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PALAVRAS-CHAVE Resumo Como é sabido, nos doentes com infecdo por virus da imunodeficiéncia humana (VIH)
Virus da existe um alto risco de ocorréncia de infecdes oportunistas (10), tais como as infe¢des por Pneu-
imunodeficiéncia mocystis jirovecii, um agente patogénico com distribuicdo mundial, que provoca pneumonia

humana; intersticial (PPc). Apresentamos um caso de um doente recém-diagnosticado com infecdo por
Pneumonia por VIH-1 e multiplas 10 pulmonares, incluindo uma forma persistente de PPc, aspergilose invasiva
Pneumocystis (Al), e infecoes por citomegalovirus e por Mycobacterium xenopi. Descrevemos a combinacao de
Jjirovecii; fatores cruciais para a recuperacao do doente, que incluiram a obtencao de dados laboratoriais,
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intervencao cirurgica e maltipla terapéutica antimicrobiana.
© 2012 Sociedade Portuguesa de Pneumologia. Publicado por Elsevier Espana, S.L. Todos os
direitos reservados.

Unusual coexistence of opportunistic lung infections in a human immunodeficiency
virus positive patient suffering from persistent Pneumocystis jirovecii pneumonia:
A case report

Abstract It is well established that HIV patients are at high risk of opportunistic infections (Ol),
like the ones caused by Pneumocystis jirovecii, a worldwide pathogen implicated in intersti-
tial pneumonia (PcP). We present a case of a newly diagnosed HIV-1 patient with multiple
Ol, including a persistent form of PcP, an invasive aspergillosis (IA), cytomegalovirus and
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Mycobacterium xenopi lung infection. We describe the combination of laboratorial screening,
surgery and antimicrobial therapy that were crucial for patient recovery.
© 2012 Sociedade Portuguesa de Pneumologia. Published by Elsevier Espana, S.L. All rights

reserved.

Caso clinico

Um homem com 59 anos de idade, previamente sauda-
vel, apresentava uma historia de 4 meses de evolucao
de fraqueza progressiva, disfagia, perda de apetite, ema-
grecimento e tosse ocasional com emissao de secrecoes
purulentas. Em novembro de 2007, foi internado com qua-
dro de dispneia aguda. Apresentava febre (38,0°c), sinais
de candidiase orofaringea e crepitacdes inspiratorias na
auscultacdo de ambos os hemitorax. Nos exames com-
plementares, encontrou-se uma insuficiéncia respiratoria
parcial (pO2 66 mmHg, pCO2 34mmHg), e a radiografia do
torax revelou uma acentuada nodularidade bilateral inters-
ticial difusa. A pesquisa de anticorpos anti-VIH-1 (ELISA) foi
positiva. Um diagnostico clinico de candidiase oral e esofa-
gica, e de pneumonia intersticial (PPc), foram assumidas.
Foi iniciada antibioterapia com cotrimoxazol (1960 mg qid),
prednisolona (40 mg bid) e fluconazol (200 mg qd).

