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1. Marco tedrico y antecedentes.

La neumonia por Pneumocystis jirovecii (PCP) es una infeccién potencialmente
mortal que se produce en personas inmunodeprimidas. (1,2) Los pacientes con
infeccion por VIH y un recuento de CD4 <200 tienen el mayor riesgo de PCP. Otra
poblacidon en riesgo incluye a los receptores de trasplante de células
hematopoyéticas y 6rganos sélidos, aquellos pacientes con cancer (particularmente
neoplasias malignas hematologicas) y aquellos que reciben glucocorticoides,
agentes quimioterapeéuticos y otros medicamentos inmunosupresores. La incidencia
de PCP aumenta a medida que aumenta el numero de personas que reciben

medicamentos inmunosupresores (3).

Se debe considerar el diagnostico de PCP en pacientes con factores de riesgo que
presentan neumonia y hallazgos radiograficos sugestivos. La evaluacion inmediata
estd particularmente justificada en pacientes que tienen condiciones
inmunocomprometidas o que estan siendo tratados con wuna terapia
inmunosupresora combinada (p. ej., glucocorticoides con Ciclofosfamida y que no
han recibido profilaxis de P. jirovecii).

Debido a que P. jirovecii es extremadamente dificil de cultivar, el diagndstico
presuntivo se ha basado tradicionalmente en los sintomas clinicos y los hallazgos
radiograficos y de laboratorio como insuficiencia respiratoria y elevacién de DHL. La
confirmacion del diagnostico se hace al visualizar las formas quisticas y troficas del
microorganismo en tinciones de muestras respiratorias. Las tinciones que se
consideran el estandar de referencia para el diagnostico son Metenamina plata
(Tincion de Grocott) y tinciones de inmunofluorescencia en secreciones
respiratorias. Los tipos de muestra preferidos para realizar el diagndstico son el
liquido de lavado broncoalveolar obtenido mediante broncoscopia o esputo inducido
con nebulizacion de solucion salina hipertonica. (4)

En casos con alta sospecha y las pruebas anteriores negativas, puede ser necesario

realizar una biopsia pulmonar. La biopsia pulmonar generalmente se reserva para



pacientes en los que existe una alta sospecha de neumonia por P. jirovecii y en
quienes la prueba de LBA ha sido negativa o en aquellos que tienen otra razon para

proceder a la biopsia pulmonar para el diagndstico de un proceso pulmonar. (5)

La tincion de anticuerpos fluorescentes directa con un anticuerpo monoclonal
conjugado con fluoresceina puede visualizar formas troficas y quistes y es la técnica
mas comun utilizada. Las formas tréficas también se pueden ver con tinciones como
la de Gram-Weigert, Wright-Giemsa o Papanicolaou modificada. La pared celular
de los quistes se puede visualizar con blanco de calcofluor, violeta de cresilo, plata
de metenamina de Gomori o azul de toluidina, sin embargo, esta prueba no se

encuentra disponible en nuestro medio. (6)

El diagndstico de PCP se basaba, hasta hace poco, en la visualizacion de quistes
y/o formas tréficas con tincion de Pneumocystis en muestras respiratorias (7,8,9).
La microscopia carece de sensibilidad en pacientes con baja carga de organismos,
hoy en dia los pacientes tienen una menor carga de organismos debido a los
diversos tratamientos disponibles para las enfermedades subyacentes (10).

La principal limitacion de las técnicas diagndsticas basadas en tinciones es la baja
sensibilidad para la deteccion de P. jirovecii, por ello, se han desarrollado nuevos
métodos moleculares que incluyen la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y
la amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP).

Se han desarrollado varios ensayos de PCR para la deteccion de P. jirovecii en
esputo inducido o liquido de LBA, sangre o aspirados nasofaringeos. Estos ensayos
pueden ser de particular utilidad en pacientes sin VIH, en quienes la sensibilidad de
la microscopia con tincidn es sustancialmente menor que en los pacientes que viven
con VIH.

El método de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificacién de
ADN fue aplicado por primera vez para la deteccidén de P. jirovecii por Wakefield et



al. (11) Alo largo del tiempo se han analizado diferentes ensayos de PCR en cuanto
a su precisiéon para la deteccion de P. jirovecii y se han obtenido resultados
variables.

