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Diagnostico de pneumocistosis en pacientes
infectados con el virus de la Inmunodeficiencia
Humana (VIH) a partir de lavados

bronquioloalveolares
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Beatriz Xavier Garre?, Br. Silvia Sabano’,
Br. Nélida Mousqués Yédice”’, Dr. Elbio Gezuele*

Resumen

La pneumocistosis es una enfermedad pulmonar subaguda producida por un hongo

oportunista Pneumocystis carinii (P.carinii).

Desde la aparicion de los primeros casos del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
(SIDA), la neumonia por Pneumocystis carinii es una de las enfermedades respiratorias
infecciosas mds frecuente en este grupo de pacientes.

El objetivo de este trabajo fue determinar la frecuencia relativa de neumocistosis en una
poblacion de 129 pacientes HIV-SIDA, con enfermedad respiratoria y despistar otras micosis

oportunistas pulmonares.

Las muestras de secreciones pulmonares fueron obtenidas mediante lavado
bronquioloalveolar de pacientes con sospecha de pneumocistosis. De las 129 muestras, 86
fueron negativas y 43 positivas para hongos. En 24 se identificé P.carinii; en una misma
muestra P.carinii e Histoplasma capsulatum; en tres H.capsulatum; en tres Aspergillus
Jumigatus; en dos Cryptococcus neoformans y en diez levaduras del género Candida. Dentro
de las muestras negativas para hongos, en siete se observaron bacilos dcido alcohol

resistentes.

Palabras clave: Neumonia por Pneumocystis carinii. ‘
Sindrome de inmunodeficiencia adquirida — complicaciones

Introduccion

La pneumocistosis es una enfermedad pulmonar subagu-
da causada por un microorganismo oportunista de natu-
raleza flingica atipica, Pneumocystis carinii (P.carinii) 1~
%) Este agente causa neumonia intersticial severa en in-
dividuos inmunodeprimidos (especialmente con deterio-
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ro de la inmunidad celular), como en los pacientes HIV-
SIDA, asi como, también, en prematuros, pacientes con
inmunodeficiencias congénitas, nifios con malnutricidn
proteico caldrica, pacientes con neoplasias hematoldgi-
cas, trasplantados de médula 6sea y en aquellos que re-
ciben tratamientos con farmacos inmunosupresoras ¢,

Desde el punto de vista taxondmico, en los tltimos
afios P.carinii ha sido incluido en el reino fungi debido a
las caracteristicas que presenta su genoma; paraddjica-
mente sus formas evolutivas mantienen por el momento
la nomenclatura que corresponde a la ubicaci6n taxoné-
mica anterior.

La transmisién por via aérea se ha podido documentar
claramente, pero la fuente de infeccidn, asi como la for-
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ma infectante para el hombre, siguen siendo desconoci-
das ©-11.

Estudios realizados mediante técnicas de biologia mo-
lecular sugieren que P.carinii se halla en el medio am-
biente '?. P.carinii ha sido aislado de pulmones de una
gran variedad de animales inmunodeprimidos: monos,
ratas, ratones, cobayos, conejos, caballos, perros, gatos,
ovejas, etcétera. Al parecer existe especificidad de espe-
cie, siendo la especie humana P.carinii var hominis 1%,

Estudios seroldgicos poblacionales evidencian que la
infeccién por P.carinii se produce a edades tempranas,
no existiendo diferencias en cuanto a prevalencia entre
las diferentes 4reas geograficas 1419,

Con relacién a la patogenia de la pneumocistosis, el
primer paso fundamental es la adhesién de las formas tré-
ficas de P.carinii a los neumocitos tipo I, la fibronectina
establece un puente de unién entre los antizgenos de su-
perficie del microorganismo y la célula huésped, estable-
ciéndose prolongaciones digitiformes; ademds, los recep-
tores de manosa de los macréfagos unen los residuos de
manosa de las glicoproteinas de superficie de P.carinii.
En este proceso se produce un aumento de la permeabili-
dad de la membrana alvéolo—capilar a través de enzimas

-de degradacion que libera el agente. Una vez-adherido al

epitelio comienzan a proliferar las formas tréficas, con-
formando verdaderas masas celulares. P.carinii incorpo-
ra fosfolipidos, los cuales obtiene del surfactante, lo que
conduce a que esta sustancia tensoactiva pierda sus ca-
racteristicas fisico—quimicas. Se ha observado también
una disminucidn en la secrecion de surfactante por parte
de los neumocitos tipo II. Otro evento fisiopatolégico im-
portante es que en la reparacién del epitelio se observa hi-
perplasia e hipertrofia de los neumocitos tipo II, los cua-
les pueden diferenciarse a neumocitos tipo I. Todos estos
hechos se hallan en la génesis del colapso alveolar que
conduce a la insuficiencia respiratoria observada en la
pneumocistosis (!71®),

Las células T desempefian un papel importante en la
respuesta inmune frente a P.carinii.

