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Pneumocystis jirovecii patril v minulosti do riSe Protozoa, ale aktuélne je uz taxonomicky zaradeny do riSe Fun-
gi. Pneumocysty byvaju obvykle detegované v plicach zdravych ludi, ale pri imunosuprimovanych jedincoch ide
o oportunny patogén zodpovedny za pneumocystovi pneumaéniu, respektive pneumocystézu. Cielom prace bo-
lo zistit a vyhodnotit spolahlivost metdd laboratérnej diagnostiky pneumocystézy aj vyskyt tohto ochorenia u pa-
cientov zo Slovenska pocas 19 rokov. Diagnostika spociva v mikroskopickom dékaze mikroorganizmu v bron-
choalveoldrnej lavazi a v splte za pouzitia farbenia podla Giemsa a Grama a Weigerta. Z metéd molekularnej
biolégie sme aplikovali klasicku a real-time PCR. Z celého stiboru pacientov sme pneumocysty detegovali u 190
0s0b (5,7 %). Onkologicki pacienti predstavovali najrizikovejsiu skupinu z hl'adiska infekcie pneumocystami, ¢o
sme potvrdili ich najvy$$im podielom (57,9 %) z jedincov s pneumocystézou. Na zaklade binarneho klasifikacné-
ho testu sme vyhodnotili 33,7 % citlivost a 100 % $pecifickost mikroskopického dékazu v porovnani s PCR. Mo-
lekuldrne metddy su v detekcii Pneumocystis jirovecii citlivejSie v porovnani s mikroskopickym dékazom a v su-
casnosti predstavuju spolahlivy detekény systém v diagnostike pneumocystozy.
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The DNA evidence of Pneumocystis jirovecii versus microscopic evidence in Slovak patients examined for pne-
umocystosis during the years 2001 — 2019

In the past, Pneumocystis jirovecii belonged to the Protozoa group, but is currently taxonomically included in the
kingdom Fungi. P, jirovecii is an opportunistic pathogen, responsible for pneumocystis pneumonia with frequent
complications of immunocompromised patients. Delayed initiation of appropriate therapy increases the risk of
death inimmunocompromised patient. The aim of this work was to determine and evaluate the reliability of meth-
ods of laboratory diagnosis of pneumocystosis as well as the occurrence of this disease in patients from Slova-
kia during 19 years. The diagnosis is based on microscopic examination (Giemsa- and Gram-Weigert-staining)
and detection of parasite DNA by classical or real-time PCR in bronchoalveolar lavage and sputum. We detect-
ed pneumocystis in 190 persons (5.7 %) from the whole group of patients. Cancer patients represented the risk-
iest group in terms of pneumocystosis, which was confirmed by the highest percentage (57.9 %) of individuals
infected with P, jirovecii. We used a binary classification test for statistical evaluation and confirmed 33.7 % sen-
sitivity and 100 % specificity of microscopy compared to PCR. Molecular methods are more sensitive in the de-
tection of Pneumocystis jirovecii compared to microscopic evidence and currently represent a reliable detection
system in the diagnosis of pneumocystosis.

Keywords: Pneumocystis jirovecii, pneumocystosis, microscopic evidence, polymerase chain reaction (PCR)

Newslab, 2021; ro¢. 12 (2): 64 — 68

Uvod

Pneumocystis jirovecii je oportiunny mikroorganizmus,
ktory bol v minulosti oznacovany ako Pneumocystis carinii.
Tato atypicka huba spdsobuje u ludi zavaznu infekciu na-
zyvanu pneumocystova pneuménia®™. Najcastejsie posti-
huje ludi s oslabenym imunitnym systémom a v niektorych
pripadoch moéze vazne ohrozit Zivot. Medzi rizikovych pa-
cientov patria osoby s réznymi chorobnymi stavmi, ako su
nadorové ochorenia, HIV infekcia, transplantacie organov ¢i
uzivanie imunosupresivnej terapie a liekov. Pacienti s pneu-

