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Rozdzial 1

Wstep

Uzytkowanie dentystycznych protez ruchomych jest gléwnym czynnikiem miejsco-
wym sprzyjajacym powstawaniu zakazen grzybiczych blony sluzowej jamy ustnej
[1]. Grzyby drozdzopodobne izoluje sie od 50-100% pacjentéw ze zmianami pod-
loza protetycznego [2]. Rdznice w czestosci wystepowania moga byé zwiazane
z miejscem pobrania materialu oraz zastosowana metoda badan mikologicznych.
Niepodwazalny jest natomiast fakt wystepowania w jamie ustnej grzybow z ro-
dzaju Candida, a w szczegdlnosci gatunku C. albicans. Zaleganie resztek pokar-
mowych spowodowane niedostateczna higiena jamy ustnej oraz protezy/aparatu
moze doprowadzi¢ do namnazania si¢ grzybow i bakterii w obrebie plytki protezy

i aparatu tworzac biofilm [3].

Osoby uzytkujace ruchome uzupelnienia protetyczne czy aparaty ortodontyczne
powinny by¢ $wiadome koniecznodci zglaszania si¢ na badania kontrolne dla wcze-
snej oceny stanu blony sluzowej jamy ustnej, wezesnego podjecia leczenia i ewen-

tualnej profilaktyki przeciwgrzybiczej [4].

1.1 Anatomia i fizjologia jamy ustnej

Granice jamy ustnej tworza: wargi, policzki, podniebienie, jezyk i okolica pod-
jezykowa. Dziastami nazywana jest blona sluzowa przylegajaca do wyrostkow

1



Rozdziat 1. Wprowadzenie 2

zebodolowych szezeki i do czesci zebodotowej zuchwy [5].

1.1.1 Budowa blony $luzowej jamy ustnej

Blona sluzowa jamy ustnej wystana jest nablonkiem wielowarstwowym plaskim
podobnym do nablonka pokrywajacego skore [6]. U czltowieka, w przeciwienstwie
do zwierzat, nabtonek ten nie ulega zrogowaceniu. Komorki nabltonka wielowar-
stwowego plaskiego ztuszczaja sie zawsze w duzych iloSciach i zawsze wystepuja
w Slinie [7]. W komérkach warstwy $rodkowej i powierzchownej nablonka znajduje
sie glikogen co moze mie¢ znaczenie w etiopatogenezie zakazen grzybami drozdzo-

podobnymi [§].

Wewnetrzna strona czerwieni wargowej zawiera wiele wysokich brodawek. Blona
sluzowa podniebienia migkkiego posiada nablonek wielowarstwowy plaski, wysokie
brodawki i gruczoly typu sluzowego. Ten sam rodzaj blony pokrywa takze tylny
brzeg podniebienia migkkiego i ciagnie si¢ w kierunku powierzchni nosowej. Na tej
powierzchni w réznych odlegtosciach od brzegu tylnego, nablonek wielowarstwowy
zastapiony jest przez nablonek wielorzedowy urzesiony spoczywajacy na grubej
btonie podstawnej. Jezyk pokryty jest przez mocno przylegajaca blone sluzowa.
Dolna powierzchnia jezyka jest gladka, a powierzchnia grzbietowa szorstka. W
przedniej czesci jezyka wystepuje mnéstwo malych wyniostosci zwanych brodaw-
kami. Wyrodznia sie trzy rodzaje brodawek: nitkowate, grzybowate i okolone. Na
bocznej powierzchni znajduja sie parzyste brodawki lisciaste. W jamie ustnej znaj-
duja sie liczne ujscia gruczotéow slinowych. Gruczoty jezyka dzieli sie ze wzgledu

na umiejscowienie, wedlug schematu [9]:

1. gruczoly, ktérych ujscia znajduja sie w przedsionku jamy ustnej ($linianka

przyuszna, gruczoly policzkowe),

2. gruczoty, ktérych ujscia znajduja sie na dnie jamy ustnej pomiedzy jezykiem

a zuchwa (Slinianki podzuchwowa, podjezykowa wieksza i mniejsza),

3. gruczoty jezyka (gruczot jezykowy przedni i tylny),
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4. gruczoly podniebienne.

Wyréznia sie trzy typy blony sluzowej pokrywajacej jame ustna [10]:

1. ruchoma, wyscielajaca — wysciela ona policzki, wargi, dno przedsionka,
dolna powierzchnie jezyka, dno jamy ustnej i podniebienie migkkie, pokryta
nierogowaciejacym nablonkiem, przez ktory przeswiecaja naczynia krwiono-

$ne,

2. zujaca — pokrywa dziasto i podniebienie twarde, pokryta nablonkiem rogo-

waciejacym, narazona na ucisk,
3. specjalng — wysciela grzbiet jezyka i czerwien wargi, pokryta nabtonkiem
czesciowo zrogowaciatym, cienkim, przeswietlajacym.

Blona sluzowa jamy ustnej sklada sie z:

e nablonka,
e blony sluzowej wlasciwej (blaszki wlasciwej),
e blony podsluzowe;j.
Nabtonek sktada sie najczesciej z trzech warstw: podstawnej, kolczystej i ptaskiej
— rogowej, niekiedy wystepuje warstwa czwarta: ziarnista.

Blona sluzowa wlasciwa jest zbita tkanka taczna zawierajaca elementy wlokniste
(peczki widkien klejodajnych i nieliczne wiékna elastyczne) i komérkowe (fibrobla-

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

Blona podsluzowa jest luzna tkanka laczna zawierajaca gruczoly surowiczo-

Sluzowe, sploty naczyni krwionosnych, chtonnych oraz tkanke ttuszczowa [12].
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1.1.2 Funkcja blony sluzowej jamy ustnej

W warunkach fizjologicznych blona $luzowa jamy ustnej jest wilgotna, gladka

i I$niaca. Spekia szereg waznych czynnosci [12]:

e czynnos¢ ostaniajaca — nieuszkodzony nablonek wielowarstwowy plaski po-
krywajacy jame ustna jest praktycznie nieprzepuszczalny dla drobnoustro-

jow;

e czynnos¢ obronna — obecnos$¢ widkien klejodajnych i sprezystych w blonie
sluzowej chroni jame ustna przed urazami mechanicznymi. Poza nieuszko-
dzona btona Sluzowa, czynnos¢ obronna spelnia slina. Prawidlowa jej ilo$é

powoduje sptukanie drobnoustrojéw z powierzchni blony sluzowej;

e czynnos¢ wchianiania — przez blone §luzowa wchlaniane sa niektore zwiazki
chemiczne, gléwnie rozpuszczalne w ttuszczach oraz alkohol, nikotyna, nitro-

gliceryna i inne;

e czynnos¢ smakowa — bodzce smakowe sa odbierane przez kubki smakowe,
rozmieszczone w brodawkach okolonych, grzybowatych i lisciastych jezyka,

w blonie $luzowej podniebienia;

e czynnos¢ wydzielnicza — w calej powierzchni blony $luzowej jamy ustnej
rozmieszczone sa drobne gruczoty slinowe, ktore ja zwilzaja, zabezpieczajac

przed wysychaniem i urazami.

1.2 Gruczoly jamy ustnej
Duzymi gruczotami slinowymi sa:

e Slinianka przyuszna
e slinianka podzuchwowa

e dlinianka podjezykowa.
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Slinianka sklada sie gtéwnie z pecherzykow gruczolowych, polaczonych rozgale-
zionym uktadem cewek tworzacych drogi wprowadzajace sline do jamy ustnej [13].
Pecherzyki gruczotowe z ukladem cewek tworza koncowy odcinek wydzielniczy,
bedacy jednostka czynnosciowa gruczoléow slinowych, zwang salivonem. Salivon
wytwarza wydzieline pierwotna, ktorej sktad zmienia sie podczas przepltywu przez
uktad cewek. W cewkach tworzy sie slina ostateczna, wydalana do jamy ustnej

4.

1.2.1 Funkcja gruczoléw jamy ustnej — wydzielanie Sliny

Wydzielanie §liny odbywa si¢ ustawicznie i jest wynikiem pobudzania uktadu ner-
wowego. Gruczoly $linowe sa unerwione czuciowo przez nerw uszno-skroniowy,
wspolczulnie przez zwoj szyjny zewnetrzny i przywspoélczulnie przez nerw jezykowo-
gardlowy i nerw twarzowy, ktére poprzez, neuromediatory wywotuja reakcje wy-
dzielnicza. Na podkreslenie zastuguje fakt niewspdélmiernie duzej objetosci wy-
dzielanej $liny w stosunku do masy tkanki gruczolowej (Slinianka przyuszna wazy

20-30 graméw, podjezykowa 3-5 graméw, podzuchwowa 100-150 graméw [5].

Wydzielanie podstawowe tzw. $liny spoczynkowej (niestymulowanej) wynosi
$rednio 0,33-0,55 ml/min i waha sie znacznie u poszczegdlnych oséb, nawet w wa-
runkach fizjologicznych. Na ten proces maja wplyw zmysly powonienia, smaku
i wzroku [I5]. Po silnym pobudzeniu, np. pod wplywem bodZca pokarmowego,
wydzielanie §liny tzw. stymulowanej moze wzrosnaé¢ do 1,5-2,3 ml/min., a po dzia-
laniu $rodkéw farmakologicznych, np. pilokarpiny lub metacholiny osiaga wartosé
nawet 5,0 ml/min. Pewien efekt wydzielniczy mozna zaobserwowaé po zastosowa-
niu niektorych polipeptydéw, jak substancja P, bradykinina, czy prostaglandyny.
Dobowa objetos¢ wydzielanej sliny wynosi przecigtnie 1-2 litry i zalezy miedzy in-
nymi od czestosci i rodzajow positkéw, dzialania bodZcow emocjonalnych oraz dhu-
gosci trwania odpoczynku, snu, wieku i plei [16]. Wydzielanie Sliny stosunkowo
niewielkie u noworodkéw wzrasta miedzy 3 a 5 rokiem zycia i osiaga szczyt przed

konicem 10 roku zycia. Po 30 roku zycia wydzielanie $liny maleje.
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Nieco wieksze wydzielanie $liny obserwuje sie u mezczyzn niz u kobiet, z zazna-
czong wieksza zawartoscia w niej sodu, wapnia i fosforu. Thumaczy¢ ten fakt moga,

rézne stezenia niektérych hormonéw u mezezyzn i kobiet [17].

1.3 Slina

Slina (salina) jest wydzieling trawienna wytwarzana przez trzy pary gruczotéw $li-
nowych, zwanych sliniankami oraz przez liczne mniejsze gruczoly rozsiane w blonie

sluzowej.

Slina jest substancja, ktora w warunkach naturalnych chroni przed préchnica.
Slina zdrowego czlowicka ma odczyn stabo kwasny a jej pH wynosi 5,75-7,05 [I8].
Sktada sie w 99% z wody, a pozostaly 1% to zwiazki organiczne (gléwnie biatka
wlacznie z glikoproteinami) oraz elektrolity (s6d, chlorek, dwuweglany, wapn i fos-

forany).

1.3.1 Skiad $liny

Woda stanowi 99% §liny, reszte natomiast stanowia sktadniki nieorganiczne i or-

ganiczne [I8]. Do sktadnikéw organicznych zaliczamy:

biatka egzo- i endogenne,

e niebiatkowe substancje azotowe (mocznik, kwas moczowy, azotyny, rodanki,

aminokwasy, kreatynina),
e weglowodany (glukoze, fruktoze, galaktoze, galaktozamine),
e lipidy, (wolne kwasy tluszczowe, cholesterol, lecytyne i fosfolipidy),
e hormony (kortykosteroidy, estrogeny, progesteron, testosteron),

e witaminy.
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Gruczoty $linowe produkuja wiele enzyméw. Najwazniejszym jest amylaza [19)].
Wymieni¢ nalezy rowniez inne, jak: renina, kalikreina, peroksydazy, transaminazy,
galaktopeptydazy, lizozym, dehydrogenazy, anhydraze weglanowsa i peptydaze. Z
kolei sposrdd biatek egzogennych nalezy wymienié¢: albuminy, transferyny, betali-

poproteiny, ceruloplazmine, orozomukoid, beta-makroglobuliny i gammaglobuliny

(IgA, IgM, IgG) [20].

Zawartos¢ sktadnikéw nieorganicznych w slinie jest stala. Wystepuja one w po-
staci jonowej. Sa to kationy: sodowy (Na®, potasowy (K%), wapniowy (Ca™),
magnezowy (Mg2") oraz aniony: chlorkowy (C17), fluorkowy (F~), jodowy (I7),
wodoroweglanowy (HCOj3) i fosforanowe (PO}, Ho,PO, , HPO3 ™).

Osmolalnosé sliny jest zwykle nizsza niz osocza i zalezy od stopnia aktywnosci
wydzielniczej. Slina zebrana na czczo jest hipotoniczna, a przy maksymalnym

wydzielaniu staje sie izotoniczna w stosunku do osocza krwi [21].

Ze wzgledu na sklad chemiczny, sline dzieli si¢ na: surowicza, sluzowa i mieszana.
Slina surowicza jest wydzielana przez gruczoty slinowe zawierajace komoérki suro-
wicze. Slina $luzowa wydzielana jest przez gruczotly slinowe zawierajace komorki
$luzowe. Slina mieszana jest mieszaning sliny wydzielanej przez wszystkie gruczoty
Slinowe jamy ustne;j. Slina zawiera oprécz wydzielin gruczoléw slinowych réwniez
resztki pokarmowe, ztuszczony nablonek, biate ciatka krwi i liczna flore bakteryjna

22].

1.3.2 Funkcja $liny

Slina odgrywa trzy gtéwne funkcje ochronne (przeciwpréchnicze) — woda rozpusz-
cza 1 wymywa cukry z zalegajacych resztek pokarmowych, dwuweglany neutrali-
zuja i zabezpieczaja przed kwasami z osadu nazebnego, a jony wapnia i fosforu
przyczyniaja sie do remineralizacji wczesnych zmian prochniczych. Poza tym §lina
ma wiele innych funkcji polegajacych na utatwianiu trawienia czy zapewnieniu
ochrony jamy ustnej przez utrzymywanie blony §luzowej w stanie wilgotnym [23].

Slina nie jest niezbedna do zycia, ale jej brak powoduje wiele konsekwencji [24].
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Slina pehi wiele waznych funkcji w organizmie czlowieka. Wydzielina sluzowa,
zwlaszcza drobnych gruczoléow, pokrywa cienka, galaretowa warstwa zaréwno blone
sluzowa jamy ustnej jak i zeby, chroniac je przed wysuszeniem oraz zranieniem
w czasie zucia [25]. Slina zwilza pokarm, umozliwia zucie, ulatwia uformowa-
nie i przetkniecie kesa pokarmowego oraz ulatwia odczuwanie smaku. Dzigki niej
mozliwe jest takze mechaniczne oczyszczenie jamy ustnej z resztek pokarmowych,
ztuszczonych komérek nablonka i bakterii. Slina pomaga utrzymac jame ustnag

w czystosci [22].

Niezwykle wazna funkcja obronna sliny zwiazana jest z zawartoscia w niej en-
zyméw, takich jak: lizozym, laktoferryna i sialoperoksydaza, ktére ograniczaja
kolonizacje bakterii na powierzchni blony sluzowej i ze¢bach, a takze glikoprotein,
potrzebnych do agregacji bakterii oraz immunoglobulin, ktére ograniczaja adhezje
bakterii do blony sluzowej jamy ustnej, indukuja aglutynacje oraz hamuja dzia-
lanie enzyméw odgrywajacych istotna role w metabolizmie bakterii [26]. Swoiste

mechanizmy obronne wiaza sie takze z ilodcia przeciwciat oraz leukocytéw [23].

Bardzo wazna funkcje buforowa spetiaja w $linie uktady: kwas weglowy — wo-
doroweglan i kwas fosforowy — fosforan, ktore utrzymuja rownowage kwasowo-
zasadowa poprzez neutralizacje kwaséw organicznych zawartych w pokarmach oraz pro-
dukowanych przez bakterie préchnicotwéreze [27]. Poza tym §lina i zawarte w niej
sktadniki mineralne biora udzial w tzw. dojrzewaniu szkliwa, hamowaniu demine-
ralizacji [28]. Nalezy réwniez wspomnie¢ o roli trawiennej $liny, pelnionej przez

zawarta w niej amylaze (ptialine), zapoczatkowujaca rozktad wielocukréw [20].

1.4 Mikroflora jamy ustnej

Jama ustna stanowi niejednolite srodowisko bytowania drobnoustrojéw. Zaréwno
wargi, policzki, dziasta, podniebienie, jezyk jak i zeby tworza unikalna nisze dla roz-
woju mikroorganizméw. Kazde z nich charakteryzuje odrebne zbiorowisko drobno-
ustrojéw [29]. Twarde, nieztuszczajace sie powierzchnie tworzace zeby, wyspecja-

lizowane powierzchnie blony sluzowej (brodawkowaty grzbiet jezyka, zrogowaciata
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powierzchnia podniebienia lub niezrogowacialy nabtonek wielowarstwowy), $lina

i plyn dziastowy wyrdzniaja jame ustna wsrdd innych czesci ciala.