A endoscopia digestiva alta confirmou o diagnostico de
candidiase esofagica. Passadas 2 semanas, suspendeu-se o
tratamento com fluconazol, e apds 21d de tratamento com
cotrimoxazol, este foi ajustado para 960mg qd, e a pred-
nisolona reduzida para 10mg qd. A avaliacao laboratorial
do sangue periférico revelou uma contagem de linfocitos T
CD4* de 21 células/pl (5%) e uma carga viral de VIH-1 de
307285 copias/ml. Foi observada melhoria clinica parcial
com o tratamento instituido, persistindo a febre. A quarta
semana de internamento, foi realizada uma tomografia com-
putadorizada (TC) do térax, que revelou uma condensagao
bilateral alveolar com derrame pleural, e uma cavidade com
sinal do halo, no pulmao esquerdo (fig. 1). O doente foi
submetido a broncofibroscopia com colheita de lavado bron-
coalveolar (LBA 1). Foi observada uma alta carga de quistos
de Pneumocystis jirovecii (4-30 por campo, com ampliacao
x1000), através da técnica de imunofluorescéncia indireta
com anticorpos monoclonais (IF) (kit MonoFluo P. jirovecii,
Bio-Rad, Franca). A presenca de P. jirovecii foi confirmada
por amplificacao do gene que codifica para a subunidade
grande do rRNA mitocondrial (mtLSU rRNA), utilizando PCR
nested. No mesmo LBA, foi observado o crescimento de
Aspergillus fumigatus em cultura. Apos conhecimento des-
tes resultados, a terapéutica antimicrobiana foi alterada
para clindamicina (600 mg qid), primaquina (30mg qd) e
voriconazol (200 mg apos uma dose de carga). Devido a per-
sisténcia da febre, foi pesquisada a presenca de antigenémia
ppé do citomegalovirus (CMV), que foi positiva (248 célu-
las infetadas/50 000 leucdcitos). Contudo, na fundoscopia,
exame do liquido cefalorraquidiano, endoscopia digestiva
alta e colonoscopia nao se encontraram alteracoes atribui-
veis ao CMV. No entanto, no LBA foi encontrado DNA de
CMV por PCR, pelo que se iniciou ganciclovir (325mg b.i.d.).
Foram cumpridos 26 d de clindamicina e primaquina, e 21d
de ganciclovir. Posteriormente, foram iniciadas as profilaxias

com atovaquona (1500mg qd), pirimetamina (50 mg qd), e
valganciclovir (900 mg qd).

Oito semanas apds a admissao, concluiram-se 57d de
tratamento anti-Pneumocystis e 30d de tratamento anti-
Aspergillus. Foi colhido um novo LBA (LBA 2), revelando
a persisténcia de uma alta carga parasitaria de P. jiro-
vecii (4-30 quistos por campo em ampliacao x1000) e de
A. fumigatus. Detetou-se ainda a persisténcia de DNA
de CMV nessa amostra. Dado que o doente se mantinha
apirético, e que a antigenemia de CMV no sangue perifé-
rico se encontrava negativa, nao foi reinstituido tratamento
anti-CMV em dose terapéutica. No entanto, o doente manti-
nha tosse e dificuldade respiratoria significativa. Realizou-se
nova TAC do térax, que evidenciou condensacdo alveolar
e a cavidade de aspergiloma com dimensdes sobreponiveis
as inicialmente observadas. Foi iniciado um terceiro curso
de terapéutica para PPc (com clindamicina e primaquina),
e adicionou-se caspofungina (50 mg uma vez ao dia, apds
dose de carga) ao tratamento antifingico com voriconazol.
Nessa altura, o laboratério forneceu a informacao do cres-
cimento em cultura de Mycobacterium xenopi no primeiro
lavado broncoalveolar (LBA 1). Foi instituida terapia com
etambutol (1200 mg qd), azitromicina (500 mg, qd) e levo-
floxacina (500 mg, qd). Dada a profunda imunossupressao do
doente, foi também iniciada terapia antirretroviral (ARV).
Apos a exclusdo de HLA-B57 01, e para evitar interacoes, foi
escolhido um esquema com abacavir (ABC, 600 mg/d), lami-
vudina (3TC, 300 mg/d) e indinavir (IDV, 800 mg 3 vezes/d).
Os 2 LBA colhidos durante o episodio foram caracterizados
geneticamente em 5 loci de P. jirovecii, os quais codificam
para mtLSU rRNA, citocromo b (CYB), superoxido dismutase
(SOD), di-hidrofolato redutase (DHFR), e di-hidropteroato
sintetase (DHPS), utilizando PCR seguida de sequenciacao de
DNA. Ambas as amostras revelaram combinagdes idénticas
de genotipos (tabela 1).

