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ABSTRACT. Biodiversity of mycocoenoses of oral cavity, throat and nose of children aged 6-15
years. The purpose of this study was analysis of biodiversity of mycoflora in selected ontocenoses of
healthy children. The material for the study was consisted of swabs taken from oral cavity, pharynx,
and nose of healthy children: 128 girls and 142 boys. The material for the study was collected in May
and November, dividing the children into two age groups: 6-9 years and 10-15 years. A total of 13 spe-
cies representing 5 genera: Candida, Rhodotorula, Saccharomyces, Saccharomycopsis and Trichospo-
ron were found in the material studied. The dominant group were yeasts-like fungi. Candida albicans,
the basic etiological factor of the majority of mycotic diseases in humans, was found most frequently.
Appearance of Candida glabrata and C. krusei is a reason for concern, as increasing numbers of the-
Ir strains are resistant to basic antimycotic drugs, as well as relatively frequent appearance of Tricho-
sporon beigelii, Saccharomycopsis capsularis, and Saccharomyces sp. — the fungi showing increasing
expansiveness and enzymatic activity. The fungi were most frequently isolated from oral cavity and
pharynx. No phenological changes in fungal prevalence were found in the pharynx. In the other onto-
cenoses fungi were found much more frequently in the spring than in the autumn. Regardless of the
season, the largest fluctuations in biodiversity and numbers of the studied mycocoenoses were obse-
rved 1n the oral cavity and nose — the organs that come into direct contact with environmental conta-
minants and many agents of transmission for potentially pathological fungi.
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WSTEP

Mikocenoze stanowi grzybowy komponent zespotu mikroorganizmow okresla-
nych jako ontocenozy narzgdowe. Najwieksza bior6znorodnoscig charakteryzujg
s1¢ mikocenozy majace bezposredni kontakt ze sSrodowiskiem zewnetrznym. W nich
biorg poczatek reakcje zwigzane z adaptacja, samoobrong 1 ustalaniem si¢ formy
wspoltzycia miedzy makro- 1 mikroorganizmami (Ejdys 2001).
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Narzady majace ciagly kontakt z otoczeniem: skdra, jamy nosa, jama ustna,
przewod pokarmowy lub narzady plciowe nie sg, a nawet nie moga byc¢ sterylne. Sa
zajmowane w rozny sposob w kolejnych okresach ontogenezy, podczas gdy zasie-
dlanie narzagdéw wewnetrznych odbywa sie w toku transmisji wewngtrzosobnicze)
(Kurnatowska 1995). Wszystkie réznig sie¢ znacznie warunkami w nich panujgcy-
mi1. Okreslajace je cechy anatomiczne oraz pelnione funkcje fizjologiczne ograni-
czajg 1 w znacznym stopniu dywersyfikujg sktad gatunkowy ontocenoz. Jama ust-
na, nos (nozdrza przednie 1 jama nosowa), gardto wydajg si¢ byC szczegdlnie waz-
ne nie tylko ze wzgledu na stosunkowo latwe, zwielokrotnione mozliwosci opano-
wania ich przez potencjalne patogeny, ale przede wszystkim ze wzgledu na miejsce
Inicjowania migracji tych czynnikéw w giab organizmu. Dotyczy to przewodu po-
karmowego (Kluska 1 wsp. 1977, Rézga 1 wsp. 1997, Kurnatowski 1 wsp. 2001),
uktadu oddechowego (Biedunkiewicz 1999, Batura-Gabryel 2000), a w szczegdl-
nych przypadkach innych narzadow z centralnym uktadem nerwowym wigcznie
(Bako 1 wsp. 1995, Cochrane 1999).

Rownolegle z rozwojem nowoczesne) medycyny oraz wyrafinowanej antybioty-
koterapii, dotychczas nieszkodliwe grzyby stajg si¢ coraz bardziej aktywne jako
czynniki etiologiczne choréb. Wedlug Richardsona 1 Warnocka (19935), wszystkie
orzyby majace zdolnos¢ wzrostu w temperaturze ciata czitowieka (37°C) 1 przezy-
wania w warunkach obnizonego potencjatu oksydoredukcyjnego (warunki panujg-
ce w uszkodzonej tkance) powinny by¢ brane pod uwage jako potencjalne patoge-
ny.

