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1. RESUMEN.

Pneumocystis jirovecii es una de las principales causas de neumonia en pacientes
inmunosuprimidos. Existen numerosos métodos para la identificacion del hongo, pero de
acuerdo al Centro para el Control y Pevencion de Enfermedades (CDC) de los Estados
Unidos de America, la prueba estandar de oro para el diagnéstico de neumocystosis es la
PCR anidada. En este estudio comparamos a la tincion de blanco de calcofldor, la
inmunofluorescencia directa y la PCR convencional contra la prueba estandar de oro para
la identificacibn de P. jirovecii en lavados bronquioalveolares (LBA) de pacientes
pediatricos con diagnéstico clinico de neumonia en el HIMFG. Analizamos 63 LBA
enviados al laboratorio de micologia médica del HIMFG para busqueda de estructuras
micéticas, de los cuales 13 resultaron positivos para P. jirovecii por PCR anidada (20.6%).
De los 13 resultados positivos 10 muestras pertenecen a pacientes masculinos y 3 a
pacientes femeninas. La sensibilidad y especificidad de los métodos evaluados fueron:
tincion de blanco de calcofltor: 69.23 y 98.0%; inmunofluorescencia directa: 84.6 y 98.0%;
PCR convencional: 92.3 y 100%. En este estudio se presentd un resultado falso positivo
(2%) tanto con la tincién de blanco de calcofltor y la inmunofluorescencia directa. Se
presentaron 4 resultados falsos negativos con la tincion de blanco de calcofluor (23 %); 2
con la inmunofluorescencia directa (15.38 %) y 1 para la PCR convencional (7.69 %). En
conclusién la tincion de blanco de calcoflior no es un método adecuado para la
identificacion de P. jirovecii en LBA de pacientes pediatricos con neumonia, la
inmunofluorescencia directa y la PCR convencional mostraron ser mejores métodos para
la identificacion de P. jirovecii, aunque la PCR convencional mostré tener mejor eficiencia

para la identificacion del hongo en este tipo de pacientes.
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2. INTRODUCCION

2.1 ASPECTOS HISTORICOS

Los miembros del género micotico conocido como Pneumocystis fueron
identificados por primera vez en 1909 por Carlos Chagas al observar al hongo en
pulmones de cerdos de Guinea infectados experimentalmente con Trypanosoma cruzi. El
Dr. Chagas pensod que se trataba de una nueva forma de vida del T. cruzi. En 1910,
Antonio Carini identifico organismos que morfolégicamente eran muy similares a los de
Trypanosoma luwisi, y creyd que se trataba de un nuevo tipo de Trypanosoma. En 1912,
Delanoe y Delanoe, revisando los datos de Carini y observando los quistes en pulmones
de ratas parisinas en el Instituto Pasteur de Paris, concluyo que se trataba de un
organismo diferente al Trypanosoma, y lo denomino Pneunocysitis carinii en alusion al

tropismo que tiene el organismo por el tejido pulmonar y en honor a Antonio Carini (1).

Poco antes de la Segunda Guerra Mundial, médicos alemanes describieron una
forma epidémica de neumonitis de células plasmaticas de etiologia desconocida que
afectd a niflos desnutridos (2). La primera relacion entre una infeccion por Pnuemocystis
fue sugerida en 1942 cuando Van der Meer y Brug observaron Pneumocystis en cortes de
pulmén de un nifio fallecido por neumonitis de células plasmaticas (3). Esta observacion
fue ignorada por una década, hasta que en 1951 y 1952, los patélogos checos Vanela y
Jiroveci reportaron la asociacion de Pneumocystis en el pulmén de un nifio prematuro y
desnutrido con neumonitis intersticial de células plasmaticas (4). Hacia finales de la
década de los ochenta, la prematurez y la desnutricion fueron causas importates de
neumonia por Pneumocystis (PcP: Pneumocystis pneumonia). Alrededor de 3346 casos

de PCP fueron reportados alrededor del mundo, 2281 (68%) ocurrieron en niilos con
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desnutricion o prematurez (5). En 1955, Weller observo que la administracion de
dexametasona por tiempo prolongado en ratas provoco la infeccién por Pneumocystis. En
la década de los sesenta, Pneumocystis comenzé a ser reconocido como un patdégeno
oportunista en nifios inmunodeprimidos con leucemia aguda o con inmunodeficiencias
primarias con alteracion en la funcién de los linfocitos T (7,8). En 1981, la PCP fue la
primera infeccion reportada en hombres homosexuales de los Estados Unidos que
presentaron el cuadro de sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (9, 10). Con la
extension de la epidemia del SIDA ocurrié un ascenso dramatico en la incidencia de PCP.
Durante los afios ochenta, la PCP fue la enfermedad que definié al SIDA en mas de la
mitad de los adolescentes y adultos infectados por el virus de inmunodeficiencia humana
en Estados Unidos (11). La introduccidn de la terapia profilactica anti-Pneumocystis en
1989 vy la terapia antirretroviral combinada en 1996 provocaron un descenso substancial
en la incidencia de la PCP en individuos infectados por el VIH (12, 13). Sin embargo, la
Pneumocystosis permanece como una de las principales causas de infeccion oportunista,
de morbilidad y mortalidad en personas infectadas por el VIH que no reciben o son
resistentes a la terapia antirretroviral altamente activa (HAART) y aquellos cuyo
diagnostico de infeccion por VIH no ha sido realizado (14). La PCP también es de
importancia clinica en personas inmunodeprimidas VIH negativas, como aquellos

pacientes que reciben tratamiento inmunosupresor o quimioterapia antineoplésica.

2.2 TAXONOMIA

Pneumocystis es considerado como una entidad taxonémica Unica (designado
como P. carinii). Investigaciones recientes demuestran que el género Pneumocystis es un

grupo complejo de numerosas especies. Basados en el criterio morfoldgico y la respuesta
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de la infeccién al tratamiento con pentamidina se clasifico a este organismo como un
protozoario. En 1988, Edman y Stringer demostraron que las secuencias de mARN de P.
carinii estdn mas relacionadas con secuencias de hongos que con aguellas de
protozoarios (15, 16). Los andlisis filogenéticos recientes ubican a Pneumocystis en el
reino Fungi. Actualmente las especies de Pneumocystis estan clasificadas dentro del
Phylum Ascomicota, en una Uunica clase, orden y familia (Pneumocystidomicetos,
Pneumocystidales y Pneumocystidae, respectivamente) (17). Sin embargo, Pneumocystis
es un hongo microscoépico atipico: a) es incapaz de crecer en medio de cultivo de cultivo
micético; b) responde a agentes antiparasitarios como la pentamidina y cotrimoxazol; c¢) su
membrana plasmatica contiene colesterol en lugar de ergosterol, lo cual explica la

ineficacia de la anfotericina b para el tratamiento de la PcP.

En 1976, Frenkel noté diferencias fenotipicas entre los organismos de
Pneumocystis de diversos mamiferos y propuso nombrar al organismo que infecta al
humano como una especie diferente (18). Lo nombré Pneumocystis jirovecii, en honor al
patolégo Jiroveci, quien report6é al organismo en humanos. El nombre no fue aceptado al
inicio. La primera evidencia de diferencias moleculares entre los organismos de
Pneumocystis en humanos y animales de laboratorio provino del analisis del tamafio de
las proteinas (19). Sin embargo, la variabilidad inter-especie en el tamafio de las
proteinas dificulto la diferenciacion de las especies, posiblemente por la modificacion
proteica mediada por el huésped, presencia de microorganismos muertos o contaminacion

con patogenos diferentes.

Los analisis del ADN proporcionaron la evidencia de la divergencia genética entre

las especies de Pneumocystis (20). Las secuencias de mARN de la subunidad 18S de

10
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Pneumocystis obtenido del humano y el obtenido de la rata difieren en 5%. Muchos otros
genes o fragmentos de éstos han sido analizados (21-28). En todos los casos, la
secuencia de los genes difiere entre especies. Mas aun, experimentos en ratas, ratones y
primates han demostrado la especificidad de especie de Pneumocystis para su hospedero

(29-31).