Podobnie jak w innych siedliskach, réwniez w jamie ustnej wyréznia sie mi-
kroflore przejSciows i stala (rezydentna, rodzima). Sktad ilosciowy i jakosciowy
mikroflory stalej i przejsciowej moze by¢ zalezny od wielu czynnikéw pochodzenia
egzogennego i endogennego. Czynniki wptywajace na sklad jakosciowy i iloSciowy
mikroflory jamy ustnej [30]:

e Uwarunkowania genetyczne (ple¢, rasa, HLA)

e Warunki srodowiskowe i geograficzne (dieta, zbiorowiska ludzkie: szpitale,

koszary, przedszkola, szkoty, ztobki; higiena jamy ustnej)
e Wiek (noworodki, dzieci, doroli, ludzie starzy [31])
e Ciaza (wzrost progesteronu i estradiolu, odwapnienie zebdw)
e Choroby zakazne lub pasozytnicze

e Wydaliny i wydzieliny organizmu ($lina, $luz, ztuszcznaie nablonka, stezenie

hormonéw we krwi, lizozym itd.)
e Choroby nowotworowe i metaboliczne
e Antybiotykoterapia
e Chemioterapia i radioterapia nowotworéw

e Defekty odpornosciowe wrodzone lub/i nabyte (agammaglobulinemia, hipo-
globulinemia, ukladu dopelniacza, immunosupresja, neutropenia i inne np.:

biataczki, HIV)
e Protezy i implanty stomatologiczne

e Choroby zebéw i przyzebia
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1.5 Grzyby z rodzaju Candida

Grzyby drozdzopodobne z rodzaju Candida sa wszechobecne [32]. Dotychczas opi-
sano ich ponad 200 gatunkow. Niektére gatunki stanowia cze$¢ naszej naturalnej
flory i jedynie niewielki procent tych gatunkéw grzybow drozdzopodobnych jest

odpowiedzialnych za pojawienie sie objawéw chorobowych [33].

Sa to grzyby jednokomdrkowe, ktére rozmnazaja sie na drodze wegetatywnej wy-
twarzajac przez paczkowanie zarodniki tzw. blastospory. Wiele gatunkéw charak-
teryzuje sie zdolno$cia do tworzenia pseudostrzepek, czyli utozonych tancuszkowato
zarodnikéw, nieoddzielonych od komérki wegetatywnej [34]. Jedynie pojedyncze
gatunki rodzaju Candida wytwarzaja strzepki i grzybnie prawdziwa (mycelium)

35).

Wigkszo$¢ gatunkéw rodzaju Candida ma zdolnosci fermentacyjne niektérych
weglowodanéw oraz wykorzystywania wegla z réznych zwiazkéow. Cecha ta ma

praktyczne zastosowanie w identyfikacji gatunkowej [36].

Najbardziej rozpowszechnionym gatunkiem jest Candida albicans [37]. Jest on
czescig prawidlowej mikroflory przewodu pokarmowego. Kolonizuje réwniez blone
sluzowa pochwy. Ma tez najwieksze znaczenie w patogenezie choréb u ludzi. W
latach osiemdziesiatych C. albicans stanowila gléwny patogen uktadowych zaka-
zen grzybiczych — 75% zakazen. W latach dziewieédziesiatych czesto$é zakazeni

wywolanych tym gatunkiem zdawala sie mieé¢ tendencje spadkowa [37].

Cechy makroskopowe kolonii C. albicans:

e kremowe, o gtadkiej powierzchni, nieznacznie wypukta ponad agar,

w miare starzenia powierzchnia ulega pofaldowaniu,

maksymalna temperatura wzrostu: 43-46°C,

wzrost w hodowli stymulowany jest przez biotyne.

Obraz mikroskopowy:
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e komorka paczkujaca kulista, owalne lub cylindryczne, o wymiarach 2,5-7,2

x 2,9-14,4 pm,

e wytwarza blastospory sredniej dlugosci 2,6 pm oraz pseudostrzepki szerokosci

3-4 pm,

e w pseudogrzybni niekiedy wystepuja rakietowate twory oraz gruboscienne

chlamydospory,

e w mikrohodowli (germ tube test) mozna wykazaé filamentacje czyli kietko-

wanie drozdzaka po inkubacji z surowica w 37°C.

RyciNnA 1.1: Obraz mikroskopowy preparatu C. albicans w powiekszeniu 200
razy.

Wiasciwoscel biochemiczne:

e fermentuje glukoze, galaktoze i maltoze, a niektére szczepy takze sacharoze;

e asymiluje: glukoze, 2-keto-D-glukonian, D-ksyloze, adonitol, ksylitol, galak-

toze, sorbitol, maltoze, sacharoze i trehaloze;

e W enzymogramie szczepow wzorcowych wykazano: fosfataze zasadowa, esteraze-
C4, lipaze esterazowa-C8, arylamidaze leucynowa i walinowa, fosfataze kwa-

$na, fosfohydrolaze naftolowa AS-B [38].
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1.6 Zakazenie grzybami drozdzopodobnymi

C. albicans jest gtownym gatunkiem wsrod grzybéw drozdzopodobnych zasiedlaja-
cych jame ustna. Kolonizacja jamy ustnej tym gatunkiem grzybéw jest wynikiem
powstawania sprzyjajacych warunkéw zaleznych od wlasciwosci komérek grzyba,
komérek nabtonka blony sluzowej oraz czynnikéw ogdélnych i miejscowych sprzy-

jajacych namnazaniu sie grzybéw i ich wlasciwosci chorobotworezych [39)].

1.6.1 Kolonizacja grzybami drozdzopodobnymi a kandy-

doza

C. albicans, patogen powszechnie wystepujacy w populacji nie zawsze daje objawy
zakazenia. Patogeneza zakazen tym grzybem jest zlozona i opiera si¢ na interak-
¢ji pomiedzy mechanizmami zakazenia grzybow a procesami obronnymi zywiciela.
Cannon et al. [40] wyrézniaja nastepujace czynniki wspomagajace zakazenie C. al-

bicans:

1. skuteczno$é¢ przylegania
2. awidnos¢ antygenéw grzyba

3. tempo wzrostu.

Po wystapieniu kolonizacji grzybami drozdzopodobnymi tylko u niektérych pa-
cjentéw obserwuje sie cechy ostrej infekcji. Przemiana Candida z komensala
w organizm patogenny zwiazana jest nie tylko z czynnikami patogennosci samego
grzyba ale réwniez (i by¢ moze w wiekszej mierze) zalezy od stanu pacjenta. Fa-
rah et al. [41] za czynniki mogace zwiekszaé prawdopodobieristwo wystapienia

objawéw kandydozy uwazaja;

e stosowanie srodkow farmaceutycznych — antybiotyki o szerokim spektrum
dzialania, leki immunomodulujace oraz leki majace dzialanie wysuszajace

btony sluzowe;
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e nowotwory uktadu krwiotwérczego — zaréwno same choroby jak i ich terapia

stanowia powazny czynnik obciazajacy;

e braki w podstawowych makro i mikroelementach — braki witamin, zelaza
i folianéw moga wplynaé na integralno$é¢ blon sluzowych umozliwiajac pene-

tracje grzybéw w glab tkanek;

e cukrzyca — wyzsze poziomy glukozy obnizaja pH w jamie ustnej, zmniej-

szaja przeplyw sliny i promuja wzrost komorek grzybéw;

e zaburzenia immunologiczne — zmniejszaja mozliwo$¢ obrony przed infekcja

i eliminacje patogenow;

e obnizenie przeptywu sliny — kserostomia, nadmierne spozycie alkoholu, kawy

obnizaja zdolno$¢ do usuwania Candida.

Najczesdciej do ujawnienia zakazenia dochodzi podczas uposledzenia mechani-
zmow obronnych pacjenta. Uwaza si¢, ze mechanizmy te pozostaja w stanie zba-
lansowanym (co nazywamy kolonizacja) dopdki u gospodarza nie pojawia sie kli-

niczne objawy zakazenia i mozemy wtedy mowi¢ o kandydozie [42].

1.6.2 Mechanizmy obronne gospodarza

Rozwdj kazdego zakazenia wywolanego przez grzyby drozdzopodobne zalezy za-
rowno od patogennosci szczepu zakazajacego jak i od sit obronnych gospodarza.
Osiedlanie sie grzybow wywotuje szereg reakcji ze strony ukladu immunologicz-
nego. W odpowiedzi na zakazenie uaktywniaja sie dwie linie obrony gospodarza:
miejscowa i ogélna. Mechanizm , pierwszej linii” stanowi bariera lokalnych warun-

kéow srodowiskowych we wrotach zakazenia [43]. W sktad tej bariery wchodza:

e ciaglod¢ skory i bton sluzowych,
e mechaniczne usuwanie grzybéw poprzez ztuszczanie nablonka,

e wydzielanie §luzu, tez, czy odkrztuszanie plwociny.
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Ponadto organizm gospodarza produkuje szereg substancji bedacych pomoc-
nymi w walce z zakazeniem, takich jak lizozym, laktoferyna laktoperoksydaza, S-
IgA, glikoproteiny $luzu oraz zelazo. Do innych mechanizméw obronnych pierwszej
linii naleza reakcje grzybow z innymi drobnoustrojami np. bakteriami, ktore ha-

muja adherencje grzyba przez zajmowanie powierzchni receptoréw nabtonka [44].

Gdy zawiedzie pierwsza lina obrony, zakazany organizm dysponuje mechani-
zmami obrony swoistej, w zakres ktorej wchodza odporno$é humoralna i komor-
kowa, oraz obrony nieswoistej. W nieswoistych mechanizmach obrony przeciwgrzy-
biczej biora udzial systemy fagocytarny i siateczkowo-$rédbtonkowy jak rowniez

uktad dopehiacza, a zwlaszcza jego skladniki C3a i C5 [45].

Neutrofile odgrywaja istotna role w procesie obronnym organizmu poprzez funk-
cje niszczenia grzybdéw drozdzopodobnych Candida, ktére odbywa sie wewnatrzko-
morkowo. Wazna role w tym procesie odgrywaja zwiazki uwalniane z ziarnistosci
granulocytow obojetnochtonnych. Do zwiazkéw tych zaliczamy biatka kationowe,
mieloperoksydaze i lizozym, a takze enzymy takie jak proteazy obojetne i hydro-

lazy kwasne [46].

W swoistej odpowiedzi immunologicznej kluczowa role odgrywa odporno$é¢ ko-
moérkowa. Wiadnie u oséb z zaburzeniami funkcji limfocytéw T rozwijaja sie naj-
czesciej przewlekle i nawracajace zakazenia grzybicze [47]. To wlasnie komérki T
CD4+ stymuluja uwalnianie cytokin — IL-2,1L-4, INF-y i GM-CSF, ktére akty-

wuja komorki zerne oraz indukuja wytwarzanie swoistych przeciwcial.

Wyniki badan z ostatnich lat sugeruja jednak, iz odpowiedZz humoralna ma
istotny wplyw na przebieg zakazenia grzybami drozdzopodobnymi Candida. Wia-
domo bowiem, ze przeciwciala wspomagaja fagocytoze, hamuja adherencje, a takze
aglutynuja komorki grzybow. I tak przeciwciala klasy G biora udzial w mecha-
nizmie cytotoksycznosci komoérkowej zaleznej od przeciwcial (ADCC) [48]. Prze-
ciwciala klasy A natomiast wspomagaja uktad odpornosciowy bton sluzowych po-
przez udzial w aglutynacji mikroorganizmow i zapobieganiu w ich przyleganiu do
nablonka [49]. Ponadto przeciwciala zapobiegaja przeksztalceniu zakazenia droz-

dzakowego powierzchownego w kandydoze rozsiana lub uktadowa [40].
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1.6.3 Czynniki predysponujace do zakazenia grzybiczego

W przypadku zaistnienia sprzyjajacych warunkéw dochodzi do zachwiania réwno-
wagi miedzy grzybem a gospodarzem, doprowadzajac do rozwoju zakazenia. Czyn-
niki predysponujace moga by¢ réznorakie, dotyczace zaburzen w mechanizmach
obronnych gospodarza lub srodowiska w okreslonych okolicach ciala. Wszelkie
niedobory immunologiczne, zaréwno wrodzone jak i nabyte, obejmujace defekty
neutrofiléw, jak w przypadku ostrych biataczek, a takze zaburzenia funkcji i liczby
limfocytéw T oraz komérek fagocytujacych, sprzyjaja grzybicom [40]. Paradok-
salnie wiele sposréd czynnikéw predysponujacych ma Scisty zwiazek ze znacznym
postepem i osiggnieciami medycyny. Powszechne stosowanie antybiotykéw powo-
duje zaburzenie réwnowagi fizjologicznej flory bakteryjnej na blonach $luzowych
jamy ustnej, przewodu pokarmowego i pochwy. Takze wszelkiego rodzaju zabiegi
chirurgiczne i diagnostyczne, ktére powoduja przerwanie ciagglosci skory i bton slu-
zowych, odzywianie parenteralne oraz sama hospitalizacja, zwlaszcza dlugotrwala
lub na oddziale intensywnej terapii sprzyjaja zakazeniom grzybiczym. Nowoczesna
terapia obejmujaca radioterapie i chemioterapie, steroidoterapia, oraz wzrastajaca
populacja ludzi z immunosupresja w tym zakazonych wirusem HIV to najistot-
niejsze czynniki majace bezposredni wplyw na obserwowany bardzo szybki wzrost
zachorowan na rozmaitego typu grzybice, zwlaszcza endogenne. Juz w 1979 roku

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

beli [1]).

Dwa podstawowe mechanizmy umozliwiajace grzybom drozdzopodobnym inwa-
zje w glab tkanek to umiejetnos$¢ przylegania do nablonkéw oraz zdolnosé do pro-
dukcji enzyméw. Ponadto, istotna role odgrywaja takze ztozonos¢ budowy Sciany
komorkowej grzybow, dimorfizm, mimikra antygenowa i zmiennosé¢ fenotypowa,

ktére pomagaja drozdzakom Candida ominaé¢ ludzkie mechanizmy obronne [51].

Dimorfizm to zdolnos¢ C. albicans, jako jedynego gatunku, do wzrostu w dwéch
fazach [52]. W zaleznosci od warunkéw srodowiskowych i szezepu grzyb ten przyj-
muje postaé¢ blastospory (faza drozdzowa) lub mycelium czyli strzepek prawdzi-

wych (faza nitkowata). Dodatkowo C. albicans wytwarza pseudostrzepki, ktére
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TABELA 1: Czynniki predysponujace do zakazenia grzybiczego wg. Oddsa

Czynniki immunologiczne: niedobodr neutrofilow we krwi obwodowej
ostra bialaczka
deficyt limfocytow T
fagocytéw jednojadrzastych (AIDS)
defekt ukladu siateczkowo-srédbtonkowego
splenektomia, defekt wrodzony

Chemioterapia i radioterapia leki immunosupresyjne
cytostatyki
antybiotyki
kortykosteroidy

Przerwanie ciaglosci tkanek  urazy skéry lub blony sluzowej
miejscowa okluzja lub maceracja tkanek

Zabiegi chirurgiczne wprowadzenie narzedzi do tkanek
wprowadzenie protez do naczyn

Czynniki fizjologiczne infekcje, choroby wyniszczajace
cigza
okres noworodkowy

Czynniki zywieniowe dieta bogata w weglowodany
niedobér witamin

sa wydluzonymi formami komorek drozdzowych. Przez pewien czas panowalo
wsréd badaczy wiele sprzecznych pogladéw dotyczacych zaleznoscia pomiedzy fa-
zami a patogennoscia. Obecnie uwaza sie, iz wczesne stadia infekcji sa zwiazane

z forma blastospory, ktéra jest oporna na dziatanie béjcze fagocytéw [52].

Przyleganie czyli adherencja to wstepny etap poprzedzajacy kolonizacje tkanek
i narzadéw a w konsekwencji prowadzacy do zakazenia [53]. Najsilniejszymi wia-
sciwo$ciami adhezyjnymi charakteryzuje sie C. albicans, ktéra jednoczesnie jest
najbardziej patogennym gatunkiem [54]. Grzyby drozdzopodobne Candida maja
zdolnos¢ przyczepiania sie do réznych komérek gospodarza, w tym tez do komoérek
nabtonka i fagocytéw. Jednak do zjawiska przylegania grzyba moze dojsé¢ tylko
wtedy jesli na powierzchni jego komorki sa adhezyny, ktére odpowiadaja recepto-

rom gospodarza [53].

Budowa $ciany grzyba ma duze znaczenia dla adherencji. Sciana komoérkowa

grzybéw drozdzopodobnych Candida sktada sie z licznych wielocukréw, przy czym
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przewazaja polimery glukanu i mannanu z biatkiem, natomiast w glebszych war-
stwach jest chityna. Wiekszos¢ badaczy sugeruje, iz adhezyna grzybéw drozdzo-

podobnych Candida jest mannoproteina [55].

1.6.4 Enzymy

Dla grzybéw chorobotwérezych bardzo istotna jest umiejetno$é produkeji enzy-
mow, ktére rozkladaja makroczasteczki do prostych zwiazkéw chemicznych. W
organizmie gospodarza aktywnos¢ produkowanych enzymoéw kierowana jest prze-
ciwko jego wiasnym tkankom, stuzac nie tylko zdobyciu substancji odzywczych,
ale rowniez inwazji grzybéw w glab tkanek [56]. Grzyby patogenne (zaréwno der-
matofity, grzyby drozdzopodobne, jak i plesnie) wydzielaja enzymy hydrolityczne.
Wedtug nomenklatury Committee of the International Union of Biochemistry and

Molecular Biology z 1992 roku [57] wéréd hydrolaz wyrézniamy:

e csterazy (hydrolizujace estry grupy karboksylowej — lipaza i fosfolipaza A,
estry fosforowe — fosfataza kwasna i alkaliczna oraz estry siarkowe — sulfa-

taza),
e glukozydazy (glukozydaza, mannozydaza),
e peptydazy (aminopeptydazy, arylamidazy, proteinazy, elastazy),

e ureazy.

