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ABSTRACT. Molecular diagnosis of oral cavity trichomonads in HIV patients. The occurrence
of trichomonads in oral cavity of HIV patients is not well known. HIV patients often suffer from oral
lesions (candidiosis, advanced caries) and it remains unclear if any oral parasites can affect that, there-
fore the aim of the study was verification of species that can occur in HIV patients’ oral cavity.
Diagnosis of oral trichomonads can be performed by conventional methods (microscopic observation
of wet and stained preparations and cultivation) but these are time consuming and insufficient for prop-
er species differentiation, therefore in order to detect and identify species of parasites precisely, mole-
cular methods such as PCR (Polymerase Chain Reaction) and sequencing of its product, were applied.
54 HIV patients (18 females and 36 males at the age of 20-54) were examined. All of them were
addicted to intravenous drugs for at least 6 years. Saliva, smears and spittle samples were collected
and used for cultivation, preparations and molecular diagnosis. For PCR amplification a pair of
primers (T1 and T2) specific for ITS 1 — 5.8 SI(RNA — ITS 2 region was designed. The oral tri-
chomonads were detected in saliva samples of 3 HIV patients; these were males at the age of 25, 27
and 44. The identification of species by PCR and sequencing of the PCR products showed the tri-
chomonads belonging to Trichomonas tenax. Infection of HIV patients’ oral cavity caused by 7. renax
is rather related with inflammatory processes than with the immunosuppression of these patients but
should be considered as a potential factor in pathogenesis of oral disorders in immunosuppressed
patients.
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WSTEP

Wystepowanie pierwotniakw w jamie ustnej u 0s6b z immunodeficytem wy-
wotanym wirusem HIV jest prawie nieznane. Poniewaz w tej grupie pacjentow
zmiany w jamie ustnej wystepuja bardzo czesto i zaliczane sa do choréb definiuja-
cych AIDS, ze wzgledu na zlozong etiologi¢ tych zapalen (infekcje oportunistycz-
ne, neoplazja), mozliwos¢ wspotwystepowania réznych patogenéw i zlozonosé
czynnikOow sprzyjajgcych chorobom jamy ustnej — podjeto badania nad kosmopoli-
tycznymi pierwotniakami tego narzadu — rzesistkami.

Najczescie] wystepujgcym gatunkiem rzgsistkow w jamie ustnej cztowieka jest
rzgsistek policzkowy Trichomonas tenax (Miiller O.F., 1773) Dobell, 1939. T tenax
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zwykle wystepuje u 0s6b z zaniedbaniami jamy ustnej, roznymi stanami zapalnymi
blony §luzowej i chorobami przyzgbia (Kurnatowska i Kurnatowska 1981, 1983;
Feki i Molet 1990; Grzegorczyk-Jazwinska i wsp. 1997). Opisano réwniez przypad-
ki inwazji tych pierwotniakéw do innych narzadow, takich jak: wezty chlonne. Shi-
nianki, oskrzela, ptuca, gruczot sutkowy 1 watroba (Jakobsen 1 wsp. 1987, Dubou-
cher i wsp. 1995, Krvavac 1998, Stratakis 1 wsp. 1999, Duboucher 1 wsp. 2000, Le-
wis i wsp. 2003). Wigkszos¢ tych przypadkow dotyczyla pacjentow w starszym
wieku lub z wyniszczonym organizmem na skutek choroby nowotworowej, alkoho-
lizmu 1tp.

