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RESUMO

Introducéo:

A Fibrose Cistica é uma doenca autossémica recessiva associada a infecgdes
respiratorias cronicas e que leva a consideravel morbidade e mortalidade. O
Pneumocystis jirovecii € um fungo gque causa pneumonia em imunossuprimidos
e cuja colonizacdo em varias doengas pulmonares mostrou ser um fenédmeno

clinico importante.

Objetivo:
Avaliar a taxa de colonizacéo e a distribuicdo dos genoétipos do P. jirovecii
entre pacientes com Fibrose Cistica.

Material e métodos:

Foram estudados 34 pacientes com Fibrose Cistica que realizaram
broncoscopia no Hospital de Clinicas de Porto Alegre entre marco de 2004 e
agosto de 2007. A deteccdo do P. jirovecii no lavado broncoalveolar (LBA) foi
feita através de nested-PCR com a utilizacdo dos primers pAZ 102-E e pAZ
102-H no primeiro round e pAZ 102-X e pAZ 102-Y no segundo. A
caracterizacdo do gene da Diidropteroato sintetase (DIPS) e da Grande
Subunidade do RNA ribossémico mitocondrial (mtLSUrRNA) foi realizada
através do uso de enzimas de restricio e de seqglienciamento genético,
respectivamente. Os dados clinico-demogréaficos dos pacientes foram obtidos

dos prontuérios médicos e analisados quanto a presenca de colonizagéo.

Resultados:

A colonizagdo pelo P. jirovecii foi detectada em 38,2% (13/34) dos
pacientes com Fibrose Cistica. Nenhum dado clinico-demografico péde ser
associado significativamente (p<0,05) a presenca da colonizacdo nos 34
pacientes estudados. Na caracterizacdo genotipica da DIPS, o gen6tipo selvagem
- auséncia de mutacbes nas posi¢des 55 e 57 — foi observado em todos 0s casos.

VIl



Na tipagem da mtLSUrRNA, o gendtipo 1 (85C/248C) foi observado em 41,6%
dos casos, 0 genotipo 2 (85A/248C) em 16,6% , o gendtipo 3 (85T/248C) em

25% e 0 genoOtipo misto 1 e 3 em 16,6% dos casos.

Concluséo:

Foi observada uma alta taxa (38,2%) de colonizagéo pelo P. jirovecii entre
0s 34 pacientes. Este achado sugere que os portadores de Fibrose Cistica podem
constituir um reservatério significativo do fungo, uma importante fonte de
infeccdo do microorganismo a outros pacientes. Quanto a uma possivel
associacdo entre a colonizacgdo pelo P. jirovecii e o curso clinico da doenca, faz-
se necessario estudar um ndmero maior de pacientes. Os resultados da
distribuicdo genotipica da mMtLSUrRNA do P. jirovecii confirmam a

predominancia dos subtipos 1 e 3 entre os portadores da Fibrose Cistica.

ABSTRACT

Introduction:

Cystic Fibrosis is na autosomal recessive disorder associated to chronic
respiratory infections, which leads to considerable morbidity and mortality.
Pneumocystis jirovecii is a fungus that causes pneumonia in immunosuppressed
patients and its colonization rate on several pulmonary diseases is a significant

clinical phenomenon.

Objective:
Assess the rate of P. jirovecii genotypes colonization and distribution in

patients with Cystic Fibrosis.

Material and methods:

34 patients with Cystic Fibrosis who have undergone bronchoscopy at



Hospital de Clinicas de Porto Alegre between March 2004 and August 2007
were evaluated. Detection of P. jirovecii by analysis of bronchoalveolar lavage
(BAL) was carried out with nested-PCR, with the use of primers pAZ 102-E and
pAZ 102-H in the first round, and pAZ 102-X and pAZ 102-Y in the second
round. Characterization of the diihydropteroate synthase (DHPS) gene and the
mitochondrial Large Subunit ribosomal RNA (mtLSUrRNA) was performed
with the use of restriction enzymes and genetic sequencing, respectively. The
clinical and demographic data of patients was obtained from their medical

records and analyzed for the presence of colonization.

Results:

P. jirovecii colonization was detected in 38,2% (13/34) of the patients with
Cystic Fibrosis. No clinical-demographic data was significantly associated
(p<0,05) to the presence of colonization in the 34 studied patients. Genotypical
characterization of DHPS, the wild genotype — absence of mutations in the 55
and 57 positions — was observed in all the cases. In mtLSUrRNA typing
genotype 1 (85C/248C) was observed in 41,6% of the cases, genotype 2
(85A/248C) in 16,6%, genotype 3 (85T/248C) in 25% and mixed genotype 1
and 3 in 16,6% of the cases.

Conclusion:

A high rate (38,2%) of P. jirovecii colonization was found in the 34
patients. This finding suggests that Cystic Fibrosis patients may constitute a
major reservoir and source of infection for other patients. As for a possible
association between P. jirovecii colonization and the clinical evolution of the
disease, further research with a greater number of subjects is needed. The results
of P. jirovecii mtLSUrRNA genotypical distribution confirm the predominance

of subtypes 1 and 3 among Cystic Fibrosis patients.



1 - INTRODUCAO

1.1 - AFIBROSE CISTICA

1.1.1 - A doenca hereditaria denominada Fibrose Cistica

A fibrose cistica (FC) é o distarbio hereditario mais comumente fatal em
caucasianos nos Estados Unidos. E uma doenca autossémica recessiva que afeta
cerca de 1 em 3500 caucasianos na América do Norte e Europa, sendo que 94%
dos pacientes dos Estados Unidos sdo caucasianos. A prevaléncia é de 1 em
17.000 entre os afro-americanos (1,2). No Brasil, estudo feito por Raskin e cols
em cinco estados do sul e sudeste do Brasil, a prevaléncia oscila entre 1 em 1587
(Rio Grande do Sul) até 1 em 32258 (Sdo Paulo), com média de 1:7576 habitantes
(3).

A doenga foi descrita por Andersen (4), em 1938, como “Fibrose Cistica
do Pancreas”, com um prognostico geralmente fatal no primeiro ano de vida
naquela época. Os primeiros sinais e sintomas tipicamente ocorrem na infancia,
mas cerca de 5% dos pacientes sdo diagnosticados quando adultos. Ao longo dos
anos, 0 avango no conhecimento sobre a fisiopatologia e as formas de tratamento
tornou maior a sobrevida destes pacientes (5). Os dados norte-americanos atuais
mostram que a sobrevida média € de 36,5 anos, sendo que 43% das pessoas com
FC tém mais de 18 anos (1).

A doenca é causada por mutagdes num gene localizado no braco longo do
cromossomo sete, na regidao 7g31 (6). Este gene € responsavel pela codificacdo de
uma proteina com 1480 aminoacidos denominada regulador da condutancia iénica
transmembrana da FC. (CFTR, de cystic fibrosis transmembrane condutance
regulator) (7).

A mutagao conhecida como AF508 contribui com cerca de 70% dos casos
de FC. Ela é caracterizada por uma delecdo de trés pares de bases que resulta na
auséncia de fenilalanina na posicdo aminodcido 508 do gene CTFR. J& foram
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descritas mais de 1400 mutacfes no gene que codifica a proteina reguladora da
condutancia transmembrana da FC, muitas delas incomuns. Pelo menos 230 tipos

de mutacdes estdo associadas a anormalidades clinicas (8).

1.1.2 - Manifestagdes clinicas da Fibrose Cistica

A maioria dos pacientes com FC apresenta na infancia os primeiros sinais
e sintomas da doenga. Aproximadamente 5% dos pacientes tém obstrugao
gastrointestinal, o chamado ileo meconial, nas primeiras 24 h de vida (9). Outras
apresentacdes comuns nos dois primeiros anos incluem sintomas respiratdrios
como tosse e/ou infiltrados pulmonares recorrentes. Devido a variedade de
alteracbes vistas na estrutura e na funcdo da proteina CFTR, a FC pode se

apresentar com diversas manifestagcdes pulmonares e ndo pulmonares (10).

a) Manifestacdes no sistema respiratorio

A tosse é geralmente a manifestacdo mais precoce. No inicio € intermitente
e assemelha-se a uma doenca respiratoria aguda. Algumas vezes é acompanhada
por sibilos, particularmente em criangas jovens e lactentes. Os episodios de tosse
tendem a persistir mais do que o esperado para uma doenca respiratoria aguda e
passam a ocorrer com maior frequéncia. Com a progressdo da doenca, 0 escarro
torna-se viscoso e purulento, inclusive de cor esverdeada (11).

