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ЧУТЛИВІСТЬ ДО АНТИБІОТИКІВ БАКТЕРІЙ, ВИДІЛЕНИХ ІЗ ЗУБНОГО НАЛЬОТУ ДІТЕЙ, ХВОРИХ НА МУКОВІСЦИДОЗ
Назарян Р. С., Ткаченко М. В., Коваленко Н. І.

Харківський національний медичний університет, Харків
Дослідження є фрагментом науково-дослідної роботи Харківського національного медичного університету, яке виконується на кафедрі стоматології дитячого віку, дитячої щелепно-лицевої хірургії та імплантології «Характер, структура та лікування основних стоматологічних захворювань», номер держреєстрації № 0116U004975.

Вступ. Ураження тканин пародонту посідає значне місце у загальній структурі стоматологічних хвороб [3, 11]. Доведено, що основним фактором патогенезу, що запускає запальний процес у пародонті, є мікробіота зубного нальоту, яка може реагувати як якісними, так і кількісними зрушеннями на патологічні зміни в органах і системах організму людини [5, 12]. 


При такому мультисистемному ураженні як муковісцидоз, хворі схильні до бактеріальних інфекцій [1-4, 6, 14], і з метою їх лікування активно використовуються різні режими антибіотикотерапії [9], що в свою чергу може сприяти носійству штамів, резистентних до найчастіше вживаних антибіотиків, і ускладнити лікування одонтогенних інфекцій [2, 14] .
Метою роботи було вивчення чутливості до антибіотиків, антисептиків та протигрибкових препаратів збудників запальних захворювань ротової порожнини дітей, хворих на муковісцидоз.
Матеріали та методи дослідження.
Для реалізації поставленої мети було обстежено 37 дітей у віці від 8 місяців до 17 років. У роботі використані результати бактеріологічних досліджень клінічного матеріалу від 20 хворих на муковісцидоз (основна група) та 17 хворих на запальні захворювання ротової порожнини (контрольна група). В якості клінічного матеріалу були мазки із зубного нальоту. Етіологічна значимість у захворюванні враховувалася при рівні мікробного числа для бактерій 105 КУО і 103 КУО для грибів.

Мікробіологічне дослідження включало виділення збудників, ідентифікацію за морфологічними, культуральними і біохімічними властивостями культур відповідно до Наказу МОЗ СРСР № 535 від 22.04.1985р. [8], визначення чутливості мікроорганізмів до антимікробних препаратів методом дифузії в агар (метод стандартних дисків) відповідно до Наказу МОЗ України № 167 від 05.04.2007 р. [7]. Всього було виділено і проаналізовано 89 штамів мікроорганізмів. 
Для вивчення спектру антибактеріальної та протигрибкової активності до виділених мікроорганізмів були вибрані антибіотики, антисептики та антимікотики, які використовуються в клінічній стоматології [10, 12, 13].
Результати дослідження та їх обговорення.
При вивченні структури представників мікробіоти зубного нальоту хворих на муковісцидоз дітей було виділено 46 штамів умовно-патогенних мікроорганізмів. Найбільш значимими були α-гемолітичні стрептококи (39,1%). Також виділялися гриби Candida albicans (17,4 %), Staphylococcus aureus (13,0 %), Neisseria spp. (17,4 %), грамнегативні палички Enterobacter aerogenes (8,7 %) та Escherichia coli (4,3 %). Отримані результати свідчать про те, що у хворих на муковісцидоз відбувається часткове заміщення представників нормальної мікрофлори ротової порожнини α-гемолітичних стрептококів і непатогенних Neisseria spp. умовно-патогенними мікроорганізмами, а саме S. aureus, E. aerogenes і E. сoli (табл. 1).