mocystdzou klinicky vykazuju symptémy horacky, kasla, dy-
chavi¢nosti a v zavaznych pripadoch méze dojst k zlyhaniu
dychacich orgdnov az smrti. Primarne sa Pneumocystis pre-
nasa z Cloveka na ¢loveka vzdusnou cestou, boli vSak opisa-
né aj dalSie spdsoby prenosu. Takisto sa moze Sirit prostred-
nictvom asymptomatickych nosicov, teda ludi s normalnym
imunitnym systémom, ktori su kolonizovani. Napriek statu-
su najbeznejsej a najvaznejsej oportinnej respiracnej infek-
cie u pacientov s AIDS v sucCasnosti incidencia ochorenia
v populdcii klesa v dosledku zavedenia profylaxie a Ucinnej
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Graf 1. PoZiadavky na vySetrenie P. jirovecii.
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antiretrovirusovej terapie®. Coraz &astejsie sa vSak pneu-
mocystoza vyskytuje u HIV negativnych pacientov lieCenych
protinadorovymi chemoterapeutikami a imunosupresivnou
lieCbou®.

Pouzivanym Standardom v laboratérnej diagnostike pne-
umocystdzy u pacientov so znizenou imunitou je detekcia
P. jirovecii v bronchoalveolarnej lavazi (BAL) a vo vzorkach
indukovaného sputa prostrednictvom mikroskopického d6-
kazu®. Ide o mikroskopicky dokaz cyst alebo trofickych fo-
riem parazita v plicnom materidli s pouzitim viacerych far-
biacich technik®. Postupne vsak boli vyvinuté vysokocitlivé
molekuldrne metdédy (PCR) detekcie P, jirovecii a konvencné
metody diagnostiky sa stali menej spolahlivymi®). Ako mini-
malne invazivny spdsob diagnostiky pneumocystézy pred-
stavuju sérologické metody.

Vdaka vysokej ucinnosti a dostupnosti perordlnych a pa-
renterdlnych foriem je liekom volby trimetoprim-sulfameto-
xazol pri lieCbe miernej az zavaznej pneumocystézy u pacien-
tov infikovanych HIV, ale aj u pacientov, ktori nie su infikovani
HIV®,

Material a metédy

Pocas 19-ro¢ného obdobia sme v ramci Studie vySetrili
3 330 pacientov pochadzajucich z celého Slovenska pre po-
dozrenie na infekciu spdsobenu P, jirovecii. Prevazne islo
o bronchoalveoldrne lavaze a sputa.

Pri mikroskopickom dbkaze sme pouzili farbenie pod-
l'a Giemsa na detekciu trofozoitov a Gramovo a Weigerto-
vo farbenie na determinovanie cyst®9. Na izolaciu DNA zo
vzoriek sme pouzili komeréne dostupny DNeasy kit (Qiagen,
Hilden, Nemecko). Z metéd molekuldrnej biolégie sme apli-
kovali klasickt polymerazovu retazovu reakciu (PCR) s pou-
Zitim primerov pAZ102-E a pAZ102-H, ktoré amplifikuju ¢ast
génu velkej podjednotky mitochondridlnej rRNAC®, Pre re-
al-time PCR sme pouzili komerénu supravu LightMix® Kit
Pneumocystis jirovecii, kde ako cielovy fragment sa na ampli-
fikaciu vyuzila 244 bp sekvencia multikdpiového MSG génu
z P, jirovecii.

Vysledky boli analyzované Statistickym softvérom Ope-
nEpi, verzia 3.03 (http://www.openepi.com/Menu/OE_Me-
nu.htm) a na vyhodnotenie Statistickych rozdielov bol pou-
zity chi-kvadratovy test, kde hodnota P < 0,05 sa povazovala

Linedrna (negativni) Linedrna (pozitivni)

Graf 2. Pozitivni pacienti s pneumocystézou vzhladom na ich
diagndzu ¢&i ochorenie.
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za vyznamnu. Vypovedné hodnoty pouzZitych testov sme
vypocitali pomocou statistického programu MedCalc (http://
www.medcalc.org/calc/diagnostic_test.php).

