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Prace oryginalne

Wystepowanie DNA Pneumocystis carinii i Pneumocystis
wakefieldiae w tkankach pozaplucnych szczuréw
laboratoryjnych poddawanych immunosupresji

Presence of Pneumocystis carinii and Pneumocystis
wakefieldiae DNA in the extrapulmonary tissues of
immunocompromised laboratory rats
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ABSTRACT. Fungi of the genus Pneumocystis are opportunistic pathogens which cause lethal pneumonia in
immunocompromised hosts. Those fungi may also invade other visceral organs where they induce lesions, although, the
pathways or mechanisms of the in vivo infection are still unknown. The corticosteroid-treated rat model was used to
evaluate the course of extrapulmonary pneumocystosis. Liver, kidney, spleen, and mesenteric lymph nodes of 16 rats
were examined for the presence of mtLSU gene fragments of P. carinii and P. wakefieldiae using the nested PCR
method. Pneumocystis DNA was detected in 26 organ samples of which 17 contained both species (P. carinii and
P. wakefieldiae) and 9 contained only P. carinii. Positive samples were received from 10 rats examined after 6-9 weeks
of immunosuppression. The highest percentage of positive samples (62.5%) was obtained among examined visceral
lymph nodes. Prneumocystis DNA was detected in the blood serum of two rats with no traces of the DNA in their internal
organs. Conversely, Pneumocystis DNA was found in the internal organs of two other rats, although their serum samples
were negative. The average number of Pneumocystis cysts in the lungs of animals in which extrapulmonary infection
was detected was 3.4 per one microscopic view field. In the case of animals where the infection was limited to the lung
tissue this number was almost two times lower (1.8 cysts per one microscopic view field). An analysis of the results of
the presently reported experiment showed that massive Prneumocystis infection in the lungs makes it more likely that
Preumocystis will spread to other internal organs. This spread probably takes place via the lymphatic vessels. The
extrapulmonary foci may contain either P. carinii alone, or both pathogens: P. carinii and P. wakefieldiae.
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Wstep wyjasnienie nierozpoznanych dotychczas aspektow
biologii oraz zagadnienn dotyczacych Zrédet zakaze-
nia, wektorow czy tez rezerwuaréw i drog przenosze-

nia Pneumocystis. Stwierdzono, ze grzyb przenoszo-

Grzyby nalezace do rodzaju Pneumocystis sa pa-
togenami oportunistycznymi i w stanach ostabienia

czynnosci uktadu odpornosciowego zywiciela mogg
wywolywacé zapalenie ptuc. Przy stalym wzroscie
liczby 0s6b, ktére poddawane sg leczeniu z wykorzy-
staniem Srodkéw immunosupresyjnych Pnreumocy-
stis stanowi wigc istotne zagrozenie epidemiologicz-
ne. Dlatego prowadzone s3 badania majgce na celu

ny drogg powietrzng trafia do pgcherzykéw ptuc-
nych, w ktérych dochodzi do jego replikacji. Jednak
obserwacje prowadzone u oséb zakazonych Pneumo-
cystis, poczatkowo post mortem, a nastgpnie przyzy-
ciowo wykazaly, ze grzyb moze umiejscawiaé si¢
takze w tkankach innych niz ptucne. Stwierdzono, ze
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u os6b z immunosupresjg, ktérej przyczyng nie byt
wirus HIV zakazenie Pneumocystis wystepujace po-
za plucami nie daje charakterystycznych objawéw
klinicznych, co uniemozliwia jego przyzyciowe roz-
poznanie. Infekcja rozwija si¢ najczesciej tuz
przed Smiercig i nie stanowi jej przyczyny [1-3]. Wy-
stepowanie objawéw klinicznych towarzyszacych
rozsianym schorzeniom Pneumocystis stwierdzono
natomiast u pacjentéw zakazonych HIV [4, 5]. Ng
i wsp. [6] wykazali, ze objawy pneumocystozy poza-
plucnej sg odpowiednie dla zajetego narzadu lub
tkanki. Przeprowadzona przez autor6w analiza przy-
padkéw chorobowych pozwolita ponadto na stwier-
dzenie, ze prognozy dotyczace przebiegu zakazenia
rozsianego sg uzaleznione od jego lokalizacji.