Таблиця 1. Питома вага окремих представників мікрофлори, виділеної із зубного нальоту 
	Мікроорга-нізми
	Групи хворих

	
	основна
	контрольна

	
	частота виділення (абсолютне значення/%)
	щільність мікробної колонізації lg КУО/г 
(М ± m)
	частота виділення (абсолютне значення/%)
	щільність мікробної колонізації lg КУО/г (М±m)

	α-гемолітичні стрептококи
	18/39,1
	6,05±0,6
	16/37,2
	6,19+0,5

	Neisseria spp.
	8/17,4
	5,25±0,7
	17/39,5
	5,65±0,7

	S. aureus
	6/13,0
	4,67±1,0
	1/2,3
	4,0±0,0

	S. epidermidis
	-
	-
	1/2,3
	4±0,0

	E. aerogenes
	4/8,7
	4,75±0,2
	-
	-

	E. coli
	2/4,3
	4±0,01
	-
	-

	C. albicans
	8/17,4
	4,25±0,7
	8/18,6
	4,35±0,9



Для подальшого вивчення були вибрані чисті культури бактерій, які мали найбільшу питому вагу і є типовими представниками умовно-патогенної мікрофлори, а саме α-гемолітичні стрептококи, S. aureus і  Neisseria spp. Узагальнюючі результати визначення чутливості до антибіотиків бактерій, виділених із зубного нальоту хворих, представлені в табл. 2. Вони демонструють дуже низьку активність більшості досліджених препаратів по відношенню до всіх бактерій. Була також установлена відмінність у чутливості штамів бактерій, виділених від хворих основної і контрольної груп в залежності від виду мікроорганізму і класу антибіотика.
Таблиця 2. Порівняльна чутливість до антибіотиків бактерій, виділених із зубного нальоту хворих основної і контрольної груп
	Антибіотики

	Кількість чутливих штамів (у відсотках)

	
	Streptococcus spp
	Neisseria spp
	S. aureus

	
	О
	К
	О
	К
	О
	К

	Амоксиклав
	50,0
	52,9
	0
	0
	16,7
	0

	Амоксицилін
	44,4
	52,9
	0
	11,8
	0
	0

	Гатифлоксацин 
	5,6
	11,8
	75,0
	82,4
	16,7
	100*

	Офлоксацин
	16,7
	17,6
	75,0
	82,4
	33,3
	100*

	Пефлоксацин 
	16,7
	17,6
	75,0
	58,8
	0
	100*

	Ципрофлоксацин 
	22,2
	17,6
	87,5
	58,8
	100
	100

	Левофлоксацин
	22,2
	12,5
	87,5
	82,3
	66,6
	100*

	Цефазолін 
	22,2
	0
	12,5
	0
	16,7
	0

	Цефуроксим 
	22,2
	5,9
	25,0
	5,9
	0
	0

	Цефподоксим 
	22,2
	11,8
	25,0
	0
	25,0
	0

	Цефтриаксон 
	66,7
	82,3
	62,5
	82,4
	66,6
	100*

	Цефипім
	44,4
	52,9
	37,5
	23,5
	83,3
	100*

	Тетрациклін
	33,3
	5,9
	0
	11,8
	50,0
	100

	Доксициклін 
	55,6
	35,3
	25,0
	23,5
	50,0
	100

	Амікацин 
	11,1
	17,6
	87,5
	88,2
	50,0
	100

	Гентаміцин 
	11,1
	11,8
	100
	88,2
	66,6
	100

	Кліндаміцин 
	50,0
	29,4
	37,5
	5,9
	80,0
	100


Примітка. О – основна група хворих, К – контрольна група хворих.
* - кількість помірно резистентних штамів.


Альфа-гемолітичні стрептококи, виділені від хворих обох груп, виявили високий рівень резистентності до всіх досліджених антибіотиків. Найбільш чутливими вони були до цефтриаксону (66,7 % штамів у хворих основної групи і 82,3 % - у хворих контрольної групи). До доксицикліну були чутливі 55,6 % виділених штамів із основної групи, а до амоксиклаву і кліндаміцину – по 50 % штамів. Фторхінолони, аміноглікозиди й інші досліджені цефалоспорини проявили низьку активність.


Серед виділених штамів нейсерій високий рівень чутливості був продемонстрований до гентаміцину, амікацину і фторхінолонів (100 %, 87,5 % і 75-87,5 % відповідно). До цефтриаксону були чутливі 62,5 % штамів, виділених від хворих на муковісцидоз, та 82,4 % штамів, виділених від хворих контрольної групи.