Os achados fisicos dependem do estagio da doenca. Inicialmente os
estertores crepitantes sdo intermitentes e ocorrem nas exacerbacdes. O murmario
vesicular pode estar diminuido devido a hiperinsuflacdo pulmonar. Num quadro
avancado, 0S roncos e 0s crepitantes sdo comuns e continuos e o bagqueteamento
digital é visto nos pacientes. A osteoartropatia pulmonar hipertrofica pode ocorrer
em até 15% dos casos, especialmente adolescentes e adultos.

Na radiografia de torax, a hiperinsuflacdo pode ser o primeiro achado,
sequida por infiltrado peribronquico. A impactacdo de muco e as alteragdes
consistentes com brongquiectasias sdo observadas com a progressao da FC. O lobo
superior direito € frequentemente o primeiro e 0 mais severamente envolvido. A
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tomografia computadorizada de torax de alta resolucdo revela alteracdes precoces
de bronquiectasias que podem ser vistas antes da radiologia convencional. As
alteracdes de hipertensdo pulmonar tornam-se evidentes na doenca avancgada.

A primeira alteracdo na funcdo pulmonar € a obstrucdo das vias aéreas,
particularmente das pequenas. A espirometria mostra taxas de fluxo aéreo
reduzidas, incluindo o volume expiratorio forcado em 1 minuto (VEF1) e a
relacio VEF1/CVF (capacidade vital forcada). E comum a ocorréncia de
alcaponamento aéreo (altas taxas de volume residual em relacdo a capacidade
pulmonar total) e reducdo na capacidade de difusdo pulmonar. A presenca de
hiperreatividade da via aérea é comum. A PO, arterial tende a diminuir com o
tempo como resultado de distarbio na ventilacdo-perfusdo. Somente no estagio
avancado da doenca ocorre o0 aumento da PCO; e a acidose respiratoria cronica.
Os pacientes com um VEF1 menor que 30% do previsto, uma PO, arterial menor
que 55 mmHg, ou uma PCO, arterial maior que 50 mmHg tém taxas de
mortalidade maior que 50%. O curso da FC e a resposta ao tratamento podem ser
monitorados por medidas seriadas de espirometria, volumes pulmonares e
oxigenacéo (12).

O pneumotdrax € uma complicagcdo bem conhecida (>10% dos pacientes) e
a sua incidéncia aumenta com a idade dos pacientes. Ele é geralmente associado
com dor toracica, dispnéia e hemoptise, ainda que possa ser um achado ocasional
na radiografia. A taxa de recorréncia é alta e uma esclerose pleural pode ser
necessaria para prevenir as recorréncias.

A hemoptise torna-se comum com o0 surgimento de bronquiectasias.
Escarro com estrias de sangue € o achado mais frequente. Hemoptise macica
ocorre em aproximadamente 1% dos pacientes e é geralmente associada com a
exacerbacao de uma infeccdo respiratdria cronica.

Na doenca avancada, a hipoxemia néo tratada e a perda progressiva da
funcdo pulmonar podem produzir hipertensdo arterial pulmonar e insuficiéncia
ventricular direita. A insuficiéncia respiratria torna-se progressivamente mais
dificil de tratar. Devido a dificuldade na eliminacdo das secrecdes, 0s pacientes
frequientemente respondem pouco a ventilagdo mecénica (13).

A doenca respiratoria é responsavel pela maior parte da morbidade e mortalidade
na FC. A morte normalmente ocorre de complicagbes pulmonares
3



(pneumonia, pneumotdrax ou hemoptise) ou como resultado de insuficiéncia
respiratdria cronica terminal e cor pulmonale (14).

O epitélio da via aérea superior também ¢é afetado e rinite cronica é
comum. Os seios da face sdo quase universalmente envolvidos. Sinusite cronica é
comum na infancia e leva a obstrucéo nasal e rinorréia. A ocorréncia de pélipos
nasais chega a 25% e frequentemente requer tratamento com corticoides e/ou

cirurgia (11).

b) Manifestacfes em outros 6rgdos e sistemas

A sindrome do ileo meconial em recém-nascidos apresenta-se com
distensdo abdominal, constipacdo e vomitos. O raio-X de abddmen pode ser
diagnostico, com niveis hidro-aéreos no intestino delgado, uma aparéncia granular
indicativa de meconio e um célon pequeno. Entre criancas e adultos jovens, 3%
apresentam a Sindrome da Obstrucdo Intestinal Distal, equivalente ao ileo
meconial. Esta se caracteriza por dor no quadrante inferior direito, anorexia,
vOmitos ocasionais e massa palpavel, sendo por vezes confundida com a
apendicite aguda, cuja frequéncia ndo é aumentada na FC.

A insuficiéncia pancreatica exocrina ocorre em >90% dos pacientes com FC.
Os ductos pancreaticos sdo obstruidos por muco espesso, impedindo o suco
pancreatico de atingir o duodeno. A secrecdo insuficiente de enzimas pancreéticas
determina a ma absorc¢édo de gorduras e proteinas, com fezes mal cheirosas (15).

A desnutricdo e retardo no crescimento acarretam alteracfes na funcédo
pulmonar e interferem na sobrevida do paciente (16,17).

As células beta pancreéticas sdo inicialmente poupadas, mas a sua funcéao
diminui com a idade (18). Esta disfuncéo, acrescida da resisténcia a insulina
induzida pela inflamacdo, causa hiperglicemia e necessidade de reposicdo de
insulina em mais de 15% dos pacientes com mais de 35 anos. O estado clinico e a
fung@o pulmonar deterioram-se nos anos precedentes ao diagndstico da diabete e
levam a piora na sobrevida (19).

Aproximadamente 20 a 25% dos pacientes com FC desenvolvem doenca
hepatica, mas apenas 6 a 8% evoluem para cirrose. A severidade varia
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amplamente, com anormalidades limitadas a uma elevacdo da fosfatase alcalina
em muitos pacientes. Nos casos severos, surgem hepatoesplenomegalia, ictericia,
ascite e edema. Hematémese por varizes esofagicas € uma complicacdo grave que
pode requerer endoscopia e esclerose dos vasos afetados. A congestdo hepatica
devido ao cor pulmonale pode também causar doenca hepatica. A insuficiéncia
hepética pode requerer transplante (20).

Outras manifestacdes sdo: a infertilidade que ocorre em até 95% dos

homens e 20% das mulheres e a osteoporose em 38-77% dos adultos (21,22).

1.1.3 - Microorganismos associados a Fibrose Cistica

A Pseudomonas aeruginosa € o patégeno mais frequentemente isolado nas
infeccOes respiratdrias em adultos com FC (23). A aquisicdo e a persisténcia da P.
aeruginosa no trato respiratério inferior de pacientes com FC estdo associadas
com maior morbidade e mortalidade (24). Inicialmente as cepas isoladas tém a
aparéncia ndo-mucdide e sdo multissensiveis aos antibioticos (25). Essas cepas de
infeccdo recente podem ser erradicadas através de tratamento antibidtico (26).
Entretanto, com o tempo, desenvolvem-se cepas de P. aeruginosa com fendtipo
mucoide que se associam com declinio mais acelerado na funcdo pulmonar e
maior risco de morte. A infeccdo cronica da P. aeruginosa de fen6tipo mucdide é
usualmente impossivel de erradicar e a meta do tratamento antibidtico passa a ser,
entdo, a diminuicdo do nimero de bactérias (27). A reducdo da carga de bactérias
leva a diminuicdo da inflamacdo na via aérea e dos sintomas sistémicos
associados. Embora a P. aeruginosa é ocasionalmente identificada em pacientes
com outras doencgas pulmonares, sua presenca no escarro deveria imediatamente
alertar o médico para a possibilidade de FC.