Wiele przypadkéw zakazen pozaptucnych opisa-
no w czasie gdy w profilaktyce pneumocystozowe-
go zapalenia pluc stosowano pentamidyn¢ w posta-
ci wziewnej. Dlatego wiazano ich wystepowanie ze
ztym wchianianiem podawanego tq drogg srodka co
mogto powodowaé niewystarczajacy poziom leku
we krwi obwodowej i w konsekwencji prowadzié
do rozwoju choroby poza ptucami. Jednak przypad-
ki pneumocystozy pozaptucnej u oséb przyjmuja-
cych per os leki w celach profilaktycznych nie po-
twierdzaly powyzszej teorii [7, 8].

W celu poznania drég szerzenia si¢ zakazenia
Pneumocystis in vivo przeprowadzono badania tka-
nek ptucnych, weztéw chtonnych krezkowych, wa-
troby oraz nerek uzyskanych od szczuréw poddawa-
nych immunosupresji z wykorzystaniem octanu hy-
drokortyzonu. Za pomoca metody nested PCR
(nPCR) poszukiwano fragmentéw genu kodujacego
mtLSU DNA Pneumocystis carinii i Pneumocystis
wakefieldiae [9].

Material i metody

W pracy wykorzystano material uzyskany

Tabela 1. Charakterystyka zwierzat zbadanych
Table 1. Characteristic of examined animals

od zwierzat badanych uprzednio na obecnos¢ DNA
P. carinii w surowicy krwi. W trakcie tych badan
samcom szczuréw Wistar przez 9 kolejnych tygodni
farmakologicznie obnizano odpornos¢ aby spowo-
dowac rozwdj infekcji subklinicznej, nabytej przez
zwierzeta w sposob naturalny, do stadium pneumo-
cystozy. Szczurom podawano podskérnie octan hy-
drokortyzonu, dwa razy w tygodniu, w daw-
ce 0,037g. Materiat do badan, ktéry stanowity:
krew, ptuca, wezly chlonne krezkowe, watroba, Sle-
dziona oraz nerki, pobierano po zastosowaniu nar-
kozy ketaminowo-ksylazynowej. Ocen¢ intensyw-
nosci zakazenia w ptucach przeprowadzono badajac
mikroskopowo preparaty odciskowe z tkanek ptuc-
nych zabarwione odczynnikiem Giemzy. Do badani
wybrano tkanki pobrane od 16 osobnikéw, beda-
cych po 5-9 tygodniach iniekcji octanu hydrokorty-
zonu, u ktérych liczba cyst w preparacie z ptuc wy-
nosita od 0,2 do 4,6 w 1 polu widzenia. U 10 z tych
zwierzat stosujagc metode semi-nested wykryto
uprzednio DNA Pneumocystis w surowicy krwi
[10] (Tabela 1).

Izolacja DNA. Po trzykrotnym ptukaniu solg fi-
zjologiczng tkanki homogenizowano. DNA izolo-
wano postugujac sie zestawem QIA Tissue KIT fir-
my Qiagen, zgodnie z instrukcjg producenta.
Do rozpoczecia badan DNA przechowywano
w temp. —70°C.

Amplifikacja DNA. Zastosowano metod¢ ne-
sted PCR, z parg starteréw zewngtrznych pAZ102-E,
pAZ102-H oraz dwoma parami starterow we-
wnetrznych kodujacych sekwencje P. carinii (star-
tery: RC1, RC2) i P. wakefieldiae (startery: RR1,
RR2) [11, 12]. Po etapie aktywacji polimerazy
w temp. 95°C, ktéry trwat 15 min przeprowadzano
40 cykli amplifikacji w warunkach: 94°C/1 min,
54°C (startery RCI1, RC2, i RR, RR2) lub 55°C
(startery pAZ102-H, pAZ102-E) przez 1,5 min,
72°C/2 min. Wyniki amplifikacji odczytywano

Wyniki badan Tydzienn immunosupresji. Numer zwierzgcia/Week of immunosuppression. Rat number
Results

51 1525361162163 (71 (7273|7481 ]82]83]91]|92]93
Ptuca/Lungs
Ios¢ cystwpolu | 02 [ 03 | 09 | 1.9 | 44 | 39 | 3,0 | 46 [ 29 | 46 | 24 | 25 | 29 | 2.1 | 30 | 23
widzenia'
DNA w surowicy
krwi/DNA in 0 0 0 0 + + 0 + 0 + + + + + + +
serum

