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RESUMEN

Objetivo: Hemos realizado un estudio prospectivo para deter-
minar la prevalencia de colonizacion de Pn. jiroveccii (PnJ) en
muestras de LBA en pacientes con EPID y los factores que pueden
condicionar esta situacién.

Material y métodos: Se incluyen 240 pacientes con EPID con
una media de edad de 56 afios. Se estudio el gen mtLSU rRNA de
PnJ mediante PCR anidada. La PCR resulté positiva en el 32%
(78 pacientes).

Resultados: Sélo el tabaquismo mostré una asociacion signifi-
cativa con la evidencia de colonizaciéon. Hematolégicamente, la leu-
cocitosis y eosinofilia son parametros relacionados con ésta. Radio-
légicamente , en el TACAR no hay ningiin hallazgo distintivo y
tampoco hay diferencia entre ambos subgrupos (PCR+ vs PCR-)
en la distribucion de las patologias mas frecuentes en nuestro
medio: fibrosis pulmonar idiopatica, sarcoidosis, bronquiolitis
obliterante con neumonia organizativa y conectivopatias. En el
estudio de los parametros del LBA, tampoco se observan diferen-
cias significativas. En el seguimiento, no se han evidenciado com-
plicaciones infecciosas atribuibles a este patégeno.

Conclusiones: PnJ coloniza un tercio de la poblacién con EPID
sin que se haya definido con claridad ningin factor determinante.
En el seguimiento de estos pacientes no se han evidenciado compli-
caciones infecciosas significativas. Falta por determinar la posible
implicacién de PnJ en la aceleracion del proceso inflamatorio o
deterioro funcional en estos pacientes.

Palabras clave: Enfermedad Pulmonar Intersticial Difusa,
Pneumocystis jirovecii, Lavado broncoalveolar.

FACTORS RELATED TO THE INFECTION BY PNEUMOCYSTIS
JIROVECII IN PATIENTS WITH DIFFUSE INTERSTITIAL PUL-
MONARY DISEASE (DIPD)

ABSTRACT

Objective: A prospective study was made to determine the preva-
lence of colonization with Pn. jiroveccii (PnJ) in bronchoalveolar (BAL)
samples of patients with DIPD, and the factors that can condition this si-
tuation.

Material and methods: 240 patients with DIPD were included in the
study, with an average age of 56 years. The mtL.SU rRNA gene of PnJ was
studied by means of nested PCR. The PCR was positive in 32% (78
patients).

Results Only tobacco use showed a significant association with the
evidence of colonization. Leucocytosis and eosinophilia are parameters
related to this phenomenon also. Radiologically, there were no distinctive
findings in high-resolution computed tomography (HRCT) nor difference
between both sub-groups (PCR+ versus PCR-) in the distribution of the
most frequent pathologies in our area: idiopathic pulmonary fibrosis, sar-
coidosis, bronchiolitis obliterans with organizing pneumonia and connec-
tive tissue diseases. Also, no significant differences were observed in the
study of the BAL parameters. Infectious complications attributable to
this pathogen have not been demonstrated in the follow-up.

Conclusions: PnJ colonises a third of the population with DIPD
without any determining factor having been clearly defined so far. Signifi-
cant infectious complications have not been demonstrated in the follow-
up of these patients. The possible implication of PnJ in the acceleration of
the inflammatory process or functional deterioration in these patients has
not been demonstrated.

Key words: Diffuse Interstitial Pulmonary Disease; Pneumocystis
jirovecii; Bronchoalveolar lavage.

INTRODUCCION

Son multiples las entidades englobadas dentro del
conjunto de las enfermedades pulmonares intersticiales
(EPID). Salvo un subgrupo de éstas en las cuales es
conocido el agente/s (fundamentalmente neumoconiosis

y neumonitis por hipersensibilidad), en el resto de ellas
la causa es desconocida.

El estudio mediante lavado broncoalveolar (LBA) ha
permitido obtener una amplia informacién sobre la fun-
cion de los distintos tipos de células inmunes e inflama-
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torias en el tracto respiratorio inferior y los mecanismos
inmunopatogénicos generales implicados en buena parte
de las patologias mds frecuentes en nuestro medio: la
neumonia intersticial usual (NIU), expresién histolégica
de la fibrosis pulmonar idiopética (FPI), sarcoidosis,
neumonitis por hipersensibilidad , bronquiolitis oblite-
rante con neumonia organizativa (BONO) y la patologia
intersticial asociada a enfermedades del coldgeno (NI-
EC)

