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RESUMEN

La neumocistosis es una infeccién oportunista frecuente entre los pacientes con sida. Ultimamente ha crecido
la incertidumbre acerca de la resistencia a TMS ya que se han caracterizado mutaciones en el gen de la DHPS
gue estarian relacionadas a este fendmeno. Sin embargo, se desconoce la relacién real con la evolucidn clinica.
Con el objetivo de conocer la prevalencia de dichas mutaciones e inferir su implicancia se estudiaron por PCRy
RFLP en 30 muestras de LBA de pacientes con sida y se relaciond su presencia con la cantidad de dias de
internacion, el requerimiento de ARM y &bito. Se encontrd un altisimo porcentaje de aislamientos con
mutaciones. Esto hace que resulte poco probable su relacién con la morbimortalidad. Sin embargo, en los
pacientes sin mutaciones resulté ser notoria la diferencia en los dias de internacién aunque la escasa cantidad
de pacientes con cepas sin mutaciones hace que sea dificil obtener conclusiones definitivas.
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INTRODUCCION

La neumocistosis es una enfermedad infecciosa
oportunista grave, con manifestaciones casi
exclusivamente pulmonares, distribuida mundialmente,
gue ha tenido una fuerte asociacion con el SIDA desde
el inicio de la pandemia.

Es ocasionada en los humanos por
Pneumocystisjirovecii (PJ), un hongo no cultivable que
presenta un alto estenoxenismo, caracteristicas que
dificultan mucho su deteccién para el diagnéstico de
certeza que solo se alcanza mediante la visualizacion del
microorganismo a partir de muestras de lavado
broncoalveolar, con los riesgos y complicaciones que
implica dicho procedimiento y con la necesidad ademas,
de un observador entrenado (1).

La neumocistosis afecta a distintos grupos de
inmunocomprometidos con prevalencia que varia del
10 al 50%, con diferencias en las manifestaciones
clinicas, el desarrollo de la enfermedad segun la
afeccidon subyacente y con diferencias también en la
mortalidad.

En los ultimos afos con los avances en medicina, se
incrementd la supervivencia de los pacientes con
patologias inmunosupresoras y debido al uso de
medicamentos inmunomoduladores han aparecido
nuevos grupos susceptibles de padecer neumocistosis.
Sin embargo, en los paises en desarrollo aun es el sida
la principal causa favorecedora asociada con
neumocistosis por la gran cantidad de enfermos que no
tienen acceso a la terapia antirretroviral de gran
actividad (TARGA) y a la profilaxis de patologias
oportunistas, y también por las condiciones
socioecondmicas desfavorables que generan falta de
adherencia a dichos tratamientos (2,3).

En los ultimos afios, lamentablemente, la cantidad de
enfermos con PJP no ha disminuido a pesar de la
disponibilidad de TARGA y profilaxis.

Esto ha instalado mundialmente la incertidumbre vy el
temor por la presencia de cepas de P. jirovecii
resistentes a trimetoprima-sulfametoxazol (TMS), la
droga de eleccién para profilaxis y tratamiento de esta
micosis (4, 5).

La TMS actua inhibiendo la sintesis del acido
tetrahidrofélico, necesario para la elaboracidon de
purinas. La trimetoprimainterfiere en la accién de la
dihidrofolatoreductasa (DHFR) y las sulfas en la de
ladihidropteroatosintasa (DHPS) como se observa en el
cuadro 1.

Diversos investigadores han descrito mutaciones en
ambas enzimas que se cree estarian relacionadas a la
resistencia a TMS. Sin embargo, las mutaciones en DHFR
son muchisimas, muy variables y su implicancia estd aun
muy controvertida.

En el caso de la DHPS se han caracterizado dos
mutaciones puntuales en los codones 55 y 57 donde se
genera un cambio de treonina por alanina y de prolina
por serina respectivamente.

Estos cambios en la proteina alteran el sitio blanco de
accion de las sulfas y por ello estarian relacionados con
la resistencia a dicha droga, como se ha visto en otros
microorganismos. A pesar de los numerosos estudios
moleculares, se desconoce la implicancia real que
tendrian estas mutaciones en la evoluciéon de los
pacientes y el posible fracaso terapéutico (6,7).

OBJETIVO

Conocer la prevalencia de las mutaciones asociadas a
resistencia a sulfas en PJ y relacionar su presencia con
pardmetros de evolucidon clinica en pacientes
internados en terapia intensiva para inferir el impacto in
vivo de dichas mutaciones.

MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron 30 muestras de lavado broncoalveolar
(LBA) de 30 pacientes internados en terapia intensiva
del Hospital de Infecciosas F. J. Mufiiz con sida y
neumocistosis pulmonar confirmada por
manifestaciones clinicas concordantes y la observacion
microscopica de elementos compatibles con PJ en dicha
muestra. De ellos, 20 eran hombre y 10 mujeres.
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Se realizé la extraccién de ADN de los LBA por medio de
columnas de extracciéon y posteriormente se llevd a
cabo la amplificacion por reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR) del gen de la DHPS utilizando dos
rondas de amplificacién con cebadores especificos
disefiados in-house.