Explanations: '-mean number of cysts per one microscopic field
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Tabela 2. Dodatnie wyniki badania narzgdéw wewnetrznych szczuréw na obecnos¢ DNA Pneumocystis carinii

i Pneumocystis wakefieldiae

Table 2. Positive results of internal organs examination for DNA of Pneumocystis carinii and Pneumocystis

wakefieldiae presence

Numer szczura/Number of rat

Narzad/Organ 6.2 6.3 7.1 7.2 7.3 8.1 8.2 9.1 9.2 9.3
Watroba/Liver ++ ++ ++ ++ 0 ++ 0 0 0 ++
Sledziona/Spleen 0 + ++ ++ ++ + + 0 0 0
Nerki/Kidneys ++ + + + 0 0 0 0 0 0
Wezty

chionne/Lymph ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++ + +
nodes

Explanations: +: DNA P. carinii; + +: DNA-P. carinii and P. wakefieldiae

po przeprowadzeniu elektroforezy w 2% zelu agaro-
zowym zabarwionym bromkiem etydyny. Produkty
amplifikacji miaty wielkos¢ 137 p. z. 1 251 p. z. gdy
reakcja przebiegala odpowiednio ze starterami RC1,
RC2 i RRI1, RR2.

Wyniki

W wyniku przeprowadzonego doswiadczenia
DNA Pneumocystis wykryto w 26 zbadanych prob-
kach. Obydwa gatunki: P. carinii i P. wakefieldiae
wystepowaly razem w 17 prébkach, a w pozosta-
tych 9 wykrywano wylacznie gatunek P. carinii
(Tabela 2). Prébki dodatnie pochodzity od 10 szczu-
réw zbadanych po 6-9 tygodniach stosowania im-
munosupresji. Najwyzszy odsetek wynikéw dodat-
nich (62,5%) uzyskano badajgc wezly chionne.
U dwoch szczuréw DNA Pneumocystis byto obecne
w surowicy krwi, ale nie zostato wykryte w tkan-
kach narzagdéw wewnetrznych, natomiast u dwéch
innych osobnikéw wykryto DNA w narzagdach we-
wnetrznych, chociaz wynik badania surowicy byt
ujemny. Srednia liczba cyst w plucach zwierzat,
u ktérych wykryto ogniska zakazenia pozaptucnego
wynosita 34 w 1 polu widzenia, podczas gdy
u zwierzat z infekcjg ograniczong do tkanek ptuc-
nych byla blisko dwukrotnie nizsza — 1,8 w 1 polu
widzenia.

Dyskusja

Wstepnie zatozono, ze nagromadzenie duzej
liczby Pneumocystis i rozw6j proceséw zapalnych
prowadzi do uszkodzenia miazszu pluc szczuréw
poddawanych dlugotrwatej immunosupresji, efek-

tem czego moze by¢ przeniesienie zakazenia do tka-
nek innych narzagdéw. Wyniki przeprowadzonych
badan wydajg si¢ potwierdzaé przyjete zalozenie.
Poza tkankami ptucnymi, Prneumocystis wykryto
u zwierzat poddawanych immunosupresji przez
okres 6 do 9 tygodni. Intensywnos¢ infekcji ptuc
u osobnikéw z pneumocystozg rozsiang przekracza-
ta okoto dwukrotnie Srednig intensywnos$¢ obliczo-
ng dla przypadkéw pneumocystozy ograniczonej
do ptuc. Wyniki zgodne z uzyskanymi w przepro-
wadzonej pracy opublikowali Chary-Reddy i Gra-
ves [13], ktérzy réwniez badali szerzenie si¢ zaka-
zenia Pneumocystis w organizmach szczuréw do-
Swiadczalnych. Postugujac si¢ metodg PCR autorzy
wykryli fragmenty genu MSG Pneumocystis po-
za ptucami u szczuréw po 6 do 8 tygodniach stoso-
wania immunosupresji z wykorzystaniem octanu
metyloprednizolonu. DNA grzyba wystepowato
w watrobie, nerkach, Sledzionie i weztach chton-
nych zwierzat, u ktérych infekcja w tkankach ptuc-
nych byta intensywna. Réwniez Denis i wsp. [14]
wykrywali Pneumocystis poza ptucami u szczuréw
poddawanych wielotygodniowej immunosupresji.
Za pomocg metody immunofluorescencji autorzy
stwierdzili obecnos¢ grzyba w tkankach watroby,
Sledziony, serca i nerek u 5 z 9 (55%) zbadanych
zwierzat po 9-12 tygodniach immunosupresji. Na-
tomiast Rabodonirina i wsp. [15] wykryli DNA
Pneumocystis nie tylko u 11 szczur6éw z immunosu-
presjg ale tez u dwéch immunokompetentnych
zwierzat kontrolnych. DNA obecne byto w co naj-
mniej jednym ze zbadanych organéw innych niz
pluca, wsréd ktorych znalazly sig: watroba, Sledzio-
na i nerki. Autorzy wysnuli wigc przypuszczenie, ze
szerzenie si¢ zakazenia poza ptuca moze by¢ natu-
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ralnym elementem ewolucji pneumocystozy a nie
zjawiskiem w jej przebiegu wyjatkowym.