Geralmente, o Staphylococcus. aureus é a primeira bactéria cultivada na
secrecdo respiratoria em criangas com FC, permanecendo como um importante
patdgeno no adulto (28).

A Burkholderia cepacia é mais um agente patogénico observado na FC e
seu risco de disseminacdo de um paciente para outro determina um controle de
infeccdo estrito nos hospitais. O Haemophilus influenzae, por sua vez, é uma
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bactéria frequentemente encontrada nas criancas.

Outros microorganismos isolados, muitas vezes causando infecgéo
concomitante, sdo Stenotrophomonas maltophilia, Achromobacter xylosoxidans,
Burkholderia gladioli e ocasionalmente formas mucdides de Proteus, Escherichia
coli e Klebsiella. Até 50% dos pacientes com FC tém Aspergillus fumigatus em
seu escarro e até 10% destes pacientes exibem a sindrome de aspergilose
broncopulmonar alérgica. Cerca de 10 a 20% dos pacientes adultos com FC tém
cultura de escarro positiva para micobactérias atipicas e em alguns pacientes estes
microorganismos causam quadros de micobacteriose.

Os pacientes com FC devem ser avaliados rotineiramente quanto ao
antibiograma do escarro. A infec¢do crénica é associada com uma intensa resposta
inflamatdria com predominio de neutrofilos, ocorrendo o remodelamento da via
aérea, com hipertrofia das glandulas submucosas e aumento da secrecdo de muco
(29,30).

1.1.4 - O diagnostico da Fibrose Cistica

A ocorréncia de ileo meconial, insuficiéncia pancreatica, manifestaces
pulmonares tipicas ou historia de familiar proximo com FC deveriam levar a uma
suspeita da doenca. O diagnostico pode ser feito quando uma pessoa tem uma ou
mais destas manifestaces de FC, combinada com evidéncia de disfuncdo da
CTFR (31). A prova da disfuncdo da CTFR geralmente é obtida com um teste
positivo de cloreto no suor ou, menos frequentemente, através da medida da
diferenca de potencial através do epitélio nasal. A confirmacdo também pode ser
obtida se a analise do DNA identificar mutaces causadoras da doenca em ambos
os alelos (32).

O teste do suor através da iontoforese pela pilocarpina é o padrdo aureo
para a confirmacdo do diagndstico da FC e deveria ser realizado num laboratério
experimentado (33). A amostra é analisada para concentragdo de cloreto e sodio.
Outros métodos, como a medida de condutividade (medida ndo-seletiva de ions) e
a medida da osmolaridade, podem ser utilizados como testes de triagem. Neste
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caso, valores alterados ou duvidosos devem ser confirmados por um teste
quantitativo do suor (34).

O cloreto fornece a melhor discriminagédo diagnostica. A medida do sédio
é util para o controle de qualidade. Uma concentracdo de cloreto maior que 60
mmol/L, quando acompanhada pelas manifestacdes clinicas maiores, é suficiente
para o diagnostico da FC (35). O teste do suor deve sempre ser repetido para
confirmagdo. Somente 2% dos pacientes com FC t€ém um nivel normal de CI™ no
suor (36).

Se o diagnostico de FC é fortemente suspeito pelo contexto clinico ou
historia familiar compativel, a identificacdo de mutacdes no gene da CFTR pode
proporcionar uma evidéncia definitiva da doenca (37). Entretanto, o achado de
uma ou de nenhuma mutacdo no gene da CRTR ndo exclui o diagnostico de FC
(38). Ja foram relatados pacientes com FC ndo classica sem evidéncia de
mutacgdes nos genes da CFTR (39).

A existéncia de gendtipos complexos, de fatores modificadores e de
mutacdes atenuadoras exige que o diagndéstico de FC seja feito com a contribuicao
dos achados clinicos. A anélise de mutagdes para confirmar o diagnostico de FC
tem alta especificidade, porém baixa sensibilidade. A baixa sensibilidade decorre
da existéncia de um grande nimero de mutacgdes associadas a FC (mais de 1.400)
e do fato de que geralmente os painéis comerciais disponiveis estudam somente
uma minoria dessas mutagdes. Poucos centros de referéncia podem disponibilizar
painéis com maior nimero de mutacfes ou realizar 0 seqienciamento genético
para o diagnostico dos casos mais atipicos. A analise do DNA também é (til para
a deteccdo de portadores, aconselhamento genético e rastreamento pré-natal e
pode ser obtida pelo swab bucal (40).

As anormalidades do transporte idnico no epitélio respiratorio na FC estéo
associadas com um padrdo alterado na Diferenga de Potencial Nasal (DPN). Uma
DPN aumentada, em associagdo com um quadro clinico ou uma histéria familiar
positiva, fundamenta o diagnostico de FC. Entretanto, a auséncia de aumento na
DPN néo exclui o diagnostico de FC (41).

Embora o diagnostico de FC seja normalmente feito na infancia (70% dos
casos no primeiro ano de vida), 0 nimero de casos diagnosticados na vida adulta
tem aumentado (42). Em geral, os pacientes cujo diagnoéstico é feito na vida adulta
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possuem formas ndo classicas de FC (43). Eles se apresentam com doenca
respiratoria cronica, porém de menor gravidade, com menor incidéncia de
infeccdo por Pseudomonas aeruginosa e menor freqiéncia de insuficiéncia
pancreatica. Um fator que contribui para a dificuldade diagnostica é que uma
consideravel parcela desses pacientes apresenta teste do suor normal ou limitrofe
(44).

No Brasil, Lemos e cols descreveram 28 pacientes com diagndéstico de FC
na vida adulta no estado da Bahia. A idade média foi de 31,1 anos, 53,7% eram
negros ou mulatos e 43% tinham P. aeruginosa na cultura do escarro. Os autores
salientaram a importancia de investigar a FC em pacientes adultos com infecgéo
respiratoria de repeticdo, sinusite e bronquiectasias (45).

Paschoal e cols descreveram 54 pacientes cujo diagnostico de FC foi feito
na vida adulta, na cidade de Campinas, Sdo Paulo. A média de idade foi de 41,8
anos, 85% dos casos tinham tosse produtiva cronica, 6% tinham diarréia ou fezes
gordurosas, 48% tinham P. aeruginosa na cultura do escarro e o valor médio do
volume expiratério forcado no primeiro segundo (VEF1) foi de 52% do previsto
(46).

A despeito dessas diferencas, os critérios diagnosticos para FC sdo 0s
mesmos tanto para criancas como para adultos (47). Além da repeti¢do do teste do
suor, o diagnostico exige geralmente a realizacdo da analise de mutacGes (48). A
diferenca de potencial nasal pode ser atil, mas a dificuldade de padronizacdo do

teste € um fator limitante na prética clinica.

1.2 - O FUNGO PNEUMOCYSTIS JIROVECII

1.2.1 - O fungo Pneumocystis jirovecii e a pneumonia por Pneumocystis (PcP)

As publicagdes acerca do Pneumocystis e sua nomenclatura iniciaram no
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Brasil. Carlos Chagas, do Instituto Oswaldo Cruz, no Rio de Janeiro, descreveu-o
pela primeira vez em 1909 e pensou que se tratava de uma fase do Trypanosoma
cruzi (49). Antonio Carini, um pesquisador italiano que atuava em Sdo Paulo,
demonstrou 0 mesmo organismo em pulmdes de ratos em 1910 (50). A seguir, 0s
franceses Delanoe e Delanoe descobriram que se tratava de um novo patégeno e o
denominaram Pneumocystis carinii, em homenagem a Antonio Carini. O casal
Delanoe sugeriu o nome “Pneumo” por seu tropismo pulmonar e “cystis” por sua
forma caracteristica (51). Apos ter sido considerado um protozoario por quase 80
anos, foi definido como um fungo no ano de 1988 através da analise genética,
conforme relatado por Edman e cols (52).

