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Streszczenie

Celem pracy jest przedstawienie roznych metod dia-
gnostyki kandydozy jamy ustnej na podstawie dostgpne-
go pismiennictwa.

W pracy uwzgledniono nastepujgce metody diagno-
styczne kandydozy: klasyczne (wymaz z blony sluzowej
Jjamy ustnej, preparat bezposredni oraz hodowla), szyb-
kie (test Dentocult CA i szybka identyfikacja za pomo-
cq testu PCR) oraz replika protezy. Dobor powyzszych
metod miat na celu przedstawienie standardowego po-
stepowania w przypadku podejrzenia kandydozy oraz
mniej znanych testow mogqgcych by¢ alternatywq dla
praktykujgcych lekarzy stomatologow.

Najbardziej czasochtonng metodq okazato si¢ po-
branie wymazu bezposredniego z blony Sluzowej jamy
ustnej pacjenta. Przy pomocy testu PCR identyfikuje sig¢
material genetyczny 10 gatunkow grzybow z rodzaju
Candida. Jest on w stanie wykluczy¢ infekcje grzybiczq
Jjuz w5 godzin od pobrania materiatu diagnostycznego.
Test Dentocult CA jest szybkq i prostq metodg wykry-
wania kandydozy, jednakze ma dla lekarza stomatologa
znaczenie jedynie orientacyjne. Metoda repliki pozwa-
la nie tylko na jakosciowe oraz ilosciowe oznaczenie
grzybow z rodzaju Candida, ale takze wskazuje na roz-
mieszczenie ich na powierzchni btony Sluzowej.

Pomimo istnienia wielu nowoczesnych metod identy-
fikacji grzybicy jamy ustnej, najwtasciwszym postepo-
waniem pozostaje pobranie wymazu bezposredniego z
blony sluzowej oraz sporzgdzenie antymikogramu ce-
lem ustalenia opornosci na leki przeciwgrzybicze.

Summary

The aim of the paper is to present various diagnostic
methods for oral candidosis on the basis of the avail-
able literature.

The following diagnostic methods are discussed:
classical (taking a swab from the oral mucosa, the
direct formulation and breeding), quick (Dentocult
CA and rapid identification with use of PCR test) and
replica. The selection of these methods was aimed to
describe the standard procedure in cases of suspected
candidosis, as well as to present less-known tests that
may be an alternative to practicing dentists.

The most accessible, but also the most time-consum-
ing method is to take a swab from the patient s oral mu-
cosa. The PCR test helps to identify the genetic mate-
rial of 10 types of fungi. The negative result is able to
exclude fungal infection during 5 h. The Dentocult CA
test is a fast and simple method for detecting candido-
sis, however, it serves only as a reference. The replica
method not only makes the qualitative and quantitative
determination of Candida species possible, but it also
indicates the location of the mucosal surfaces, which
stick to the base of denture.

Despite many modern methods for identifying can-
didosis of the oral cavity, taking direct swab from the
oral mucosa combined with antimicogram to determine
antifungal drug resistance is still the most appropriate
diagnostic tool.
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Grzybica jamy ustnej jest powaznym, jak réw-
niez coraz czegstszym problemem we wspotczesnej
stomatologii. Dzieje si¢ tak nie tylko z powodu
rozpowszechnienia antybiotykoterapii czy terapii
nowotworow, ale takze z powodu znacznej liczby
pacjentow uzytkujacych uzupehienia protetyczne
—zwlaszcza ruchome (1). Jama ustna jest miejscem
koegzystencji bakterii 1 grzybow, ktore przy zacho-
waniu dynamicznej rownowagi moga by¢ uwazane
za flore fizjologiczng (2, 3, 4). Czynnikami predys-
ponujacymi do zachwiania tej rownowagi moga by¢
zaburzenia odpornosci, schorzenia ogolnoustrojo-
we jak cukrzyca, czy uzytkowanie uzupetnien pro-
tetycznych wykonanych gléwnie z tworzywa akry-
lowego (5, 6, 7) (ryc. 1). Rowniez nie stosowanie
si¢ do zalecen lekarza odno$nie uzytkowania i prze-
chowywania protez, stwarza korzystniejsze warun-
ki dla rozwoju grzybow i predysponuje do rozwo-
ju stomatopatii protetycznych powiktanych infek-
cja grzybicza (8). Z problemem tym spotykajg si¢
nie tylko lekarze protetycy. Powodem dolegliwos$ci
moga takze sta¢ si¢ akrylowe aparaty ortodontycz-
ne, a zmiany te okreslane sg wowczas jako stoma-
topatie ortodontyczne (9).