Grzyby wchodzace w sktad ontocenoz narzadowych czlowieka mozna uznac za
swoisty bioindykator stanu uktadu odpornosciowego zywiciela, gdyz wywolanie
choroby przez grzyb zalezy w wigkszym stopniu od sit obronnych cztowieka niz od
wirulencji tego patogena (Sowinski 1986). Dlatego niepokéj) moze budzi¢ fakt 1zo-
lowania 1ch od dzieci uwazanych za zdrowe (Dynowska 1 Ejdys 2000). W zwigzku
z tym postanowiono przeprowadzi¢ analize jakosciowg mikoflory wybranych onto-
cenoz zdrowych dziect w wieku szkolnym.

MATERIAL I METODY

Material do badan stanowily wymazy z jamy ustnej, gardta 1 okolicy przedsion-
kowej jamy nosowe] (nazywane] dalej w skrocie nosem) 270 dzieci zdrowych,
uczniow szkol podstawowych. W ciggu trzech lat badan standardowo pobierano
proby w maju 1 listopadzie, zwracajgc uwage na dwa przedzialy wiekowe dzieci: 6-
9 oraz 10-135 lat.

Uzyskane materialy biologiczne wysiewano na podioze Sabourauda bez anty-
biotykow. Nie stosowano podlozy z antybiotykami, ktére moglyby modyfikowac
typowe cechy grzybow (Dynowska 1991-1992). Inkubacj¢ prowadzono w tempera-
turze 37°C przez 48 godzin, a po uzyskaniu wzrostu, material przesiewano dwu- lub
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trzykrotnie na Swieze podtoze Sabourauda w celu eliminacji bakterii, ktére w pierw-
szym posiewle stosunkowo czesto towarzyszyly grzybom.

Po uzyskaniu czystych bezbakteryjnych szczepow, zakladano mikrohodowle na
agarze Nickersona. Na szkietko podstawowe, pokryte cienkg warstwg podtoza (ok.
2mm) inokulowano grzyby, a na miejsce mnokulacji nanoszono 2-3 krople bulionu
z surowicg w stosunku 1:1. Mikrohodowle inkubowano w temperaturze 37 C przez
48 do 72 godzin.

Przy identyfikacji wzieto pod uwage cechy makroskopowe (wielkos¢, barwe,
ksztalt, konsystencje¢, zapach kolonii) 1 mikroskopowe (ksztatt 1 wielkoS¢ komérek
paczkujacych, blastospor 1 chlamydospor, srednice pseudostrzepek 1 strzgpek) oraz
cechy biochemiczne uzyskane na API — testach firmy bio — Mérieux (API 20C, API
20C AUX). Do réznicowania poszczegOlnych gatunkéw rodzaju Candida uzywano
CHROMagaru firmy bio — Mérieux. Test ten uznano za uzupelniajgcy, poniewaz
w 1zolacjach wielogatunkowych nie daje precyzyjnych wynikéw (Bouchara 1 wsp.
1996, Biatasiewicz 1998, Rosado 1 wsp. 1998).

Grzyby oznaczono na podstawie kluczy: Lodder 1 Kreger-van Rij (1967), Kre-
ger-van Ri1j (1984), Barnett 1 wsp.(1990), opracowania Kurnatowskiej (1995) oraz
atlasu grzybéw notowanych w materiatach klinicznych (de Hoog 1 wsp. 2000).

Przy ocenie podsumowujacej zastosowano analiz¢ wariancji, przeksztalcajac li-
czebnos¢ poszczegdlnych gatunkéw grzybow wedlug transformacji — przeksztatce-

nie Freemana-Tukeya. Do analiz statystycznych wykorzystano komputerowy pakiet
programu STATISTICA.

