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Streszczenie

Wstęp

Przewlekła obturacyjna choroba płuc (POChP) stanowi jedną z wielu jednostek chorobowych, w etiopatogenezie których udowodniono znaczący udział bakterii bytujących w jamie ustnej. Badania wykazały, iż niedostateczna higiena jamy ustnej wpływa na rozwój zapalenia płuc. Znaczna część szpitalnych zapaleń płuc inicjowana jest poprzez aspirację bakterii kolonizujących jamę ustną i nosogardło do dolnych dróg oddechowych. Czynnikiem etiologicznym infekcyjnych zaostrzeń POChP w 50% są bakterie należące do patogenów układu oddechowego, a także grzyby  z rodzaju Candida spp., saprofitujące błony śluzowe organizmu. Drobnoustroje te bytują w środowisku jamy ustnej jako zorganizowane struktury tworzące niszę ekologiczną, zwaną biofilmem. Biofilm płytki ruchomych uzupełnień protetycznych (denture plaque) to przykład mieszanego biofilmu grzybiczo-bakteryjnego, który bezpośrednio oddziałuje na błonę śluzową jamy ustnej, powodując stomatopatię protetyczną. Aspiracja materiału biologicznego do dolnych dróg oddechowych upośledza klirens śluzowo-rzęskowy, a tym samym sprzyja powstawaniu ogólnego stanu zapalnego organizmu. Stosowane w terapii wziewne chemioterapeutyki oraz domowe leczenie tlenem wpływa na zmianę warunków środowiskowych w jamie ustnej powodując suchość i brak możliwości skutecznego samooczyszczania przez ślinę powierzchni protez i zębów. Istotne jest zbadanie częstości występowania stomatopatii protetycznych powikłanych zakażeniami grzybami drożdżopodobnymi u tych pacjentów. Interdyscyplinarne badania ogólnomedyczne i stomatologiczne określające wpływ higieny jamy ustnej i uzupełnień protetycznych na stan ogólny pacjentów z POChP pozwoli dokładniej kontrolować przebieg tej choroby i zmniejszyć koszty ewentualnych hospitalizacji chorych.

Cel pracy

Celem pracy jest ocena wpływu obecności wybranych szczepów drobnoustrojów patogennych układu oddechowego u pacjentów w stabilnej fazie POChP, wyhodowanych z płytki ruchomych protez, na stan błony śluzowej jamy ustnej.

Materiał i metody badań

Badanie zostało przeprowadzone wśród 98 pacjentów użytkujących ruchome uzupełnienia protetyczne. Grupę badaną stanowiło 68 chorych na POChP (rozpoznanie na podstawie kryteriów GOLD 2011), leczonych w Katedrze i Klinice Chorób Wewnętrznych, Pneumonologii i Alergologii SPCSK w Warszawie. Kryterium wykluczającym pacjenta z badania były przebyte infekcje w ciągu ostatnich trzech miesięcy i antybiotykoterapia. Grupę kontrolną stanowiło 30 pacjentów (30,6%) Katedry Protetyki Stomatologicznej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, ogólnie zdrowych i nieprzyjmujących żadnych leków, zgłaszających się na wizyty kontrolne. Chorych na POChP podzielono na trzy grupy względem przyjmowanej terapii. W grupie I znalazło się 21 pacjentów (21,4% badanych) przyjmujących wyłącznie leki rozszerzające oskrzela. W grupie II było łącznie 27 pacjentów (27,6% ogółu badanych), którzy przyjmowali leki rozszerzające oskrzela oraz wziewne glikokortykosteroidy. W grupie III składającej się z pacjentów przyjmujących leki rozszerzające oskrzela, wziewne glikokortykosteroidy oraz poddanych domowej terapii tlenem znajdowało się 20 osób (20,4%).
Wszyscy uczestnicy badań użytkowali ruchome uzupełnienia protetyczne: protezy całkowite, częściowe protezy osiadające i protezy szkieletowe. Wśród chorych przeprowadzono badanie podmiotowe i przedmiotowe. Poddano analizie wcześniejszą dokumentację medyczną pacjenta, uwzględniającą badania dodatkowe (spirometria - Lung Test 1000, MES Poland) i karty wypisowe z dotychczasowych hospitalizacji. Obstrukcję dróg oddechowych określono przy poziomie wskaźnika FEV1 / FVC < 0,7 po podaniu leków rozszerzających oskrzela.

