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CAPITULO 1.
INTRODUCCION

El niimero de pacientes con inmunidad celular alterada ha aumentado en forma notable en
fos Gltimos afios, principalmente como el resultado de la epidemia del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Por lo tanto el nimero de complicaciones infecciosas
secundarias en estos pacientes también ha tado significativ t

Desde 1979, cuando se reconocié por primera vez el SIDA, el nimero de personas infectadas
ha aumentado exponencialmente; mas de 500,000 casos se reportaron a nivel mundial durante los
9 afios subsecuentes (1).

La enfermedad hoy en dia representa la pandemia mas grave de los ultimos 70 afios y puede
ser comparable a las eras de la poliomielitis, tuberculosis, sifilis y viruela (2) Se estima que por lo
menos 8 millones de personas se encuentran infectadas mundialmente con el virus'y que pnra el afio
2000, la enfermedad se desarrollard en 8 millones mas (2). .

De cierta manera, Ias infecciones en el hospedero inmunocomprometido se inician con la
entrada de organismos microbianos a las superficies de la piel o mucosas.El tipo y grado de
infeccion estan influenciados por el nimero, virulencia y tropismo del agente infeccioso, asi como
también por la capacidad de la respuesta inmune del hospedero, tanto en el momento de la entrada
como cuando se disemina.

Aunque las superficies de piel y mucosas del tracto alimenticio ofrecen grandes superficies
de adherencia y colonizacion para los organismos oportunistas, los pulmones exhiben Ja superficie
més grande del cuerpo expuesta a agentes ambientales (1). La superficie total pulmonar; estd
estimada en 200 metros cuadrados. Considerando la cantidad de hongos, virus y bacterias en el aire,
entonces se puede comprender por que los pacientes con resistencia deteriorada, estin expuestos a‘ :
infecciones pulmonares graves.

EI SIDA por si mismo es fatal, y hasta el presente no existe tratamiento alguno. Aunqueel. .
lapso entre la infeccion inicial por el virus y las manifestaciones clinicas puede ser de 10-12 afios,
o tal vez mas largo, la edad promedio de sobrevivencia en la infancia es de 6 meses y para nifios
mayores es de 20 meses. La inmunodeficiencia es progresiva y la enfermedad pulmonar es la causa'
principal de muerte (1,3). '



Actualmente, la neumonia por Pnenmocystis carinii que anteriormente se consideraba poco
frecuente en humanos, es la infeccion oportunista mds comtn en los pacientes con SIDA,
presentindose del 50 al 85% de los casos, proporcionando asi una relacion de morbilidad y
mortalidad grande en estos individuos (4).

Para el diagnéstico es indispensable la identificacion morfologica de P. carinii en material
pulmonar y ha sido clave para garantizar una terapia adecuada y oportuna en pacientes criticamente
enfermos (5).



CAPITULO 2.

GENERALIDADES

2.1. ANTECEDENTES

Pueumogystis cavinii fue descrito por primera vez por Chagas en 1909 y despues por Carinii
en 1910, en animales infectados experimentalmente con Lrypanesoma gruzi atribuyéndolo asi a
formas correspondientes al ciclo biologico de este flagelado (6). No fue sino hasta 1912, cuando
Delanoe y Delanoe (7) lo estudiaron en cortes histoldgicos de pulmones procedentes de diferentes
roedores y reportaron que, las formas observadas anteriormente por Chagas representaban una
especie nueva y diferente y sugirieron nombrar a este organismo Pneumocystis carinii.

Segun Dutz (7), las primeras epidemias se iniciaron en Europa central en 1940. La primera
correlacion entre B, carinii y neumonia intersticial, fue establecida en 1952 por Vaneck y Jiroveck
(8) y un afio despues por estos mismos autores y Luke, lo identificaron en 16 casos de nifios que
habian fallecido con este padecimiento.

P. sarinii fue reconocido por primera vez como patoégeno humano causante de la neumonia
celular plasmatica, en nifios desnutridos y en nifios de orfanatorios europeos al final de la I Guerra
Mundial (6). Se observaron casos esporadicos de neumonia por Pyenmocystis, en nifios que
presentaban deficiencias inmunoldgicas y se reportaron grupos de casos de neumonia- por
Pneupocystis en aquellos individuos que recibian terapéutica inmunosupresora por enfermedades
malignas y en receptores de organos transplantados (9,10).

Durante los afios subsecuentes, la enfermedad fue reportada en la mayoria de los paises
europeos asi como también en Sur América, Africa, Nueva Guinea, Israel, Irdn, Japon, Rusia,
Congolia y a partir de 1956 en el continente americano (7).

Con el descubrimiento de trimetoprim-sulfametoxasol como profilactico a mediados de
1970, el problema de neumonia por P, carinii disminuyé considerablemente (6), sin embargo el
interés por este patdgeno se ha despertado nuevamente, debido a su elevada presencia en pacientes
con SIDA (10). Aunque P. carinii es hoy en dia un problema médico mayor, poco se sabe sobre el
organismo y de su interaccion normal y patologica con hospederos mamiferos (6).



2.2, TAXONOMIA

La taxonomia de P. carinii es controversial. La posicion taxonomica de P, carinii dentro
de los eucariotes no esta bien esclarecida, y durante afios las investigaciones han apoyado la idea de
que P, carinii corresponde tanto a los protozoos como a los hongos (11).

P. carinii ha sido refractario al cultivo y esto ha limitado la adaptacion de técnicas
bioquimicas y genéticas (12). Antes de 1988, los esfuerzos para clasificar a P. cariniji dentro de los
protozoos se basaban principalmente en la morfologia, ultraestructura, requerimientos de
crecimiento y en la sensibilidad o resistencia a los agentes quimioterapéuticos (12). Las infecciones
por Pneumocystis carinii responden a las drogas antiprotozoarias incluyendo al trimetoprim
sulfametoxasol y la pentamidina y no a las drogas antimicéticas (11).

Se ha demostrado que P. carinii comparte ciertas caracteristicas con los hongos como son
propiedades de tincion, un componente de la pared quistica (B-1,3-glucano), el cual es el principal
componente quimico de la pared de los hongos y la quitina que es exclusivamente de los hongos.
Esta se ha demostrado tanto en el quiste como en el trofozoito, Otra caracteristica que B, carinii
comparte con los hongos es el proceso meidtico de los ascomicetos (6).

Tres grupos de investigadores descubrieron que la secuencia de RNA ribosomal de p.
caripii, era mas parecida a la de los hongos que a la de los protozoos. Durante los tres Oltimos afios
se han acumulado datos que apoyan la idea de que Poeumocystis es un hongo. Sin embargo,
establecen claramente que este hongo no es el tipico hongo cominmente aislado y estudiado en el

laboratorio clinico (13).

2.3. GENETICA MOLECULAR

La consecuencia de una clonacion molecular de 3 genes de P. earinii para timidilato
sintetasa, dihidrofolato reductasa y una ATPasa de translocacion cationica de tipo-P, origind la
informacion que ha apoyado la idea de que P, carinii es un hongo (12).



Se encontré que ambos genes de P, cayinii para timidilato sintetasa y dihidrofolato
reductasa, codificaban cadenas polipeptidicas que eran mas parecidas a las proteinas
correspondientes a Saccharomyces cerevisiae que a las proteinas no micoticas. También se observd
que la dihidrofolato reductasa de Emnnmy_._ua inii, contiene 206 residuos en su secuencia de
aminoacidos y al igual que la enzima de Saccharomyces cerevisiae, es un poco mayor que las
enzimas de mamiferos y bacterias. Ambos genes de P, carinii poseen pequefios intrones que
caracteristicamente se encuentran presentes en otros genes micdticos.

En Pacumocystis carinii, los genes para la timidilato sintetasa y la dihidrofolato reductasa,
no se encuentran ligados sino que residen en diferentes cromosomas. Esto se contrapone con la
condicion observada en los protozoos parésitos como en el caso de Leishmania y Plasmodium, los
cuales agrupan estas dos actividades enzimaticas en un solo péptido codificado por un sélo gen. La
conservacion de esta proteina bifuncional en estos dos protozoos es asombrosa, ya que Leishmania
y Plasmodium no son parientes cercanos. Mientras no exista cvidencia de que los protozoos no
puedan codificar timidilato sintetasa y dihidrofolato reductasa monofuncional, la presencia de estos
genes monofuncionales en Pueumpocystis carinii apoyan el argumento de que P, carinii es un
hongo (12).

Las ATPasas catiénicas de tipo-P, son enzimas que sirven para bombear cationes a través
de las membranas celulares. Los genes que codifican para este tipo de ATPasas se encuentran en
varios eucariotes como también en procariotes especificos. Todas las ATPasas de tipo-P comparten
ciertas caracteristicas estructurales, pero las ATPasas micoticas bombeadoras de protones, parecen
compartir un dominio no contemplado en otras ATPasas tipo-P. Un gen de ATPasa tipo-P, aislado
de Pneumocystis carinii presentd en su contenido este dominio micotico bombeador de protones.

