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Resumen

Introduccién: la neumonia por Pneumocystis es una infecciéon oportunista causada por Pneumocystis ji-
rovecii (Pj) en pacientes inmunocomprometidos, especialmente en pacientes con VIH. Objetivo: describir
las caracteristicas clinicas, radiolégicas y la evolucidn de pacientes inmunocomprometidos con diagnds-
tico de neumonia por Pj mediante PCR en lavado broncoalveolar (LBA). Métodos: se realizé un estudio
transversal, descriptivo, en el que se incluyeron pacientes con inmunocompromiso, con cuadro clinico y
radiolégico compatible con neumonia por Pj, diagnosticado sélo mediante PCR en muestra de LBA. Re-
sultados: fueron atendidos 141 pacientes entre marzo de 2017 y diciembre de 2019 con sospecha clini-
ca y radioldgica de neumonia por Pj a los que se les realizé LBA. En el andlisis se incluyeron 22 pacientes
en los cuales se confirmé el diagndstico Unicamente mediante PCR en muestra de LBA. Los signos y sin-
tomas mds frecuentes fueron tos (100%) y disnea (77%), y el patrén radiolégico predominante fue el in-
filtrado intersticial y vidrio esmerilado bilateral. En 4 pacientes (18.8%) se observé coinfeccidn pulmonar,
con aislamiento de Mycobacterium tuberculosis y Streptococcus pneumoniae. La duracién de la estan-
cia hospitalaria fue de 13 dias (DE+11). Requirieron ventilacién mecdnica 6 pacientes (27%). La mortali-
dad intrahospitalaria fue de 23%. Conclusiones: la utilizacion de PCR en muestras de LBA podria cons-
tituir un método Util para el diagndstico de neumonia por Pj. Sin embargo, su valor debe ser interpretado
en el marco de los antecedentes, cuadro clinico y radiolégico.
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Abstract

Introduction: Pneumocystis pneumonia
is an opportunistic infection caused by
Pneumocystis jirovecii (Pj) in immunocom-
promised patients, especially in patients
with HIV. Objective: to describe the clinical,
radiological characteristics and the clinical
course of immunocompromised patients
diagnosed with Pj pneumonia by means
of PCR in bronchoalveolar lavage (BAL).
Methods: a cross-sectional, descriptive
study was carried out that included immu-
nocompromised patients, with a clinical
and radiological suspicion of Pj pneumo-
nia, diagnosed only by PCR in a BAL sam-
ple. Results: 141 patients underwent BAL
between March 2017 and December 2019,
for clinical and radiological suspicion for Pj
pneumonia. Twenty-two patients whose
diagnosis was confirmed only by PCR on
a BAL sample were included in the analy-
sis. All patients presented with coughs. 17
patients had dyspnea (77%) and the most
frequent radiological pattern was intersti-
tial infiltrate and bilateral ground glass.
Pulmonary coinfection was observed in 4
patients (18.8%), with isolation of Myco-
bacterium tuberculosis (n = 2) and Strep-
tococcus pneumoniae (n = 2). The length of
hospital stay was 13 days (SD+11). Six pa-
tients (27%) required mechanical ventila-
tion. In-hospital mortality was 23%. Con-
clusions: the use of PCR in BAL samples
could be a useful method for the diagnosis
of Pj pneumonia. However, its value must
be interpreted in the context of the illness
history, clinical, and radiological picture.

Keywords: pneumonia, Pneumocystis jirovecii, PCR.

Introduccion

La neumonia por Pneumocystis es una infeccidon
oportunista causada por Pneumocystis jirovecii (Pj)
en pacientes inmunocomprometidos, especialmen-
te en pacientes con VIH con recuento de linfocitos T
CD4+ < 200 céls/mm; también en pacientes inmuno-
comprometidos por otras etiologias como trasplantes
de drgano sdélido y hematopoyéticos, neoplasias, re-
ceptores de quimioterapia y/o glucocorticoides. La ex-

presién clinica de la enfermedad y el prondstico son
diferentes en ambos grupos. En pacientes inmuno-
comprometidos no infectados por VIH, el diagndstico
es mas dificultoso por la presencia de otras variables
como infecciones concomitantes, uso de fdrmacos ci-
totdxicos y compromiso pulmonar por enfermedad de
base; se describe una mortalidad cercana a 40%, ci-
fra superior al 10% descrito en pacientes con infec-
cién por VIH.!