Por ser la mas frecuente, la FPI es la patologia que
mds interés ha despertado en los dltimos afios. La etiolo-
gia es desconocida y parece recorrer, al igual que otras
EPID como NI-EC, por una fase inicial de inflamacién
con un predominio de respuesta inmune Th2, hasta el
desarrollo de fibrosis pulmonar. En la etiopatogenia, se
han planteado causas genéticas, inmunoldgicas, infec-
ciones viricas y otras relacionadas con la inhalacién.
Tampoco se conoce la causa/s de la persistencia de las
lesiones y la aceleracién de la evolucién en determina-
dos casos que frecuentemente cursan con una alta morbi-
mortalidad. En una patologfa tradicionalmente “herma-
nada “ con la FPI como la NI-EC se ha comprobado la
presencia frecuente de Pneumocystis jirovecii (PnJ)
tanto en un contexto clinico neuménico como en pacien-
tes estables con patologia intersticial y no siempre aso-
ciada con el tratamiento con corticoides y/o inmmunosu-
presores. No estdn claros los factores clinicos
relacionados con esta infeccién en esta patologia.

Este hongo patdgeno se asocid inicialmente con neu-
monia en pacientes profundamente inmunodeprimidos
(infeccién por el VIH, trasplante de drganos o tras trata-
miento quimioterdpico o inmunosupresor)!. Sin
embargo, datos recientes confirman nuestros hallazgos
en cuanto a frecuencia de aislamientos en pacientes
inmunocompetentes > e incluso la alta frecuencia de
portadores asintomaéticos entre profesionales de la sani-
dad en contacto estrecho con pacientes con neumonia
por PnJ 3. Gracias a la posible tipificacién de distintos
genotipos mediante una técnica tan sensible como la
PCR, se han descrito en los dltimos afios distintos aspec-
tos epidemioldgicos previamente no conocidos, como
por ejemplo, el reservorio en la poblacién general inmu-
nocompetente, los posibles mecanismos de transmisién
y la significacién clinica de la colonizacién en ausencia
de sintomas propios de la infeccién o enfermedad 14,

Con respecto a su patogenicidad en pacientes con
EPID, existe escasa informacion que avale el papel de
PnJ como agente implicado en el inicio, desarrollo, pro-
gresion o complicacién de su evolucidn, dada la dificul-
tad metodolégica para demostrar la presencia de este
patégeno en el contexto de colonizacion, en muestras de
biopsia pulmonar o necropsia , incluso empleando técni-
cas muy sensibles como la amplificacion de DNA™, Sin
embargo, en modelos animales experimentales de neu-
monfa por PnJ '3 utilizando minimas cantidades de
microorganismos, este patégeno produce cambios dege-
nerativos en neumocitos tipo I, hipertrofia de neumocitos
tipo I, dafio alveolar difuso, activacién de macréfagos
alveolares, disbalance de subpoblaciones linfocitarias a
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nivel alveolar, elevacion de citoquinas proinflamatorias y
cambios en el surfactante pulmonar. Esto indica que el
mecanismo de dafio alveolar e inicio de la cascada infla-
matoria, puede ser similar al de lesién /reparacion obser-
vado en determinados pacientes con patologia intersti-
cial.

Los estudios preliminares realizados por nuestro
grupo 7 apuntan hacia la posibilidad de una infeccién
subclinica en un porcentaje importante de pacientes con
EPID. Al igual que en otros estudios, la técnica de PCR
muestra un porcentaje significativo de infecciones laten-
tes no detectadas por las técnicas de tincién habituales.
Sin embargo, faltan por estudiar factores relacionados
con la infeccién como es la propia situacién de inmuno-
supresion (situacién hematoldgica, uso de farmacos o
alteracién severa en el balance de subpoblaciones en el
medio alveolar), grado de destruccién y fibrosis (cuanti-
ficada por TACAR) y la diferencia en la presentacién cli-
nica, evolucién y respuesta al tratamiento entre los
pacientes en los que se evidencia colonizacion y aquellos
en los que no se demuestra su presencia.

HIPOTESIS DE TRABAJO

La infeccién subclinica por Pneumocystis, a través de
los cambios a nivel alveolar y la respuesta inmune que
desencadena, puede inducir el desarrollo y/o favorecer la
progresion de algunas formas de EPID. Por otro lado, el
andlisis de la frecuencia de infeccidén subclinica y su
papel en la fisiopatologia de estos procesos puede modi-
ficar el manejo clinico y el abordaje terapéutico en estas
patologias.

OBJETIVOS

Determinar mediante PCR, la prevalencia de infec-
cién subclinica/ colonizacién por PnJ en una poblacion
de pacientes que acuden para estudio de EPID y estudiar
los factores clinicos (edad, habitos téxicos, uso de fér-
macos), biolégicos (situacién hematoldgica), grado de
severidad en la afectaciéon radiolégica en TACAR,
enfermedad de base (el propio substrato patolégico) y
factores inmunologicos locales ( alteraciones en el
balance de subpoblaciones en el LBA) asociados con
esta situacion.