Wykrywanie rzesistkow z jamy ustnej oparte na konwencjonalnych metodach,
takich jak obserwacja mikroskopowa wymazéw i barwionych preparatow czy ho-
dowla, jest skuteczne, ale czasochtonne i mato efektywne, bowiem okreslenie ga-
tunku tymi metodami wymaga duzego doSwiadczenia diagnostycznego 1 dobre;
znajomosci tej grupy pierwotniakéw. Prawidtowa identyfikacja gatunku stata si¢
mozliwa dzieki technikom molekularnym, ktérych przydatnos¢ polega giéwnie na
wysokiej specyficznosci, wiarygodnosci wyniku 1 doktadnosci identyfikacji gatun-
ku. Pierwsze doniesienia dotyczace zastosowania metod molekularnych w celu wy-
krywania Trichomonas tenax pochodzg z 1997 roku (Kikuta 1 wsp.). Réwniez po-
zostale wazne w medycynie i weterynarii gatunki rzgsistkow diagnozowane sg mo-
lekularnie: Trichomonas vaginalis (Madico i wsp. 1998, Crucitti 1 wsp. 2003) 1 Tri-
trichomonas foetus (Felleisen i wsp. 1998). W latach 2000-2002 tymi metodami Zi-
dentyfikowano 7. tenax u zwierzat domowych (psa, kota 1 konia), a co bardzie) in-
teresujace, wykryto u czlowieka gatunek uznawany za specyficzny dla psa — Ietra-
trichomonas canistomae (Cielecka i wsp. 2000, Grytner-Zigcina 1 wsp. 2002).

Celem pracy byla identyfikacja gatunkowa rzg¢sistkow jamy ustnej pacjentow
zakazonych HIV. Ze wzgledu na przydatnos¢ stosowania technik molekularnych do
oznaczania gatunkéw i szczepow, postuzono si¢ tu nimi w celu weryfikacji gatun-
kow rzesistkow mogacych wystepowaé w jamie ustnej pacjentow w stanie immu-
nosupresji.

MATERIAL I METODY

Badaniami objeto 54 pacjentéw z HIV: 18 kobiet i 36 m¢zczyzn w wieku od 20
do 54 lat, wszystkie osoby uzaleznione od narkotykéw dozylnych od co najmniej 6
lat. Do stadium choroby definiowanego jako AIDS zaliczono 37 os6b, w tym u 29
0s6b liczba limfocytéw CD4 wynosita ponizej 200 komorek/mm’. U wszystkich ba-
danych stwierdzono bardzo zly stan higieny jamy ustnej, ubytki w uzebieniu 1 zaa-
wansowang préchnice. W badaniu klinicznym odnotowano stany zapalne btony slu-
zowej jamy ustnej u wszystkich, w tym kandydoz¢ u 37 osob. Pacjenci byli leczeni
lekami: przeciwgrzybiczymi (38), przeciwbakteryjnymi (38) 1 przeciwretrowiruso-
wymi (6 pacjentow).
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Od pacjentéw pobierane byty: slina wyptukana matg 1loscig PBS, wymazy z po-
wierzchni blon sluzowych jamy ustnej i wyksztuszona plwocina. Z materiatow tych
wykonano preparaty przyzyciowe i barwione barwnikiem Giemsy oraz zalozono
hodowle na podtozu dwufazowym Simica, a obecnosé rzesistkOw oceniano w ba-
daniu mikroskopowym. R6wnoczesnie uzyto technik biologii molekularnej — Eani-
cuchowej Reakcji Polimerazy (PCR) i sekwencjonowania otrzymanego produktu
PCR, w celu wykrycia rzgsistkow i oznaczenia gatunku.