Najistotniejsze znaczenie dla chorobotworczosci C. albicans maja enzymy pro-
teolityczne oraz fosfolipazy. Zdolno$é do produkeji okreslonych enzyméw stala sie
podstawa do opracowania klasyfikacji biotypowych. Pierwszy tego dokonal w 1986
roku Williamson, wyrézniajac osiem biotypéw: od A do H [58]. Natomiast w Pol-

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

Najlepiej poznanymi enzymami sa enzymy proteolityczne. Proteinazy hydroli-
zuja wiazania peptydowe rozktadajac bialka do polipeptydéw. Enzymy te odpowie-

dzialne sa m.in. za degradacje keratyn i kolagenu, przyczyniajac si¢ w ten sposéb
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do uszkodzenia komérek nablonka. Wyrézniamy proteinazy: kwasna i obojetna.
Proteaza kwasna (aspartylowa) wystepuje w formie 10 izoenzyméw, kodowanych
przez geny SAP-10 [60]. Wydzielanie kwasnych proteinaz ma chroni¢ Candida
przed fagocytoza. Istnieje tez korelacja miedzy zdolnoscia grzybow drozdzopo-
dobnych do przylegania a aktywnoscia enzymatyczna. Im wigksza aktywnosé pro-
teinaz tym wieksza wirulencja dla czlowieka i tym wieksza smiertelnosé¢ dla myszy

lub zdolno$é do kolonizacji tkanek [61].

Aktywnosé fosfolipazy u grzybéw drozdzopodobnych C. albicans zostala od-
kryta juz w 1966. Obecnie zidentyfikowano 4 fosfolipazy: A, B, C i D, a takze
lizofosfolipaze [62]. Zadaniem tej grupy enzymoéw jest hydrolizowanie fosfolipidéw,
ktore sa skltadnikami niemal wszystkich bton komérkowych. Produkcja fosfolipazy
towarzyszy wzrostowi grzybéw a takze inwazji tkanek gospodarza i wywolywaniu
zakazenia [63]. Zjawisko to jest potwierdzeniem roli tych enzyméw jako deter-
minant patogennosci. Aktywnos¢ fosfolipazy rézni sie pomiedzy poszczegdlnymi

szczepami [64].

1.6.5 Zakazenie grzybami Candida

Grzyby drozdzopodobne z rodziny Cryptococcacae stanowia czesty skladnik onto-
cenozy jamy ustnej. U oséb z wydolnym ukladem odpornos$ciowym, pozostajac
w stanie czasowej réwnowagi biologicznej, nie wywotuja zmian klinicznych [65].
Nie wyjasniono jednoznacznie znaczenia grzybéw z rodzaju Candida w ontoce-
nozie jamy ustnej. Czes¢ autoréow sadzi, ze w zdrowej jamie ustnej bytuja one
na zasadzie komensalizmu i uznaje je za skladnik mikroflory fizjologicznej, inni
uwazaja je za patogeny bedace punktem wyjscia do rozwoju grzybic narzadowych,
w tym takze jamy ustnej [66-68]. Sposréd patogenéw izolowanych z jamy ustne;j
najliczniej wystepuje C. albicans. Mniej licznie reprezentowane sa C. tropicalis,

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

Patogenne wiasciwosci C. albicans ujawniaja sie przez zmiennos$¢ morfologiczna

i antygenowa zdolnosé¢ adhezji do nablonka, produkcje enzymoéw hydrolitycznych
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oraz dziatalno$¢ immunomodulacyjna [69]. Weiaz trudno rozstrzygnaé kiedy obec-
no$¢ C. albicans to jeszcze nosicielstwo, a kiedy juz inwazja, oraz od ktérego mo-

mentu zastosowac terapie przeciwgrzybicza,.

Uzytkowanie protez ruchomych jest gléwnym czynnikiem miejscowym sprzyjaja-
cym powstawaniu zakazen grzybiczych blony $luzowej jamy ustnej. Plyta protezy
stwarza niefizjologiczne warunki w jamie ustnej, prowadzi do zaburzen w metabo-
lizmie tkankowym, ogranicza dostep tlenu, utrudnia samooczyszczanie przez sling
a wzrost temperatury i wilgotnosci sprzyja rozwojowi bakterii i grzybow. Wsréd
innych czynnikéw wymienianych jako przyczyny zmian w obrebie jamy ustnej wy-
rézni¢ mozna czynniki miejscowe: zla higiena jamy ustnej, dysplazje nablonka jamy
ustnej oraz ogdlne: choroby nowotworowe, nikotynizm, cukrzyce, immunosupresje,
przewlekta steroidoterapie i antybiotykoterapie oraz pierwotne i wtérne niedobory
immunologiczne [70]. Réznorakosé tych przyczyn powoduje, ze kandydoza jest

najczesciej obserwowana patologia blony sluzowej jamy ustne;j.

Odrebny problem stanowi kolonizacja btony $luzowej jamy ustnej. Zdolnosé¢ ad-
hezji grzybow do powierzchni blony $luzowej oraz do podloza protetycznego jest
podstawowym czynnikiem wywolujacym infekcje grzybicza [71]. Zakazenie grzy-
bami z rodzaju Candida cechuje sie réznorodnoscia objawdw klinicznych i stwarza
problemy terapeutyczne w zwiazku z narastajaca opornoscia na leki przeciwgrzybi-
cze. Istnieje ciagla konieczno$é oceny czestosci wystepowania infekcji wywotanych
przez grzyby z rodzaju Candida w jamie ustnej oraz poznawania czynnikéw etio-

logicznych tych zakazen.

1.6.6 Cechy patogennosci Candida

O rozwoju infekcji Candida, poza czynnikami ryzyka decyduja réwniez pewne

cechy wirulencji pozwalajace przetrwaé¢ grzybom w organizmie gospodarza.

Sposréd tych cech, majacych wpltyw na patogennos¢ Candida najwiekszy udziat
w wirulencji maja mie¢ przyleganie do nabtonkéw oraz produkcja enzymow prote-

olitycznych i hydrolitycznych. Inne determinanty patogennosci takie jak mimikra
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antygenowa i zmiennos¢ fenotypowa pomagaja Candida uniknaé¢ rozpoznania, jako
obcych antygenéw przez ukladu immunologiczny gospodarza. Ponizej przedsta-
wiono podstawowe cechy patogennosci Candida: zdolno$¢ do przylegania komoérek
grzyba do komérek nablonka gospodarza, aktywnosé enzymatyczna grzyba, dimor-
fizm, zlozonos$¢ budowy Sciany komoérkowej grzyba, mimikra molekularna i zdolnos¢

do zmiennosci fenotypowe;j.

e Przyleganie (adherencja) — komérki Candida moga przyczepiaé sie do komé-
rek gospodarza, w tym do komorek nablonka i fagocytéw. Przyleganie jest
etapem wstepnym, poprzedzajacym kolonizacje tkanek i narzadow, ktory jest
niezbedny do rozwoju zakazenia, a gléwnymi czynnikami bioracymi udziat

w tym procesie sa adhezyny [72].

o Aktywnos¢ enzymatyczna — zwiazana jest ze zdolnoscia do wydzielania sze-
regu enzyméw ulatwiajacych inwazje w glab tkanek. Candida wydzielaja
znaczng liczbe enzymow, m.in. lipaze, fosfolipazy, fosfomannoesteraze, kwa-

$ne proteinazy [69)].

e Dimorfizm — komérki Candida wystepuja w formie blastospor (w fazie droz-
dzopodobnej — forma Y) i w formie nitkowatej — strzepki (mycelium —
forma M) [73]. Wczesne fazy infekcji sa zwiazane z forma drozdzopodobna
Wytwarzajac wypustki nitkowate, komoérki grzyba maja zdolno$é mechanicz-
nego przebicia sie, ucieczki przed mechanizmami obrony organizmu oraz zaje-
cia innych tkanek przez co strzepki maja by¢ bardziej inwazyjne niz komoérki

drozdzopodobne [52].

e Sciana komérkowa grzyba — zbudowana jest z wielocukréw chityny (polimer
N-acetylo-D-glukozaminy), mannanu (polimer mannozy), glukanu (polimer
glukozy) oraz bialek i lipidéw. Na powierzchni komérki Candida obecne sa
delikatne fibryle z glikoprotein [74]. Sa one niezbedne w mechanizmie przy-
legania grzyba do komérek gospodarza. Otoczka sluzowa Candida bierze
udzial w penetracji w glab tkanek. Uwazana jest za najbardziej zewnetrzna
warstwe komérki i zawiera polisacharydy oraz enzymy. Powierzchnia ko-

moérki grzyba odgrywa podstawowa role w adherencji Candida do komérek
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gospodarza, uczestniczy w rozmnazaniu i wptywa na system obronny gospo-

darza [75].

Proteinazy wydzielane przez Candida maja wspomagaé proces adherencji do
nablonkéw gospodarza. Przyczyniaja sie do uszkodzenia komorek nablonka
przetamania pierwszej linii obrony gospodarza poprzez degradacje keratyny
kolagenu [56]. Wydzielanie natomiast kwasnych proteaz ma chroni¢ Candida

przed fagocytoza przez komorki zapalne gospodarza [56].

Enzymy lipolityczne uwazane sa za istotny element zjadliwosci Candida,
szczegolnie we wezesnym okresie zakazenia. Poprzez degradacje lipidéw sta-
nowia cenne zrédto wegla niezbednego do wzrostu i namnazania grzyba w po-

czatkowym etapie infekcji [76].

Enzymy hydrolityczne sa odpowiedzialne miedzy innymi za katalizowanie
hydrolizy wiazan C-O, C-N, C-C [77], co ma ulatwiaé¢ grzybom kolonizacje.
Poprzez chemiczne i fizyczne oddzialywanie na srodowisko, hydrolazy zapew-
niaja przetrwanie grzybom w tkankach i uczestnicza bezposrednio w degra-

dacji bialek organizmu gospodarza [78].

e Mimikra molekularna — zjawisko polegajace na wytwarzaniu przez Candida
antygenéw podobnych do antygenéw gospodarza. Podobienstwo to chroni
grzyb przed odpowiedzia immunologiczna organizmu gospodarza i rozpo-

znaniem antygenéw grzyba jako obce. Ulatwia to przezycie Candida [79].

e Zmienno$¢ fenotypowa — obejmuje mozliwo$é¢ wystepowania fenotypow w ob-
rebie tego samego gatunku. Poszczegdlne fenotypy réznia sie miedzy soba

zdolnosciami adhezyjnymi i produkcja endotoksyn i enzyméw [80].
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1.6.7 Potencjalny wplyw Candida na zmiany strukturalne

tkanek gospodarza

Grzyby obecne w organizmie czlowieka, rowniez na btonach sluzowych moga w rézny
sposéb oddzialywaé¢ na organizm , gospodarza”. Moga wplywa¢ immunosupresyj-
nie [81], alergizujaco [82], a takze pogarszaé¢ ogélny stan chorego nawet bez wy-
wolywania objawdéw grzybicy. Sama obecnosé¢ Candida, poprzez 13-glukan Sciany
komérkowej grzyba moze modulowa¢ miejscowa odpowiedZ immunologiczna orga-

nizmu gospodarza.

Wydzielane przez Candida fosfolipazy maja uszkadzaé¢ komorki blon sluzowych
gospodarza, przez co ulatwiaja grzybom penetracje w glab tkanek. Kwasne pro-
teinazy degraduja komorki nablonka oraz bialtka gospodarza takie jak kolagen,

keratyne, mucyne, przeciwciala, biatka komplementu oraz cytokiny [83].

1.6.8 Tworzenie biofilmu Candida na powierzchni mate-

rialéw

Biofilmem okresla sie zlozone skupisko bakterii przylegajacych do powierzchni
lub do siebie nawzajem. Bakterie osadzone sa w macierzy (matrix) zbudowa-
nej z substancji zewnatrzkomérkowych [66] [67]. W naturze wiekszosé bakterii zyje
w bliskim polaczeniu z powierzchniami, tworzac kompleks zwany btona biologiczna,
w ktorej bakterie posiadaja zupekie inne wlasciwosci niz ich odpowiednie formy
planktoniczne [84]. Bakterie wolno wystepujace w srodowisku wodnym, zwane
mikroorganizmami planktonicznymi, sa konieczne do formowania si¢ biofilméw.
Takie biofilmy moga sie tworzy¢ na jakiejkolwiek organicznej czy nieorganicznej
powierzchni, w poblizu ktérej zyja mikroorganizmy planktoniczne w roztworze
wodnym. Biofilm moze by¢ zbudowany z bakterii, grzybéw, organizméw jednoko-

moérkowych [85].

Badania biofilmu przeszty diuga droge. Wprowadzajaca charakterystyke bio-
filmu zapoczatkowal Antoni van Leeuwenhoek, ktéry juz w XVII w. badatl plytke
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bakteryjna pokrywajaca wtasne zeby. Nazwa biofilm powstala w oparciu o ma-
kroskopowe obserwacje tej struktury, wygladajacej jak cienka warstwa sluzu [86].
Ma on wyrazna architekture skladajaca sie z wiezo- i grzyboksztattnych mikro-
kolonii zamknietych w uwodnionej macierzy zbudowanej z zewnatrzkomorkowych
substancji (polisacharydéw i protein, ktére sa produkowane przez mikroorganizmy

znajdujace sie w biofilmie) [87].

Pierwszym etapem powstania biofilmu jest przyleganie komorki bakteryjnej do
powierzchni i zmniejszenie jej ruchliwosci. Bakterie moga przejsciowo laczy¢ sie ze
soba lub z powierzchnig stata. Po wytworzeniu stalego potaczenia z powierzchnia
tworza mikrokolonie poprzez podziat oraz wytwarzaja chemoatraktanty (zwiazki
organiczne lub nieorganiczne indukujace procesy chemotaksji dodatniej w komor-
kach posiadajacych zdolnos¢ do ruchu lub innej spolaryzowanej odpowiedzi na
bodzce) i egzopolisacharydy [88]. Biofilm to kompleks z tréjwymiarowymi struktu-
rami ztozonymi ze zgrupowan komoérek bakterii, miedzy ktérymi tworza sie kanaly,
a przez nie nastepuje wymiana substancji odzywczych i metabolitow bakteryjnych
[87]. W tej strukturze miedzykomdérkowa komunikacja zachodzi przez substancje

sygnatowe, ktére dyfunduja z jednej komérki do drugiej [89].

Biofilm jest dynamicznym $rodowiskiem zorganizowanym optymalnie dla komo-
rek w nim wystepujacych [00]. Wieksza biomasa osiagana przez bakterie, ktére
lacza sie w grupy i kooperuja przy rozktadzie czastek uzywajac uzupemhmiajacych
sie profili enzymdéw zewnatrzkomdérkowych, powoduje to, ze bakterie funkcjonujace
razem sa w stanie roztozy¢ duze czastki odzywceze, ktore nie moglyby by¢ roztozone

przez pojedyncza bakterie [90].

Drobnoustroje wchodzace w sklad biofilmu wykazuja rézny poziom transkryp-
cji genéw, a w zaleznosci od fazy wzrostu wykazuja zmiennosé fenotypowa [91].
Strukturalna adaptacja i wewnetrzna zalezno$¢ w biofilmie moze by¢ odpowie-
dzialna za ekspresje genow, ktore w rezultacie zmieniaja calkowicie fenotyp od

form tych bakterii wystepujacych w postaci planktonicznej [90].

Pewne gatunki bakterii wykazuja nowa, wigksza wirulencje oraz zwiekszona od-

pornos¢ na czynniki antybakteryjne w porownaniu z ich formami planktonicznymi
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[92]. Rozwazane sa rézne mechanizmy, ktére moga to powodowaé, m.in. macierz
biofilmu moze oddzialywaé¢ jak filtr zatrzymujacy dzialanie czynnikow przeciw-
bakteryjnych. Inna teoria jest spowolniony wzrost bakterii w biofilmie. Ogdlnie
wiadomo, ze czynniki antybakteryjne nie dzialaja tak skutecznie na biofilm jak na
formy planktoniczne bakterii [93]. Jednogatunkowe lub wielogatunkowe biofilmy
zbudowane w jamie ustnej wystepuja rowniez w postaci planktonicznej oraz bio-
filmow. Najlepiej poznanym i zbadanym jest biofilm zapoczatkowujacy powstanie
plytki nazebnej [04]. W tym wypadku bakterie wystepujace w §linie sa gtéwnym

zrodlem powstania tej specyficznej blony biologicznej.

Szczepy bakterii i mikroorganizméw bytujace w dynamicznym $rodowisku jamy
ustnej to spoleczno$¢ zwana biofilmem, powstajaca pierwotnie na twardych po-
wierzchniach tkanki takich jak szkliwo zeba. Formowanie sie biofilmu mozemy
podzieli¢ na kilka faz [95]. Pierwsza faza charakteryzuje sie powstaniem blony
na powierzchni zeba, zawierajacej makromolekuly i zaczatki bakterii, wiele z nich
stuzy jako receptory, do ktérych przyczepiaja sie¢ bakterie. Bakteria ,,0osadnicza”
badz tez wczesni ,osadnicy” tacy jak paciorkowce przyczepiaja sie calym gronem

do wytworzonej biony.

Kolejne fazy to rozrost kolonii bakterii i ich podzial w wyniku czego produkuja
zewnatrzkomorkows strukture przyciagajaca kolejne bakterie. Podczas gdy kolonie
bakterii rozrastaja sie i cala biomasa plytki nazebnej zwieksza sie i dojrzewa,
zwarta struktura biofilmu staje sie znacznie trudniejsza do usuniecia. Aby uniknaé

rozwoju biofilmu nalezy pamieta¢ o regularnej higienie jamy ustnej.

