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RESUMEN

Laaparicién de nuevas técnicas de laboratorio para
detectar patégenos habituales y no habituales, ha
ampliado el campo diagnéstico en numerosas en-
fermedades. Hallazgos de algunos autores, han
motivado la biisqueda de patégenos no usuales en
nuestros enfermos con fibrosis quistica.

Objetivo. Investigar la presencia de Pneumocystis
carinii en enfermos con fibrosis quistica con exacer-
baciones graves o persistentes.

Poblacién, material y métodos. El Pneumocystis carinii
se estudié en forma prospectiva en nuestra pobla-
cién de enfermos fibroquisticos (57 pacientes desde
enero de 1995 a julio de 2002) en pacientes con
exacerbaciones graves o con mala respuesta al tra-
tamiento. Se realizaron selectivamente 41 lavados
broncoalveolares con un broncofibroscopio Pentax
de 3,5 mm.

Técnica de tincién para Pneumocystis carinii: méto-
do anticuerpo monoclonal primario y secundario
biotinilado (Dako).

Resultados. Se detecté Prneumocystis carinii en 5 en-
fermos fibroquisticos sobre un total de 41 lavados
realizados; esto constituy6 el 12,19% de hallazgos
positivos en pacientes con esta patologia sobre una
poblaciénde 57 enfermos atendidos desde enero de
1995 a julio de 2000. Estos enfermos presentaban
diferentes estados de gravedad de su exacerbacién,
no estaban inmunosuprimidos y tenfan serologfa
negativa para el virus de la inmunodeficiencia hu-
mana.

Todos se trataron con trimetroprima-sulfisoxasol,
excepto uno que referfa alergia importante a este
farmaco.

Conclusiones. Se encontré Pneumocystis carinii en el
12,19% de 41 lavados realizados en enfermos
fibroquisticos con exacerbaciones graves o prolon-
gadas. De acuerdo con esta frecuencia de hallazgos
positivos se sugiere tener en cuenta a este germen
entre los patégenos poco habituales en estos pa-
cientes. A la vez, proponemos cambiar el método
tradicional de biisqueda de este patégeno por las
nuevas técnicas (reaccion en cadena dela polimera-
sa, inmunocitoquimica). La evolucién clinica de
algunos de estos pacientes sugiere que quizds ha-
yan estado colonizados por el Pneumocystis cariniiy
que no serfa necesario un tratamiento especifico.
Palabras clave: Pneumocystis carinii, lavado bron-
coalveolar, fibrosis quistica, inmunocitoquimica.

SUMMARY
Introduction. Difficulties in treating cystic fibrosis
patients prompted us to investigate uncommon

pathogens in severe or unremitting cystic fibrosis
exacerbations.

Objective. We searched for Pneumocystis carinii (PC)
in severe or difficult to control exacerbations of our
cystic fibrosis patients population.

Population, material and methods. We investigated the
presence of (PC) in our cystic fibrosis population (57
patients), from January 1995 until July 2002. We
performed 41 bronchoalveolar lavage (BAL) and
immunostained for PC by the avidin-biotin with
biotynilated secondary antibody.

Results. PCwas detected in 5 patients out of 41 BAL
examined. All patients were HIV-negative and were
non-immunocompromised (Dako).

Conclusions. We found a frequency 12.19% of PCin
41bronchoalveolarlavage of CF patients with severe
or persistent exacerbations. PC as well as other
uncommon pathogens must be sought in patients
with severe CF exacerbations. Current epidemio-
logical knowledge and serological difficulties do
not allow to draw definitive conclusions regarding
medical treatment of such patients.

Clinical outcome suggests that some of these patients
might only be colonized by PC and specific
medication may be unnecessary.

Key words: Pneumocystis carinii, bronchoalveolar
lavage, cystic fibrosis.

INTRODUCCION

La aparicién de nuevas técnicas de
laboratorio, como la reaccién en cadena
de la polimerasa (RCP) y la inmunocito-
quimica (ICQ), con mayor sensibilidad y
especificidad para deteccién de patégenos
que las usadas histéricamente, ha creado
la necesidad de modificar anteriores con-
ceptos sobre patrones de referencia,
patogenicidad, y ha creado nuevos desa-
fios ala hora de considerar el tratamiento
de pacientes con ciertas infecciones.

En nuestros enfermos con fibrosis
quistica (FQ) nos propusimos investigar
prospectivamente y en forma sistemati-
ca, por medio de lavado broncoalveolar
(LBA)eICQ, laexistencia de Pneumocystis



carinii (PC) (actual nomenclatura: Pneumo-
cystis jiroveci) en exacerbaciones graves o
persistentes, alentados porlaliteratura exis-
tente.!? También se realiz6 la busqueda ha-
bitual de bacterias y hongos, comunes en
esta patologia.'?