Uma semana depois, o doente desenvolveu um hidrop-
neumotorax a esquerda. Foi submetido a descorticacdo
pleural com toracotomia, e remocao do aspergiloma (fig. 1).
No tecido removido, continuaram a ser identificados P. jiro-
vecii e A. fumigatus. Duas mutacdes, nos coddes 75 e
78 do gene DHPS de P. jirovecii, foram detetadas pela
primeira vez (GenBank: nUmeros de acesso GU479992,
GU479993), verificando-se a presenca de uma treonina
em vez de uma isoleucina na posicdo 75da proteina, e
de uma prolina em vez de uma leucina na posicao 78.
Os resultados da genotipagem de P. jirovecii no tecido
pleural e nas seccoes de aspergiloma estao resumidos na
tabela 1.

Desde a realizacdo da cirurgia, o doente apresentou
uma melhoria gradual e sustentada. Teve alta 16 semanas
apos a admissao. No total, completou 77d de terapia para
a PPc (21d de cotrimoxazol e 56 d de curso de clindamicina
e primaquina); 22d de ganciclovir; 9 meses de voriconazol
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Figura 1  Achados radiologicos obtidos durante o internamento do doente. Tomografia computadorizada (TC) do térax, demons-
trando: (A) (quarta semana de internamento) condensacao bilateral alveolar com derrame pleural, e aspergiloma no hemitorax
esquerdo; (B) (nona semana apo6s internamento) hidropneumotorax; (C e D) (6 meses apos internamento) melhoria do derrame
pleural e do hidropneumotédrax. O aspergiloma foi removido durante a cirurgia.

Tabela 1  Genotipos de Pneumocystis jirovecii detetados nas diferentes amostras estudadas

Amostra Locus

mtLSU rRNA CYB SOD DHFR DHPS
BAL 1 Genotipo 2 CYB1/22 SOD 1 DHFR Wt DHPS Wt
BAL 2 Genotipo 2 CYB1/22 SOD 1 DHFR Wt DHPS Wt
Aspergiloma Genotipo 3 CYB 1/22 SOD 1 DHFR Wt DHPS 75
Tecido pleural Genotipos 1/32 CYB1/22 SOD 1 DHFR Wt DHPS 75/782

Nomenclatura dos genétipos com base em Esteves et al. 2010'3.
Wt: gendtipo selvagem.
@ Amostras com mais do que uma sequéncia nucleotidica de P. jirovecii (mistura de gendétipos).

(com 71d de caspofungina), e 15 meses de tratamento  E considerada um fenémeno fisiopatolégico complexo que

antibacilar. A ARV foi posteriormente simplificada,  pode envolver outras coinfecdes bacterianas, fingicas ou

substituindo-se indinavir por efavirenze. Vinte meses virais. No entanto, poucas publicaces descreveram pre-

apos a alta, o doente recuperou o seu estilo de vida, apre-  viamente coinfecdes envolvendo P. jirovecii, Aspergillus,

sentando carga viral de VIH-1 indetetavel e 350 linfocitos micobactérias e CMV. No global, as coinfecées na PcP
TCD4" pL (11%). relacionam-se com um pior desfecho clinico?™>.

A aspergilose invasiva (Al) € uma IO rara em doentes

Discussao com infecdo por VIH, sendo mais frequente em individuos

com neoplasia e neutropenia. A apresentacao subaguda da

A PPc mantém-se como uma infecdo oportunista (10) defi-  Al, aqui descrita, corresponde a uma forma denominada de

nidora de SIDA frequente na Europa e nos Estados Unidos'.  aspergilose necrotizante crénica. Aparece tipicamente em
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doentes moderadamente imunodeprimidos (como diabéticos
e/ou doentes sob corticoterapia cronica em dose baixa), e
doenca estrutural do pulmao®.