Stomatologiczne badanie podmiotowe dotyczyło objawów subiektywnych w obrębie błony śluzowej jamy ustnej, stosowanych metod higieny uzupełnień protetycznych oraz diety. W badaniu klinicznym oceniano stan błony śluzowej jamy ustnej wg. zmodyfikowanej klasyfikacji Newtona (Newton, 1962). Klasa 0 obejmowała pacjentów bez stwierdzonych klinicznie zmian zapalnych błony śluzowej. Do klasy I zakwalifikowano osoby z ograniczonymi polami przekrwienia. Klasa II dotyczyła pacjentów z rozległym stanem zapalnym pod płytą protezy. W klasie III obserwowano przerost błony śluzowej podłoża protetycznego. 

Stan higieny uzupełnień protetycznych określono w oparciu o zmodyfikowany wskaźnik płytki wg  Ambjörsena (Ambjörsen i wsp., 1982), dzięki czemu sprawdzono obecność płytki w trzech polach na dośluzowej powierzchni płyty protezy i dwóch na powierzchni przedsionkowej. Wyznaczono skalę higieny: 0 - higiena dobra (brak płytki w badaniu i przy zeskrobywaniu instrumentem), 1 - higiena niezadowalająca (umiarkowane nagromadzenie płytki  pokrywające częściowo protezę, widoczne przy badaniu wzrokiem), 2 - zła higiena (powierzchnia protezy obficie pokryta widoczną płytką). 

Badania mikrobiologiczne wykonano metodą wymazu bezpośredniego z powierzchni płyt użytkowanych protez akrylowych. Następnie przesłano w pojemnikach transportowych Transwab MD do Zakładu Mikrobiologii Lekarskiej WUM, gdzie dokonano posiewu i izolacji drobnoustrojów na podłożu płynnym i stałym, stosując podłoże Columbia z dodatkiem 5% krwi baraniej oraz podłoża Chapmana i McConkeya. Płytki  inkubowano przez 24-48 godzin w temperaturze 37ºC w warunkach tlenowych. Identyfikację bakteriologiczną przeprowadzono na podstawie cech morfologicznych i biochemicznych, stosując następujące testy firmy bioMerieux (bioMerieux SA, Marcy-l’Etoile, France): ID 32 GN, API 20 E, API 20 Strep, API 20 Staph. Do wzrostu i identyﬁkacji grzybów drożdżopodobnych zastosowano podłoże Sabourauda, które inkubowano w temperaturze 30°C przez 48 godzin, w atmosferze tlenowej. Dokonano analizy wzrostu kolonii grzybów i ich identyfikacji przy użyciu selektywnego podłoża Chromagar Candida (BioRad) i asymilacyjnego testu ID 32 C (bioMerieux). 