POBLACION, MATERIAL
Y METODOS

Desde enero de 1995 hasta julio del 2002
se realizaron 380 procedimientos broncos-
cépicos en diferentes patologias en nues-
tro servicio. Sobre una poblacién de 57
pacientes con FQ en el periodo citado, 41
de estos procedimientos fueron LBA reali-
zados a enfermos con FQ que presentaban
exacerbaciones graves o dificiles de con-
trolar. En todos estos enfermos se buscé PC
aparte de la busqueda habitual de bacte-
rias y hongos. Se solicité consentimiento
previo a la realizacién del procedimiento.

Técnica de LBA

Se utilizé un broncofibroscopio Pentax de
3,5 mm, bajo anestesia general, con respira-
cién espontdnea. El broncoscopio se enclava
enellébulo o segmento mas comprometido si
el proceso es focalizado o preferentemente en
ellébulomedioy ellébulo superiorizquierdo
(lingula) si es difuso. Se usa anestesia local
simultdnea. Con voltimenes totales de 3 ml/
kgy de1ml /kg por vez,*se reinen las mues-
tras que se analizan parael recuento de unida-
des formadoras de colonias (UFC): (se consi-
dera significativo un valor de 1x 10%),°
micolégico, estudio porcentual diferencial de

TasLa 1. Caracteristicas de los pacientes positivos para Pneumocystis

carinii

Pa- Edad Sexo VIH Estudios VEF1 VEF1
cien- (afios) inmuno- Pretrata-  Postrata-
te légicos miento miento

1 8 F (-)  No disponibles No

2 19 M (-) normales 88% 100%
3 19 M ) normales 42% 39%
4 9 F (-) normales 82% 89%
5 12 F (-) normales 61% 70%

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana; VEF1: volumen espiratorio
forzado en 1 segundo (% de tedrico).
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leucocitos, macréfagos, células epiteliales y
gérmenes fagocitados. Simultdneamente se
envia una muestra para ICQ.

La técnica inmunocitoquimica empleada
fue la siguiente: se agrega formol al 10% al
liquido de LBA; se deja decantar por 6-8
horas, se toman las células del fondo del
frasco y se hace un frotis sobre portaobjetos.
El procedimiento inmunocitoquimico se des-
cribié previamente.® Se usé un sistema alta-
mente sensible que emplea al complejo
avidina-biotina marcada con peroxidasa
(Dako Corporation, Carpinteria, CA).” Las
muestras se incubaron con el anticuerpo pri-
mario (monoclonal hecho en ratén contra
Pneumocystis carinii, Dako Corporation) en
una cdmara htiimeda durante toda lanoche a
4° C, a una dilucién de 1:40. Anticuerpo
secundario: IgG antirratén (molécula com-
pleta) conjugada con biotina (Dako Corpo-
ration). Las células se tifieron suavemente
con verde de metilo al 0,5% (para observar
los nticleos celulares) o con hematoxilina. La
reaccién positiva aparece como circulos ho-
mogéneos (quistes) o como trofozoitos libres
extracelulares.

RESULTADOS

Se encontré PC en 5 de estos 41 procedi-
mientos de LBA, lo que constituye el 12,19%
delos LBA realizados en FQ para ese periodo
de tiempo (enero 1995- julio 2002). El rango
de edades de los pacientes con hallazgos
positivos fue de9a19 afios, con unamediade
13,5 afios. No hubo complicaciones inheren-
tesal procedimiento, excepto desaturaciones
transitorias. Las caracteristicas principales
de los enfermos, hallazgos y tratamientos se
presentan en las Tablas 1y 2.

Evolucién de los pacientes
con hallazgos positivos

Paciente 1: La paciente, de 8 afios de edad,
falleci6 como resultado de una exacerbacion
pulmonar grave. Estuvo colonizada durante
muchos afos por Pseudomonas aeruginosa (PA)
y su evolucién ya habia sido grave en otras
oportunidades. No pudimos atribuir el falle-
cimiento exclusivamente a la presencia de
PC. Present6 un recuento de leucocitos de
5.900 x mm?® (N: 36%, E: 3%, L:51%, M: 4%, B:
0%).No serealizaron otros estudios inmuno-
l6gicos.