MATERIAL Y METODOS

Han sido incluidos en estudio de forma prospectiva
240 pacientes que acudieron a la Unidad de Endoscopia
Respiratoria por sospecha clinica-radiolégica-funcional
de EPID, procedentes en su mayoria de la Unidad de
Neumopatia Intersticial ( Unidad Médico Quirtirgica de
Enfermedades Respiratorias), del Servicio de Medicina
Interna del HG Virgen del Rocio (Sevilla) y, en menor
cuantia, de los Hospitales Juan Ramén Jiménez (Huelva)
y del H.U de Puerto Real (Cadiz).

Se han obtenido de la historia clinica los siguientes
datos: datos demogréficos, datos clinicos (tiempo de
evolucién de los sintomas, uso de farmacos, exposicién
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ambiental), patrén radiolégico en el TACAR (valoracion
de la presencia o no de vidrio deslustrado, grado de
fibrosis y presencia de panal), datos bioldgicos habitua-
les, estudio funcional respiratorio completo, diagndstico
clinico inicial y diagndstico tras confirmacién histol6-
gica. Las técnicas empleadas en el diagndstico fueron:
en 240 se realiz6 LBA (100%), en 163 se realiz6 biopsia
transbronquial (68%), en 15 se realizé videotoracosco-
pias (6%) y en 4 mediastinoscopia (2%). En 2 casos
desafortunadamente se llegé al diagndstico tras necrop-
sia.

Los diagnésticos mds frecuentemente obtenidos fue-
ron: FPI (NIU), sarcoidosis, enfermedades del coldgeno
con afectacién pulmonar, BONO, neumonitis por hiper-
sensibilidad y sindromes de hemorragia alveolar difusa.

Las muestras de LBA fueron procesadas de forma
inmediata en el Laboratorio de la Unidad de Endoscopia
Respiratoria. Se realiz6 sistemdticamente cultivo de
aerobios, tincion de Ziehl y cultivo de Lowenstein, estu-
dio de pardasitos y de hongos. En las que cumplieron cri-
terios de calidad y representatividad del tracto respirato-
rio inferior '8, se determiné concentracién y distribucién
celular y estudio de subpoblaciones linfocitarias
mediante técnica de inmunocitoquimica para identificar
la poblacién de linfocitos T (CD3+, CD4+, CD8+ ) y
poblacién nK ( CD56+) en los casos en los que se evi-
denci6 una clara respuesta inmune mediada por linfoci-
tos. Las muestras que no cumplieron criterios de repre-
sentatividad (predominio de mucina y neutrdfilos y/o de
células epiteliales bronquiales) fueron excluidas para
estudio celular o inmune. Las muestras criopreservadas
fueron estudiadas de forma diferida en el Laboratorio de
la Unidad de Investigacion para estudio de Pn. jirovecii a
partir del ADN genémico .El gen mtLSU rRNA de la
regién mitocondrial fue ampliado mediante PCR ani-
dada.

Criterios diagndsticos

En todos los pacientes se dispuso de un diagndstico
clinico y/o histolégico. Para realizar el diagnéstico se
utiliz6 toda la informacién disponible, y todos los estu-
dios (radiolégicos, de biopsia y del fluido de LBA) se
realizaron por especialistas expertos.

1.- El diagnéstico de sarcoidosis fue confirmado his-
tolégicamente. En un porcentaje de pacientes, sin confir-
macién por biopsia, se estableci6 el diagndstico de alta
probabilidad de sarcoidosis cuando existia un cuadro cli-
nico-radiolégico compatible con un cociente CD4/CDS§
de 3,5 o superior en el LBA 123,

2.- El diagnostico de FPI se realiz6 mediante biopsia
pulmonar, y en aquellos casos en los que no se obtuvo el
diagndstico, se aplicaron los criterios diagndsticos
mayores y menores ya establecidos por consenso?. Las
alteraciones en el fluido de LBA en esta patologia suelen
consistir en una neutrofilia asociada o no a eosinofilia.
La utilidad de este hallazgo en el diagndstico se basa en
que este patrén es tan constante en la FPI, que en su
ausencia hay que plantearse otras opciones diagndsticas.

3.- El diagndstico de NOC, cuando no se pudo reali-
zar biopsia pulmonar confirmatoria, se establecidé segtin
los criterios de Poletti 2>2°: >25% de linfocitos (con un
indice CD4/CD8 <0.9) combinado con al menos dos de
los siguientes criterios, macréfagos espumosos >20%,
>5% de neutréfilos y/o >2% y <25% de eosindfilos (neu-
trofilia y/o eosinofilia moderadas).

4.- Los criterios diagndsticos de las EPID asociadas
a enfermedades del coldgeno son los mismos que los de
las EPID idiopaticas sin colagenosis asociada °.

5.- Para el diagndstico de neumonitis por hipersensi-
bilidad se exigieron criterios mayores y menores ya
estandarizados '°. Los criterios mayores exigen la pre-
sencia de sintomas, evidencia de exposicion, linfocitosis
CD3+CD8+, histologia compatible y prueba de provoca-
cién bronquial positiva.