La sensibilidad informada de la PCR anidada oscila entre el 72,2 % y el 96,0 %,
mientras que la especificidad oscila entre el 58 % y el 100 %. (12,13,14)

La sensibilidad notificada de la PCR convencional oscila entre el 88,2 % y el 100 %,
y la especificidad oscila entre el 68 % y el 87 %, mientras que la sensibilidad de la
PCR en tiempo real oscila entre 82 % y 100 % con especificidad de 64% y 100%.
(15-17)

En un metaanalisis realizado de 1990 a 2010 en donde se revisaron 10 estudios, se
recopilaron datos sobre el uso de PCR en tiempo real en el diagndstico de neumonia
por P. jirovecii en pacientes inmunocomprometidos, se obtuvo que la sensibilidad
global de la PCR en tiempo real fue del 97 % (IC del 95 %: 93 %-99 %), especificidad
del 94% (IC 95%; 90%-96%). Considerando algunos grupos en particular como son
los pacientes que viven con VIH, la sensibilidad y la especificidad de la PCR en
tiempo real fue del 97 % (IC del 95 %; 93% - 99 %) y del 93 % (IC del 95%; 89% -
96 %) respectivamente. (18)

En este mismo metaanalisis, los estudios que utilizaron Unicamente muestras de
lavado broncoalveolar (LBA), obtuvieron sensibilidad del 98 % (IC del 95 %; 94 %-
99 %) con especificidad del 93 % (IC del 95 %:89% - 96 %), en tanto que aquellos
estudios que utilizaron la microscopia como estandar de referencia, se obtuvo una
sensibilidad igual al 97% (IC 95%: 92%-99%); con una especificidad igual al 93%
(IC 95%:88% -96%).

Cabe mencionar que es este metaanalisis se observé una alta heterogeneidad
estadistica entre los estudios. (18)

En otro metaanalisis realizado en 2011, que incluy6 20 estudios, de pacientes con
y sin VIH, se evalud la precisién general de los ensayos de PCR de muestras

respiratorias para diagnosticar neumonia por P. jirovecii. En este metaanalisis se



obtuvo sensibilidad de 99% (IC del 95 %, 0,96 a 1,00) y especificidad del 90% (0,87
a 0,93).

Al hacer el analisis por subgrupos de las distintas PCR utilizadas en los estudios,
se demostré que la PCR dirigida al espaciador transcrito interno (ITS) tuvo la
sensibilidad mas alta, del 100% (1,00 a 1,00) y especificidad de 86% (0,76 a 0,95).
La sensibilidad y la especificidad de la PCR dirigida a la glicoproteina de superficie
principal (MSG) fue de 98% (0,94 a 1,00) y 93% (0,89 a 0,98) respectivamente,
mientras que la PCR dirigida al ARNr mitocondrial (ARNmt) de la subunidad grande
tuvo sensibilidad del 98% (0,96 a 1,00) con especificidad del 90%. (0,87 a 0,94). En
este estudio se concluy6 que el ensayo de PCR de muestras respiratorias es muy
sensible para descartar o confirmar neumonia por P. jirovecii en pacientes de alto

riesgo. (19)

En otra revision sistematica, se incluyeron 16 estudios publicados entre 1994 a 2012
e incluyeron a pacientes con VIH, trasplante de érgano solido, neoplasias malignas
de d6rganos solidos, pacientes con LES y otras enfermedades autoinmunes y se
obtuvo que la sensibilidad y especificidad de la PCR en lavado bronquioalveolar
para el diagndstico de neumonia por P. jirovecii fue del 98,3 % (91,3 %—-99,7 %) y
91,0 % (82,7 %—95,5 %), respectivamente. Con unos valores predictivos positivos y
negativos de 10,894 (5,569-21,309) y 0,018 (0,003-0,099), respectivamente.