Biofilm jest wielokomérkowym tworem zlozonym z drobnoustrojow. Komérki
tworzace biofilm wytwarzaja do$¢ cienka polimeryczna macierz zawierajaca poli-
sacharydy, kwasy nukleinowe i bialka. Macierz ma okreslona strukture i przylega
do powierzchni struktur organicznych i nieorganicznych [06]. W takiej zwarte;
strukturze, otoczonej sluzem, istnieja warunki, w ktérych komorki drobnoustro-
jéw chronione sa przed niekorzystnymi czynnikami zewnetrznymi [97]. Z punktu
widzenia podloza molekularnego za ochrone komoérek przed skutkami wynikaja-

cymi z warunkow stresowych odpowiada szereg biatek z grupy sHSP (malych
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bialek szoku termicznego). Proteiny te usuwaja zagregowane termicznie biatka
z komorek oraz chronia przed aktywnoscia enzymatyczna rekombinowanych bialek
produkowanych w komoérkach bakteryjnych i tworzacych ciala inkluzyjne. Takie
mechanizmy obronne mikroorganizméw maja duzy zwiazek z opornoscia przed
szkodliwym dzialaniem réznego typu preparatéw antyseptycznych i dezynfekcyij-
nych. Dlatego tez wazne jest doktadne poznanie wszelkich proceséw i czynnikéw

na nie wpltywajacych, ktére maja znaczenie w powstawaniu biofilmu.

Mikroorganizmy przylegaja do powierzchni w wilgotnych srodowiskach poprzez
wydzielanie kleistej substancji. Miejscem adhezji np. bakterii moga by¢ réz-
nego typu materialy — najczesciej o charakterze polimeréw o dosy¢ nieréwnej
powierzchni. U czlowieka znakomitym przykladem w aspekcie medycznym sa

wszelkiego rodzaju cewniki czy tez implanty chirurgiczne [9§].

Struktura gatunkowa biofilmu nie tylko moze by¢ stworzona przez pojedynczy
gatunek bakteryjny. Wszelkie komorki sa ze soba zwiazane tzw. pozakomor-
kowa, substancja polimeryczna (EPS — Extracellurar Polymeric Substance). EPS
nadaje nie tylko wyjatkowa stabilnos¢ w przywiazaniu do podloza, ale réwniez

oznacza sie podobna wlasciwoscia do komérek budujacych biofilm.

1.7 Wplyw przewlekle obecnych cial obcych na

blone sluzowa jamy ustnej

Blona $luzowa pod plyta aparatu/protezy czesto ulega przerostowi badz zanikowi,
a takze rogowaceniu. Czesto dochodzi do powstawania nadzerek, odlezyn, aft

oraz anemizacji blony sluzowej pola protetycznego [99].

Duze znaczenie ma traumatyzujace dzialanie samej protezy czy aparatu orto-
dontycznego na blone sluzowa pola protetycznego. Powierzchniowe, jak réwniez
glebokie uszkodzenia nabtonka pod ptyta protezy lub aparatu moga sprzyjaé za-

leganiu i rozrostowi grzybéw drozdzopodobnych [100].
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Sprzyjajace infekcji grzybiczej blony $luzowej jamy ustnej dzialanie plyty pro-
tezy akrylowej zostalo stwierdzone przez wielu autoréw [101, [102]. Polega ono
miedzy innymi na braku mozliwosci samooczyszczania przez $ling, podwyzszonej
temperaturze, wytwarzaniu pod powierzchnia plyty waskiej przestrzeni o niskim
pH, matym dostepie tlenu i nagromadzeniu ztuszczonych komdrek nabtonka [103].
Niewiele jest natomiast doniesienn na temat wplywu uzytkowania aparatéw orto-
dontycznych na stan blony sluzowej jamy ustnej pacjentow oraz wpltywu na rozwaj

infekcji grzybiczej w obrebie jamy ustne;j.

Rycina 1.2: Jama ustna pacjenta maloletniego zaopatrzonego w szczekowy
aparat ortodontyczny

1.7.1 Stomatopatia protetyczna

Stomatopatia protetyczna jest to zespét objawow patologicznych, zaréwno obiek-
tywnych, jak i subiektywnych, wywotanych gtéwnie uzytkowaniem ruchomych pro-
tez stomatologicznych catkowitych i czesciowych, zwlaszcza wykonanych z two-
rzywa akrylowego. Najczestsza forma reakcji tkanek podloza na stosowane uzu-

pelienia protetyczne jest stan zapalny blony sluzowej pokrytej plyta protezy [104].
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Mianem stomatopatii protetycznej okresla sie zmiany w blonie $luzowej jamy
ustnej zwiazane przyczynowo z uzytkowaniem protez stomatologicznych najcze-
sciej ruchomych czesciowych i catkowitych, wykonanych z tworzywa akrylowego.
Stomatopatia protetyczna moze by¢ réwniez, chociaz znacznie rzadziej, wywolana
obecno$cia w jamie ustnej stalych uzupehien protetycznych lub wypemhmien ubyt-

kow zebowych.

W pidmiennictwie zagranicznym, mianem stomatopatii protetycznej okresla si¢
prawie wylacznie zmiany w blonie sluzowej jamy ustnej wystepujace w obecnosci
protez ruchomych, pltytowych. W 1989 r. Pietrzak-Bilinska wprowadzita nazwe
stomatopatii ortodontycznej dla okreslenia zmian w blonie §luzowej wystepuja-
cych u dzieci i mlodziezy uzytkujacych ruchome aparaty ortodontyczne wykonane

z tworzywa akrylowego [105].

Mozna wyroznié¢ trzy gléwne przyczyny powstawania stomatopatii protetycz-

nych:

e uraz mechaniczny,
e infekcja grzybami drozdzopodobnymi,

e oddzialywanie ptytki protez.

Mniejsze znaczenie przypisuje sie infekcji bakteryjnej, niefizjologicznym warun-
kom, jakie stwarza plyta protezy, czynnikom chemiczno-toksycznym, i w bardzo
rzadkich przypadkach uczuleniu na tworzywo protezy [106]. Ogdlny stan zdrowia
uzytkownika protezy stomatologicznej moze mie¢ istotny wplyw zaréwno na po-
wstawanie, jak i rozwoj stomatopatii protetycznej. Nalezy jednak dodaé, ze zwykle
wiecej niz jeden czynnik jest przyczyna omawianego schorzenia i postawienie wia-

Sciwego rozpoznania warunkuje skutecznosé zastosowanej metody leczenia [107].
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1.7.1.1 Klasyfikacja stomatopatii protetycznych

W okresleniu stopnia zmian wywotanych przewlekla obecnodcia ciat obcych w jamie
ustnej stosuje sie klasyfikacje Newtona. Obraz kliniczny stomatopatii protetycz-

nych mozna dzieki niej podzieli¢ na trzy stadia:

e Stadium I — punktowe przekrwienia blony $luzowej;

e Stadium II — rozlany rumien — uogélniony stan zapalny calej blony sluzowe;j

pokrytej plyta protezy;
e Stadium III - przerostowe ziarninujace zapalenie btony $luzowe;.
Spiechowicz et al. wprowadzili do tej klasyfikacji stadium ,,0”, w ktorym blona

sluzowa klinicznie jest nie zmieniona, a pacjent ma wrazenia pieczenia, ktucia lub

suchodci jamy ustnej [108].

RyciNnA 1.3: Stomatopatia protetyczna I°. Pod plyta protezy catkowitej wi-
doczne zmiany rumieniowe. (Fot. Dzieki uprzejmosci dr hab. E. Szponar Kli-
nika Choréb Blony Sluzowej Jamy Ustnej UM Poznan)
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RyciNA 1.4: Stomatopatia protetyczna III°. Na podniebieniu widoczne zmiany
rumieniowe z brodawkujaca powierzchnia. (Fot. Dzieki uprzejmosci dr hab.
E. Szponar Klinika Choréb Blony Sluzowej Jamy Ustnej UM Poznan)

RyciNa 1.5: Pod plyta protezy calkowitej w szczece widoczne biale zmiany z
ostrym zakazeniem Candidaspp. (Fot. Dzieki uprzejmosci dr hab. E. Szponar
Klinika Choréb Blony Sluzowej Jamy Ustnej UM Poznan)



Rozdzial 2

Cel pracy

Celem pracy jest ocena sktadu jakosciowego oraz lekowrazliwosci grzybow droz-
dzopodobnych izolowanych z jamy ustnej pacjentéw uzytkujacych aparaty orto-

dontyczne i ruchome protezy plytowe.

Dla realizacji powyzszego celu wykonano nastepujace zadania czastkowe:

1. Dokonanie oceny czestosci wystepowania i sktadu jakosciowego grzybow droz-
dzopodobnych z rodzaju Candida zasiedlajacych blone sluzowa jamy ustnej
uzytkownikéw ruchomych uzupetnien protetycznych oraz uzytkownikéw apa-

ratéw ortodontycznych.

2. Ocene aktywnosci enzyméw hydrolitycznych wyizolowanych szczepéw grzy-
bow drozdzopodobnych jako gtownej determinanty patogennosci oraz okre-

Slenie ich lekowrazliwosci wobec powszechnie stosowanych antymikotykdéw.

3. Wykazanie zaleznosci pomiedzy uzytkowaniem protez ruchomych lub apara-
tow ortodontycznych, a czestoscia wystepowania grzyboéw drozdzopodobnych

z rodzaju Candida na blonach sluzowych jamy ustnej.

4. Ocene aktywnosci enzymatycznej szczepow C. albicans u dzieci i dorostych
oraz wykazanie zalezno$ci pomiedzy wiekiem pacjenta a aktywnoscia enzy-

mow hydrolitycznych.

30
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5. Poréwnanie pomiedzy grupami badanymi aktywnosci enzymatycznej szcze-

pow Candida jako gtownej determinanty patogennosci szczepu.



Rozdzial 3

Material 1 metody

Badanie przeprowadzono jako ,,case control study”.

Prace pod wzgledem metodologicznym przygotowano przy wspolpracy Zaktadu
Mikologii Lekarskiej i Dermatologii oraz Kliniki Choréb Blony Sluzowej Jamy Ust-

nej Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

3.1 Charakterystyka badanej populacji

Do badania wlaczono 300 oséb. Stanowili oni dwie odrebne wiekowo grupy:

e 100 dorostych powyzej 18 r.z uzytkujacych ruchome uzupelnienia protetyczne

i 50 w grupie kontrolnej oraz

e 100 dzieci ponizej 18 r.z. uzytkujacych ruchome aparaty ortodontyczne i 50

w grupie kontrolnej oséb zdrowych ponizej 18 r.z.
W grupie dorostych wyodrebniono 3 podgrupy:

1. Grupa badana BPZ — uzytkownicy ruchomych uzupemien protetycznych

z obecno$cia zmian zapalnych w obrebie jamy ustnej — 50 oséb.

32
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2. Grupa badana BP — uzytkownicy ruchomych uzupetnien protetycznych bez

obecnosci zmian zapalnych w obrebie jamy ustnej — 50 oséb.

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

zmian zapalnych w obrebie jamy ustnej — 50 oséb.

W grupie dzieci wyodrebniono 3 podgrupy:

1. Grupa badana BAZ — uzytkownicy ruchomych aparatéw ortodontycznych

z obecno$cia zmian zapalnych w obrebie jamy ustnej — 50 oséb.

2. Grupa badana BA — uzytkownicy ruchomych aparatow ortodontycznych

bez obecnosci zmian zapalnych w obrebie jamy ustnej — 50 0séb.

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

zmian zapalnych w obrebie jamy ustnej — 50 oséb.

3.1.1 Grupa badana uzytkownikéw ruchomych uzupeien
protetycznych z obecnoscia zmian zapalnych w obre-

bie jamy ustnej

Grupe badana uzytkownikéw ruchomych uzupetien protetycznych z obecnodcia
zmian zapalnych w obrebie jamy ustnej stanowito 50 chorych przyjetych na bada-
nie mikologiczne w Zakladzie Mikologii Lekarskiej i Dermatologii UM w Poznaniu
po uprzedniej konsultacji w Klinice Choréb Blony Sluzowej Jamy Ustnej UM w Po-

znaniu.

3.1.1.1 Kryteria wlaczenia

e Posiadanie ruchomej protezy akrylowe;.

e Chorzy, u ktéorych wystepowaly subiektywne objawy kliniczne w obrebie

jamy ustnej takie jak: pieczenie, uporczywy palacy bél, utrata smaku.
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e Obecnos¢ aktywnych zmian zapalnych w obrebie jamy ustnej klasyfikowa-
nych w Klinice Choréb Blony Sluzowej Jamy Ustnej UM w Poznaniu jako
stomatopatia protetyczna I°, II° lub III°.

3.1.1.2 Kiryteria wylaczenia

e Wiek nizszy niz 18 lat ze wzgledu na dobdr grup wiekowych z zachowaniem

proporcji pici i porownywalnosci wieku.

e Osoby chorujace na choroby przewlekle stanowiace grupy ryzyka infekcji
Candida, takie jak: cukrzyca, nowotwory, choroby zwiazane z zaburzeniami

funkcji uktadu immunologicznego.

e Pacjenci przyjmujacy leki wewnetrzne lub zewnetrzne mogace wplywaé na
stan odpornosci organizmu (leki immunosupresyjne, kortykosteroidy, cyto-

statyki, antybiotyki).

e Chorzy stosujacy zewnetrzne leki przeciwgrzybicze 7-10 dni przed badaniem
mikologicznym oraz ogdlne leki przeciwgrzybicze w okresie 3 miesiecy po-

przedzajacych badanie mikologiczne.

3.1.2 Grupa badana uzytkownikéw ruchomych uzupemien
protetycznych bez obecnosci zmian zapalnych w ob-

rebie jamy ustnej

Grupe uzytkownikéw ruchomych uzupelnien protetycznych bez obecno$cia zmian
zapalnych w obrebie jamy ustnej stanowito 50 chorych przyjetych do badan mi-
kologicznych w Zaktadzie Mikologii Lekarskiej i Dermatologii UM w Poznaniu po
uprzedniej konsultacji w Klinice Choréb Blony Sluzowej Jamy Ustnej UM w Po-

znaniu.
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3.1.2.1 Kryteria wlaczenia

e Posiadanie ruchomej protezy akrylowej.

e Chorzy, u ktorych nie wystepowaly subiektywne objawy kliniczne w obrebie

jamy ustnej takie jak: pieczenie, palacy bol, utrata smaku.

e Brak aktywnych zmian zapalnych w obrebie jamy ustnej. Oceny kliniczne;j

dokonano w Klinice Choréb Blony Sluzowej Jamy Ustnej UM w Poznaniu.

3.1.2.2 Kryteria wylaczenia

e Wiek nizszy niz 18 lat ze wzgledu na doboér grup wiekowych z zachowaniem

proporcji plci i porownywalnosci wieku

e Osoby chorujace na choroby przewlekle stanowiace grupy ryzyka infekcji
Candida, takie jak: cukrzyca, nowotwory, choroby zwiazane z zaburzeniami

funkcji uktadu immunologicznego.

e Pacjenci przyjmujacy leki wewnetrzne lub zewnetrzne mogace wplywaé na
stan odpornosci organizmu (leki immunosupresyjne, kortykosteroidy, cyto-

statyki, antybiotyki).

e Chorzy stosujacy zewnetrzne leki przeciwgrzybicze 7-10 dni przed badaniem
mikologicznym oraz ogolne leki przeciwgrzybicze w okresie 3 miesiecy po-

przedzajacych badanie mikologiczne.

e Pacjenci, u ktérych wystepowala potwierdzona badaniem mikologicznym

grzybica o innej niz jama ustna lokalizacji.

3.1.3 Grupa kontrolna dorostych oséb zdrowych

Grupe kontrolna dorostych oséb zdrowych stanowito 50 oséb w dobrym stanie kli-

nicznym. Pacjenci ci byli rekrutowani z ogdlnej populacji oséb bioracych udziat
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w akcji profilaktycznej w zakresie grzybic skory i paznokci prowadzonej przez Za-
kitad Mikologii Lekarskiej i Dermatologii UM w Poznaniu. U wyzej wymienio-
nych oséb wykonano diagnostyke mikologiczna w kierunku grzybicy dermatofito-

wej skory i paznokci palcow stép — uzyskano wynik negatywny.

3.1.3.1 Kiryteria wlaczenia
e Wiek powyzej 18 lat.

e Osoby, ktore nie posiadaty zadnych uzupelien protetycznych w jamie ustne;j
i odznaczaly sie catkowitym stalym uzebieniem, dopuszczajac brak 1-4 zebow

w zuchwie i szczece lacznie.

e Osoby, u ktorych aktualnie nie stwierdzono zmian klinicznych w obrebie

btony sluzowej jamy ustne;j.

e Osoby aktualnie zdrowe z ujemnym wywiadem w kierunku choréb przewle-
ktych (cukrzyca, nowotwory, choroby zwiazane z zaburzeniami funkcji uktadu

immunologicznego).

e Osoby nie leczone lekami przeciwgrzybiczymi, steroidami i antybiotykami

w czasie ostatnich 3 miesiecy.

e Osoby z wynikiem negatywnym badan mikologicznych w kierunku grzybicy

skory i paznokci stop.