O género Pneumocystis pode ser encontrado em varios mamiferos. As
espécies identificadas até o momento e seus respectivos hospedeiros séo: P.
carinii e P. wakefieldiae — rato (Rattus norvegicus); P. murina — camundongo
(Mus musculus); P. jirovecii — homem (Homo sapiens); P. oryctolagi — coelho
(Oryctolagus cuniculus). J& foram isolados Pneumocystis de outros mamiferos,
porém ainda sem estudos conclusivos para a denominacdo de nova espécie do
fungo: Pneumocystis de primatas ndo humanos (macacos de diversas espécies);
Pneumocystis do furdo (Mustela putorius furo); Pneumocystis do cavalo (Equus
caballus); Pneumocystis do porco (Sus scrofa); Pneumocystis de micromamiferos;
Pneumocystis do cdo (Canis familiaris) (53).

Gigliotti e cols identificaram que ndo ha transmissdo do fungo entre os
diferentes hospedeiros, ou seja, as espécies de Pneumocystis sdo especificas para
o0 determinado mamifero (54).

Como supracitado, a espécie que infecta o homem é hoje chamada
Pneumocystis jirovecii. Este nome foi proposto em 2002 por Stringer e outros
pesquisadores em memaria ao parasitologista Otto Jirovec, a quem é atribuida a
primeira descricdo do microorganismo como causa de doenga em humanos. Otto
Jirovec, um pesquisador de origem tcheca, descreveu em 1953 uma pneumonia
com intenso infiltrado de células plasmaticas causada pelo Pneumocystis, que
afetava criancas prematuras e/ou desnutridas. Esta pneumonia atingiu proporgdes
epidémicas na Europa Central durante a Segunda Guerra Mundial e nos anos
seguintes (55).

Ap0s a definicdo das espécies que infectam os diferentes mamiferos, as
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técnicas moleculares evidenciaram um significativo polimorfismo genético no
proprio P. jirovecii. Os loci do gene que codifica a enzima Diidropteroato sintase
(DIPS) e o da subunidade maior do RNA ribossomico mitocondrial
(mtLSUrRNA) sdo os mais utilizados nos estudos da epidemiologia molecular do
fungo. A anélise do gene da DIPS identifica o surgimento de mutacdes associadas
a resisténcia as sulfas. O seqlienciamento do DNA da regido da mtLSUrRNA
identifica diferentes genotipos - 85C/248C (genotipo 1), 85A/248C (genotipo 2) e
85T/248C (genotipo 3) - utilizados para avaliar a distribuicdo geogréafica do fungo
(56).

O P. jirovecii é reconhecido como causa de infecgdo oportunista, a
pneumonia por Pneumocystis (PcP). Individuos com o sistema imune debilitado,
especialmente aqueles com a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS),
s&0 0s mais comumente acometidos (57).

Houve uma queda significativa na incidéncia da PcP entre os pacientes
com AIDS ap6s a introducdo da terapia antiretroviral combinada. Entretanto, a
incidéncia tem aumentado entre pacientes sem o virus HIV, causada pela
utilizacdo mais freqlente de terapias agressivas para diversas doencas,
principalmente transplantes de Orgdos, tratamentos para cancer e doengas
reumatoldgicas. Os transplantes de 6rgdos solidos desenvolvem PcP em 5 a 15%
casos quando a quimioprofilaxia para esta infeccdo oportunista ndo € utilizada
(58). Entre receptores de transplante de pulmao ou coracdo-pulméo, a taxa é ainda
mais alta, atingindo até 25% dos casos (59). Nos transplantes de coragéo e rim, foi
descrito que a utilizacdo de tratamento imunossupressor mais potente tem
aumentado as taxas de PcP (60). A PcP ocorre em 1 a 2% de todos os pacientes
com doencas reumatoldgicas, mais frequentemente entre aqueles com terapia
imunossupressora. Pacientes com granulomatose de Wegener estdo em mais alto
risco, com taxas de até 6% (61). Casos isolados de PcP em pacientes sem o virus
HIV tém sido relatados também em pacientes com asma, glomerulonefrite, colite
ulcerativa e outras doencas (62).

A radiografia de torax tipicamente encontramos um infiltrado intersticial e
alveolar numa distribuicdo peri-hilar. Nos pacientes com uma imunossupresséo
ndo relacionada ao virus HIV, a PcP tem um inicio mais fulminante e pode
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rapidamente progredir para insuficiéncia respiratoria. A associacdo de corticoides
ao antibidtico nos pacientes com significante hipdxia mostrou diminuicdo na
mortalidade (63).

A droga de escolha para tratamento da PcP é o sulfametoxazol associado
ao trimetoprim. Falhas na profilaxia com sulfa-trimetoprim (resisténcia a sulfa em
baixas doses) tém sido associadas com mutacGes pontuais no gene que codifica a
enzima diidropteroato sintetase, a enzima-alvo da sulfa. As mutacdes sdo pontuais
e resultam na substituicdo de aminoacidos nas posicdes 55 e 57 desta enzima. Nao
h& evidéncias conclusivas de que as mutacgdes citadas causem uma resisténcia do
P. jirovecii ao tratamento da PcP com sulfa em altas doses; entretanto, isto
poderia ocorrer se novas mutac@es surgirem, o que teria um impacto imenso no
manejo dos pacientes com AIDS (64, 65). Outro dado de importancia foi trazido
por lliades e cols, que verificaram que as mutagfes associadas ao uso do sulfa-
trimetoprim levam a resisténcia cruzada a maioria das sulfas usadas na préatica
clinica (66).

Um aspecto ainda a ser lembrado, ao introduzir alguns conceitos sobre o P.
jirovecii, é que a exposicdo primaria ocorre geralmente j4 na infancia, como
demonstrado pela presenca de anticorpos para 0 microorganismo durante oS
primeiros anos de vida (67). A soroprevaléncia foi de 73% num estudo realizado
na Espanha entre 233 criancas na faixa etaria dos 6 aos 13 anos (68) e de 85%
noutro realizado no Chile entre criangas de até 20 meses de idade (69). A presenca
freqiente do fungo entre as criancas, também determinada pela PCR em aspirado
nasofaringeo, leva a crer que elas possam representar uma das populacdes que
servem como reservatério para o microorganismo (70).

Curiosamente, estudos de autdpsia trouxeram resultados que indicaram
uma possivel relacdo entre a presenca do microorganismo nos pulmdes e a
Sindrome da Morte Sabita Infantil (SMSI). Vargas e cols examinaram, através
dos métodos citologicos convencionais, o tecido de autdpsia pulmonar de 534
pacientes que morreram em casa ou no hospital; detectaram a presenca do P.
jirovecii em 25% das criangas cuja morte foi associada a Sindrome da Morte
Subita Infantil e em somente 2,9% das criangas que morreram no hospital por
outras causas (71). Um relato mais recente do mesmo autor veio a questionar a
associagéo entre a presenca do P.jirovecii e a SMSI (72). Esta questdo merece
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estudos adicionais para ser plenamente compreendida.

1.2.2 - A colonizag&o por Pneumocystis jirovecii

Devido ao fato do P. jirovecii ndo crescer em meios de cultura
convencionais, sua deteccdo é feita por métodos citolégicos como a prata
metenamina, Wright, ou Giemsa, ou através de imunofluorescéncia com
anticorpos monoclonais. Esses métodos séo utilizados para o diagnostico de PcP,
na qual o individuo encontra-se infectado com uma carga de germes relativamente
alta. Entretanto, o P. jirovecii pode também estar presente no trato respiratorio
quando ndo h& evidéncia clinica de pneumonia. A detec¢do do P. jirovecii em
individuos sem sinais ou sintomas de PcP tem sido definida como colonizacao.
Outros termos usados sdo “infeccdo subclinica” ou “portador assintomatico”.
Embora alguns investigadores tenham relatado, de forma episodica, a deteccdo da
colonizagdo por P. jirovecii usando os métodos citologicos ou de
imunohistoquimica, estes sdo geralmente inadequados para a deteccdo de
colonizacdo em virtude da baixa quantidade de germes existente (73).