La PCR cuantitativa tuvo sensibilidad mas alta llegando al 100% (IC del 95 %, 92
%-100 %) y especificidad del 93% (IC del 95 %, 77-98 %), mientras que la
sensibilidad de la PCR unica fue relativamente baja, del 92 % (IC 95 %, 54 %-99
%), con especificidad del 97 % (IC 95 %, 88—-99 %) (20)

En otro estudio realizado en Francia donde se recolectaron muestras respiratorias
desde agosto de 2009 a abril de 2011, se prob6 una gPCR de P. jirovecii dirigida a
la glicoproteina de superficie principal (MSG) del gen de P. jirovecii. En este estudio
estratificaron a los pacientes en 4 grupos:



e PCP definitivo: cuando tenian signos clinicos de neumonia progresiva,
anormalidades en la TAC de térax o identificacion microscopica de P.
Jirovecii.

e PCP probable: cuando tenian signos clinicos de neumonia progresiva,
anormalidades en la TAC de torax, mostraban una resolucion completa
posterior al tratamiento con TMP/SMX o ausencia de identificacidon
microscopica de P. jirovecii.

e Posible PCP: cuando tenian signos clinicos de neumonia progresiva, signos
radiolégicos compatible o resolucion completa al tratamiento con TMP/SMX
0 ausencia de identificacion microscopica de P. jirovecii.

e Otro diagnéstico: cuando no cumplian ninguno de los anteriores.

Los resultados se expresaron como el numero de copias de MSG/ml de fluido de
lavado bronquioalveolar y se determin6é que existia variabilidad en el numero de
copias de qPCR y que esta fué significativamente mayor en el grupo definitivo
(mediana de 465 000 copias/mL, rango de 99 900 a 750 290 000) que en el grupo
probable (mediana de 38 600 copias/mL, rango de 7 750 a 148 982) y el grupo
posible (mediana de 1 032 copias/mL, rango 731-13.000) o el otro grupo diagnostico
(mediana 390 copias/mL, rango 145-2.833). La diferencia fue significativa entre los
cuatro grupos ( p < 0,0001).

Este estudio concluyé que la qPCR dirigida al gen MSG en muestras respiratorias
puede ayudar a discriminar la neumonia por P. jirovecii de la colonizacion por P.
jJirovecii en pacientes inmunocomprometidos, utilizando dos valores de corte de
3160 y 31 600 copias/mL y que los valores de esta corte deben determinarse para
cada laboratorio y cada poblacion de pacientes. (21)

Recientemente, se desarroll6 un kit comercial de PCR «Pneumocystis ELITe MGB®
Kit» para diagnodstico de PCP. Se trata de un ensayo de PCR multiple, que utiliza
un sistema automatizado para la extraccion, amplificacion y la deteccion de acidos
nucleicos. El blanco de este ensayo es la subunidad mitocondrial grande del gen
ARNr (mtLSU) especifica de P. jirovecii marcada con un fluoroforo que se activa en
presencia de amplificacién del DNA blanco.



Este ensayo fue validado con muestras clinicas con resultados conocidos, reportado
en el inserto del fabricante con sensibilidad diagnostica de 100 % en el caso de las
muestras de Lavado bronquioalveolar y de 84,2 % en muestras de esputo. La
especificidad diagndstica fue igual a 96,6 % en el caso de las muestras de LBA y
del 97,1 % en muestras de esputo.

Hasta el momento no existen estudios que validen el uso del «<Pneumocystis ELITe
MGB® Kit» en muestras respiratorias de pacientes con sospecha de neumonia por
P. jirovecii, por lo que antes de utilizarlo como estudio de rutina es necesario
conocer su rendimiento diagnostico, previo a implementarlo en la practica clinica y

es el proposito de dicha investigacion.

2. Planteamiento del problema

La neumonia por P. jirovecii tiene alta morbimortalidad en pacientes
inmunosuprimidos

El estandar de referencia para el diagndstico son las tinciones argénticas de
muestras respiratorias o analisis histopatoldgico, sin embargo, estos tienen una
sensibilidad limitada, sobre todo en pacientes sin VIH. Por ello se han disefado
diversos ensayos de PCR para facilitar el diagnostico. Sin embargo, no se
encuentran estandarizados para su uso en la practica clinica. Recientemente se
introdujo un ensayo de PCR en tiempo real: Pneumocystis ELITe MGB® Kit, sin
embargo, no se cuenta con estudios clinicos para su validacion. Por lo anterior

queremos conocer el rendimiento diagnostico de este ensayo.