6.- El diagnéstico de sindrome de hemorragia alveo-
lar difusa (SHAD) se basé en datos clinicos, radiolégicos
y se confirm6 citolégicamente con el hallazgo en el LBA
de un porcentaje importante de macréfagos alveolares
cargados con hemosiderina.

7.- El diagnéstico final se establecié de dos formas:
diagnostico clinico sin confirmacion histologica
basado en los datos clinico-biolégicos, estudio funcio-
nal, TACAR vy los pardmetros del LBA y diagndstico
con confirmacion cito-histologica.

8.- La situacion de portador de este patdgeno fue
definida como un paciente sin neumonia por PnJ con
una muestra de LBA que contiene DNA de PnJ , detecta-
ble mediante PCR anidada en dos andlisis independien-
tes.

Estudio estadistico

Los datos epidemiolégicos, clinicos, radiolégicos,
funcionales y bioldgicos son recogidos en una base de
datos diseflada para tal fin en programa Microsoft
ACCESS. Los valores en las tablas se expresan, segtin
cada una de ellas, como media e intervalos para expresar
el grado de dispersion de los datos o como media + ESM
(error standard de la media). La comparacién entre gru-
pos de pacientes se realiz6 mediante U de Mann-Whit-
ney o Chi cuadrado segtin que las variables fueran cuan-
titativas o cualitativas.

RESULTADOS

Se incluyeron secuencialmente en estudio 240
pacientes con EPID. La edad media fue de 56 afios con
valores extremos entre 13 y 85 afios. Se observé un dis-
creto predominio de hombres sobre mujeres.

1. Métodos diagndsticos empleados

La técnica empleada en todos ellos fue el LBA. La
muestra obtenida fue dividida para estudio citopatold-
gico, microbioldgico y para estudio de perfil celular e
inmune y de PCR frente a Pn. jirovecii. La BTB se
empled en el 68% y se obtuvo confirmacién por técnicas
de VT o MED en tan sélo el 6% y 2% respectivamente
(Tabla 1). En 2 pacientes se llegé al diagndstico por
necropsia.
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 TABLAL
POBLACION INCLUIDA Y METODO
DIAGNOSTICOS EMPLEADOS

Métodos diagndsticos

Lavado broncoalveolar 240 (100%)

2. Resultados del estudio mediante PCR a Pn. jirovecii

La PCR result6 positiva en el 32% de los pacientes
estudiados (78/240). Sin embargo, el estudio microbiol6-
gico habitual evidencié quistes de PnJ en tan sélo 17 de
los 78 pacientes (21%). Hubo 2 falsos negativos compro-
bados.

No se comprobé diferencia en la edad. Si se observé
una tendencia al predominio en varones y una asociacién
significativa con el hdbito tabaquico en este subgrupo
con resultado positivo en la PCR.

3. Diferencias entre pacientes (PCR+ vs PCR-) en el
estudio hematolégico

No se comprobé en el subgrupo con PCR+ ni leuco-

Pacientes (n) 240 penia, neutropenia o linfopenia que justificaran un
Edad (media e intervab) 56 (13-85) estado de relativa inmunosupresion. Mds aun, se observo
Sexo (mujer/hombre) 102/ 138 una clara tendencia a la leucocitosis y una expansion de

eosinofilos en sangre (Tabla 2)

4. Influencia de los tratamientos previos con corticoi-
des y/o inmunosupresores

Bi.(()ip sia transbrogquial 163,'5 (686(5‘/7) Se observé un mayor porcentaje de pacientes con
1\\7/11 j.oto.racoscop 1a 14 ( ) (70) PCR+ comparativamente con los que tenfan PCR- en la

ediastinoscopia ( 2%) frecuencia de tratamientos previos (19% vs 15%) aunque
Necropsia 2 (<1%)

sin significacion estadistica (Tabla 2).

5. Diferencias en la expresion radiologica (TACAR)

Como se muestra en la Tabla 2, no hay diferencias
entre ambos subgrupos en la expresién radioldgica, ni en
los signos relacionados con actividad inflamatoria (ade-
nopatias mediastinicas, vidrio deslustrado, condensacio-
nes parcheadas o micromdédulos) ni en los relacionados
con fibrosis avanzada (engrosamiento de septos interlo-
bulillares, bronquiectasias por traccién o panal).

