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Recentemente, o uso de técnicas de biologia molecular, com grande capacidade para
detectar pequeno niimero de microrganismos, tem vindo a demonstrar que doentes
seronegativos para o Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH), com patologia pulmonar,
e que individuos saudaveis podem ser portadores assintomaticos de Prneumocystis
Jiroveci. Assim, o objectivo deste estudo foi avaliar a prevaléncia de portadores
assintomaticos, de P, jiroveci, em doentes com patologia pulmonar ¢ em individuos
saudaveis, em Portugal.

Entre Margo de 2001 e Fevereiro de 2004, foram analisadas 45 secre¢des pulmonares
pertencentes a 45 adultos imunocompetentes, com diferentes patologias pulmonares,
e 37 lavados orais de 37 adultos saudaveis. Todas as amostras foram estudadas pelas
técnicas de imunofluorescéncia indirecta, com anticorpos monoclonais, ¢ de PCR
“nested”.

Os resultados obtidos neste estudo indicam que: 1) P. jiroveci ¢ detectado, com
frequéncia (24,4%), em doentes imunocompetentes com patologia pulmonar; 2) esta
populagdo pode ter papel importante na transmissao e na circulagdo de P, jiroveci, na
comunidade; 3) os individuos que estdo sob a ac¢@o de corticosterdides tém maior
probabilidade de apresentarem P. jiroveci no pulmio (18%) do que os que ndo estdo
sob o efeito deste imunossupressor (12%); 4) P. jiroveci parece ser pouco frequente
na populacdo adulta saudavel, podendo tal relacionar-se com a existéncia de cargas
parasitarias muito baixas, no pulmao destes individuos, dificeis de detectar, ou devido
ao tipo de amostras que foram utilizadas.

O rastreio dos portadores assintomdticos, na populagdo imunocompetente, com
patologia pulmonar, e a notificacdo dos resultados aos seus clinicos, pode ser
importante para o seguimento destes doentes e para a clarificagdo epidemiologica da
colonizagdo por P, jiroveci.
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PNEUMOCYSTIS JIROVECI INFECTION INIMMUNOCOMPETENT

PATIENTS WITH PULMONARY DISORDERS, IN PORTUGAL

The use of molecular tools with a great capacity to detect and differentiate strains of
Pneumocystis has resulted: in the identification of low numbers of P. jiroveci organisms
in clinically silent, colonized, immunocompromised patients and in immunocompetent
persons. Considering this information, the aim of this study was to determine the
prevalence of P, jiroveci carriers (subclinical infections) in Portuguese patients with
pulmonary disorders and in healthy individuals.

A total of 45 pulmonary specimens were collected from 45 immunocompetent adults
with pulmonary disorders, and 37 oral washings from 37 healthy adults, between March
2001 and February 2004. All samples were analysed by indirect immunofluorescence
with monoclonal antibodies and by amplification of the LSU mtrRNA by nested PCR.
The results obtained in this study indicate that: 1) P. jiroveci is frequently detected
(24,4%) in patients with pulmonary disorders in Portugal; 2) this population might play
a role in circulation and transmission of P. jiroveci organisms in the community; 3)
patients receiving corticosteroids are more likely to have detectable P. jiroveci in
lungs (18%) than patients who are not receiving this immunosuppressor (12%); 4) P.
Jiroveci is infrequently detected in healthy adults. This may be due to very low numbers
of latent organisms present in the lungs of healthy adults, difficulty in detecting few
organisms, or due to the type of samples used.

Screening of these individuals and notification of the results to their physician might
be important: for further follow-up and whether or not prophylaxis or treatment should
be prescribed; and for the clarification of the epidemiology of P. jiroveci asymptomatic

infections.
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INTRODUCAO

Pneumocystis jiroveci (designado, anteriormente, P,
carinii f. sp. hominis) é causa comum de infecgao respira-
téria em imunodeficientes, especialmente nos doentes com
infec¢do por Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH) /
Sindroma de Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA). Espe-
cula-se que a pneumonia por P. jiroveci (PPc) resulta de
uma infec¢do de novo ou da reactivagdo de uma infecg¢do
latente adquirida durante a infancia.