Uraz mechaniczny powodowany przez zle przy-
legajace 1 szorstkie czgsci uzupetnienia powodu-
je zaburzenie w obrebie jednej z podstawowych
struktur obronnych jamy ustnej — btony $luzowe;.
Woéwcezas moze sta¢ si¢ ona wrotami zakazenia,

mi¢dzy innymi dla grzybow z rodzaju Candida.
Sprzyja temu obecnos¢ ptytki protez wynikajaca z
niewystarczajacej higieny uzupekien ruchomych,
catodobowe ich uzytkowanie lub przechowywa-
nie w wilgotnym srodowisku, predysponujagcym do
rozwoju drobnoustrojow (10). Zakazenie moze ob-
jawiac si¢ wylacznie doznaniami subiektywnymi,
jak uczucie suchosci czy pieczenia w jamie ustnej,
ale tez mogg pojawiac si¢ zmiany rumieniowe, po-
czatkowo ograniczone, a nast¢pnie obejmujace cala
btone §luzowa pokryta ptyta protezy (ryc. 2). W od-
powiedzi na dlugotrwale dziatajace bodzce pato-
genne obserwowana moze by¢ takze odczynowa,
przerostowa reakcja btony sluzowej (11).
Specyficzne warunki §rodowiska panujace pod
ptyta protezy (m.in. zmniejszony przeptyw §liny,
obnizone pH, zmniejszone stezenie O, 1 zwigkszo-
na temperatura) predysponuja do odktadania bio-
filmu Candida albicans (5). Ma on strukture hete-
rogenng, w formowaniu ktorej istotng rolg stanowi
tworzenie wypustek filamentacyjnych przez blasto-
spory Candida (12, 13). Dowiedziono, iz charak-
terystyczng cechg mikroorganizméw zyjacych w
strukturze biofilmu jest ich zwigkszona opornos¢ na
stosowane obecnie chemioterapeutyki, co w znacz-
nym stopniu utrudnia prowadzenie skutecznej far-
makoterapii (14). Znamienitga wiekszo$¢ pacjentow
protetycznych stanowig osoby w wieku podesztym,
ktorych uktad odpornosciowy ze wzgledu na wiek,

Ryc. 1. Tworzywo akrylowe ze wzgledu na swojg chro-
powatosé, a takze porowatos¢ bedgcg wyktadnikiem
nasigkliwosci stwarza korzystne warunki dla odktada-
nia plytki protez i namnazania si¢ grzybow drozdzopo-
dobnych.

Ryc. 2. Stomatopatia protetyczna Il stopnia wg
Newtona spowodowana calodobowym uzytkowaniem
protezy catkowitej gornej.
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Ryc. 3. Transformacja Candida albicans z formy bla-
stosporowej do formy pseudomycelialnej.

a takze czesto choroby ogolnoustrojowe nie jest
w petni wydolny. W tych przypadkach pierwotne
zakazenie jamy ustnej moze przenosic si¢ na inne
uktady 1 narzady, bedac potencjalnie niebezpiecz-
nym dla zdrowia ogolnego i zycia 0sdb starszych
(5). Dlatego tez obecnie duzy nacisk ktadzie si¢ na
szybka, czulg 1 prostag metode diagnostyki zakazen
grzybiczych, ktora bytaby w stanie odr6zni¢ stan
kolonizacji od infekcji jamy ustnej grzybami droz-
dzopodobnymi i umozliwialaby wczesne zastoso-
wanie odpowiedniej terapii.