En el afio 2001, en el Taller Internacional sobre Paréasitos Oportunistas, el grupo de
expertos discutieron la nomenclatura de Pneumocystis y propusieron renombrar al
microorganismo P. carini como una especie dentro del género Pneumocystis, y abrieron
las guias de creaciéon de nuevos nombres para especies (32). Pneumocystis jirovecii fue
elegido para designar a la especie que infecta a los humanos y Pneumocystis carinii para
una de las dos especies que infectan a las ratas. Los andlisis de ADN demuestran la
existencia de polimorfismo en aislados de P. jirovecii, sugiriendo la existencia de multiples
cepas (20). ElI nombre correcto y valido de acuerdo al Cédigo Internacional de
Nomenclatura Zoolégica (ICBU) es Pneumocystis jirovecii para la especie que infecta al
hombre. Sin embargo, actualmente la nomenclatura y taxonomia de este organismo

continua en controversia (33-35).
2.3 BIOLOGIA E INMUNOPATOGENIA DE Pneumocystis jirovecii.
2.3.1 CICLO BIOLOGICO

Se han realizado muchos intentos por cultivar a Pneumocystis jirovecii con una gran
variedad de técnicas, sin embargo no se han obtenido resultados satisfactorios. Los
estudios del ciclo bioldgico de P. jirovecii estdn basados principalmente en el estudio de
las formas observadas en pulmones infectados, a través de la microscopia de luz y

electronica (36). Existen dos formas morfologicas conocidas en el ciclo biologico del
11
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hongo: el trofozoito y el quiste. El trofozoito es pequeno, de 1 a 4 um, y predomina sobre
la forma quistica durante la infeccién en una relacion aproximada de 10 a 1. El quiste
maduro mide de 8 a 10 ym de diametro. Existen reportados tres estadios intermedios de
la forma quistica: prequiste temprano, intermedio y tardio. Se ha propuesto la hipétesis de
gue la forma de trofozoito puede conjugarse y desarrollarse dentro de quistes en
maduraciéon con ocho nucleos intraquisticos y que al alcanzar la madurez el quiste se
rompe y libera a los trofozoitos (fig. 1). Este modelo es compatible con el ciclo biolégico
de los deméas hongos Ascomicetos. Sin embargo, cdmo el estadio de enquistamiento

es un paso obligado para la replicacion de los trofozoito permanece en controversia (37).

a Asexual b sexud

d tochondiion rep. S
e o5 %

AN

xCysment

Fig. 1. Ciclo bioldgico de P. jirovecii. Tomado de Nature Reviews Microbiology 2007; 5:298-308.
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2.3.2 INTERACCION DE P. jirovecii CON LAS CELULAS DEL HOSPEDERO

En un hospedero infectado, Pneumocystis existe casi siempre en los alveolos
pulmonares. Los trofozoitos se unen a las membranas plasméticas de las células del
epitelio alveolar, a través de interdigitacion de sus membranas celulares. El analisis ultra-
estructural muestra que la adherencia es por aposicion estrecha de las superficies
celulares sin fusion de las membranas o cambios en las particulas intra-membranosas (38,
39). Estudios realizados con células epiteliales muestran que la adherencia de
Pneumocystis no altera a la célula epitelial alveolar ni su funcién de barrera (36).
Pneumocystis mantiene vida extracelular dentro de los alveolos pulmonares,
probablemente obteniendo nutrientes esenciales del fluido alveolar o de otras células (39).
La unién de Pneumocystis a la célula epitelial alveolar es facilitada por la fibronectina y la
vitronectina, presentes en el fluido alveolar. Estas proteinas cubren a la superficie del
hongo y posteriormente median su unién, probablemente a través de integrinas, asi como
de receptores epiteliales fijadores de manosa (37). La interaccion de Pneumocystis con la
célula epitelial alveolar y macréfagos alveolares desencadena una respuesta celular tanto
en el hongo como en las células del hospedero. Esta demostrado que la union del hongo
a la célula epitelial alveolar aumenta la proliferacion, a través de la activacién de vias de
sefalizacion mediadas por cinasas (37). La adherencia del hongo también inhibe el
crecimiento de las células epiteliales pulmonares a través de vias de regulacion

dependientes de ciclina (39-41).

Los macrofagos alveolares son fagocitos residentes que median la eliminacion del
hongo del pulmén. Los macrofagos alveolares cultivados de roedores pueden fijar y

captar al hongo, a través de la interaccion de sus receptores de manosa con la

13
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glicoproteina mayor de superficie (Mgs) de Pneumocystis, asi como a través de la
interaccion de los receptores de dictina-1 del macréfago y el B-glucano del hongo. Las
IgG pueden facilitar esta interaccion célula-hongo a través de la opsonizaciéon del hongo
(36). Una vez internalizado es incorporado en fagolisosomas y degradado (36). El papel
esencial de los macréfagos en el control de la PcP ha sido demostrado en modelos
animales. La eliminaciéon del hongo estd alterada importantemente en animales
depletados de macréfagos (42). El bloqueo de la apoptosis de los macréfagos inducida
por Pneumocystis aumenta la resistencia del huésped a la infeccion y prolonga la
supervivencia del modelo animal (43). La fagocitosis, el estallido respiratorio y la
activacion de los macrofagos alveolares esta alterada en los individuos infectados por el

VIH y pueden contribuir a la patogenia de la infeccién (44, 45).

El control inmunoldgico de Pneumocystis también involucra la producciéon de
guimiocinas y citocinas inflamatorias producidas por los macrofagos alveolares y las
células epiteliales (36). La evidencia muestra que las moléculas de B-glucano de la pared
celular de Pneumocystis son componentes importantes de que conducen al inicio de la
respuesta inflamatoria en la PcP. Los macrofagos expresan gran cantidad de receptores a
B-glucano, incluyendo a la dictina-1, al TLR-2 y a CD11b/CD18 (CR3), cuya union inicia
una cascada de sefializacion que resulta en la activacion de NF-kB y la subsecuente
estimulacién de la expresion de genes de la respuesta inflamatoria, como el del TNF y la
IL-8 (36). Los receptores de dictina-1 y de CR3 estan ausentes en las células epiteliales y
los que participan es dichas células son receptores para lactoseramida y otros mas, que
incluyen a los TLRs, y que inician la sefalizacion inflamatoria en respuesta a los [3-

glucanos (36).
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2.3.3. RESPUESTA INMUNE A LA NEUMONIA POR Pneumocystis jirovecii (PcP).

Los patrones de reconocimiento estimulan la liberacion de quimiocinas y citocinas
inflamatorias, las cuales promueven el reclutamiento y activacion de neutréfilos y linfocitos.
Los linfocitos CD4+ son esenciales para el control de la infecciébn por P. jiroveci. La
deplecion de los linfocitos CD4+ en ratones aumenta la susceptibilidad a la infeccion y la
cual se resuelve cuando dichos ratones son repoblados con linfocitos CD4+ esplénicos
(37, 46). La reconstitucion de los linfocitos CD4+ en ratones con inmunodeficiencia
combinada severa elimina la infeccion por Pneumocystis (37, 47-49). Los linfocitos CD4+
coordinan la respuesta inflamatoria del hospedero al reclutar y activar a células efectoras
adicionales como los monocitos y los macrofagos, las cuales son responsables de la
eliminacion del hongo. En contraste a los linfocitos CD4+, los linfocitos CD8+ tienen un
papel mas controversial en la defensa contra Pneumocystis. La reconstitucion de los
linfocitos CD8+ en ratones con inmunodeficiencia combinada severa no protege contra la
infeccion, y los ratones silvestres depletados de linfocitos CD8+ son resistentes (47-49).
Sin embargo, los linfocitos CD8+ pueden proporcionar un efecto benéfico, particularmente
en la deficiencia cronica de los linfocitos CD4+. Por ejemplo en ratones depletados de
linfocitos CD4+ y CD8+ desarrollan una infeccion mas severa que aquella que desarrollan

los ratones depletados Uunicamente de linfocitos CD4+ (47, 50).

La respuesta inflamatoria puede ir en detrimento del hospedero, como lo muestra el
modelo de ratones con inmunodeficiencia combinada severa infectados con Pneumocystis
gue tienen preservada la funcién pulmonar hasta que la enfermedad alcanza un estadio
tardio (36), y que son reconstituidos con células esplénicas intactas y desarrollan una

respuesta inflamatoria intensa mediada por linfocitos T CD4+ y CDS8+, ocasionando
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alteraciones en el intercambio gaseoso y de la funcion pulmonar (51). Tanto los linfocitos
CD4+ y CD8+ pueden ocasionar una respuesta inflamatoria deletérea en el hospedero. La
reconstitucion de linfocitos CD4+ en ratones con inmunodeficiencia combinada severa
puede resultar en una respuesta inflamatoria exagerada que conduce a la muerte del
hospedero (48). Otras investigaciones demuestran que la hipoxia y el dafio pulmonar en

ratones dependen de la presencia de linfocitos CD8+ en el pulmén (51, 52).

Ademas de los linfocitos T, los neutréfilos también participan en la inflamacion
pulmonar durante la PcP. El reclutamiento de neutrdfilos esta estrechamente relacionado
con la lesiéon pulmonar en humanos (53). La IL-8 esta relacionada con la infiltracion de
neutrofilos y alteracion del intercambio gaseoso durante la PcP severa en humanos (54,
55). Los niveles de IL-8 en lavados bronquioalveolares puede ser predictor de la falla
pulmonar y la muerte por PcP (55). Los neutrdéfilos reclutados liberan proteasas y
especies reactivas del oxigeno (ERO), que lesionan directamente a las células epiteliales y
a las células del endotelio capilar. Sin embargo, en ratones depletados de linfocitos CD4+,
Pneumocystis induce una lesion pulmonar similar en ratones con funcién fagocitica normal
o alterada, sugiriendo que la inflamacién mediada por los linfocitos CD8+ puede ser la
responsable directa de la lesibn pulmonar, mas que la inflamacion mediada por los

neutrofilos durante la PcP en modelos de ratén (56).

2.4. EPIDEMIOLOGIA.

Existen reportes en los cuales se ha logrado aislar ADN de P. jirovecii en el aire
alrededor de arboles de manzana y en la superficie de agua estancada; sin embargo, no
se ha identificado con certeza el nicho ecolégico del hongo (57-60). Por otro lado,

estudios de seroprevalencia de anticuerpos anti-Pneumocystis en  nifos
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inmunocompetentes demuestran el contacto con el hongo a edades tempranas. En un
estudio espafiol realizado en 3 zonas rurales muestra una seroprevalencia del 73% en
nifios entre los 6 y 13 afios de edad (61). También se ha observado un incremento de la
seroprevalencia relacionado con la edad: 52% en nifios de 6 afios, 66% en niflos de 10
afios y de 80% en nifios de 13 afios. Los estudios seroepidemioldgicos internacionales
muestran que Pneumocystis tiene distribucion mundial, pero la prevalencia de anticuerpos
si varia de acuerdo a la regidén geografica. Mas aun, en un estudio dirigido en un area
urbana de Chile la seroprevalencia de anticuerpos anti-Pneumocystis alcanzo el 85% a los
20 meses de edad (62). La infeccidn primaria probablemente es asintomatica, pero se ha
realizado un andlisis detallado para determinar la existencia de algin cuadro clinico
relacionado a la infeccion. En un estudio reciente se sugiere que la infeccion por P.
jirovecii se puede manifestar inicialmente como una infeccién de vias respiratorias altas en

ninos menores de nueve meses, predominantemente entre los 1.5 a 4 meses (63).