Si Pneumogcystis carinii es un hongo, ;qué se puede entonces decir sobre su situacion dentro
de ese reino? En estos momentos la informacion genética parece ser paradojica, porque los analisis
de la secuencia del RNAr 16-s sugieren que Pnenmocystis carinii no es un ascomiceto sino que es
mis parecido a los Rhizopoda, Mixomicota y Zigomicota (12).

La relacion entre cepas de P. carinii tampoco son muy claras. Frenkel sugirio que las cepas
provenientes de ratas deberian denominarse P, carinii y aquellas provenientes de humanos, P.
jiroveei. Recientemente, Hughes y Gigliotti han sugerido que a _Eugum_o_m_[j; cavinii se le

identificara con la especie del animal (p.ej. P, carinii Rattus siendo esta la especie de las ratas y
P, carinij Humanus la especie de humanos) (6).



Se encontré que ambos genes de P, eavimii para timidilato sintetasa y dihidrofolato
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que la dihidrofolato reductasa de Pneumocystis cariuii, contiene 206 residuos en su secuencia de
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genes monofuncionales en Pneunocystis carinii apoyan el argumento de que P. carinii es un
hongo (12).

Las ATPasas cationicas de tipo-P, son enzimas que sirven para bombear cationes a través
de las membranas celulares. Los genes que codifican para este tipo de ATPasas se encuentran en
varios eucariotes como también en procariotes especificos. Todas las ATPasas de tipo-P comparten
ciertas caracteristicas estructurales, pero las ATPasas micoticas bombeadoras de protones, parecen
compartir un dominio no contemplado en otras ATPasas tipo-P. Un gen de ATPasa tipo-P, aislado
de Poeumocystis carinii presenté en su contenido este dominio micético bombeador de protones.

Si Pneurnocystis ¢arinji es un hongo, jqué se puede entonces decir sobre su situacion dentro
de ese reino? En estos momentos la informacién genética parece ser paraddjica, porque los analisis
de la secuencia del RNAr 16-s sugieren que Pngumocystis carinii no es un ascomiceto sino que es
mas parecido a los Rhizopoda, Mixomicota y Zigomicota (12).

La relacion entre cepas de P, carinii tampoco son muy claras. Frenkel sugiri6 que las cepas
provenientes de ratas deberian denominarse P, carinii y aquellas provenientes de humanos, P,
jirovegej. Recientemente, Hughes y Gigliotti han sugerido que a Pneumocystis carigii se le
identiﬁcnra con la especie del animal (p.ej. P, carinii Battus siendo esta [a especie de las ratas y

carinii Humanus la especie de humanos) (6).



Investigaciones actuales sugieren que existen diferencias significativas tanto antigénicas
como genéticas entre Puewmocystis earinii aislado de diferentes especies animales, y que es dificil
que P. carinii de una especie animal cause enfermedad en otra especie. Ademas de ln escasez de
informacion sobre el efecto de P. carinii en diferentes especies animales, poco se conoce acerca de
la variacion de cepas que infectan una determinada especie animal. ;Seran las cepas que infectan
a personas en Suecia las mismas capaces de infectar a personas en México o Estados Unidos?
Aunque actualmente existe informacion que sugiere que pueden encontrarse diferencias entre cepas,
no es posible hacer una confirmacion hasta que se desarrollen técnicas mas refinadas (6).

A estas alturas aiin no es posible resolver esta paradoja, pero cualquiera que sea su nicho

apropiado dentro del reino micatico, la informacion de genética molecular sugiere que posiblemente
existan numerosas variedades de Pnewmaocystis en la naturaleza (12).

2.4. MORFOLOGIA Y COMPOSICION CELULAR

Se han descrito tres formas de desarrollo de este organismo: l) forma C (qulste), 2)
esporozoito, 3) trofozoito.

La forma C corresponde a los quistes con pared celular gruesn Y. compactu, su tamano varia
entre 4 y 6 micras de didmetro, adoptando una apanencm oval ‘en'copa o'en luna crecnente. La pared )
del quiste es gruesa comparada con la del frofozoi to' ue:es rala; arm de.0,052 036~
micras y es posible distinguir tres capas (14). :

imulos s denitro dc e
tos) Dcmro del.

cuerpos mtraqu:sucos tal parece que forman parte de'las porci )
La apariencia tipica de P, carinii de panal de abcms a mvel mtraalveola es’ oducto e la colecclon a
de exudado inflamatorio y la interconexion en diferentes puntos de las formaciones qunsucas para B

formar un arreglo hexagonal (15,16).

Los cuerpos intraquisticos o esporozonos n n
micras de diametro y estan incluidos dentro de una’doble embra
endoplésmico, ribosomas, nicleo, mlcrotubulos y mnocondnas
dan lugar a la forma de trofozoito (7).-
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El trofozoito es Ia forma extraquistica. Su diametro varia de.1 a 5 micras y esta rodeado de
una doble membrana, Contiene vacuolas, granulos de glucégéno, ribosomas, mitocondrias, un
niicleo con una membrana definida y con tendencia a_ Jocalfzé e en la periferia. Se encuentran en
agrupaciones en el lumen alveolar. La movilidad no.se:h servado. directamente pero varios
investigadores han reportado vesiculas membr'mosus o'extensiones tubulares que se originan de la
membrana exterior (10).

La cubierta celular del quiste tiene una membrana plasmauca con carbohidratos, protemas
y hpldos La pared quistica y el beta-1,3:glucano son susceptibles a la zimolasa, lo que sugiere la
presencia de beta-1,3 glucanos en la pared quistica (12). Se han utilizado lectinas fluorescentes para
detectar aziicares en la superficie de los quistes. Se verificaron los estudios de lectinas ligantes, en
organismos obtenidos directamente de pulmén de ratas, por medio de un anélisis de cromatografia
de gas del material liberado por los quistes por un tratamiento de zimolasa. Se encontrd que la
glucosa era el principal componente, mientras que la manosa y la galactosa estaban presentes en
cantidades equivalentes y la N-acetilglucosamina en menor cantidad. A diferencia de los estudios
claborados en organismos obtenidos de humanos por medio de cromatografia liquida de alta
resolucion, que detectaron la presencia de manosa, glucosa, galactosa y glucosamina en
concentraciones equimolares, los organismos procedentes de rata contenian mayores
concentraciones de glucosa y manosa que de los otros azlcares,

El analisis lipidico de organismos enteros y del material celular de pared, identifico al
palmitato como el acido graso mas abundante. Fue sorprend la ausencia det ergosterol y la
presencia de colesterol como el principal esterol del organismo. La ausencia de ergosterol puede
explicar la resistencia que presenta el pnrésito a la anfotericina B. Las proteinas son un principat
componente de la supert‘ cie del organismo -y su caractenzacnon es, actualmeme el enfoque de{
investigacion en varios laboratorios (12). : . h ;

2.5. CICLODE VIDA

Debido a que no existe un sistema de culuvo el cnclo de vnda permanece apoyado en.una.
serie de conjeturas con la ayuda dc la interpreétacion” de: |ma5enes obtenidas “pi
microscopicas (17,18). .

El cnclo de vnda de K&HMSJJE caripii fue descn o por
en 1916, Ellos postularon que los ocho cuerpos mtraquxsucos escapnban del qulst
cada uno en un nuevo qunste (1 1)
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Vaneck, Jiroveck y Campbell descubrieron en 1952 por microscopia de luz y en 1972 por
microscopia electronica, respectivamente que, el trofozoito se divide por fision binaria. Hasta la
fecha, la descripcion original hecha por Carinii y Maciel con respecto al ciclo de vida del organismo
presenta pocos cambios (11).

En 1970 Vavra y Kucera presentaron unas observaciones muy detalladas de Pnenmocystis
carinii por microscopia electronica e hicieron énfasis en que Pnenmocystis no tiene afinidades
ultraestructurales de protozoos sino de hongos y que el proceso de formacion de cuerpos
intraquisticos en el quiste es similar a la formacion de ascosporas dentro de un saco. Sus numerosas
fotografias demostraron division, gemacion y posible conjugacion (19). Vossen y sus colegas
propusieron anexos al ciclo de P. earinii, por el hallazgo de células hijas (19).

Recientemente, Matsumoto y Yoshida describieron un nuevo ciclo de vida para P, carinii.
que incluye una forma sexual de multiplicacion adicionada a la forma asexual de multiplicacion ya
conocida. Esta hipotesis se baso en el descubrimiento por microscopia electronica de complejos
sinaptonémicos en el estadio temprano de prequiste del organismo. Como es conocido, el complejo
sinaptonémico es la estructura que conduce el alineamiento preciso de los cromosomas homalogos.
Esta estructura solo es visible durante ta profase de [a primera division meidtica. Los complejos
sinaptonémicos se han observado en eucariotes desde humanos hasta protistas, y han sido utilizados
como indicadores de que existe meiosis (como evidencia de un ciclo sexual) (11).

