Sesja 11

Grzyby chorobotwoércze oraz grzybice ludzi

i zwierzat
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Miejsce leczenia og6lnego w nowoczesnej terapii
dermatomikoz

The position of general treatment in the new therapy
of dermatomycoses

Zygmunt Adamski

Zaktad Mikologii Lekarskiej Akademii Medycznej w Poznaniu

Obecnie obserwuje si¢ staly wzrost czgstosci wystgpowania infekcji grzybiczych skory, jej przydatkéw,
bton §luzowych, a takze oportunistycznych zakazeri uogélnionych. Wptywa na to wiele czynnikéw, m.in. na-
silanie si¢ tzw. czynnikéw predysponujacych (genetycznych, sSrodowiskowych i nabytych) oraz paradoksal-
nie rozwdj medycyny, Zwigzany z coraz szerszym stosowaniem antybiotykéw, lekéw immunosupresyjnych,
z rozwojem transplantologii i intensywnej terapii, a takze starzenie si¢ spoteczenstwa. Rowniez czgste roz-
poznawanie infekcji grzybiczych skory i jej przydatkéw czyni t¢ problematyke niezwykle wazng i interesu-
jaca dla srodowiska medycznego i nie tylko.

Coraz czesciej dermatolodzy oraz lekarze medycyny rodzinnej w terapii dermatomikoz si¢gaja po prepa-
raty przeznaczone do stosowania ogélnego. Ma to szczegdlne znaczenie w przypadku grzybicy paznokci,
grzybicy skory owlosionej glowy oraz wszystkich zakazen grzybiczych zajmujacych duze obszary skory,
majacych tendencje do nawrotéw, przewleklego przebiegu lub wykazujacych opornosé w terapii miejscowe;.

Celem pracy jest zwrdcenie uwagi na postep jaki dokonat si¢ w terapii mikologicznej w ostatnim piec-
dziesigcioleciu oraz zainteresowanie lekarzy mozliwoscig wprowadzania lekéw ogdlnych do terapii zakazen
grzybiczych.

Przedstawione informacje, dotyczace cech farmakologicznych preparatéw, przeciwwskazan do ich stoso-
wania, mozliwych dziatai niepozadanych, a takze interakcji z innymi lekami stosowanymi przez chorych,
majg utatwic lekarzom podjecie decyzji kiedy, komu 1 w jakiej sytuacji terapi¢ ogélng dermatomikoz moze-
my zaproponowac. Przedstawione schematy leczenia majg na celu wskazanie lekarzom odpowiedniego daw-
kowania polecanych preparatéw.
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Grzyby izolowane od gadow

Fungi isolated from Reptiles

M. J. Bieganska i G. Kaminski

Pracownia Mikologii, Katedra Nauk Przedklinicznych, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, SGGW, ul. Ciszewskiego
8, Warszawa

Wazrastajace zainteresowanie domowa hodowlg gadéw sprawia, ze zwierzeta te coraz czgsciej stajg si¢
pacjentami lecznic weterynaryjnych. Z badan przeprowadzonych wczesniej w Pracowni Mikologii Wydz.
Medycyny Weterynaryjnej w Warszawie wynikato, iz u osobnikéw wykazujacych objawy kliniczne wys-
tepuja m.in. grzyby z rodzajéow Candida, Malassezia i Trichosporon. Niewiele jednak wiadomo o mikroor-
ganizmach zasiedlajacych skér¢ i btony Sluzowe zdrowych zwierzagt w warunkach naturalnych lub
hodowlanych. Stad tez interpretacja wynikow badan mikrobiologicznych materiatéw pobranych od gadéw
jest bardzo trudna. Nie wiadomo takze czy drobnoustroje kolonizujace organizmy gadéw, trzymanych w
domach prywatnych jako tzw. "pets", nie mogg sta¢ si¢ Zrédlem zakazenia dla ludzi i innych zwierzat
domowych. Niniejsza praca ma na celu wstepne okreSlenie rodzajéw grzybéw najczesciej wystepujacych u
zdrowych wezy oraz ustalenie, ktére z nich mozna uzna¢ za gatunki komensalne. Badaniami objg¢to grupe
zdrowych osobnikéw (samce i samice) z jednej hodowli prywatnej, nalezacych do 2 rodzin Boidae
(Dusicielowate) i Pythonidae (Pytony). Najczesciej ze skory oraz bton sluzowych jamy ustnej i kloaki
izolowano drozdze z rodzaju Trichosporon. Ponadto uzyskano wzrost plesni z rodzajow Aspergillus,
Penicillium i Paeciliomyces oraz Mucor.
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Zwierzeta jako potencjalne Zrodlo zakazen grzybiczych
u ludzi

