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Streszczenie

Wstep. Gronkowce stanowiq niejednorodng
grupe drobnoustrojow, wsrod ktorych wystepujg
bakterie nalezgce do groznych ludzkich patoge-
now. Dzigki mechanizmom adhezji do tworzyw
sztucznych, mogq kolonizow¢ powierzchnie uzu-
pelnien protetycznych. Nosicielstwo szczepow
wielolekoopornych w plytce protez jest szczegol-
nie niebezpieczne w przypadku pacjentow po za-
biegach transplantologicznych, a rutynowe bada-
nia mikrobiologiczne przy kwalifikacji do zabiegu
nie obejmujg wymazow z protez zebowych.

Cel pracy. Analiza jakoSciowa wystepowa-
nia bakterii z rodzaju gronkowcow u pacjentow
kwalifikowanych do przeszczepu narzqdowego z
materiatu pobranego z gardla oraz uzupetnien
protetycznych.

Material i metody. U 23 0sob zakwalifikowa-
nych do przeszczepu nerki po przeprowadzeniu

Summary

Introduction. Staphylococci are a heterogene-
ous group of microorganisms, consisting of ma-
Jjor human pathogens. Their adhesion to artificial
materials generates the colonisation of prosthetic
restorations. A carriage of multidrug-resistance
strains in denture plaque is particularly dange-
rous for patients receiving organ transplant. A
routine microbiological examination during qu-
alification for surgery does not include collection
of swabs from dentures.

Aim of the study. To analyse the prevalence of
Staphylococcus bacteria in patients qualified for
organ transplantation.

Material and methods. In 23 patients qualified
for kidney transplantation swabs from prosthetic
restorations and posterior wall of pharynx were
collected for microbiological examination. Stra-
ins of staphylococci were identified with conven-
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wywiadu i badania stomatologicznego pobrano
wymazy z uzupetnien protetycznych (ruchomych)
oraz tylnej Sciany gardla jalowym zestawem do
badania mikrobiologicznego w kierunku oznacze-
nia flory gronkowcowej. Przeprowadzono identy-
fikacje szczepow gronkowcow za pomocg wybra-
nych metod mikrobiologii konwencjonalnej oraz
oznaczono lekoopornosc.

Wyniki. Analiza mikrobiologiczna wykazata
wystepowanie roznego sktadu flory gronkowco-
wej na powierzchni btony sluzowej sciany gardta
oraz w plytce bakteryjnej protez. Charakterystyka
lekoopornosci drobnoustrojow wskazuje, iz nawet
w przypadku wystepowania tych samych gatun-
kow bakterii w obu badanych niszach, mogg one
stanowic¢ odmienne szczepy gronkowcow. Wsrod
izolowanych gatunkow wykrywano szczepy Gron-
kowca Ziocistego (S. Aureus) oraz Gronkowca
Skornego (S. Epidermidis), bakterii odpowie-
dzialnych za wystepowanie szeregu chorob miej-
scowych i ogolnych, moggcych stanowic zagroze-
nie zdrowia lub zZycia pacjentow po przeszczepie
narzgdowym.

Whioski. Rozny sklad gatunkowy flory gron-
kowcowej powierzchni sciany gardla oraz plytki
protez sugeruje wystgpowanie roznych mikrosro-
dowisk z osobliwymi interakcjami drobnoustro-
jow pomiedzy miejscami o bliskim sgsiedztwie
anatomicznym. Bakterie obecne w plytce protez
(denture plaque) mogg by¢ potencjalnym zrodtem
infekcji u pacjentow po przeszczepie narzqdo-
wym, a nawet stanowié¢ zagrozenie ich zdrowia
lub zZycia.

tional microbiologic methods and drug resistance
profiles were determined.

Results. Microbiologic analysis revealed dif-
ferent staphylococcal flora composition on the
surface of pharynx and denture plaque. Drug re-
sistance analysis showed significant differences
between similar species isolated from dentures
and tonsils. Among isolated species, S. Aureus
and S.Epidermidis, responsible for a number of
local and systemic diseases, were detected.

Conclusions. Different composition of staphy-
lococci species on the surface of pharynx wall and
dentures suggests different microenvironments of
close anatomical proximity locations. Bacteria
present in the denture plaque may be a potential
source of infection in organ transplant recipients,
which may have an impact on their general health
and even life.