Justificacion

La neumonia por Pneumocystis jirovecii (PCP) es una infeccién potencialmente
mortal que se produce en personas inmunodeprimidas. Existe dificultad y demora
en el diagnostico de pacientes con neumonia por P. jirovecii, es necesario contar
con mejores métodos diagndsticos para esta entidad, debido a las multiples
limitaciones de los métodos actuales. Dentro de las caracteristicas del método

diagndstico ideal se encuentran una mayor sensibilidad con alta especificidad, que
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brinden resultados de manera oportuna (menos de 24 horas) y que brinden

informacion para realizar un tratamiento adecuado de manera oportuna.

La amplificacion de DNA de P. jirovecii mediante RT- PCR en muestras
respiratorias, podria cumplir con esas caracteristicas.

Se han disefiado estudios en donde se utiliza la deteccién de genes mitocondriales
(mtSSU rRNA, miLSU rRNA, NAD1y CYTB) para determinar la Infeccién por P.

Jirovecii.

En este estudio se realizd la deteccibn de P. jirovecii utilizando el gen
mitocondrial m{LSU rRNA para establecer el diagndstico molecular de
Pneumocystis jirovecii utilizando el Kit «Pneumocystis ELITe MGB® Kit» que
detecta el gen mitocondrial miLSU a partir de RNA mitocondrial y antes de utilizarlo

como estudio de rutina, es necesario conocer su rendimiento diagnostico.

3. Metodologia
3.1 Hipotesis
La PCR Pneumocystis ELITe MGB kit tendra sensibilidad y especificidad mayor del

90% para diagnosticar neumonia por P. jirovecii.

3.2 Objetivos
Objetivo principal: Determinar la sensibilidad, especificidad, valores predictivos
positivo y negativo de la PCR Pneumocystis ELITe MGB kit para diagnéstico de

neumonia por P. jirovecii en comparacion con la tincion de Grocott.

Objetivos secundarios:
1. ldentificar el punto de corte 6ptimo para identificar los casos de neumonia
por P. jirovecii
2. Evaluar la utilidad de la PCR Pneumocystis ELITe MGB kit para identificar
casos de neumonia por P. jirovecii con resultado negativo en la tincién de

Grocott
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3. Describir las caracteristicas clinicas y desenlace de los individuos con
neumonia por P. jirovecii en el INCMNSZ.

3.3 Diseno del estudio
Estudio de prueba diagndstica, prospectivo, doble ciego, unicéntrico.

3.4 Poblacién en estudio
Se incluyo a pacientes con los siguientes criterios de inclusion:
e Mayores de 18 afos.
e Hospitalizados en areas criticas o médicas del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ).
¢ Que cumplieron con la definicion establecida de sospecha de neumonia por
P jirovecii.

e Que tuvieran una muestra de LBA.

Los criterios de exclusion fueron los siguientes:
e Pacientes sin informacion clinica en el expediente para evaluar el riesgo de
P. jirovecii o el desenlace.
e Pacientes que recibieron tratamiento con Trimetroprim/ Sulfametoxazol

durante mas de 72 horas en la semana previa a la toma del LBA.

3.5 Recopilacién de la informacién

Se realizé una busqueda sistematica de pacientes con sospecha de neumonia por
P.jirovecii entre los pacientes hospitalizados en el INCMNSZ revisando
semanalmente las muestras obtenidas de LBA provenientes de pacientes de areas

criticas y pisos de hospitalizacion.
A partir de las muestras de LBA de pacientes con sospecha clinica de neumonia

por Pneumocystis jirovecii que llegaron al Laboratorio de Microbiologia, se consulté

el expediente electronico para verificar si el paciente cumplia con la definicion
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preestablecida de sospecha de neumonia por P. jirovecii y se obtuvieron los datos
demograficos, clinicos y sobre el tratamiento de esos pacientes.

Las muestras de LBA se procesaron de acuerdo al protocolo de rutina del
Laboratorio de Microbiologia incluyendo tincion de Grocott para la busqueda de P.

Jirovecii.

En aquellos pacientes que cumplieron con la definicion de sospecha de neumonia
por P. jirovecii se separd el sobrante de la muestra de LBA para realizar la PCR
Pneumocystis ELITe MGB kit, siguiendo las recomendaciones del fabricante.