En seguida se propone un ciclo de vida para Pyeumocystis carinii, incorporando toda la
informacién disponible hasta la fecha. Los quistes maduros se rompen para dejar en libertad los
cuerpos intraquisticos que se transforman en trofozoitos haploides y que luego se transforman en
trofozoitos diploides por copulacion. Estos entran a la fase de formacion quistica del ciclo, donde
aparecera el complejo sinaptonémico en la profase del estadio temprano del prequiste.

En seguida, el niicleo diploide se divide sucesivamente por una primera y segunda meiosis
para formar cuatro nucleos haploides. Luego se lleva a cabo una mitosis pos-meidtica para producir
ocho niicleos. La formacién de los ocho cuerpos intraquisticos se completa con la agrupacion de
cada uno de estos nucleos haploides dentro de su propia membrana plasmatica.

Ademés del ciclo sexual de formacién quistica, la propagacion se puede llevar a cabo por
medio de fision binaria o por endodiogenia de ambos trofozoitos tanto haploides como diploides

amn. )




Aunque las técnicas empleadas por microscopia electronica ha;i proporcionado informacién
importante sobre Pneumeocystis carinii, aun queda mucho por” descubrir y aprender (15).

2.6. INMUNOFISIOPATOLOGIA

Normalmente, el 70% de los linfocitos circulantes son células-T derivadas del timo, las
cuales otorgan la inmunidad celular mediada , mientras que del 10% al 15% de los linfocitos
circulantes son células-B derivadas, responsables de la inmunidad humoral. Del 15% al 20%
restante son células asesinas (KC) y células asesinas naturales que juegan un papel importante en
los mecanismos de defensa de citotoxicidad celular,

Los linfocitos-T maduran a células cooperadoras, supresoras, inductoras y células
citotoxicas, y las cooperadoras y supresoras regulan la diferenciacion de linfocitos-B y la
proliferacién y citotoxicidad de linfocitos-T. Los linfocitos T cooperadores facilitan ta maduracion
de linfocitos B y la sintesis de inmunoglobulinas especificas. Los linfocitos-T supresores inhiben
esta diferenciacion y tambien inhiben la funcion de linfocitos-T cooperadores. Como resultado de
cantidades deficientes y de la funcién de linfocitos-T cooperadores en la infeccion por SIDA, la
inmunidad celular mediada es defectuosa y la sintesis de mmuno&lobulmas esta alterada. Ademas,
la citotoxicidad mediada por linfocitos T8 y células asesinas naturales esta detenorada, dando como
resultado una citotoxicidad defectuosn contra célu las, infec

Una deficiencia.en’la qui mlot ociti
(IL-1) tamblen se presenm en la'infeccién por, SIDA%Nornialmen
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el SIDA hasta ahora ha dado como resultado un niimero disminuido de células T4 y una reduccion
de células naturales ascsinas. Esto predispone a infecciones por Ppeumecystis carinii,
Citomegalovirus, Mycobacterias, Cryptococcus neoformans y Toxoplasma gondii, para los
cuales una resistencia adecuada por parte del huéped requiere de una funcion monocitica apropiada

.

De cierta manera, las infecciones en el huésped inmunocomprometido se inician con la
entrada de organismos microbianos a las superficies de la piel o mucosas. El tipo y grado de
infeccion estén influenciados por el namero, virulencia y tropismo del organismo, como también
por la capacidad de la respuesta inmune del huésped, tanto en la entrada como sistémicamente.

Las causas mas frecuentes de neumonitis en el paciente inmunocomprometido se enlistan
en la tabla siguiente.

TABLA 1.- CAUSAS DE NEUMONIA EN EL PACIENTE INMUNODEPRIMIDO (2)

MENOS FRECUENTE:

Toxoplasma gondii
Criptosporydium

Virus de Epstein-Baar
Virus de Herpes-Simplex
Virus sincitial respiratorio
Adenovirus

Legionella pnewmophila
Psendomonas acruginosa
Escherichia coli’
Klebsiella pneumoniae
Especies de Nocardia
Cryptococeus neoformans

MAS FRECUENTE:

Pneumocystis carinii
Citomegalovirus

Virus de Varicela-Zoster
Especies de Candida
Especies de Aspergillus



Aunque se han reportado casos de pa(:lentes que han desarrollado neumoma ‘por
Pncumocystis carinii (NPC) con hipog globulinemia, estos pac han sido nifios menores ..
de un aiio. Estos nifios pueden tener funcion celular-T anormal debido a su corta edad."Ademas, esta
inmadurez funcional de las células-T puede agravarse por desnutricién, la cual ha sido incluida‘en
varios de los casos reportados de NPC infantil. Hasta aqui y.como-lo mdlca la* hteratura en
inmunodeficiencias congénitas, la funcién Imfocmca-’l‘ es evndentemente nmportante enla respueﬁta
del huésped en la NPC.

En cuanto a terapna mmunosupreswa Ios;agentes mas frecuentemente asoctados con (.l
desarrollo de NPC son la ciclosporina y los comcosteroldes La qux terapia antineoplasica juega
un papel menos importante en la pred:spcsncnon e paclentes ‘Neumonia‘por Pnewmaocystis.
Mientras que los corticosteroides | tienen efectos; multlples en el'sistema inmune, interfiriendo tanto
con la funcién de celulas-T como con los neutrs filos; la clclosporma es bastante selecnva con los

indrome: de: inmunodeficiencia
or: lo: menos el 80% de. estosr

' Si'se examinan los sistemas inmunes de pacnentes con SIDA que han presentado NPC es
evidente.que: dichos pacientes se encuentran en el curso’tardio. de.la enfermedad porque
generalmente tienen una cuenta celular de CD4 menor que 250 / mm3, En realidad, los pacientes
infectados con SIDA no parecen ser comtinmente susceptibles a NPC hasta que su cuenta CD4 .
disminuye de 200-300 células / mm3. No hay otro marcador de funcion inmunolégica, incluyendo:
niveles de inmunoglobulinas, actividad de células asesinas naturales (NK), o actividad citotoxica
de células-T que hayan demostrado mantener esta misma relacion reproducible en el desarrollo de
neumonia por P, carinii. EI hecho de que los pacientes raramente desarrollen la enfermedad hasta
que su cuenta periférica de CD4 descienda a menos de 200 cel / mm3 es tan asombroso que muchos
médicos utilizan la cuenta celular para auxiliarse en decidir el momento de adminisirar profilaxis
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en NPC o para ayudarse en el dmbnoslnco dlferencml de enfermedad pulmonar en el paciente
mf‘ectado con SIDA (2)

Hasta ahora, el desarrollo de neuiﬁoma porL carinii se relaciona mas frecuentemente con
defectos en la rama de células-T de la respuesta inmune. Estos defectos pueden ser resultado de la
ausencia congénita de células-T (como'en pﬂc:entes con enfermedad severa de inmunodeficiencia
combinada); la manipulacién farmacolégica de células-T (como las asociadas con tratamiento con
ciclosporina o corticosteroides); - o;la destruccién adquirida de células-T (como las asociadas con
la enfermedad del virus de inmunodeficiencia humana).

.El elemento mas critico del sisiema inmune en ln defensa del huesped en la NPC es la cuenta
CD4 de células-T, y la deficiencia decisiva ocurre una vez que el nimero total de estas células
desciende a menos de 200-250 / mm3 (1),

2.7. MANIFESTACIONES CLINICAS

No existe un cuadro clinico que sea caracteristico de NPC. No obstante este cuadro puede
estar enmascarado por otra infeccion concomitante por otro patogeno oportumsta o bien, por una
complicacion del proceso de base, de tal manera que el reconocmnento deL carinii requiere un
alto indice de sospecha por el clinico. BN s L

La enfermedad no debe ser conslderada como una etapa ﬁnal d n pr ceso subyﬂcente ya
que se presenta cuando hay cierto grado de respuesta y mejoria‘en’la respuesta inmune celular y
humoral; por ello debe tomarse como un posible riesgo cuando el proceso de baseé se ha controlado
o curado y, sobre todo, que su diagnéstico requiera de un tratamiento potencial (10);7: - :

1) Cuadro clinico de la neumonia intersticial de células plasméticas. Este cuadro clinico
es lento e insidioso y nada especifico como para hacer pensar en el inicio de neumonia, el paciente
esta inquieto, hiporéxico y ocasionalmente en el cuadro domina la presencia de diarrea. Una o dos
semanas después se inicia cierto grado de dificultad respiratoria, observandose disnea, taquipnea,
cianosis, tos productiva con escaso moco y curso afebril, estas manifestaciones duran de una a cuatro
semanas; al final de ese lapso el paciente tiene un aumento importante de la disnea y taquipnea, tiros
intercostales, aleteo nasal y febricula. La exploracion pulmonar es negativa, o bien, hay evidencia
de algunos estertores finos de despegamiento; en cambio, la imagen radiologica muestra un
infiltrado intersticial peribronquial y vascular parahiliar bilateral, algunas zonas hiperlucidas
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periféricas y otras de tipo microatelectasico, seme}ante alo observado en la membrana hlalma. Este )

cuadro es prioritario en pacientes entre 2 y 6 meses de edad y ocasionalmente se observa en adultos
seniles. La evolucion total del cuadro varia de 4 a 6 semanas y por lo menos ¢l 50 por ciento de los
pacientes fallecen. i