Celem pracy jest przedstawienie na podstawie
przegladu pisSmiennictwa klasycznych metod dia-
gnostyki infekcji grzybiczej w obrebie btony $lu-
zowej jamy ustnej oraz mniej znanych metod be-
dacych alternatywa dla praktykujacych lekarzy sto-
matologdw.

Rozpoznanie kandydozy opiera si¢ przede
wszystkim na badaniu klinicznym, ktére poparte
powinno by¢ badaniem mikrobiologicznym.
W  praktyce stomatologicznej standardowym
postepowaniem jest pobranie wymazu z blony
$luzowej jamy ustnej, najlepiej bezposrednio
Z miejsca zmienionego chorobowo oraz
w przypadku pacjentéw leczonych protetycznie
takze z do$luzowej powierzchni protezy (2).
Tak pobrane probki przesytane sg nastepnie do
pracowni mikrobiologicznej. Niezwykle wazne
jest przygotowanie pacjenta do badania, ktore
lezy w gestii lekarza stomatologa kierujacego na
pobranie wymazu. Nalezy poinformowac pacjenta,

Ryc. 4. Pojedyncze kolonie Candida albicans wyhodo-
wane na agarze Sabourauda.

iz uzupelnienia protetyczne powinny pozostac
w jamie ustnej w noc poprzedzajaca badanie, nie
nalezy ich my¢ przed pobraniem wymazu, oraz
ze badanie mykologiczne powinno by¢ wykonane
na czczo. Postepowanie takie umozliwi uzyskanie
najbardziej miarodajnych wynikow.

Z pobranego materiatu sporzadza si¢ preparat
bezposredni obserwowany nastepnie pod mikro-
skopem $wietlnym, w ktorym wyszukuje si¢ ele-
mentow grzybni (15). Wigkszo$¢ autoréw uwaza,
iz w zmianach chorobowych jamy ustnej gatunek
Candida albicans obserwowany jest w posta-
ci pseudostrzgpkowej, czyli pseudomycelialnej,
podczas gdy w zdrowej jamie ustnej przewaza-
ja komorki drozdzopodobne (16) (ryc. 3). Jest
to jednak temat dyskusji pomiedzy badaczami
i samo wykrycie postaci pseudostrzepkowej nie
upowaznia do postawienia rozpoznania grzybicy
jamy ustne;j.

Roéwnoczesnie wykonuje sie posiew na specjal-
ne podioza dla grzybow w celu zatozenia hodowli.
Najczesciej w tym celu wykorzystuje si¢ state podto-
ze Sabourauda sktadajace si¢ z agaru, wody destylo-
wanej, czynnikow indukujacych wzrost grzybow jak
glukoza czy pepton oraz antybiotykow stuzacych do
zahamowania wzrostu bakterii (17). Hodowle pro-
wadzi si¢ przez 7 dni, po tym okresie brak wzrostu
uwazany jest za wynik ujemny. Wyhodowane kolo-
nie ocenia si¢ natomiast pod wzgledem cech morfo-
logicznych, a takze okresla wzrost drobnoustrojow
jako pojedyncze kolonie, wzrost umiarkowany, ob-
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Ryc. 5. Wzrost zlewny swiadczgcy o patogennym wply-
wie grzybow drozdzopodonych na srodowisko mikro-
biologiczne jamy ustnej.

fity lub zlewny (18) (ryc. 4, 5). Badanie ma charak-
ter potilosciowy, zatem wzrost obfity lub zlewny w
potaczeniu ze zmianami na btonie §luzowej jamy
ustnej charakterystycznymi dla grzybicy obliguje do
postawienia z duzym prawdopodobienstwem wta-
sciwej diagnozy. Jednak sam wzrost umiarkowany
moze by¢ dyskusyjny. W takim przypadku warto
rozszerzy¢ diagnostyke o badanie bakteriologiczne,
ktore po wykazaniu zmniejszonej ilosci bakterii mo-
ze wskazywac¢ na zachwianie rownowagi srodowi-
ska mikrobiologicznego jamy ustnej z patogennym
wpltywem grzybow drozdzopodobnych.