Dois dos fatores mais importantes na patogénese do
Aspergillus sao baseados na disfuncao do epitélio pulmonar
do hospedeiro (uma barreira fisica, bioquimica e imuni-
taria ao Aspergillus) e na presenca de residuos de acido
sialico na superficie dos conidios, que se ligam com alta
afinidade ao fibrinogénio e ao epitélio respiratorio. Na
PPc, a lesdo do epitélio alveolar, acumulacdo de material
tipo surfactante, expressao de fibrinogénio e deposicao de
fibrina sdo caracteristicos’-®. A combinacao de infecao por
VIH, corticoterapia e lesao epitelial pulmonar produzida
por P. jirovecii poderao ter contribuido para o desenvol-
vimento da Al. De facto, a associacao destas 2 entidades
em doentes com infecao por VIH foi previamente sugerida
noutros relatos de casos clinicos, e num pequeno estudo
retrospetivo?.

Os fatores de risco reconhecidos para faléncia do trata-
mento ou profilaxia de PPc sao a existéncia de um episodio
prévio de PPc, contagem de linfocitos TCD4* inferior a
50 células/pl e a utilizacdo de um regime antibidtico sem
cotrimoxazol®. Varios polimorfismos em diferentes loci de
P. jirovecii estao potencialmente relacionados com falén-
cia antimicrobiana, especificamente mutacées reconhecidas
nos cododes 55 e 57 da DHPS, relacionadas com a resisténcia
a farmacos da familia das sulfas. Neste caso, essas mutacdes
ndao foram observadas; no entanto, novas mutacdes pon-
tuais nos coddes 75 e 78 foram encontradas e descritas.
A persisténcia de P. jirovecii apds terapia com cotrimoxa-
zol sugere, mas nao prova, que a mudanca observada nesses
2 residuos podera ter, de alguma forma, afetado a atividade
enzimatica da DHPS'®!", Mais estudos sdo necessarios para
investigar essa relacao.

Foi também detetada uma substituicao de fenilalanina
por leucina no codao 280 do CYB. As mutacdes no CYB
estdo associadas a exposicao a atovaquona, e tem sido
sugerido que mutacoes pontuais encontradas na regiao
Qo (um dos 2 locais de ligacao da coenzima Q do citocromo
b) poderao estar relacionadas com insucesso da profilaxia
com atovaquona. Uma vez que o aminoacido 280 nao esta
envolvido na ligacao da coenzima Q ou da atovaquona, esta
mutacao deve-se provavelmente a variacdo genotipica, e
nao a uma mutacao relacionada com faléncia da profilaxia
com atovaquona'?3,

Genotipos especificos de P. jirovecii poderao estar associ-
ados a resultados distintos de episodios de PPc. Em estudos
anteriores, altas cargas parasitarias foram detetadas com
maior frequéncia em amostras com a combinacao mtLSU
rRNA genotipos 2/3, SOD 1 e DHFR genotipo selvagem;
a combinacdao mtLSU rRNA gendtipos 2/3 e SOD 1 foi
mais frequente em amostras de doentes com pior desfecho
clinico™"., Os gendtipos encontrados neste caso poderao
sugerir infecdo por P. jirovecii com variantes mais patogé-
nicas (rRNA mtLSU gendtipos 2/3, SOD 1 e DHFR genoétipo
selvagem).

Apods 9 semanas de terapia anti-PPc, foi detetada uma
alta carga de quistos de P. jirovecii no interior do asper-
giloma. Fatores como o pH local, a temperatura e a
presenca de fibrose circunjacente a cavidade de aspergi-
loma poderao ter afetado a penetracao de antibioticos,
0 que podera ter conduzido a uma eventual selecao de

mutacdes de resisténcia. Componentes produzidas por A.
fumigatus, como a gliotoxina, um potente imunossupressor
de acao local, e elastases, que provocam a lise dos teci-
dos circundantes®, poderao também ter contribuido para a
adesao e persisténcia de P. jirovecii nos tecidos.

Embora tenha sido observada uma resposta clinica ao
voriconazol, foi com a cirurgia que se observou uma
melhoria clinica mais marcada, talvez pela diminuicdao
da carga infecciosa e pela erradicacdo de um possivel
«santuario» bioldgico que contribuiu, muito provavelmente,
para o desenvolvimento e multiplicacao de P jirovecii
e Aspergillus, bem como para a cooperacao entre esses
2 microrganismos.