6. Estudio de la patologia subyacente (Tabla 3)

La confirmacidn histolégica se obtuvo tan sélo en 67
de 240 pacientes (28%), oscilando entre el 24% en el

TABLA 2.
DIFERENCIAS ENTRE PACIENTES SEGUN RESULTADOS DE LA PCR A PN. JIROVECII
PCR+ Vs PCR - p
Pacientes (n) 78 162
Edad (media, intervalo) 56 (25-85) 56 (13-84)
Sexo (mujer/ hombre) 27/51 (35% vs 65%) | 75/87 (46% vs 54%)
Habito tabaquico 56% 42% <0.05
Datos hematolégicos (media y rango)
Leucocitos 10103 (5150-18300) [6811 (2600 -13900) | <0.05
Neutrofilos 7776 (2720-15900) @247 (1490 - 12400) ns
Linfocitos 2064 (300-5500) 1882 (700 - 4700) ns
Eosindfilos 490 (29-5000) 262 (30-1200) <0.05
Tratamiento/s previo/s
(corticoides y/o inmunosupresores) 15 (19%) 24 (15%) ns
TACAR
Adenopatias 19 (24%) 43 (26%) ns
Vidrio deslustrado 14 (18%) 42 (26%) ns
Parches 13 (16%) 23 (14%) ns
Micronédulos 9 (11%) 30 (18%) ns
Engrosamiento.septos 14 (18%) 37 (23%) ns
Bronquiectasias por traccién 4(5%) 14 (8%) ns
Panal 18 (23%) 39 (24%) ns
Condensacion 1 (1%) 9 (5%) ns
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TABLA 3.
EPID DIAGNOSTICADAS Y RESULTADOS DEL ESTUDIO DE PCR A PN. JIROVECII
Aislamiento
Patologias n PCR+ vs  PCR- Pn. jirovecii
(Tincién/IFD)
NIU 69 22 (32%) 47 (68%) 4( 6%)
Enfermedades del coldgeno 38 13 (34%) 25 (66%) 2 (5%)
Sarcoidosis 35 10 (28%) 25 (72%) 2 (5%)
BONO 31 9 (29%) 22 (71%) 1(3%)
Sindrome hemorragia alveolar difusa 20 8 (40%) 12 (60%) 2 (10%)
Neumonia intersticial inespecifica 5 1 (20%) 4 (80%) -
Neumonia intersticial descamativa 3 1 (33%) 2 (66%) 1
Neumonfa intersticial aguda (necropsia) 2 2 - -
Histiocitosis X 2 1 1 -
Neumonitis hipersensibilidad 2 2 -
Bronquiolitis 2 2 -
Bronquiolitis respiratoria 1 1 1
Proteinosis alveolar 1 1 - -
Neumonfa lipoidea 1 1 -
Neumonfa intersticial linfoide 1 1 -
Vasculitis 2 2 1
Calcificacién metastasica 1 1 -
EPID no diagnosticadas 24 9 (37%) 15 (59%) 3
Total 240 | 78 (32%) | 162 (68%) 17

Confirmacién histolégica: en NIU (neumonia intersticial usual): 19 / 69 ; en sarcoidosis: 23 /35 ; en BONO (bronquiolitis oblite-
rante con neumonia organizativa): 2 /31 . En estas patologias ,en los casos sin confirmacién histolégica, el diagnéstico se basé en
la clinica, serologia, TACAR y pardmetros cito-inmunolégicos del LBA. En enfermedades del colageno, el diagndstico de EPID
asociada se realizé en base a la clinica, pruebas de funcién respiratoria, TACAR y pardmetros cito-inmunolégicos en el LBA.

subgrupo con PCR+ frente a PnJ y el 31% en pacientes
con PCR-. Por este motivo hemos utilizado, ademas del
diagnéstico histolégico, criterios clinicos, radiolégicos
(TACAR), datos de serologia y pardmetros cito-inmuno-
l16gicos en el LBA (referidos en el apartado de METO-
DOS). La PCR resulté positiva entre el 32% y el 40 % en
las patologias mds frecuentes en nuestro medio: NIU,
enfermedades del coldgeno, sarcoidosis, BONO y sin-
dromes de hemorragia alveolar.

Resulté llamativa la presencia de restos de este patd-
geno en los dos casos con neumonia intersticial de curso
agudo (NIA) diagnosticados mediante necropsia. Previa-
mente al éxitus se demostré una PCR+ a Pn. jirovecii en
el fluido de LBA, sin embargo no se encontrd este pato-
geno en el tejido. De estos dos casos, uno de los pacien-
tes tenia 74 afios y estaba diagnosticado de artritis reu-
matoide. Desarrollé una neumonia bilateral y se aislé
Aspergillus fumigatus en la necropsia (aspergilosis inva-
siva). El otro paciente tenfa 48 afios y presentd un cuadro
de tos, disnea , sindrome constitucional de dos meses de
evolucién e insuficiencia respiratoria progresiva sin res-
puesta al tratamiento. La necrépsia mostré una NIA con
dafio alveolar difuso sin demostracién de patégeno.