Kolejnym punktem jest identyfikacja drobno-
ustrojow za pomocg testow biochemicznych opar-
tychnaich zdolnos$ci do asymilacji i fermentacji nie-
ktérych weglowodandw (19) (ryc. 6). Najczgstszym
mikroorganizmem izolowanym z jamy ustnej jest
Candida albicans, jednak obecnie zwraca si¢ uwa-
ge na wspolistnienie takze innych gatunkow, jak
Candida glabrata, Candida tropicalis czy Candida
dubliniensis, ktore w znacznym stopniu mogg utrud-
nia¢ skuteczng farmakoterapi¢ (20, 21, 22).

Ostatnim etapem jest okreslenie lekowrazliwos$ci
drobnoustrojéw w celu wyboru odpowiedniej me-
tody leczenia. Stosowane sg w tym celu specjalne
paski nasgczone antybiotykami o roznym stezeniu
umozliwiajgce okreslenie MIC (Minimal Inhibitory
Concentration) (ryc. 7). Na tej podstawie okresla
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Ryc. 6. Identyfikacja biochemiczna drobnoustrojow
przy pomocy paskow APl Candida (materialy firmy
bioMérieux).
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Ryc. 7. Widoczne zahamowanie wzrostu drobnoustroju
proporcjonalne do stezenia antybiotyku, umozliwiajgce
okreslenie MIC.

si¢ celowane dla danego przypadku grupy lekow
grzybobojczych.

Ze wzgledu na stosunkowo wolny wzrost (np. w
poréwnaniu z bakteriami) diagnostyka mikrobiolo-
giczna jest dtugotrwata i trwa w przypadku hodowli
grzybow nawet do 7 dni. Po uzyskaniu dodatniego
wyniku hodowli konieczne jest przeprowadzenie
dodatkowych testow identyfikacji 1 oceny lekow-
razliwosci, co wydtuza oczekiwanie na wynik o
kolejne kilka do kilkunastu dni (2, 4, 23). Ponadto
pobieranie wymazu z jamy ustnej nie jest bada-
niem powtarzalnym. Btona §luzowa czesto nie jest
w rownym stopniu objeta procesem chorobowym,
przez co pobranie materiatu z réznych obszarow
moze dawac rozbiezne, czesto znacznie roznigce si¢
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Ryc. 8. Przygotowanie formy dla modelu dosluzowej
powierzchni piyty protezy.

wyniki. Dlatego tez metoda ta nie moze by¢ stoso-
wana do monitorowania postepoéw leczenia, co jest
niezwykle istotne w skutecznej terapii.

Z uwagi na wyniki badan m.in. Spiechowicza
(24, 25) 1 Davenporta (26) stwierdzajacych znacz-
nie wigksze przywieranie mikroorganizméw do
niewypolerowanej strony protezy w poroOwnaniu
do blony sluzowej jamy ustnej, wprowadzono do
diagnostyki metode repliki. Polega ona na odlaniu
modelu ze zmodyfikowanego agaru Sabourauda,
bedacego selektywnym podtozem dla C. albicans,
ktory odwzorowuje dosluzowa powierzchni¢ pty-
ty protezy (27). Formg dla agaru wykonuje si¢ po-
przez oklejenie pobrzezy protezy przy pomocy pa-
ska wosku modelowego (ryc. 8). Agar po procesie
sterylizacji zostaje doprowadzony do fazy ptynnej
pod wptywem temperatury, a po ochtodzeniu prze-
niesiony do formy. Autorzy zalecaja przenoszenie
agaru porcjami (10 ml. podtoza na minute¢) nie za-
burzajac w ten sposdb wzrostu drobnoustrojow. Po
zastygnigciu agaru odczekuje si¢ dodatkowe 5 min.
1 zachowujac szczegdlng ostroznos¢ uwalnia model
z formy przenoszac go na sterylng szalke Petriego
(ryc.9). Model ten jest inkubowany w temperaturze
pokojowej, a wzrost oraz rozmieszczenie mikroor-
ganizmdéw dokumentowane jest po okresach 24, 48,
72 oraz 96 godzin (ryc. 10).