Recentemente, o uso de técnicas moleculares, com gran-
de capacidade de detectar ADN, de Prneumocystis, resul-
tou na identificagdo de casos de colonizacdo / infecg¢ao
assintomatica, com baixa carga parasitaria, em imunocom-
prometidos ¢ em imunocompetentes!-2. Varios estudos
demonstraram que doentes seronegativos para VIH, com
varios graus de imunodeficiéncia, e individuos saudaveis
podiam ser portadores assintomaticos de P. jiroveci. Do-
entes com patologia pulmonar (pneumonia bacteriana,
fibrose ou doenca pulmonar obstrutiva cronica) parecem
ter risco acrescido de colonizag@o do pulmao por este mi-
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crorganismo?, sendo capazes de transmitir este parasita

a hospedeiros susceptiveis. Os individuos colonizados,
com P, jiroveci, sao, possivelmente, em maior nimero do
que os doentes com PPc. No entanto, o seu papel na epi-
demiologia da PPc est4, ainda, por esclarecer.

Tendo em conta esta informag¢do, o objectivo deste
estudo foi avaliar a prevaléncia de portadores assintoma-
ticos, de P, jiroveci, em individuos com patologia pulmo-
nar ¢ em individuos saudaveis, em Portugal.

MATERIAL EMETODOS

Amostras Clinicas

Entre Margo de 2001 e Fevereiro de 2004 foram colhi-
dos 42 lavados broncoalveolares (LBA), uma expectora-
¢do e dois lavados orais, pertencentes a 45 individuos,
imunocompetentes, com patologia pulmonar (28 do sexo
masculino e 17 do sexo feminino) e 37 lavados orais, de 37
adultos saudaveis (15 do sexo masculino e 22 do sexo
feminino), para pesquisa de P. jiroveci. A mediana das
idades dos individuos com patologia pulmonar foi de 60
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anos (minima 27 — maxima 84 anos) e para os individuos
saudaveis, a mediana das idades foi de 46 anos (minima 21
- maxima 85 anos). Dos 45 imunocompetentes, com pato-
logia pulmonar, seis estavam sob terapéutica imunossu-
pressora com corticosterdides, cinco em aerossol e um
por via oral, nos ultimos seis meses antes da broncofi-
broscopia. Nenhum dos doentes com neoplasias, do pul-
mao ou de outros orgdos, estava sob medicacgdo
antineoplasica. Destes 45 individuos, 20 apresentavam
doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) e 25, outras
patologias (sete tinham o diagnostico de neoplasia de
pulmao e quatro neoplasias de outros 6rgaos, com metas-
tases no pulmao; cinco sofriam de pneumonia de etiologia
desconhecida, um com derrame pleural e outro com diabe-
tes; dois referiam hemoptises; dois tinham queixas de tos-
se; dois eram fumadores; um tinha derrame pleural de eti-
ologia desconhecida; um apresentava atelectasias; e o
ultimo tinha artrite reumatoide associada a um nédulo no
pulmio).

Nenhum dos voluntarios saudaveis tinha contacto
ocupacional com doentes seropositivos para VIH. Todos
os individuos deram o seu consentimento informado, para
participarem no estudo, antes da recolha dos produtos
bioldgicos.

Processamento das Amostras

Lavado broncoalveolar (LBA)— O LBA foi obtido por
via broncofibroscopica, sob anestesia local, habitualmen-
te pela instilacdo fraccionada de 150-200 cc de soro fisio-
logico, através do canal operador, seguida da aspiracao
suave com seringa. O produto recolhido foi guardado a
4°C e, posteriormente, transportado para o laboratorio,
sendo filtrado por uma gaze para eliminagao do muco. Da
totalidade do liquido retiraram-se 2 ml de suspensdo, a
qual foi centrifugada a 1500 * g, durante 10 minutos. O
sobrenadante foi desprezado, aproveitando-se 0,5 ml para
ressuspender o sedimento, conservado a -70°C, para es-
tudo ulterior, por PCR. De seguida, procedeu-se a prepa-
ragdo de esfregacos, em laminas, para, apds coloragdo,
serem observados por IFI-AcM. O restante produto trata-
do foi conservado a -70°C, para estudo posterior, por PCR.

Lavados orais — os lavados orais consistiram na lava-
gem da cavidade bucal e gargarejo durante, aproximada-
mente, 1 minuto, com 10 ml de PBS esterilizado. O liquido
recolhido foi filtrado por gaze, com a finalidade de eliminar
quaisquer detritos alimentares e, de seguida, sofreu o
mesmo tratamento que o LBA. Se apresentava muco, era
sujeito, inicialmente, a liquefac¢do com 0,3% DTT. Os
esfregacos foram observados por IFI-AcM e as restantes
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secregdes foram conservadas a -70°C, para estudo poste-
rior, por PCR.