Por décadas se tuvo la teoria de la reactivacion de la infeccion latente por P.
jirovecii adquirida en la infancia. Sin embargo, la evidencia epidemiolégica y experimental
va en contra de esta teoria. El agrupamiento geogréfico de casos de PcP en areas
urbanas ha sido observado (64, 65) y los genotipos encontrados en pacientes son
similares a los que se encuentran en el ambiente donde habita el propio paciente, pero
diferentes a los genotipos presentes en el lugar de nacimiento o infancia del paciente (66,
67). Alguna evidencia experimental muestra argumentos contra la reactivacion de la
infeccion latente. Ratones adultos sanos inoculados con Pneumocystis eliminan la
infeccion de los pulmones en tres semanas, mientras que el proceso es un poco mas largo

en neonatos (68).
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Actualmente, estudios en humanos y animales inferiores apoyan el modelo de la
transmision aérea de P. jirovecii. Estudios en modelos animales demuestran que
Pneumocystis es transmisible y la via de transmision es la aérea, pues la exposicion de
animales colonizados con el hongo conduce a la colonizacién en animales sanos y el
desarrollo de la enfermedad clinica en animales inmunocomprometidos (69-71). Mas aun,
se ha demostrado la presencia de ADN de Pneumocystis en filtros de las jaulas de ratas
Wistar infectadas con el hongo (72) y la transmision de Pneumocystis sin contacto fisico

desde ratas infectadas a las ratas libres del hongo (73).

Existen numerosos reportes de brotes de PcP, la mayoria de los cuales han
sucedido en pacientes receptores de trasplante renal (74-79). Los analisis moleculares de
P. jirovecii de algunos de estos estudios demuestra la adquisicibn nosocomial de la
infeccion (80-82). A pesar de que los modelos animales y humanos muestras evidencias a
favor de la transmisién aérea, se desconoce el papel del contacto persona a persona

como via de transmision del hongo.

El papel de la colonizacibn en humanos debe de tomar mayor importancia en la
trasmision de Pneumocystis. Se ha demostrado un ciclo permanente de colonizacién-
eliminacién en los humanos, incluso con mayor frecuencia que en los modelos animales
(71, 82). Muchos reportes indican que el ADN de Pneumocystis es detectado en el tracto
respiratorio sin aparicion de manifestaciones clinicas; esta situacion se ha denominado
como colonizacion o estado de portador. La prevalencia de colonizaciéon por
Pneumocystis es baja, variando los reportes del 0 al 20% segun el estudio (84, 85). Sin
embargo, se puede explicar esta variacion por la utilizacién de diferentes métodos de

deteccion y de diferentes tipos de muestras; ademas de la variabilidad geogréfica y
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ocupacional de las poblaciones estudiadas. Algunos grupos de pacientes estan en mayor
riesgo de colonizacién: en los individuos infectados por el VIH es mas comun la
colonizacion que en otros grupos. La colonizacion por Pneumocystis ha sido demostrada
en pacientes con diagnéstico clinico y de laboratorio diferentes a la PcP (86,88); y en
pacientes que fallecieron de causas diferentes (89). Usando diferentes tipos de muestras
respiratorias la prevalencia de la colonizacién varia del 31 al 68%, incluyendo a pacientes
gue recibieron profilaxis anti-Pneumocystis y pacientes con cuentas de linfocitos CD4+

menores a 200 células/pL.

La colonizacion por P. jirovecii también tiene mayor prevalencia en pacientes con
enfermedades pulmonares crénicas (90-92). El padecimiento pulmonar crénico con mayor
prevalencia de colonizacion es la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) (37 al
55%) (93-95). EIl tabaquismo incrementa la posibilidad de colonizacion por el hongo (96).
En individuos infectados con el VIH, el tabaquismo incrementd el riesgo de colonizacion

(89), y desarrollo de PCP (97, 98).

La colonizacion por P. jirovecii también ocurre en otro tipo de condiciones médicas.
Por ejemplo, de 86 pacientes con diabetes mellitus, mieloma mudltiple, leucemia linfocitica
cronica o sarcoidosis, 13 (16%) estuvieron colonizados por P. jirovecii, utilizando como
método de deteccidon la PCR anidada (99). EIl tratamiento con corticoesteroides puede
favorecer la colonizacién. En un estudio de 93 sujetos sometidos a broncoscopia con
toma de LBA y analizados por PCR para deteccién de P. jirovecii, 8 (44%) de 18 que
recibian mas de 20 mg de prednisona resultaron colonizados, comparado con 9 (12%) de
los 75 que no recibieron ninguna dosis de prednisona (100). El embarazo también puede

ser un factor de riesgo para la colonizacion segun lo refiere un estudio, y en el cual
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reportan que el 16% de los embarazos que cursan el tercer trimestre resultaron
colonizados, sugiriendo que la inmunodepresion fisioldégica asociada al embarazo favorece

la colonizacion por el hongo (101).

La alta seroprevalencia de anticuerpos anti-Pneumocystis en nifilos sugiere que la
colonizacion por P. jirovecii ocurre con mayor frecuencia en la infancia; ademas de que los
nifios pueden ser los reservorios del hongo. La colonizacién ha sido demostrada, por la
PCR anidada y en tiempo real, en el 15% de aspirados nasofaringeos de nifios mayores
de 2 afnos de edad hospitalizados por bronquiolitis 0 en otras infecciones respiratorias
agudas y sin evidencia de PcP (62, 63, 102, 103). Estructuras de P. jirovecii se han
identificado en el 32% de las autopsias de nifios de entre 5 dias y un afio de edad que
fallecieron por el sindrome de muerte subita infantil u otras causas (incluyendo situaciones
médicas y lesiones), utilizando inmunohistoquimica o tincibn de Gomori (104). La
observacion de colonizacion en neonatos humanos sugiere la trasmision vertical como una
via alterna para la trasmision de P. jirovecii. Un estudio reciente apoya esta hipotesis ya
gue demuestra la presencia de ADN del hongo en 11 pulmones y 8 placentas de 20 fetos

abortados de madres inmunocompetentes (105).

La consideracion de la posible trasmision nosocomial de P. jirovecii proviene de
estudios de colonizacion en trabajadores de la salud, pues se ha encontrado una mayor
frecuencia en aquellos trabajadores de la salud que estdn en contacto estrecho con
pacientes con diagnéstico de PcP que en aquellos que no tienen contacto con este tipo de
pacientes (106, 107). En contraste, estudios previos no encontraron colonizacion en
lavados orofaringeos de trabajadores de la salud expuestos a pacientes con PcP (108).

Es mas, se demostré que las cepas de P. jirovecii fueron diferentes genotipicamente entre
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los pacientes y los trabajadores que estuvieron en contacto con ellos (106), por lo cual se
considera que se deben de realizar mas estudios para aclarar el impacto de los portadores

asintomaticos en la dinamica de trasmision de P. jirovecii.

2.5. GRUPOS DE RIESGO PARA NEUMONIA POR P. jirovecii.

Existen varios grupos de poblaciones gque son susceptibles a la colonizacion por P.
jirovecii con consecuencias clinicas importantes. Los individuos colonizados pueden
desarrollar PcP (109, 110). Estos grupos pueden servir como reservorios para mantener

la trasmision del hongo a otros pacientes.
2.5.1. Infeccion por VIH

Durante la infeccion por el VIH, los niveles de linfocitos CD4" circulantes y el control
de la replicacion viral son predictivos del riesgo de pneumocystosis. La PcP se desarrolla
principalmente en pacientes con cuantas de linfocitos CD4+ menores a 200 cél/pL o 15%
de las células T; ademas de aquellos pacientes cuya replicacion viral no esta controlada
(114-116). Sin embargo, aproximadamente del 10 al 15% de los casos de PcP ocurre en
individuos con cuentas de linfocitos CD4+ mayores a 200 cél/ yL (117). Llama la atencion
que los infantes infectados por el VIH tienden a desarrollar la neumonia con cuentas de
linfocitos CD4+ alrededor de 200 cel/uL. Estos datos sugieren que la deplecion de
linfocitos CD4+ no es totalmente responsable de la susceptibilidad a la pneumocystosis.
Actualmente se considera que los individuos infectados con el VIH que desarrollan PcP se
explica por no estar diagnosticados de la infeccion por el VIH o porque no tienen acceso

al tratamiento contra el VIH (118). Considerando estas Ultimas premisas la
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penumocystosis continua siendo la infeccion oportunista mas frecuente en paises

subdesarrollados (119).