2) Neumonia hipoérgica hipeinmune. Las caracteristicas clinicas son muy variadas; es
posible que sea tan lento e insidioso que dure semanas o meses con muy pocas manifestaciones. La
mayoria de estos pacientes son objeto de manejo con firmacos inmunodepresores por algan
padecimiento de base. Cuando los mecanismos inmunes tienen tendencia a normalizarse, es cuando
se inicia el proceso infeccioso, bien sea con este patdgeno o con otros asociados como pidgenos,
hongos o virus.,

. En general se atiende a este tipo de pacientes cuando bruscamente presentan tos no
productiva, fiebre elevada, seguidos de taquipnea, coriza, disnea y finalmente cianosis progresiva.
La imagen radiologica puede demostrar cambios en dias, de ser un infiltrado reticular parahiliar,
rapidamente progresa a [a formacion de nodulos coalescentes de diferente densidad bilateral. En
ocasiones puede complicarse con neumatocele, atelectasia, neumotorax y derrames. En esas
condiciones el pronostico es malo para la vida. Estos pacientes tienen una evolucién muy corta; sin
tratamiento el 100 por ciento de ellos fallecen dentro de la primera semana de iniciada esta
complicacién, Esta condicion ha sido observada en algunas decenas de pacientes con SIDA (7).

Actualmente se considera que una: cifra de linfocitos CD4 menor. de 200/mm3, es un
indicador de susceptibilidad para NPC (4). Ademds dc la cuenta linfocitaria de CD4, hay otras

vnrldbles que tienen significancia pronostica y son clarameme dlferentes entre los p'u:lentes que

3 para sobrevivientes vs. 27 +/- 4 en no sobrevmentes)

Aungque se han descrito hallazgos de P, carinii en tejidos extrapulmonares como hng_,ado
bazo, ganglios linfaticos, conducto auditivo, tiroides, piel, etc. son mfrecuentes otros signos. y -

sintomas extrapulmonares (6).
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2.8. EPIDEMIOLOGIA

La neumocistosis es una afeccion cosmopolita. Después de los primeros reportes del hallazgo
del parasito en diferentes tipos de reservorios como cuyos, ratas y ratones, posteriormente se le
encontrd en perros, cabras, ovejas, zorros, conejos y en el hombre (21).

El microorganismo se considera ubicuo y en paises industrializados, se estima que desde los
4 affos de edad hay contacto con el mismo, dada Ia alta frecuencia de anticuerpos especificos contra
P, carinii en poblacion general (22).

En paises industrializados la neumonia por Pueumocy;tis carinji llega a afectar al 80% de
pacientes con SIDA en algun momento de la enfermedad, e incluso es el cuadro clinico inicial en

el 60% de los mismos (4).

Es poco lo que se conoce en nuestro pais acerca de la epidemiologia en general de esta
enfermedad. En una serie de 131 casos de SIDA en México se informo que el 13% de estos
pacientes tenian P, carinji en pulmon, sin especificarse en este estudio la metodologia diagndstica
(23). En otro estudio de 177 autopsias en cuatro hospitales de la ciudad de México se encontrd
neumonia por P, carinii en el 24% de los casos (24). De acuerdo a datos del Instituto Nacional de
Diagnostico y Referencia Epidemiologicos (INDRE) hasta el 31 de diciembre de 1991 notificaron
844 casos de neumonia por P, earinii en 6,914 pacientes con SIDA, lo que representa el 12.21%
(25).

En un estudio prospectivo de pacientes con SIDA y evidencia de neumonia intersticial,
realizado en el Hospital de Infectologia del Centro Médico " La Raza " IMSS se encontrd P, carinii
en el 51% de 128 pacientes estudiados en un periodo de 18 meses (21), :

Como se puede observar, las frecuencias de NPC publicadas en México son muy variables
y esto pudiera deberse, entre otras posibles causas, a una metodologia diagndstica inadecuada.
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2.9. DIAGNOSTICO

El diagnostico inicial generalmente es clinico y debe sospecharse en cualquier paciente que
se conozca portador de infeccion por SIDA o que manifieste otro tipo de inmunocompromiso y que
desarrolle fiebre, sintomas respiratorios y/o infiltrados en una teleradiografia de torax. La lista de
causas infecciosas y no infecciosas que semejan la signo-sintomatologia de neumonia por P, caripii
(NPC), debe ser descartada al no encontrar P, carinii por los métodos que se detallarin més
adelante.

Ademas de la teleradiografia de torax, otras pruebas paraclinicas como las pruebas
funcionales respiratorias, la gammagrafia pulmonar y la tomografia axial computarlzada estan
alteradas, pero son inespecificas para NPC (27).

El diagnéstico de la infeccion es dificil, ya que depende de la visualizacion del patégeno en
especimenes clinicos. Para establecer el diagnostico de certeza se.requiere la identificacion
morfoldgica del microorganismo, para lo cual es necesario obtener muestras apropmdas de buena
calidad y ser examinadas por personal capacitado (5). :

Los organismos de Pneumocystis carinii se encuentran atrapados en una matriz proteinica
dentro de! lumen alveolar. Para poder llevar a cabo el diagndstico, este material alveolar debe estar
presente en la muestra por estudiar. Quiza el factor més critico para obtener un dlagnostlco preciso
sea la técnica empleada para la colecta del espécimen (28).

En un tiempo, el diagnostico de P, carinii exigia la biopsia pulmonar a cielo abierto. La
biopsia pulmonar tiene limitaciones derivadas de la necesidad de anestesia general, en un individuo
con insuficiencia respiratoria grave. La justificacidbn seria la’ necesidad’ urgente. de hacer un

diagnéstico. de precision para instalar un tratamiento especifico. En'la actualidad no es un y' )

procedimiento generalizado, sin embargo, es altamente eficiente. De los fragmentos de tejido se
realiza una nmpronm en'un ponaobjetos se deja secar para mejor adherencna y se reahzan las .
tinciones (29) - L PSR

El mcremento contmuo en el nimero de pacientes que desarrollan N'PC combmudo con la
naturaleza’ COmPIEJ& de su enfermedad subyacente, ha hecho que el laboratorio tome mayor
importancia en 'la documentacion rapida de un diagnostico utilizando muestras obtenidas por
técnicas menos invasivas. Los examenes para la busqueda de P, caripii con muestras obtenidas por
lavado bronquioalveolar, aspnracnon transtraqueal y expectoracion inducida son solicitadas con mis
frecuencia (29).

15



En el lavado bronquioalveolar, el broncoscopio es introducido en un pequefio bronquiolo y
se hace penetrar con fuerza el fluido hacia el rea pulmonar para ser posteriormente reaspirado. Esto
ha aumentado la capacidad para obtener material del interior del alvéolo que contenga organismos
de_P._carinii. Con un buen lavado bronquioalveolar, mas del 90% de los pacientes con neumonia
por Pneumocystis ¢arinii pueden ser diagnosticados, apoyéndose en el andlisis del liquido, en
[aboratorios capacitados. Para Ilevar a cabo un lavado bronquicalveolar 6ptimo, el liquido se debe
obtener del area pulmonar que muestre el mayor infiltrado, mas que de un sitio al azar. Esto es
sumamente importante en aquellos pacientes que presentan lesiones localizadas (30).

La aspiracion transtraqueal no es efectiva en el diagnéstico de neumonia por P. cariiis
porque no es capaz de lavar el material y extraerlo del alvéolo (6). A partir de los estudios hechos
por Bigby et. al. (31) en 1986, muchas instituciones prefieren la técnica de expectoracion inducida
con nebulizaciones de solucion salina, por ser un procedimiento menos costoso y menos invasivo
para la obtencidn de muestra logrando un exito variado.

Para lograr una adecuada expectoracidn inducida, se debera lavar minuciosamente la boca
y orofaringe, para asi disminuir la flora contaminante, Para que esta técnica tenga éxito se requiere
de personal altamente motivado, ya que es indispensable lograr la cooperacion del paciente para
obtener una muestra util, La induccién debe persistir de 30 a 45 minutos y debe estimular una tos
intensa que proporcione material del alvéolo. Un problema que puede presentarse en el proceso, es
que la induccién cominmente se suspende en el momento en que se recolecta el primer material de
expectoracion, siendo lo ideal que esta se continue hasta obtener sustancia suministrada de la
profundidad de los pulmones. En centros donde haya adecuada experiencia con la técnica de
expectoracion inducida, un resultado negativo para B, carinii obliga a realizar broncoscopia con
lavado bronquicalveolar (6).