Los pacientes HIV-SIDA estdn en riesgo de desarrollar
neumonia a P.carinii cuando el recuento de linfocitos
CDqes igual o inferior a 200 células/mm?> 19,

La pneumocistosis generalmente es de comienzo insi-
dioso con sintomas inespecificos como fiebre, tos seca o
con escasa expectoracion mucosa, repercusién general y
luego disnea progresiva.

El examen fisico en comparacién a la sintomatologia
es poco revelador; la radiografia de térax muestra con
mayor frecuencia infiltrado intersticial bilateral, intersti-
cio medular e intersticio alveolar; en ocasiones las im4-
genes son asimétricas o unilaterales y excepcionalmente
se observa la presencia de cavidades, neumotdrax o né-
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dulos ?%2D, Raramente pueden observarse otros patrones
como consolidacién focal y difusa de los espacios alveo-
lares, nddulos, neumatoceles asi como neumotérax 2.

La insuficiencia respiratoria rdpidamente progresiva
con radiografia de térax que muestre un infiltrado inters-
ticial bilateral difuso es considerada por algunos autores
como el patrén caracteristico de pneumocistosis .

El aumento de LDH con clinica y radiologia compatible
apoya el diagnéstico, pero no lo confirma ®®. Para reali-
zar el diagnéstico etiol6gico es fundamental la obtencidn
de una muestra representativa de secreciones pulmonares.
La sensibilidad del esputo inducido se halla entre 50% y
60%, mientras la sensibilidad del lavado bronquioloalveo-
lar es 8% 3327,

En este trabajo se realizé un estudio retrospectivo de
129 lavados bronquioloalveolares obtenidos de pacientes
HIV-SIDA con enfermedad respiratoria, con el objetivo de
determinar la frecuencia relativa de pneumocistosis en la
poblacién estudiada y detectar la presencia de otras mico-
Sis oportunistas.

Material y método

Se realizo estudio micoldgico a 129 muestras de lavados

‘brongquioloalveotares de pacientes HIV-SIDA con cuadro

clinico-radiolégico compatible con el diagnéstico de
pneumocistosis pulmonar, internados en distintos centros
de asistencia piiblica de nuestro pais en el periodo com-
prendido entre 1992 y 1997.

Las secreciones fueron obtenidas mediante fibrobron-
coscopia con lavado bronquioloalveolar, la cantidad de
muestra que se recibié en el laboratorio fue variable, en-
tre 5y 8 cm®; luego se centrifugaron en tubos c6nicos, es-
tériles, con tapén de rosca, durante diez minutos a 2.500
r.p.m.

Posteriormente el sobrenadante se sembré en gelosa
glucosada y peptonada de Sabouraud y en Sabouraud con
el agregado de cloramfenicol y actidiona (Micobiotic),
incubdndose a 28°C durante un mes. Al sedimento se le
efectud examen directo en fresco y con tinta china y co-
loraciones de Gomori, Gram, Giemsa y Ziehl Neelsen.

El examen directo en fresco ademads de permitir hacer
diagnéstico de algunas micosis sirvié para valorar la rep-
resentatividad de la muestra. Aquellos lavados que pre-
sentaron escasas células provenientes del tracto respira-
torio inferior (menos de cinco células por campo de 10x)
no fueron incluidos en este estudio.

Se analizé el diagndstico en relacién con la clinica, la
radiologfa y el tratamiento.

Resultados

De los 129 lavados realizados, 86 fueron negativos para
hongos y 43 fueron positivos (tabla 1).
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Tabla 1. Lavados bronquicloalveolares estudiados
para el diagndstico de micosis

Total de LBA LBA negativos LBA positivos
129 86 43

LBA: lavado bronquicloalveolar

Otras micosis
9

P. carinii
24

Figura 1. Lavados bronquioloalveolares positivos para P.
carinii 1992-1997
n=43

De las 43 muestras positivas, en 24 se diagnosticd
P.carinii como Unico agente (figura 1).

Las técnicas utilizadas para el diagnéstico de pneumo-
cistosis fueron las coloraciones de Giemsa y Gomori en
su variante rapida @®.

Con la coloracién de Gomori (técnica de impregnacion
argéntica) los elementos se observan redondeados u ova-
lados de 4 a 6 micras de didmetro, de color gris a negro
intenso, los cuales resaltan sobre fondo verde dado por el
colorante de contraste utilizado en este caso (verde luz).
Los mismos corresponden a los quistes de la clasificacién
antigua (figura 1).