O desenvolvimento da Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) foi
importante no avan¢o do estudo da colonizagéo por P. jirovecii. Wakefield e cols
foram os primeiros a descrever a deteccdo do fungo pela PCR em 1990, através da
amplificacdo de uma sequéncia de DNA, a subunidade maior do RNA
ribossémico mitocondrial (MtLSUrRNA). A vantagem do lécus mtLSUrRNA
como um alvo para a PCR €é ser um gene multicopia e assim melhorar a
sensibilidade (74). Algumas modificacbes na deteccdo baseada na PCR
melhoraram ainda mais a sensibilidade do método. Por exemplo, a nested PCR,
em que uma segunda rodada de PCR usando primers internos aos originais é
realizada, possibilita ainda maior sensibilidade na detecgéo do microorganismo. A
PCR permite identificar a colonizagdo por P jirovecii em diversos espécimes
clinicos, como lavado broncoalveolar, escarro, swab nasal e lavado de orofaringe
(75).

A significancia clinica da colonizacdo por Pneumocystis ainda ndo foi
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completamente entendida, mas pode ser importante por varias razdes. Individuos
colonizados podem estar em risco do desenvolvimento de PcP ou podem
transmitir 0 microorganismo a pacientes susceptiveis ao desenvolvimento de um
quadro de PcP. Por outro lado, nos individuos recebendo profilaxia anti-
Pneumocystis por longo tempo, a colonizagdo pode levar a selecdo de mutacoes
que tém sido associadas com a resisténcia a droga. Além disso, a presenca de P.
jirovecii nos pulmdes, mesmo em baixos niveis, pode estimular uma resposta
inflamatdria do hospedeiro que leva ao dano pulmonar e pode exercer um papel
na progressdo de doengas pulmonares como a Doenca Pulmonar Obstrutiva
Cronica (DPOC) (76).

Os estudos utilizando o modelo animal trouxeram dados impressionantes
sobre a colonizacao por Pneumocystis e serviram de estimulo a estudar as taxas de
colonizacdo e seu significado no homem. Um interessante relato de lcenhour e
cols demonstrou que, entre ratos de colGnias comercializadas para estudos
cientificos, 98% dos ratos adultos ja estavam colonizados por Pneumocystis ao
serem recebidos do vendedor, com a deteccdo feita pela nested PCR em amostras
de swab oral dos animais (77). Nos ratos recém-nascidos, 0s mesmos autores
demonstraram que 80% deles ja portavam o fungo na cavidade oral apenas duas
horas ap6s o nascimento e 97% ap0s 24 h. Dentro de 48 h, a populacdo inteira era
portadora, confirmando o aspecto disseminado da presenca do Pneumocystis entre
0s ratos (78).

Board e cols estudaram os macacos Rhesus infectados pelo Virus da
Imunodeficiéncia dos Simios. Apds a inoculagdo do Pneumocystis nos brénquios,
alguns animais progrediram para PcP e outros tornaram-se colonizados por longo
periodo. O periodo de colonizacdo foi marcado por inflamacdo pulmonar
significativa demonstrada pela broncoscopia com lavado bronco-alveolar. Ocorreu
um aumento de linfécitos T CD8 e neutrofilos nos pulmdes, assim como uma
elevacdo nos niveis de citocinas inflamatorias como IL-8 e TNF-a, indicando que
0 Pneumocystis alterou a resposta imune dos macacos (79).

A colonizagéo por P. jirovecii em seres humanos é um tema recente e foi

estudado em determinadas populacgdes, como sera descrito a seguir.
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a) A colonizacdo pelo P. jirovecii em pacientes infectados pelo virus HIV,

imunossuprimidos por outras causas, gestantes e profissionais de satude

Algumas populacGes foram estudadas quanto a colonizacdo por P.
jirovecii: os pacientes infectados pelo HIV, os imunossuprimidos por outras
causas, as mulheres gestantes e os profissionais de saude, além dos pacientes
pulmonares crénicos que serdo abordados no topico seguinte.

A colonizacdo por P. jirovecii ocorre freqientemente nos pacientes
infectados pelo virus HIV, numa prevaléncia que varia de acordo com a
populacdo estudada. Huang e cols verificaram 69% de colonizagdo por P.
jirovecii, através da nested PCR em amostras de escarro induzido e lavado
broncoalveolar, em pacientes hospitalizados por outra pneumonia que nao a PcP
(80). Morris e cols analisaram o tecido de autépsia pulmonar de homens
infectados pelo HIV que morreram de outras causas e demonstraram 46% de
colonizacao (81).

Vérios autores analisaram os possiveis fatores de risco para a colonizagéo
por P. jirovecii nos pacientes infectados pelo virus HIV. A historia prévia de PcP,
0 uso de profilaxia para PcP e o uso de terapia antiretroviral ndo mostraram
associacdo com o risco de colonizacdo pelo P. jirovecii (80,81). Os estudos
publicados divergem sobre a associacdo entre a contagem de linfocitos CD4 e a
colonizagdo. Leigh e cols observaram os seguintes dados: a taxa de pacientes
colonizados foi de 10% naqueles com contagem CD4 maior que 400 células/pL,
20% naqueles com CD4 entre 60 e 400 células/uL e 40% nos pacientes com
contagem CD4 menor que 60 células/uL (82). Huang e cols, assim como Morris e
cols, por outro lado, ndo encontraram associacao entre a contagem de linfdcitos
CD4 e o risco de colonizacdo pelo P. jirovecii (80,81), indicando que novos
estudos necessitam ser conduzidos. Outros fatores ja relacionados ao aumento do
risco de colonizacdo pelo P. jirovecii nos pacientes infectados pelo HIV sdo
historia de tabagismo e local de residéncia: noutro estudo de Morris A e cols, 0s
fumantes apresentaram maior risco que o0s ndo fumantes, assim como 0S
residentes de Los Angeles, EUA, tiveram menor risco de colonizagdo por P.
jirovecii que os pacientes de outras cidades (83).

Pacientes imunossuprimidos por outras causas também se mostraram
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colonizados por P. jirovecii em varios estudos. Um grupo de 82 pacientes com
diagndsticos de mieloma multiplo, sarcoidose, leucemia linfocitica cronica e
diabetes mellitus apresentou colonizacdo em 16% dos casos. E interessante notar
que a contagem de linfocitos CD4 foi, no estudo de Nevez e cols, um fator de
risco para a colonizagdo nos pacientes HIV negativos. Quando a contagem de
linfocitos CD4 era menor que 400 células/uL ou a relagdio CD4/CD8 era menor
que 1,0, a taxa de individuos colonizados foi de cerca de 30% (84).

A imunossupressao induzida por corticéides também foi associada a um
maior de risco de colonizagéo por P. jirovecii. Maskell e cols estudaram o lavado
broncoalveolar de 93 pacientes, tendo observado que 44% dos pacientes em uso
de corticbide estavam colonizados, enquanto que somente 12% daqueles que néo
recebiam o tratamento apresentavam a colonizacdo pelo fungo (85). Esta
associacao foi também demonstrada por Helweg-Larsen e cols na avalia¢do de 80
pacientes com pneumonia bacteriana (86).

A alteracdo na imunidade que ocorre na gestacdo também pode aumentar o
risco de colonizacdo por P. jirovecii. Uma leve mudanca na fungéo dos linfocitos
CD4 e as alteragcBes hormonais podem ser 0s responsaveis por esta alteracdo no
sistema imune. Um estudo prospectivo de 33 gestantes no terceiro trimestre
detectou, através da PCR, o DNA do P. jirovecii nas narinas em 15% das
gestantes e em nenhuma das 28 mulheres ndo gravidas avaliadas (87).