Metoda repliki wykazuje znacznie wigksza
czulo§¢ w pordéwnaniu z pobieraniem wymazu
z powierzchni blony Sluzowej, co moze miec¢

Ryc. 9. Model wykonany metodq repliki bezposrednio
po uwolnieniu z formy.

Ryc. 10. Model agarowy wykonany metodq repliki po
48h inkubacji.

zastosowanie w przypadku pacjentéw z klinicz-
nie zdrowa btong $§luzowa, a zglaszajacych subiek-
tywne dolegliwos$ci uczucia pieczenia czy suchos$ci
w obrgbie jamy ustnej tzw. Stadium ,,0” w zmodyfi-
kowanej klasyfikacji Newtona (28). Pacjenci uzyt-
kujacy uzupetnienia protetyczne w wigkszosci sg
pacjentami w wieku starszym o zmniejszonej wy-
dolnos$ci uktadu odporno$ciowego, zatem niezwy-
kle wazna jest mozliwo§¢ wczesnej diagnostyki
oraz podjecia terapii juz w poczatkowym stadium
rozwoju choroby, co znacznie skroci¢ moze terapi¢
przeciwgrzybiczg oraz mozliwosci reinfekceji (29).
Ponadto ze wzgledu na fakt, iz badaniem objete jest
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Ryc. 11. Posiew na wybiorcze podtoze Nickersona (ma-
teriaty firmy Orion Diagnostica).

cate pole protetyczne mozliwe jest okreslenie roz-
mieszczenia drobnoustrojow, a co wigcej monitoro-
wanie leczenia, ktore w znacznym stopniu utatwia
skuteczng terapi¢ przeciwgrzybicza.

Ze wzgledu na pracochtonnos¢ i1 dhugi okres
oczekiwania na wyniki w trakcie standardowego
postepowania w pracowni mikrobiologicznej wpro-
wadzono na rynek zestawy do szybkiej diagnosty-
ki zakazen grzybami drozdzopodobnymi. W pra-
cy uwzgledniono test Dentocult CA firmy Orion
Diagnostica. Pierwszy etap postepowania polega
na pobraniu wymazu z btony §luzowej. Nastgpnie
wykonuje si¢ posiew pobranego materialu na agar
wybidrczy Nickersona (ryc. 11) i inkubuje przez
48h w temperaturze pokojowej (30). Gtadka, bra-
zowa pigmentacja §wiadczy o koloniach C. albi-
cans. Kolejnym etapem jest interpretacja ilosciowa
otrzymanych wynikéw na podstawie zataczonych
do zastawu barwnych wzorcoéw (ryc. 12).

Test Dentocult CA ma dla lekarza stomatologa
znaczenie tylko orientacyjne, wykrywa grzyby z
rodzaju Candida nie rdéznicujac poszczegdlnych
gatunkow, a co wigcej nie okresla ich lekowrazli-
wosci (30). Moze on by¢ bardzo przydatny w sytu-
acjach gdy nie ma mozliwo$ci wykonania petnego
badania mikrobiologicznego, gdy lekarz zmuszony
jest do podjecia decyzji dotyczacej wprowadzenia
terapii przeciwgrzybiczej tylko na podstawie bada-
nia klinicznego.