2.9.1. MANEJO Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

El espécimen debera ser rapidamente transportado al laboratorio para ser analizado. Las
muestras que se reciban por la tarde pueden ser refrigeradas (2-8 grados centigrados) hasta la .
mafiana siguiente asegurando la viabilidad de_P, carinii, . .

“miiy.. espesa sera '
la: esputolisina o el
ditiotreitol (DTT) Las prepamcmnes no deberin hdcerse muy concemr ya que esto puede

difi cultar la observaclon mlCl‘OSCOpICiI de las plaC'IS (5)




2.9.2. TINCIONES ESPECIALES PARA P, carinit

Se han descrito varias tinciones para P, garinij, incluyendo las tinciones histoquimicas y las
inmunocspecificas. Las tinciones histoquimicas son de dos tipos: las de pared quistica, que tifien las
paredes de los quistes pero no colorean el contenido interior del quiste y las de organismo, que tifien
trofozoitos y organismos intraquisticos pero no colorcan las paredes quisticas (32).

Las tinciones de pared quistica incluyen la tincion con metenamina de plata, azul de
toluidina-O, violeta de cresilo y Gram-Weigert. El analisis microscopico detecta los quistes
caracteristicos de P, carinit que, frecuentemente se encuentran en grupos y poseen un area densa
que asemeja a un punto o un paréntesis. Algunos quistes pueden mostrar dobleces en la pared, y
otros adoptan forma de taza. Sin embargo cuando se encuentran pocos quistes, es dificil
diferenciarlos de levaduras. Esto es un problema grave en los pacientes con SIDA y en otros
pacientes inmunocomprometidos, ya que comunmente presentan tlceras orales y pseudohifas de
Candida sp. en el material de via respiratoria por contaminacion de la orofaringe (33).

Las tinciones de trofozoitos y organismos intraquisticos incluyen las tinciones de Giemsa
y de Wright. A pesar de que las muestras de pacientes con SIDA generalmente muestran grandes
masas de trofozoitos de P, carinii, los trofozoitos individuales dificilmente se diferencian de
fragmentos celulares y otros residuos presentes en la preparacion. Las tinciones rapidas modificadas
de Giemsa proveen material listo para analizarse en menos de una hora, pero la tincion no es tan
delicada como la elaborada con Giemsa. La tincién de Wright proporc:ona una coloracién menos
detallada que con Giemsa (34).

Una placa control de P. carinii, debe ser incluida cada vez que se elabore una tincion de
pared quistica, para asegurar que el colorante esta funcionando correctamente. Sin embargo no se
requiere al elaborar la tincion de Giemsa, ya que ésta puede ser controlada por la adecuada
coloracion de las celulas alveolares e inflamatorias (6).

El analisis de todas las preparaciones tefiidas debe ser exhaustivo, ya que las muestras de
algunos pacientes contienen una muy baja concentracion de organismos de P, carinji. La persona
encargada de llevar a cabo el examen debe familiarizarse con todas las células que se observan
cominmente en muestras obtenidas de pulmén, Los especimenes con numerosas células
descamativas muy probablemente fueron contaminados con material obtenido a nivel apical.
Ademas, estas muestras frecuentemente tienen agrupaciones de bacterias. Si se encuentran
numerosas células epiteliales ciliadas y pocos macrofagos alveolares, el espécimen pudo ser el
resultado de un lavado bronquial mas que de un lavado bronquioalveolar (29).
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Se han descrito varias tinciones inmunoespecificas, incluyendo tinciones por
inmunofluorescencia. Las tinciones inmunoldgicas pueden obtenerse de varios fabricantes y al
utilizarse deben de incluirse controles positivos y negativos para asegurar una tincion adecuada,
Con el mismo cuidado se deben llevar a cabo los pasos de la fijacién de la muestra, tiempos de
incubacion, forma de almacenamiento de las preparaciones y la dilucion de los reactivos (8).

La sensibilidad y especificidad del analisis morfoldgico dependera de la calidad de las
muestras, de la calidad del manejo de las mismas, del proceso de tincién y muy particularmente de
la capacidad del personal encargado de examinar los especimenes (7).

2.9.3 DIAGNOSTICO NO MORFOLOGICO DE Pneumocystis carinii

E! diagnostico de neumonia por Pneumocystis carinii en pacientes inmunosuprimidos por
medio de la demostracion de anticuerpos seroldgicos ha sido poco alentador. Se han descrito
métodos inmunoldgicos para la deteccion de estos anticuerpos como la contrainmunoelectroforesis
(CIEF), doble difusion (DD), ensayo inmunoenzimitico (ELISA), entre otros, pero ninguno ha
demostrado una sensibilidad y especificidad Gtil en el diagnostico clinico de P, gaxinii (35).

En estos estudios se empled Pneumaocystis carinii proveniente de pulmén humano o de ratas
infectadas inmunosuprimidas. Las diferencias que se observaron entre las cepas de Pnenmocystis
carinii infectando a ratas y aquellas infectando a humanos pueden influir en la reactividad de las
pruebas serologicas (35).

Las pruebas serologicas no son de utilidad para el diagnostico de Pneumocystis carinii
debido a la baja sensibilidad y especificidad de las mismas y debido a que generalmente son
negativas cuando esta presente la enfermedad (5).

Parecen promisorios los métodos de biologia molecular (Immunoblot, P.C.R.) para el
diagnostico de esta entidad, sin embargo por el momento no estan al alcance de pmses en vias de
desarrollo (37).
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CAPITULO 3.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

is carinii es un patégeno " problema ". Es un problema para el personal de
laboratorio al realizar el diagndstico, es un problema para el bidlogo al intentar clasificarlo, pero
mas que nada presenta un gran problema para el paciente que lucha para sobrevivir de la infeccion.
Es un patogeno oportunista y causa enfermedad en aquellos pacientes cuya inmunidad se encuentra
alterada.

3.1. OBJETIVO GENERAL

Investigar la frecuencia de Pneumocystis ¢arinii como agente causal de neumonia en
pacientes pediatricos con inmunodeficiencias, inmunodeprimidos y/o desnutridos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Elegir entre tres técnicas diferentes de tincion para bisqueda de Pneumocystis carinii:
Giemsa, azul de toluidina-O y metenamina-plata, la mas apropmda para la obtencion de resultados
rapidos, accesibles y confiables en el labora(orlo chmco
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MATERIAL Y METODOS

PACIENTES:

Se incluyeron 20 nifios de ambos sexos, evaluandose las causas clinicas que producian el
estado de inmunodepresion actual del paciente, para seleccionar la metodologia adecuada de
obtencion de la muestra pulmonar. Unos de los padecimientos iniciales que presentaron estos nifios
fueron: leucemia aguda linfoblastica, SIDA, insuficiencia renal, tumoraciones y sepsis entre otros.
La descripcion de la poblacion analizada para el diagnostico de Pneumocystis carinii se puede
apreciar detalladamente en la Tabla 2, y la manera como se estudiaron estos pacientes esta indicado

en el algoritmo que se presenta en el Esquema 1.

3.3. CRITERIOS DE INCLUSION

Pacientes de ambos sexos, desde neonatos hasta los 19 afios de edad que se encontraban
hospitalizados en el Instituto Nacional de Pediatria por presentar alguna de Jas siguientes causas:
leucemias; infiltraciones linforreticulares malignas; ser receptores de drganos transplantados;
aquellos con terapeiitica inmunosupresora; con inmunodeficiencias congenitas; SIDA, y en aquellos
con deficiencias proteicas nutricionales con grado de desnutricién primario, secundario y terciario, -
en los cuales radiologicamente existia evidencia de enfermedad alveolar difusa. Las muestras solo
se obtuvieron si existia una indicacion médica de broncoscopia, aspirado bronquial, lavado
bronquioalveolar o expectoracion inducida.