7. Diferencias entre patologias en los pardmetros del
LBA segiin resultado de la PCR a Pn.jirovecii

Sin tener en cuenta las patologias subyacentes, las
poblaciones de pacientes con PCR+ y PCR- no mostra-
ron diferencias significativas en los parametros del LBA,
aunque se observo una discreta diferencia en el balance
CD4/CD8 que no result6 significativa (Tabla 4). Hemos
estudiado en cada patologia las posibles diferencias en
los pardmetros inmunolégicos del LBA entre los casos
con PCR+ a PnJ y PCR- (Tabla 5). Las alteraciones
observadas, sobre todo en el grupo de pacientes con NIU
y sarcoidosis, consisten en un descenso en el porcentaje
de linfocitos CD4+ y un discreto incremento en la pobla-
cién de linfocitos CD8+ con el consiguiente descenso
del indice CD4/CD8 aunque no alcanzan significacién
estadistica, probablemente en parte por la diferencia en
el nimero de pacientes entre ambos subgrupos.

8. Seguimiento de los pacientes

Se ha seguido a los pacientes durante un periodo de
tiempo largo (media de 2.5 afios) sin que se haya eviden-
ciado ningtn episodio neumoénico atribuible a PnJ. Tan
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TABLA 4.
DIFERENCIAS EN LOS PARAMETROS DEL LBA SEGUN LOS RESULTADOS DE LA PCR A PN. JIROVECII

Parametros en el LBA PCR+ Vs PCR - p
Distribucion celular
Macrdfagos alveolares (%) 54 (4-100) 53 (6-100) ns
Linfocitos (%) 25 (4-62) 36 ( 1-92) ns
Neutroéfilos (%) 11 (1-70) 8 (1-65) ns
Eosinofilos (%) 7 (1-71) 3 (1-62) ns
Subpoblaciones linfocitarias
CD3+ (%) 84.0+2.1 89.0 £2.4 ns
CD4+ (%) 45.1+4.8 50.0 £3.7 ns
CD8+ (%) 37.2+4.7 372 £3.2 ns
CD56+ (%) 5+1.5 3+1.2 ns
Indice CD4/CD8 2.09 £ 0.4 2.32+0.37 ns

Datos expresados como media y rango de valores extremos (distribucion celular) y como media + ESM (subpoblaciones linfoci-

tarias)

TABLAS.
DIFERENCIAS EN LOS PARAMETROS INMUNOIjC/)GICOS EN EL FLUIDO DE LBA EN LAS EPID MAS
FRECUENTES EN NUESTRO MEDIO SEGUN RESULTADOS DE LA PCR A PN JIROVECII

NIU Sarcoidosis Enf. coldgeno BONO
PCR+ vs PCR- PCR+ vs PCR- PCR+ vs PCR- PCR+ vs PCR- P
Linf. CD3+ (%) | 93.0+2 88.8+2.5 [ 893+29 94+06 [ 90.0+00 91«14 | 85£3.4 86x+4.1 ns
Linf. CD4+ (%) | 40511 524+46 | 61.0+x7.6 70x3.6 290+64 7310 39+ 9 27+6.1 ns
Linf. CD8+ (%) | 462+ 14 344+6.4 | 26.7+6.2 24+ 2.6 | 33.0+12.7 452+8 4769 55%6.7 ns
Linf. CD56+ (%) | 8.1%x52 47+17 | 2308 27=x1.0 30+23 1302 3+1.3 1+0.2 ns
Indice CD4/CD8 1.66 vs 2.02 3.48 vs 391 1.49 vs 134 099 vs 0.65 ns

Datos expresados como media + ESM.

s6lo los dos pacientes citados previamente presentaron
una evolucion clinica rdpidamente progresiva con desa-
rrollo de insuficiencia respiratoria global y éxitus. En la
necrépsia se identifico tan sélo Aspergillus fumigatus y
no se observé PnJ aunque la PCR previa resultd positiva.
No se han obtenido atin conclusiones sobre la posible
implicacién de la colonizacién por PnJ en el deterioro
funcional en estos pacientes ya que el tiempo de segui-
miento es atn corto.

DISCUSION

Una de las primeras conclusiones obtenidas del estu-
dio ha sido la validacién de la técnica de PCR frente a
PnJ (previamente Pn. carinii), tanto en el diagndstico
clinico como en el estudio epidemioldgico para la identi-
ficacién de portadores colonizados ya que esta técnica
tiene mucha mayor sensibilidad que las técnicas habitua-
les de tincidn. Este requisito es necesario cuando se trata
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de demostrar la presencia de este hongo patdégeno en
pequeiia cuantia como habitualmente ocurre en pacientes
no inmunodeprimidos. Tan s6lo en casos aislados (2
pacientes) hemos comprobado un falso negativo de la
técnica coincidiendo con un aislamiento bacteriano. Es
posible que en esta situacion sea dificultosa la identifica-
cion de restos del material genético de PnJ o que exista
una degradacién del DNA en el procesamiento.