2.5.2. Inmunocomprometidos VIH negativos.

A patrtir de la utilizacién de la profilaxis anti-pneumocystis y la HAART en pacientes
infectados por el VIH, la mayoria de los casos de PcP se presentan en pacientes
inmunocomprometidos VIH negativos en pacientes industrializados (120, 121) y cuya
incidencia continua incrementandose en dichos pacientes (122, 123). Los individuos que
se incluyen en este grupo son aquellos con inmunodeficiencias primarias;
inmunodeficiencias secundarias debidas a enfermedades hematolégicas malignas y
tumores sélidos; receptores de trasplante de 6rgano solido o de médula osea; y pacientes
con trastornos de la colagena y vasculatura (principalmente en la granulomatosis de
Wagener). No existe ningun indicador biolégico cuantitativo que correlacione claramente
con el riesgo para desarrollar PcP en estos grupos de pacientes, a diferencia del caso de
la infeccién por VIH. Mas aun, la PcP que desarrollan este tipo de pacientes es con
cuentas de linfocitos CD4+ normales (124). Los factores de riesgo mas importantes son la

terapia con corticoesteroides por periodos prolongados y la terapia citotoxica (122, 125).

2.5.2.1. Inmunodeficiencias primarias

Los nifios con inmunodeficiencias primarias presentan mayor riesgo de desarrollar
PcP. En este grupo la neumonia se presenta antes del primer afio de edad, y con
frecuencia desenmascara al trastorno inmunolégico. En la mayoria de los casos se ha
reportado una alteraciéon en la funcion de los linfocitos T (8, 126-131). La
inmunodeficiencia combinada severa y el sindrome hiper IgM ligado al X presentan mayor

riesgo (8, 126-134). La susceptibilidad esta mediada celularmente (135) y la terapia con
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inmunoglobulina no previene la infeccion (133, 136). En el caso de la deficiencia para
linfocitos B, la neumonia es rara y ocurre en nifios de pocos meses de edad. La PcP es
extremadamente rara en las inmunodeficiencias primarias de células fagociticas como en

el caso de la enfermedad granulomatosa cronica (137-139).

2.5.2.2. Enfermedad hematoldgica maligna.

Las leucemias y los linfomas son condiciones especialmente inmunosupresivas
subyacentes al momento de hacer el diagnéstico PcP en pacientes VIH negativos (123,
124, 139, 140). Histéricamente los pacientes con leucemia linfoblastica aguda son los que
presentaban mayor riesgo de desarrollar la PcP. Se ha observado una mayor tasa de PcP
en pacientes con leucemia linfoblastica aguda que en el mieloblastica aguda, resultado de
las altas dosis de cortico-esteroides utilizadas en el tratamiento de las primeras. Sin
embargo, con el uso rutinario de la profilaxis anti-pneumocystis la incidencia ha
descendido del 21% al 0.17% segun algunos reportes (128). Por tal motivo, la tasa de
incidencia actual de PcP es mayor en otras enfermedades hematoldgicas malignas: 0.34%
en pacientes con linfoma y de 0.32% en pacientes con leucemia diferente a la linfoblastica

(123, 125).

Algunos esquemas de tratamiento aplicados a pacientes con enfermedad
hematolégica maligna incrementan la inmunosupresién y por lo tanto incrementan el riesgo
de PcP. La mayoria de los pacientes reciben cortico-esteroides al momento del
diagnostico (124, 125, 139-141). Los analogos de las purinas, utilizados con frecuencia en
el tratamiento de las enfermedades linfoides crénicas malignas ocasionan
inmunosupresion a expensas de células T, y conlleva a la predisposicion a infecciones
oportunistas, entre ellas a la PcP (142-144). Otros agentes citotdxicos relacionados al
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incremento en el riesgo de PcP son la citarabina, la vincristina, la ciclofosfamida y el
metrotexate (123, 124, 145, 146). Las terapias con anticuerpos monoclonales
desarrolladas en afos recientes para el tratamiento de enfermedades malignas linfoides
pueden causar deplecion linfocitaria ocasionando inmunodeficiencia celular
predisponiendo a la PcP (147-150). El rituximab incrementa el riesgo de PcP en pacientes

gue reciben CHOP-14 y CHEOP-14 (151-152).

2.5.2.3. Tumores sélidos.

La PcP esta incrementandose en los pacientes con tumores sdlidos. Se considera
gue el uso de corticoesteroides es el factor predisponente mas comun. Se ha observado
gue la mitad de los pacientes con tumores sélidos que desarrollan la neumonia por P.
jirovecci presentan un tumor cerebral primario 0 una metastasis, pero que estuvieron
recibiendo dosis altas de corticoesteroides (153, 154). La PcP se ha reportado
ocasionalmente en pacientes con cancer que han sido tratados Unicamente con
quimioterapia (125, 155). Es de llamar la atencién que la mayoria de los casos de PcP en
pacientes con lesiones neoplasias cerebrales presentaron el tumor primario en el pulmén o
en la glandula mamaria (125, 140). Una hipétesis sugiere que el tabaquismo y la radiacion
directa sobre los pulmones de estos pacientes incrementa el riesgo colonizacion por P.

jirovecii y el desarrollo de PcP subsecuentemente.

2.5.2.4. Enfermedades inflamatorias y de la colagena.

Estudios retrospectivos de casos de PcP en pacientes con enfermedades
inflamatorias y de la colagena muestras que la mayoria de los pacientes recibieron
corticoesteroides ademas de un segundo agente inmunosupresor (156). La incidencia

mas elevada de PcP en este tipo de pacientes se presenta en aquellos con
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granulomatosis de Wagener: la incidencia fue del 6% en una serie de 180 pacientes que
recibieron corticoesteroides y una terapia inmunosupresora adicional (157). Todos los
pacientes presentaron linfopenia, y la PcP se presento durante la terapia con

corticoesteroides en el 90% de los pacientes.

Los pacientes con lupus eritematoso sistémico la PcP ha sido observada antes de
la terapia inmunosupresora y puede estar asociada a cuentas linfocitarias de 0.4 X 10°
cél/L (5). Los pacientes con dermatomiositis o polimiositis con compromiso pulmonar y
terapia con corticoesteroides a dosis altas tienen un alto riesgo de PcP (158-160). Incluso
existen reportes de PcP fulminante en pacientes con dermatomiositis tratados con altas
dosis de corticoesteroides y que previo a la terapia presentaban linfopenia (161). Los
pacientes con colitis ulcerativa tratados con corticoesteroides incluso sin ciclofosfamida
también presentan riesgo de desarrollar PcP (162, 163). El inflimax también incrementa el

riesgo de PcP (164), asi como la artritis reumatoide (165).
2.5.2.5. Trasplante de 6rgano sélido.

Los receptores de trasplante renal tienen una incidencia de PcP del 10 al 11% (5,
166) en ausencia de profilaxis. La mayoria de las PcP se presentan de 3 a 6 meses
después del trasplante. Los factores de riesgo relacionados para desarrollar la neumonia
incluyen el tratamiento previo de episodios de rechazo y los farmacos utilizados para
mantener la inmunosupresién (ciclosporina, tracolimus, sirolimus y micofenolato), aunque
existen algunos reportes en los cuales no se ha confirmado (77, 78, 167-173). Sin
embargo, la terapia inmunosupresora cambia constantemente y este factor puede
modificar el riesgo de la infeccion (174, 175). El incremento en el uso de alemtuzumab y

rituximab para el manejo del rechazo puede ocasionar un incrementar la incidencia de las
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infecciones oporutnistas en los receptores de trasplante de 6rgano solido. Ademas de los
factores antes mencionados, se han reportados brotes de PcP en receptores de
trasplante renal, lo cual sugiere que la presencia del hongo en el ambiente del receptor

puede incrementar el riesgo de neumonia (75).

Los receptores de trasplante cardiaco desarrollan la PcP con una incidencia del 5 al
41% (5). En receptores de higado, el 10% desarrolla PcP (5, 123). La PcP es mas
frecuente en receptores de pulmon o de trasplante cardiopulmonar sin profilaxis que en

otros organos, con tasa que varian del 16 al 43% (5, 123).

2.5.2.6. Trasplante de médula 6sea o células madre hematopoyéticas.

El trasplante de médula 6sea alogénico y de células madre hematopoyéticas
conlleva a inmunosupresiéon severa, la cual se extiende en el periodo postrasplante por
meses o periodos mas prolongados si existe enfermedad de hospedero contra injerto que
requiere terapia inmunosupresora. El riesgo de desarrollar PcP se incrementa con el uso
de injertos depletados de linfocitos T (125, 176). Antes del uso de la profilaxis con
trimetropin/sulfametoxasol, el 9 al 16% desarrollaban PcP en el caso de receptores de
médula 6sea (5). La mayoria de los receptores que desarrollan PcP no estan recibiendo la

profilaxis adecuada anti-pneumocystis (177, 178).

2.5.2.7. Otros transtornos.

Ademas de las condiciones mencionadas anteriormente, la pneumocystosis es un
hongo oportunista en pacientes con linfopenia idiopatica de CD4+ (179). Se han reportado
algunos casos de PcP en el sindrome de Good (180). También se han reportado casos

en pacientes que no presentan factores predisponentes (180); la mayoria de ellos eran
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ancianos y con manifestaciones pulmonares atipicas, como infiltrado focal y derrame
pleural. Se ha reconocido la existencia de infecciones pero que no se habian identificado

(182), y la presencia de inmunodeficiencia subyacente no de descarto.

La relacién de los corticoesteroides y P. jirovecii cada vez mas se ha enfatizado en
pacientes con sindrome de Cushing y en nifios con asma que son tratados con
corticoesteroides, una situacion que no habia sido relacionada con ninguna infeccion

oportunista (183-185).