Animals as a potential source of human fungal infections

Bozena Dworecka-Kaszak

Pracownia Mikologii, Katedra Nauk Przedklinicznych, Wydzial Medycyny Weterynaryjnej, SGGW, ul. Ciszewskiego
8, 02-786 Warszawa; Tel/fax 022 5936067; E-mail: bozena kaszak @sggw.pl

Obfitos¢ i réznorodnos¢ wystepujacych w przyrodzie gatunkéw grzybéw mikroskopowych oraz ekspan-
sywna dziatalnos¢ cztowieka powoduje, ze coraz wigcej grzybow uwazanych dotad za typowe saprotrofy sta-
je sie oportunistami. Latwos¢ adaptacji grzybow do zmian srodowiskowych, a takze stosunkowo niewielkie
zapotrzebowanie wzrostowe na sktadniki odzywcze sprawia, ze w sprzyjajacych temu warunkach grzyby za-
siedlajg nowe nisze ekologiczne, takie jak np. organizm zywego gospodarza-zywiciela. Jako organizmy opor-
tunistyczne grzyby wykazuja niewielkg swoistoS¢ w stosunku do gospodarza — czlowieka lub zwierzat,
a mechanizmy patogenezy i mozliwosci transmisji zakazenia zwierzg-cztowiek sg jeszcze ciggle mato pozna-
ne. Hipotetycznie wszystkie grzyby, ktére sg w stanie wyksztalci¢ mechanizmy warunkujgce ich termo- i tle-
no-tolerancje mogg by¢ czynnikiem etiologicznym zakazen grzybiczych egzo- i endogennych. Mato wiado-
mo réwniez na temat produkowanych przez grzyby toksyn o zdefiniowanym dziataniu — w wigkszosci przy-
padkéw patomechanizm zakazen grzybiczych zwigzany jest z immunostymulujagcym dziataniem komponen-
tow Sciany komérkowej grzybéw; badZ immunosupresyjnym, lub tez immunomodulujacym. Wigksza zapa-
dalnos¢ na grzybice nie zawsze jest wynikiem wigkszej ekspansji grzybow, lecz czgsto zwigkszonej ekspo-
zycji gospodarza na grzyby obecne w srodowisku. W przypadkach dermatomikoz nalezy zawsze braé¢ pod
uwage zwierzeta jako potencjalne Zrédto zakazen dla cztowieka, czego dobrym przyktadem sg zakazenia od
zwierzat dawniej egzotycznych np. Swinek morskich czy wezy, dzis traktowanych jako tzw. ,,pets”. Przy sy-
stemomikozach uwzgledniaé nalezy fakt, ze potencjalnie istnieje mozliwosci transmisji zakazen, nawet tych
pozornie endogennych, ze zwierzat na ludzi. Oddzielny problem stanowig mikotoksykozy, w ktérych nalezy
braé¢ pod uwage mozliwos¢ kumulacji mikotoksyn w spozywanych tkankach zwierzecych.
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Grzyby wodne wystepujace w wodach wybranych jezior
augustowskich

Occurrence aquatic fungi in several augustowskie lakes

Bozena Kiziewicz

Zaktad Biologii Ogélnej, Akademia Medyczna w Bialymstoku; Email:bkizbiol @amb.edu.pl

Jednym z wazniejszych zagrozen srodowiska naturalnego czlowieka jest zanieczyszczenie wody, gleby
i powietrza r6znymi zwigzkami chemicznymi, bgdgcymi gtéwnie wytworem dziatalnosci cztowieka, jak tez
czynnikami naturalnymi.