Segun los datos obtenidos, es dificil preveer el riesgo
de colonizacién por PnJ en un paciente concreto basin-
donos en datos clinicos como la edad, patologia subya-
cente o situacion de inmunosupresion relativa inducida
por farmacos o neutropenia/linfopenia. Tan sélo el taba-
quismo parece asociarse de forma significativa con la
evidencia de colonizacién. Este dato es importante, ya
que en diversos estudios, incluido un estudio previo de
nuestro grupo, se ha encontrado una relacién entre taba-
quismo y colonizacién por PnJ 7. Ademads, en un estudio
reciente* realizado en una patologia relacionada con el
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tabaquismo como la EPOC, la frecuencia de coloniza-
cién por PnJ se asocié con el grado de severidad de la
obstruccién, oscilando entre un 36% en pacientes en
estadio IV de la GOLD y el 5% en fumadores con fun-
cidn respiratoria normal. En esta misma patologia y otras
enfermedades pulmonares crénicas se han descrito fre-
cuencia de colonizacién oscilante entre el 7% y 41% 3.

Desde el punto de vista analitico, los colonizados
muestran, como grupo, mayor media en la cifra de leu-
cocitos y de eosindfilos en sangre. Sin embargo, en con-
tra de lo descrito en estudios previos, no hemos podido
comprobar que exista relacién con la situacion de linfo-
penia.

La expresién radiolégica, fundamentalmente los
hallazgos del TACAR, tampoco parece relacionarse con
una mayor frecuencia de colonizacién. Aunque inicial-
mente encontramos una mayor frecuencia en pacientes
con evidencia de fibrosis en el contexto de FPI, también
la hemos comprobado en distintos contextos radiol6gi-
cos, lo que indica que el patrén radiolégico, como expre-
sién de las alteraciones parenquimatosas subyacentes
asociadas con el remodelado estructural, tampoco se
relaciona con la evidencia de colonizacidn.

El estudio de la influencia del tipo de patologia
intersticial en esta situacién es complejo ya que la obten-
cién de conclusiones siempre estd condicionada por la
escasa frecuencia con la que se realizan técnicas de con-
firmacién diagnéstica. En nuestra serie, tan s6lo en el
28% se confirmé el diagndstico, en su mayoria mediante
BTB y mucho mds infrecuentemente mediante videoto-
racoscopia o mediastinoscopia. Por este motivo hemos
utilizado, ademds del diagndstico histoldgico, criterios
clinicos, radiolégicos, datos de serologia y parametros
cito-inmunoldgicos en el LBA (referidos en el apartado
de METODOS) ampliando asi el nimero de pacientes
incluidos en cada patologia.

Otra limitacién en este grupo de pacientes no inmu-
nodeprimidos es que el estudio de identificacién de PnJ
no se realiza de forma rutinaria en el tejido pulmonar y
mucho menos ain mediante PCR del propio lisado del
tejido. Los primeros estudios realizados en pulmones
postmortem mediante amplificaciéon del DNA no logra-
ron evidenciar presencia de DNA de Pneumocystis en
pacientes en los que previamente se habia demostrado en
muestras respiratorias 4. Este es un problema metodol6-
gico muy importante para poder comprender el signifi-
cado de la colonizacién sin presencia del patégeno en
tejido. Aunque esta linea de estudio no estaba contem-
plada en nuestros objetivos iniciales, creemos que sera
necesario incluirla en posteriores estudios para determi-
nar si hay o no relacién entre colonizacién y alteraciones
histoldgicas.

Segtin nuestros resultados, no hemos comprobado
mayor frecuencia de un tipo de enfermedad en ambos
subgrupos. Se ha evidenciado colonizacién por PnJ en
patologias tan diferentes desde el punto de vista etiopa-
togénico y evolutivo como FPI, colagenosis con afecta-
cién pulmonar, sarcoidosis, BONO, sindromes de hemo-
rragia alveolar difusa y otras patologias intersticiales

muy infrecuentes. También pudo comprobarse en dos
casos con neumonia intersticial aguda. Por otra parte, se
ha observado tanto en pacientes con FPI muy evolucio-
nadas como en pacientes con sarcoidosis en estadios
radiolégicos iniciales con predominio de adenopatias
mediastinicas. El papel de la colonizacién por PnJ en
estas patologias puede ser muy diferente. Podria actuar
en unos casos como potencial inductor de patologia por
distintas vias y en otros casos como modulador de la
evolucion.