2.6. PRESENTACION CLINICA DE LA NEUMONIA POR P. jirovecii.

La PcP comunmente se presenta con fiebre de bajo grado, tos no productiva y
disnea progresiva. La exploracion fisica es inespecifica, con auscultacion pulmonar
frecuentemente normal incluso en presencia de enfermedad importante e hipoxemia. La

presencia de disnea aguda con dolor pleuritico puede indicar la presencia de neumotorax.

Los pacientes con SIDA y PcP tienen un nimero muy incrementado de organismos
del hongo en sus pulmones con pocos neutréfilos, a diferencia de los pacientes sin SIDA
(186). Este numero mayor de organismos permite hacer un diagnostico mas facil en
esputo inducido o en lavado bronquioalveolar para confirmar la presencia del hongo, a
diferencia de otras condiciones de inmunosupresion diferentes al SIDA. Los pacientes con
sintomas moderados de neumonia por P. jirovecii pueden incluso ser tratados como
pacientes externos; pero en presencia de hipoxemia severa deben de ser hospitalizados
para realizar el diagnostico preciso y otorgar terapia intravenosa. El desarrollo de

neumonia grave con insuficiencia respiratoria es la causa mas frecuente de ingreso a la
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UCI en este tipo de pacientes. Entre mas pacientes con PcP haya, la mortalidad es del 10
al 20% durante la infeccion inicial, pero la tasa se incrementa substancialmente con la

necesidad de ventilacion mecanica (187).

Los pacientes con PcP sin padecer SIDA tipicamente se presentan con insuficiencia
respiratoria aguda que puede estar relacionado con el incremento de la dosis de
medicamentos inmunosupresores (125, 188). Los pacientes afectados tienen mas
neutrofilos y menos cantidad de organismos que los pacientes con SIDA que presentan la
neumonia (187). La tasa de mortalidad en pacientes con PcP en pacientes sin SIDA esta
reportada entre el 30 y 60%, dependiendo de la poblacién de riesgo, con un mayor riesgo
en los pacientes con cancer que los receptores de algun trasplante o con enfermedades

del tejido conectivo (189, 190).

La caracteristicas radiogréaficas tipicas de la neumonia por P. jirovecii son el
infiltrado intersticial perihiliar bilateral que puede progresar a homogéneo y difuso
conforme la neumonia progresa (Fig. 2) (191). Hallazgos menos comunes incluyen
nodulos solitarios o multiples, infiltrados del l6bulo superior en pacientes que reciben
pentamidina en aerosol, neumatoceles y neumotérax. El derrame pleural y la
linfadenopatia toracica son raras. Cuando la telerradiografia de térax postero-anterior es
normal, la tomografia computarizada, mas sensible, puede revelar imagenes de vidrio

esmerilado o lesiones quisticas (192).
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Fig. 2: Telerradiografia de térax P. A. que muestra infiltrado intersticial y
alveolar mixto mas prominente en el lado derecho. Esta imagen
pertenece a un paciente con neumonia por P. jirovecii, que estuvo bajo
tratamiento con corticoesteroides a largo plazo por una neuropatia
inflamatoria. Tomada de N Engl J Med 2004; 350: 2487-98.

2.7. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO DE P. jirovecii.

P. jirovecii es un hongo que no ha podido ser cultivado realmente, por lo cual la
identificacion del hongo debe de ser realizada por la demostracion microscopica o

genética de las estructuras en muestras respiratorias de los pacientes.
2.7.1. Muestras.

Para identificar a P. jirovecii deben de analizarse muestras respiratorias obtenidas
por esputo inducido, lavado bronquial, biopsia transbronquial obtenida por broncoscopia,
lavado bronquioalveolar o biopsia abierta de pulmén. La identificacion del hongo en
muestras de esputo inducido fue muy popular hace algunos afios, sobre todo en las areas

en las que la PcP tenia una alta incidencia (193-195). Los reportes sobre la utilidad de

29

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

este tipo de muestra varian ampliamente, reportando una sensibilidad desde el 15 al 92%,

dependiendo del estudio y las condiciones de la obtencion (196).

Los estudios sobre la utilidad del lavado bronquial muestran una sensibilidad baja
para la identificacién de P. jirovecii (197), por lo que practicamente ha sido abandonado su
utilizacion. La biopsia transbronquial ofrece un sensibilidad por arriba del 92% (198-205).
Incluso en pacientes que recibieron pentamidina ofrecié mayor sensibilidad que el lavado
bronquioalveolar (199). Sin embargo, al ser una técnica invasiva para la obtencion de la

muestra, rara vez es utilizada con este propésito.

Se ha considerado al lavado bronquioalveolar como la muestra mas adecuada para
realizar la busqueda e identificacion de P. jirovecii, ademas de otros patdégenos
respiratorios (205). Algunos estudios reportan una sensibilidad del 97% cuando se realiza
un solo lavado, pero que se incrementa hasta el 100% cuando son dos o mas lavados

(206).

Finalmente, aunque se continuando considerando a la biopsia abierta de pulmén
como el estandar de oro para la busqueda de P. jirovecii, rara vez es realizada, por ser el
procedimiento mas invasivo para este propdsito (207); por tal motivo, actualmente se
recomienda al lavado bronquioalveolar como la muestra mas adecuada para realizar la

basqueda de P. jirovecii.

2.7.2. Métodos de identificacion.

Existen una cantidad importante de técnicas para la identificacion de P. jirovecii, las
cuales se pueden clasificar en: tinciones tradicionales, pruebas de inmunofluorescencia y

pruebas de biologia molecular.
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2.7.2.1. Tinciones tradicionales.

Las tinciones de Wright-Giemsa modificadas (Diff-Quik) pueden ser utilizadas para
la tincion de muestras de lavado bronquioalveolar y poder ser examinadas de forma rapida
(208, 209). Ofrecen la ventaja de que no requieren un proceso de fijacién especial, lo que
ayuda a un rapido diagnéstico por el laboratorio (figura 3) (204). Desafortunadamente las
tinciones modificadas de Wright son una forma indirecta de identificacion y deben de ser
interpretadas con cautela. La sensibilidad que ofrecen es baja cuando se comparan con
otras tinciones (208, 209); especialmente cuando existe poca cantidad de estructuras del

microorganismo, como en el caso de los pacientes trasplantados (204).

Fig.3: LAB tefiido con tincion de Diff-Quik. Las flechas muestras
células fantasmas que sugieren la presencia de P. jirovecii. 100X.
Tomado de www.ispub.com/ispub/ijpm/volume_7_number_1/

Las tinciones de Papanicolaou también han sido utilizadas para la identificacion de
material espumoso relacionado con la presencia de P. jirovecii en las muestras
respiratorias (210, 211). Esta tincion es usada principalmente cuando se sospecha una
cantidad abundante de microorganismo. La sensibilidad es similar a la tincion de Diff-

Quik, pero menos util que las tinciones de plata (212).

Por tal motivo, la tincién de la pared celular es mas adecuada para el diagndstico de

P. jirovecii. Sin embargo, otros hongos también se tifien, pero las diferencias morfologicas
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entre unos y otros conducen al diagnéstico. En el caso de P. jirovecii, el tamafio de los
quistes es uniforme y muy similar al tamafo de los eritrocitos. Este hongo tiende a formar
agregados de estructuras micGticas pero con frecuencia se observan los quistes y los
trofozoitos dispersos en la muestra (213). La tincion argéntica mas empleada es la de
Gomori-Grocott. Estas tinciones fueron consideradas como el estandar de oro para la
identificacion de P. jirovecii, hasta la llegada de las pruebas de biologia molecular, pues
ofrecen mejor sensibilidad y especificidad que las tinciones anteriores (figura 4) (209). Sin
embargo, tienen la desventaja de que son técnicamente complicadas y laboriosas,

necesitando invertir varias horas para su realizacion (212, 214).
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Fig. 4: Extension de LBA en la que se observan formas quisticas de P.

jirovecii. Tincion de Gomori-Grocott 400X. Tomada de N Engl J Med
2004; 350: 2487-98.
Aunque también se ha difundido el uso del azul de toluinina para la identificacién
microscoépica de P. jirovecii (figura 5) (214). Sin embargo, cuando se compara con otras

metodologias como la inmunofluorescencia directa o la PCR muestra una menor

sensibilidad, aunque su especificidad es casi del 100% (215).
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Fig. 5: LBA en el cual se aprecian abundantes formas quisticas de P.
jirovecii. Tincién con azul de toluidina 100X. Tomado de Pathology
1994;26: 198-200.

Otros métodos utilizados para la identificacion de P. jirovecii es a través de agentes
guimiofluorescentes como el blanco de calcofluor, el cual se une a la quitina de la pared de
los hongos y al ser excitado a determinada longitud de onda emite fluorescencia,
permitiendo la visualizacién de las estructuras mic6tocas de P. jirovecii (216-218). La
mayor ventaja que ofrece este tipo de tincion es la identificacion rapida, especialmente
cuando la muestra posee poca cantidad de estructuras micoéticas, llegando a ser tan

sensible como las tinciones argénticas (figura 6) (218).

Fig.6: LBA en el que se aprecia un acumulo de quistes de P.
jirovecii. Tincion con blanco de calcofluor 100X. Tomada de
N Engl J Med 2004; 350: 2487-98.
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2.7.2.2. Inmunofluorescencia.