La muestra se rotuldé con un codigo individualizado para evitar ser identificado y
poder interpretar la PCR de manera ciega al resultado de la tincién de Grocott. De
igual manera el resultado de la tincion de Grocott se report6 de manera ciega al
resultado de la PCR.

La informacion se registro en un formato estandarizado de reporte de caso. Se le
dio seguimiento a cada paciente de manera prospectiva hasta completar 30 dias.
En ese momento se clasificé al paciente como caso de neumonia por P. jiroveci
confirmada, probable o control. Esta clasificacion se realiz6 de manera ciega al
resultado de PCR.

Los resultados del LBA y la tincion de Grocott se informaron al médico tratante de
manera oportuna por la via habitual, mientras que los resultados de la PCR
Pneumocystis ELITe MGB kit no fueron informados ni alteraron el tratamiento

implementado.

El tratamiento de los pacientes se establecido de acuerdo al criterio del médico
tratante.
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3.6 Definicion de variables.
Definiciones operacionales:
Paciente con sospecha de P. jirovecii: Se considerdé cuando se cumplieran los
siguientes criterios: Factor predisponente, clinico e imagenoldgico.
El criterio de factor predisponente se cumplié con la presencia de uno de los
siguientes:
e Infeccion por VIH con CD4 <200 cel/mm3.
e Pacientes con trasplante de células progenitoras hematopoyeticas o
trasplante de érgano solido.
¢ Leucemia o sindrome linfoproliferativo,
e Quimioterapia con Ciclofosfamida, Metotrexate, Fludarabina, Vincristina,
Rituximab, Alentuzumab.
e Paciente con alguna enfermedad autoinmune que recibe esteroides >20mg

0 Ciclofosfamida, Rituximab o antagonistas TNF-a por mas de 1 mes.

El criterio clinico se cumplioé con la presencia de uno de los siguiente:
e Sintomas respiratorios agudos o subagudos:
e Disnea progresiva, tos seca, fiebre, insuficiencia respiratoria y DHL alta (2 6

mas de esos anteriores)

El criterio imagenologico se cumplié con la presencia de un radiografia de torax con
infiltrados intersticiales perihiliares 6 Tomografia Axial Computarizada con infiltrado
en vidrio deslustrado, mas 1 de los siguientes:

e Nodulos

e Quistes

e Consolidaciones 6 neumatocele.

Caso confirmado: Se consideré cuando un paciente con factores de riesgo y
cuadro clinico compatible presenté un LBA con resultado positivo en la tincion de

Grocott.

14



Caso probable: Paciente con diagnostico presuntivo que resulte con PCR
Pneumocystis ELITe MGB kit positiva y tincion de Grocott negativa en quien se haya
descartado otra causa de neumonia o que haya presentado mejoria clinica con
Trimetroprim/sulfametoxazol.

También se considerara un caso probable a aquel que no recibié tratamiento con
Trimetroprim/sulfametoxazol, que no tuvo otro diagnostico alternativo y presento
deterioro o progresion del cuadro neumonico con PCR Pneumocystis ELITe MGB
kit positiva.

Mejoria clinica: Se considero criterio de mejoria clinica a los pacientes que después
de 14 dias del inicio de antimicrobiano empirico presentaron resolucién de los
signos y sintomas sospechosos de neumonia por P. jirovecii. Es decir, mejoria de
los infiltrados en estudio de imagen (mejoria imagenoldgica) o en caso de no tener
imagen, se considerd la resolucidon de la respuesta inflamatoria sistémica vy

disminucién de requerimientos de oxigeno y/o alta por mejoria.

Progresion Clinica: Progresion de la neumonia en caso con incremento de los
requerimientos de oxigeno, progresion de los infiltrados, necesidad de ventilacion

mecanica (sin otra causa) o defuncion atribuible al proceso neumonico.