Штами S. aureus, виділені від хворих на муковісцидоз, характеризувався чутливістю до ципрофлоксацину у 100 % випадків, цефепіму – у 83,3 %, кліндаміцину – у 80 % випадків. Низьку активність показали інші фторхінолони і цефалоспорини. До амоксициліну і цефуроксиму всі виділені штами були помірно резистентними. Від хворих контрольної групи був виділений лише один штам золотистого стафілокока, який виявився чутливим до ципрофлоксацину, тетрацикліну, доксицикліну, амікацину, гентаміцину і кліндаміцину і помірно резистентним до інших фторхінолонів, цефтриаксону і цефипіму. Інші досліджені антибіотики були неефективними.

При вивченні чутливості бактерій до антисептиків було виявлено чутливість усіх виділених штамів до діоксидину (має протипоказання до застосування у дітей) і відсутність активності у ектерициду (табл. 3). Більше 72 % бактерій були чутливими до мірамістину і 82 % - до Гівалексу. Лише 25 % нейсерій були чутливими до хлорофіліпту. Стафілококи, виділені від хворих на муковісцидоз, були помірно резистентними до хлорофіліпту, а штам, виділений від хворого контрольної групи, виявився чутливим до нього.
Таблиця 3. Порівняльна чутливість до антисептиків бактерій, виділених із зубного нальоту хворих основної і контрольної груп
	Антисептики

	Кількість чутливих штамів (у відсотках)

	
	Streptococcus spp
	Neisseria spp
	S. aureus

	
	О
	К
	О
	К
	О
	К

	Ектерицид
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	Хлорофіліпт
	0
	0
	25
	25
	20*
	100

	Діоксидин 
	100
	100
	100
	100
	100
	100

	Мірамістин 
	72,2
	88,2
	75
	88,2
	83,3
	100

	Гівалекс 
	82,3
	99,4
	87,5
	82,4
	100
	100


Примітка. О – основна група хворих, К – контрольна група хворих.

* - кількість помірно резистентних штамів.


Всі штами Candida albicans характеризувалися як чутливі до ністатину (табл. 4). Найменш активними були ітраконазол і кетоконазол.
Таблиця 4. Порівняльна чутливість до антимікотиків грибів, виділених із зубного нальоту хворих основної і контрольної груп
	Групи хворих
	Кількість чутливих штамів (у відсотках)

	
	Клотримазол
	Ністатин
	Флуконазол
	Кетоконазол 
	Ітраконазол 

	Основна
	75
	100
	50
	25
	0

	Контрольна
	57,1
	100
	87,5
	12,5
	12,5


При аналізі отриманих результатів насторожив факт широкого розповсюдження штамів бактерій з множинною резистентністю до антибіотиків. Оцінка чутливості до антибіотиків альфа-гемолітичних стрептококів виявила, що виділені штами були резистентними від 5 до 12 антибіотиків (рис. 1). Серед хворих на муковісцидоз по 22,2 % штамів були резистентними до 8 і 10 антибіотиків, 16,6 % – до 9 і 11,1 %– до 12 препаратів.
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Рис. 1. Частота виділення антибіотикорезистентних штамів α-гемолітичних стрептококів
Виділені штами Neisseria spp. характеризувалися резистентністю від 5 до 9 антибіотиків у хворих на муковісцидоз і від 2 до 12 препаратів – у хворих контрольної групи (рис. 2).
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Рис. 2. Частота виділення антибіотикорезистентних штамів Neisseria spp.
У золотистого стафілокока резистентність до 9 антибіотиків спостерігалася у 50 % штамів і по 16,6 % штамів – до 2, 3 і 7 препаратів (рис. 3). Штам S. aureus, виділений від хворого контрольної групи, був стійкий до 6 антибіотиків.
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Рис. 3. Частота виділення антибіотикорезистентних штамів S. aureus 

Відомо, що представники ендогенної мікрофлори людини та умовно-патогенні бактерії відіграють важливу роль у структурі збудників інфекцій хворих на муковісцидоз [4]. Два найбільш поширених захворювання порожнини рота -  карієс зубів і захворювання пародонту також пов'язані з мікроорганізмами [5]. Як показали результати дослідження, у хворих на муковісцидоз широко поширені бактерії з множинною резистентністю до антибіотиків. Існує прямий зв'язок між станом імунної системи і активацією непатогенної флори і/або опортуністичної мікрофлори порожнини рота [5]. Носійство антибіотикорезистентних штамів в ротовій порожнині хворих на муковісцидоз може ускладнити лікування одонтогенних інфекцій.