Paciente 2: Paciente de sexo masculino,
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de 19 afnios. Cuando se administré TMP-SMX,
ya estaba mejorando con antibiéticos dirigi-
dos asupatégeno debase (PA), porlo que no
podemos atribuir la mejoria al tratamiento
con TMP-SMX. Es posible suponer que sélo
era portador del PC. Los datos delaboratorio
mostraron: hemograma: hematies: 5.180.000
x mm?®, leucocitos 17.100 x mm? (N: 75%, L:
13%,M:7%, E:0%). Serologia paraHIV (-). La
evaluaciéninmunolégicaincluyé: nitroblue-
tetrazolio (NBT): 75% de los neutréfilos re-
ducen el NBT (normal), poblaciones linfoci-
tarias: CD3 (no valorado), CD4, CD8,CD19y
CD56: normales, dosaje de IgG, IgM, IgA,
IgA secretoria e IgE, dentro de limites nor-
males.

Paciente 3: Varén de 19 afios, la evolucion
clinica fue similar a la del paciente 2. Los
datos delaboratorioincluyeron: hemograma:
hematies: 4.500.000 x mm?, leucocitos: 8.700
xmm?® (N: 64%, E: 0%, B: 0%, M: 2%, L: 34%).
Evaluaciéninmunoldgica:IgG, IgM, IgA, IgA
sec. e IgE: normales.

Complemento: CH50, 148 U (N: 70-150):
C3, 200 mg% (N: 80-160); C4, 44 mg% (N:20-
40). Fenotipificacion linfocitaria: CD4, 54%;
CDS8, 20%; CD19, 26%; CD56, 4% (normales).

Paciente 4: Nifia de 9 afios con una exacer-
bacién persistente, aunque leve. El cuadro
clinico no fue muy importante y no pudimos
determinar siel PC tuvo algunainfluenciaen
su evolucioén.

Los datos de laboratorio incluyeron:
hemograma: hematies: 4.180.000 x mm?,
leucocitos: 9600 (N 56%, E 3%, B 0%, L 37%,
M4%).Evaluaciéninmunolégica: IgG, IgM,
IgA dentro de limites normales. Comple-
mento: CH50 68 (N 70-150). Fenotipificacién
linfocitaria: CD3, CD4, CD19 y CD56 nor-
males.

Cabe hacer notar que todos los enfermos
eran inmunocompetentes por las evaluacio-
nes realizadas o por sus evoluciones previas
y posteriores. El tratamiento con corticoides
fue muy breve, por via oral o inhalatorio, sin
producirinmunosupresién enlas dosis, tiem-
pos y formas utilizadas.?

CONCLUSIONES

Sobre 380 procedimientos broncoscépi-
cosrealizados por distintasindicaciones des-
de enero de 1995 hasta julio de 2002, 41
correspondieron a enfermos con FQ. En 5 de
estos enfermos se detecté PC por ICQ; esta es
una importante frecuencia de hallazgos po-
sitivos (12,19%) en exacerbaciones de FQ
graves o persistentes. Sobre la base de este
hallazgo, se sugiere tener en cuenta a este
germen entre los patégenos poco habituales
en estos pacientes. La evolucién clinica de
algunos de estos pacientes sugiere que qui-
zds hayan estado colonizados porel PCy que
no serfa necesario un tratamiento especifico.

DISCUSION
Epidemiologia del hongo PC
El PC se encuentra ampliamente distri-
buido en la naturaleza y se ha encontrado en
aire filtrado de huertos asi como en habita-
ciones de pacientes con neumonia por PC.°
La serologia positiva para PC en amplias
franjas de poblacién muestra lo habitual que
es el contacto asintomatico ya desde tempra-
nas edades.”! La aceptacion del estado de
portador, ya de por sf implica la posibilidad
de hallazgo del hongo, sin enfermedad.’

TasLA 2. Gérmenes aislados y tratamiento recibido

Paciente 5: Se trata de una nifia de 12 afios

/ Paciente Otros gérmenes PC  Corticoides  Tratamiento TMP-SMX
que representa uno de los casos mads

encontrados con antibiéticos
ilustrativos. Nq pudo medicarse con TMP— 1 PA ASP o - Fep- akn 5
SMX por alergia grave a sulfas. Tenfa un - -
LBA, del afio anterior, negativo para PC. 2 PA S No Fep-akn St
Debido a su mejoria con antibidticos para 3 PA, SA 5 Oral5dfas  Cfp-van St
otros patégenos, a los que el PC no es sensi- 4 Ninguno ~ Si  Inhalados cft St
ble, debemos suponer que sélo era portadora 5 PA,CHL.  Si Oral5dfas  Mr, akn, No

de este hongo. Hemograma: GR: 4.300.000 x caf, clrt

mm?, leucocitos: 9.900 x mm?® (N: 45%, E: 0%
B: 0% L:52%, M: 3%). Evaluacién inmunol6-
gica: IgG, IgM, IgA e IgE dentro de limites
normales, CH50 127 mg% (N:70-150). NBT >
50% (normal).