0 significado clinico e a patogenicidade de M. xenopi
e de CMV no pulmao sao ainda controversos. A American
Thoracic Society (ATS) declara que M. xenopi pode atuar
como patdgenio, principalmente em pessoas com doenca
pulmonar prévia. Apresenta-se mais frequentemente atra-
vés de uma cavidade pulmonar, mas, em doentes com
infecao por VIH, podera ocorrer doenca disseminada. Este
agente é por vezes implicado apenas como um coloniza-
dor do organismo humano e como contaminante de agua
utilizada em dispositivos médicos e equipamentos de labora-
torio, sendo responsavel por pseudossurtos. Os critérios da
ATS para doenca associada a micobactérias atipicas impli-
cam a exclusdo de outras causas possiveis, a presenca de
sintomas pulmonares e uma confirmacdo microbiologica fia-
vel, como o crescimento em cultura de LBA'. No presente
caso, foi assumido que o doente apresentava fatores de risco
significativos e cumpria os critérios de infecdo. De forma
idéntica, foi anteriormente reportado um caso de infecao
pulmonar por M. xenopi e Aspergillus, num doente com
infecao por VIH e infecdo prévia por P. jirovecii®.

O significado clinico da detecdo de CMV em amos-
tras respiratdrias permanece controverso em doentes com
infecdo por VIH, ao contrario do que ocorre em doentes
transplantados, em que o seu papel se encontra bastante
mais estabelecido'”. Dados importantes sobre esta ques-
tdo provém de estudos em autopsias. Um desses estudos
demonstrou que, em 75 individuos que faleceram com
infecao por VIH, metade deles com insuficiéncia respirato-
ria, 44 (59%) tinham evidéncia histolégica de infecao por
CMV. Em mais de metade dos doentes, os investigadores
admitiram que o CMV teria pouca ou nenhuma implicacao
na disfuncao pulmonar daqueles doentes. No entanto, em
21 desses 44 doentes, os investigadores admitiram que o CMV
poderia ter algum papel patogénico'®. O CMV é frequente-
mente identificado em pulmdes de doentes com pneumonia
grave e, no contexto de infecao por VIH, na PPc. Noutro
estudo, realizado em 111 doentes com SIDA e um primeiro
episddio de PPc, 53 (48%) demonstraram a presenca de
CMV no LBA. Nao se verificou diferenca, entre doentes
com resultado positivo e negativo para CMV, em termos da
apresentacao inicial, sobrevivéncia a longo prazo, mortali-
dade intra-hospitalar, ou tempo de hospitalizacao'’.

Nao obstante os papéis destes 2 microrganismos e a
sua melhor abordagem, neste contexto, serem assuntos
ainda discutiveis, optou-se por iniciar terapéutica antimi-
cobacteriana e antiviral, dada a presenca, na altura, de
sintomatologia e de uma evolucéao clinica desfavoravel.

Em conclusao, apresentamos um caso de um doente
recém-diagnosticado com infecao por VIH-1 e diagnodsticos
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de PPc persistente, Al e infecdes pulmonares provaveis cau-
sadas por M. xenopi e CMV. Detetamos perfis associados
a um gendtipo mais virulento de P. jirovecii, e 2 novas
mutacdes pontuais no gene DHPS de P. jirovecii foram descri-
tas pela primeira vez. A variacao genética de P. jirovecii no
mesmo hospedeiro e em diferentes partes do tecido pulmo-
nar confirmou que esta infecao podera ser policlonal. Apesar
da atual disponibilidade de multiplos farmacos antibacte-
rianos, antiflngicos e antivirais, gostariamos de assinalar
esta combinacdo de fatores, que demonstrou ser um desafio
a abordagem das 10 associadas ao VIH.
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