3.1.4 Grupa badana dzieci leczonych ortodontycznie z obec-

noscia zmian zapalnych w jamie ustnej

Grupe badana dzieci leczonych ortodontycznie z obecnoscia zmian zapalnych w
jamie ustnej stanowito 50 chorych przyjetych na badanie mikologiczne w Zakladzie
Mikologii Lekarskiej i Dermatologii UM w Poznaniu po uprzedniej konsultacji

w Specjalistycznym Gabinecie Ortodontycznym.
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3.1.4.1 Kryteria wlaczenia

e Posiadanie ruchomego aparatu ortodontycznego czynnosciowego (biomecha-
nicznego) aktywatory pobudzajace mie$nie typu monoblok lub czynnego apa-

ratu mechanicznego — plytki Schwarza.

e Chorzy, u ktorych wystepowaly subiektywne objawy kliniczne w obrebie

jamy ustnej takie jak: pieczenie, uporczywy palacy bél, utrata smaku.

e Obecno$¢ aktywnych zmian zapalnych w obrebie jamy ustnej klasyfikowa-

nych w Specjalistycznym Gabinecie Ortodontycznym.

e Osoby, ktére przed rozpoczeciem leczenia ortodontycznego w obrebie zebdw

szczeki oraz zuchwy nie posiadaty ubytkow préchniczych.

e Kontrola stomatologiczna stanu jamy ustnej pod katem powstawania nowych

ubytkéw préchniczych podczas leczenia ortodontycznego.

3.1.4.2 Kryteria wylaczenia

e Wiek powyzej 18 lat ze wzgledu na dobdér grup wiekowych z zachowaniem

proporcji plci i porownywalnosci wieku.

e Osoby chorujace na choroby przewlekle stanowiace grupy ryzyka infekcji
Candida, takie jak: nowotwory, cukrzyca, choroby zwiazane z zaburzeniami

funkcji uktadu immunologicznego.

e Chorzy przyjmujacy leki wewnetrzne lub zewnetrzne mogace wpltywaé na
stan odpornosci organizmu (antybiotyki, leki immunosupresyjne, kortyko-

steroidy, cytostatyki).

e Pacjenci stosujacy zewnetrzne leki przeciwgrzybicze 7-10 dni przed bada-
niem mikologicznym oraz ogdlne leki przeciwgrzybicze w okresie 3 miesiecy

poprzedzajacych badanie mikologiczne.
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3.1.5 Grupa badana dzieci leczonych ortodontycznie bez

zmian zapalnych w jamie ustnej

Grupe badana dzieci leczonych ortodontycznie bez zmian zapalnych w jamie ustne;j
stanowito 50 chorych przyjetych do badan mikologicznych w Zaktadzie Mikologii
Lekarskiej i Dermatologii UM w Poznaniu po uprzedniej konsultacji w Specjali-

stycznym Gabinecie Ortodontycznym.

3.1.5.1 Kiryteria wilaczenia

e Posiadanie ruchomego aparatu ortodontycznego czynnosciowego (biomecha-
nicznego), aktywatory pobudzajace miesnie typu monoblok lub czynnego

aparatu mechanicznego—plytki Schwarza.

e Chorzy, u ktorych nie wystepowaly subiektywne objawy kliniczne w obrebie

jamy ustnej takie jak: pieczenie, palacy bol, utrata smaku.

e Brak aktywnych zmian zapalnych w obrebie jamy ustnej. Oceny klinicznej

dokonano w Specjalistycznym Gabinecie Ortodontycznym.

e Kontrola stomatologiczna stanu jamy ustnej pod katem powstawania nowych

ubytkéw prochniczych w trakeie trwania leczenia ortodontycznego.

3.1.5.2 Kryteria wylaczenia

e Wiek powyzej 18 lat ze wzgledu na dobdér grup wiekowych z zachowaniem

proporcji pici i porownywalnosci wieku.

e Osoby chorujace na choroby przewlekle stanowiace grupy ryzyka infekcji
Candida, takie jak: nowotwory, cukrzyca, choroby zwiazane z zaburzeniami

funkcji uktadu immunologicznego.

e Chorzy przyjmujacy leki wewnetrzne lub zewnetrzne mogace wplywaé na
stan odpornosci organizmu (antybiotyki, leki immunosupresyjne, kortyko-

steroidy, cytostatyki).
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e Pacjenci stosujacy zewnetrzne leki przeciwgrzybicze 7-10 dni przed bada-
niem mikologicznym oraz ogdlne leki przeciwgrzybicze w okresie 3 miesiecy

poprzedzajacych badanie mikologiczne.

e Osoby, ktore przed rozpoczeciem leczenia ortodontycznego w obrebie szczeki

oraz zuchwy posiadaly ubytki prochnicze.

3.1.6 Grupa kontrolna dzieci zdrowych

Grupe kontrolna dzieci zdrowych stanowito 50 os6b w dobrym stanie klinicznym.
Pacjenci ci byli rekrutowani z ogdlnej populacji oséb zgtaszajacych sie do Po-
radni Ortodontycznej celem diagnostyki oraz ewentualnego rozpoczecia leczenia
wad zgryzu za pomoca aparatow ortodontycznych. Material do badan mikologicz-
nych byl pobierany na pierwszej wizycie poprzedzajacej zalozenie aparatu orto-

dontycznego.

3.1.6.1 Kryteria wilaczenia
e Wiek ponizejl8 lat.

e Osoby, ktore nie uzytkowaly aparatéow ortodontycznych statych i ruchomych

w jamie ustnej.

e Osoby, u ktorych aktualnie nie stwierdzono ubytkéw préochniczych w obrebie

zebow szczeki i zuchwy.

e Osoby, u ktorych aktualnie nie stwierdzono zmian klinicznych w obrebie

btony sluzowej jamy ustne;j.

e Chorzy, u ktorych nie wystepowaty subiektywne objawy kliniczne w obrebie

jamy ustnej takie jak: pieczenie, uporczywy palacy bél, utrata smaku.

e Osoby aktualnie zdrowe z ujemnym wywiadem w kierunku choréb przewle-
ktych (cukrzyca, nowotwory, choroby zwiazane z zaburzeniami funkcji uktadu

immunologicznego).
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TABELA 2: Opis grup utworzonych w badaniu

Grupa Proteza Zmiany Objawy Choroby  Préchnica Wiek
/aparat zapalne subiek- ogdlno- (lata)
tywne ustrojowe
BPZ + + + - - >18
BP + - - - - >18
KP - - - - - >18
BAZ + + + - - <18
BA + - - - - <18
KA - - - - - <18
BPZ — grupa uzytkownikéw protez ze zmianami zapalnymi jamy ustnej, BP — grupa

uzytkownikéw protez bez zmian zapalnych jamy ustnej, KP — grupa kontrolna dorostych,
BAZ — grupa uzytkownikéw aparatéw ortodontycznych ze zmianami zapalnymi jamy ustnej,
BA — grupa uzytkownikéw aparatéw ortodontycznych bez zmian zapalnych jamy ustnej,

KA — grupa kontrolna dzieci.

e Osoby nie leczone lekami przeciwgrzybiczymi, steroidami i antybiotykami

w czasie ostatnich 3 miesiecy.

3.2 Zgoda na badanie

Wszystkie osoby badane zostaly poinformowane o zasadach i celu prowadzenia

badania oraz zostaly zakwalifikowane po wyrazeniu zgody na udzial w nim. W

przypadku oséb maloletnich zgode uzyskano od ich prawnego opiekuna (matka,

ojciec). Protokdt badania uzyskal wczesniejsza zgode Komisji Bioetycznej przy

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

667,06).

3.3 Zakres badan

3.3.1 Badanie kliniczne

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

zostali rutynowemu badaniu klinicznemu, ktére obejmowalo:
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1. Badanie podmiotowe, ze szczegdlnym uwzglednieniem przebiegu i objawéw

choroby, czynnikow ryzyka zakazenia Candida oraz choréb wspolistniejacych.

2. Badanie przedmiotowe z ocena stanu blony sluzowej jamy ustnej. Badania
kliniczne zostaly wykonane przez wykwalifikowany personel Kliniki Choréb
Blony Sluzowej Jamy Ustnej UM w Poznaniu oraz Specjalistyczny Gabinet
Ortodontyczny.

3.3.2 Pobieranie materialu

U wszystkich zakwalifikowanych do badania chorych pobrano wymazy z blon slu-
zowych jamy ustnej. Material pobrano za pomoca jalowej wymazowki zwilzonej
fizjologicznym roztworem NaCl 0,9%. W braku mozliwosci wykonania bezposred-
niego posiewu na podtoza mikologiczne wymazy byly pobierane za pomoca wyma-
zowek ze standardowym podlozem transportowym, po uprzednim zwilzeniu NaCl
0,9%, i w okresie do 4 godzin od pobrania posiewane na podloze do diagnostyki
mikologicznej. Wymazy byly pobierane w godzinach rannych, na czczo, po 12 go-
dzinach od ostatniego standardowego mycia zebow. Material pobierano z trzech

miejsc:
1. wymaz z powierzchni grzbietowej jezyka,

2. wymaz z podniebienia,

3. wymaz z powierzchni wewnetrznej policzkow lub w zaleznosci od grupy ba-

danej z powierzchni podniebiennej protezy lub aparatu ortodontycznego.

3.3.3 Badanie mikologiczne

Dotyczylo izolacji i identyfikacji patogenu, oznaczenia aktywnosci enzymatycznej
wyhodowanych szczepow grzybéw drozdzopodobnych oraz oznaczenia ich lekow-

razliwodci in vitro.
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RyciNaA 3.1: Wazrost kolonii C. albicans na podlozu Sabouraud dextrose agar
z chloramfenikolem

1. Ocena mikroskopowa preparatu bezposredniego niebarwionego i barwionego

metoda Grama.

2. Hodowla in vitro na podlozu Sabourauda (GRASO) o sktadzie 4% glukozy,
1% peptonu, 1,8% agaru, pH podloza wynosilo 5,6. Dodatkiem do podloza
byt chloramfenikol. Hodowle prowadzono 24-72 godziny w temperaturze
37°C. Nastepnie kontynuowano hodowle przez 14 dni w temperaturze 25°C

w celu izolacji ewentualnej flory plesniowe;.

Identyfikacje grzybow z rodzaju Candida przeprowadzono za pomoca standar-
dowych podlozy chromogennych ,ChromAgar Candida” (GRASO) a w dalszym
etapie z uzyciem standardowych testow ID 32 C firmy bioMérieux. Opieraja sie
one na ocenie zdolnosci przyswajania wegla przez grzyby z rodzaju Candida. Do
oceny wynikoéw stosowana byla baza danych firmy bioMérieux pozwalajaca na
ocene grzybéw zaréwno z rodzaju Candida, jak i Cryptococcus, Geotrichum, Rho-
dotorula, Saccharomyces, Sporobolomyces i Trichosporon. Przeprowadzenie testu

wymaga:
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RyciNA 3.2: Wazrost kolonii C. parapsilosis na podlozu Sabouraud dextrose
agar z chloramfenikolem

1. Przygotowania zawiesiny kolonii grzybéw z podloza Sabourauda w wodzie
destylowanej o gestosci 2 w skali McFarland (gestosé zawiesiny oceniono za

pomoca densytometru).
2. Dodania 250 pl zawiesiny grzybow do C Medium i delikatnego wymieszania.

3. Dodania 1351l z ,C Medium” do kazdej studzienki paska testowego, przy-
krycie pokrywa.

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

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

3.3.4 Ocena aktywnosci enzymatycznej za pomoca testu

API ZYM firmy bioMérieux

Badanie aktywnosci hydrolitycznej za pomoca testu API ZYM firmy bioMérieux
jest polilosciowa mikrometoda, pozwalajaca na okreslenie aktywnosci hydrolitycz-

nej m.in. grzybéw drozdzopodobnych. Zawiera substraty stuzace do identyfikacji
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19 hydrolaz. Oceniane enzymy i ich substraty przedstawiono w tabeli [3]

Do badania uzyto szczepy Candida z 24-godzinnej hodowli. Z tych szczepéw
przy uzyciu densytometru przygotowano zawiesing w wodzie destylowanej, o ge-
stosci 5 w skali McFarlanda. 65 pl tej zawiesiny przenoszono do miseczek paskow
testu ,,API ZYM”. Paski nakrywano pokrywka i inkubowano w temperaturze 37°C
przez 4 godziny. Po inkubacji dodano po 1 kropli ,ZYM A” (o skladzie: tri-
hydroksymetyl-amino-metan 15 g, kwas chlorowodorowy 21 ml, siarczan laurowy
10 g, woda destylowana do 100 ml) oraz ,ZYM B” (o skladzie: 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 wedlug intensywnosci skali
barwnej. Zgodnie z zaleceniem producenta stosowano skale 6-stopniowa (od 0 do
5 stopni): 0 — Onmol, 1 — 5nmol, 2 — 10nmol, 3 — 20 nmol, 4 — 30nmol, 5 —

powyzej 40 nmol. Przyjete przedzialy nasilenia reakcji:
o (sr< 2) — aktywnosé niska,

e (2 < ér < 3) — aktywnos¢ érednia,

e ($r > 3) — aktywnos¢ wysoka.

3.3.5 Ocena biotypu C. albicans na podstawie aktywnosci

enzymatycznej

Postugujac si¢ wytycznymi opisujacymi biotypy szczepéw C. albicans na podstawie
aktywnosci pieciu enzyméw hydrolitycznych postanowiono okresli¢ wystepowanie
nastepujacych biotypow C. albicans:

e A-H opisane przez Williamsona [5§],

e [-J opisane przez Kurnatowska i Kurnatowskiego [59],

e O-T opisane przez Krajewska-Kutak et al. [109)].
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3.3.6 Oznaczanie lekowrazliwosci in wvitro grzybéw z ro-

dzaju Candida

Oznaczenie lekowrazliwosci przeprowadzono metoda dyfuzyjno-krazkowa na pod-
lozu YNB (Yeast Nitrogen Base) wg. metodyki producenta. Oznaczono wrazliwosé
wyizolowanych grzybéw z rodzaju Candida na 10 podstawowych antymikotykdéw:
amfoterycyna-B, 5-fluorocytozyna, nystatyna, pimarycyna, klotrimazol, mikona-
zol, ketokonazol, tiokonazol, flukonazol, itrakonazol. Badanie przeprowadzono
metoda dyfuzyjno-krazkowa ze wzgledu na mozliwo$¢ oznaczenia lekowrazliwosci
nystatyny — najczesdciej stosowanej w stomatologii. Réwnoczesnie prowadzono

ocene lekowrazliwosci za pomoca 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-naftylomaslan

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 a-chymotrypsyna N-glutarylo-fenyloalanino-2-naftyloamid
E10 Fosfataza kwasna 2-naftylofosforan
E11 Fosfohydrolaza naftolowa-AS-BI  Naftolo-AS-Bl-fosforan
E12  «-galaktozydaza 6-Br-2-naftylo-a-D-galaktopiranoza
E13 [-galaktozydaza 2-naftylo-4-D-glukopiranoza
E14 [-glukuronidaza Naftolo-AS-BI- g-D-glukuronid
E15  a-glukozydaza 2-naftylo-a-D-glukopiranoza
E16 [-glukozydaza 6-Br-2-naftylo- -D-glukopiranoza
E17 N-acetyl-3-glukozaminidaza 1-naftylo-N-acetylo-3-glukozyloamid
E18 a-mannozydaza 6-Br-2-naftylo-a-mannopyranozydaza

E19 a-fukozydaza 2-naftylo-a-L-fukopiranoza
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RyciNA 3.3: Oznaczenie lekoopornosci grzybéw drozdzopodobnych metoda
Fungitest (Bio-Rad)

3.3.7 Analiza statystyczna

Do analizy statystycznej wykorzystano program Statistica 6.0 PL dla Windows
firmy StatSoft Inc. Wartosci obliczane dla zmiennych na skalach interwalowych
przedstawiono jako $rednia arytmetyczna z odchyleniem standardowym (SD). Ana-
lize poréwnawcza miedzy cechami na skali ordynalnej przeprowadzono za pomoca
testu U Manna-Whitneya. Do oceny zaleznosci zmiennych okreslonych na skalach
nominalnych uzyto testu Chi2. Za znamienne statystycznie przyjeto zmiany przy

poziomie istotnosci p < 0,05.
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Wyniki

4.1 Charakterystyka badanej grupy

4.1.1 Opis liczebnosci i demografia pacjentow

Badaniem objeto 300 pacjentéw, w tym 189 kobiet i 111 mezczyzn. Tabela[d] przed-
stawia Srednie wartosci wieku dla kazdej z grup utworzonych zgodnie z zalozeniami

okreslonymi w metodologii w rozdziale [3.1]

TABELA 4: Charakterystyka wieku w poszczegdlnych grupach badanych

Grupa n Srednia

Pacjenci stosujacy plytki protetyczne, z obecnoscia zmian za- 50 65,1 £ 10,8

palnych w jamie ustnej
Pacjenci stosujacy plytki protetyczne, bez zmian zapalnych 50 64,6 £ 12,4

w jamie ustnej

Pacjenci nie stosujacy protez 50 62,9 £ 13,2
Pacjenci stosujacy aparaty ortodontyczne, z obecnoscia zmian 50 10,9 + 1,8
zapalnych w jamie ustnej

Pacjenci stosujacy aparaty ortodontyczne, bez zmian zapal- 50 10,6 + 1,8
nych w jamie ustnej

Pacjenci nie stosujacy aparatéw ortodontycznych 50 9,1+£2

47
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4.1.2 Weryfikacja dopasowania grup kontrolnych pod wzgle-

dem plci i wieku

Grupa badana pacjentow z protezami ptytowymi nie réznita sie istotnie pod wzgle-
dem wieku (p = 0,3602) i plci (p = 0,0947) od grupy kontrolnej pacjentéw zdro-
wych. W grupie dzieci stosujacych aparaty i odpowiadajacej jej grupie kontrolnej
takze nie byto istotnych réznic pod wzgledem plci (p = 0,8607). Biorac pod uwage
wiek — dzieci w grupie badanej byly statystycznie istotnie starsze o Srednio rok
wzgledem grupy kontrolnej (p < 0,0001). Powyzsze poréwnania ilustruje tabela
bl Rycina pokazuje na wykresie skrzynkowym réznice wieku pomiedzy wspo-

mnianymi grupami.

