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ABSTRACT. Occurrence of Preurnocystis carinii DNA and anti-Preumocystis antibodies in sera of
infants at the age of humoral response natural degradation. The polymerase chain reaction (PCR)
and indirect immunofluorescent test (IF) were used for examination of serum samples obtained
from infants with respiratory tract infections. Sixty (11,9%) out of the 503 examined infant samples
were positive for anti-P. carinii IgM and 354 (70,4%) contained anti-Preumocystis IgG. P. carinii
DNA was found in 6 (6,7%) sera from 90 of infected infants. Five out these 6 samples were for
anti-Prneumocystis antibodies positive; 4 contained both IgG and IgM classes and one had only
IgG. The sixth sample had neither IgG nor IgM, despite of P. carinii DNA presence. The results of
the studies indicated that for diagnosis Preumocystis carinii pneumonia (PCP) in infants on serum
specimens detection of antibodies by IF test is of greater value than Pneumocystis DNA
amplification by PCR method.
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WSTEP

Pneumocystis carinii jest pasozytniczym grzybem, szeroko rozpowszech-
nionym w populacji ludzkiej i zwierzecej, ktory w stanach niewydolnosci
ukladu odpornosciowego moze powodowac srodmigzszowe, plazmatycznoko-
morkowe zapalenie ptuc. Do grupy narazonych na pneumocystoze naleza
wezesniaki i niemowlgta w okresie fizjologicznego spadku odpornosci a takze
osoby w roéznym wieku z zaburzeniami odpornosci o podlozu genetycznym
oraz nabytym w wyniku choréb lub zabiegéw leczniczych. Wezesniactwo czy
tez fizjologiczny spadek odpornosci wystepujacy u niemowlat pomiedzy 10
a 24 tygodniem zycia sprzyja powstawaniu zakazen ukladu oddechowego
o roznej etiologii, w tym wywolywanych przez Pneumocystis. Pneumocystoza
u dzieci rozwija si¢ poczatkowo wsrod objawdw niespecyficznych, takich jak:
niepokdj lub ospalos¢, brak apetytu, biegunka, przy$pieszony oddech, zasinie-
nia wokol oczu. W poézniejszym okresie infekcji moze pojawié sie kaszel
z odkrztuszaniem lepkiej wydzieliny. W ciagu 1 do 4 tygodni nastepuje rozwoj
objawéw niewydolnosci oddechowej, ktérym czasami towarzyszy nieznaczne
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podwyzszenie cieploty ciala. Infekcje nieleczone trwaja od 4 do 6 tygodni
konczac si¢ zgonem u 20-50% dzieci (Arvin i wsp. 1990). Pneumocystoza moze
szerzy¢ siec w postaci epidemicznej wsrod hospitalizowanych wczesniakow
i niemowlat, a takze wystepowaé sporadycznie u noworodkow lub u dzieci
starszych z pierwotnymi i wtérnymi niedoborami odpornosci (Burke i Good
1972, Walzer i wsp. 1974).

Ze wzgledu na malo charakterystyczny obraz kliniczny choroby rozpo-
znanie pneumocystozy wymaga przeprowadzenia badan laboratoryjnych, kto-
re w Polsce najczesciej opieraja si¢ na wykrywaniu swoistych przeciwcial
w surowicy krwi dziecka. Jednak stan fizjologicznego obnizenia odpornosci
utrudnia prawidlowa interpretacj¢ otrzymywanych wynikow, dlatego prowa-
dzone sa prace nad mozliwoscia wykorzystania innych metod, w tym reakcji
tancuchowej polimerazy. Oparta na zasadzie wielokrotnej amplifikacji materia-
lu genetycznego in vitro PCR, pozwala na wykrywanie pojedynczych form
zyciowych Pneumocystis, a jej wynik nie jest zalezny od stanu odpornosci
pacjenta. Reakcja PCR znalazla juz zastosowanie w diagnostyce pneumocys-
tozy do badania materialu pobranego z drég oddechowych pacjenta (Wake-
field i wsp. 1991, Richards i wsp. 1994, Rabodonirina i wsp. 1997, Golab i wsp.
2001). Przy poszukiwaniu nieinwazyjnych metod rozpoznawania infekcji Pneu-
mocystis podejmowano tez proby zastosowania PCR do wykrywania DNA
grzyba w prébkach surowicy krwi u osob dorostych (Atzori i wsp. 1995, Golab
i wsp. 2002). Dotychczas nie sprawdzono uzytecznosci tej metody w badaniach
surowic chorych dzieci.