Las tinciones inmunofluorescentes utilizan anticuerpos dirigidos contra P. jirovecii
para su identificacion directa en muestras respiratorias. Actualmente estas pruebas son
usadas rutinariamente para la identificacion de P. jirovecii en LBA o muestras de esputo
inducido de pacientes de los que se sospecha neumonia causada por este hongo. Los
reportes indican que tiene una mayor sensibilidad que las tinciones tradicionales. Sin
embargo, existen reportes de algunos casos donde el resultado de esta prueba fue

negativo y que al ser analizadas por PCR resultaron positivas para el hongo (219, 220).

Fig. 7: LBA en el que se muestran abundantes formas quisticas de P.
jirovecii, teflidas con anticuerpos monoclonales fluorescentes
dirigidos contra el hongo. Tomada de www.cdc.gov.

2.7.2.3. Identificacién molecular.

Con la intencion de mejorar el diagndéstico de neumonia por P. jirovecii se han
desarrollado varios métodos de reacciéon en cadena de la polimerasa, de los que destaca
la PCR convencional, la PCR anidada y la PCR cuantitativa. Los reportes refieran una
mejor sensibilidad de la PCR convencional en comparacion de las técnicas microscopicas,
pero algunos estudios revelan que posee un valor predictivo positivo bajo, lo cual limita su

uso en la préctica clinica (221-223). El principal interés de la PCR convencional es su
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valor predictivo negativo alto, permitiendo evitar las profilaxis anti-P. jirovecii (224). Sin
embargo, en afios recientes se han desarrollado métodos de PCR anidada para la
deteccion vy tipificacion de P. jirovecii (225). En un estudio se encontr6 que todos los
lavados bronquialveolares de pacientes con neumonia por P. jirovecii fueron positivos por
este método y aquellos cuya neumonia por algun agente diferente fueron negativos por
este método (225). Actualmente es la metodologia considerada por el Centro para el
Control y Prevencion de Enfermedades de los Estados Unidos como el estandar de oro
para la identificacion de P. jirovecii, especialmente cuando se realiza con el método
denominado Pc-ITS-PCR (figura 8) (226). Sin embargo, actualmente se han desarrollado
métodos de PCR en tiempo real, que permiten la identificaciéon de P. jirovecii y la
cuantificacion del numero de copias del microorganismo, permitiendo hacer la
diferenciacion entre los individuos colonizados y aquellos con neumonia por P. jirovecii
(221, 223), pero los puntos de corte entre estos dos estadios no han sido estandarizados,

por lo que esta metodologia continla siendo una herramienta de investigacion.
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Fig. 8: Gel de agarosa 2% que muestra los productos
amplificados de ADN extraido de LBA de sujeto con PcP.
Carril S: Marcadores de peso molecular; carril 2:
amplificacion de PCR con el par de oligonucle6tidos
pAZ102-E/pAZ102-H: 346 pb; Carril 2: amplificacién de
ITS-PCR anidada con los oligonucleétidos, 1724F/ITS2R
(primera ronda) e ITS1F/ITS2R1 (segunda ronda): 550 bp.
Tomada de www.cdc.gov
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En el laboratorio de micologia médica del Hospital Infantil de México “Federico
Gomez” se realizada la identificacibn de P. jirovecii a través una prueba de
inmunoflurescencia directa, pero la busqueda del hongo solo es realizada cuando el
médico tratante solicita su busqueda intencionada. Sin embargo, un nimero importante
de los pacientes atendidos en esta institucion presentan algun grado de inmunosupresion,
el principal factor predisponente para la colonizacion o la infeccion por el hongo. Por tal
motivo, es necesario evaluar la posibilidad de implementar técnicas rapidas de tamizaje en
los pacientes del hospital y técnicas que detecten a los individuos portadores del P.
jirovecii y evitar la infeccion en los pacientes predispuestos a desarrollarla, pues los datos
sobre la dinamica de transmisiébn muestran que los individuos colonizados son un
reservorio importante para la diseminacibn de la infeccibn en los pacientes

inmunosuprimidos dentro del hospital.
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4. JUSTIFICACION.

Pneumocystis jiroveci es uno de los microorganismos oportunistas mas importantes
gue causa neumonia en pacientes inmunocomprometidos, principalmente en aquellos que
padecen SIDA pero también en pacientes con cancer o terapias inmunosupresoras. Si
bien muchas pueden ser las causas de neumonia en estos pacientes, debe tenerse a
Pneumocystis jiroveci como una de las primeras posibilidades diagndsticas, su pronta
identificacion significa la supervivencia del pacientes, ademas de que las caracteristicas
de la transmision del hongo significa la posibilidad de contagio hacia otros pacientes y
personal del hospital. El laboratorio de micologia debe de ofrecer las técnicas adecuadas,
aprovechando toda la infraestructura disponible, para la identificacion rapida y precisa del
hongo, a través de la validacion del método, para proporcionar la mayor informacioén atil y
oportuna al médico tratante. Para que el laboratorio pueda decidir las metodologia que
empleara para la identificacion de Pneumocystis jiroveci se debe de conocer el
rendimiento de las pruebas al alcance del laboratorio, en las condiciones exclusivas de
nuestro medio hospitalario. Basados en este principio decidimos realizar un estudio
comparativo de técnicas de blanco de calcofldor, la inmunofluorescencia directa (utilizada
para la identificaciéon de Pneumocystis jiroveci en el laboratorio de micologia médica de
Hospital Infantii de México), la PCR convencional y la técnica estdndar de oro
recomendada por el CDC de los Estados Unidos (PCR anidado), aprovechando la
infraestructura de la que dispone el laboratorio clinico y la cual permite implementar

técnicas alternativas a la implementada actualmente.
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5. OBJETIVO.

Realizar un estudio comparativo entre cuatro métodos de identificacion para Pneumocystis
jirovecii en lavados bronquio-alveolares de pacientes pediatricos con neumonia, para su

implementacion en el laboratorio clinico del Hospital Infantil de México “Federico Gomez”.
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6. MATERIAL Y METODOS.

6.1. Disefio del estudio.

Este estudio es un andlisis prospectivo, observacional, comparativo de prueba

diagndstica para evaluar diferentes métodos de deteccidon de P. jirovecii.

6.2. Muestras clinicas.

Las muestras clinicas utilizadas en este estudio fueron obtenidas de lavados
bronquioalveolares (LBA) de pacientes pediatricos con diagndstico clinico de neumonia en
el periodo comprendido del mes de diciembre del 2009 al mes de mayo del 2010, las
cuales fueron enviados al laboratorio de micologia médica del Hospital Infantil de México

“Federico Gomez” para busqueda e identificacion de estructuras micoticas.

El criterio de inclusion de las muestras en este estudio fue ser LBA con diagnéstico
clinico de neumonia con sospecha de etiologia micoética. El criterio de exclusién empleado
fue el LBA de pacientes que estén bajo tratamiento con trimetropin-sulfametoxazol. Se
eliminaron aquellas muestras de LBA que no tuvieran el volumen suficiente para realizar
los cuatro métodos, que no hayan sido conservados en condiciones ideales para realizar

alguna de las cuatro técnicas o que no hayan sido analizados por los cuatro métodos.

6.3. Preparacion de las muestras:

Todas las muestras de LBA incluidas en el estudio fueron separadas en dos
aliquotas de 1 mL cada una. Las cuales fueron centrifugadas a 5000 rpm por 10 minutos a
temperatura ambiente, eliminando el sobrenadante y resuspendiendo el sedimento en

solucion de NaCl al 0.85% estéril en una proporcion 1:2. Una aliquota fue almacenada a
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4°C para realizar los ensayos de PCR. La otra aliquota fue utilizada para realizar los

extendidos para la tincién con blanco de calcofltor y la inmunofluorescencia directa.

6.3.1. Tincién de blanco de calcofltor:

Se realizé un extendido del material obtenido del LBA con 50 pL de la muestra, se
dejo secar a temperatura ambiente y posteriormente se fij6 con metanol absoluto. La
preparacién fue cubierta con una solucion de blanco de calcofltdor al 0.1% (Sigma, St Louis
Missouri) diluida 1:10 en PBS a pH 7.2., por 10 minutos y se lavé con agua destilada. Se
dejo secar a temperatura ambiente y se observd inmediatamente en microscopio de
fluorescencia con filtro UV de 380-410 nm a 400 aumentos, en un tiempo promedio de 10

minutos por extendido.

6.3.2. Inmunofluorescencia directa:

Para realizar esta prueba se utilizé una aliquota de 50 pyL de LBA y se llevo a cabo
el ensayo de inmunofluorescencia directa con anticuerpos monoclonales utilizando el kit
MONOFLUO™ Pneumocystis IFA (Bio-Rad Laboratories, Inc. Redmond, WA). Las
muestras se procesaron de acuerdo a las especificaciones del proveedor y una vez
realizada la técnica se observaron al microscopio de fluorescencia con filtro UV de 490-
510 nm a 400 aumentos para identificar los trofozoitos y los quistes de P. jirovecii. Cada
muestra se leyd en un tiempo promedio de 15 minutos.