Alguns autores tém relatado a colonizacédo de profissionais da satde por P.
jirovecii. Vargas e cols demonstraram, em estudo publicado em 2000, a
colonizacdo de dois profissionais - um médico e uma enfermeira - que tiveram
contato proximo com uma paciente com PcP. (88) Da mesma maneira, Miller e
cols relataram, no ano de 2001, a presenca do fungo em profissionais que
prestavam atendimento a pacientes com PcP, sendo dois médicos, duas
enfermeiras e uma funcionaria administrativa (89). No ano de 2003, Durand-Joly
e cols investigaram a presenca do fungo no lavado da orofaringe de 146
profissionais de saide num hospital universitario de Lille, Franca; os autores
demonstraram a presenca do P. jirovecii em 8% dos profissionais que trabalhavam
com pacientes imunossuprimidos no Setor de Hematologia e destacaram que 0
fungo poderia circular pelo ar a partir dos pacientes e colonizar os referidos
profissionais que, transitoriamente colonizados, poderiam transmitir o
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microorganismo a outros pacientes (90).

b) A colonizagéo pelo P. jirovecii nas doencas pulmonares cronicas

As doencas pulmonares cronicas sao, até o0 momento, as mais estudadas
em relacdo a colonizacdo por P. jirovecii.

Calderon e cols foram os primeiros a demonstrar, no ano de 1996, a
presenca de colonizagdo por P. jirovecii em pacientes com Doenca Pulmonar
Obstrutiva Cronica (DPOC). Os autores analisaram, por métodos citoldgicos, o
escarro de 50 pacientes com DPOC e encontrada uma taxa de 10% de colonizagéo
(91). Posteriormente, os mesmos autores estudaram 37 pacientes com bronquite
cronica e encontraram que 41% deles estavam colonizados, desta vez atraves da
nested PCR no escarro (92).

Ouras doencas respiratdrias cronicas também foram avaliadas. Probst e
cols investigaram 141 pacientes com vérias doencas respiratorias como DPOC,
Fibrose Cistica e cancer de pulméo e encontraram que 21% estavam colonizados
(93). La Horra e cols avaliaram pacientes com cancer de pulmao e identificaram
que todos os 10 pacientes com neoplasia de pequenas células tinham P. jirovecii
em seu tecido pulmonar, comparados com somente 2 dos 10 pacientes que tinham
neoplasia ndo-pequenas células e nenhum dos pacientes sem doenga pulmonar
subjacente; novos estudos sdo certamente necessarios para verificar esta
associacdo (94).

A DOPC ¢é a doenca respiratéria cronica mais estudada quanto ao
significado da colonizacédo por P. jirovecii. A severidade da DPOC foi associada a
colonizacdo pelo fungo numa publicagdo de Morris e cols no ano de 2004. Foi
observado que 37% dos pacientes com DPOC severo (classificagdo GOLD -
“Global Health Initiative on Obstructive Lung Disease” - estagio 1V) estavam
colonizados, enquanto somente 5,3% daqueles com DPOC menos severo (estagios
I-111). A taxa no estagio GOLD IV foi muito maior que os 9,1% observados nos
pacientes com outras doencas pulmonares em estagio terminal. Esta associacao
entre a colonizacdo por P. jirovecii e a severidade da DPOC foi independente da
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historia de tabagismo, sugerindo que a prépria coloniza¢do poderia resultar em
progressdao da DPOC (95, 96). Somente um estudo néo relatou associagdo entre
DPOC e colonizagdo pelo P. jirovecii, possivelmente por ndo incluir pacientes
com grau avancgado dessa doenca (85).

A resposta imune na colonizagdo foi avaliada em modelo animal e
observou-se que ocorre uma infiltracdo celular e a liberacdo de mediadores
inflamatdrios. Board e cols examinaram a resposta imune a colonizacdo por
Pneumocystis em macacos infectados pelo Virus da Imunodeficiéncia dos Simios.
Apos a inoculacdo do fungo, alguns dos macacos desenvolveram PcP e outros
permaneceram colonizados. O periodo inicial ap6s a inoculagdo foi marcado por
um influxo de linfécitos T CD8+ e neutrofilos, independentemente se o evento
final foi uma PcP fulminante ou uma colonizacdo. A infiltracdo por linfocitos T
CD8+ e neutrdfilos persistiu através do curso da infeccdo, mesmo naqueles
macacos que ndo desenvolveram PcP (97). Patil e cols demostraram que 0s niveis
de interferon (INF-y), fator de necrose tumoral (TNF-a) e interleucina (IL-8)
aumentaram na colonizacdo dos macacos por Pneumocystis. A intensidade e a
persisténcia da resposta inflamatéria sugeriram que a colonizacéo poderia resultar
em dano pulmonar (98).

A resposta inflamatoria sistémica também tem sido analisada nos seres
humanos. Varela e cols demonstraram que pacientes com DPOC e colonizados
por P. jirovecii tinham um maior nimero de linfocitos periféricos e de linfdcitos
CD4+. Qutro estudo observou que individuos com DPOC apresentavam maiores
niveis circulantes de TNF-a, IL-6, e IL-8. Estas evidéncias sugerem que uma
inflamacdo associada a colonizacdo poderia atuar na evolucdo da DPOC (99).

Existem poucos estudos publicados sobre a colonizacdo por P. jirovecii em
pacientes com Fibrose Cistica (FC), os quais estdo descritos a seguir.

Varela e cols analisaram, no ano de 1998, o escarro de 45 pacientes com
FC através de métodos citoldgicos — azul de toluidina, Giemsa modificado, prata
metenamina - e de imunofluorescéncia, ndo tendo observado nenhum paciente
colonizado (100). Como comentado anteriormente, a sensibilidade desses métodos
€ muito baixa para a deteccao da colonizacgdo por P. jirovecii em comparagdo com
as técnicas moleculares.

Sing e cols avaliaram a colonizagdo em 95 pacientes com FC na
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Alemanha, no ano de 2001, através de métodos citolégicos — Giema e prata de
Grocott — e da nested PCR em amostras de escarro. Os métodos citoldgicos
tiveram resultado negativo em todos os casos e a nested PCR revelou que 7,4%
dos pacientes estavam colonizados. Os autores sugeriram que uma taxa maior
poderia ser encontrada através da analise de amostras do lavado broncoalveolar
(101).

Respaldiza e Calderdn analisaram amostras de escarro e de lavado de
orofaringe de 88 pacientes com FC na Espanha em 2005. Através da nested PCR e
seqlienciamento genético, foram avaliadas a taxa de colonizacao e a distribuicdo
dos diferentes genotipos da subunidade maior do RNA ribossémico mitocondrial
(mtLSUrRNA). A colonizacdo por P. jirovecii foi observada em 21,5% dos casos.
Os gendtipos observados foram: 85C/248C (gendtipo 1) em 45,4%; 85T/248C
(gendtipo 3) em 27,2% e 85%/248C (genodtipo 2) em 18,1% dos casos. Entre os
pacientes estudados, 20,8% receberam tratamento com azitromicina e persistiram
colonizados. A diferenca na porcentagem de pacientes colonizados, em relacdo ao
estudo de Sing e cols poderia ser explicada pela distribuicdo geografica variavel
do P. jirovecii (102).

A andlise dos gendtipos da regido mtLSUrRNA revelou-se uma boa
ferramenta nas pesquisas da epidemiologia molecular do P. jirovecii. Montes-
Cano e cols, do mesmo grupo de pesquisadores do estudo anterior, do Hospital
Universitario Virgen del Rocio, Sevila, Espanha, analisaram 0s gendtipos da
regido mtLSUrRNA em espécimes respiratorios de 33 pacientes com FC no ano
de 2007. As taxas observadas foram: 42,4% do gendtipo 3 (85T/248C); 36,3% do
gendtipo 1 (85C/248C); 15,1% do genotipo 2 (85A/248C); e 6% gendtipos mistos.
Os pacientes foram acompanhados por um ano e mostraram um ciclo continuo de
erradicacdo do P. jirovecii e nova colonizagéo; observou-se, ao longo do tempo,
uma predominéncia do gendtipo 3, 0 que sugere que este pode ser um genétipo

melhor adaptado na colonizagéo dos pacientes com FC (103).
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2- JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

A colonizacdo por P. jirovecii tem sido descrita nos ultimos anos e
algumas evidéncias sugerem que possa ter importdncia clinica nas doengas
pulmonares crénicas.