Caso (verdadero positivo): Se consideré6 como caso a aquellos pacientes que
fueron incluidos por sospecha de neumonia por P. jirovecii y en la evolucion

cumplieron la definicion de caso confirmado o probable.
Control (verdadero negativo): Se consideré como pacientes controles a aquellos
que fueron incluidos por sospecha de neumonia por P. jirovecii, en quienes se

descarto esta posibilidad por haber presentado un diagndstico alternativo

Variable dependiente:
PCR Pneumocystis ELITe MGB kit positiva.
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Variables independientes:

Nombre variable | Descripcion Forma de reporte | Tipo de
variable
Género Sexo establecido | Femenino 6 Cualitativa
desde el nacimiento | masculino
Edad Numero de afios | Numeros ordinales | Cuantitativa
cumplidos hasta la
fecha desde el
nacimiento
Factores
predisponentes
Infeccion por VIH | Infeccidn por el Virus | Presente o Cualitativa
de Inmunodeficiencia | Ausente
Humana
Cuenta de Cantidad de linfocitos | Numérica Cuantitativa
linfocitos T CD4+ | CD4 al momento de
al momento del diagnéstico de VIH
diagnostico de
neumonia por
PCP
Trasplante de Pacientes con Presente o Cualitativa
células trasplante de células | ausente
hematopoyéticas | progenitoras
u organo solido hematopoyéticas o
trasplante de érgano
solido
Leucemia o Pacientes con Presente o Cualitativa
sindrome diagnéstico de ausente

linfoproliferativo

Leucemia o

16




Sindrome

Mieloproliferativo

Quimioterapia

Pacientes con cancer
qgue reciben
quimioterapia en
base a
Ciclofosfamida,
Metotrexate,
Fludarabina,
Vincristina,
Rituximab,

Alentuzumab.

Presente o

ausente

Cualitativa

Cancer

Término que describe
las enfermedades en
las que hay
proliferacion de

células anormales.

Presente o

ausente

Cualitativa

Enfermedad

autoinmune

Estado patologico en
el que el sistema
inmune deja
vulnerable al
organismo frente a

procesos infecciosos

Presente o

ausente

Cualitativa
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3.7 Analisis estadistico
El tamafio de la muestra se calculdé con la siguiente formula para sensibilidad y

especificad adecuada (22):

N = Z2*P (1-P)

AZ
Prevalencia esperada de infeccion en pacientes con inmunosupresion del 28%

considerando la reportada en los estudios de validacion (11).

Estimamos una sensibilidad del ensayo de PCR en 90%, especificidad en 90% y
una precision del 5%, de tal manera que se incluiran a 138 pacientes que presenten

un cuadro de neumonia por Pneumocystis jirovecii para el analisis.

Se calculd la sensibilidad, especificidad, el valor predictivo positivo y valor predictivo
negativo para los distintos subgrupos: Neumonia confirmada por P.jirovecii e

infeccidn probable por P. jirovecii.

Se definié la sensibilidad como la capacidad de la PCR para identificar casos con

diagndstico definitivo o probable de neumonia por P. jirovecii.

Se definié especificidad como la capacidad de la PCR para identificar a los casos

controles.
Se analizo el punto de corte 6ptimo para definir neumonia por P. jirovecii mediante
analisis de curva ROC y determinacién del indice de Youden, que permitio

discriminar casos de colonizacion.

Se realizo el analisis descriptivo de las variables demograficas, clinicas y el
desenlace de mortalidad a 30 dias. Se utilizaron porcentajes, media, desviacion
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estandar, mediana, percentiles y rangos intercuartilares de acuerdo al tipo de

variable.

3.8 Procedimientos de laboratorio

3.8.1. Lavado Bronquioalveolar:

La técnica fue realizada por un especialista con experiencia (médico fibro-
broncoscopista o intensivista entrenado).

Si el paciente estaba intubado, antes de realizar LBA se aspiraron las secreciones
traqueales del paciente.

La técnica no esta definitivamente estandarizada lo cual dificulta la comparacion de
resultados entre los distintos autores, pero consiste en la instilacion a través del
bronco-fibroscopio o sonda de aspiracion, de un volumen total de total de 120-200
mL.

El liquido para el lavado se instila en alicuotas de 20 a 50 mL con una jeringa, cada
instilacién se sigue inmediatamente de una aspiracion manual mediante la propia
jeringa o bien con aspiracion mecanica suave. El liquido recuperado debe ser
alrededor de 40-50% del volumen instilado.

Es importante desechar la primera porcién del liquido aspirado (contaminada con
secreciones del tracto respiratorio superior) y no se debe enviar para estudio
microbioldgico.