6.3.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR):

Para la deteccion de P. jirovecii por esta técnica se utilizé 1 mL de LBA, el cual fue
centrifugado a 5000 rpm por 10 minutos a 22°C, se elimind el sobrenadante y el sedimento
se incubo toda la noche a 37°C con 400 uL de amortiguador de proteinasa K (Tris [pH 7.5]

100 mM, SDS 0.5%, EDTA 30 mM) con 500 ug de proteinasa K (Boehringer Mannheim
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Biochemicals, Indianapolis, Ind.) por mililitro. Después de la incubacién se aislé el ADN
por extraccién con fenol-cloroformo y se realizo la precipitacion con etanol segun el
protocolo de Lu J. J. y colaboradores (226). En el caso del control positivo la muestra se
obtuvo de un fragmento de pulmén de un paciente fallecido por PcP (amablemente
otorgada por la Dra. Rocio Pefia, Departamento de Patologia HIM FG), y que fue
procesada de manera idéntica a las muestras de LBA. La muestra fue corroborada como
positiva por la tincibn de Gomori-Grocott (realizada en el Laboratorio de Técnicas
Histol6gicas del Departamento de Histologia, Facultad de Medicina de la UNAM) y cuya
imagen representativa se muestra en la figura 9. Todo los reactivos, la infraestructura y la
capacitacion técnica necesaria para la realizacién de las técnicas de biologia molecular
fueron proporcionados amablemente por el Dr. Entique Pifia y la Dra. Magadalena Vilchis

(Laboratorio 34 del Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina de la UNAM).

Fig. 9: Muestra representativa de corte de pulmén en la que se
observan abundantes quistes y trofozoitos de P. jirovecii. Esta
muestra fue utilizada para la extraccion de ADN como control
positivo para la realizacion de la PCR anidada. Tincion de Gomori-
Grocott 100X.
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6.3.3.1. PCR convencional.

Para la reacciéon de la PCR convencional se realizo de acuerdo al protocolo de
Wakefield y colaboradores (227). La mezcla de PCR se realizo en un volumen de 50 L,
la cual contiene 10 pmol de cada oligonucleétido: pAZ102E y pAZ102H, derivados del gen
de la subunidad mitocondrial mayor de rRNA (mtLSUrRNA); 200 uM de dNTPs (dATP,
dCTP, dGTP y 3 X dUTP); 3 mM de MgCl,; 5 pyL de buffer de PCR 10X; 1.25 U de Taq
DNA polimerasa y 1 Ul de uracil DNA glicosilasa (PCR Core Kit Plus; Roche molecular
Biochemicals) y 500 ng de ADN de la muestra. El protocolo de la PCR que se sigui6 fue el
siguiente: las fases de desnaturalizacidn, alineacién y extension tuvieron una duracién de
1 minuto cada una a 95, 58 y 72°C respectivamente. Las muestras de ADN se
amplificaron por 40 ciclos. El producto especifico amplificado (fragmento de 364 pb) fue
separado en un gel de agarosa al 3% (Bio-Rad, CA, USA) y detectado después de tefiirlo
con SYBR Green | Nucleid Acid Gel Stain (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA) bajo

iluminacién con luz UV (figura 10).

600
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Fig. 10: Gel de agarosa al 3% en el que se muestra el
producto de la amplificacion de ADN de P. jirovecii en
PCR convencional de muestra de pulmén infectado con
el hongo. M: Marcador de pso molecular (pb), 0: sin
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6.3.3.2. PCR anidada

Los oligonucleétidos utilizados para la PCR anidada fueron: a) Primera reaccion:
1724F. 5-AAGTTGATCAAATTTGGTC-3' vy ITS2R: 5-CTCGGACGAGGATCCTCGCC-3;
b) Segunda reaccién: ITS1F: 5-CGTAGGTGAACCTGCGGAAAGGATC-3 e ITS2R1: 5'-
GTTCAGCGGGTGATCCYGCCTG-3. En la primera reaccion se siguid el siguiente
protocolo: desnaturalizacion 94°C por 1 minuto; alineacion 47°C por 1 minuto y extensién
72°C por 2 minutos durante 35 ciclos. La segunda reaccion se realiz6 con
desnaturalizacién 94°C por 1 minuto; alineacién 58°C por 1 minuto y extensién 72°C por 2
minutos durante 35 ciclos. En la imagen 10 se muestra una imagen representativa del
ADN de pulmon infectado con P. jirovecii utilizado como control positivo.

Para la realizacion de la PCR anidada se utilizaron 1000 ng de ADN extraido del
fragmento del pulmén como control positivo y 500 ng de ADN obtenido de las muestras de
LBA de cada paciente. La mezcla de reaccién de la PCR anidada se realizo de acuerdo al
protocolo descrito por Lu JJ y colaboradores (226). El fragmento amplificado es de 550 pb
después de la segunda ronda de amplificacién, el cual se separo en un gel de agarosa al
3% (Bio-Rad, CA, USA) y se visualizé después de ser tefiido con SYBR Green | Nucleid
Acid Gel Stain (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA) bajo iluminacion con luz UV.

En la figura 11 se muestra una imagen representativa del control positivo utilizado

para la validacion de la PCR anidada.
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Fig. 11: Gel de agarosa (3%) en la que se muestra el
producto de amplificacion de 550 pb de ITS-PCR anidada
para P. jirovecii . M: marcador de peso molecular, 1:
reaccion sin primers; 2: reaccion sin ADN; 3: ADN pulmoén
infectado.
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7. PRUEBAS ESTADISTICAS.

Para este estudio se analizé la significancia estadistica a través de la prueba exacta
de Fisher con p < 0.01 utilizando el software SigmaStat 5 (CA. USA). Utilizando a la PCR
anidada como el estandar de oro la sensibilidad, la especificidad, el valor predictivo

positivo (VPP), el valor predictivo negativo (VPN) fueron definidas de la siguiente manera:

o _ FF e i
Sensi bilicad = TE + TV Espectficidad = I+ FF VP: verdaderos positivos.
FN: Falsos negativos.
rEP FF PP = Fi VN: verdaderos negativos.
VF+ FF F + VN
FP: falsos positivos.
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8. RESULTADOS.

De los 63 lavados bronquioalveolares analizados, 40 (63.5%) fueron de pacientes
masculinos y 23 (36.5%) fueron pacientes femeninos. Del total de lavados
bronquioalveolares analizados 13 (20.6%) fueron positivos para P. jirovecii por la PCR
anidada utilizada como prueba estandar de oro. De los LAB de pacientes masculinos el 25
% (10/40) resultaron positivos y de pacientes femeninas fue el 13% (3/23), encontrandose
diferencia significativa de las proporciones entre los dos géneros (p < 0.05). En la tabla 1

se muestran los resultados resumidos.

Tabla 1: Numero y proporcion de LBA analizados por PCR anidada como prueba estandar
de oro para deteccién de P. jirovecii de pacientes pediatricos con neumonia del HIMFG.

Resultado Hombres (%) Mujeres (%) Total (%)
Positivo 10 (25) 3 (13) 13 (20.6)
Negativos 30 (75) 20 (87) 50 (79.4)

Se encontr6 diferencia significativa entre las proporciones de LBA positivos entre los dos géneros con p < 0.05.

8.1. Comparacion de los métodos utilizados.

En lo que respecta a la eficiencia de las técnicas diagnosticas los resultados
obtenidos muestran que la tincidbn con blanco de calcofltor ofreci6 una sensibilidad y
especificidad del 69.23% y 98.00% respectivamente. Con un valor predictivo positivo
(VPP) de 90% y un valor predictivo negativo (VPN) de 92.24%. La razon de
verosimilitudes positiva fue de 34.61 y la razon de verosimilitudes negativa (RV-) del 0.31.
La inmunofluorescencia directa (IFD) mostro sensibilidad del 84.61; especificidad de 98%;

VPP de 91.66%; VPN de 96.07%; RV+ de 42.30 y RV- de 0.15. La PCR convencional
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mostrd una sensibilidad del 92.30%; especificidad del 100%; VPP de 100%; VPN 98.05%;
con RV+ de 92.23 y con RV- de 0.07. Se encontraron diferencia estadisticas significativas
entre la PCR anidada (estandar de oro) (p<0.01) y las técnicas de blanco de calcofltor, la
IFD y la PCR convencional. También se encontrd diferencia significativa al comparar
dichas técnicas entre si (p < 0.01). Los resultados se resumen en la tabla 2. En la tabla 3
se muestran los resultados de los métodos para la identificacion de P, jirovecii en los LBA

con resultado positivo por la técnica de PCR anidada.

Tabla 2: Resultados obtenidos de la comparacion la PCR anidada con los métodos empleados para
la deteccidn de P. jirovecii en LBA de pacientes pediatricos con neumonia del HIMFG.
Prueba Blanco de calcofluor | Inmunofluorescencia PCR convencional
Directa
Sensibilidad 69.23% 84.60 % 92.30 %
Especificidad 98.00% 98.00 % 100 %
VPP 90.00% 91.66 % 100 %
VPN 92.24% 96.07 % 98.05%
RV+ 34.61 42.30 92.23
RV- 0.3139 0.157 0.077

VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo; RV+: razén de verosimilitudes positiva; RV-: razén de verosimilitudes

negativa

8.2. Casos falsos positivos:

En este estudio se presentd solo un caso de resultado falso positivo (1/50 casos)
tanto con la tincién de blanco de calcoflior y con la tincién de inmunofluorescencia directa

(2%). Con la utilizacién de la PCR convencional no se presentaron casos falsos positivos.
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8.3. Casos falsos negativos:

De los 13 casos positivos de acuerdo a la prueba estandar de oro para deteccién de

P. jirovecii (PCR anidada) se presentaron 4 casos de falsos negativos (23%) con blanco

de calcoflior y 2 casos para la inmunofluorescencia directa (15.38%) y un caso para la

PCR convencional (7.69%).