TABELA 5: Charakterystyka wieku w grupie mezczyzn i kobiet

Grupa n  Srednia i SD
Ogétem

Kobiety 189 38,8 £ 27,9
Mezczyzni 111 34,5 4+ 29,2
Dorogli

Kobiety 102 63,2 £ 11,9
Mezczyzni 48 66,4 + 12,5
Dzieci

Pte¢ zenska 87 10,2 £+ 2
Pte¢ meska 63 10,1 £+ 2,1
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RyciNA 4.1: Wiek dzieci grup badanych, leczonych ortodontycznie i grupy
kontrolnej
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4.2 QOkreslenie grup o zwiekszonym odsetku po-

zytywnych hodowli

Z pobranych do badania prébek, z jezyka, podniebienia oraz (zaleznie od bada-
nej grupy) aparatu ortodontycznego lub plytki protetycznej czy tez policzka (u
pacjentéw grupy kontrolnej) wyhodowano 404 pozytywnych preparatéw co stano-
wilo 44,89% wszystkich pobranych prébek. Tabela [6] przedstawia wartosé p testu
Chi? dla pozytywnych hodowli w okreslonych grupach.

Réznice istotne statystycznie w ilosci pozytywnych hodowli byly obserwowane
miedzy grupami badanymi i kontrolnymi bez wzgledu na miejsce pobrania ma-
terialu. Grupa stosujaca aparaty ortodontyczne, podobnie jak grupa stosujaca
protezy plytowe znacznie czesciej miala pozytywne wyniki hodowli prébek pobra-

nych z jamy ustnej niz pacjenci z odpowiedniej grupy kontrolne;j.

Mozna zauwazy¢, ze nie obserwowano istotnych réznic w czestosci wystepowa-
nia pozytywnych hodowli miedzy grupa dzieci i dorostych. Podobnie — miedzy
grupami kobiet i mezczyzn takze nie bylo istotnych roznic. Dalsza analiza tych

obserwacji znajduje sie w sekeji [4.2.1]

TABELA 6: Istotnos¢ statystyczna w poszczegdlnych hipotezach dla pozytywnych i nega-
tywnych hodowli w zaleznosci od miejsca pobrania materiatu

Poréwnanie w grupie: Jezyk Podniebienie Aparat, proteza lub policzek
dzieci i dorostych 0,105 0,4841 0,9077

kobiet i mezczyzn 0,7975 0,3625 0,4449

stosujacej aparat i kontroli ~ 0,0003 0,0005 0

stosujacej protezy i kontroli 0,013 0,0045 0,0031

Wszystkie wartosci ,,p” podane w tabeli obliczone sa za pomoca testu Chi?.



Rozdziat 4. Wynik:

4.2.1

nych

W tabeli [7] uwidoczniono relatywne wartosci pozytywnych hodowli grzybiczych
u pacjentow w poszczegolnych grupach. Nie zaobserwowano istotnych réznic w gru-
pach dzielonych wedlug plci i wieku, lecz w grupach badanych istotnie czesciej
wystepowaly pozytywne hodowle niz w odpowiadajacych im grupach kontrolnych.

Grupy badane rozumiano w tym ujeciu bez rozréznienia na obecnos¢ zmian zapal-

nych czy tez ich brak w jamie ustnej.

Pozytywne hodowle w grupach badanych i kontrol-

TABELA 7: Relatywne czesto$ci wystepowania pozytywnych hodowli mikolo-
gicznych u pacjentéw okreslonych grup z uwzglednieniem miejsca pobrania ma-

teriahu.
Grupa wiekowa Dorosli Dzieci
51,33% 41,33%
Plec¢ Kobiety Mezczyzni
Jezyk 45.5% 47.75%
Pacjenci z ap. ortodontycznymi Badana Kontrolna
52% 20% *
Pacjenci z pt. protetycznymi Badana Kontrolna
59% 20% *
Grupa wiekowa Dorosli Dzieci
45,33% 40,67%
Pteé Kobiety Mezczyzni
Podniebienie 40,74% 46,85%
Pacjenci z ap. ortodontycznymi Badana Kontrolna
51% 20% *
Pacjenci z pt. protetycznymi Badana Kontrolna
54% 28% *
Grupa wiekowa Dorosli Dzieci
46% 44.67%
Plec¢ Kobiety Mezczyzni
Aparat/proteza 43,39% 48,65%
Pacjenci z ap. ortodontycznymi Badana Kontrolna
61% 12% *
Pacjenci z pt. protetycznymi Badana Kontrolna
55% 28% *

*W ostatniej kolumnie symbolem gwiazdki okre$lono, ktére réznice czestosci
w okreslonych grupach sg istotne statystycznie
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Najbardziej prominentne réznice obserwowano w grupie dzieci. Te ktore sto-
sowaly aparaty ortodontyczne mialy istotnie czesciej pozytywne hodowle mikolo-

giczne.

4.2.2 Poréwnanie obecnosci pozytywnych hodowli w gru-

pach z zapaleniami jamy ustnej lub ich brakiem

Poréwnujac grupe pacjentow posiadajacych przewlekle ciala obce w jamie ustnej
wydzielono dwie grupy: z obecnoscia zmian zapalnych w jamie ustnej i bez makro-
skopowo widocznych zmian zapalnych w jamie ustnej. W poréwnaniu tym zauwa-
zono, iz istotnie czesciej w grupie pacjentow z widocznymi zmianami zapalnymi
obserwowano pozytywne wyniki hodowli preparatéw pobranych zaréwno z jezyka
(p = 0,0044), z podniebienia (p = 0,0474) jak i ciala obcego (p = 0,0003). Tabela
ilustruje rozklad obserwowanych wartosci w okreslonych grupach badanych.
TABELA 8: Czestos¢ wystepowania pozytywnych hodowli prébek pobranych

z ciata obcego w zaleznosci od obecnosci zmian zapalnych w jamie ustnej pa-
cjenta

Brak zmian zapalnych Zmiany zapalne obecne

Hodowla negatywna o7 30
Hodowla pozytywna 45 71

Poréwnano réwniez wystepowanie liczby odrebnych szczepéw obserwowanych
w pozytywnych hodowlach. Probki pobrane od pacjentéw z zapaleniami w ja-
mie ustnej istotnie czesciej w hodowli prezentowaly flore mieszana skladajaca sie
z wiecej niz jednego organizmu sprawczego (p = 0,0002). W tabeli [9] zilustrowano
rozklad wielowalentnych hodowli (w sumie 26 incydentéw) u pacjentéw z grupy

badanej w zaleznosci od obserwowanych zmian zapalnych w jamie ustnej.
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TABELA 9: Czestos¢ wystepowania w hodowli wielu szczepow grzybdéw chorobo-
tworczych izolowanych od pacjenta w zaleznosci od obecnosci zmian zapalnych
w jamie ustnej pacjenta.

Brak zmian zapalnych Zmiany zapalne obecne

Pojedynczy szczep 53 53
2 lub wiecej szczepoéw 2 24

4.3 Czestos¢ wystepowania w hodowli poszcze-
goélnych gatunkéw grzybow drozdzopodob-

nych

W badaniu 300 pacjentéw u 139 rozpoznano co najmniej jeden gatunek grzyba
chorobotwoérczego w hodowli preparatéw pobranych z trzech miejsc w jamie ustne;j.

Innymi stowy nosicielami grzybéw drozdzopodobnych byto 46,33% pacjentéw.

Badaniem mikologicznym, poprzez hodowle kolonii, rozpoznano 9 réznych ga-
tunkéw grzybow chorobotworczych. Najczesciej rozpoznawanym grzybem byt
C. albicans (128) i stanowil 78,53% wszystkich pozytywnych rozpoznaii miko-
logicznych. Opis czestosci rozpoznanych gatunkéw grzybéw drozdzopodobnych

znajduje sie w tabeli

TABELA 10: Liczba rozpoznanych gatunkéw grzybow w hodowli mikologicznej
u wszystkich pacjentéw objetych badaniem.

Gatunek Liczba rozpoznan Frakcja pozytywnych rozpoznan*
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 niektérych pacjentéw rozpoznano wiecej niz jeden szczep grzyba (zob.

sekcje [4.4)).
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Preparaty, ktorych hodowla wykazata obecno$é dwoch szczepow opisano w sekeji

4.4

4.3.1 Wystepowanie C. albicans

C. albicans rozpoznano u 128 pacjentéw. Nie wykazano istotnych réznic w wy-
stepowaniu C. albicans u dzieci i dorostych (p = 0,7262). W grupie plci meskie;
i zeniskiej (bez uwzglednienia kryterium réznicujacego — wieku) takze rozklad po-
zytywnych prébek pod wzgledem wyhodowania C. albicans byl podobny (p =
0,6049). Dopiero kiedy podzielono te grupe na dzieci i dorostych zauwazono,
ze u dziewczynek C. albicans hodowano istotnie rzadziej niz u chlopcéw (p =

0,0034).

Poréwnujac grupy badane (czyli zaréwno pacjentéw stosujacych protezy jak
i aparaty ortodontyczne, bez rozréznienia na wystepowanie zmian zapalnych) z gru-
pami kontrolnymi zaobserwowano, iz istotnie czesciej C. albicans rozpoznawano
u pacjentéw z grup badanych niz tych z grup kontrolnych (p = 0,00002). Miedzy
grupami badanymi takze wystepowaly istotne réznice. Zaréwno w grupie stosu-
jacej aparaty ortodontyczne (p = 0,0013) jak i stosujacej protezy (p = 0,0089)
stwierdzono istotnie czestsze wystepowanie C. albicans w hodowli probek pobra-

nych z trzech miejsc w jamie ustnej.

W grupie pacjentéw z klinicznymi objawami zapalenia w jamie ustnej stosu-
jacych aparaty ortodontyczne znacznie czesciej obserwowano pozytywne wyniki
hodowli C. albicans (p = 0,0164). Podobnie bylo w grupie pacjentéw stosujacych
protezy plytkowe (p = 0,0093).

4.4 Zakazenia wielowalentne

U 33 pacjentéw opisano wiecej niz jeden grzyb chorobotwoérczy w hodowli, co

stanowito 11% wszystkich pacjentéw lub 23,74% pozytywnych rozpoznan (wartosé
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opisana w rozdziale [£.3). W grupie tej bylo 18 (54,55%) kobiet i 15 (45,45%)

mezczyzn.

Réwniez 14 dorostych i 19 dzieci uzyskalo wyniki hodowli prébek informujace

o zakazeniu wieloma szczepami.

Najczesciej wystepujaca para grzybow chorobotwoérczych w probkach z jezyka,
podniebienia i cial obcych byta C. albicans z C. glabrata, ktéra to wystapita u 8

pacjentow.

4.5 Analiza opornosci grzybéw na leki przeciw-

grzybicze

Zbadano jaka wrazliwos¢ na hodowle w obecnosci lekéw przeciwgrzybiczych wyka-
zywaly poszczegdlne gatunki grzybéw izolowanych od pacjentow. Ponizej przed-
stawiono wykresy relatywnych czestosci wrazliwych, sredniowrazliwych i opornych

szczepOw na dany zwiazek chemiczny.

4.5.1 Lekowrazliwos¢ grzybow drozdzopodobnych

Kazda ponizsza rycina przedstawia jaki procent wyhodowanych szczepéw byt wraz-
liwy (skrétowy identyfikator legendy Wr), sredniowrazliwy (skrétowy identyfikator
legendy 5'7“) lub oporny (skrétowy identyfikator legendy Op) na dany lek przeciw-
grzybiczy.

Leki przeciwgrzybicze okreslono skrotami literowymi a ich wyjasnienie, uwzgled-

niajace nazwe miedzynarodowa uzytego sktadnika czynnego, znajduje sie w tabeli

i
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TABELA 11: Opis stosowanych skrétow nazw lekéw w rycinach

Skrét  Nazwa miedzynarodowa srodka leczniczego

Amfoterycyna B
5-fluorocytozyna
Nystatyna
Pimarycyna
Klotrimazol
Mikonazol
Ketokonazol
Tiokonazol
Flukonazol
Itrakonazol

HRzZQYZ e

=
=

4.5.2 Charakterystyka skutecznosci poszczegolnych lekéw

przeciwgrzybiczych

Postanowiono okresli¢ jaki antymikotyk byt skuteczny w hamowaniu wzrostu naj-
wiekszej liczby szczepéw rozpoznanych w badaniu mikologicznym. Rycina
przedstawia ocene skutecznosci wszystkich sprawdzanych preparatéw w inhibicji

wzrostu wszystkich kolonii grzybiczych.

Na rycinie [4.2] zobrazowano jakie frakcje szczepéw grzybéw izolowanych od pa-
cjentéw byly wrazliwe badz oporne na leki przeciwgrzybicze. Warto zauwazy¢,
ze najczesciej, bo az w 93,09% przypadkéw obserwowano hamowanie wzrostu wy-
hodowanych kolonii w obecnosci 5-fluorocytozyny. Roéwniez 84,89% kolonii wy-
kazato wrazliwos¢ na tiokonazol. Najmniej skuteczna okazata sie pimarycyna, na
ktéra 57% wszystkich pobranych szczepéw bylo opornych, a tylko 7,38% oznaczono
jako wrazliwe. Druga najmniej skuteczna substancja okazala si¢ nystatyna. W jej
przypadku 38,34% szczepéw bylo opornych a 25,02% wrazliwych na jej dzialanie.
W dalszej czesdci tej sekcji zostana przedstawione wrazliwosci charakterystyczne

dla poszczegdlnych gatunkow Candida.
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RyciNa 4.2: Wrazliwosé wszystkich szczepdéw 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 Lekowrazliwosé C. albicans

Rycina[4.3|przedstawia jaki procent wyhodowanych szczepéw C. albicans byt wraz-
liwy na zestaw lekéw przeciwgrzybiczych zastosowanych do oznaczenia lekooporno-
$ci. Wynikalo z niego, ze najwiecej (95,92%) szczepéw C. albicans byto wrazliwych

na 5-fluorocytozyne. 7 kolei 58,31% szczepéw byto opornych na pimarycyne.
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RyciNa 4.3: Wrazliwosé 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 — Ttrakonazol
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4.5.2.2 Lekowrazliwosé¢ C. glabrata

W grupie szczepéw C. glabrata wyhodowano 97,62% wrazliwych na 5-fluorocytozyne.
Natomiast 64,29%, 23,81% i 76,19% byto opornych odpowiednio na: pimarycyne,

nystatyne i ketokonazol.

Szczepy C. glabrata odznaczaly sie najwiekszym odsetkiem opornych kolonii na
leki przeciwgrzybicze. 45,95% z nich bylo opornych na jakis lek przeciwgrzybiczy
a kolejne 15,95% byto érednio wrazliwe (zob. rycina .
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RyciNa 4.4: Wrazliwosé 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 Lekowrazliwos¢ C. tropicalis

Szczepy C. tropicalis byly oporne gléwnie na ketokonazol (76,45% wszystkich wy-
hodowanych szczepéw C. tropicalis), pimarycyne (67,28%) oraz nystatyne (55,05%).
Najwieksza wrazliwosé wykazywaly na hodowle w obecnosci 5-fluorocytozyny (88,69%).