Sposréd wielu kryteriéw pomocnych w ustaleniu réznego rodzaju zanieczyszczen na uwage zastugujg ba-
dania mikologiczne, gdyz wedlug wielu autoréw grzyby sg dobrymi wskaznikami biologicznymi czystosci
wod.

Biota grzybowa wystepujaca w wodach powierzchniowych jest dotychczas rzadkim obiektem badan za-
rowno w Polsce, jak i na Swiecie. Dlatego tez stuszne i celowe jest podejmowanie badari dotyczacych tej pro-
blematyki.

Celem badan byto ustalenie sktadu gatunkowego grzybéw wodnych wystepujacych w kilku jeziorach au-
gustowskich. Do izolowania poszczegdlnych gatunkéw grzybdw zastosowano metode przynet. W wodzie je-
zior stwierdzono wystepowanie 20 gatunkéw grzybéw w tym 9 znanych jako pasozyty lub nekrotrofy ryb.
Wsréd wykrytych gatunkéw grzybéw najwiekszg liczbe stanowilty grzyby nalezace do klasy Peronosporo-
mycetes. Takie gatunki jak Aphanomyces frigidophilus, Achlya flagellata, Dictyuchus magnusii, Saprolegnia
subterranea i Pythium oedochilum okazaty si¢ nowymi dla wéd powierzchniowych Polski. Wykonane bada-
nia dostarczajg nieznanych dotychczas danych dotyczacych réznorodnosci gatunkowej grzybéw wodnych
w Polsce.
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Choroby grzybicze ryb

Fungal diseases of fish

Bozena Kiziewicz i Emilia Wojno

Zaklad Biologii Ogélnej Akademii Medycznej, ul. Kilifiskiego 1, 15-089 Biatystok; E-mail: bkizbiol @amb.edu.pl

Grzyby sg czgstg przyczyng choréb ryb. Na podatnosé ryb na infekcje grzybicze wywierajg wpltyw m.in.
cyrkulacja wody, temperatura, zawartos¢ tlenu, materii organicznej, biogenéw, zaggszczenie populacji.

Plesnie sg przyczyng strat w hodowli ryb w wylegarniach, w gospodarstwach rybnych stawowych, jezio-
rowych i rzecznych. Grzyby kolonizuja ikr¢ oraz liczne tkanki w réznych stadiach rozwojowych ryb. Grzy-
by osiedlajg si¢ czesto na skoérze, ptetwach, skrzelach, rzadziej w miesniach i w watrobie zwierzat. PleSniaw-
ka ryb wywolywana jest przez grzyby z rodzajow: Achlya, Aphanomyces, Dictyuchus, Leptomitus, Saprole-
gnia i Thraustotheca. Sposréd rodzaju Saprolegnia plesniawke powodujg gatunki, takie jak: S. delica, S. dic-
lina, S. hypogyna, S. ferax, S. monoica i S. parasitica.

Z grzybéw z rodzaju Achlya na ikrze i rybach wystepuja czgsto A. debaryana, A. dubia, A. flagellata, A.
polyandra i A. prolifera. Achlya dubia i Achlya flagellata opisane byly jako groZne pasozyty ryb na terenie
Egiptu i Indii. Znaczne straty w hodowli ryb spowodowal takze Aphanomyces laevis w Tajwanie. Gatunek
ten wykrywano nie tylko na zranionych rybach, ale i na ptazach wodnych. Grzyb Sciekowy Leptomitus lac-
teus, gatunek wystepujacy w wodach zanieczyszczonych, oprécz tego, ze rozktada ptynng materi¢ organicz-
ng, jest czesto wykrywany na rybach. Pasozytuje on réwniez na ikrze, narybku i dorostych osobnikach.
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Metody diagnostyki stosowane w mikologii