El diagndstico de Pj se basa en la identificacion
microscépica en muestras respiratorias, la cual tiene
una sensibilidad limitada, especialmente en pacien-
tes VIH negativos que suelen presentar cargas fun-
gicas menores. La PCR ha aumentado la capacidad
de deteccidn. Por otro lado, en ocasiones, genera di-
ficultades respecto a la diferenciacién entre coloni-
zaciéon y enfermedad. Uno de los potenciales riesgos
de la implementacién de técnicas de alta sensibili-
dad y especificidad, como es la PCR, es el sobre diag-
néstico en casos de colonizacién. La verdadera im-
plicancia de una colonizacién por P. jiroveci no estd
clara. En la interpretacion de colonizacidn o infeccidn,
parece razonable utilizar técnicas diagndsticas de
alta eficiencia para evitar asi el retraso del inicio de
tratamiento especifico en caso de ser necesario.!

El objetivo es describir las caracteristicas clinicas,
radioldgicas y la evolucion de pacientes inmunocom-
prometidos con diagndstico de neumonia por Pj rea-
lizado Unicamente mediante PCR en una muestra de
lavado broncoalveolar.

Materiales y método

Se llevé a cabo un estudio transversal y descriptivo en
el que se incluyeron pacientes con inmunocompromi-
so, atendidos en el Hospital Nacional Alejandro Po-
sadas entre marzo de 2017 y diciembre de 2019. Los
pacientes debian presentar un cuadro clinico (dis-
nea, tos e hipoxemia) y radiolégico (imdgenes en vi-
drio esmerilado perihiliares, bilaterales, difusas) com-
patible con infeccidén por Pj y lavado broncoalveolar
(LBA) con examen micoldgico directo negativo (colo-
racion de Giemsa y técnica con calcofldor) y PCR po-
sitiva para Pneumocystis jirovecii.

Para la PCR cuadlitativa, se realizé la extraccion del
ADN utilizando columnas comerciales (Roche, Mann-
heim, Alemania) y siguiendo las indicaciones del fa-
bricante. La amplificacién se hizo con una PCR pun-
to final (TagPCRCore Kit. Qiagen, Alemania) usando
el protocolo descrito por Latouche et al, mediante el
que se amplifica una banda de 347 pb de una secuen-
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cia especifica correspondiente a la subunidad gran-
de del rRNA mitocondrial del P. jirovecii. Los produc-
tos se corrieron por electroforesis en geles de agarosa
y se visualizaron con transiluminador de luz ultravio-
leta (UV Transilluminator UVP). El tamano de las ban-
das de ADN se estimdé compardndolas con un marca-
dor de peso molecular de 100 pb.?