Con la coloracién de Giemsa se observaron en algunas
de las muestras los distintos estadios evolutivos de P.ca-
rinii: los trofozoitos, caracterizados por su pleomorfismo
de 2 a 8 micras de didmetro ameboides, uninucleados, de
pared delgada, hallandolos en grupos sobre una sustancia
espumosa; las formas prequisticas ovoideas, con un dié-
metro que oscila entre las 3 y 6 micras, multinucleadas,
con dos a seis cuerpos intraquisticos y formas quisticas
redondeados u ovalados de 4 a 6 micras de diametro, con
una gruesa pared dentro de los que se observan ocho
cuerpos intraquisticos puntiformes de 1 a 2 micras dis-
puestos en forma radiada en la periferia (figura 2).

En una misma muestra se hall6 P.carinii e H. capsula-
tum; en tres H.capsulatum; en tres Aspergillus fumigatus;
en dos Cryptococcus neoformans y en diez levaduras del
género Candida (figura 2).

En siete de las muestras negativas para hongos se ob-
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Candida sp A i H. C.

P, caninii +H.

ranciatum

Figura 2. Otras micosis diagnosticadas a partir de lavados
bronquioloalveolares 1992-1997
n=19

servé con la coloracién de Ziehl Neelsen bacilos dcido—
alcohol resistentes (BAAR) extracelulares, confirmadndose
posteriormente en el Laboratorio de 1a Comisién Honora-
ria para la Lucha Antituberculosa (CHLA) que correspon-
dian a Mycobacterium tuberculosis.

Aquellos pacientes en los que se diagnostico P.carinii,
presentaban clinica y radiografia de térax compatible con
pneumocistosis. Dentro de las muestras negativas que
fueron estudiadas, 18 correspondieron a pacientes con
clinica y radiologfa compatible con pneumocistosis, con
relacién a ello se destaca: 11 de ellos habian iniciado tra-
tamiento empirico con trimetoprim—sulfametoxazol, tres
no estaban recibiendo tratamiento especifico y en cuatro
lo desconocemos.

Discusion

En las muestras estudiadas, en 18,6% de ellas se confir-
mé6 la presencia de P.carinii por examen micolégico di-
recto; asimismo estos pacientes presentaban clinica y ra-
diologfa compatible con pneumocistosis.

Sin lugar a dudas, a pesar de los numerosos avances '
en el drea de diagnéstico de las micosis, el examen mi-
coldgico directo sigue siendo fundamental en la pneumo-
cistosis, dado que: :

1. Este microorganismo no se ha podido cultivar en los
medios habituales que se utilizan en micologfa. Se han
obtenido resultados satisfactorios en cultivos celula-
res, los que se emplean en centros de investigacién @),

2. Con las coloraciones de Giemsa y Gomori podemos
obtener un diagnéstico rdpido y especifico mediante la
visualizacién del agente en aproximadamente 40 mi-
nutos, lo que permite instaurar el tratamiento etiol6gi-
co en el menor tiempo posible, con los beneficios que
ello representa.

3. Existen técnicas de inmunofluorescencia directa que
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utilizan anticuerpos monoclonales; algunos autores con-
sideran estas pruebas mds sensibles y especificas que las
coloraciones anteriores ©?; varias de las muestras fueron
testadas por este método, pero los resultados no fueron
incluidos en este estudio ya que no fue posible efectuarlo
en la totalidad de los lavados broquioloalveolares.

4. La serologfa para neumocistosis no ha mostrado bue-
nos resultados ya que la mayorfa de la poblacién tiene
anticuerpos circulantes anti P.carinii, a ello se suma
que los pacientes inmunodeprimidos presentan dismi-
nucién o ausencia de la respuesta humoral ¥,

5. Se han realizado ensayos de PCR (reaccién en cadena
de la polimerasa) siendo los resultados poco alentado-
res y no viables para diagnéstico de rutina ¥,

En el caso de los pacientes con clinica y radiologfa com-
patible con pneumocistosis en los que el examen micoldgi-
co fue negativo para P.carinii, se destaca que 11 de ellos
estaban recibiendo tratamiento empirico con trimetoprim—
sulfametoxazol. Si bien luego de instaurado el tratamiento
especifico las formas evolutivas del hongo pueden hallarse
durante varios dias en las secreciones pulmonares, al igual
que en otras enfermedades infecciosas la terapéutica dismi-
nuye la sensibilidad de los métodos diagnésticos, por 1o que
se cree que esto pudo influir en-los hallazgos.