W doswiadczeniu Chary-Reddy i Graves wezty
chionne stanowity poza ptucami najczestsza lokali-
zacje zakazenia Pneumocystis u szczuréw laborato-
ryjnych [13]. W przeprowadzonych badaniach réw-
niez stwierdzono, ze Pneumocystis wystepuje naj-
czesciej w tkankach weztéw chlonnych. Wydaje sig¢
wigc prawdopodobne, ze choroba szerzy si¢ z pluc
drogg naczyn limfatycznych. Nie wykazano nato-
miast powigzania pomi¢dzy wystgpowaniem ognisk
pneumocystozy pozaptucnej a wynikami badania
surowicy krwi na obecnos¢ DNA grzyba. Wynik ba-
dania narzagdéw wewngtrznych dwoch zwierzat,
u ktérych wykryto uprzednio material genetyczny
Pneumocystis w surowicy krwi byt ujemny,
a w przypadku dwéch innych osobnikéw wystapita
sytuacja odwrotna: przy ujemnym wyniku badania
surowicy krwi stwierdzono pozaptucne ogniska za-
kazenia. Podobne rezultaty uzyskali tez Chary-Red-
dy i Graves: u szeSciu szczuréw wykryli DNA grzy-
ba w tkankach pozaptucnych chociaz nie byto ono
obecne w prébkach krwi [13].

W pracy wykorzystano metod¢ nested PCR po-
niewaz zwigksza ona czutos¢ wykonywanych ba-
dan, a takze pozwala na rozréznienie gatunkéw
Pneumocystis: P. carinii i P. wakefieldii, ktére wy-
stepuja u szczuréw laboratoryjnych. W tkankach
plucnych wszystkich wytypowanych do doswiad-
czenia zwierzat stwierdzono obecnos¢ P. carinii
i P. wakefieldiae. Jednak u 40% zbadanych osobni-
kéw w ogniskach pozaptucnych wykryto jedynie
P. carinii, natomiast gatunek P. wakefieldiae nie
wystepowat jako jedyny w zadnej z 26 dodatnich
prébek tkanek pozaptucnych. Wedtug wiedzy autor-
ki sg to pierwsze wyniki dotyczace wystepowania
dwéch réznych gatunkéw szczurzego Pneumocystis
poza plucami. W ptucach szczuré6w laboratoryjnych
P. wakefieldiae jest rtowniez bardzo rzadko spotyka-
ny jako jedyny gatunek, obydwa gatunki szczurzego
Pneumocystis wystgpujg tam najczesciej razem, co
wykazaly badania przeprowadzone przez Cushion
i Orr [16]. Natomiast Icenhour i wsp. zaobserwowa-
li, ze koegzystencja P. carinii i P. wakefieldiae
w plucach oparta jest na zasadach konkurencji,
a czesciowy wplyw na wynik tej konkurencji majg
czynniki zewngtrzne takie jak wilgotnos¢ i tempera-
tura otoczenia [17].

Analizujac wyniki przeprowadzonego doswiad-
czenia stwierdzono, ze masywne zakazenia Pneu-
mocystis W obrgbie pluc sprzyjajg szerzeniu si¢
pneumocystozy do innych organéw wewngtrznych,

prawdopodobnie drogg naczyn limfatycznych.
U szczuréw laboratoryjnych zakazenie w tkankach
innych niz plucne moga powodowaé wspdlnie ga-
tunki P. carinii i P. wakefieldiae oraz jako jedyny
gatunek P. carinii. Poniewaz wezty chlonne stano-
wily najczestszg lokalizacje Pneumocystis wydaje
si¢, ze ich badanie przy zastosowaniu metody nPCR
mogtoby usprawni¢ laboratoryjne rozpoznawanie
pneumocystozy jednak wymaga to przeprowadzenia
dalszych badar.
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