Таким чином, мікробіологічні дослідження відіграють важливу роль для розшифровки етіології захворювань порожнини рота хворих на муковісцидоз дітей, їх профілактики і лікування. Дані про чутливість бактерій до антибіотиків потребують постійної перевірки у зв’язку з формуванням нових мікробних асоціацій і збільшенням кількості резистентних штамів, що визначає актуальність і практичне значення подальших мікробіологічних досліджень.
Висновки.
1. Мікробіоценоз зубного нальоту дітей, хворих на муковісцидоз, характеризується активною колонізацією поверхні зубів α-гемолітичними стрептококами, які виділяються в асоціаціях як з грампозитивними чи грамнегативними бактеріями, так і з грибами C. albicans.
2. Серед мікроорганізмів, виділених із зубного нальоту дітей, хворих на муковісцидоз, було виявлено штами, резистентні до більшості антибіотиків, які є основою лікування одонтогенних інфекцій. 

3. Бактерії, виділені із зубного нальоту дітей, хворих на муковісцидоз, характеризуються високими рівнями резистентності до антибіотиків і антисептиків для місцевого застосування.

4. Найбільшу активність показали фторхінолони і гентаміцин по відношенню до нейсерій, ципрофлоксацин і цефепим – щодо золотистого стафілокока і цефтриаксон по відношенню до α-гемолітичних стрептококів.
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У ході дослідження виявлено, що провідна роль в етіології одонтогенних інфекцій хворих на муковісцидоз належала гемолітичним стрептококам (39,1%), Neisseria spp. (17,4 %), Staphylococcus aureus (13,0 %) і грибам Candida albicans (17,4 %). Крім того виділялися S. aureus, E. aerogenes і E. сoli. Найбільшу чутливість α-гемолітичні стрептококи проявили до цефтриаксону (66,7 % штамів у хворих основної групи і 82,3 % - у хворих контрольної групи), нейсерії – до гентаміцину, амікацину і фторхінолонів (100 %, 87,5 % і 75-87,5 % відповідно), а золотистий стафілокок – до ципрофлоксацину (100 %), цефепіму (83,3 %) і кліндаміцину (80 %). Цефепим був активним лише по відношенню до S. aureus. Низьку активність по відношенню до всіх виділених штамів показали амоксиклав, амоксицилін, пефлоксацин, цефазолін, цефуроксим і цефподоксим. Усі виділені штами були чутливі до діоксидину і резистентні до ектерициду. Всі штами C. albicans характеризувалися як чутливі до ністатину, а найменш активними були ітраконазол і кетоконазол.
Ключові слова: мікрофлора зубного нальоту, чутливість до антибіотиків, муковісцидоз, одонтогенні інфекції.

ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ К АНТИБИОТИКАМ БАКТЕРИЙ, ВЫДЕЛЕННЫХ ИЗ ЗУБНОГО НАЛЕТА БОЛЬНЫХ МУКОВИСЦИДОЗОМ

Назарян Р. С., Ткаченко М. В., Коваленко Н. И.