Obecnie obserwuje si¢ coraz czeScie] probe
wykorzystywania metod molekularnych w celu
diagnostyki grzybicy jamy ustnej. W 2006 roku
Liguoriiwsp. (31) opracowali metodg pozwalajaca

g O L B

!l - s £ ﬁ .

" Vorr T

;‘{ JILH: ﬂ

i €

¥ e TR
10= 10= 10

Ryc. 12. Interpretacja wynikow testu Dentocult CA
(materiaty firmy Orion Diagnostica).

na szybka identyfikacje¢ 10 najczesciej wystepuja-
cych gatunkow grzybow z rodzaju Candida przy
pomocy testu PCR. Material do badan uzyskiwa-
no z pophluczyn jamy ustnej za pomoca 5 ml roz-
tworu PBS (Phosphate buffered saline) przez okres
1 min. Nastegpnie metoda obejmowata wyekstra-
howanie DNA oraz dodanie go do mieszaniny re-
akcyjnej. Powyzsza mieszanina zawierala startery
specyficzne dla odpowiednich gatunkéw grzybow,
ktore dzigki pracy termocyklera przytaczyty si¢ do
okreslonych fragmentoéw nici DNA umozliwiajac
amplifikacj¢ materiatu genetycznego grzybow. Tak
powielony material byl nastgpnie rozdzielany na
drodze elektroforezy i identyfikowany dzigki zja-
wisku fluorescencji.

Metoda PCR poréwnywana jest z rutynows iden-
tyfikacja biochemiczng grzybow bedaca czgscia ty-
powego postgpowania diagnostycznego grzybicy
jamy ustnej. Metoda ta nie wymaga zalozenia ho-
dowli, dzigki czemu mozliwe jest skrocenie czasu
potrzebnego od pobrania materialu do identyfikacji
z okoto 5 dni do 5 godzin. Metoda ta jest niezwy-
kle czuta umozliwiajagca wykrycie juz 1-5 komorek
w | ml materialu diagnostycznego (31). Wynik ne-
gatywny jest w stanie wykluczy¢ infekcje grzybi-
czg jamy ustnej w ciggu Sh od pobrania materiatu
diagnostycznego. Umozliwia to szybkie podjgcie
kolejnych krokow zmierzajacych do odnalezienia
przyczyny wystepowania zmian w obrgbie blony
sluzowej jamy ustnej. Wynik pozytywny nie mu-
si natomiast oznacza¢ infekcji grzybiczej, wykry-
ta flora moze by¢ florg fizjologiczng lub zainfeko-
waniem materialu diagnostycznego zarodnikami
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grzyba z powietrza. Uwaza sig¢, iz przyszlos¢ tej me-
tody stanowi Real Time PCR, ktory dzieki znako-
wanym nukleotydom jest w stanie oznaczy¢ ilo$¢
powstajacego DNA w czasie rzeczywistym, co mo-
ze dawac rozeznanie co do wyjsciowej ilosci mate-
riatu genetycznego drobnoustroju (32).

Whioski

1. Pomimo istnienia wielu nowoczesnych me-
tod identyfikacji grzybicy jamy ustnej, najwta-
$ciwszym postepowaniem pozostaje nadal po-
branie wymazu bezposrednio z btony §luzowe;j
jamy ustnej w celu zatozenia hodowli oraz spo-
rzadzenie antymikogramu stuzgcego do ustale-
nia opornos$ci na leki przeciwgrzybicze.

2. Pomocng przy skutecznej terapii przeciwgrzy-
biczej moze by¢ metoda repliki, ktora jako me-
toda w pewnym stopniu powtarzalna umozli-
wia przeprowadzenie monitorowania poste-
poOw leczenia.

3. Obecne w pi$miennictwie rozbieznosci doty-
czace epidemiologii grzybicy mogg wynikac
nie tylko z r6znic w populacji poddanej oce-
nie, ale takze z czulo$ci zastosowanej metody
diagnostyczne;.
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