Zidentyfikowano i zbadano stopień pokrewieństwa szczepów bakteryjnych Klebsiella pneumoniae i Klebsiella oxytoca oraz grzybiczych Candida albicans i Candida tropicalis przy użyciu metody RAPD (ang. Random Amplification of Polymorphic DNA), czyli losowej amplifikacji polimorficznego DNA. Analiza opiera się na metodzie PCR przeprowadzanej z jednym niespecyficznym genowo starterem przy niskiej temperaturze topnienia. Izolację genomu DNA ze szczepów Candida spp.  i Klebsiella spp. przeprowadzono przy użyciu zestawu do oczyszczania DNA EurX, zgodnie z zaleceniami producenta (EurX, Gdańsk, Polska). Oczyszczoną elucję DNA zawieszono w buforze Tris-EDTA i przechowywano w celu dalszej analizy w temperaturze -20°C. Reakcja prowadzona była w termocyklerze DNA Engine (MJ Research, BioRad, Hercules, USA) w warunkach 95°C- 5’, 45 cykli 95°C- 1’, 36°C- 1’, 72°C- 2’ w dwóch najliczniejszych grupach izolatów. Produkty reakcji rozdzielano elektroforetycznie na 2% żelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny. Do zbadania szczepów Candida albicans i Candida tropicalis użyto starteru OPR 15: o sekwencji 5’GGACAACGAG 3’ (Gene Tools, Syngene; Cambridge, UK). Natomiast dla izolatów Klebisella spp. użyto starteru ERIC-2 o sekwencji: 5’AAGTAAGTGACTGGGGTGAGC 3’. Analizę wyników przeprowadzono przy użyciu programu Gene Tools firmy Syngene (Cambridge, Wielka Brytania).
Wyniki

Na podstawie przeprowadzonych badań określono specyfikę składu mikrobiologicznego biofilmu płytki protez akrylowych w zależności od prowadzonej terapii farmakologicznej w przebiegu POChP. W badaniu klinicznym oceniającym stan błony śluzowej jamy ustnej wg klasyfikacji Newtona, zaobserwowano różnego stopnia stan zapalny. Rozlany stan zapalny błony śluzowej obejmujący cały obszar pokryty płytą protezy obserwowano u 10 (37%) pacjentów przyjmujących leki rozszerzające oskrzela i glikokortykosteroidy wziewne  i 8 (40%) pacjentów z rozszerzoną tlenoterapią. Przerost brodawczakowaty umiejscowiony w środkowej części podniebienia stwierdzono u 3 (14,3%) chorych grupy I (przyjmujących leki rozszerzające oskrzela) oraz pojedynczych przypadkach grupy II i III. Zdrową błonę śluzową bez widocznych cech zapalenia obserwowano u 23 (76,7%) badanych grupy kontrolnej. Przeprowadzone testy statystyczne na poziomie istotności 0,05 w grupie pacjentów przyjmujących leki rozszerzające oskrzela i terapię poszerzoną o wziewne glikokortykosteroidy oraz w grupie kontrolnej wykazały, istotne różnice w występowaniu różnych typów stomatopatii. 

Stan higieny protez oceniany w oparciu o zmodyfikowany indeks płytki wg. Ambjörsena wskazywał na zaniedbania w oczyszczaniu użytkowanych protez, większe w grupie pacjentów chorych na POChP, szczególnie uczestników przyjmujących leki rozszerzające oskrzela i wziewne glikorotykosteroidy oraz chorych z poszerzoną terapią domowego leczenia tlenem w porównaniu z grupą kontrolną. W całej grupie obciążonych POChP i grupie kontrolnej, stwierdzono obecność płytki protez. Pacjenci grupy kontrolnej w połowie przypadków wykazywali wzorową higienę uzupełnień protetycznych. 

W wyniku prowadzonych badań wyizolowano i poddano analizie 23 gatunki szczepów bakteryjnych i grzybiczych. W badaniach mikrobiologicznych potencjalnie patogenne mikroorganizmy (PPMs) rozpoznano u chorych na POChP oraz w grupie kontrolnej. Spośród 98 posiewów uzyskanych z wymazów płytki protez zdecydowanie najwięcej różnych gatunków bakterii odnaleziono u pacjentów należących do grupy II oraz grupy III, niż u uczestników z grupy kontrolnej. We wszystkich grupach badanych najczęściej izolowano szczep Candida albicans. Wśród pacjentów obciążonych POChP izolowano głównie szczepy: Candida tropicalis, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae oraz Staphylococcus epidermidis. Analiza wzrostu grzybów drożdżopodobnych w badaniu mikologicznym po  48 h, wykazała ich obecność w materiale pobranym z powierzchni protez od 76% do 90% pacjentów chorych na POChP i 53,3% osób grupy kontrolnej. Szczepy grzybów drożdżopodobnych wyhodowane z wymazów z błony śluzowej jamy ustnej należały do następujących gatunków: C.albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis, G. candidum. 