Vysledky

Pocas 19 rokov pocet vySetreni a detekcia P, jirovecii stu-
pa, €o je na grafe 1 vyznacené trendovymi linedrnymi spoj-
nicami. Najvys$i narast vzoriek pozorujeme v rokoch 2008
az 2015, kde sa pocet pacientov pocas 8 rokov znasobil 6x
(387 : 61 = 6,35). V nasledujucich rokoch od roku 2016 je
mnozstvo vySetrovanych pacientov relativne stabilné v roz-
medzi od 323 do 369.

Metédami PCR sme pneumocysty zachytili u 57 %
(190/3 330) vysetrovanych pacientov, pricom mikrosko-
picky sme potvrdili mikroorganizmy u 1,9 % (64/3 330) pri-
padov. U 163 pacientov sme infekt dokazali v BAL, u 25
v spute. Pritomnost P, jirovecii sa potvrdila hlavne u imuno-
kompromitovanych os6b s onkologickym ochorenim 57,9 %
(110/190), ale aj u pacientov s chorobami dychacej susta-
vy 23,2 % (44/190), s infekénymi a parazitarnymi chorobami
9,4 % (18/190), s inymi ochoreniami 7,4 % (14/190) a s HIV
2,1 % (4/190). Najcitlivejsimi skupinami pacientov z hladis-
ka infekcie pneumocystami st onkologicki jedinci a pacienti
s chorobami dychacej sustavy (graf 2).
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Obrazok 1. Cysty P, jirovecii po farbeni podla Grama
a Weigerta.

Obrazok 3. Rtg. ndlez v plicach pacienta s pneumocystézou
(fotografia MUDr. M. Franekova).

11. 3. 2014 ¥

Z celého suboru sme v rokoch 2001 — 2012 vySetrili 803
pacientov pomocou klasickej PCR, kde sa nam podarilo de-
tegovat DNA P, jirovecii u 48 (6 %) pacientov a u 12 (1,5 %)
z nich sme pneumocysty potvrdili aj mikroskopickym doka-
zom. V rokoch 2013 — 2019 sme s vyuzitim real-time PCR
z 2 527 os6b detegovali DNA P, jiroveciiu 142 (5,6 %) a u 52
(2,1 %) z nich sme pneumocysty potvrdili aj mikroskopicky.
Na obrazku 1 sU znazornené niektoré nase pozitivhe pre-
paraty cyst po farbeni podla Grama a Weigerta. Morfol6-
gia pneumocyst je nepravidelnd, maju tvar ,defektnej lopty”
a su s velkostou od 4 do 8 pm. V cyste postupnym delenim
vznika 8 jednojadrovych teliesok, tzv. intracystické telieska
(obrazok 2).

S cielom priblizenia klinickej manifestacie infekcie spéso-
benej P, jirovecii u onkologického pacienta, kde sme v naSom
laboratériu potvrdili etiologicky agens, prikladame rtg. snim-
ku s komplikovanou pneumocystovou infekciou s vyraznym
Skvrnitym zatienenim oboch plticnych kridiel (obrazok 3).

Statisticky vyznamné rozdiely pre pacientov s pneumo-
cyst6zou sme potvrdili vzhladom na vekovu skupinu, odobra-
ty biologicky materidl a stanovenu diagnézu. Najvyssi podiel

Obrazok 2. Intracystické telieska (zarodky trofozoitov) P. jirovecii
po farbeni podla Giemsa.