A identificag@o de P. jiroveci, nos produtos biologi-
cos analisados, baseou-se na observagdo microscopica
destes microrganismos, apos aplica¢do de uma técnica de
imunofluorescéncia indirecta (IFI), com anticorpos
monoclonais (AcM), e da amplificagdo por PCR “nested”,
de uma regido do gene, que codifica 0 ARN da subunidade
grande (LSU) do ribossoma mitocondrial, de P. jirovecii
(“PC-mtrRNA-PCR”). Todas as amostras obtidas foram
submetidas a técnica de PCR “nested”, sem conhecimen-
to prévio da informagao clinica ¢ dos resultados da técni-
ca parasitoldgica, utilizada.

Avaliacao Parasitologica

IFI-AcM (BioRad Laboratoires, France) — esta técnica
consiste na identificacdo de P, jiroveci, pelos seus antigé-
nios de superficie, utilizando um AcM, especifico. A téc-
nica foi executada, com base nas instrugdes do fabricante.
A amostra foi considerada positiva, quando exibia dois
ou mais quistos, com parede espessa, redondos ou ovais,
apresentando fluorescéncia verde amarelada, contrastan-
do com um fundo vermelho acastanhado. Os microrganis-
mos podem aparecer isolados e / ou em grupos.

Extrac¢io e Amplifica¢io de ADN

Extraccido do ADN —o0 ADN gendmico foi extraido dos
espécimes pulmonares através do método mini-beadbeater
/ tiocianato de guanidina-silica utilizado no nosso labora-
tério para parasitas, e descrito anteriormente.

PC-mtrRNA-PC” — as caracteristicas do par de
“primers” externo, pAZ 102-E e pAZ 102-H, usado na pri-
meira fase de amplifica¢des, por reaccdo em cadeia da
polimerase (PCR), e do par de “primers” interno, pAZ 102-
-X e pAZ 102-Y, usado na segunda fase de amplificagdes
e, ainda, as condi¢des de amplificacdo sdo as descritas
anteriormente!> % 7> 8,

Todas as técnicas foram executadas duas vezes.

Critérios de Classificacao dos Casos Clinicos

Um caso de colonizagdo / infec¢@o subclinica / porta-
dor assintomatico de P, jiroveci foi definido como um caso
com baixa carga parasitaria, identificada por técnicas
parasitologicas ou pela detecgdo de ADN, de P, jiroveci,
por PCR, nas secre¢des pulmonares, sem quadro clinico
compativel com PPc?. Um quadro clinico compativel com
PPc, foi definido pela presenca de, pelo menos, duas das
variaveis seguintes: sintomas, tais como tosse nao pro-
dutiva, febre e dispneia; radiograma do torax, sugestivo
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de PPc; pressdo parcial do oxigénio (PaO,) no sangue
periférico £65 mm Hg; resposta favoravel a terapéutica
anti-PPc.

O diagndstico de PPc ndo foi suspeito em nenhum dos
individuos estudados.

Analise Estatistica

A analise estatistica foi efectuada por SPSS versdo
12.0. Cada doente foi considerado como uma unidade. A
associacao entre a infec¢do por P, jiroveci € a exposicao
aos corticosterdides foi investigada através do teste de
Qui-quadrado (c?). As diferengas encontradas foram con-
sideradas estatisticamente significativas para P £ 0.05.

RESULTADOS

Um total de 42 LBAs, uma expectoracado e dois lava-
dos orais, pertencentes a 45 adultos imunocompetentes
com patologia pulmonar, e 37 lavados orais, de 37 adultos
saudaveis foram analisados. P. jiroveci foi detectado nos
LBAs de 11 (24,4%), dos 45 individuos estudados, com
patologia pulmonar. Através da PCR detectou-se ADN de
Pneumocystis, nos 11 individuos, dos quais quatro eram
positivos, também, pela IFI-AcM. Nenhum destes 11 indi-
viduos apresentava sintomatologia compativel com PPc.
Dois (18%) dos 11 individuos positivos para P. jiroveci e
quatro (12%) dos 34 individuos com patologia pulmonar,
negativos para P, jiroveci, estavam sob terapéutica com
corticosteroides nos ultimos seis meses, antes da bronco-
fibroscopia. A andlise da associacdo entre a infec¢do por
P jiroveci e a exposi¢do aos corticosterdides ndo foi
significativa (P=0.58).

A pesquisa de P, jiroveci nos lavados orais dos indivi-
duos saudaveis que participaram no estudo, foi negativa,
quer por IFI-AcM, quer por PCR.