El trabajo fue aprobado por el Comité de Bioética,
CEIHP, ref :336 LUPOSO/20

Resultados

En el Hospital Nacional Profesor Alejandro Posadas
fueron atendidos 141 pacientes entre marzo de 2017
y diciembre de 2019, con sospecha clinica y radiold-
gica de infeccidn por Pj, a los que se les realizé LBA.
Fueron excluidos 32 pacientes por presentar examen
micoldgico directo positivo para Pj en la muestra de
LBA. En 87 pacientes no se logré confirmar el diag-
noéstico (mediante PCR u otra técnica). Se incluyeron
en el andlisis 22 pacientes. 20 pacientes presentaron
VIH y el promedio de células T CD4+ fue de 55.3/mm?3
(DE+30), 2 pacientes presentaron otra forma de in-
munocompromiso: 1 paciente presentaba linfoma y
otro lupus eritematoso sistémico (recibia tratamiento
con corticosteroides). La tos estuvo presente en todos
los pacientes y la disnea en 17 (77%). La edad prome-
dio de los pacientes fue de 36 afos (DE+16), con un
rango de 16 a 78 anos. 18 (82%) pacientes eran hom-
bres. El patrén radioldgico predominante fue el infil-
trado intersticial bilateral (91%). En la tomografia de
térax, el vidrio esmerilado bilateral asociado a infiltra-
dos alveolares se observé en el 80% y el vidrio esme-
rilado como Unica manifestacion, en el 20%. La satu-
racion promedio al ingreso fue de 91,5% (DE+5) y la
PaO,/FiO, de 342 (DE+115). El tiempo de evolucién de
los sintomas previo a la consulta fue de 32 dias (DE+
8,6). La duracién de la estancia hospitalaria fue de 13
dias (DE+11). Seis pacientes (27%) requirieron venti-
laciéon mecdnica (VM). De estos, 5 pacientes fallecie-
ron. La mortalidad intrahospitalaria fue de 23%. En
3 de ellos por sepsis asociada a neumonia al respi-
rador, en 2 por evolucién terminal de enfermedad de
base (miocardiopatia dilatada y leucoencefalopatia).
En 4 pacientes (18.8%) se observé coinfeccidn pulmo-
nar, con los siguientes aislamientos: en 2 pacientes se
aislé en el LBA Mycobacterium tuberculosis y en otros
2, Streptococcus pneumoniae en hemocultivos. Todos
los pacientes recibieron tratamiento especifico para
neumonia por Pj y para la coinfeccidén, de estar pre-
sente.

Discusion

El diagndstico de Pj se obtiene a través del estudio
de secreciones respiratorias. La muestra de eleccion
es el LBA que permite el mayor rescate del microor-
ganismo. La microscopia en fresco muestra exudados
espumosos que permiten un diagndstico de certeza,
aunque existen otras técnicas de microscopia como
la tincion de Giemsa, tincidn de Grocott o inmunofluo-
rescencia directa.?

La técnica de PCR tiene mayor sensibilidad y es-
pecificidad, pero tiene limitaciones para diferenciar
entre colonizacidén e infeccién. La colonizacién por P.
jirovecii se ha definido como la presencia del hongo
en muestras del tracto respiratorio de un huésped
sin signos o sintomas respiratorios demostrados por
métodos convencionales o moleculares. En la revision
de Vera et al., se describe la frecuencia en pacientes
inmunocompetentes: 0-65%, embarazo: 15,5%,
nifos: 0-100%, fibrosis quistica: 1-22% y EPOC: 16-
55%. En pacientes con VIH, algunos estudios han
documentado frecuencias de colonizacién por P. ji-
rovecii entre el 20 y el 69% detectadas por PCR que
podria estar influenciado por el recuento de células
T CD4+.5 En los pacientes inmunocomprometidos no
VIH, la baja sospecha clinica, lo poco especifico de los
sintomas y signos, y el menor rendimiento de la IFD
explicada por la menor carga infectante, contribuye
al retardo en el inicio de tratamiento.! En una serie de
448 pacientes no infectados por VIH, con infiltrados
pulmonares, la neumonia por P. jiroveci fue diagnosti-
cadaen 11,8% de estos, de los cuales sdlo 74% fueron
detectados por técnicas convencionales (IFD o tincidn
de Giemsa) vs 91% de diagndstico por PCR.®