Typowanie genetyczne RAPD wykazało znaczny polimorfizm wśród szczepów Candida albicans. Wśród izolatów drożdżaków pochodzących od pacjentów z POChP wykazano obecność 19 różnych genotypów. Analiza genotypowa uzyskanych wzorów RAPD potwierdziła endogenny charakter większości zakażeń wśród pacjentów z POChP. Rozdział elektroforetyczny produktów RAPD dla C. tropicalis wyodrębniła 6 genotypów. Na podstawie analizy wyników RAPD szczepów bakteryjnych K. pneumoniae wyodrębniono 5 różnych typów genetycznych. Tylko jeden wykazywał wysoki poziom pokrewieństwa między wyizolowanymi szczepami. Z kolei analiza genowa K. oxytoca wykazała 4 główne genotypy o dość niskim poziomie pokrewieństwa. Analiza genotypowa szczepów Candida.spp. i Klebsiella spp. metodą RAPD- PCR wykazały wysokie pokrewieństwo genetyczne, ale nie identyczne, co sugeruje, że szczepy te mogły dostosować się do warunków środowiska jamy ustnej w wyniku mikroewolucji. 

Wnioski
1. Patogenne szczepy układu oddechowego takie jak C. albicans, S. aureus,  P. aeruginosa, K. pneumoniae, Serratia spp., wyizolowane z płytki protez pacjentów z POChP stanowią potencjalne źródło infekcji dróg oddechowych u tych pacjentów.

2. Częstsze występowanie stomatopatii protetycznej powikłanej zakażeniem grzybiczym wśród pacjentów z POChP, może być związane ze stosowaniem przewlekłej wziewnej glikokortykoterapii i domowej terapii tlenem.

3. Eliminacja płytki protez jest skutecznym sposobem zmniejszającym ryzyko występowania zaostrzeń w przebiegu POChP.

4. Analiza genotypowa szczepów Candida.spp. i Klebsiella spp. metodą RAPD- PCR wykazały wysokie pokrewieństwo genetyczne, ale nie identyczne, co sugeruje, że szczepy te mogły dostosować się do warunków środowiska jamy ustnej w wyniku mikroewolucji.

Summary
Introduction
Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is one of major diseases where oral bacteria bear significant degree of responsibility for exacerbations. International studies showed that poor oral hygiene has an influence on pneumonia infections. A substantial part of nosocomial pneumonias starts with the aspiration of oral bacteria from the mouth or nasopharynx to the lower respiratory tract. Respiratory tract pathogens and also Candida spp. fungi, leading a saprophytic existence in the mucosa, are responsible for over 50% of exacerbations of COPD. Those microorganisms exist in form of organized structures forming an ecological niche called biofilm. The pathogenicity of a microorganism is reflected in its capacity to form biofilm, which directly affects oral tissues and the lower respiratory tract. Aspiration of biological material to the lower respiratory tract implies a breach of host defense mechanisms and impaired mucociliary clearance. Inhalation chemotherapy and home oxygen therapy alters the environmental conditions in the mouth, causing dryness which obstructs saliva flow and impedes its antiseptic properties. It is very important to investigate the prevalence of prosthetic stomatitis with yeast-like fungus infections in these patients, which may cause the development of systemic candidiasis. Interdisciplinary study of the relationship between oral hygiene and dental restorations and general condition of patients with COPD, will have more control over the course of the disease and reduce the medical financial expenses.

Aim of the study

The aim of present study is to assess the influence of the presence of selected pathogenic strains in the respiratory tract, cultivated from prosthetic dentures plaque of patients in stable phase of COPD on the oral mucosa condition.