Tabla 3: Resultados positivos obtenidos por alguno de los métodos utilizados para el diagndstico
de P. jirovecii en LAB de pacientes con neumonia de pacientes pediatricos del HIMFG.
Muestra Género Edad Diagndstico B.C. IFD PCR PCR
Conv. Anidada
173 M 0.6 NAC + + + +
230 M 14 ARJ + + + +
319 F 13 LAL-L2 + + + +
346 M 2 NAC - + + +
728 M 10 NAC + + + +
734 M 2 VIH + + + +
803 F 3 SEPSIS + + - -
951 M 6 IPS - + + +
962 F 6 IPS - - - +
28 M 9 ARJ + + + +
77 M 7 LAM-M4 - - + +
180 F 0.5 CcC + + + +
256 M 6 LAL-L2 + + + +
357 M 7 TFP + + + +

Las 49 muestras restantes fueron negativas por los cuatro métodos. NAC: neumonia adquirida en la comunidad; ARJ: artritis

reumatoide juvenil; LAL-L2: leucemia linfoblastica aguda tipo L2; VIH: virus de inmunodeficiencia humana; IPS: inmunodeficiencia

primaria severa; LAM-M4: leucemia mieloloblastica aguda tipo M4; CC: cardiopatia congénita; TPF: tumor de la fosa posterior.
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9. DISCUSION.

Los tinciones tradicionales de identificacion de P. jirovecii pueden ser utilizadas en
muestras de LBA y poder ser examinadas de forma rapida (208, 209). Ofrecen la ventaja
de ser rapidas y proporcionar un diagnéstico por el laboratorio (204).
Desafortunadamente la sensibilidad que ofrecen es baja cuando se comparan con otras
tinciones (208, 209); especialmente cuando existe poca cantidad de estructuras del
microorganismo y por tal motivo han caido practicamente en desuso por el laboratorio
clinico. La tinciones argénticas fueron consideradas como el estandar de oro para la
identificacion de P. jirovecii, por su buena sensibilidad y especificidad, pero técnicamente
son complicadas y tardadas (212, 214), razén por la cual han sido sustituidas por las

pruebas de biologia molecular (209).

De acuerdo a nuestras observaciones la tincion de blanco de calcofltor, la cual ha
sido considerada una técnica satisfactoria para deteccion de P. jirovecii, mostro una
sensibilidad media (69.23%), aunque ofrece muy buena especificidad (98%) y VPN
aceptables (92.24%); ademas de que es una técnica bastante rapida, por lo que no debe
ser descartada totalmente en el laboratorio como prueba de tamizaje para la busqueda de
P. jirovecci en las muestras de los pacientes. Sobre todo en aquellas muestras en las que
la busqueda intencionada de P. jirovecii no esta contemplada, como lo sugieren 3 de los
10 LBA positivos con blanco de calcofllor de pacientes con diagndstico clinico no
relacionado a inmunosupresion; o en aquellos laboratorios que no tienen la posibilidad de
implementar técnicas mas sensibles, mas costosas y que requieren mayor infraestructura.
Aungque se debe de considerar que es una técnica que ofrecié un nimero importante de

resultados falsos negativos, asi como 1 caso de resultado falso positivo.
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En este estudio es claro que la identificacién de P. jirovecii por inmunofluorescencia
(un método utilizado ampliamente por los laboratorio clinico) ofrece una mejor sensibilidad
(84.6%), con un VPP y un VPN de 91.6 y 96% respectivamente, si se compara con el
blanco de calcofltor, por lo cual debe ser considerada como un método muy bueno para el
tamizaje de muestras de LBA de pacientes con neumonia, aunque es una técnica
relativamente mas tardada (2.5 horas) si se compara con la tincion de blanco de calcofluor
(30 minutos). Es importante hacer notar que en este estudio la sensibilidad de la prueba
resulto mas baja que lo reportado por otros autores (220); aunque obtuvimos valores
predictivos muy similares. Sin embargo, este método puede proporcionar resultados
falsos positivos y falsos negativos. En nuestro estudio se presentaron 1 y 2 casos

respectivamente.

En este estudio, la PCR convencional mostr6 ser el método con la mejor
sensibilidad (92.3%), con una especificidad del 100% y excelentes valores predictivos. De
acuerdo a estos parametros muestra ser mejor que las técnicas microscopicas utilizadas
en este estudio. Mas aun, la especificidad obtenida en este estudio fue mayor que lo
reportado con anterioridad (223), aunque hay que considerar la utilizacién de un estandar
de oro diferente al utilizado por nosotros. A pesar de mostrar ser una técnica que ofrece
parametros excelentes para la deteccidn de P. jirovecii, se presento un caso de resultado
falso negativo, posiblemente por la escasa cantidad de moléculas de ADN del genoma del
hongo en el LBA, lo que no permitié visualizar el fragmento amplificado en el gel de
agarosa. La utilizacién de esta técnica en el laboratorio clinico se ve limitada por la
necesidad de infraestructura y recursos humanos altamente especializados en la
realizacion de este tipo de metodologia, sin dejar de considerar el aspecto econdémico,

pues es una técnica mas costosa.
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Si tomaramos los resultados de las pruebas y los colocaramos en orden
descendente de acuerdo a su eficiencia como prueba diagndstica concluimos que PCR
anidada > PCR convencional > inmunofluorescencia directa > tincion de blanco de
calcofllor para la deteccién de P. jirovecii. Cabe destacar que hubo una muestra que solo
pudo ser detectada como positiva por la PCR convencional y la PCR anidada, resultado
negativa por los otros dos métodos. La falla de los otros dos métodos puede ser debido a
la menor sensibilidad, dudas en la interpretacion de la inmunofluorescencia o la
variabilidad antigénica propia del hongo. Ademas de la baja carga de estructuras micoéticas

en las muestras de LBA.

La especificidad de la PCR convencional puede ser diferente de acuerdo a los
oligonucleétidos utilizados y a la porcion especifica del gene detectado. Nuestros
resultados revelan una especificidad del 100% en los LBA. Seguramente porque
utilizamos oligonucledétidos especificos para amplificar el gen 5S rARN de P. jirovecii,
desarrollado especialmente para la deteccidén de este hongo (227). Sin embargo, se ha
demostrado que el método de la PCR anidada con la amplificacién de los espaciadores de
transcripcion interna (ITS) de los genes ribosomales de ARN de P. jirovecii es mas
sensible y especifica que otros métodos de PCR anidada o convencional (226). Sin
embargo, a pesar de ser un método de diagnostico excelente consume mas tiempo que
las técnicas comparadas en este estudio, pues requiere dos tipos diferentes de
oligonucleétidos y dos reacciones de PCR consecutivas, por lo cual se ha limitado su uso
como prueba de deteccion en el laboratorio clinico, y ha permanecido como el estandar de
oro para comparar otros métodos de deteccion y para la realizacion de estudios

epidemioldgicos (99, 100).

51

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

En conclusién, los resultados sugieren que la tincién con blanco de calcofltor puede
ser utilizada como una prueba de tamizaje para los LBA enviados al laboratorio de
micologia sin sospecha clinica de PcP, pues ademéas de permitir la identificacion de P.
jirovecii facilita la visualizacion de estructuras filamentosas y levaduras de otros géneros
de hongos. Sin embargo, en aquellos LBA de pacientes con padecimientos o tratamientos
gue condicionen inmunosupresion se deben utilizar métodos de deteccién mas sensibles.
Nuestros resultados muestran que la inmunofluerescencia directa puede ser una
estrategia adecuada para tal propésito, pero se deben considerar programas de
capacitacion al personal encargado para disminuir la posibilidad de errores en la
interpretacion de las laminillas, ademas de contar con toda la infraestructura adecuada
para la realizacibn de la prueba (microscopio con filtros adecuados, un plan de
mantenimiento, reactivos sin caducar, etc.). La PCR convencional o anidada se debe de
realizar solo en aquellos casos en los cuales las tinciones resulten negativas y la situacion
clinica del paciente sea muy sugestiva de PcP. Ademas de la realizacion de estudios
epidemiologicos para determinar la prevalencia e incidencia de la infeccidbn por este
hongo. Sin embargo, en aquellos laboratorios, cuya infraestructura y recursos econémicos
y humanos lo permitan, se deben de implementar las técnicas mas sensibles y especificas
gque existen. Se debe de recordar que un alto porcentaje de individuos sanos,
especialmente los nifios, estan colonizados por P. jirovecii, sin que ello signifique
enfermedad, y no seria sorprendente que alguno de los casos que resultaron positivos por
PCR anidada en nuestro estudio, especialmente aquellos pacientes sin inmunosupresion,
fueran colonizacion mas que infeccion. Sin embargo, no se debe de pasar por alto que la
dindmica de transmision de este hongo requiere la deteccién oportuna y precisa de

pacientes tanto colonizado como infectados, asi como del personal médico colonizado, por
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la posibilidad de trasmisién a pacientes profundamente inmunosuprimidos que estan en
alto riesgo de desarrollar PcP (74-82, 106, 107). Por lo tanto, los hospitales de tercer nivel
de atencion deberian de considerar la implementacion de las técnicas disponibles con
mayor sensibilidad y especificidad para la deteccién de P. jirovecii como parte de su
catalogo de pruebas del laboratorio clinico. Asi como programas de deteccion de
portadores en pacientes y personal médico asintomaticos para evitar la propagacion de la
infeccion a pacientes con alto riesgo de desarrollar PcP en caso de llegar a ser

colonizados.
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