WYNIKI

Ogotem w badanym materiale stwierdzono 13 gatunkow grzybow nalezacych do
5 rodzajow: Candida, Rhodotorula, Saccharomyces, Saccharomycopsis 1 Tricho-
sporon. Dominowaly grzyby drozdzopodobne. Najczesciej 1zolowano Candida al-
bicans (Robin) Berkhout, Candida guilliermondii Langeron et Guerra (= Pichia gu-
illiermondii Wickerham), Candida tropicalis (Castellani) Berkhaut 1 Trichosporon
beigelii Vuillemin. Rzadziej pojawialy sie Candida parapsilosis Langeron et Tali-
ce, Candida intermedia Langeron et Guerra, Candida krusei (Castellan1) Berkhout,
Rhodotorula glutinis (Fresenius) Harrison 1 Saccharomycopsis capsularis
Schionning. Candida glabrata Yarrow et Meyer oraz Trichosporon capitatum Did-
dens et Lodder (= Dipodascus capitatus de Hoog et al.) wystepowaly sporadycznie.
Drozdze wtasciwe byly reprezentowane przez Saccharomyces cerevisiae Hansen.

Stwierdzono 1stotne réznice pod wzgledem liczebnosci poszczegdlnych gatun-
kéw, na poziomie istotnosci o = 0,05. Na tej podstawie mozna wyodrebnic trzy gru-
py gatunkow. Do pierwszej nalezy zdecydowany dominant — Candida albicans. Do
drugiej grupy zaliczono: Candida guilliermondii, C. krusei, C. parapsilosis, C. tro-
picalis, Rhodotorula glutinis, Sacccharomycopsis capsularis, Saccharomyces sp.
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1 Trichosporon beigelii. Candida glabrata, C. intermedia oraz Saccharomyces cere-
visiae 1 Trichosporon capitatum utworzyty grupe trzecig (Rys. 1).

Grzyby najczescie] 1zolowano z jamy ustnej — 76 1zolatéw od 63 dzieci, nieco
rzadziej z gardla — 67 1zolatéw od 55 dzieci. W nosie ich prewalencja byta trzykrot-
nie mniejsza — 25 1zolatéw od 24 dzieci. ROwniez najubozsza ontocenoza pod
wzgledem jakosciowym byla ontocenoza nosa. W jamie ustnej 1 gardle liczba ga-
tunkOw byta taka sama, roznice pojawily si¢ w ich bior6znorodnosci 1 czestosci wy-
stepowania poszczegllnych grzybow (Rys. 2). Zdecydowana wigkszosC 1zolowa-
nych gatunkéw nie wykazywata specyfiki wystepowania w okreslonej ontocenozie.
Te, ktére wyizolowano tylko z jednej ontocenozy pojawily si¢ sporadycznie. Rho-
dotorula glutinis 1 Candida tropicalis wystapily w jamie ustnej 1 gardle, natomiast
Saccharomyces cerevisiae byl gatunkiem 1zolowanym z ontocenozy jamy ustnej
1 nosa. Nie stwierdzono tych samych gatunkéw wystepujacych jednoczesnie w no-
sie 1 gardle.

Grzyby czescie] wystepowaly u dzieci wiosng niz jesienia, odpowiednio — 97
1 71 1zolatéw. Sposrdd wyizolowanych 13 gatunkéw wiosng stwierdzono jedena-
Scie, jesienig 10 gatunkéw. W maju odnotowano stosunkowo duzg liczbe 1zolatéw
Candida guilliermondii 1 Saccharomycopsis capsularis. W obu sezonach najcze-
scie] hodowanym grzybem byla Candida albicans (Rys. 3).

Rhodotorula glutinis, Candida glabrata 1 C. intermedia s3 grzybami wyizolowa-
nymi tylko u dzieci w wieku od 10 do 15 lat (Rys. 4). Trichosporon capitatum za-
notowano u mtodszego dziecka. Oprocz Rh. glutinis wymienione drozdzaki wystg-
pilty sporadycznie. Pozostale gatunki wystepowaty w obu przedziatach wiekowych.
U starszych dzieci liczebnos¢ C. albicans byla mniejsza.

Sposrdod 128 dziewczat grzyby zanotowano u 47 (36,7%). Na 142 chtopcow
grzyby stwierdzono u 51 (35,9%). Tak wiec r6znica we frekwencji u obu pici wy-
niosta niecaty procent.