Materials and methods 

The study was conducted among 98 patients in total. There were 68 patients with COPD (diagnosis based on Gold 2011 criteria) in the study group, treated in the Department of Internal Medicine Pulmonology and Allergology of SPCSK in Warsaw. The exclusion criterion from the study were infections within last 3 months and antibiotic therapy. The control group was 30 patients (30,6%) treated in the Department of Prosthodontics, Warsaw Medical University, Warsaw, Poland of generally good health not taking in any medications, coming to the clinic for control visits. Patients with COPD were divided into three groups, depending on the received therapy. In group I there were 21 patients (21,4% of all studied patients) receiving only bronchodilators. In group II there were 27 patients (27,6% of all studied patients) receiving bronchodilators and  inhaled glucocorticosteroids. In group III there were 20 (20,4% of all studied patients) receiving bronchodilators, inhaled glucocorticosteroids and home oxygen therapy. All studied patients were using removable restorations: full dentures, partial acrylic dentures and framework dentures. All patients underwent interview and physical examination. Previous medical documentation of patients, containing additional tests (Lung Test 1000, MES Poland) and discharge cards from previous hospitalizations was analyzed. Airway obstruction was defined by post- bronchodilator FEV1/ FVC <0,7.

Dental interview was mainly concerned about subjective symptoms in the oral mucosa, the applied methods of hygiene of restorations and diet. In the clinical study, the state of oral mucosa was evaluated according to modified Newton’s classification. Class 0 included patients with no clinically observed the inflammatory changes in the mucosa. Class I qualified individuals with limited congestion areas. Class II included patients with extensive inflammation of the denture base. In class III patients with mucosal hyperplasia of prosthetic base were observed. 

The hygienic status of restorations was determined based on the modified index plaque by Ambjörsen owing to which the presence of the denture plaque was established in three fields on the mucous surface plate of the denture and two fields on the vestibular surface. The scale of hygiene was determined: 0- good hygiene (no denture plaque in the study and the scraping tool), 1- unsatisfactory hygiene (moderate accumulation of plaque covering the prosthesis partially, apparent with naked eye examination), 2- bad hygiene (the surface of the prosthesis abundantly covered with visible denture plaque).

Microbiological testing was performed by direct swabs from the surface of the plates of acrylic dentures. Next, it was sent in transport containers Transwab MD to the Department of Medical Microbiology of Medical University of Warsaw, where it was inoculated and the isolation of microorganisms was performed in a liquid and solid substrate, using Columbia with 5% sheep blood and the substrates of Chapman and McConkey. Plates were incubated for 24-48 hours at 37ºC under aerobic conditions. Bacteriological identification was based on morphological and biochemical characteristics using the following tests produced by bioMerieux (bioMerieux SA, Marcy-l'Etoile, France): ID32 GN, API20 E, API20 Strep, Staph API20. For growth and the identification of yeast, the Sabouraud agar was used and later was incubated at 30°C for 48 hours in oxygen atmosphere. An analysis of the growth of fungal colonies and its identification was performed using selective subtrsate CHROMagar Candida (BioRad) and the assimilation test ID32C (bioMerieux).

The analysis of genetic affinity between Klebsiella pneumoniae and Klebsiella oxytoca, Candida albicans and Candida tropicalis was conducted by RAPD method (Random Amplification of Polymorphic DNA). The analysis is based on a PCR method carried out with one non-specific genotype primer at low melting point. Genomic DNA isolation from Candida spp. and Klebsiella spp. was performed with EurX Genomic DNA Purification Kit, according to producer guidelines (EurX, Gdansk, Poland), following the recommendations. Purified DNA elution was performed with Tris-EDTA buffer and stored for further analysis at -20°C. The reaction was carried out in a DNA Engine thermal cycler (MJ Research, BioRad, Hercules, USA) under the conditions of 95°C- 5’, 45 cycles in 95°C- 1’, 36°C- 1’, 72°C- 2’ in the respective groups of isolates. The products  of the reaction were separated by electrophoresis in 2% agarose gel with an addition of ethidium bromide. For typing C. albicans and C. tropicalis isolates, primer OPR 15:  5' GGACAACGAG3' (Gene Tools, Syngene (Cambridge, Great Britain) was used, whereby for K. oxytoca and K. pneumoniae – primer ERIC-2: 5’ AAGTAAGTGACTGGGGTGAGC- 3’ (Amersham Pharmacia Biotech) was applied. The interpretation of these results was generated using a Gene Tools program (Cambridge, Great Britain).
Results