DNA izolowano standardowg metodg (Sambrook i wsp. 1989) z osadu uzyska-
nego przez odwirowanie wyzej wymienionych probek. Osad przemywano w PBS
1 odwirowywano przy 5000xg przez 10 minut. Ptyn usuwano, a osad rozpuszczano
w 50 pl buforu do PCR (10 x PCR buffer, Promega) i inkubowano przez 15 minut
w 95 C. Cykl zamrozeri w ciektym azocie i inkubacji w 95°C wykonano trzykrot-
nie, a nastgpnie zawiesing rozpuszczono w 100 ul sterylnej wody destylowanej i po-
wtarzano cykl zamrozen i inkubacji. Pobierano 1 pl lizatu do PCR. Na podstawie
sekwencji dostepnych w banku genéw, charakterystycznych dla réznych gatunkéw
rzesistkow, zaprojektowano pare starteréw T1 (5° = GAGAAGTCGTAACAAGG-
TAACG - 3%)1 T2 (5’ - ATGCTTCAGTTCAGCGGGTCT - 37) 1 amplifikowano
region ITS 1 — 5,8 STRNA — ITS 2. Sklad mieszaniny reakcyjnej (50 ul): 1 ul DNA,
10 mM Tris-HCI (pH 8.,8), 50 mM KCl, 0,1% Triton X-100, 2.5 mM MgCl,, 0,2
mM dNTP (Promega), 10 pM kazdego ze starteréw, 1 jednostka polimerazy Taq
(Promega) i sterylna woda. PCR przeprowadzono w termocyklerze PTC-200 (MJ
Research). Wstepnie denaturowano przez 5 min. w 95°C., a potem przeprowadzono
S cykli, w nastgpujacych warunkach: 95°C przez 30 s (denaturacja), 60°C przez 1
min. (przylgczanie starter6w), 72°C przez 45 s (wydtuzanie) 1 35 cykli: 95°C przez
30 s, 60°C przez 30 s, 72°C przez 45 s. Produkty PCR analizowano w $wietle UV
na 2% zelu agarozowym MetaPhor (FMC BioProducts) barwionym bromkiem ety-
dyny. Uzyskany produkt sekwencjonowano w Pracowni Sekwencjonowania DNA

1 Syntezy Oligonukleotydéw IBB PAN (Warszawa) i porownywano w sekwencja-
mi z banku genéw.

WYNIKI I DYSKUSJA

Badaniami konwencjonalnymi rzgsistki wykryto jedynie w hodowlach izolatéw
od 3 pacjentéw (preparaty przyzyciowe i barwione byly negatywne) i tylko w §li-
nie. Duzym utrudnieniem w obserwacjach mikroskopowych zywego materiatu
I barwionych rozmaz6w byly liczne grzyby. Podobnie, w badaniach molekularnych
produkt PCR uzyskano z prébek §liny od tych samych 3 pacjentOw, natomiast w li-
zatach wymazow 1 plwociny nie wykazano obecnosci DNA rzesistkow. Takie;
zgodnosci wynik6w nie uzyskali Crucitti i wsp. (2003) porownujgc efektywnosé
wykrywania rzgsistka pochwowego w wymazach dwiema metodami: hodowla
1 PCR przy uzyciu 5 par starteréw. W pracy tej autorzy wykazali o wiele wyzsza
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wykrywalnos¢ rzesistkow przy uzyciu metody PCR (20%) niz hodowli (7%). W na-
szych badaniach wykrywalno$¢ obiema metodami byta identyczna, co przypusz-
czalnie uzaleznione jest od wyjsciowej ilosci materiatu pobieranego od pacjentow,
dlatego nie wykryto obecnosci rzgsistkéw w wymazach z btony Sluzowej 1 plwoct-
ny. Jednakze mata liczba zarazonych pacjentéw (3/54) nie jest miarodajna, aby sze-
rzej rozpatrywac efektywnos¢ metod.

Wielkos¢ wszystkich produktéw PCR wynosita 368 pz. Amplifikowanym frag-
mentem byt region ITS 1 — 5,8 STRNA - ITS 2, fragment wystepujacy w wielu ko-
piach w komoérce, powszechnie uzywany w pracach wielu autorow do roéznicowa-
nia gatunk6w blisko spokrewnionych czy tez szczepow (Kikuta i wsp. 1997, Felle-
isen i wsp. 1998). Zsekwencjonowane produkty porownano z sekwencjami dostep-
nymi w banku genéw. Wszystkie wykazaty 100% identycznos¢ z sekwencja cha-
rakterystyczng dla Trichomonas tenax (GeneBank UB6615).

Sposréd 54 badanych obecnos¢ rzgsistkow 7. tenax wykazano u 3 chorych mgz-
czyzn, czynnych narkomanéw zyjacych w ziych warunkach socjalno-bytowych,
okresowo bezdomnych (Tabela 1). Wszystkich zaliczono do stadium ,,infekcja
HIV” z relatywnie dos¢ wysoka liczbg limfocytéw CDy,. Stan jamy ustnej u nich
oceniono jako bardzo zty: stwierdzono niewystarczajaca higieng, ubytki siggajgce
potowy zebow, co najmniej 75% pozostatych zgbow objetych préchnicg, obecnosc
stanu zapalnego blony §luzowej oraz grzybicy. U kobiet, chociaz ich stan zdrowot-
ny btony Sluzowej i zgbow byt jeszcze bardziej niezadowalajacy niz w grupie mez-
czyzn, w zadnym przypadku nie wykryto rzgsistkow.