El volumen minimo debe de ser 30% del volumen instilado

3.8.2. Traslado y procesamiento de muestras respiratorias
Las muestras respiratorias obtenidas de LBA se trasladaron de forma inmediata al
Laboratorio de Microbiologia siguiendo las normas de Bioseguridad y Manejo de

muestras respiratorias.

En el laboratorio de Microbiologia, una vez que se recibieron las muestras, se
corroboro la correcta identificacion de las mismas y posteriormente, se realizo el
método de dilucién seriada para enviar las muestras a las distintas areas de

Bacteriologia y al area de Micologia.
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Las muestras respiratorias de un lavado bronquioalveolar se siembran en Agar
Gelosa de Carnero, Agar MacConkey y Agar Chocolate.

Se le realiz6 las Tinciones correspondientes: Tincién de Gram, KoH al 15%, Zhiel-
Nelsen, Auramina Rodamina y Tincién de Grocott.

Si en la Histologia se identifican formas troficas y quistes, se reportdé como Positiva.
Una alicuota de la muestra fué enviada al area de Biologia Molecular para procesar
la PCR en tiempo real. (PCR Pneumocystis ELITe MGB Kit).

3.8.3. Muestras para RT- PCR

Las muestras de LBA, concebidas para la extraccion de ADN, se recogieron en una
solucion fisiologica estéril o en una solucion tamponada de fosfato, de acuerdo con
las directrices del laboratorio, asi como el transporte y conservacion a +2/+8 °C
durante un maximo de una semana. De lo contrario, las muestras se congelaron y
conservaron a -20 °C durante un maximo de 30 dias o a -70 °C durante un afo, de
acuerdo con las practicas del laboratorio.

Se recomienda dividir las muestras en porciones antes de la congelacion para evitar
ciclos repetidos de congelacién/descongelacidn para evitar una posible degradacion
de los acidos nucleicos.

Las muestras de esputo deben licuarse con reactivos que contengan N-acetil
cisteina o ditiotreitol (como Sputasol, Oxoid, Thermo Fisher Scientific), de acuerdo

con las instrucciones del laboratorio.

3.8.4. Pneumocystis ELITe MGB® Kit

El producto «Pneumocystis ELITe MGB® Kit» forma parte de un ensayo cuantitativo
de amplificacién de acidos nucleicos para la deteccion y la cuantificacion del ADN
de Pneumocystis jirovecii (PJ) en muestras de ADN extraidas de muestras clinicas.
El producto se utiliza para el diagnostico in vitro como ayuda en el diagndstico y el
control de infecciones por Pneumocystis jirovecii junto con los datos clinicos y los
resultados de otras pruebas analiticas del paciente.
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3.8.5. Extraccion de DNA

El &cido nucleido de las muestras del paciente y del control interno exégeno afnadido
(secuencia artificial 1C2) se extrajeron de forma simultanea. La amplificacion
selectiva del acido nucleico diana a partir de la muestra se logro utilizando primers
especificos para la subunidad mitocondrial grande del gen del ARNr (mtLSU) de PJ.
En la mezcla de reaccidn se incluye los primers especificos para el gen mtLSU y el
control interno.

Las sondas de PJ y del control interno se disefian conforme a la tecnologia ELITe
MGB®. La sonda especifica de PJ esta marcada con el fluoréforo FAM y se activa
cuando se hibrida con el producto especifico de la reaccion de amplificacién de PJ.
La sonda especifica del control interno se marca con el fluoréforo AP525 y se activa
cuando se hibrida con el producto especifico de la reaccion de amplificacién del
control interno. A medida que aumenta el producto especifico de la reaccién, la
emision de fluorescencia aumenta y el equipo la mide y la registra. El procesamiento

de los datos permitié detectar la presencia y el titulo del ADN de PJ en la muestra.

3.8.6. Interpretacion de resultados

El resultado de la PCR se report6 como positivo o negativo segun el inserto
proporcionado por el fabricante. El resultado fue interpretado como positivo cuando
se detectd una carga mayor o igual a 97 copias/mL, el resultado fue interpretado
como negativo, cuando se detectd una carga menor a 97 copias (rango de
referencia: 60 — 275 copias/ml (IC: 95%)).