Un metaandlisis de Lucia et al. describid, para la
PCR anidada, una sensibilidad combinada del 98% y
una especificidad del 91%.” Fauchier et al. describie-
ron el uso de la PCR cuantitativa (qPCR) a través de
los valores del umbral de ciclo (CT) el cual permite te-
ner una estimacion de la carga fungica. Cuanto mds
elevada la carga fungica, menor el valor de CT. Con
base en esto, se propuso un valor de CT por deba-
jo de 27 para descartar la colonizacién y un valor su-
perior a 30 para el diagndstico de infeccidon, con una
especificidad del 100% y una sensibilidad del 80%.8
Khan et al., en un estudio de 46 muestras de pacien-
tes VIH y no VIH, encontraron que sélo el 4,3% fue-
ron positivas por IFA, mientras que la PCR simple y la
PCR anidada fueron positivas en el 23,9% vy el 45,6%
de las muestras, respectivamente. Este resultado res-
palda el uso de PCR en pacientes con sospecha cli-
nica de Pj cuando la IFA es negativa.® Kaouech et al.
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estudiaron 54 pacientes inmunocomprometidos con
sintomas clinicos de infeccidon pulmonar. Se diagnos-
ticd Pj en 16 pacientes segun técnicas de tincion y/o
hallazgos clinicos y radioldgicos tipicos y/o respues-
ta al tratamiento. 14 fueron positivos por PCR y solo
5 por examen directo, lo que arrojé una sensibilidad y
especificidad de 93,3% y 87,1%, respectivamente pa-
ra PCR, y de 33,3 y 100% para técnicas de tincién en
el examen directo.'® Robert y col. estudiaron un total
de 659 pacientes inmunocomprometidos, de los cua-
les sélo 43 fueron positivos por microscopia (6.5%).
En 497 pacientes tanto el examen microscépico como
la gPCR fueron negativos y se excluyd el diagndstico
de Pj. En los 119 pacientes restantes, la microscopia
fue negativa y la qPCR fue positiva. La prevalencia de
un resultado positivo de gPCR entre pacientes con un
examen directo negativo y sintomas pulmonares fue
del 19%.%

En los pacientes con diagndstico de VIH, la fre-
cuencia de neumonia aumenta a medida que disminu-
ye el recuento de células T CD4+.*? La coinfeccién de
P. jirovecii con otros agentes microbianos es frecuen-
te. En algunas series se ha reportado hasta un 20%
de coinfeccién identificando algunos microorganis-
mos como CMYV, herpes simplex o C. neoformans.®*3
Mootsikapun et al., en su serie de casos, demostra-
ron que el agente causal mds frecuente de coinfec-
cidn, en los pacientes con diagnédstico de VIH, fue M.
tuberculosis y Cryptococcus neoformans. La asocia-
cion de infecciones pulmonares fue del 10,5%.'3 Pe-
ter et al. identificaron otros patdgenos bacterianos en
muestras de liquido de LBA en 38 de 512 episodios
(7,4%), con la siguiente frecuencia: Staphylococcus
aureus en 16, Haemophilus influenzae en 9, Strepto-
coccus pneumoniae en 5, Pseudomona aeruginosa en
4, Klebsiella pneumoniae en 2 y Enterobacter cloa-
cae en 2.** Nuestro estudio demostré que en el 18,8%
de las muestras revisadas, P. jirovecii se encontraba
acompaiado de otro patdgeno respiratorio (Myco-
bacterium tuberculosis en 2 pacientes y Streptococ-
cus pneumoniae en otros 2).

Algunos estudios han descrito factores asocia-
dos a mortalidad como la edad, hipoalbuminemia, re-
querimiento de VM, neumotdrax, hipoxemia, anemia,
recuento de CD4 bajo.*!® Solano et al. describieron
36 pacientes de los cuales 10 (27,8%) fallecieron du-
rante su estancia en UCI (mortalidad del 62,5%) y, de
estos, 8 (80%) presentaban diagndstico de VIH. Co-
mo factores asociados a la mortalidad, se encontra-
ron la edad, el requerimiento de VM y la presencia de
neumotorax.!®> Walzer et al., en su revision de 547 es-

tudios de LBA, describen una mortalidad global del
13,5%, coincidiendo en los mismos factores asocia-
dos de mortalidad.*En nuestro estudio, la mortalidad
en pacientes con neumonia por Pj fue de 23%, sin em-
bargo, no se estudiaron los factores asociados.

Conclusion

En este estudio se describe una cohorte de pacien-
tes con diagndstico de neumonia por Pj, realizado
mediante fibrobroncoscopia y PCR, como Unico mé-
todo. La utilizacion de PCR en muestras de LBA po-
dria constituir un método Util, si estuviera disponi-
ble. Sin embargo, su valor debe ser interpretado en el
marco de los antecedentes, cuadro clinico y radioldgi-
co. También, vale la pena remarcar la importancia de
considerar la presencia de coinfecciones por métodos
invasivos para un adecuado tratamiento.
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