DYSKUSJA

Pod patronatem European Confederation of Medical Mycology, w 1996 roku zo-
stala wypracowana klasyfikacja biobezpieczenstwa grzybow potencjalnie patogen-
nych dla cztowieka 1 zwierzat (De Hoog 1996). Wprowadzono trzy grupy biobez-
pleczenstwa — BSL (bioselty levels). Grupa BSL-1 to saprotrofy lub patogeny ro-
slin. Zakazenia przez nie wywolane sg koincydentalne, powierzchniowe, nieinwa-
zyjne lub lagodne. Notuje sie jednak przypadki, w ktorych fitopatogeny atakujg
organizmy ludzi 1 zwierzat. Przyktadem moze by¢ Fusarium solani, ktéry wywotu-
je nie tylko fuzariozy roslin ale moze by¢ przyczyng trudnych do zdiagnozowania
hialohyfomikoz u czlowieka (Dynowska 1998). BSL-2 grupuje gatunki zajmujace
glownie ontocenozy bazkregowcow, ale z relatywnie duzg zdolnoscia do przezycia
w tkankach kregowcow. U pacjentéw z cigezkimi zaburzeniami odpornosci moga
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wywolaé glebokie, oportunistyczne zakazenia. Do tej grupy zaliczono rowniez pa-
togeny powodujace powierzchniowe zakazenia. Grupa trzecia BSL-3 to patogeny
zdolne do wywotania ciezkich, glebokich zakazen grzybiczych u ogoélnie zdrowych
0s6b (De Hoog 1996).

Z. wyizolowanych 13 gatunkéw grzybéw od badanych dzieci, 5 nalezy do dru-
gie] grupy biobezpieczenstwa, pozostate do pierwszej. Oprocz zdecydowanego do-
minanta jakim jest Candida albicans, do BSL-2 nalezy réwniez C. glabrata, C. kru-
sei, C. tropicalis 1 Trichosporon beigelii. Wymierny udzial w grzybicach wymienio-
nych gatunkéw potwierdzaja liczne prace (Jacob 1 wsp. 1984, Bruns 1 wsp. 1986,
Dynowska 1996, Samaranayake 1997, Swoboda-Kope¢ 1 wsp. 1998, Krcmery
1 wsp. 1999). Natomiast niepokoi fakt izolacji od dzieci Candida parapsilosis, ga-
tunku wykrywanego nie tylko w tagodnych postaciach mikoz (Kurnatowska 1 So-
snowska 1981), ale rowniez w bardzo cigzkich grzybicach z wysokim odsetkiem
Smiertelnosci (Hannsens 1 wsp. 1983, Boguszewska-Baczkowska 1 Latoszynska
1997, Benjamin 1 wsp. 2000).

Etiologia grzybicy scisle wigze si¢ z charakterem (= rodzajem) zakazenia. Na
prawie wszystkich kontynentach obserwuje sie spadkowg tendencje w czgstoscl
1zolowania C. albicans od pacjentéw z fungemia (Bruun 1 wsp. 1995, Malani 1 wsp.
2001, Obata 1 wsp. 2001, Slavin 2002). Mimo, ze nadal gatunek ten jest zdecydo-
wanym dominantem wsrdd grzybiczych czynnikéw etiologicznych, w ciggu ostat-
niego dziesieciolecia znacznie wzrdst udziat w 1zolatach z materialow biologicz-
nych innych gatunkéw: Candida glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis 1 C. krusei.
Candida glabrata czesciej notuje sie u dorostych pacjentéw niz u dzieci. Odwrot-
nie jest z Candida parapsilosis, zwlaszcza u wczesniakow 1 niemowlgt (Malani
1 wsp. 2001). Niemniej jednak w fungemii nadal najczesciej 1zoluje sie C. albicans:
u wczesniakow w 83,3% przypadkéw, a u dzieci z chorobami nowotworowymi
w 40,2% (Krcmery 1 wsp. 2002). Podobnie wysokg prewalencje grzyb ten wykazu-
je u dzieci zdrowych, co bardzo wyraZnie wida¢ w badaniach wlasnych (Dynowska
1 Ejdys 2000).

Na uwage zastluguje rOwniez fakt odnotowania grupy grzybow o stosunkowo
duzej ekspansywnosci, ktére w literaturze mikologicznej wydaja si¢ by¢ pomijane.
Sg to: Candida guilliermondii, Trichosporon beigelii 1 Saccharomyces. Grzyby re-
prezentujace ten ostatni rodzaj dopiero od niedawna sg 1zolowane od zdrowych
dzieci (Smiech-Stomkowska i wsp. 1996). Przez dtugi czas byly pomijane i trakto-
wane jako nieszkodliwe lub tez jako zanieczyszczenie hodowli. Dotyczy to zwtla-
szcza Sachcaromyces cerevisiae.