Diagnostic methods used in mycology

Piotr Kurnatowski i Alicja Kurnatowska

Katedra Biologii 1 Parazytologii Lekarskiej, Uniwersytet Medyczny w Lodzi: E-mail:pkurnatowski @yahoo.com

Do niedawna w diagnostyce mikologicznej zajmowaliSmy si¢ genotypowymi cechami grzybéw (morfo-
logiczne, biochemiczne). Ostatnio rozwijamy mozliwosci analizy genotypowej szczepdéw aksenicznych wy-
izolowanych z okreslonych ptynéw ustrojowych i innych materiatéw. Protokéty badania obejmujg kolejno:
* preparaty bezposrednie oceniane w mikroskopie swietlnym (w 0,85% NaCl, takze z dodatkiem 0,1% sara-
finy, lub tuszu indyjskiego), * trwalte barwione r6znymi metodami (np. wg Giemsy lub Wrighta, hematoksy-
ling i eozyna, metodami Pappenheima lub Heidenhaina — hematoksylina zelazista oraz Gomoriego w mo-
dyfikacji Grocotta — srebrzenie), * zakladanie in vitro hodowli makroskopowych oraz mikrodowli (podio-
za Sabourauda z glukoza-SGA lub maltoza-SMA i Czapka-CzA) lub in vivo (zwierzeta laboratoryjne); w tych
preparatach oraz w hodowlach i mikrohodowlach okresla si¢ cechy fenotypowe anamorficzne — morfolo-
giczne, np. struktury grzybni, strzgpek, zarodnikéw oraz makrostruktur kolonii. Odrgbnie opisuje si¢ cechy
fenotypowe — biochemiczne, ostatnio wykorzystujac komercyjne zestawy; bada si¢ w szczepach aksenicz-
nych zdolnos¢ grzybéw do fermentacji cukréw (zymogram) oraz przyswajania wegla lub azotu (auksano-
gram), a takze wytwarzania enzyméw hydrolitycznych. W analizie genotypéw wykorzystuje si¢ klasyczng
technik¢ PCR, z jej licznymi odmianami, takimi jak: RT-PCR, nested PCR, multiplet PCR, RFLP-PCR, Re-
al Time PCR, ktdre stosowane sg w laboratoriach mikologicznych gtéwnie do badan jakosciowych w wykry-
waniu kandydozy, kryptokokozy, aspergilozy i fuzariozy; w zaleznosci od wykrywanego patogenu i materia-
tu biologicznego poddanego badaniu, czutos¢ i specyficznos¢ techniki PCR waha si¢ odpowiednio w grani-
cach od 65 do 100% i od 70 do 100%. W diagnostyce wykorzystuje si¢ takze poszukiwanie swoistych prze-
ciwcial w surowicy lub innych ptynach ustrojowych po zastosowaniu okreslonych antygenéw grzyba, a tak-
ze wykrywanie swoistych antygenow — z uzyciem przeciwcial. Odrebng grupe stanowig metody oparte
o wykrywanie metabolitéw (D-arabinitol) grzybow.

Trzeba dodaé, ze pobrane do badarn materiaty biologiczne od pacjentow nalezy bada¢ r6znymi metodami
natychmiast po ich uzyskaniu.
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Poszukiwanie grzybow potencjalnie chorobotworczych
dla czlowieka w wodach Zalewu Sulejowskiego i Jeziora
Charzykowskiego

Potentially pathogenic fungi in the waters of Sulejow
Reservoir and Charzykowskie Lake

Piotr Kurnatowski', Anna Rézga', Anna Wajcik', Blazej Rozga® i Piotr Babski’

'Katedra Biologii i Genetyki Medycznej, Uniwersytet Medyczny, P1. Gen. J. Hallera 1, 90-647 L.6dz7;
E-mail: pkurnatowski@wp.pl

*Katedra Termobiologii, Instytut Biofizyki, Uniwersytet £.6dzki, ul. S. Banacha 12/16, 0-237 £.6dZ
Stacja Przyrodnicza ,,Suszek”

Obecnos¢ grzybow w hydrosferze wymaga zwrdcenia szczegdlnej uwagi na gatunki patogeniczne dla
cztowieka oraz te, ktére mogg by¢ stosowane jako wskazniki czystosci wod.