Dos 11 portadores de P, jirovecii, quatro eram indivi-
duos com DPOC (dois com sarcoidose, sendo um deles,
também, consumidor de alcool, o terceiro com asma croni-
ca obstrutiva e o quarto com bronquiectasias, pneumo-
nia, diabetes e historia de consumo de tabaco e alcool) ¢
sete tinham outras doencas (dois com neoplasia do pul-
mao, sendo um deles fumador; um com neoplasia do eso-
fago e habitos tabagicos e alcodlicos; um com hemoptises
e habitos tabagicos; um com artrite reumatoide associada
aum nodulo no pulmao; e dois com pneumonia de etiolo-
gia desconhecida, apresentando um deles derrame pleural
e o outro diabetes).

Os quatro individuos, simultaneamente, positivos para
Pneumocystis pelas técnicas de IFI-AcM e de PCR apre-
sentavam as seguintes patologias: um tinha neoplasia do
esofago, com historia de consumo de tabaco e alcool; outro
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tinha diagnostico de adenocarcinoma do pulmao; um ter-
ceiro sofria de diabetes e tinha pneumonia, de etiologia
desconhecida, na altura da broncofibroscopia; e o quarto
sofria de asma crénica obstrutiva. Nenhum destes indivi-
duos estava sob terapéutica com corticosteroides, ou com
outros farmacos imunossupressores, na altura do estudo,
com excepgdo para o quarto doente, com asma, que fazia
inalagdo de corticosteroides ha, pelo menos, seis meses.

Dos sete individuos cujos LBAs foram positivos para
P jiroveci, apenas por PCR, somente um, com sarcoidose,
fazia terapéutica imunossupressora com corticosteroides
em aerossol ha 30 dias.

O quadro I sumariza os resultados obtidos ¢ a informa-
¢do demografica e clinica dos 11 portadores assintomati-
cos de P, jiroveci.

Quadro I - Caracteristicas demogrdficas e clinicas dos 11
individuos, portadores assintomdticos, de P. jiroveci

Numero da Terapéutica

amostra Sexo Idade  imunossupressora Patologia

EC 11/04
EC 11/06
EC 11/09
EC 11/10
EC 11/14
EC 11/15
EC 11/17
EC 11/19
EC 11/21
EC 11/23
EC 11/31

65
47
75
48
84
SI
31
27
SI
45
80

Corticoides DPOC (sarcoidose)
Nao
Nio
Nao
Nio
Nio
Nio
Nio

Nao

Neoplasia do es6fago + consumo de tabaco e alcool *
Adenocarcinoma do pulmio *
Fumador (hemoptises)
Neoplasia do pulmio + fumador
Artrite reumatéide e nodulo no pulmio
Pneumonia e derrame pleural
DPOC (sarcoidose) + consumo de dlcool
Diabetes + pneumonia *
Corticoides DPOC (asma) *

Nao

ETmmZETERERTEm™

Bronquiectasias + diabetes + consumo de tabaco e dlcool

SI — Sem informagido; DPOC — Doenga pulmonar obstrutiva crénica; * - Positivos por IFI-AcM e PCR;

DISCUSSAO

Neste estudo de individuos adultos imunocompeten-
tes, com (45) e sem (37) patologia pulmonar foi pesquisa-
da a presenga de P. jiroveci, por técnicas parasitologicas e
de biologia molecular, aplicadas a LBAs, a lavados orais e
auma expectoracdo espontdnea. Uma percentagem eleva-
da (24,4%) de casos de infeccdo por P, jiroveci foi encon-
trada na populacdo, imunocompetente, estudada. A téc-
nica molecular detectou um maior niimero de amostras po-
sitivas (11) do que o método parasitolégico utilizado (4).
Estas amostras pertenciam a doentes, aparentemente, imu-
nocompetentes, com diferentes patologias pulmonares e
sem quadro clinico compativel com PPc. Assim, tratava-
-se de portadores assintomaticos de P, jiroveci, com baixa
carga parasitaria. Recentemente, verificamos que, através
da técnica de PCR, era possivel detectar doentes com PPc,
com baixa carga parasitaria, que de outro modo, com as
técnicas convencionais, ndo teriam sido detectados!.

Como noutros estudos'?, foi encontrada uma percen-
tagem elevada de casos de colonizagdo / infecg@o assin-
tomatica por P, jiroveci na populagdo de imunocompeten-
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tes, com doenga pulmonar prévia, que justificou a bronco-
fibroscopia. Tal pode sugerir que a incidéncia da coloniza-
¢do (portadores assintomaticos) por este microrganismo,
nestes individuos e, talvez, na populacdo em geral, em
Portugal, possa ser maior do que se presume, com implica-
¢des importantes em saude publica. Estes individuos e,
principalmente, aqueles com doenga pulmonar obstrutiva
cronica, produzem expectoragdo e, como tal, para além de
poderem representar um reservatorio deste microrganis-
mo oportunista, podem ser, ainda, uma fonte de facil trans-
missdo de P. jiroveci a imunocomprometidos, suscepti-
veis de adquirirem a pneumocistose.