PA: Pseudomonas aeruginosa; ASP: Aspergillus sp.; SA: Staphylococcus
aureus; CHL: Chlamydia sp.; PC: Pneumocystis carinii; IV: intravenoso;
O: oral; INH: inhalado; Fep: ceftazidima; akn: amicacina;

cfp: cefoperazona; van: vancomicina; Cft: cefalotina; mr: meropenem;
caf: cloranfenicol; clrt: claritromicina.



Durante mucho tiempo se pensé que las
manifestaciones neuménicas por PC en pa-
cientes inmunosuprimidos eran reactivacio-
nes de infecciones latentes.’ Sin embargo, la
deteccion de PC genéticamente diferentes,
en distintas oportunidades, en el mismo pa-
ciente y experimentos con ratas han demos-
trado que las infecciones no siempre se de-
ben a reactivaciones enddgenas y que existe
la posibilidad de transmisiéon huésped-hués-
ped.”®2 La comprobacion de la posibilidad
de la existencia del hongo en individuos
normales,’13 1a ubicuidad de su distribu-
ciénenlanaturaleza,’ el hallazgo del patoge-
no en pacientes no inmunocomprometi-
dos, " 415en necropsias realizadas por otras
razones'* 'y, finalmente, la gran frecuencia
de serologia positiva para PC en individuos
normales,®'"'"> desaffa anteriores suposicio-
nes que planteaban que sélo se lo encontraba
en el grupo con compromiso inmunolégico.

Sobre las nuevas técnicas de laboratorio

La reaccién en cadena de la polimerasa
(RCP) y la tincién ICQ han aumentado la
capacidad de deteccién de bajo ntimero de
unidadesinfecciosas,'*lo que crea un proble-
ma de interpretacién de hallazgos, en pa-
cientes sintomadticos y asintomadticos, inmu-
nocomprometidos o no,'* cuando se las com-
para con los patrones de referencia histori-
cos."*Enel PC, este patrén de referencia es su
deteccién por tinciones (por ejemplo: plata
metenamina de Gomori) y microscopia en
tejidos o muestras de LBA."” La clinica y la
radiologfa, por su inespecificidad, no certifi-
can el diagnoéstico definitivo.

Sobre nuestros enfermos

Elhallazgo del PC en enfermos graves no
permite especulaciones a la hora del trata-
miento. Aun cuando se considere que estos
pacientes no estaban inmunocomprometi-
dos, debido a la posible extensién y agrava-
miento rdpido, no queda otra alternativa que
medicar con trime-tropina-sulfimetoxazol
(TMP- SMX).'® En los casos moderados estu-
diados porla persistencia de su exacerbacién
con LBA, en pacientes no inmunocompro-
metidos, como los nuestros y también en los
VIH negativos, es muy probable que se pue-
danesperar durante algunos dias los resulta-
dos de la investigaciéon con indicacién de
antibidticos dirigidos a sus patégenos habi-
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tuales antes de iniciar la terapéutica especifi-

ca para PC, como lo demuestra el andlisis

ulterior de dos casos con estas caracteristicas
en nuestra casuistica.

Finalmente, en cuanto a la terapéutica,
podemos sugerir lo siguiente:

a) Debido a la alta frecuencia de hallazgo
de PC en FQ graves (12,19%), sugeri-
mos buscar este patégeno en pacientes
con estas caracteristicas.

b) Si el cuadro del FQ es grave, no queda
otra alternativa que usar el tratamiento
especifico con TMP-SMX junto a anti-
bidticos dirigidos alos gérmenes conco-
mitantes, ya que el cuadro no admite
demora.

c¢) En casos de exacerbaciones de dificil
control en enfermos no inmunocompro-
metidos, sin gran compromiso del esta-
do general, quizds se pueda esperar un
breve periodo con la medicacién habi-
tual. Si se estuviera produciendo una
mejoria no seria necesario agregar me-
dicacién contra PC.

Seguramente habrd que cambiar el pa-
trén de referencia actual'® y aceptar que el
diagnéstico de la patologia por PC requiere
un cambio de la tecnologia tradicional por
tinciones por la deteccién en las mismas
muestras con las nuevas técnicas. A éstas
deberia referirse posiblemente la positivi-
dad o no del hallazgo del hongo.

Nuevas técnicas serolégicas como la RCP
e ICQ,"” recuentos semicuantitativos por
anticuerpos monoclonales y la correlacién
clinica y de laboratorio permitirdn definir
mejor el diagndstico y el modo de actuar.
Este es el desaffo actual para la investigacion
en esta drea. B
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