Na Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica, foi observado que a colonizacéo
por P. jirovecii provoca um aumento dos niveis de citoquinas pré-inflamatorias e
esta associada a severidade da doenca. Além disto, um paciente pulmonar cronico
que se encontra colonizado pode atuar como reservatério do fungo e transmiti-lo,
através da tosse, a um individuo susceptivel de desenvolver um quadro de PcP.

Até o momento, foram publicados somente trés estudos europeus sobre a
colonizacdo por P. jirovecii em pacientes com Fibrose Cistica, uma doenca
hereditaria de consideraveis morbidade e mortalidade. Esses estudos descreveram
taxas de colonizacdo entre 7,4-21,5% dos pacientes.

O estudo aqui apresentado busca trazer dados sobre a coloniza¢do por P.
jirovecii em pacientes com Fibrose Cistica atendidos no Hospital de Clinicas de
Porto Alegre. E um estudo pioneiro na América do Sul sobre a colonizagio por
esse microorganismo em pacientes com doencas pulmonares crénicas, utilizando
as técnicas moleculares de deteccdo e genotipagem que foram inseridas no nosso
meio através da colaboracdo académica entre pesquisadores do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre / Universidade Federal do Rio Grande do Sul e do
Instituto de Biomedicina de Sevilla / Hospital Universitario Virgen del Rocio,

Sevilla, Espanha.
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3- OBJETIVOS

Objetivo geral:
Estudar a colonizacdo pelo P. jirovecii em pacientes com Fibrose Cistica no

Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Objetivos especificos:

a) Definir a taxa de colonizacdo pelo P. jirovecii nos pacientes com Fibrose
Cistica submetidos a coleta do lavado broncoalveolar no Hospital de Clinicas de
Porto Alegre entre marco de 2004 e agosto de 2007.

b) Analisar a caracterizacdo genotipica (Diidropteroato sintetase e Grande
Subunidade do RNA ribossémico mitocondrial) do P. jirovecii observado.

c) Analisar os dados clinico-demograficos dos pacientes com Fibrose Cistica

quanto a presenca da colonizacgdo pelo microorganismo.
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Abstract

This study describes the prevalence of colonization and molecular typing
of Pneumocystis jirovecii from Brazilian Cystic fibrosis patients. The high
prevalence of colonization observed (38.2%) raises the question about the role of
these patients as reservoir and source of infection, and of whether Pneumocystis

can play a role in the progression of disease.
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Cystic fibrosis (CF) is the most common life-shortening autosomal
recessive disorder in Caucasian populations. Understanding the microbial flora of
the CF respiratory tract is of considerable importance, as patient morbidity and
death are primarily caused by chronic respiratory infections. However, colonized
CF airways represent a surprisingly complex and diverse ecosystem (3).

Pneumocystis jirovecii is an atypical opportunistic fungus with lung
tropism and worldwide distribution that causes pneumonia in immunosuppressed
individuals. Pneumocystis colonization has recently been described in subjects
with various lung diseases, and accumulated evidence suggests it may be an
important clinical phenomenon (9). So far, few studies have been conducted in
Europe to evaluate the prevalence of Pneumocystis colonization in patients with
CF, which reported ranges from 7.4% to 21,5% (11,13). However, there is no
information about Pneumocystis colonization in CF outside Europe. We addressed
the issue regarding the prevalence of colonization and distribution of P. jirovecii
genotypes among CF patients from Brazil.

Between March 2004 and August 2007, 34 consecutive CF patients
attending the bronchoscopy unit for evaluation of their disease were studied. The
informed consent of patients or their guardians was obtained in all cases. The
study was approved by the hospital’s ethics committee. Complete clinical,
functional and radiologic evaluation was performed in all patients.
Epidemiological information for each patient was obtained by medical chart
review including age, sex, height, weight, bacterial colonization, use of pancreatic
enzyme supplements, diagnosis of diabetes mellitus, forced expiratory volume in
one second (FEV;) and the number of hospital admissions last year. Previous
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treatment with sulfa-drugs or azithromycin was defined as the prescription of any
of these agents, regardless of the prescription length, in the 6 months before the
bronchoscopy study. Weight-for-age Z-score was used to identify moderate to
severe malnutrition cases (4). Diagnostic bronchoscopy with bronchoalveolar
lavage (BAL) fluid examination was also performed.

Detection, genotypic characterization of the mitochondrial large subunit
ribosomal RNA (mtLSUrRNA) gene and investigation of mutations in the gene
that codes for the synthesis of the enzyme dihydropteroate synthase (DHPS) were
performed as previously described (6).

a) Detection of P. jirovecii was carried out by analyzing BAL samples
with nested-PCR at the gene encoding the mtLSUrRNA, with primers pAZ102-E
and pAZ102-H in the first-round amplification, followed by pAZ102-X and
pAZ102-Y in the second-round amplification (6). Pneumocystis DNA was
extracted after samples were digested with proteinase K at 56°C by using a
commercial kit (QIAGEN, Hilden, Germany). In order to prevent contamination,
pipette filters were used for all manipulations. DNA extraction and preparation of
the reaction mixture were performed in two different rooms under separate
laminar-flow hoods. PCR and analysis of PCR products were performed in
another room. Controls were run simultaneously with respiratory samples.
Positive controls were BAL specimens from Pneumocystis pneumonia patients;
negative controls were autoclaved water in the PCR mixture in the absence of the
DNA template controls. All assays were performed at least twice.

b) Mitochondrial genotype characterization of P. jirovecii. All samples
that were positive according to nested-PCR were sequenced; polymorphisms at
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nucleotide positions 85 and 248 were detected by direct sequencing (6). The
nested-PCR products were purified by using Sephacryl S-400 columns
(Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Sweden) and reamplified with ABI
Prism dRhodamine Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (PE
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Then for each reaction, 5 uL of PCR
product, 4 uL of terminator ready reaction mix, and 3 pmol/L of primer were
added. The extension products were purified using the ethanol precipitation
procedure to remove excess dye terminators. Each sample pellet was resuspended
in 12.5 pL of template suppression reagent and heated at 95°C for 3 min to
denature the product. Electrophoresis was carried out on the ABI prism 310
sequencer (PE Applied Biosystems) in accordance with the manufacturer’s
recommendations. The sequenced DNA fragments were analyzed by Sequence
Navigator version 1.0.1 (PE Applied Biosystems).

c) Detection of DHPS polymorphism. Samples identified as positive by
nested-PCR of the mtLSUrRNA gene were studied by PCR restriction fragment
length polymorphism (RFLP), as previously described (1,6). In brief, the single-
copy gene of DHPS was amplified by the primers DHPS-3 and DHPS-4 by using
a touchdown-PCR protocol, yielding a 370-bp fragment. The PCR product was
divided into 3 aliquots. One aliquot was used to confirm the presence of a 370-bp
fragment from the DHPS gene. The second and third aliquots were used to
identify wild-type sequences versus mutations in codons 55 and 57 by RFLP with
Accl and Haelll (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany), respectively.

Statistical analysis was performed using SPSS software, version 15.0
(SPSS, Chicago, IL, USA). The Chi-square test or Fisher’s exact test was used for
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qualitative variables; the student’s t-test was applied for quantitative variables,
and the variance test was used to confirm normal distribution. A P-value <0.05
was considered statistically significant.

P. jirovecii colonization was detected in 13 (38.2%) CF patients. Twelve
of these positive samples yielded typing results for positions 85 and 248 of the
mtLSU rRNA gene. Standard cytological staining was negative for P. jirovecii in
all cases and none of the P. jirovecii DNA-positive CF patients suffered from
overt Pneumocystis pneumonia. No differences were detected with regard to
clinical and demographic data when comparing P. jirovecii carriers with
noncarriers (Table 1). Patients with CF who were colonized by P. jirovecii
showed a higher frequency of P. aeruginosa infection than noncolonized subjects,
but the difference was not statistically significant (Table 1).