Celem pracy bylo badanie surowicy krwi niemowlat w wieku fizjologicz-
nego spadku odpornosci na obecno$§¢ DNA Pneumocystis carinii oraz pneumo-
cystozowych przeciwciat I1gM i IgG.

MATERIAL I METODY

W kierunku pneumocystozowych IgM i IgG zbadano 503 surowice krwi
pobrane od niemowlat, w wieku od 10 do 24 tygodni, z objawami zmian
w ukladzie oddechowym.

DNA Pneumocystis carinii poszukiwano w 90 z 503 surowic, ktdre
uprzednio zbadano na obecnos¢ przeciwcial przeciwko P. carinii.

Grupe kontrolna stanowito 25 probek surowic pobranych od niemowlat
w wieku od 2 do 12 miesiaca zycia. Dzieci te nie mialy objawow infekcji uktadu
oddechowego i byly zakwalifikowane do zabiegow chirurgicznych.

Metode immunofluorescencji posredniej z wykorzystaniem antygenu ludz-
kiego szczepu P. carinii (Nowostawski i Brzosko 1964) zastosowano do
poszukiwania pneumocystozowych IgM i IgG.

DNA do reakcji PCR izolowano za pomoca zestawu QIAamp Blood Kit
(Qiagen). Procedura izolacyjna przebiegala wedlug instrukcji zalaczonej przez
producenta. W skrocie: 200 pl surowicy krwi trawiono proteaza i za pomoca
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alkoholu etylowego wytracano DNA, ktore nastgpnie oczyszczano poprzez
kolejne wirowania z buforami pluczacymi. Oczyszczone i wysuszone w WirOw-
ce prozniowej probki DNA zawieszano w 20 pl jatowej H,O i wykorzystywano
w metodzie PCR.

W reakcji PCR amplifikowano fragmenty DNA genu kodujacego mito-
chondrialne RNA duzej podjednostki rybosomow, wykorzystujac startery
PAZ102E i pAZ102H okreslajace fragment wielkosci 346 par zasad (Wakefield
i wsp. 1990). Amplifikacja skladata si¢ z 40 cykli przebiegajacych wedlug
schematu: 1,30 min/94°C, 1,30 min/50°C, 2 min/72°C oraz z koncowego etapu
wydluzania lancucha przebiegajacego w temp. 72°C w czasie 5 min. Wyniki
reakcji odczytywano po elektroforetycznym rozdziale produktow amplifikacji
w 2% zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny.

WYNIKI

Swoiste IgM wykryto u 60, a IgG u 354 sposrod 503 zbadanych niemowlat
z zakazeniami uktadu oddechowego (Tabela 1). W grupie kontrolnej zlozonej
z 25 niemowlat zdrowych nie wykryto przeciwcial klasy M, a swoiste IgG
stwierdzono u 11 zbadanych dzieci.

Tabela 1. Wyniki badan serologicznych surowic pobranych od niemo-
wlat z zakazeniami ukladu oddechowego

Wynik badania serologicznego Liczba uzyskanych wynikow

IgG—, IgM+ 4
IgG+, IgM+ 56
IgG+, IgM— 298
IgG—, IgM-— 145

Razem 503

DNA P. carinii wykryto w 6 z 90 zbadanych probek pochodzacych od
niemowlat z klinicznie rozpoznanym zakazeniem drog oddechowych. W suro-
wicy krwi S z tych dzieci znaleziono przeciwciala pneumocystozowe, u 4 swois-
te 1IgG i IgM a u jednego wylacznie IgG. W jednej probce surowicy
zawierajacej DNA Pneumocystis nie stwierdzono obecnosci przeciwcial pneu-
mocystozowych (Tabela 2).

Tabela 2. Wyniki PCR dla surowic pobranych od dzieci z objawami zakazenia drog oddechowych

Grupa surowic Liczba probek zbadanych Liczba wynikéw dodatnich w PCR
IgG— IgM+ L i 0
IgG+ IgM+ 31 -
IgG+ IgM— 28 1
IgG— IgM-— 29 1
Razem 90 6
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Wszystkie z 25 probek pobranych od zdrowych niemowlat z grupy
kontrolnej byly ujemne w badaniu PCR.