3.4. CRITERIOS DE EXCLUSION

Se excluyeron a todos aquelios pacientes a los cuales se les realizo la toma de muestra en
forma incorrecta, ya que si el producto obtenido era saliva, no era ttil. También se eliminé del
estudio a pacientes que estuvieron recibiendo medicamentos capaces de actuar sobre Pngnmocystis
caripii, como el trimetoprim-sulfametoxasol.
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TABLA 2 : Descripcidn de Pacientes Analizados Para Diagnéstico de

"Infectologia

Pasumocystis carinii
NUM.DE ]| SEXO EDAD SERVICIO DE METODO DE OBTENCION PADECIMIENTO INICIAL
PACIENTE PROCEDENCIA DE MUESTRA
1 M 15 anos Inmunologia Lavado bronquioalveolar Sindrome antifosfolipido
2 M 10 meses Infectologia Lavado bronquicaiveolar SIDA
3 F 16 afos Inmunologia Expectoracion Inducida Hipogammaglobulinemia
4 M 1 mes Infectologia Aspirado bronquial BNM del recién nacido
5 F 3 afos Neumologia Lavado bronguioalveolar Asma bronquial
6 M 2 afios Oncologic Aspirado bronquial Tumoracién
7 F 14 afios Neumologia Lavado bronguioalveolar Asma bronquial
8 F 3 afios Neumologia Lavado bronquioalveolar Sepsis
9 M Neurologia Lavado bronquioalveolar Sindrome cerebeloso crénico
2100 ‘| Hematologia Expectoracion inducida Leucemia aguda linfobldstica
M.
M
F,‘
M

Expectoracion Inducida SIDA
7, Oncologia Aspirado Bronguial Tumoracién
‘Nefrologia | - Expectoracién Inducida Insuficiencia renal
nfectologia. .| ;. - Expectoracion Inducida SIDA
+.Infectologia::"| - Expectoracion inducida ;1. SIDA
] ‘Hematologia '] .- Aspirado Bronquial ;- | - Léucemia aguda linfoblastica
N7 “Infectologia " Expectoracion Inducida t - | SIDA
Nutricion . Lavado bronquioalvediar Desnutricion
19 M 1417 ghos | Inmunologia Expectoracién Inducida™ = [ SIDA
20 M 9 afios Hematologia Aspirado bronguial Leucemia aguda linfoblastica

* SIDA:Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida

* BNM: Bronconeumonia
* M: Masculino  * F: Femenino




(] N ESQUEMA 1
.. ALGORITMO PARA EL ESTUDIO DE PACIENTES CON NEUMONIA POR
]| Preumeocystis carinil

LEvIdenclu objetiva de enfermedad pulmonar ]

s

* Induccién de expectoracion

* Lavado bronquioalveolar

i

Muestra espesa :mucolizacién

* Asplrado

Muestra liquida :sin mucolizacién

L

Tinciones:
Nitrato de plata-metenamina
Azul de toluidina-O

Giemsa
Pneumocysfis carinii Pneumocystis carinii ]
presente ausente

L W

Busqueda de otros
L Tratamiento J ( organismos q
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3.5. MUESTRAS

Se estudiaron 20 muestras de material pulmonar que comprendié de julio de 1993 a
noviembre de 1994, Este material se obtuvo por medio de lavado bronquioalveolar, aspirado
bronquial y expectoracion inducida de nifios hospitalizados o que acudieron a consulta en los
servicios de Hematologia, Oncologia, Neumologia, Inmunologia, Infectologia, Nefrologia y
Neurologia del Instituto Nacional de Pediatria.

Las muestras fueron transportadas inmediatamente al laboratorio para ser procesadas, y
aquellas que se tomaron durante la noche se conservaron en refrigeracion (2-8 grados centigrados)
hasta la mafiana siguiente.

3.6. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

PRETRATAMIENTO:

El material pulmonar demasiado espeso, se mucolizé, mezclindolo en un tubo cdnico, con
ditiotreitol 13mM (DTT), en una proporcion 1:2. Después de homogeneizar por agitacion se incubd
a 37 grados centigrados hasta observar a simple vista la mucolizacién de la muestra (de 10 a 30
minutos). En seguida, se hizo un lavado afiadiendo PBS (Phosphate buffered saline) con pH 7.2 a
los tubos y centrifugandolos a 1500g durante 10 minutos. Por tltimo se decanto el sobrenadante y
se homogenizd el sedimento con una pipeta Pasteur para preparar los frotes, cuidando de que estos
no fueran demasiado espesos para no dificultar {a lectura en el microscopio.

Las muestras poco espesas no se les elaboré la mucolizacion y se trabajo directamente con

el sedimento después de haberlas centrifugado como se indicé anteriormente.

TECNICAS REALIZADAS EN EL ESTUDIO

3.7. TINCIONES:

Las muestras se procesaron simultineamente con tres tinciones diferentes: Giemsa (5), azul
de toluidina~-O modificada (38,14) y nitrato de metenamina-plata (22).
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3.7.1. TINCION DE AZUL DE TOLUIDINA-O MODIFICADA (Chalvardjian y
Grawe)

Debido a los problemas que se presentaban al hacer las lecturas de preparaciones tefiidas con
azul de toluidina-O, se investigo la posibilidad de modificar la tincion. La diferencia principal entre
estas dos tinciones, (azul de toluidina-O y modificada) fue la sustitucion del reactivo de sulfatacion
éter-acido sulfurico al reactivo de sulfatacion acido acético-acido sulfirico (38). Este cambio dio
como resultado preparaciones mis claras ya que el nuevo reactivo de sulfatacion elimino todo el
material de fondo, que podia en determinado momento causar confusion durante la observacion
microscopica, pero sin eliminar a Ppeumocystis carinii ni a ningtin elemento micotico.

REACTIVOS

REACTIVO DE SULFATACION: ACIDO ACETICO-ACIDO SULFURICO

Se colocan 45 ml de acido acético glacial en una caja de Koplin y esta en una tina con agua
de la Ilave. Se agregan lentamente 15 ml de dcido sulfitrico concentrado con una pipeta serologica,
teniendo precaucion de no producir salpicaduras. A continuacién se mezcla suavemente con una
varilla de vidrio, hasta lograr una completa homogenizacién. La caja de Koplin se tapa.y se
almacena a temperatura ambiente. El reactivo asi preparado es estable durante una semana. Antes
de usario debe agitarse para que estén bien mezclados el dcido-acético y el 4cido sulfurico.

SOLUCION DE AZUL DE TOLUIDINA-O

COMPOSICION:

Azul de toluidina-O 03g
Agua destilada 60.0 ml
Acido clorhidrico concentrado 2.0 ml
Alcohol etilico absoluto 140.0 ml

Disolver el colorante en agua destilada, afiadir el acxdo y. despues el alcohol Esta solucron se. |
almacena a temperatura ambiente y es estable durante un afio.
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PROCEDIMIENTO DE TINCION:

1.- De las muestras ( mucolizadas o no )} hacer extensiones,

2.- Secar al aire las extensiones.

3.- Agitar con varilla de vidrio el reactivo de sulfatacién. : o

4.- Colocar con pinzas las preparaciones en el reactivo de sulfatacién durante IO mmutos.‘

5.- Después de 5 minutos, se agita nuevamente el reactivo con una varilla de VIdno

6.- Se sacan las preparaciones y se lavan suavemente con agua fria de la llave. ’ -

7.- Se elimina el exceso de agua y se tifie con la solucion de azul de toluidina- 0 durame 3 a I
4 minutos. RN

8.- Sumergir y sacar las taminas sucesiv te por aproximad t IO segundos en
alcohol etilico al 95% . ) .

9.- Sumergir y sacar las laminas sucesivamente por aproxnmadamente 10 segundos en T
alcohol etilico absoluto. )

10.-  Repetir el paso anterior pero con xilol,

11.-  Secar los portaobjetos al aire y examinar al microscopio con el ObjetIVO de 100x.

INTERPRETACION:

Se observan formas quisticas de Ppeumocystis carinii de color parpura-lila aisladas o'en’
ramilletes (clusters), Sus formas pueden ser ovales o redondas midiendo de 4-7‘ micras de diémetm.

La region interna del qulsle se tifie uniformemente observindose en ocasmnes na porc:on :
central en forma de punto de color mas oscuro. :

Una caracteristica lmportame de esta tincion es que se ehmma la mayona’del material’,
resldual de’ fondo viendose esle de color purpuireo-cristalino o

Otros orgamsmos que pueden tefiirse con esta técnica son los hongos, los cuales son chnlesv
de diférenciar ya que a pesar de que toman mas 0 menos la misma colorncnon qmza solo un poco'

micOticas se encuentran alsladas donde solo se aprecie una a la vez'y el tamaﬁo
su;,esuva de B. carinii. En estos casos se recomlenda buscar mas estructuras que no ayuden a hacer :
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3.7.2. TINCION DE NITRATO DE PLATA-METENAMINA DE GOMORI

La tincion de Gomori (1946) fue designada como una prueba histoquimica para identificar
glucodgeno y mucina en la [iberacion de grupos aldehidos, por el tratamiento con dcido crémico y
su deteccion por la reduccion de un complejo alcalino formado por metenamina-nitrato de plata
(28).

SOLUCIONES BASE

Solucién de acido crémico al 4%
Nitrato de plata al 5%
Metenamina al 3%
Borax al 5%
Bisulfito sddico al 1%
Tiosulfato sédico al 2%

NITRATO DE PLATA-METENAMINA (STOCK)
Nitrato de plata al 5% 5.0 ml*
Metenamina al 3% 100.0 mI*

* Se mezclan los componentes y se almacena en refrigeracién

NITRATO DE PLATA-METENAMINA (SOL. DE TRABAJO)

Solucion stock de nitrato de plata-metenamina 25.0ml
Agua destilada 25.0m|
Borax al 5% 2.0ml

* Esta solucion se prepara en el momento. NO REUSAR
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BISULFITO SODICO AL 1%

Bisulfito de sodio 1.0 gramo

Agua destilada 100.0 ml]

CLORURO DE ORO AL 0.1%

Solucion de cloruro de oro al 1% 10.0 mi*
Agua destilada 90.0 ml*

* Esta solucion se puede reusar.