Wstep

Bakterie z rodzaju  Staphylococcus
(Gronkowce) sa wzglednie beztlenowymi zia-
renkowcami Gram dodatnimi, wystgpujacy-
mi powszechnie w $rodowisku naturalnym. U
cztowieka moga kolonizowac skore oraz btone
sluzowa, stanowiagc nawet 60% sktadu tej flory.
Wsrod gronkowcdw szczeg6lnie niebezpiecz-
nym patogenem jest S. aureus (Gronkowiec
Ztocisty) odpowiedzialny za szereg zakazen

miejscowych w obrebie skory, tkanek podskor-
nych, tkanek migkkich oraz zakazen uktado-
wych 1 zatru¢ pokarmowych.

W populacji 0s6b dorostych, ogélnie zdro-
wych, S. aureus zwykle bezobjawowo bytuje w
jamie ustnej 1 nosowogardlowej. Nosicielstwo
w tej grupie jest szacowane na 24-36% (1, 2),
a wérod osob w zaawansowanym wieku, uzyt-
kujacych uzupetienia protetyczne wzrasta do
48%.

Niektore gatunki gronkowcow wystepujacych
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u cztowieka moga by¢ odpowiedzialne za za-
kazenia oportunistyczne. Maja one charakter
endogenny i wystepuja u 0s6b z obnizong od-
pornoscig. Najczestszym czynnikiem etiolo-
gicznym o charakterze gronkowcowym jest
S. epidermidis (Gronkowiec Skorny), ktory w
okreslonych warunkach moze powodowac bak-
teremig, zakazenia odcewnikowe i protez sta-
wowych oraz zakazenia dr6g moczowych (3).
Ponadto Gronkowiec Skorny poprzez zdolno$¢
do tworzenia biofilmu i koagregacje z Candida
Albicans, moze by¢ odpowiedzialny za infek-
cje o charakterze mieszanym bakteryjno-grzy-
biczym, ktére stanowig duzy problem terapeu-
tyczny 1 sa trudne do wyleczenia (4).

W Polsce przeszczepianych jest rocznie oko-
fo tysigca nerek. Leczenie nerkozastepcze wy-
korzystujace t¢ metode¢ jest uznawane za naj-
bardziej ekonomiczne i wygodne dla pacjenta.
Postep w dziedzinie chirurgii transplantacyj-
nej, wprowadzanie nowych lekéw immuno-
supresyjnych oraz coraz wigksza swiadomos$¢
pacjentow powoduja, iz stale poprawiaja si¢
wyniki leczenia, szczegdlnie wezesne. W dhuz-
szym okresie czasu (powyzej 1 roku) obserwu-
je sie jednak wiele niepowodzen, ktére zwia-
zane sg zarowno z dysfunkcja przeszczepu jak
1 znacznym pogorszeniem ogolnego stanu pa-
cjenta, a nawet jego zgonem (5). Jednym z za-
sadniczych powiklan leczenia przeszczepem
narzadowym sg zakazenia o etiologii wiruso-
wej, bakteryjnej oraz grzybiczej (6). Wynikaja
one z konieczno$ci stosowania lekéw immuno-
supresyjnych, ktore zabezpieczajg organ przed
odrzutem, jednak poprzez supresje odpowie-
dzi immunologicznej wptywaja na zwigksze-
nie ryzyka infekcji. Zrodtem zakazenia u takich
pacjentéw moze by¢ jama ustna, stanowigca
rezerwuar flory bakteryjnej zaréwno fizjolo-
gicznej, jak 1 oportunistycznej (7). Bakterie
moga przedosta¢ si¢ do krwioobiegu wywolu-
jac bakteremig, nawet przy niewielkim prze-
rwaniu ciggtosci btony sluzowej (8). Osoby z
zaburzong odpornos$cig sg predysponowane do

translokacji bakteryjnej z jamy ustnej do odle-
gtych narzadéw, wywolujac zapalenie wsier-
dzia, ptuc, zapalenia implantowanych stawow
iinne (9, 10).