Genotype 1 (85C/248C) was observed in 41.6% of the cases, genotype 2
(85A/248C) in 16.6%, genotype 3 (85T/248C) in 25.0%, and mixed genotype 1
and 3 was detected in 16.6% of the cases (Figure 1). Wild DHPS genotype was
detected in all samples.

The results of our study reveal the high prevalence of P. jirovecii
colonization in Brazilian patients with CF and confirm, together with previous
studies, that P. jirovecii colonization in CF patients is a frequent situation
(5,11,13).

Of the six mtLSUrRNA region genotypes described previously, only
three were found among the CF patients in the present study. Genotype 85C /
248C was the most prevalent, and the genotype distribution among Brazilian CF
patients was similar to that described in the Spanish CF population (5,7,11). The
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absence of mutations associated with sulfa resistance in P. jirovecii DHPS gene
from Brazilian CF patients is consistent with the same prior observation from
Brazilian AIDS patients and is probably related to the low use of sulfa drugs in
this population (14).

In this study, P. jirovecii colonization has not been associated with the
severity of CF. However, recent studies suggested that P. jirovecii colonization
may play a role in the pathophysiology of chronic obstructive pulmonary disease
by inducing inflammatory changes (2,8,10). On the other hand, a recent study has
provided molecular evidence that the transmission of P. jirovecii from colonized
immunocompetent carrier hosts to susceptible persons may occur (12).

Our study describes a high prevalence of P. jirovecii colonization among
Brazilian CF patients. Since these patients could potentially act as major
reservoirs and sources of infection for susceptible individuals, further research is
needed to assess the true scope of the problem and to design rational preventive
strategies, if necessary. Moreover, it is necessary to elucidate the role of P.
jirovecii colonization and/or infection in the natural history of CF in order to

improve the clinical management of this disease.
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Table 1. Demographic and clinical data from 34 Brazilian cystic fibrosis patients

according to Pneumocystis jirovecii colonization

Characteristic Patients with Patients without p-value
P.jirovecii colonization | P.jirovecii colonization
(n=13) (n=21)

Age, median (range) 12 (1-35) 8 (1-22) 0.12¢
Male sex, no. (%) 5(38.7) 12 (57.1) 0.29°
Bacterial colonization, 11 (84.6) 18 (85.7) 0.64°
no.(%)

P. aeruginosa colonization, 11 (84.6) 11(52.4) 0.06°
no. (%)

Sulfa or azitromicin use, no. 1(7.7) 4(19.0) 0.35°
(%)

FEV-1%° (mean + SD) 709+16.1 67.9£16.3 0.78°
Diabetes mellitus, 2 (15.4) 5(23.8) 0.44°
no. (%)

Pancreatic enzyme use, no. 10 (76.9) 17 (81.0) 0.55°
(%)

Moderate to severe 2 (15.4) 4 (19.0) 0.58°

malnutrition, no. (%)

®Mann-Whitney U-test; Chi-square test with Yates correction; °Fisher’s exact test;

IStudent’s t-test; ®Percentage from predicted forced expiratory volume in 1 s.
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Figure 1. Rates of genotypes at the mtLSUrRNA Pneumocystis jirovecii locus from

34 Brazilian cystic fibrosis patients.
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5- CONCLUSOES

A colonizagéo pelo Pneumocystis jirovecii foi observada em 38,2 % (13/34) dos
pacientes com Fibrose Cistica que foram submetidos a coleta do lavado broncoalveolar
entre mar¢o de 2004 e agosto de 2007.

A caracterizacdo genotipica demonstrou o predominio dos subtipos 1
(85C/248C) e 3 (85T/245C) a analise da Grande Subunidade do RNA ribossémico
mitocondrial (MtLSUrRNA). Na andlise do gene da Diidropteroato sintetase, todas as
amostras apresentaram o chamado genotipo selvagem (55Treonina/57Prolina).

N&o foi observada nehuma associacdo estatisticamente significativa entre os
dados clinico-demograficos coletados, entre os quais dados relacionados com a

severidade da Fibrose Cistica, e a presenca da colonizagédo pelo P. jirovecii.

6- CONSIDERACOES FINAIS

A colonizacdo por P. jirovecii nas doencas pulmonares crénicas é um
tema que, nos ultimos anos, tem merecido a atencdo de diversos pesquisadores.
As evidéncias obtidas nos recentes estudos que envolveram pacientes com a
Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica demonstraram que a colonizagdo pode
estar associada a uma piora na evolucdo da doenca.

Poucos estudos foram publicados até 0 momento sobre a colonizacdo por
P. jirovecii em pacientes com Fibrose Cistica. O estudo aqui apresentado vem
contribuir com novos dados sobre a colonizacdo em pacientes atendidos no
Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Através da utilizacdo de técnicas
moleculares implantadas no Centro de Pesquisa Experimental, foi possivel
concluir esta pesquisa, a primeira a ser realizada no Brasil sobre a epidemiologia
molecular do P. jirovecii na Fibrose Cistica.
As seguintes contribuicbes podem ser destacadas: 0 sucesso da
metodologia utilizada; a deteccdo de uma alta taxa de pacientes colonizados; a
45



concordancia dos resultados da genotipagem da subunidade maior do RNA
ribossdmico mitocondrial (MtLSUrRNA) com estudos prévios. Estes aspectos sdo
detalhados a sequir.

A metodologia utilizada apresentou Otimos resultados em relacdo a
extracdo do DNA e aos testes de deteccdo e genotipagem das regides da
Diidropteroato sintetase e da mtLSUrRNA do P. jirovecii. A cuidadosa extracao
do DNA das laminas citologicas permitiu a amplificagdo de todas as amostras
estudadas, demonstrando que € possivel extrair um material adeqiiado a partir
dessas laminas, coradas pelo método de Giemsa e guardadas em arquivo sem
necessidades especificas para conservagao.

A taxa de colonizacdo demonstrada neste estudo foi de 38,2% dos
pacientes avaliados. Esta taxa é maior do que a de 21,5% relatada por Respaldiza
e cols no ano de 2005, possivelmente pela diferenca no espécime clinico
analisado: nossa pesquisa utilizou amostras de lavado broncoalveolar enquanto o
estudo anterior foi realizado em amostras de escarro ou lavado de orofaringe dos
pacientes.

A grande porcentagem de individuos colonizados demonstra a significativa
presenca do P. jirovecii nesta populacdo. E fundamental que estudos com maior
namero de pacientes busquem avaliar a associacdo entre a colonizacéo e 0 curso
clinico da Fibrose Cistica, como ja realizado em algumas pesquisas sobre 0
microorganismo na Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica. Na série de 34 casos
aqui analisada, ndo foi observada nenhuma associacdo estatisticamente
significativa entre as variaveis clinico-demogréficas e a colonizacao.

Os resultados da predominancia dos genotipos 1 e 3 da regido
mtLSUrRNA do P. jirovecii confirmaram os achados observados em dois estudos
prévios. A analise desta regido do DNA, que ja vinha sendo referida como de
utilidade na andlise da distribuicdo geografica do microorganismo, traz agora
evidéncias de que determinados genotipos possam estar mais adaptados para
colonizar pacientes com determinadas doencas. Novos estudos certamente sdo
necessarios neste topico especifico.

A realizacdo deste estudo esteve integrada a colaboracdo académica
existente entre o grupo de estudos sobre Pneumocystis do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre e o grupo coordenado pelo Prof. Enrique Calderén no Hospital
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Universitario Virgen del Rocio, Universidade de Sevilla, Espanha. Esta
colaboragdo permitiu o aprendizado das técnicas moleculares descritas, que sdo
parte da tecnologia agora introduzida no nosso meio e que serdo aplicadas em

novos projetos sobre a epidemiologia molecular do P. jirovecii.
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