TIOSULFATO SODICO AL 2%

Tiosulfato de sodio 2.0 g
Agua destilada 100.0 ml

SOLUCION VERDE BRILLANTE AL 0.2%

Verde brillante 02g
Acido acético glacial 0.2ml
Agua destilada 100.0 m]

SOLUCION VERDE BRILLANTE (DE TRABAJO)

Solucion stock 10.0 ml
Agua destilada 40.0 ml
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PROCEDIMIENTO DE TINCION:

I.- Efectuar las extensiones a partir de aspirados bronqulales lavndos bronquloalveolares y

expectoracion.

2.- Colocar los frotes en alcohof al 96% para fijarlos

3.- Pasar a acido crémico al 4% durante una hora.

4.- Enjuagar con agua de la llave.

5.~ Colocar en bisulfito sodico al % durante ] mmuto para eliminar residuos de acndo :
cromico. L .

6.~ Lavar con agua de la llave de 5 a 10 minutos. .-

7.- Lavar con 3 6 4 cambios de agua destilada.- L

8.- Colocar los portaobjetos en solucion recién preparada de plata-metenamind en la estufa
horno a 60 grados centigrados, hasta que adquneran un color marrén (aproxlmad mente :
una hora). :

9.- Enjuagar con 6 cambios de agua destilada.” .

10.-  Darle color grisiceo con solucion de clomro de oro - (aproximadamente de 2.a 5
minutos).

11.-  Eliminar plata no reducida colocando Ias lamlmlla.
12.-  Enjuagar con agua destilada.
13.-  Darle coloracion de contraste con soluclon de trabajo verde brillante durante 30~60

segundos .
14.-  Deshidratar con dos cambios en alcohol al 95% , tambi

absoluto y aclarar con xilol. :
15.-  Montar con resina sintética y examinar al mlCl‘DScOplO con'el obJeuvo lOOx
INTERPRETACION:

Se observan quistes de Poenmocystis cavipii de tamafio umfom\e ded-7, mlcras de dmmetro '
y de forma variada, adoptando estos apariencia oval, de copa, de luna creciente o pelola de futbol
americano. o 3

La tincion de plata-metenamma impregna la pared de las formas qunsucas y las ev:dencm
como estructuras negro-marron sin dejar ver los cuerpos lml’quIS ticos: Dentro del qulste se pueden
apreciar un par de estructuras de aprommadamen(e una micra 'rgo'qué asemejan unas comaso .
paréntesis, como también pueden ser visibles unas areas densas oscuras en forma de punlos tlplcas

de Pneumocystis cavinii.

Aunque otras formas micoticas son capaces de temrse c n ica; es poco probable que
Pneumocystis carinii pudiera confundirse con ellas ya que ‘estas esfructuras micoticas presentan una -
coloracion demasiado oscura, generalmente de color negro intenso pudiéndose observar en algunos o
casos organismos en gemacion con su forma caractensnca de levadur. ; :




3.7.3. TINCION DE GIEMSA
REACTIVOS
Solucién madre de Giemsa ( presentacién: comercial).

Agua destilada

PREPARACION

Hacer dilucion 1:20 de la solucién madre con el agua destilada. Mezclar, .

PROCEDIMIENTO DE TINCION: .

l.- Realizar frotes a partir del mntcrml pulmonar
2.- Fijar preparacién a la flama,

3.~ Cubrir el portaobjetos completam J : n pi ep;xradra dél colorante de
4- '
5.-
6.-  Montar y observar al microscopt
INTERPRETACION:

No se tifie la pared quisticd, s610 se pueden ob
por lo general en nimero de ocho, de'1-2 micras de diamet
rodeados por un halo transparente.

Se pueden apreciar también los trofozonos que so Ia
micras de didmetro. Esta célula es pleomérfica con citoplasm
un nacleo oscuro morado-rojizo. Son difi clles de observar
material de fondo. i

Se pueden diferenciar varios tipos de células como los macrofag,o ulveolare
epiteliales y células ciliadas bronquiales de color rosa como también difercntes formas’ de b ]
tefiidas de color azul. En esta tincion se manifiesta abundante materml de fondo protemlco y residuo
citoplasmatico. R :
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CAPITULO 5.

RESULTADOS Y DISCUSION

De los 20 pacientes estudiados, el 55% correspondlo nl sewo fememno y 45% al sexo-'__'
masculino ( Fig. 2 ). El grupo de edad con’ mayor niimero de pacnentes fue el de 12 18 afios con °
un 35%, seguido por el de 6-11 afios con un 30%, despucs el de 1 dm 2-afios con ‘un'25%"y por

Respecto a los padecmnemos lmcnles. adcmas de Ia neumonia mam[‘eslada por todos los e
individuos, llama la atencién. que la’ categoria; ‘conformada por los nifios_ afectados por.SIDA'
constituyé un 30% de los cspecxmcnes estudnados Otra enfermedad * de lmponancla fue la Jelicemia’
aguda linfoblastica presentandose enun:15% de los casos; le precedieron otro tipo ¢ de’ padecnmlentosj, N
como tumoraciones y asma con un’ 10% ‘¢ada’uno, hipogammaglobulinemia,’ desnutricion de L
grado, sepsis, insuficiencia’ renal Yy smdrome antifosfolipido entre otros cada no :
representando un total del 35% “de las muestras analizadas (an 5)

De las mumfest'\clon lmlcas observadas, sobresnlen las siguientes: fiebre en 18 nifios, tos’:
enl2y dlf'cultad respnratorxa en 13; con menor frecuenc:a se mamfeslo taquicardia'y y astenia e
4 cada una. . ; )

En relacion a tna patologia ésbc'ladai‘rep’onada con frectiencia en pacientes con SIDA, la
candidiasis oral (42,43,30,39), se¢ encontrd en: éste. LS!Ule ‘que; los dutos concuerd'm con las
referencias citadas, ya que de 6 nifios con SIDA 4 presentar * Se confirmo un

“caso de sepsxs por Candida ¢n un_paciente con tumora n caso “de’ candxdnas:s renal en un
individuo®con’ insuficiencia renal y desnutricion “de 1T grado 'y un alslamlemo de Candida en
secrecién bronquial de un nifio con letcemia aguda linfobla:
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Al-analizar estos resultados, consideramos importante sefialar que Candida, uno de los
oportunistas que también representa gran riesgo para los' pacientes inmunocomprometidos, se
encuentra ocupando un lugar significativo. ' Si comparamos estos datos con lo reportado en Estados
Unidos yHaiti, paises del primer. y tercer mundo respectivamente, observamos que nuestros
hallazgos se asemcjan en gran proporcion.

En cuanto a la obtencion del material pulmonar se pudieron recuperar 8 especimenes por
" expectoracién inducida, 7 por lavado bronquicalveolar y 5 por aspirado transtraqueal, representando
estos un 40%, .35% "y.25% respectivamente ( Fig. 6).

La’ literatura reporta una sensibilidad mayor al .90% realizando un buen lavado
bronquioalveolar (6,30) en'el diagnéstico deP. carinji. La técnica de expectoracién inducida cita
sensibilidades que van del 56 % originalmente descrito por Bigby (31,4) hasta el 94.7 % que
reporta Leigh, siendo posible lograr esta sensibilidad siempre y cuando se ponga cuidado especial
en la manera de recuperar la muestra empleando nebulizaciones con solucién salina hipertonica,
estimulando asi,. la produccion de material alveolar por un tiempo aproximado de 30-45 minutos.
La aspiracion es la técnica menos indicada por otras publicaciones para el diagndstico de P, cavinii,
porque es dificil obtener material proveniente de los alveolos (6).

Al iniciar este estudio se pretendian conseguir todas las muestras sélo por medio de lavado
bronquioalveolar, ya que es el método que indica mayor sensibilidad, pero debido a la delicada
situacion de muchos de los nifios en los cuales una broncoscopia no era justificable, se optd por
acudir a las otras metodologias alternativas, pudiendo efectuar lavado bronquioalveolar sélo en 7
de los casos. Fue dificil obtener las muestras, porque ademas de haber trabajado con pacientes de
suma gravedad, se tenia la desvemaja de laborar con una poblacién pediatrica en donde fue
complicado conseguir la cooperacion indispensable para recuperar el material pulmonar por medio
de e‘(pectoracnon inducida. .

Se obtuvo en el preseﬁte estudio un caso confirmado de neumocistosis de los 20 pacientes
analizados, el cual fue un nifio de 10 meses, hospitalizado en el servicio de Infectologia con
diagnostico de SIDA y cuya muestra fue obtenida por lavado bronquioalveolar ( Fig. 1).