Kwalifikujac pacjenta do zabiegu, przepro-
wadza si¢ rutynowo szereg badan, do ktorych
naleza wymazy pobierane z gardla, jamy no-
sowej 1 odbytu. Badanie mikrobiologiczne ma
na celu okreslenie nosicielstwa bakterii naleza-
cych do tzw. szczepow alarmowych. Stanowig
one potencjalne zagrozenie dla biorcoOw prze-
szczepu, personelu medycznego oraz innych
pacjentow oddziatu, gdyz sa wyposazone w
mechanizmy warunkujace ich oporno$¢ na licz-
ne grupy antybiotykdéw. Wystepowanie tych
drobnoustrojéw, a takze innych szczepdw bak-
terii lekoopornych moze dotyczy¢ takze uzu-
pelien protetycznych, ktére rutynowo nie sa
badane. W niniejszym projekcie podjgto pro-
be przeprowadzenia badania mikrobiologicz-
nego plytki bakteryjnej protez oraz powierzch-
ni gardta 1 porownanie sktadu obu tych mikro-
nisz w ukierunkowaniu na bakterie z rodzaju
Staphylococcus.

Materialy i metody

Pacjenci

W badaniu wzigli udziat pacjenci, stano-
wiacy grupe chorych leczonych nerkozastep-
czo, ktorzy uzytkowali ruchome uzupetnienia
protetyczne 1 zostali zakwalifikowani do za-
biegu przeszczepienia narzadowego w Klinice
Chirurgii Ogolnej 1 Transplantacyjnej Szpital
Klinicznego Dzieciagtka Jezus w Warszawie.
Badanie przeprowadzono za zgoda komisji bio-
etycznej WUM, a kazdy z uczestnikow wyra-
zit $wiadoma zgod¢ na pismie. Wykluczenie
dotyczyto 0sob, ktore przyjmowaty antybioty-
ki og6élnoustrojowo, stosowaty doustne lecze-
nia p/grzybicze lub ptukanki stomatologiczne
w okresie krotszym niz 1 miesigc przed termi-
nem przeszczepu narzadowego. W chwili zgto-
szenia, bezposrednio przed przygotowaniem
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farmakologicznym do operacji, od pacjentow
uzytkujacych ruchome uzupeltnienia protetycz-
ne (protezy catkowite oraz protezy czesciowe
osiadajace), pobrano wymazy jalowym zesta-
wem pobraniowym z podtozem transportowym
z tylnej Sciany gardla oraz powierzchni doslu-
zowej plyty protezy akrylowej gornej. Zebrano
wywiad ogo6lnomedyczny ze szczegdlnym
uwzglednieniem dotychczasowego leczenia
nerkozastepczego, dtugosci trwania dializ oraz
rodzaju przyjmowanych lekow, pierwotnej
przyczyny niewydolnosci nerek. Wywiad
stomatologiczny dotyczyl uzytkowanych
protez, informacji zwigzanych z okresem ich
uzytkowania, czgstosci wymiany, stosowanych
srodkéw adhezyjnych, preparatow do higieny
protez, schematu przechowywania protez
w trakcie snu. Wykonano badanie kliniczne
jamy ustnej z oceng higieny uzupelnien
protetycznych, wykorzystujac zmodyfikownay
indeks ptytki protez wg Ambjornsena (11). W
zalezno$ci od wartosci wskaznika higiena byta
uznawana za dobra, przecietng lub zia.

Hodowla bakteryjna

Pobrany materiat zostal przetransporto-
wany do laboratorium mikrobiologicznego,
gdzie w ciggu pierwszych 48 godzin wyko-
nano posiewy na podioza: agarowe z dodat-
kiem krwi baraniej oraz podtoze wybiorczo-
-roznicujagce Chapmana przeznaczone do wy-
izolowania bakterii z rodzaju Staphylococcus.
Plytki inkubowano w temperaturze 37°C przez
48 godz. Dokonano odczytu wzrostu bakte-
ryjnego na poszczegdlnych podlozach osobno
dla materiatu pobranego z protez oraz z gar-
dta. Przeprowadzono izolacje réznigcych sie
morfologicznie kolonii bakteryjnych z podto-
za Chapmana, wykonano seri¢ posiewOw re-
dukcyjnych aby uzyska¢ czyste kolonie, wy-
korzystujac zarowno plytki agarowe z dodat-
kiem krwi, jak i podtoza wybiorczo roéznicu-
jace przeznaczone dla flory gronkowcowej. W
przypadku niektoérych kolonii bakteryjnych,

