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Pneumocystis jirovecii jest jednokomorkowym, oportunistycznym grzybem wystepujacym na
powierzchni nabtonka ptuc czlowicka, ktérego infekcja u osoéb podatnych, zwlaszcza tych z immunosupresja,
moze prowadzi¢ do rozwoju pneumocystozowego zapalenia ptuc. Powszechne stosowanie profilaktyki stanowi
ryzyko pojawiania si¢ mutacji w genomie patogenu, co potencjalnie moze prowadzi¢ do rozwoju jego opornosci
na preparaty stosowane w ramach prewencji, a tym samym podatnosci pacjenta na zarazenie pomimo stosowania
srodkow zapobiegawczych. Ze wzgledu na brak dostgpnych metod badan in vitro w tym zakresie, wymagany jest
dostep do rozwigzan umozliwiajacych nie tylko szybka, czulg i specyficzng diagnostyke P. jirovecii, ale takze
identyfikacj¢ mutacji potencjalnie zwigzanych z jego opornoscia.

Celem projektu jest zatem opracowanie narzg¢dzi opartych na dwoch nowatorskich metodach: droplet digital PCR
(ddPCR) oraz biosensorach wolnych od PCR (PCR-free biosensors). Techniki te spetniaja powyzsze Kryteria,
umozliwityby zatem diagnostyke P. jirovecii poprzez wykrycie DNA w materiatach z drog oddechowych
pobranych od pacjentow
z grup ryzyka, a takze jakosciows i ilo§ciowa charakterystyke mutacji w genach kodujacych cele dla najczesciej
stosowanych preparatow w profilaktyce lub leczeniu Pneumocystis. Ten migdzynarodowy projekt jest realizowany
we wspotpracy trzech osrodkow: Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu (Polska — Koordynatorzy Projektu),
University hospital Virgen del Rocio— Instituto de Biomedicina de Sevilla (Hiszpania) oraz University of Brest —
University of Western Brittany (Francja). Do badan planujemy wiaczy¢ tacznie okoto 4300-4500 pacjentow
niezakazonych wirusem HIV z grup ryzyka zarazenia Pneumocystis (chorzy na mukowiscydoze, pacjenci
wymagajacy mechanicznej wentylacji, biorcy przeszczepdw, pacjenci z chorobami hematologicznymi, noworodki
i niemowleta). Probki z drég oddechowych beda pobierane od pacjentéw znajdujgcych sie pod opieka szpitali
wspotpracujacych z wszystkimi trzema osrodkami wchodzacymi w sktad konsorcjum. W projekcie beda
analizowane polimorfizmy pojedynczego nukleotydu (SNPs) w czterech genach Pneumocystis z wykorzystaniem
dwoch nowych, czutych i powtarzalnych narzedzi (ddPCR, PCR-free biosensors). Wyniki zostang poréwnane z
analizami przeprowadzonymi za pomocg konwencjonalnych metod stosowanych dotychczas w diagnostyce
Pneumocystis i jego charakterystyce molekularnej (Real-Time PCR, sekwencjonowanie DNA).

W efekcie, zostang zaproponowane nowe precyzyjne metody molekularne i/lub wysokoprzepustowe testy do
szczegbtowej analizy opornosci na srodki przeciwdrobnoustrojowe u Pneumocystis. Ponadto, zostanie stworzona
baza  danych  wykrytych  mutacji  przypuszczalnie  zwigzanych  z  opornoscig  patogenu,
w korelacji z danymi badanych pacjentéw. Umozliwi to na okreslenie potencjalnych konsekwencji stosowania
specyficznych terapii u pacjentow z grup ryzyka, a takze mozliwego wptywu tych mutacji na skutecznos¢
profilaktyki/leczenia przeciw Pneumocystis u osoby zarazone;.



