczepów patogennych mog loby być podstaw ↪a do zmian obecnie obo-

wi ↪azuj ↪acych procedur medycznych i wdrożeniu profilaktyki zapaleń jamy ustnej.

Cel: Ocena sk ladu jakościowego oraz lekowrażliwości grzybów drożdżopodob-

nych izolowanych z jamy ustnej pacjentów użytkuj ↪acych aparaty ortodontyczne

i ruchome protezy p lytowe.

Metody: Oceniono wyst ↪epowanie, lekooporność oraz aktywność enzymatyczn ↪a

Candida u 300 pacjentów leczonych ortodontycznie, protetycznie oraz w odpo-

wiednich grupach kontrolnych.

Wyniki: Najcz ↪eściej wyst ↪epuj ↪acym gatunkiem by l C. albicans. Kolonizacj ↪e

grzybami Candida obserwowano znacznie cz ↪eściej w grupach stosuj ↪acych aparaty

ortodontyczne i protezy. U pacjentów z klinicznymi objawami zapalenia jamy

ustnej cz ↪eściej rozpoznawano w badaniu mikologicznym wi ↪ecej niż jeden gatunek

Candida. Najwi ↪ecej szczepów by lo opornych na pimarycyn ↪e i nystatyn ↪e. Aktyw-

ność enzymatyczna szczepów Candida izolowanych od pacjentów użytkuj ↪acych

protezy by la znacznie wi ↪eksza niż w grupie kontrolnej.

Wnioski: Pacjenci stosuj ↪acy aparaty ortodontyczne i uzupe lnienia protetyczne

z p lyt ↪a akrylow ↪a stanowi ↪a grup ↪e ryzyka rozwoju zapaleń jamy ustnej, z uwagi

na cz ↪eściej wyst ↪epuj ↪ace u nich zakażenia grzybami Candida. Szczepy od nich

izolowane wykazuj ↪a wyższ ↪a zjadliwość co może utrudniać leczenie. Pacjenci ci

powinni być pod sta l ↪a, czujn ↪a opiek ↪a lekarzy lub lekarzy dentystów.
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Introduction: Use of orthodontic appliances or dentures with wide plate re-

stricts oxygen availability self-cleansing by saliva and due to increase in humidity

and temperature predisposes to growth of bacteria and fungi. Colonization of the

oral cavity with Candida is a result of favorable circumstances, that depend on

the fungal cell properties, cells of the oral mucosa and local as well as general fac-

tors. Pathogenic fungi excrete hydrolytic enzymes which determine the virulence

of a strain and are used by researchers for biotyping. Gaining knowledge about

main patient groups in risk of infection as well as about drug susceptibility and

virulence of fungal strains could be the reason for changing medical procedures

and introduction of stomatitis prophylaxis.

Aim: Analysis of prevalence and drug susceptibility of fungal strains isolated

from the oral cavity of patients using orthodontic appliances or dentures.

Methods: Prevalence and drug susceptibility of Candida was evaluated in 300

patients either treated orthodontically, using dentures or of appropriate control

group.

Results: The most frequently diagnosed species was C. albicans . Colonization

with Candida was more often in groups that were using orthodontic appliances or

dentures when compared to appropriate controls. Patients with clinical symptoms

of stomatitis were more often diagnosed with 2 or more Candida species. Most

strains were resistant to pimaricin and nystatin. Enzymatic activity of Candida

strains isolated from patients using dentures was significantly higher than in the

control group.

Conclusions: Patients using orthodontic appliances and dentures with acrylic

plate are a group of risk of stomatitis due to more frequent Candida fungal in-

fections. Strains isolated from them show increased virulence what might hinder

treatment. These patients should remain under constant care of a physician or

a dentist.
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rontologia Polska, 14(4):160–164, 2006.

[67] M. D ↪abkowska, E. Swoboda, D. Kawecki, P. Obuch-Woszczatyński, E. S. ans Miros law  Lu-
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[145] E. Szponar. Leczenie kandydozy b lony śluzowej jamy ustnej. Lek w Polsce, 7:21–24, 2008.




	Spis rycin
	Spis tabel
	Nazwy skrócone
	1 Wstęp
	1.1 Anatomia i fizjologia jamy ustnej
	1.1.1 Budowa błony śluzowej jamy ustnej
	1.1.2 Funkcja błony śluzowej jamy ustnej

	1.2 Gruczoły jamy ustnej
	1.2.1 Funkcja gruczołów jamy ustnej — wydzielanie śliny

	1.3 Ślina
	1.3.1 Skład śliny
	1.3.2 Funkcja śliny

	1.4 Mikroflora jamy ustnej
	1.5 Grzyby z rodzaju Candida
	1.6 Zakażenie grzybami drożdżopodobnymi
	1.6.1 Kolonizacja grzybami drożdżopodobnymi a kandydoza
	1.6.2 Mechanizmy obronne gospodarza
	1.6.3 Czynniki predysponujące do zakażenia grzybiczego
	1.6.4 Enzymy
	1.6.5 Zakażenie grzybami Candida
	1.6.6 Cechy patogenności Candida
	1.6.7 Potencjalny wpływ Candida na zmiany strukturalne tkanek gospodarza
	1.6.8 Tworzenie biofilmu Candida na powierzchni materiałów