wykazujacych nietypowa morfologie na pod-
lozu agarowym, wykonywano dodatkowo te-
sty na obecno$¢ katalazy oraz preparat z bar-
wieniem metoda Grama w celu potwierdzenia
obecnosci komorek ziarenkowcoéw gram (+)
o charakterze gronkowcowym. Poszczegolne
kolonie z podtoza agarowego posiano na pod-
loze ptynne BHI i inkubowano w temp. 37°C
przez 24 godz. Nastgpnie przeniesiono materiat
do krioprobowek 1 zamrozono w temperaturze
minus 183°C.

Identyfikacja i lekowrazliwosc gronkowcow

Identyfikacj¢ szczepdéw oraz okreslenie ich
profili lekowrazliwosci wykonywano za po-
mocg urzadzenia do automatycznej identyfi-
kacji: VITEK 2 (Biomerieux, Francja). Jego
dziatanie opiera si¢ na analizie wtasciwosci
biochemicznych drobnoustrojow. Urzadzenie
wykonuje serie reakcji katabolicznych, badajac
zdolnosci poszczegdlnych mikroorganizméw
do rozktadu substratoéw za pomoca enzymoéw
komoérkowych.

Metody statystyczne

W  przeprowadzonym badaniu wykona-
no analize¢ statystyczng uzyskanych wynikow
wykorzystujac program Microsoft Excel 2010
oraz BioStat 2009 Professional. Zastosowano
narzedzia statystyczne dla zmiennych o rozkta-
dzie normalnym (test t studenta) oraz testy nie-
parametryczne(jedno i dwuczynnikowa analiza
wariancji ANOVA). Przeprowadzono analizg
korelacji wybranych zmiennych przy uzyciu
testu korelacji rang Spearmana. W analizie da-
nych przyjeto poziom istotnosci p=0,05.

Wyniki i omowienie

W badanej grupie wyhodowano z jamy ustne;j
bakterie z rodzaju Staphylococcus u wszystkich
23 os6b. Gronkowce wystepowaty rownocze-
$nie w obu mikroniszach protezy i gardtau 17
pacjentéw. W przypadku 1 osoby wyizolowano

102

PROTETYKA STOMATOLOGICZNA, 2015, LXV, 2



Flora bakteryjna u uzytkownikéw protez

H Gardto
M Proteza

B Gardto/Proteza

S.cohini
S. saprophyticus
S. haemotyticus
S.lentus

S.hominis
M Proteza

S. capitis u Gardio

S.warneri

S.epidermidis

S.aureus

Liczba pacjentéw

Ryc. 1. Wystepowanie bakterii z rodzaju
Staphylococcus w badanej grupie pacjentow.

szczepy Staphylococcus tylko z gardta, a u 5
tylko z protezy (ryc. 1). Urzadzeniem Vitek 2
oznaczono 12 par jednakowych gatunkow wy-
stepujacych w obrebie gardla i na tworzywie
protez u 12 pacjentoéw. W materiatach pobra-
nych z powierzchni gardta dominowaty ga-
tunki: S. lentus, S. epidermidis, S. hominis.
W materiale pobranym z protez najczesciej
stwierdzano: S. epidermidis, S. aureus, S. lentus
(ryc. 2). W przypadku wigkszosci (88%) jedna-
kowych gatunkéw gronkowcoOw w obu bada-
nych mikroniszach u danego pacjenta, istniaty
znaczne roznice w ich profilach lekoopornosci
(ryc. 3). Z posrod wszystkich (60) wyizolowa-
nych szczepow Staphylococcus, az 45% wy-
kazywata odpornos¢ na przynajmniej 3 rdzne
antybiotyki. Analiza testu wariancji (ANOVA)
dotyczaca sktadu gatunkowego obu miejsc wy-
kazata brak statystycznie istotnych réznic mig-
dzy ptytka protez i powierzchnig gardta zarow-
no w obrebie calej grupy pacjentow (p= 0,34),
jak 1 poszczegolnych osob (p=0,44). Réznice
w profilach lekoopornosci bakterii wskazuja
jednak iz w obrebie badanych mikronisz wy-
stepuja rézne szczepy nalezace do tych samych
gatunkow bakterii (ryc. 4).