infikovanych sme detegovali u dospelych jedincov vo veku
od 21 do 40 rokov (9,7 %), dalej nasledovali deti 0 — 10 ro-
kov (6 %), stari fudia nad 61 rokov (5,2 %), pacienti medzi
41. a 60. rokom zivota (4,8 %) a najmenej u 10- az 20-ro¢-
nych osob (1,6 %). Tieto rozdiely boli statisticky vyznamné
(p =0,009). Vacsi podiel infikovanych pneumocystami tvorila
skupina, v ktorej bol indikovany odber spdta (9,8 %) ako v po-
rovnani s odberom BAL (5,4 %; p = 0,029). Signifikantné roz-
diely v poctoch pacientov s pneumocystdzou sme pozorovali
aj v stvislosti s predikovanou diagndzou (p = 0,02). Najvyssie
percento (12,5 %) pacientov s pneumocystézou tvorila sku-
pina s diagnézou infekénych a parazitarnych choréb. Druhg,
najviac zastupenu skupinu (5,8 %) infikovanych tvorili pacien-
ti s diagn6zou chordb dychacej sustavy, za ktorou nasledova-
li diagndzy ako ostatné (5,7 %), onkologické choroby (5,1 %),
choroby krvi a krvotvornych orgénov s Gc¢astou imunitnych
mechanizmov (3,7 %) a choroby obehovej sustavy (3,1 %).
Ziadnu signifikantnu suvislost sme nezistili medzi pritom-
nostou pneumocystovej infekcie a pohlavim (p > 0,05).

Statistické ukazovatele spolahlivosti mikroskopické-
ho dbékazu P, jirovecii sme vyjadrili vzhladom na PCR, ktoru
sme povazovali za zlaty Standard. Po prepo¢toch nam vys-
la 33,7 % citlivost, 100 % $pecifickost, 100 % pozitivna pred-
povedana hodnota a 96,1 % negativna predpovedana hodno-
ta mikroskopie v porovnani s PCR pocas celého 19-ro¢ného
obdobia vySetrovania.

Diskusia

Na Slovensku boli publikované iba 2 prace, ktoré doku-
mentovali vyskyt ¢i diagnostické moznosti laboratérnej diag-
nostiky Pneumocystis jirovecii®>". Tato praca podava kom-
plexny prehlad o pritomnosti P. jirovecii u vySetrovanych
pacientov s plicnymi komplikdciami na Slovensku za obdo-
bie 19 rokov a poskytuje moznosti laboratérnej diagnostiky
v podmienkach rutinného laboratoria.

Z celého suUboru vySetrovanych sme pneumocysty de-
tegovali hlavne u 0s6b s onkologickym ochorenim (najma
lymfatickda leukémia). Sing et al.(¥ diagnostikovali pneumo-
cysty najviac u jedincov s HIV (6 %), potom nasledovali on-
kologicki (1,8 %) a transplantovani (1,5 %) pacienti. V na-
Som subore vySetrovanych nebol taky velky pocet HIV os6b
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(1,1 %; 36/3 330), aky mali Sing et al. (26,7 %; 89/334), preto
sme mali ovela nizsSie percento HIV pacientov infikovanych
pneumocystami. Ale najviac pozitivnych pacientov na P, jiro-
vecii tvorili imunosuprimovani (60 %), podobne ako v préci
Singa et al. (94,3 %). Fillatre et al.(9 sa takisto vo svojej Stu-
dii zaoberali 293 pripadmi pneumocystézy. Z celkového su-
boru pacientov bolo 154 (52,6 %) pripadov HIV negativnych.
Ako najCastejSie poruchy rozvoja pneumocystézy identifiko-
vali hematologické malignity (32,5 %), dalej to boli solidne
nadory (18,2 %), zapalové ochorenia (14,9 %), transplanta-
cie solidnych orgénov (12,3 %) a vaskulitida (9,7 %). Stddia
Liu et al.® potvrdila, Ze najbeznejSou pri¢inou PJP su he-
matologické malignity (29,1 %) podobne ako v $tudii Fillat-
re et al.0%. Nam priblizne rovnaké vysledky dokumentovali
aj Kim et al.®, kde maligne ochorenia dosahovali az 68,7 %,
a Gazaignes et al.(9, ktori detegovali PJP u pacientov s na-
dorovymi ochoreniami (60 %). Abastabar et al.("” podobne
ako my zistili, ze prevalencia P, jirovecii sa liSi podla veku pa-
cientov. V ich studii bol vSak Castejsi vyskyt PJP u pacientov
vo vekovom rozmedzi 71 — 80 rokov (> 80 %), respektive vo
veku 81 — 90 rokov (100 %). Nezistili ziadny vyznamny rozdiel
medzi muzmi a zenami, pokial ide o prevalenciu tohto ocho-
renia, podobne ako v nasej praci.
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