В ходе исследования выявлено, что ведущая роль в этиологии одонтогенных инфекций больных муковисцидозом принадлежала α-гемолитическим стрептококкам (39,1%), Neisseria spp. (17,4 %), Staphylococcus aureus (13,0 %) и грибам Candida albicans (17,4 %). Кроме того выделялись S. aureus, E. aerogenes и E. сoli. Наибольшую чувствительность α-гемолитические стрептококки проявили к цефтриаксону (66,7 % штаммов у больных муковисцидозом и 82,3 % - у больных контрольной группы), нейссерии – к гентамицину, амикацину и фторхинолонам (100 %, 87,5 % и 75-87,5 % соответственно), а золотистый стафилококк – к ципрофлоксацину (100 %), цефипиму (83,3 %) и клиндамицину (80 %). Цефипим был активным только в отношении S. aureus. Низкую активность в отношении всех выделенных штаммов показали амоксиклав, амоксициллин, пефлоксацин, цефазолин, цефуроксим и цефподоксим. Все выделенные штаммы были чувствительные к диоксидину и резистентные к эктерициду. Все штаммы C. albicans характеризовались как чувствительные к нистатину, а наименее активными были итраконазол и кетоконазол.

Ключевые слова: микрофлора зубного налета, чувствительность к антибиотикам, муковисцидоз, одонтогенные инфекции.

SENSITIVITY TO ANTIBIOTICS OF BACTERIA ISOLATED FROM PLAQUE OF CHILDREN WITH CYSTIC FIBROSIS

Nazaryan R. S., Tkachenko М. V., Kovalenko N.I.

Kharkiv National Medical University

Abstract

Actuality: The two most common oral diseases - dental caries and periodontal disease are related with microorganisms that form plaque on the tooth surface. Representatives of the microbiocenosis of the oral cavity are a very sensitive ecosystem that can be changed under the influence of antibiotics and pathogenic mechanisms of the disease. In such multi-system lesions as cystic fibrosis patients are susceptible to bacterial infections and to treat them different modes of antibiotic therapy are used actively, which in turn can contribute carrier of strains resistant to commonly used antibiotics, and complicate the treatment of odontogenic infections.

Objective: determination of susceptibility of agents of inflammatory diseases of the oral cavity of children with cystic fibrosis to antibiotics, antiseptics and antifungal drugs.

Materials and Methods: bacteriological research of plaque of 20 children with cystic fibrosis and 17 children with inflammatory diseases of the oral cavity was conducted. Microbiological examination included an isolation of pathogens, identifying morphological, cultural and biochemical properties, determination of the sensitivity of microorganisms to antimicrobial agents by diffusion method in agar (the method of standard discs).

Research Results: The study found that the leading role in the etiology of dental disease in children with cystic fibrosis belonged to hemolytic streptococcus (39,1%), Neisseria spp. (17,4%), Staphylococcus aureus (13,0%) and the fungi Candida albicans (17,4%). In addition it was found that in patients with cystic fibrosis there is a partial replacement of members of the normal microflora of the oral cavity α-hemolytic streptococci and non-pathogenic Neisseria spp. by opportunistic pathogens such as S. aureus, Enterobacter aerogenes and Escherichia coli. The investigated strains of bacteria were characterized by multiple resistance to antimicrobial agents, including those that are widely used in the treatment of cystic fibrosis.

The greatest sensitivity of α-hemolytic streptococci was shown to ceftriaxone (66.7% of strains in patients with cystic fibrosis and 82.3% in patients of the control group), Neisseria to gentamicin, amikacin and fluoroquinolones (100%, 87.5% and 75-87.5% respectively), and S. aureus to ciprofloxacin (100%), cefipime (83.3%) and clindamycin (80%). The low activity of amoxiclav, amoxicillin, pefloxacin, cefazolin, cefuroxime and cefpodoxime was shown against all isolated strains. Cefipime was active only in relation to S. aureus. All isolated strains were sensitive to dioxidin and resistant to ectericid. More than 72% of the bacteria were sensitive to miramistin and 82% to Givalex. All strains of C. albicans were characterized as sensitive to nystatin, but itraconazole and ketoconazole were the least active.

Conclusions: The obtained data confirmed the requirement to determine the most significant pathogenic flora, which causes diseases of the oral cavity of patients with cystic fibrosis, its sensitivity to antimicrobial agents, monitoring of resistance to improve the health care of this category of patients.
Keywords: plaque microflora, sensitivity to antimicrobial agents, cystic fibrosis, odontogenic infection.
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