W opisywanym badaniu pacjenci odbywali
terapi¢ nerkozastepcza w postaci dializoterapii

Ryc. 2. Gatunki bakterii wyizolowane z blony $lu-
zowej gardta i powierzchni protezy.

do etapu przeszczepu narzadowego. Okres le-
czenia byt r6zny dla poszczegdlnych osob i
obejmowat przedziat od 3 miesiecy do 6 lat.
Analiza statystyczna nie wykazata wplywu dtu-
gosci trwania dializoterapii na liczbg szczepow
gronkowcow na w plytce protez (Spearman,
R=0,05). W przypadku powierzchni gardta,
niewielki ujemny wspoétczynnik (Spearman,
R=-0,23) moze $§wiadczy¢ o pewnym wply-
wie dializoterapii na wyselekcjonowanie nie-
ktorych szczepdéw bakteryjnych, ktoére domi-
nujg w obrgbie mikroniszy. Testem korelacji
rang Spearmana postuzono si¢ rowniez do pro-
by okreslenia zalezno$ci miedzy wiekiem pa-
cjentow, okresem uzytkowania protezy a ilo-
$cig szczepoOw gronkowcow w badanych miej-
scach. Stwierdzono wyrazng korelacj¢ dodatnig
1 wigkszg ilo$¢ roznych szczepow nalezacych
do gronkowcdéw na powierzchni ptyty prote-
zy z wiekiem badanych (R = 0,36) (ryc. 5). Na
powierzchni gardta w przeciwienstwie do pro-
tezy, r6znorodnos¢ flory gronkowcowej z wie-
kiem pacjentow ulegata wyraznemu zmniejsze-
niu (R=-0,37) (ryc. 6). Nie wykazano zalezno-
$ci migdzy okresem uzytkowania protezy a jej
sktadem flory gronkowcowej (R=0,06).

W badaniu klinicznym oceniano higieng uzu-
pehien protetycznych wykorzystujac wskaznik
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u Te same szczepy bakteryjne gr 6w na podstawie profilu

Réine szczepy tych samych gatunkéw na podstawie profilu lekowrazliwosci

30

25

22 (88%)

Liczba szczepow

0 4_

Diagram (Spearman R = 0,3624, Pearson Correlation Coefficient =
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Ryc. 4. Udzial par tego samego gatunku
Staphylococcus spp. o jednakowym i roznigcym
sie atybiotypie wsrod szczepow izolowanych jed-
noczesnie z powierzchni protezy i btony sluzowej
gardta.

Ambjornsena. U 10 osob stwierdzono higie-
n¢ zla, a u pozostatych 13 higiene¢ przeci¢tna.
Zastosowano jednoczynnikowg analiz¢ warian-
cji ANOVA celem ustalenia zaleznos$ci mig-
dzy higieng protez a sktadem bakteryjnym ba-
danych miejsc. Nie stwierdzono statystycznie
istotnego powigzania migdzy badanymi czyn-
nikami (p=0,67).

Analizie poréwnawczej poddano roéwniez
liczbg szczepdw bakteryjnych wyhodowanych
z powierzchni protez i gardfa w grupie chorych
uzytkujacych protezy bez oraz z przerwa noc-
ng. Wykonano test t studenta dla zmiennych pa-
rametrycznych osobno dla kazdej z badanych
mikronisz przy p=0,05. W przypadku protez,
nie mozna stwierdzi¢ istnienia réznic miedzy
sktadem flory gronkowcowej ich ptytki bak-
teryjnej w obu badanych grupach (p=0,31). W
przypadku powierzchni gardta mozna przy-
puszczac istnienie réznic w sktadzie flory gron-
kowcowej w zaleznosci od nawykow uzytko-
wania protez (p=0,06).

Na podstawie przeprowadzonego badania
mozna zaobserwowac, iz liczba roznych szcze-
poéw bakteryjnych gronkowcow migdzy plyt-
ka protez a powierzchnig gardia, nie rdzni si¢

Ryc. 5. Wykres testu korelacji rang Spearmana
dla wieku pacjentow i liczby roznych szczepow
gronkowcow na powierzchni tworzywa protez.