En la casuistica estudiada sélo se analizan los resultados
micolégicos, diagnosticdndose otras micosis oportunis-
tas como aspergilosis, histoplasmosis y criptococosis.
Dado que la coloracién de Ziehl Neelsen es utilizada
de rutina en el procesamiento de muestras para examen
micolégico, ésta permitié detectar la presencia de
BAAR. Se destaca que esta técnica de facil y rdpida re-
alizaci6n tiene gran importancia ya que la tuberculosis
es de elevada frecuencia en pacientes HIV-SIDA. Las le-
vaduras del género Candida aisladas fueron considera-
das como contaminantes por haber desarrollado solo
en los cultivos y no haberse observado en el examen
micolégico directo abundantes levaduras con pseudo-
filamentos. Se destaca que el diagnéstico de candidia-
sis pulmonar es dificil de realizar; hay que asegurarse
que la muestra a examinar no se haya contaminado en
su pasaje por el tracto respiratorio superior y cavidad
orofaringea. En los pacientes HIV positivos, las manifesta-
ciones clinicas, asf como los hallazgos radioldgicos, en oca-
siones pueden corresponder a més de una enfermedad infec-
ciosa, por lo que adquiere relevancia la bisqueda de los agen-
tes etiolégicos mds frecuentes en el medio (virales, bacteria-
nos, micéticos y parasitarios), sobre todo en aquellos que no
presentan sintomnatologia respiratoria de tipo intersticial.

Conclusiones

La neumonia por P.carinii en nuestro medio al igual que
en otros pafses del mundo ocupa el primer lugar dentro
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de las infecciones respiratorias bajas producidas por
agentes micOticos en pacientes HIV-SIDA.

El lavado bronquioloalveolar ofrece mayores posibili-
dades diagndsticas dadas las caracteristicas clinicas de
esta neumonia, en la cual el estudio micolégico directo
adquiere especial relevancia, pudiéndose obtener resulta-
dos en 40 minutos, empledndose como coloraciones de
eleccién el Gomori y el Giemsa.

En el caso de la histoplasmosis, la forma clinica mds
frecuente en este grupo de pacientes es la histoplasmosis
aguda diseminada, la que se diagnostica en la mayoria de
los casos por el examen micoldgico de las lesiones
muco—cutineas, y en pocas ocasiones se afsla Histoplas-
ma capsulatum a partir de lavado bronquioloalveolar, ya
que lo habitual es que se realice para ello el estudio de le-
siones cutdneo—mucosas. La aspergilosis pulmonar inva-
siva presenta baja incidencia en la muestra estudiada.

Summary

Pneumocytosis is a subacute pulmonary disease due to
fungus Pneumocystis carinii (P.carinii) Pneumocystis cari-
nii pneumonia has been one of the most frequent respira-
tory diseases among patients with acquired immunodefi-
ciency syndrome (AIDS) since the first cases appeared.

The aims of the present paper are to determine relative
frequency of pneumocystosis in a population of 129 pa-
tients with AIDS-HIV and respiratory disorders, and to
discard other pulmonary mycoses.

Pulmonary secretion was collected through bronchial-
veolar washing among patients suspected of pneumocysto-
sis. Out of 129 samples from patients of the population, 86
cultures were negative and 43 positive. Studies of positive
samples revealed evidence of P. carinii in 24 cultures, P. cari-
nii and capsulatum histoplasma in one; capsulatum histoplas-
ma in three; Aspergillus fumigatus in three, Cryptococcus
neoformans in two, and Candida yeat in ten. Seven negative
cultures (total: 86) showed acid-ethanol resistant bacillus.

Résumé

La prneumocystose est une maladie pulmonaire subaigue
produite par un champignon opportuniste P.carinii.

Depuis 'apparition des premiers cas de SIDA, la
pneumonie par P.carinii est I'une des maladies res-
piratoires infectieuses les plus fréquentes chez ces patients.

Le but de ce travail a ét€ de déterminer la fréquence re-
lative de pneumocystose dans une population de 129 pa-
tiens HIV-SIDA, a pathologie respiratoire et de dépister d’-
autres mycoses opportunistes pulmonaires.

Les échantillons de sécrétions pulmonaires ont été obte-
nues au moyen de lavement brocho-alvéolaire de patients
soupconnés de pneumocystose. Parmi les 129 échanti-
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lions, 86 ont été négatifs et 43 positifs pour les champig-
nons. Dans 24 on a identifié P.carinii, dans un méme échan-
tillon P.carinii et Hystoplasma capsulatum; dans 3 H.cap-
sulatum; dans 3 Aspergillus fumigatus; dans 2 Cryptococ-
cus neoformans et dans 10 levures du genre Candida. Parmi
les échantillons négatifs pour champignons, 7 ont présen-
té des bacilles acides alcool résistants.
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