Based on the studies conducted, the specificity of the microbiological composition of denture plaque of pharmacological therapy in COPD was determined. In the clinical trial evaluating the condition of the oral mucosa by Newton’s classification variants degrees of inflammation were observed. Extensive inflammation of the oral mucosa including the area covered by the denture was observed in 10 patients who were taken bronchodilators and inhaled corticosteroids (37% of patients) and 8 patients of group with home oxygen therapy (40%). Papillary hypertrophy located in the central part of the palate was found in 3 patients from group I (14.3%), who were under bronchodilators therapy, and some individual cases in groups II and III. Healthy mucosa, without visible signs of inflammation, was observed in 23 patients (76.7%) of the control group.

The hygienic status of dentures based on the modified index plaque by Ambjörsen, pointed out the improper cleaning of dentures, increased in patients with COPD, especially in patients taking bronchodilators and inhaled glucocorticosteroids and in patients receiving extended home oxygen therapy, compared with the control group. In the whole group of patients with COPD and control group, the presence of the denture plaque was revealed. Patients in the control group in half of the cases showed exemplary hygiene of dental restorations.

23 species of bacterial and fungal microorganisms were isolated and analyzed in the course of tests performed for the purpose of this study. Based on microbiological examinations, the potentially pathogenic microorganisms (PPMs) were found both in patients with COPD and in controlled group. In 98 swabs from denture plates, the most different species of bacteria were obtained from patients belonging to the group II and group III comparing with the control group. In all studied groups, the most frequently isolated strain was Candida albicans. In patients with COPD, the mainly isolated strains were: Candida tropicalis, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae and Staphylococcus epidermidis. The analysis of yeast growth in the mycological examination after 48 h, showed their presence in the material collected from the surface of prostheses, from 76% to 90% of patients with COPD and 53.3% of the control group. The yeast-like fungal strains cultivated from denture plaque swabs belonged to: C.albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis, G. candidum.

The analysis of Candida albicans genotypes by RAPD-PCR method revealed a large genetic variability among the strains. Among yeast isolates from COPD patients, 19 different genotypes were identified. Genotypic analysis of the RAPD patterns confirmed the endogenous nature of most infections among COPD patients. The electrophoretic separation of RAPD products for C. tropicalis has identified 6 genotypes. Based on the analysis of the RAPD results of K. pneumoniae strains, 5 different genetic types have been identified. Only one cluster has showed a high similarity between the isolated strains. Genotypic analysis of K. oxytoca, on the other hand, showed 4 major genotypes with relatively low similarity. The analysis of Candida spp. and Klebsiella spp. genotypes by RAPD-PCR method revealed a large genetic variability among the strains isolated from the denture plaque of COPD patients and healthy participants.

Conclusions

1. Pathogenic respiratory strains such as C. albicans, S. aureus, P. aeruginosa, K. pneumoniae, Serratia spp., which was isolated from the denture plaque of patients with COPD are constitute a potential source of respiratory tract infections in these patients.

2. More frequent occurrence of prosthetic stomatitis complicated by fungal infection among patients with COPD may be associated with the chronic use of inhaled glicocorticoteroids and home oxygen therapy.

3. Elimination of the denture plaque is an effective way of reducing the risk of exacerbations in COPD.

4. The analysis of Candida spp. and Klebsiella spp. genotypes by RAPD-PCR method revealed highly similar but not identical, which suggests that these strains could have adapted to the oral environmental conditions and are suffering microevolution.