Celem pracy byta ocena wystgpowania potencjalnie chorobotwoérczych grzybéw w wodach Zalewu Sule-
jowskiego i Jeziora Charzykowskiego.

Izolowanie grzybéw i oznaczanie gatunkéw przeprowadzano zgodnie z wczesniej opisang procedurg
opracowang w Zaktadzie Biologii i Parazytologii Lekarskiej UM w Lodzi.

Z wod Zalewu Sulejowskiego wyizolowano 28 gatunkéw grzybéw potencjalnie chorobotwérczych dla
cztowieka i zwierzat, zaliczonych do Ascomycota (Candida ciferrii, C. colliculosa, C. famata, C. glabrata,
C. guilliermondii, C. humicola, C. inconspicua, C. kefyr, C. krusei, C. lambica, C. lipolytica, C. lusitaniae,
C. parapsilosis, C. pelliculosa, C. rugosa, C. tropicalis, a takze Saccharomyces cerevisiae, Geotrichum can-
didum, G. penicillatum, G. capitatum, Kloeckera apiculata, Kloeckera japonica) i Basidiomycota (Rhodoto-
rula glutinis, R. rubra, Cryptococcus albidus, C. laurentii, Trichosporon cutaneum, T. pullulans).

Natomiast z pobranych préob wody Jeziora Charzykowskiego wyizolowano 18 gatunkéw grzybéw zali-
czonych do Ascomycota (Candida inconspicua, C. colliculosa, C. lusitaniae, C. tropicalis, C. pelliculosa, C.
kefyr, C. glabrata, C. ciferrii oraz C. parapsilosis; Klockera apiculata) i Basidiomycota (Rhodotorula ru-
bra, R. minuta i R. glutinis; Cryptococcus albidus, C. neoformans, C. laurentii i C. terreus; Trichosporon cu-
taneum,).

Zbadane wody moga by¢ wtasciwym Srodowiskiem rozwoju postaci anamorficznych grzybéw potencjal-
nie chorobotworczych, zwigzanych z workowcami (Ascomycota) lub z podstawczakami (Basidiomycota),
wytwarzajacych si¢ takze w ustroju czlowieka i innych ssakow.

Praca finansowana w ramach projektéw badawczych Nr 2 PO4G 04927 i 6P04G 03318.
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Saprotroficzne grzyby glebowe w bioregulacji pasozytniczych
geohelmintow

Saprotrophic soil fungi in bioregulation of parasitic
geohelmints

W. KuzZna-Grygiel', M. Jaborowska', K. Mazurkiewicz-Zapalowicz’
i L. Kolodziejczyk'

'Katedra i Zaktad Biologii i Parazytologii Medycznej, Pomorska Akademia Medyczna w Szczecinie;
E-mail: kuzgryg @sci.pam.szczecin.pl
*Zaktad Hydrobiologii, Akademia Rolnicza w Szczecinie

Celem pracy byto poréwnanie antagonistycznego oddziatywania wybranych gatunkéw grzybéw plesnio-
wych na rozw6j embrionalny dwdéch gatunkéw geohelmintéw: Ascaris suum i Toxocara canis. Doswiadcze-
nie przeprowadzono z 5 gatunkami grzybow: Paecilomyces fumosoroseus, Metarhizium anisopliae, Tricho-
thecium roseum, Fusarium culmorum i1 Trichoderma viride, z ktérymi inkubowano jaja nicieni w ciggu 60
dni, w temp. 26°C. Zaptodnione jaja pozyskiwano z koricowych odcinkéw macic A.suum i T.canis. Gatunki
badanych grzybéw zostaly wczesniej wyizolowane z gleby i pasazowane na podtozu standardowym Czapek
— Dox Agar w temperaturze 26°C.