DYSKUSJA

Najwyzsza warto$¢ diagnostyczna w rozpoznawaniu pneumocystozowego
zapalenia pluc maja probki popluczyn z pecherzykow plucnych i oskrzeli
(BAL), jednak ich uzyskanie wymaga przeprowadzenia inwazyjnego zabiegu
bronchoskopii. Dlatego BAL badany jest w nielicznych przypadkach, najczes-
ciej u osob dorostych z AIDS. Przy diagnozowaniu pneumocystozy noworod-
k6w materialem do badan sa probki surowicy krwi, w ktorych poszukuje si¢
swoistych przeciwcial lub antygenow P. carinii. Obecnos¢ swoistych IgM
w surowicy chorego $wiadczy o aktywnej infekcji Pneumocystis. W prze-
prowadzonych przez nas badaniach swoiste IgM wykryto u 11,9% niemowlat
z objawami mogacymi wskazywa¢ na PCP (pneumocystozowe zapalenie pluc
— ang. Pneumocystosis carinii pneumonia). Warto przypomniec, ze Sobolews-
ka i Dzbenski (1997) wykryli pneumocystozowe IgM w 4,6% badajac 8810
probek surowic pacjentéw w réznym wieku z zakazeniami ukladu oddechowe-
go. W badaniach wlasnych przeprowadzonych w grupie 503 niemowlat
z infekcjami ukladu oddechowego odsetek dzieci posiadajacych pneumocys-
tozowe IgG wynosit 70,4%. Przeciwciala tej grupy wykrywano tez u 44%
zdrowych dzieci w wieku od 2 do 12 miesigcy. Pifer i wsp. (1978) stwierdzali
obecno$¢ IgG u jednej trzeciej sposrod 19 zbadanych zdrowych dzieci
w przedziale wickowym 4-6 miesigcy. Autorzy Ci odnotowali, ze $rednio 75
dzieci przebywa infekcje Pneumocystis carinii przed ukonczeniem 4 roku zycia.

W trakcie przeprowadzonych badan DNA P. carinii wykryto czworo dzieci
z aktywna infekcja P. carinii, potwierdzona obecnoscia swoistych przeciwcial
klasy M. Mozna przypuszczac, ze probka surowicy, w ktorej nie stwierdzono
IgM, tylko swoiste IgG rowniez pochodzila od niemowlgcia z aktywna
pneumocystoza, poniewaz niekiedy wytwarzanie dziecigcych IgM jest bloko-
wane przez przeniesione biernie poprzez lozysko matczyne IgG. Natomiast
obecno$é DNA w surowicy krwi niemowlecia, u ktorego nie wykryto swoistych
dla Pneumocystis przeciwcial, nie moze by¢ podstawa do rozpoznania pneumo-
cystozowego zapalenia ptuc. Pifer i wsp. (1978) wykrywali krazace antygeny P.
carinii w surowicach 15% nowotworowych pacjentéw, bez zapalenia phuc.
Natomiast Meyers i wsp. (1979), badajac biorcow szpiku kostnego, wykryli
antygeny krazace Pneumocystis w 35 surowicach z grupy 52 pobranych od
pacjentow z zapaleniem pluc na tle wirusowym badz idiopatycznym.

Dane odnoszace si¢ do obecnosci DNA P. carinii w surowicy krwi bywaja
sprzeczne i dotycza osob dorostych, glownie zarazonych wirusem HIV.
Pojawianie si¢ kwasow nukleinowych Pneumocystis w surowicach oséb z HIV
chorych na PCP stwierdzali Gotab i wsp. (2002), Atzori i wsp. (1995), Schluger
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i wsp. (1992), podczas gdy Tamburrini i wsp. (1996) oraz Lipschik i wsp. (1992)
znajdowali DNA grzyba jedynie w komodrkach krwi tej grupy pacjentow. DNA
wystgpowalo zwykle w stanach zaawansowanej immunosupresji, a jego obec-
nos¢ nie oznaczata aktywnej infekcji (Gotab i wsp. 2002). Aczkolwiek w prze-
prowadzonych badaniach wlasnych czulos¢ metody PCR mogla by¢ zanizona
z powodu diagnozowania probek pobieranych niekiedy kilka dni po wprowa-
dzeniu leczenia przeciwko Pneumocystis, uzyskane wyniki wydaja si¢ potwier-
dzac brak istotnych zaleznosci pomigdzy obecnoscia DNA P. carinii w surowi-
cy krwi a zapaleniem pluc rowniez w grupie niemowlat.

Rezultaty przeprowadzonych badan pozwalaja na stwierdzenie, ze przy
ocenie probek surowicy krwi w procesie rozpoznawania przypadkow PCP
u niemowlat bardziej uzyteczne, anizeli poszukiwanie DNA P. carinii za
pomoca PCR, jest wykrywanie przeciwcial przeciwko Pneumocystis w odczynie
immunoflorescencji posredniej.
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