Una vez obtenido el amplicdn se realizé el estudio de los
polimorfismos en los fragmentos de restriccion (RFLP)
con las enzimas Accl y Haelll con sitio de corte en los
codones 55 y 57 respectivamente del gen de la DHPS (8,
9). Esto permitié evidenciar la presencia de mutaciones
puntuales en dichos codones.

El genotipo observado se relacioné luego con los
siguientes parametros clinicos: cantidad de dias de

Presencia de mutaciones N (%)

Codén 55 mutante, codén 57 salvaje 22 (73,3)
Codén 55 mutante, codén 57 5(16,6)
mutante

Codon 57 mutante, codon 55 salvaje 1(3,3)
Sin mutaciones 2(2,7)
Con al menos una mutacién 28 (93,3)

internacion en terapia intensiva, requerimiento de
asistencia respiratoria mecanica (ARM) y ébito.

RESULTADOS

El 90%(27) de los pacientes estudiados presentaron
mutaciones en el coddn 55; 20% (6) en el 57; 93,3% (28)
al menos una mutacion; 16,7% (5) ambas y 6,7% (2)
ninguna. El analisis de los parametros clinicos segun
cada uno de los perfiles mencionados se observa en la
Tabla 1.

Mediana de dias de Requerimiento de Obito (%)
internacion en UTI ARM (%)
(rango)
20 (5-65) 8 (36,4) 6(27,3)
20 (10-32) 1(20) 0
13 0 0
9 (7-14) 0 0
21 (5-65) 9(32,1) 6(21,4)

Tabla 1. Pardmetros clinicos asociados con la presencia de mutaciones

ARM: asistencia mecanica respiratoria
UTI: Unidad de terapia intensiva

DISCUSION

El alto porcentaje de pacientes con cepas de P. jirovecii
con al menos una mutacion (93,3%) excede
ampliamente lo comunicado por otros autores en otros
paises del mundo (10, 11).

Esto podria deberse a la poblacidon particular de nuestro
centro, caracterizada por pacientes con baja adherencia
a tratamientos y multiples recaidas en patologias
oportunistas. Por otro lado podria considerarse que
exista en este medio hospitalario un nicho ecolégico de
alta concentracién de cepas con mutaciones.

Los valores observados inevitablemente nos llevan a
poner en duda el impacto que tiene in vivo la presencia

de mutaciones en el sitio blanco de accién de las sulfas
dado que, clinicamente, la falla de tratamiento suele ser
marcadamente menor a lo que la presencia de
mutaciones sugeriria. El hecho de que la portacion de
cepas con mutaciones en el coddn 55 sea tan comun
entre la poblacién estudiada hace que resulte dificil
adjudicarle un rol relevante en la mortalidad vy
morbilidad.

La mortalidad observada es la habitual esperada para la
neumocistosis para la poblacién de pacientes en terapia
intensiva, teniendo en cuenta ademds que en general
son pacientes con otros oportunismos concomitantes.

J. res. appl. med., Volumen 1, Nimero 2, Articulo 1.



Rosso, et al.: Mutaciones Asociadas con Resistencia a TMS en Pneumocystis Jirovecii y su Impacto en Pacientes en Terapia Intensiva.

Con respecto a la mutacion del codén 57, los 6 pacientes
que la presentaron evolucionaron de forma similar al
resto pero es necesario contar con mas datos para sacar
conclusiones fidedignas. Sin embargo, en los pacientes
sin mutaciones es notoria la diferencia en los dias de
internacion (12), el requerimiento de ARM vy el dbito,
aunque la escasa cantidad de pacientes de este grupo
hace que sea dificil obtener resultados de validez
estadistica.

Finalmente, dado el altisimo porcentaje de aislamientos
con mutaciones es dificil saber si las mismas son
irrelevantes en la evolucion de los pacientes o si existe
en nuestro centro un nicho de alta prevalencia de cepas
mutantes y no hay pacientes suficientes con
neumocistosis a expensas de cepas sin mutaciones
como para evaluar si estos tienen una presentacién
menos grave y una recuperacion mas rapida. En
el futuro seria interesante realizar una comparacion con
pacientes de otros centros o incluso de otros paises
donde las tasas de portacion de mutaciones son
marcadamente menores. Es imperioso continuar este
estudio con un mayor niumero de muestras y con un
andlisis mas exhaustivo de la evolucion clinica de los
pacientes asi como su historial de exposicion a TMS y
sus antecedentes de internacidn.

Esto nos dard herramientas para dilucidar el origen de
la presencia de mutaciones y poner en debate los
factores de riesgo para este fendbmeno asi como la
posibilidad de tomar nuevas conductas en el abordaje
de los pacientes con neumocistosis dado que, por
ejemplo, en la actualidad no existen en nuestro pais
recomendaciones claras acerca del aislamiento de estos
enfermos (13).
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