Wyniki. Obecnos¢ grzybéw w hodowli jaj znacznie wydluzaly embriogeneze A. suum i T. canis, przy
czym znacznie istotniejsze spowolnienie rozwoju odnotowano w jajach 7. canis w poréwnaniu z A. suum.
W obserwacjach mikroskopowych, stwierdzono wysoki odsetek zaburzei morfologicznych rozwijajacych
si¢ zarodkow Ascaris suum i Toxocara canis w obecnosci kazdego z badanych gatunkéw grzybow. Deforma-
cje zarodkéw odnotowano w okresie bruzdkowania, gastrulacji i ksztaltowania si¢ larw. Generalnie wyzszy
odsetek uszkodzonych zarodkéw 1 martwych larw pod wpltywem grzybéw stwierdzono w hodowlach jaj T.
canis.

Whiosek. Antagonistyczne oddziatywanie grzybow plesniowych na jaja geohelmintéw zalezy od gatun-
ku grzyba, jak i od gatunku nicienia.
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Leczenie miejscowe grzybic

Local treatment of fungal infections

Romuald Maleszka i Violetta Ratajczak-Stefanska

Katedra i Klinika Choréb Skérnych i Wenerycznych Pomorskiej Akademii Medycznej w Szczecinie

Grzyby chorobotworcze pasozytujace na skorze i jej przydatkach oraz na btonach sluzowych powodujg
odczyn zapalny, ktérego nasilenie zalezy zaréwno od uktadu odpornosciowego zywiciela, jak i wlasciwosci
zakazajacego grzyba. Zakazenia te wywolywane sg gtdwnie przez dermatofity i drozdze, a niekiedy takze
przez grzyby plesniowe. Gléwnym kryterium upowazniajacym do rozpoznania grzybic i rozpoczecia terapii
jest wyizolowanie i identyfikacja grzyba od pacjenta, ktéry ma by¢ leczony. Obecnie stosowane Srodki prze-
ciwgrzybicze stanowig olbrzymia grupe réznorodnych lekéw, na ktérg sktadajg si¢ zaréwno preparaty wpro-
wadzone do lecznictwa w ostatnich latach, jak i szereg starszych lekow, ktére nadal sg zalecane przez leka-
rzy, czgsto jako uzupetnienie podstawowej terapii. Obserwowany wzrost rozpoznawanych grzybic wymaga
poszukiwania coraz skuteczniejszych i mniej ucigzliwych dla chorego metod ich miejscowego leczenia.

Cel pracy: Przedstawiono ogdlne zasady, jakimi nalezy si¢ kierowac przy podejmowaniu miejscowego le-
czenia grzybicy oraz gtéwne czynniki decydujace o jego skutecznosci.

Materiat i metody: Omdéwienie mechanizméw dziatania najczesciej stosowanych wspéiczesnych lekéw
przeciwgrzybiczych oraz praktyczne ich zastosowanie w leczeniu miejscowym wybranych zakazeniach
grzybiczych.

Wyniki: Na podstawie dostgpnego piSmiennictwa i wlasnych obserwacji przedstawiono propozycje sku-
tecznego miejscowego leczenia wystepujacych w naszym klimacie powierzchownych zakazen grzybiczych.
Za jedng z gtéwnych przyczyn niepowodzerh w miejscowym leczeniu grzybicy uznano stan kliniczny cho-
rych. Duzy wptyw na wyniki leczenia ma tez znaczna aktywnos¢ enzymatyczna grzybow, z czym wigze si¢
duza mozliwos¢ adaptacyjna do warunkéw srodowiskowych ich bytowania, zmieniajacych si¢ réwniez pod
wplywem miejscowo stosowanych lekoéw. Inng wazng przyczyng wplywajaca na koicowy wynik leczenia
jest takze brak odpowiedniej dezynfekcji rzeczy noszonych przez chorego.