De entre las EPID, la poblacién con artritis reuma-
toide y otras enfermedades del coldgeno resulta particu-
larmente interesante ya que los pacientes realizan con
frecuencia tratamiento crénico con corticoides o inmu-
nosupresores. En un estudio *’se valoraron los factores
de riesgo para el desarrollo de neumonia por PnJ en una
poblacién de 75 pacientes (59 con LES y 16 con poli-
miositis/dermatomiositis, DM/PM) que seguian trata-
miento con corticoides orales y que ingresaron con sin-
tomas respiratorios, fiebre y alteraciones radiolégicas
compatibles con infeccién por este patégeno. Se com-
probé la etiologia por estudio de esputo o LBA en el 9%
de los casos, siendo mds incidente en el grupo con
DM/PM. La linfopenia en sangre periférica y la eviden-
cia de fibrosis intersticial fueron los factores de riesgo
m4s relacionados con la infeccion. En otro estudio®® , se
valoraron también los factores relacionados con la infec-
cién por PnJ en una poblacion diagnosticada con distin-
tas enfermedades del coldgeno. Para ello se estudiaron
retrospectivamente 34 casos de neumonia por PnJ. Al
tiempo de la neumonia el 94% recibian tratamiento con
corticoides asociados en 24 casos a tratamiento inmuno-
supresor (sobre todo ciclofosfamida y metotrexate). La
mayor parte de los pacientes estaban linfopénicos. Los
dos estudios coinciden en la importancia del tratamiento
corticoideo o con inmunosupresores en el desarrollo de
neumonia por PnJ; sin embargo, debe tenerse en cuenta
que en ambos se incluyen poblaciones de pacientes con
diagnéstico clinico- radioldgico de neumonia.

En nuestro estudio, todos los pacientes con enferme-
dades del coldgeno presentaban sintomas y radiologia
compatibles con una EPID asociada a la enfermedad de
base, sin sintomas ni signos de infeccién. El valor clinico
del aislamiento de PnJ mediante PCR en esta situacién
es controvertido ya que en el seguimiento clinico (con
una media de 2.5 afios) no se ha comprobado ningitin
evento infeccioso atribuible a este hongo oportunista.
Aln asi, podria plantearse la posibilidad de establecer
una quimioprofilaxis en este subgrupo de pacientes en
los que se evidencia colonizacién por PnJ, sobre todo en
los que presentan linfopenia y van a ser sometidos a tra-
tamiento durante tiempo prolongado con corticoides y/o
inmunosupresores.

La evidencia de colonizacién por PnJ en el grupo de
pacientes con sindrome de hemorragia alveolar difusa
también resulta intrigante. Es dificil valorar este hallazgo
en este contexto clinico ya que es un grupo heterogéneo
de pacientes en el que se incluyen casos con base
inmune demostrada (anticuperos anti MBG) pero en
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otros no. Es posible que en algunos casos, la coloniza-
cién por PnJ cause una alteracion en las estructuras alve-
olares y se establezca una autorespuesta inmune general
frente a estas estructuras alteradas. De cualquier forma,
para confirmar esta hipétesis, deberia realizarse un estu-
dio de respuesta inmune celular /humoral especifica
frente a este patdgeno.

La propia inmunologia pulmonar local puede condi-
cionar y/o mantener la situacién de colonizacion en las
distintas patologias. Por este motivo, nos planteamos
valorar este aspecto atin sabiendo la enorme complejidad
de este estudio, ya que, como se ha comentado previa-
mente, éste deberia incluir aspectos de la inmunidad
celular y humoral especifica a nivel local y ademas, estu-
dio de citoquinas proinflamatorias que definan una res-
puesta especifica a nivel pulmonar frente a este patd-
geno. En nuestro trabajo nos hemos limitado al estudio
habitual en el fluido de LBA de los pardmetros celulares
e inmunes (estudio de distribucidn celular y subpobla-
ciones linfocitarias). Las diferencias observadas entre
patologias (p.e entre sarcoidosis, enfermedades del cola-
geno y BONO) coinciden con los descritos en la litera-
tura y es precisamente esta diferencia en el perfil de res-
puesta inmunoinflamatoria en el LBA lo que define su
utilidad diagnéstica '8, Sin embargo no hemos eviden-
ciado diferencias claras y significativas entre los pacien-
tes colonizados y los que no lo estdn. El tnico hallazgo
que por el momento parece mostrar una relacién con la
situacion de colonizacion dentro de cada patologia, es un
disbalance de subpoblaciones linfocitarias, con un indice
CD4/CD8 discretamente menor en el grupo con PCR+
en NIU y sarcoidosis, aunque sin significacion estadis-
tica. Este hallazgo va de acuerdo con los hallazgos
encontrados en estudios de neumonia experimental por
PnJ '>'%n los que se demuestra que, ademads de la altera-
ciones en neumocitos tipo II con dafio alveolar difuso, se
observa precozmente una activacion de macréfagos alve-
olares y disbalance de subpoblaciones linfocitarias con
un claro predominio de la poblacién CD8+ e inicio de la
cascada inflamatoria con liberacién de citoquinas proin-
flamatorias. Otro aspecto importante de la interaccién
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