Charakterystyke lekowrazliwosci szczepéw C. tropicalis obrazuje rycina [1.5]
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RyciNa 4.5: Wrazliwosé 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 Lekowrazliwosé¢ C. inconspicua

Wzrost C. inconspicua najczesciej byt hamowany przez hodowle w obecnosci tio-
konazolu (w przypadku 95,45% szczepéw). Najmniej skutecznie w ograniczaniu
wzrostu kolonii okazaly sie pimarycyna, nystatyna i 5-flucytozyna (odpowiednio
68,18%), 4,55%, 13,64% opornych szczepéw). Rycina przedstawia lekowrazli-

wos¢ szczepow C. inconspicua.
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RyciNa 4.6: Wrazliwosé 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 Lekowrazliwosé C. krusei

Szczepy C. krusei byly oporne gléwnie na flukonazol (72% wszystkich wyhodowa-
nych szczepéw C. tropicalis), itrakonazol (36%) oraz nystatyne (36%). Najwieksza
wrazliwo$¢ wykazywaty na hodowle w obecnosci mikonazolu (100%) oraz tiokona-

zolu (100%). Na rycinie zilustrowano lekowrazliwos¢ szczepow C. kruses.
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RyciNA 4.7: Wrazliwosé 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 Lekowrazliwos¢ C. parapsilosis

Hodowle rozpoznane jako C. parapsilosis wykazaly sie najwiekszym odsetkiem
szczepOw opornych na pimarycyne i nystatyne. Bylo to odpowiednio 59,09%
1 31,82% wszystkich szczepéw C. parapsilosis. Szczepy te natomiast w 100% wyka-
zywaly inhibicje wzrostu kolonii w obecnosci 5-fluorocytozyny, klotrimazolu, mi-
konazolu oraz tiokonazolu. Pelen opis lekowrazliwosci szczepéw C. parapsilosis

znajduje sie na rycinie [4.§8
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RyciNA 4.8: Wrazliwosé 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 aktywnosci enzymatycznej grzybow
drozdzopodobnych
Wyniki wykonanej analizy aktywnosci enzymatycznej grzybéw z rodzaju Candida

obrazuja wykresy ponizej. Opis zastosowanych na wykresach oznaczen numerycz-

nych enzyméw podanych na wykresach znajduje sie w tabeli [3]
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Profil aktywnosci enzymatycznej hydrolaz szczepow C. albicans badany testem

BioMérieux ilustruje rycina [4.9]
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RyciNA 4.9: Aktywnosé enzymatyczna hydrolaz szczepéw C. albicans.
E1 — Fosfataza zasadowa; E2 — Esteraza (C4); E3 — Lipaza esterazowa (C8); E4 — Lipaza (C14);
E5 — Arylamidaza leucylowa; E6 — Arylamidaza walinowa; E7 — Arylamidaza cystynowa; E§ —
Trypsyna; E9 — a-chymotrypsyna; E10 — Fosfataza kwasna; E11 — Fosfohydrolaza naftolowa-AS-BI;
E12 — a-galaktozydaza; E13 — (-galaktozydaza; E14 — (-glukuronidaza; E15 — a-glukozydaza; E16
— B-glukozydaza; E17 — N-acetyl--glukozaminidaza; E18 — a-mannozydaza; E19 — a-fukozydaza.

bl

E1 E3 E5 E7 E9 E11 E13 E15 E17 E19

20 40 60 80 100
|
BEEOOOO
o=MNMwhrO

0

RyciNA 4.10: Aktywnosé enzymatyczna hydrolaz szczepéw 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 — a-chymotrypsyna; E10 — Fosfataza kwaséna; E11 — Fosfohydrolaza naftolowa-AS-BI;
E12 — a-galaktozydaza; E13 — B-galaktozydaza; E14 — (-glukuronidaza; E15 — a-glukozydaza; E16
— [-glukozydaza; E17 — N-acetyl-8-glukozaminidaza; E18 — a-mannozydaza; E19 — a-fukozydaza.
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RyciNA 4.11: Aktywno$¢ enzymatyczna hydrolaz szczepdéw C. tropicalis.
E1 — Fosfataza zasadowa; E2 — Esteraza (C4); E3 — Lipaza esterazowa (C8); E4 — Lipaza (C14);
E5 — Arylamidaza leucylowa; E6 — Arylamidaza walinowa; E7 — Arylamidaza cystynowa; E8 —
Trypsyna; E9 — a-chymotrypsyna; E10 — Fosfataza kwasna; E11 — Fosfohydrolaza naftolowa-AS-BI;
E12 — a-galaktozydaza; E13 — (-galaktozydaza; E14 — (-glukuronidaza; E15 — a-glukozydaza; E16
— B-glukozydaza; E17 — N-acetyl-B-glukozaminidaza; E18 — a-mannozydaza; E19 — a-fukozydaza.
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RycCINA 4.12: Aktywno$¢ enzymatyczna hydrolaz szczepéw 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 — a-chymotrypsyna; E10 — Fosfataza kwasna; E11 — Fosfohydrolaza naftolowa-AS-BI;
E12 — a-galaktozydaza; E13 — (-galaktozydaza; E14 — (-glukuronidaza; E15 — a-glukozydaza; E16
— B-glukozydaza; E17 — N-acetyl-3-glukozaminidaza; E18 — a-mannozydaza; E19 — a-fukozydaza.

W tabeli [12| uwidoczniono wartosci ,,p” dla wykonanych testow statystycznych.
W nastepnych sekcjach przedstawiono najistotniejsze réznice wystepujace miedzy

grupami.
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RyciNA 4.13: Aktywnosé¢ enzymatyczna hydrolaz szczepéw 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 — a-chymotrypsyna; E10 — Fosfataza kwasna; E11 — Fosfohydrolaza naftolowa-AS-BI;
E12 — a-galaktozydaza; E13 — (-galaktozydaza; E14 — (-glukuronidaza; E15 — a-glukozydaza; E16
— B-glukozydaza; E17 — N-acetyl-B-glukozaminidaza; E18 — a-mannozydaza; E19 — a-fukozydaza.
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RycCINA 4.14: Aktywno$¢ enzymatyczna hydrolaz szczepéw 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 — a-chymotrypsyna; E10 — Fosfataza kwasna; E11 — Fosfohydrolaza naftolowa-AS-BI;
E12 — a-galaktozydaza; E13 — (-galaktozydaza; E14 — (-glukuronidaza; E15 — a-glukozydaza; E16
— B-glukozydaza; E17 — N-acetyl-3-glukozaminidaza; E18 — a-mannozydaza; E19 — a-fukozydaza.
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4.6.1 Robznice w aktywnosci enzymoéw C. albicans miedzy

grupa dzieci i dorostych pacjentow

Pacjenci ponizej 18-tego roku zycia statystycznie istotnie czesciej byli zakazeni
szczepami C. albicans, ktorych (-glukozydaza, N-acetyl-3-glukozaminidaza oraz a-
fukozydaza przejawialy wieksza aktywnos¢ enzymatyczna niz w grupie pacjentow

dorostych (zob. tabela [12]).

4.6.2 Roznice w aktywnosci enzymow C. albicans u dzieci
stosujacych aparaty ortodontyczne i ze zmianami za-
palnymi w jamie ustnej a dzie¢mi bez zmian zapal-

nych

Poréwnujac grupe pacjentéw leczona ruchomymi aparatami ortodontycznymi (grupy
BAZ i BA) zauwazono, ze u dzieci z objawami zapalenia (grupa BAZ) aktywnosci
enzymatyczne a-chymotrypsyny i a-galaktozydazy byty istotnie wyzsze niz te ob-
serwowane w szczepach C. albicans pobranych od pacjentow bez zmian zapalnych

jamy ustnej (grupa BA). Tabela [12] ilustruje istotnosé wszystkich poréwnan.

4.6.3 Robznice w aktywnosci enzymow C. albicans u dzieci
stosujacych aparaty ortodontyczne i ich grupy kon-

trolnej

Bez wzgledu na kryterium wystepowania zmian zapalnych, skonfrontowano dzieci
noszace aparaty ortodontyczne (grupy BAZ i BA) z grupa kontrolna dla tych
pacjentéw (KA). W wyniku tego poréwnania zidentyfikowano nastepujace enzymy
jako istotnie rézniace sie w aktywnosci enzymatycznej miedzy obiema grupami

(zob. tabela [12)):

e Esteraza (C4)
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e Arylamidaza walinowa

W poréwnaniu tym Esteraza (C4) i Arylamidaza walinowa mialy istotnie wiek-
sza aktywnos¢ enzymatyczna, kiedy prébki byly pobierane od pacjentow leczonych

ortodontycznie w poréwnaniu do tych z grupy kontrolne;j.

4.6.4 Roznice aktywnosci enzymoéw C. albicans miedzy
pacjentami stosujacymi i nie stosujacymi protez pty-

towych

Pacjenci stosujacy protezy, bez rozréznienia na obecno$¢ zmian zapalnych w jamie
ustnej (czyli grupy BP i BPZ) w poréwnaniu do odpowiadajacej im grupy kon-
trolnej (grupa KP) czesciej byli nosicielami szczepéw C. albicans, ktére wykazaty

istotnie wyzsza aktywno$¢ enzymatyczna nastepujacych enzyméw (zob. tabela

m):

Fosfataza zasadowa

Esteraza (C4)

Lipaza (C14)

e a-mannozydaza

a-fukozydaza

4.6.5 Roznice w aktywnosci enzymoéw C. albicans miedzy
pacjentami stosujacymi protezy i ze zmianami zapal-

nymi w jamie ustnej a grupa bez zmian

Pacjenci w grupie dorostych, stosujacy protezy i majacy jednoczesnie klinicznie ob-

serwowane objawy zapalenia jamy ustnej (grupa BPZ) skonfrontowani zostali, jako
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nosiciele grzybéow z gatunku C. albicans, pod wzgledem aktywnosci enzymatycznej
szczepoOw wyhodowanych z pobranych od nich prébek z grupa odpowiadajaca im
pod wzgledem pici i wieku, ktora réwniez nosita protezy plytowe, lecz nie obser-
wowano u niej objawéw zapalenia jamy ustnej (grupa BP). W poréwnaniu tym
zaobserwowano istotne réznice w aktywnosci nastepujacych enzymoéw (zob. tabela
).

e Fosfataza zasadowa

e Esteraza (C4)

e Lipaza esterazowa (C8)

e Lipaza (C14)

e Arylamidaza leucylowa

e Arylamidaza walinowa

e Arylamidaza cystynowa

e Fosfataza kwasna

e Fosfohydrolaza naftolowa-AS-B

e a-galaktozydaza

e N-acetyl-g-glukozaminidaza

e a-mannozydaza

Aktywnosé¢ enzymatyczna kazdego z powyzszych enzymoéw byla istotnie wieksza

u szczepow wyhodowanych od pacjentéw z grup badanych — czyli stosujacych

plytowe uzupelnienia protetyczne.



Rozdziat 4. Wynik: 69

TABELA 12: Prawdopodobienistwo testowe dla testu U Manna-Whitneya" obrazu-
jace istotne réznice w aktywnosci enzymoéw C. albicans w poszczegdlnych grupach
badanych

Dorogli vs Dzieci BA vs BAZ Al'vs KA BP vs BPZ P2us 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 wartosci zostala uwzgledniona poprawka Bonferroniego z racji prze-
prowadzenia wielu porownan.
! Grupa utworzona z polaczenia grup BAZ i BA.

2 Grupa utworzona z polaczenia grup BPZ i BP.

BPZ — grupa uzytkownikéw protez ze zmianami zapalnymi jamy ustnej, BP — grupa
uzytkownikow protez bez zmian zapalnych jamy ustnej, KP — grupa kontrolna do-
rostych, BAZ — grupa uzytkownikéw aparatéw ortodontycznych ze zmianami zapal-
nymi jamy ustnej, BA — grupa uzytkownikéw aparatéw ortodontycznych bez zmian
zapalnych jamy ustnej, KA — grupa kontrolna dzieci.

El — Fosfataza zasadowa; E2 — Esteraza (C4); E3 — Lipaza esterazowa (C8); E4 — Li-
paza (Cl4); E5 — Arylamidaza leucylowa; E6 — Arylamidaza walinowa; E7 — Arylami-
daza cystynowa; E8 — Trypsyna; E9 — a-chymotrypsyna; E10 — Fosfataza kwasna; E11
— Fosfohydrolaza naftolowa-AS-BI; E12 — «-galaktozydaza; E13 — [-galaktozydaza; E14 —
B-glukuronidaza; E15 — a-glukozydaza; E16 — [-glukozydaza; E17 — N-acetyl-3-glukozaminidaza;
E18 — a-mannozydaza; E19 — a-fukozydaza.

4.7 Czestos¢ wystepowania biotypéw C. albicans

w grupach badanych

W nastepnych sekcjach przedstawione zostaly rozklady biotypéw C. albicans zgod-
nie z ich nomenklatura ustalona w sekeji [3.3.5
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4.7.1 Wystepowanie biotypéw C. albicans w calej popula-

cji badanej
Obserwowano wystepowanie nastepujacych biotypow C. albicans:

o A 248 szczepéw (78,48%)

e B 20 szczepow (6,33%)

C 4 szczepy (1,27%)

D 8 szczepéw (2,53%)

F 2 szczepy (0,63%)

L 2 szczepy (0,63%)

R 14 szczepéw (4,43%)

18 szczepow nie spelnito zadnego kryterium kwalifikacji do grupy biotypowanej.

Rozktad biotypéw w zaleznosci od grup badanych zaprezentowano w tabeli [13]
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TABELA 13: Liczba rozpoznanych biotypow
C. albicans w grupach badanych”

Biotyp BPZ BP KP BAZ BA KA
7327 25 78 33 12
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0 4 6 0 3

Liczba szczepéw C. albicans podlegajacych bioty-
powaniu pochodzila z prébek trzech okolic jamy
ustnej i wynosita w sumie 316 szczepdw.

BPZ — grupa uzytkownikéw protez ze zmianami
zapalnymi jamy ustnej, BP — grupa uzytkow-
nikéw protez bez zmian zapalnych jamy ustnej,
KP — grupa kontrolna dorostych, BAZ — grupa
uzytkownikow aparatéw ortodontycznych ze zmia-
nami zapalnymi jamy ustnej, BA — grupa uzyt-
kownikéw aparatéw ortodontycznych bez zmian
zapalnych jamy ustnej, KA — grupa kontrolna
dzieci.
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Dyskusja

W literaturze podaje sie C. albicans jako najczestszy komensal zamieszkujacy
jame ustna. Jego wystepowanie rozpoznaje sie nawet u 80% zdrowych ludzi [50]
a w przypadku kandydozy jamy ustnej u 50% pacjentéw [110]. Dane te sa zgodne

z wynikami tego badania.

W ostatnich latach zwigkszyta sie liczba zakazen grzybami drozdzkowymi in-
nymi niz C. albicans [111], 112] a za przyczyne tego zjawiska uwaza sie znaczna
poprawe technik diagnostycznych, postep w stosowanych procedurach medycznych

i transplantologii [113].

Dane epidemiologiczne wystepowania zakazen grzybami drozdzopodobnymi in-
nymi niz C. albicans sa rozbiezne i zaleza w duzej mierze od populacji badanej,
wieku i stanu zdrowia pacjentéw badanych. Meurman et al. podaja, ze najcze-
sciej wystepujacymi po C. albicans gatunkami Candida w populacji starczej sa C.
dubliniensis, C. parapsilosis i C. guillermondii [114]. Pacjenci Kliniki w Pozna-
niu poza C. albicans najczesciej byli nosicielami C. glabrata. Nalezy zauwazy¢,

ze powyzsza grupa skladata sie z pacjentéw o pelnym przekroju wiekowym.

Badanie wykazalo, ze cze$¢ pacjentow zakazona jest wiecej niz jednym pato-

genem. Najczestsza pare stanowilo rownoczasowe zakazenie przez C. albicans

72
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i C. glabrata. Te obserwacje potwierdzaja badania innych autoréw [115]. Najcze-
sciej zakazenia wieloma szczepami Candida obserwowano w przypadku pacjentow

z niedoborami odpornosci [116].

Ponizej przedstawiono grupy pacjentow, u ktérych czesciej obserwuje sie koloni-
zacje grzybami drozdzakopodobnymi i poréwnano wtasne obserwacje do obecnych

w literaturze doniesien.

Czestos¢ wystepowania kolonizacji grzybami Candida u pacjentéw stosujacych
protezy wyniosta 52-57%. Te dane sa zgodne z obserwacjami innych badaczy. Ba-
dajac wystepowanie grzybow drozdzopodobnych u pacjentéw zdrowych noszacych
protezy, Vandenbussche i Swinne [117] stwierdzili obecno$é¢ C. albicans w 82%
przypadkéw, C. glabrata w 48% przypadkéw a 41% pacjentéw bylo zakazonych
dwoma szczepami jednocze$nie. Abbeele et al. rozpoznali pozytywne kolonie
u 75,9% pacjentéw zdrowych z pelnymi protezami dentystycznymi [118]. Powyzsze
przyktady ilustruja, iz ponad potowa pacjentéw stosujacych protezy jest skoloni-

zowana grzybami drozdzopodobnymi.

W badaniu obserwowano czesciej pozytywne hodowle grzybicze w grupach stosu-
jacych aparaty ortodontyczne niz w odpowiadajacych im co do plci i wieku grupach
zdrowych (51%61% wvs. 12%-20% w zaleznosci od miejsca izolacji). Mahmouda-
badi et al. [119] podobnie obserwowal pozytywne hodowle u 76% dzieci stosujacych
aparaty w poréwnaniu do 32% u tych, ktérzy nie stosowali aparatéw ortodontycz-
nych. Rozkiewicz et al. [120] ustalili czestosé¢ wystepowania kolonizacji C. albicans

u dzieci przedszkolnej i szkolnej na poziomie 40% zdrowych dzieci.

Wykazano, ze urzadzenia ortodontyczne, takie jak aparaty ruchome i stale,

wplywaja na zmiany w mikroflorze jamy ustnej [121].

Pierwsze badanie, ktére weryfikowalo odsetek nosicielstwa grzybéw rodzaju Can-
dida u pacjentow przechodzacych leczenie ortodontyczne zajmowalo sie grupa le-
czona ruchomymi aparatami ortodontycznymi [122]. Przed wdrozeniem terapii
u 39% pacjentéw rozpoznano bezobjawowe nosicielstwo grzybéw rodzaju Can-

dida. Odsetek ten zwiekszyt sie po 9 miesiacach stosowania ruchomych aparatéw



Rozdziat 5. Dyskusja 74

ortodontycznych do 79% a po zaprzestaniu leczenia zmniejszyt sie do 14%. Nalezy

zaznaczy¢, ze pacjenci w tym badaniu stosowali aparaty z plytka akrylowa.

Hégg et al. [123] badali wystepowanie kolonizacji Candida w grupie leczonej
stalymi aparatami ortodontycznymi i zaobserwowali, ze po wprowadzeniu leczenia
odsetek nosicieli wzrést o 20%. Podobnie odsetek nosicieli wéréd oséb leczonych
stalymi aparatami opisali w swoim badaniu Arslan et al. [124]. Po roku leczenia

u 59% pacjentéw rozpoznano szczepy Candida.