Whioski: (1) Wspdlczesna miejscowa terapia przeciwgrzybicza powinna by¢ poprzedzona wiasciwym
rozpoznaniem klinicznym, ktére jest mozliwe jedynie na podstawie prawidtowej diagnostyki laboratoryjne;.
(2) Na wyniki miejscowego leczenia przeciwgrzybiczego, oprécz rodzaju zaleconego leku i starannosci jego
stosowania, wyrazny wptyw ma réwniez stan kliniczny chorego i wtasciwosci zakazajacego grzyba.
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Hodowla Pneumocystis carinii in vitro

In vitro cultivation of Pneumocystis carinii

Alicja Sobolewska i Tadeusz H. Dzbenski

Panstwowy Zaktad Higieny, Zaktad Parazytologii Lekarskiej, ul. Chocimska 24, 00-791 Warszawa; E-mail:
asobolewska@pzh.gov.pl

Pneumocystis carinii (jirovecii) jest patogenem powodujagcym pneumocystozowe zapalenie ptuc (PCP),
gtéwnie wsréd oséb z obnizong odpornoscig, w tym u pacjentéw z AIDS, wrodzonymi niedoborami
odpornosci, oraz u 0séb poddanych leczeniu Srodkami immunosupresyjnymi. Diagnostyka PCP polega obec-
nie na badaniu prébek materiatu pobranego z drég oddechowych w kierunku Preumocystis lub jego DNA,
poniewaz nie opracowano wydajnej metody hodowli tego organizmu in vitro. Brak mozliwosci hodowania
Pneumocystis in vitro, oprécz implikacji diagnostycznych, wptywa réwniez hamujgco na rozwdéj badan do-
tyczacych szerzenia si¢ tego organizmu, jego cyklu rozwojowego, wiasciwosci biochemicznych i immuno-
logii zakazen.

Obecne badania zostaly podjete w celu opracowania wlasnej modyfikacji metody hodowli aksenicznej
Pneumocystis carinii, opisanej w 1999 roku przez Merali i wsp. Pneumocystis niezb¢dny do zapoczatkowa-
nia hodowli izolowano z tkanek ptucnych szczuréw poddanych immunosupresji, a nastgpnie posiewano na
bezkomoérkowe podtoze wzrostowe w ptytkach z membranami kolagenowymi, ktére pozwalaly na czgstg wy-
miang podtoza bez naruszania wzrostu przylegajacych organizméw. Podloze wzrostowe sktadato si¢ z podto-
za MEM z solami Earle’a i bylo wzbogacone m.in. S-adenozylo-L-metioning, putrescyng, pirofosforanem
zelazowym 1 surowicg koriskg. Pasaze wykonywano co 7 dni. Wzrost sprawdzano poprzez liczenie cyst
w preparatach barwionych metoda Diff-Quik oraz za pomocg metody Real-Time PCR przy zastosowaniu
Sybr Green.

Stwierdzono wzrost liczby Pneumocystis w hodowlach uzalezniony od wielkosci inokulum. Stosujac in-
okulum rzedu 1,0x10%-5,2x10° cyst na hodowle uzyskano 175-krotny wzrost liczby organizméw po 7 dniach
hodowli. Rzeczywisty wzrost pasozyta mierzony metodg Real-Time PCR byt 286 razy wigkszy od wielko-
sci wprowadzonego inokulum i wahat si¢ od 4,8x10* do 5,0x10° kopii DNA na hodowlg. Wykazano mozli-
wos¢ utrzymania hodowli co najmniej przez 7 tygodni, stwierdzajac jednoczesnie w czesci hodowli zmiany
morfologiczne organizmdw, poczynajac od 28-35 dnia po zalozeniu hodowli.