Zanotowano rowniez istotne réznice fenologiczne w liczebnosci poszczegol-
nych gatunkéw grzybow 1zolowanych wiosng 1 jesienia, przy takiej samej biordz-
norodnosci. Najwigkszy udzial w badanych ontocenozach miala w obu sezonach
Candida albicans. Na wiosn¢ zmniejszyla si¢ czestos¢ wystepowania Candida kru-
sei, C. parapsilosis 1 C. tropicalis, natomiast wzrosta czesto$¢ Candida guilliermon-
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dii, Saccharomycopsis capsularis oraz drozdzy — Saccharomyces. Tendencje t¢, za-
obserwowang réwniez u os6b dorostych przez Dynowskg 1 Biedunkiewicz (1999),
mozna tlumaczy¢ ustgpowaniem gatunkéw o stabszych zdolnosciach adaptacyj-
nych na rzecz lepiej 1 szybciej przystosowujacych sie.

Na terenie wojewoddztwa Warminsko-Mazurskiego od 1986 roku prowadzone sg
badania nad epidemiologicznym znaczeniem krazenia grzybow potencjalnie choro-
botwoérczych miedzy Srodowiskiem zewnetrznym a organizmem czlowieka oraz
nad dynamika mikoflory uktadu oddechowego 1 pokarmowego o0sob dorostych, ze
szczegdlnym zwrdceniem uwagl na zacleranie si¢ granic mi¢dzy grupami ekolo-
gicznymi grzybéw (Dynowska 1990, 1996; Dynowska 1 Biedunkiewicz 1999,
2001). Zauwazona przez wymienione autorki ekspansja grzybow, zwlaszcza droz-
dzopodobnych, dotychczas nie 1zolowanych lub notowanych w innych ontoceno-
zach (Candida glabrata, Saccharomycopsis capsularis, Trichosporon beigelii) zna-
lazta réwniez potwierdzenie w badaniach dotyczacych dzieci. Przede wszystkim
nalezy zwroci¢ uwage na wzrost czestoscl wystepowania Trichosporon beigelii
(Dynowska 1998) 1 Saccharomycopsis capsularis — rzadko notowany w literaturze
mikologicznej (Dynowska 1 Biedunkiewicz 1999), przy zmniejszajacym si¢ udzia-
le Candida albicans. Jest to tym wazniejsze, ze C. albicans 1 T. beigelii uznano za
gatunki wskaznikowe pod wzgledem sanitarnym, epidemiologicznym 1 ekologicz-
nym (Dynowska 1995). Wzrastajaca ekspansywnos¢ T. beigelii potwierdzajg takze
doniesienia o identyfikacji tego grzyba jako czynnika etiologicznego w fungemii
wczesniakow (Krcmery 1 wsp. 2002). Dynowska 1 Biedunkiewicz (2001) uwazaja,
ze przyczyna zmian w dynamice poszczegblnych gatunkéw, tak w makro- jak
1 w mikrosrodowisku sg zmiany w aktywnosci enzymatycznej oraz wyjatkowa zdol-
nos¢ grzybow potencjalnie chorobotwoérczych do bardzo szybkiego uruchamiania
niezbednych do zasiedlania enzymow adaptatywnych.

Z, gospodarstw 1 pol spltywaja zanieczyszczenia, skazajac r6znego typu zbiorni-
k1 wodne, w ktore szczegdlnie obfituje badany teren wojewddztwa Warminsko-Ma-
zurskiego (Dynowska 1995, Wojcik 1 wsp. 2001). Nie wykluczone, ze z faktem tym
wigze sie zwiekszona prewalencja Candida guilliermondii notowana u dzieci oraz
w srodowisku naturalnym, np. w zbiornikach wodnych, odpowiednio — 8,31 13,9%
(W06jcik 1 wsp. 2001). R6wniez pojawienie si¢ Rhodotorula glutinis tylko w jedne;
populacji dzieci mozna ttumaczy¢ wiekszym kontaktem z rezerwuarem tego gatun-
ku, jakim sg zanieczyszczone wody powierzchniowe.