Con respecto a otro tipo de organismos aislados de material pulmonar que se sometié a
cultivo por el laboratorio de Bacteriologia se reportd Haemophilus Influenzac en un caso,
Streptococeus-haemolyticus en otro, Psendomona acruginesa en 3 pacientes y Klebsiella
pneumoniae y Enterobacter acrogenes en dos casos respectivamente.
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El hallazgo de estos microorganismos no excluye la probabilidad de una asociacion con P,
carinii en un mismo paciente ya que la lista'de organismos segiin la bibliografia reportada, con los
cuales P, garinii ha sido rela¢ionado en el pulmon, incluye una amplia gama de bacterias como
también de virus y hongos (1,2}, . “ .
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FIG.1 FRECUENCIA DE P. carinii EN LOS NINOS ESTUDIADOS
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FIG.2 FRECUENCIA POR SEXO EN LOS NINOS ESTUDIADOS
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FIG. 3 FRECUENCIA POR GRUPOS DE EDAD EN LOS NINOS
ESTUDIADOS
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FIG. 4 SERVICIOS DEL I.N.P. DE PROCEDENCIA DE LOS NINOS
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FIG. 5 PADECIMIENTOS INICIALES DE LOS NINOS ESTUDIADOS
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FIG. § METODOS DE OBTENCION DE MUESTRA
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FIG. 7. Quistes aislados de Pneumocystis carinii del paciente 2 tefiidos con azul de toluidina-O,
sobresalen del campo ya que se observa poco maternal de fondo Obsérvese su color lila
caracteristico. (X 1000)

JRauE s LTS S i :
FIG. 8. Otro campo del mismo frote de material pulmonar leﬁrgo_ con azul de toluidina-O, donde
se aprecian diferentes tamafios y formas de Pneumocystis carinii (X1000).




""TFIG. 8. Pneumocystis carinii (racimo de quistes), en frote de favado bronquioaivealar del paciente
2 con SIDA hospitalizado en e! Servicio de Infectologfa del |.N.P. Tincidn metenamina-plata (X
1000).

o 4 - T A N .
FiG. 10 Candida ( levadura gemando ), en frote de material alveolar del mismo paciente de 10
meses de edad con SIDA. Tincién metenamina-plata. { X 1000)
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FIG. 11. Frote de material pulmonar tefiido con Giemsa A} Celuta bronquial ciliada. B) Notese el
material residual de fondo que se tifie con esta técnica y entorpece la lectura microscépica (X 1000).

FIG. 12. A menor aumento se puede apreciar gran numero de A}) polimorfonucleares y B)
filamento protelnico en frote de lavado bronquioalveolar tefiido con Giemsa (X 200).




CAPITULO 6.

CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos en: este: estudio,se puede- concluir que
mm.mm carinij es un organismo patdgeno capaz de producir neumonias fatales sobre todo
en pacientes mmL}nodepnmndos, de dificil diagnéstico por.su  ¢scaso conocimiento y por no
realizarse sistematicamente su investigacion.

Se encontrd en este trabajo que la frecuencia de P. carinii en pacientes con
inmunodeficiencia atendidos en el Instituto Nacional de Pediatria es del 5 %, sin haber mostrado
relacion alguna en cuanto a riesgo de incidencia con edad, sexo, epoca de afio o lugar de residencia.

Los hallazgos clinicos en un hospedero inmunocomprometido pueden sugerir alta
probabilidad de neumonia por Eneumogystis carinii, pero sélo se puede establecer el diagnostico
por la demostracién de los organismos. La broncoscopia es el método mds confiable en la
recuperacion de los mismos, aunque una desventaja que presenta es que solo se puede realizar en

casos justificados debido a las complicaciones que puede desencadenar en pacientes inestables.

Se llevd a cabo el diagnostico de Pnenwmogystis carinii en los pacientes por medio de la
obtencion de material pulmonar utilizando lavado bronquioalveolar, expectoracion inducida y
aspiracion transtraqueal, no fue posible establecer un porcentaje de sensibilidad para la técnica de
expectoracién inducida en -poblacion infantil ya que no en todos los nifios se logré realizar
broncoscopia, que es el procedimiento a seguir para la obtencion de muestras con el fin de
"identificar el microorganismo y que seria indispensable como prueba idénea al compararla con la
técnica utilizadapara el diagnostico.

Poco se sabe sobre 2 epidemiologia de neumonia por Pnewmocystis carimii en nuestro pais
y las frecliencias de este padecimiento en México son muy variables, esto pudiera deberse entre otras
posibles causas a una inadecuada metodologia diagndstica. -

Es por esto que crecmos importante recalcar el resultado de nuestra investigacion en cuanto ©*

a diagnastico en el laboratorio. De las técnicas empleadas en este estudio para el diagnés"tico deR, .
carinii en poblacién pediétrica, la tincion de azul de toluidina-O , fue el método mas satisfactorio -
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para Ia identificacion de Ja forma quistica del organismo en material pulmonar. Los resultados de
dicho ensayo estan disponibies una hora después de la recepcion de la muestra con lo cual e! '
laboratorio es capaz de hacer un diagnostico ripido y confiable comparado con las otras técnicas.
Ver Tabla 3. que muestra las conclusiones de los resultados comparativos de las tinciones utilizadas

en el diagnostico de Pueumocystis cayinii

Los reactivos utilizados no son tan costosos y dificiles de preparar como en el caso de la
tincion de metenamina-plata, ademds de no requerir de tiempos profongados para su ejecucion que
es el caso de la técnica ya mencionada, que aproximadamente se lleva a cabo en 3 horas,

En cuanto a tiempo se refiere la técnica de Giemsa se elabora en poco tiempo,,
aproximadamente 30 minutos, pero ésta presenta otras desventajas. La visualizacion microscopica
con fa tincidon de azul de toluidi na-0 no se dificulta como sucede con la tincién de Giemsa, donde
uno de los problemas es que necesita de'gran experiencia para localizar los cuerpos intraquisticos
o trofozoitos que son los que se unen y no los qulsles ademas de revelar abundante material de
fondo indeseable.

o4 falado

Se concliuye que el éxito logrado, a uﬁ izar este ‘método, de lo ya
anteriormente, es debido a la’ preparacd‘n de. unreactivo de sulfatacion compuesto por acldo
sulfrico y dcido acético, que ehmma granp opcrcxon ' del material residual de la muestra pulmonar

perjudicial para el mxcroscoplsta yaque es cipaz de entorpecer {a busqueda de P, carinii, evitando
asi, un diagnastico de certeza.

La sensibilidad y especificidad ¢
de la calidad de las muestras, de la cali nejo de las mismas, del proceso de tincion y muy

rgado de examinar fos especimenes.

blda xmportancm a este microorganismo lo cual
redundara en un mejor conoenmlemo del mlsmo, ya quees trascendental su deteccion oportuna a fin
de brindar métodos de dlaleSNCO y trala ! ento ndecuados a los nifios afectados por Pneumocystis

4




TABLA 3 : Tinclones Utilizadas en ¢! Diagndstico de Pneumocystis carinil.

Tcion Estado Tenido de Desctipcion de la Forma Tefida Venigjas Desvenigios
l Preumocystis corind de Pneumocyatis carnll —
Nitrato de Pared TPared Dien delimitada; quistes redondos, *Estandar de oro. *Allo costo.
plata- Quistica ovalados. en forma de taza, de baldn de *Facil de leer. *Preparacion de gran nimero de
melenoming futbol ameficano o colopsodos, de color *Sengbilidod aita. reacivos.
negro mamdn, de 4-6 mictas de ddmetro. *Muy poca probebilidod *Varios pasos of gjecutar la tincién
Frecuentemente se observan estycturas de confusion con levaduras. con tiermpos muy prolongados {3 hrs),
infraquisticos en forma de comas o parén- *No se lifien cuerpos intraquisticos,
fesis y unas areas densas en forma de punto. i frofozoilos.
Azulde Pared Quistes redondos, ovdles o en foma de faza.~ {*Cosio accesiole, “Se requiere de una campona de fitio
toluidna-0O Quistica de 4-6 micras de didmetro, conregidninterna  1*Preparacion de poco reactivo. |para el monejo de sustoncias quimicas
ﬁ tefida uniformernente de color pirpuradilay  1*Poco tiempo para elcborar nocivas.
en ocasiones muestra una parte ceniral en fincién (20 minutos). *5i los quistes de Pneumocystis corinii
forma de punto de color mas obscuro. *Biminacion delamayoria de  [se encuentron dislados, pueden
material residual de fondo. confuncirse con famaas micoticas.
*Facil de leer.
Cuerpos * Cuerpos infracguisticos por 10 general en *BCjo costo. *Sensbifidod baga.
“- introquisficos inumero de ocho con nucleo de color rojo *Preparacion de poco reactivo. |*Requiere de gran experiencia
'y trofozoitos intenso. de 1-2 micras de diémetro, rodeados  {*Poco fiempo para elaborar parahacer lechra microscépica.
n : por un halo fransparente. fincion (30 minutos). *Dificil de leer.
*Trofozoito; forma extraquistica, de 2-5 “Tifie gran cantidad de material
micras de didgmetro con cifoplasma morado de fondo|células bronauiales ciliadas,
palido y micleo motado-rofizo. imacrdfagos alveolares, células
epifelicles, bocteras, residuo
citoplasmatico.materid profeinico).
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