Diagram {(Spearman R = -0,3685, Pearson Correlation Coefficient = -
3,51 ;
3] 3 +
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2] T inialais e e
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4
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o
0,5
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Ryc. 6. Wykres testu korelacji rang Spearmana
dla wieku pacjentow i liczby roznych szczepow
gronkowcow na powierzchni blony sluzowej gar-
dia.

istotnie zarowno w obrebie catej grupy pacjen-
tow jak 1 u poszczegolnych osob. Obie badane
mikronisze sg zatem w takim samym stopniu
narazone na kolonizacje bakterii z rodzaju
Staphylococcus. Powierzchnia gardta oraz pty-
ty protezy roznig si¢ jednak znacznie w skta-
dzie gatunkowym, a takze fenotypowo w obre-
bie gatunkow zasiedlajacych rownoczesnie oba
miejsca u danego pacjenta. Swiadcza o tym roz-
nice w profilach lekowrazliwosci drobnoustro-
Jjow. Zagrozeniem, jakie wynika z tych réznic
jest pominigcie nosicielstwa waznych ludzkich
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patogenow przy wykonywaniu rutynowych ba-
dan mikrobiologicznych u biorcéw przeszcze-
pu narzagdowego nie uwzgledniajacych wyma-
zo6w z ruchomych uzupehien protetycznych,
ktoére ponadto sg czesto uzytkowane catodobo-
wo (56% o0sob).

U pacjentow kwalifikowanych do przeszcze-
pu narzagdowego zlecane jest wykonanie sanacji
jamy ustnej w celu wykluczenia potencjalnych
oraz czynnych ognisk infekcji (12). Jak wyni-
ka z przeprowadzonego badania, nie zawsze
pacjenci posiadaja dostateczng wiedze odno-
$nie prawidtowego instruktazu higieny protez.
Ptytka bakteryjna na powierzchni uzupetnien
protetycznych jest specyficznym mikrosrodo-
wiskiem bytowania szeregu drobnoustrojow o
charakterze bakteryjnym, wirusowym i grzy-
biczym. Porowate tworzywo akrylowe utrud-
nia eradykacj¢ mikroorganizmow przy zastoso-
waniu ogdlnie dostepnych srodkéw do higieny
protez. Pacjenci poddani przeszczepowi narza-
dowemu otrzymujacy leczenie immunosupre-
syjne s3 szczegdlnie narazeni na infekcje za-
roéwno o charakterze miejscowym, jak i ogdlno-
ustrojowym (13). Stan higieny protez badanych
pacjentoOw byt przecietny, a niejednokrotnie zty.
Pomimo braku statystycznego potwierdzenia
powiazania migdzy higieng protez a roznorod-
noscia sktadu flory gronkowcowej w niniejszym
badaniu, istnieje wiele doniesien literaturowych,
ktére opisuja podobne zaleznosci (14-16).

Podsumowanie

Przedstawione wyniki sygnalizuja poten-
cjalne zagrozenia zwigzane z uzytkowaniem
akrylowych uzupehien protetycznych w gru-
pie osob leczonych przeszczepem narzagdowym
1 stanowig wstep do dalszych badan, uwzgled-
niajacych zwiekszenie grupy badawczej, wpro-
wadzenie grupy kontrolnej oraz analiz¢ wply-
wu terapii immunosupresyjnych na rozwoj flo-
ry bakteryjnej w obrgbie badanych miejsc jamy
ustnej 1 tworzywa protez.

Whioski

1.Na podstawie przeprowadzonego bada-
nia mozna wnioskowaé¢, iz mikros$rodo-
wisko plytki bakteryjnej uzytkowanych
protez akrylowych pacjentow leczonych
nerkozastgpczo, rozni si¢ od pozostatych
miejsc jamy ustnej pomimo lokalizacji w tej
samej przestrzeni anatomiczne;.

2. Ruchome uzupeltnienia protetyczne sg rezer-
wuarem flory bakteryjnej, ktéra moze by¢
grozna dla pacjentow leczonych przeszcze-
pem narzagdowym.

3. Dbalo$¢ o higiene jamy ustne;j i higieng pro-
tez oraz edukacja w tym kierunku powinny
by¢ waznymi elementami profilaktyki zaka-
zen w tej grupie chorych.
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