Tabela 1. Dane o trzech pacjentach HIV-pozytywnych zarazonych Trichomonas tenax

Nr Plec¢ i wiek Liczba CDy Grzybica Ubytki Pr6chnica ~ Warunki socjalno-
(lat) rozpoznana w uzebieniu (w %) (% objetych bytowe
klinicznie zebow)
| mezczyzna 235 558/mm’ + V.p5: 75 zle, mieszka w domu
2 mezczyzna 27 309/mm’ + 50 100 zte, bezdomny
3 mezczyzna 44 595/mm’ + 50 73 zle, bezdomny

Nie zaobserwowano zarazen rzesistkiem w grupie chorych w stadium AIDS
z liczbg CD4 < 200/mm’ przy podobnych zmianach w jamie ustnej. To sugeruje, ze
obecnosé T. tenax nie jest skorelowana z immunodeficytem albo z diagnoza HIV.
Wystepowanie rzgsistka policzkowego u 0sob w badanej grupie, moze mie¢ zZwig-
zek z obecnoscia stanu zapalnego w jamie ustnej. Podobnie, Lucht 1 wsp. (1998)
u pacjentéw z infekcjg HIV, obecnosci innego pierwotniaka wystgpujacego w jamie
ustnej — Entamoeba gingivalis — nie wigzali z niedoborami immunologicznymi, ale
jedynie z chorobg przyzebia.

Og6lna czgstosé wystgpowania Trichomonas tenax u pacjentow HIV/AIDS
(3/54 = 5,5%) nie jest wyzsza, niz u os6b ogodlnie zdrowych. Ale w badanej grupie
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pacjentow z infekcja HIV zarazenie 7. tenax dotyczy oséb stosunkowo miodych
(Tabela 1), podczas gdy u os6b ogdlnie zdrowych, w wieku ponizej 30 roku zycia,
rzgsistkowica jamy ustnej prawie nie zdarza sie (Kurnatowska i Kurnatowska 1981,
1983; Grzegorczyk-Jazwinska i wsp. 1997), a nasila si¢ wraz z wiekiem, szczegol-
nie po 40 roku zycia (Feki i Molet 1990). Wystepowanie rzesistka policzkowego
u os6b w mtodym wieku w badanej grupie moze mie¢ zwigzek z szybko postepuja-
cg degradacjg sluzowki 1 zgbéw na skutek wyjatkowych zaniedbari w zakresie hi-
gieny, wieloletniego naduzywania narkotykéw, czy powstawania zmian poleko-
wych u tych pacjentow.

Jest to pierwszy raport o wystepowaniu Trichomonas tenax u pacjentow HIV-po-
zytywnych.

WNIOSKI

Wprawdzie wykrycie rzesistkow w jamie ustnej mozna uzyskaé¢ metodami kon-
wencjonalnymi, ale tylko metody molekularne, takie jak np. PCR i sekwencjono-
wanie otrzymanego produktu PCR, pozwalajg na uzyskanie pewnego wyniku roz-
poznania gatunku pasozyta, co jest wazne w przypadku gatunkéw morfologicznie
podobnych lub identycznych. Dzigki zastosowaniu tych technik w pracy wykazano,
1z pacjenci z HIV byli zainfekowani tylko jednym gatunkiem rzesistkow — Tricho-
monas tenax.

Zarazenia rzgsistkiem policzkowym powinny by¢ brane pod uwage jako poten-
cjalny czynnik w patogenezie chor6b jamy ustnej u 0séb z immunodeficytem HIV-

pochodnym, zwlaszcza, ze zmiany w jamie ustnej naleza do wczesnych sympto-
mow poprzedzajacych AIDS.
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