	1.7 Wpływ przewlekle obecnych ciał obcych na błonę śluzową jamy ustnej
	1.7.1 Stomatopatia protetyczna
	1.7.1.1 Klasyfikacja stomatopatii protetycznych



	2 Cel pracy
	3 Materiał i metody
	3.1 Charakterystyka badanej populacji
	3.1.1 Grupa badana użytkowników ruchomych uzupełnień protetycznych z obecnością zmian zapalnych w obrębie jamy ustnej
	3.1.1.1 Kryteria włączenia
	3.1.1.2 Kryteria wyłączenia

	3.1.2 Grupa badana użytkowników ruchomych uzupełnień protetycznych bez obecności zmian zapalnych w obrębie jamy ustnej
	3.1.2.1 Kryteria włączenia
	3.1.2.2 Kryteria wyłączenia

	3.1.3 Grupa kontrolna dorosłych osób zdrowych
	3.1.3.1 Kryteria włączenia

	3.1.4 Grupa badana dzieci leczonych ortodontycznie z obecnością zmian zapalnych w jamie ustnej
	3.1.4.1 Kryteria włączenia
	3.1.4.2 Kryteria wyłączenia

	3.1.5 Grupa badana dzieci leczonych ortodontycznie bez zmian zapalnych w jamie ustnej
	3.1.5.1 Kryteria włączenia
	3.1.5.2 Kryteria wyłączenia

	3.1.6 Grupa kontrolna dzieci zdrowych
	3.1.6.1 Kryteria włączenia


	3.2 Zgoda na badanie
	3.3 Zakres badań
	3.3.1 Badanie kliniczne
	3.3.2 Pobieranie materiału
	3.3.3 Badanie mikologiczne
	3.3.4 Ocena aktywności enzymatycznej za pomocą testu API ZYM firmy bioMérieux
	3.3.5 Ocena biotypu C. albicans na podstawie aktywności enzymatycznej
	3.3.6 Oznaczanie lekowrażliwości in vitro grzybów z rodzaju Candida
	3.3.7 Analiza statystyczna


	4 Wyniki
	4.1 Charakterystyka badanej grupy
	4.1.1 Opis liczebności i demografia pacjentów
	4.1.2 Weryfikacja dopasowania grup kontrolnych pod względem płci i wieku

	4.2 Określenie grup o zwiększonym odsetku pozytywnych hodowli
	4.2.1 Pozytywne hodowle w grupach badanych i kontrolnych
	4.2.2 Porównanie obecności pozytywnych hodowli w grupach z zapaleniami jamy ustnej lub ich brakiem

	4.3 Częstość występowania w hodowli poszczególnych gatunków grzybów drożdżopodobnych
	4.3.1 Występowanie C. albicans

	4.4 Zakażenia wielowalentne
	4.5 Analiza oporności grzybów na leki przeciwgrzybicze
	4.5.1 Lekowrażliwość grzybów drożdżopodobnych
	4.5.2 Charakterystyka skuteczności poszczególnych leków przeciwgrzybiczych
	4.5.2.1 Lekowrażliwość C. albicans
	4.5.2.2 Lekowrażliwość C. glabrata
	4.5.2.3 Lekowrażliwość C. tropicalis
	4.5.2.4 Lekowrażliwość C. inconspicua
	4.5.2.5 Lekowrażliwość C. krusei
	4.5.2.6 Lekowrażliwość C. parapsilosis


	4.6 Analiza aktywności enzymatycznej grzybów drożdżopodobnych
	4.6.1 Różnice w aktywności enzymów C. albicans między grupą dzieci i dorosłych pacjentów
	4.6.2 Różnice w aktywności enzymów C. albicans u dzieci stosujących aparaty ortodontyczne i ze zmianami zapalnymi w jamie ustnej a dziećmi bez zmian zapalnych
	4.6.3 Różnice w aktywności enzymów C. albicans u dzieci stosujących aparaty ortodontyczne i ich grupy kontrolnej
	4.6.4 Różnice aktywności enzymów C. albicans między pacjentami stosującymi i nie stosującymi protez płytowych
	4.6.5 Różnice w aktywności enzymów C. albicans między pacjentami stosującymi protezy i ze zmianami zapalnymi w jamie ustnej a grupą bez zmian

	4.7 Częstość występowania biotypów C. albicans w grupach badanych
	4.7.1 Występowanie biotypów C. albicans w całej populacji badanej


	5 Dyskusja
	6 Wnioski
	Streszczenie
	Bibliografia