Powyzsze obserwacje wskazuja, ze wprowadzenie ciata obcego pod postacia apa-
ratu ortodontycznego do jamy ustnej moze zwieksza¢ ryzyko bezobjawowego nosi-
cielstwa grzybéw drozdzopodobnych ale prawdopodobnie nie jest to jedyny czynnik

temu sprzyjajacy. Przyczyny tego zjawiska dyskutowane sa w sekcji [f

Tworzywo akrylowe, z ktorego wykonane sa zarowno protezy jak i aparaty or-
todontyczne charakteryzuje sie mikroporowata struktura, w zwiazku z tym latwo
gromadza sie na nim drobnoustroje. Silna adhezje do akrylu wykazuje postac
micelarna grzyboéw, poprzez wnikanie strzepek i pseudostrzepek do mikroporéw
[125]. Stad tez nalezy objaé profilaktyka pacjentéw z tego rodzaju aparatami

protetycznymi i ortodontycznymi.

Badania Brusca et al. potwierdzily, ze przyleganie C. albicans do powierzchni
kompozytowej czesci ruchomych aparatow ortodontycznych bylo znacznie wigksze
niz w metalowych powierzchniach aparatéw statych [126]. Uwaza sie, ze Can-
dida przylega bezposrednio do powierzchni plastikowych tworzac cienka warstwe
biofilmu [127]. Rdéwniez spoiwo aparatéw stalych moze stanowié¢ preferencyjne

srodowisko dla rozwoju Candida [12§].

Wyniki badania wskazuja, ze u pacjentéw z zapaleniami jamy ustnej czesciej
hodowane sa grzyby z rodzaju Candida. Ta obserwacja potwierdza sie w wielu
niezaleznych badaniach klinicznych. Tabela [§ uwidacznia, ze o wiele czesciej roz-
poznawano objawy zakazenia jamy ustnej u oséb z pozytywnymi wynikami badania
mikologicznego. To sugeruje, ze w duzej mierze przyczyna zapalen jamy ustnej s

grzyby.
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Badacze z Jordanu [68] réwniez obserwowali czestsze wystepowanie grzybéw
drozdzopodobnych u pacjentéw z klinicznymi objawami zapalenia jamy ustnej
w pordéwnaniu z grupa bez tychze objawéw. Bergendal et. al. [129] obserwowali
ich obecnosé u 100% badanych pacjentéw z zapaleniami (czyli istotnie czesciej niz
u 40% uzytkownikéw protez bez objawéw zapalenia). Dagistan [I30] et al. ob-
serwowali w swoim badaniu pozytywne hodowle u 68% pacjentéw z zapaleniami

jamy ustnej.

Glownie pacjenci, u ktérych dochodzi do przemiany statusu Candida z organi-
zmu — komensala na patogen to pacjenci z deficytami immunologicznymi. Do-
chodzi u nich do namnozenia liczby organizméw grzybow i wystapienia objawow
choroby [I31]. W naszym badaniu nie badano stopnia uposledzenia odpornosci
dlatego przyczyna wystepowania wielowalentnych zakazen Candida nie moze by¢
jasno okreslona. Istnieje mozliwosé, ze byli to pacjenci immunologicznie uposle-

dzeni.

W badaniach zauwazy¢ mozna bardzo rézne dane dotyczace wystepowania nosi-
cielstwa Candida u pacjentéw. W dalszej czedci dyskutowane sa mozliwe przyczyny
tego zjawiska. Trzeba zauwazy¢, ze jako pierwsza przyczyne zmniejszonego odsetka
rozpoznawanych w hodowli grzybéw drozdzopodobnych od pacjentéw leczonych
ortodontycznie nalezy przyja¢ rézne metody pobierania materiatu do badania mi-
kologicznego. Arendorf i Walker poréwnali cztery metody: rozmaz nablonkowy,
probki sliny, wymaz z jamy ustnej i metode wycisku [132] uzyskujac rézne odsetki
pozytywnych hodowli. Hégg et al. takze weryfikowali to zagadnienie [123]. Za

najczulsza uwaza sie posiew popluczyn jamy ustnej [133].

Druga przyczyna rozbieznosci w ocenie rzeczywistej liczby nosicieli Candida sa
btedy techniczne w prowadzeniu i ocenie badan naukowych. Niekiedy liczebnos¢
grupy badanej moze by¢ niewystarczajaca do wyciagniecia statystycznie istotnych
obserwacji, tam gdzie one wystepuja. Okres obserwacji pacjentéw stosujacych
leczenie ortodontyczne powinien zawiera¢ etapy przed wprowadzeniem leczenia,

w jego trakcie i ewaluacje po zakonczeniu leczenia. Wreszcie metody pobierania
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prébek do analizy moga nie by¢ wystarczajaco czule, co zaburza obraz rzeczywi-
stego wystepowania Candida u tych pacjentéw prowadzac do wylaczenia rzeczy-

wistych nosicieli.

Obnizenie pH jamy ustnej wiaze sie z wieksza czestoscia wystepowania Candida
[134], [135]. Z kolei po zastosowaniu ruchomego aparatu ortodontycznego noto-
wano znaczace obnizenie w pH jamy ustnej, a po zaprzestaniu jego stosowania pH
wzrastalo do poprzedniego poziomu [122, 136]. Wiazalo sie to takze z czestoscia
i gestoscia kolonizacji Candida, ktéra po zaprzestaniu stosowania aparatu wracata

do poziomu wyjsciowego.

Uzywanie aparatéw ortodontycznych zwieksza ilo$¢ miejsc gdzie wystepuje za-
leganie ptytki nazebnej [40] [137]. Prace Addy’iego et al. wskazuja, ze stosowanie
ruchomych aparatéw ortodontycznych u dzieci [136] miato taki sam wplyw na aku-
mulacje ptytki nazebnej jak stosowanie protez czesciowych u starszych pacjentow
[138]. Brakuje jednak bezposredniego dowodu na to, iz gorszy stan higieny jamy
ustnej wplywa na zwiekszenie odsetka nosicieli Candida. Wiadomo natomiast,
iz zwiekszona ilos¢ ptytki nazebnej wplywa na zwiekszenie gestosci kolonizacji grzy-

béw co opisano w sekeji o}

W badaniu Mahmoudabadi et al. u pacjentow stosujacych aparaty ortodon-
tyczne znacznie czesciej izolowano pozytywne hodowle pobierajac $line do badania
zamiast wymazu z aparatu [119]. W naszym badaniu nie zaobserwowano istotnych
réznic co do miejsca pobrania materialu do badania u dzieci ani u dorostych. Za-

rowno jezyk, jak i podniebienie oraz aparaty lub protezy si¢ do tego nadawaly.

Uwaza sie, ze miejscem najbardziej rzetelnym do pobrania materiatu na hodowle
jest tylna czesé jezyka [122] [136] gdyz wilasnie z tego miejsca otrzymywano naj-

WIEKSzZYy odsete (0V4 wnycC OdOwWIll zarowino u 0SOb zdrowyc aK 1 leczonych.
iekszy odsetek pozytywnych hodowli zar 5h zdrowych jak i leczonych

Niezaleznie od miejsca pobrania prébek, badania [122] 124] [136] zgodnie podaja,
ze gestosé kolonizacji Candida zwieksza sie po zastosowaniu leczenia ortodontycz-

nego w kazdej okolicy, z ktorej pobierano wymazy.
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C. albicans wykazaly najwieksza opornos$¢ na pimarycyne i nystatyne (zob. sek-
cja . Inni badacze podaja podobne dane [139]. W badaniu Dar-Odeh et
al. [68] badacze zaobserwowali, iz 100% szczepéw Candida bylo wrazliwych na
Amfoterycyne B. W naszym badaniu ta obserwacja nie potwierdzila sie, a lekiem,
na ktéry bylo wrazliwych najwiecej szczepéw Candida byta flucytozyna. Warto
wspomnie¢, ze opornos¢ C. albicans na flucytozyne moze wiazaé sie z opornoscia
rowniez na inne leki. Korting et al. badajac populacje pacjentéw HIV pozytyw-
nych okreslili, ze im wieksze zaawansowanie choroby (AIDS) tym czesciej obserwo-
wano szczepy o wiekszej opornosci na leki przeciwgrzybicze. Badacze teoretyzuja,
ze geny odpowiadajace za opornos$¢ na flucytozyne moga jednoczesnie indukowac

oporno$¢ na inne leki przeciwgrzybicze w szczepach Candida [139].

Z kolei szczepy C. glabrata byly oporne leki azolowe (zob. sekcja [4.5.2.2); co
réwniez jest znanym badaczom faktem [140]. Parkinson et al. twierdza, ze mecha-
nizm, w ktorym C. glabrata prezentuje opornos¢ na leki azolowe to usuwanie leku

z komoérki na drodze aktywnego transportu [141].

W badaniu obserwowano réznice w aktywnosci enzyméw hydrolitycznych C. al-
bicans u pacjentéw we wszystkich grupach badanych. Co ciekawe pacjenci sto-
sujacy zaréwno aparaty ortodontyczne jak i protezy plytowe czesciej zarazeni
byli szczepami wykazujacymi wieksza aktywnos¢ enzymatyczna. Szczegoélnie duzo
istotnych réznic wystapito w grupie oséb dorostych stosujacych protezy w porow-
naniu do odpowiedniej dla nich grupy kontrolnej (zob. tabela . Ta obserwacja
moze tlumaczy¢ dlaczego obserwuje sie wiekszy odsetek nosicielstwa C. albicans
u uzytkownikow protez i aparatow — szczepy u tych pacjentéw sa bardziej zja-
dliwe. Przyczyny wystepowania bardziej zjadliwych szczepow sa natomiast trud-
niejsze do okreslenia. Byé¢ moze u uzytkownikéw protez czesciej (w ciagu calego
ich uzytkowania) stosowane sa preparaty przeciwgrzybicze i inne srodki higieny

jamy ustnej co prowadzi do selekcji szczepdéw o wiekszej zjadliwodci.

Testy aktywno$ci enzymatycznej szczepdéw Candida sa uznana metoda badania
zjadliwosci grzybow i maja zastosowanie w korelowaniu klinicznej patogennosci

szczepow ze stadium rozwoju choroby [142]. Jednak z powodu zmieniajacej sie
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epidemiologii Candida powstaje coraz wiecej watpliwosci czy te klasyczne metody
nadal speliaja swoja funkcje. McCullough et al. podwazyli skuteczno$é¢ metod
biotypujacych (w tym metody API ZYM firmy BioMérieux) podajac za argumenty
brak mozliwosci rozréznienia dotychczas epidemiologicznie pomijalnych szczepow

i mala reprodukcyjno$¢ badania [143].

Najwieksza liczba szczepow C. albicans charakteryzowala sie biotypem A oraz B.
Te dane zgodne sa z badaniami osrodka z biatostockiego [142]. Chociaz réznice
w wystepowaniu biotypéw byly obserwowane w naszym badaniu pomiedzy gru-
pami badanymi, to okreslenie klinicznej implikacji tego zjawiska nie byto zadaniem
prostym. Nie udalo sie jasno odpowiedzie¢ na pytanie: ktore biotypy zwiazane
sa ze wzmozonym prawdopodobienstwem wystapienia objawow infekcji grzybiczej

jamy ustnej.

Opis biotypéw prowadzony na podstawie aktywnosci 6 enzyméw hydrolitycz-
nych wydaje sie by¢ arbitralny a jego znaczenie w praktyce klinicznej moze okazac
sie znikome. Niemniej jednak potrzebne sa dalsze badania dla okreslenia jakie
(i czy w ogdle) enzymatyczne biotypy C. albicans wplywaja na indukcje zmian

zapalnych u ich nosicieli.

Jedynym gatunkiem grzyba, dla ktorego udalo sie ustali¢ statystycznie istotne
grupy czestszego wystepowania pozytywnych hodowli byl C. albicans. Dla dru-
giego co do czestosci — C. glabrata préba pozytywnych hodowli byta zbyt mala
aby mozliwe bylo sformulowanie grup spelniajacych wymogi stawiane przez te-
sty statystyczne. Dlatego w przypadku mniej czestych zakazen grzybiczych grupa

badana musi w przyszlodci mie¢ wieksza liczebnosc.

Matla grupa pozytywnych mikologicznie hodowli uniemozliwila wysuniecie wnio-
skow na temat wrazliwosci mniej czestych gatunkow na dzialanie lekow antymi-

kotycznych i wnioskowaniu co do aktywnosci ich enzymoéw hydrolitycznych.

Wystepowanie zakazen wielowalentnych wsréd pacjentéw grup badanych mogto
zaburzy¢ wnioskowanie na temat tych pacjentow, gdyz efekt kliniczny nie mogt

by¢ przypisany do jednego szczepu sprawczego.
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Whnioski

1. Najczesciej izolowanym grzybem drozdzopodobnym wydaje sie by¢ C. albi-
cans, drugim co do czestosci izolacji byt C. glabrata. C. albicans najcze-
sciej izolowano z jezyka. U uzytkownikow aparatéw ortodontycznych naj-
czesciej stwierdza sie w jamie ustnej obecno$é¢ grzybéw drozdzopodobnych
z gatunku C. albicans. Wystepowanie C. albicans jest czestsze w grupie
0sOb ze zmianami zapalnymi blony §luzowej niz w grupie oséb bez zmian
zapalnych. U o0s6b ze zmianami zapalnymi btony sluzowej podioza protez
calkowitych i aparatéw ortodontycznych stwierdza sie takze inne gatunki

Candida.

2. Istnieja roznice w aktywnosci enzymow hydrolitycznych C. albicans w po-
rownaniu z innymi gatunkami Candida. Pacjenci uzytkujacy czesciowe uzu-
pelnienia protetyczne istotnie czesciej sa nosicielami szczepow wykazujacych
wicksza aktywnos$¢ enzymatyczna w poréwnaniu z grzybami drozdzopodob-

nymi izolowanymi od grupy pacjentéw bez uzupelnien protetycznych.

3. Istotnie czesciej izoluje sie grzyby drozdzopodobne u dzieci uzytkujacych
aparaty ortodontyczne ze zmianami zapalnymi oraz bez zmian zapalnych

w stosunku do grupy dzieci przed rozpoczeciem leczenia ortodontycznego.

79



Rozdzial 6. Wnioski 80

4. U dzieci prawdopodobnie wystepuja szczepy, ktore wykazuja wigksza aktyw-
nos$¢ enzymatyczna -glukozydazy, N-acetyl--glukozaminidazy i a-fukozydazy

W porownaniu z grupa pacjentéw dorostych.

5. Statystycznie istotna wieksza aktywnosé enzymatyczng stwierdza sie u pa-
cjentow stosujacych zarowno protezy plytowe jak i plytki ortodontyczne.
Réwniez w grupie pacjentow z klinicznie widocznymi zmianami zapalnymi

jamy ustnej czesciej wystepuja szczepy z enzymami o wyzszej aktywnosci.
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Wstep: Uzytkowanie aparatéw ortodontycznych czy uzupekien protetycznych
o rozlegtej ptycie w jamie ustnej utrudnia dostep tlenu, samooczyszczanie przez
sling, a poprzez wzrost wilgotnosci i temperatury predysponuje do rozwoju bak-
terii i grzybéw. Kolonizacja jamy ustnej przez grzyby Candida jest wynikiem
powstawania sprzyjajacych warunkow zaleznych od wlasciwosci komorek grzyba,
komérek nablonka blony $luzowej oraz czynnikéw ogdélnych i miejscowych. Grzyby
patogenne wydzielaja enzymy hydrolityczne, ktore decyduja o stopniu zjadliwosci
danego szczepu i sa podstawa ich podzialu na biotypy. Zdobycie wiedzy na te-
mat gléwnych grup pacjentéw narazonych na rozwdj infekcji oraz lekoopornosci
i zjadliwosci szczepow patogennych mogtoby by¢ podstawa do zmian obecnie obo-

wiazujacych procedur medycznych i wdrozeniu profilaktyki zapalen jamy ustnej.

Cel: Ocena sktadu jakosciowego oraz lekowrazliwosci grzybéw drozdzopodob-
nych izolowanych z jamy ustnej pacjentow uzytkujacych aparaty ortodontyczne

i ruchome protezy ptytowe.

Metody: Oceniono wystepowanie, lekoopornos$¢ oraz aktywnos$c¢ enzymatyczna
Candida u 300 pacjentow leczonych ortodontycznie, protetycznie oraz w odpo-

wiednich grupach kontrolnych.

Wiyniki: Najcze$cie] wystepujacym gatunkiem byl C. albicans. Kolonizacje
grzybami Candida obserwowano znacznie czeSciej w grupach stosujacych aparaty
ortodontyczne i protezy. U pacjentéw z klinicznymi objawami zapalenia jamy
ustnej czesciej rozpoznawano w badaniu mikologicznym wiecej niz jeden gatunek
Candida. Najwiecej szczepow bylo opornych na pimarycyne i nystatyne. Aktyw-
no$¢ enzymatyczna szczepéow Candida izolowanych od pacjentow uzytkujacych

protezy byta znacznie wigksza niz w grupie kontrolnej.

Whnioski: Pacjenci stosujacy aparaty ortodontyczne i uzupetienia protetyczne
z plyta akrylowa stanowia grupe ryzyka rozwoju zapalen jamy ustnej, z uwagi
na czesciej wystepujace u nich zakazenia grzybami Candida. Szczepy od nich
izolowane wykazuja wyzsza zjadliwo$¢ co moze utrudnia¢ leczenie. Pacjenci ci

powinni by¢ pod stata, czujna opieka lekarzy lub lekarzy dentystow.
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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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