Niektore grzyby, zwlaszcza z rodzaju Candida, moga przez wszystkie okresy zy-
cia czlowieka wchodzi¢ w sktad ontocenoz narzadowych lecz w zadnej z nich nie
mozna 1ch uznac za tzw. skladnik mikroflory fizjologicznej (Kurnatowska 1995).
W ciele czlowieka grzyby wystepuja w dwéch postaciach: drozdzoidalne) —
Y 1 strzepkowe] — micellarnej — M (Dynowska 1995). Kazda z nich charakteryzuje
s1¢ specyficznymi wlasciwosciami patogenicznymi (Systo 1 Macura 1998). Paczku-
jacy grzyb ma zdolnosci przylegania do komoérek i biatek macierzy zewnatrzkomor-




MIKOCENOZY U DZIECI W WIEKU SZKOLNYM 371

kowej zywiciela. Molekuly adhezyjne na powierzchni komdérki grzyba sg podobne
antygenowo do receptoréw blonowych na komoérkach zywiciela, co stanowi mecha-
nizm mimikry molekularnej 1 chroni patogena przed atakiem przeciwcial klasy IgA
znajdujacej si¢ w slinie (Macura 1994, Macura-Biegun 1 Macura 1997). Jednak
w fazie Y aparat enzymatyczny grzyba jest zbyt staby, aby umozliwi¢ wnikni¢cie
do tkanek, stad liczne przypadki nosicielstwa grzybow, ktére sg dowodem na istnie-
nie ogdlnobiologicznej tendencji do wytwarzania rOwnowagl miedzy makro- 1 mi-
kroorganizmem (podobnie jak w przypadku wiruséw 1 bakterii).

Wytwarzanie enzymoOw proteolitycznych 1 toksyn przez grzyb nastepuje po
przejsciu w faz¢ M (Macura 1994). Jest to mozliwe w momencie wytracenia orga-
nizmu ze stanu homeostazy. Nawet dla mlodego, zdrowego organizmu nie jest to
zjawisko rzadkie. Niedozywienie, czeste infekcje wirusowe 1 bakteryjne, a co za
tym 1dzie wielokrotne terapie antybiotykami o szerokim spektrum dzialania, wy-

starczg aby infekcja grzybowa przeszita w pelnoobjawowg grzybice (Dynowska
1995, Dynowska 1 Ejdys 2000).

WNIOSKI

(1) W analizowanej grupie dzieci zdrowych grzyby najczesciej 1izolowano z ja-
my ustnej 1 gardta. Trzykrotnie rzadziej z nosa.

(2) Niezaleznie od p6r roku najwieksze fluktuacje w bior6znorodnosci 1 liczeb-
nosci badanych mikocenoz obserwowano w jamie ustnej 1 w nosie — narzgdach bez-
posrednio stykajacych sie z kontaminentami otoczenia 1 z wieloma czynnikami roz-
przestrzenienia grzybow potencjalnie chorobotworczych.

(3) Sposrod 13 wyodrebnionych gatunkéw grzybéw drozdzopodobnych 1 droz-
dzy zdecydowanym dominantem jest Candida albicans — podstawowy czynnik
etiologiczny wiekszosci grzybic notowanych u cztowieka. Zjawiskiem niepokojg-
cym moze byC notowanie C. glabrata 1 C. krusei, ktérych coraz wiecej szczepow
wykazuje opornos¢ na podstawowe antymikotyki, oraz stosunkowo czeste notowa-
nie 1. beigelii, S. capsularis 1 Saccharomyces sp. — grzybow o rosngcej ekspansyw-
nosci 1 aktywnosci enzymatycznej.

(4) Zmiany jakosciowe 1 1loSciowe w strukturze gatunkowej grzybow analizo-
wanych ontocenoz swiadczg o zmianach srodowiskowych 1 informuja, jakie grzyby
aktualnie dominujg w srodowisku zewnetrznym, ktére stale zmienia sig, tak jak
zmienia si¢ co roku populacja dzieci pochodzacych z réznych srodowisk domo-
wych. Srodowiska te, podobnie jak szkola, stanowig wazne ogniwo na réznych
szczeblach transmisji miedzyosobniczej grzybow potencjalnie chorobotwérczych.
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