Em estudos recentes, foi encontrada correlagdo entre
o uso de corticosterdides, em doentes com patologia pul-
monar, ¢ a detecgdo de P, jiroveci'%!1. No presente estu-
do, embora nio se tenha podido corroborar essa associa-
¢do, verificou-se que, no grupo dos individuos com pato-
logia pulmonar, 18% dos positivos para Pneumocystis, se
encontravam sob terapéutica com corticosterdides, con-
tra 12% dos negativos. O facto da associac¢do nao ter sido
significativa, pode estar relacionado com o tamanho limi-
tado da amostra, no entanto, estas percentagens sugerem
que os individuos que estdo sob a ac¢ao de corticosteroi-
des t€ém maior probabilidade de apresentarem P. jiroveci
no pulmio do que os que ndo estdo sob o efeito deste
imunossupressor. De facto, esta demonstrado que os cor-
ticosteroides induzem alteragdes dos fosfolipidos e das
proteinas constituintes do surfactante pulmonar (altera-
¢do na razdo fosfolipidos / proteinas), que reveste a su-
perficie do alvéolo, facilitando a colonizagdo por P.
jiroveci12‘14.

Com uma técnica tdo sensivel como a PCR “nested”,
ndo foi detectado ADN de P, jiroveci, nas amostras biolo-
gicas, da populagdo saudével. Este resultado pode ter duas
interpretagdes: 1) Os lavados orais sdo produtos biologi-
cos de obtencdo facil e ndo invasiva, as unicas amostras
de obtengao facil na populagio saudavel. No entanto, estes
produtos biolégicos, pelo facto de serem recolhidos ao
nivel da cavidade oral, além de poderem albergar um nu-
mero muito pequeno de quistos, quando infectados por P.
Jjiroveci, sdo constituidos por uma mistura de secrecdes
pulmonares com saliva. Por esta razdo, contém substanci-
as, potencialmente, inibidoras da amplificacdo do ADN
especifico (componentes das secregdes das glandulas
salivares), mais do que o LBA ou até do que a expectora-
¢do induzida!’. Este problema torna-se mais importante
no caso de individuos assintomaticos, com baixa carga
parasitaria. Assim, embora os lavados orais sejam produ-
tos bioldgicos de obtengdo facil e ndo invasiva, 6ptimos
para estudos de rastreio, na populagdo em geral, sdo, por
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outro lado, menos tuteis do que os LBAs ou do que a
expectoracdo induzida para a detecgdo de infecgdes com
baixa carga parasitaria, especialmente se ¢ analisada uma
unica amostra. 2) A baixa frequéncia de casos de coloniza-
¢do / infeccdo assintomatica por P. jiroveci, na populacao
adulta saudavel, pode indicar que a presenca deste mi-
crorganismo no pulmao, de forma latente, ndo ocorre nes-
ta populagdo, ou que a colonizagdo €, apenas, transitoria e
que estes parasitas estdo presentes no pulméo, somente
por um periodo limitado de tempo. Estes resultados, assim
como os de outros autores'®!7, demonstram que a coloni-
zacgdo/infec¢do assintomatica por P. jiroveci dos pulmdes
de adultos saudaveis, parece ocorrer, essencialmente, em
pessoas com contacto ocupacional com seropositivos para
VIH, com PPc. Miller e colaboradores!” verificaram que a
transmissao de P. jiroveci, provavelmente, por via aérea,
pode desenrolar-se, pelo menos, de duas maneiras: 1) de
imunocomprometidos infectados para outros imunocom-
prometidos susceptiveis e 2) de imunocomprometidos in-
fectados para imunocompetentes com contacto estreito
com os infectados.

O rastreio dos portadores assintomaticos, na popula-
¢do imunocompetente, com patologia pulmonar, e a notifi-
cacao dos resultados aos seus clinicos, pode ser impor-
tante para o seguimento destes doentes e a determinagao
da importancia ou ndo da prescri¢ao da profilaxia ou do
tratamento anti-P. jiroveci. O grau de importancia ¢ o tipo
de intervengdo a ter para com os portadores assintomati-
cos de P, jiroveci na comunidade, ¢ um assunto que deve
ser clarificado, com brevidade.
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