4. Aspectos éticos.

El protocolo fue aprobado de los comités de Etica e Investigacion del INCMNSZ.
(Ref. INF-4249-22-23-1)

Se obtuvo una aprobacion de exencidon del consentimiento informado, ya que se
utilizaron los sobrantes de muestra tomadas durante la atencion rutinaria de los

pacientes y la evaluacién no modificé el tratamiento o atencion clinica.
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5. Resultados

Durante el proceso de seleccion, se revisaron 200 expedientes de pacientes que
tenian una muestra de lavado bronquioalveolar, de los cuales 110 muestras de
pacientes cumplieron definicion de caso sospechoso por clinica, laboratorio e
imagen. (Figura 1).

Figura 1. Clasificacion de pacientes que cumplieron definicion de caso sospechoso

Casos Sospechosos
31/110 (28%)

Controles
79/110 (72%)

Confirmada
6/31 (19%)

Probable
25/31 (81%)

5.1 Analisis descriptivo de las caracteristicas demograficas y clinicas

Entre el 1° de marzo de 2022 al 1° de marzo de 2023 se recolectaron 110 muestras
de lavados bronquioalveolares de pacientes con sospecha de neumonia por P.
jJirovecii. En la Figura 2, se muestra el flujpgrama de los pacientes incluidos al

estudio.
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analisis primario.

Revision sistematizada de LBA en recepcion
(200 muestras)

v

Sospecha de neumonia por P. jirovecii
(110| muestras)

v

Las muestras de LBA se procesaron de acuerdo al
protocolo de rutina del Laboratorio de Microbiologia

v

90 excluidas

v

Figura 2. Diagrama de flujo de pacientes desde evaluacion de elegibilidad hasta el

Se separo el sobrante de la muestra de LBA
para realizar la PCR Pneumocystis ELITe MGB kit

v

Clasificacion de manera ciega al resultado de PCR

-Sin informacién clinica en el
expediente.

-TMP/SMX durante mas de 72
horas

v v

Caso
Sospechoso

Control

Clasificacion con resultado de PCR

v v

Caso Control

Confirmado

Probable

Las caracteristicas demograficas de los pacientes incluidos en el estudio se

resumen en la Tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas de pacientes con neumonia por P. jirovecii en casos y
controles.
Total

N: 110 confirmados

Controles
N: 79 (72%)

Caracteristica N (%) Casos

(100%)

probables
N: 31 (28%)

Edad, mediana (RIC) 47 (38-61) 47 (39-60) 47 (35-62) 0.623
Sexo femenino 52 (47) 13 (52) 39 (49) 0.482
Infeccion por VIH 15 (14) 13 (42) 2 (2.5) 0.0001
CD4 cel/mm3 49 49 -
TCPH - - - -
Trasplante de 6rgano 6 (5.5) 2 (6.5) 4 (5.1) 0.773
sélido
Leucemia 16 (14.5) 3(9.7) 13 (16.5) 0.364
Linfoproliferativo 11 (10) 5(16.1) 6 (7.6) 0.180
Linfoma 8 (7.3) - 7 (8.9) 0.306
AR 4 (3.6) 3(9.7) 1(1.3) 0.034
LES 11 (10) 4 (12.9) 7 (8.9) 0.525
SAF 6 (5.5) 2 (6.5) 4(5.1) 0.773
Mieloma 3(2.7) 3(3.8) - 0,271
Infeccion por SARS- 28 (25.5) 3(9.7) 25 (31.6) 0,017
COV-2
Tratamiento
inmunosupresor
Esteroides 54 (49) 11 (35.5) 43 (54.4) 0.074
<5 mg 17 (15.5) - 17 (21.5) 0.005
10 - 20 mg 21 (19.1) 7 (22.6) 14 (17.7) 0.560
>20 mg 17 (15.5) 4 (12.9) 13 (16.5) 0.643
Ciclofosfamida 2(1.8) - 2(1.8) 0.371
Rituximab 11 (10) 3(9.7) 8 (10.1) 0.944
Antag TNF-a 1(0.9) - 1(1.3) 0.529
Azatioprina 4 (3.6) - 4 (5.1) 0.202
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Sintomas

Sintomas agudos 42 (38.2) 32 (40.5) 10 (32.3) 0.423
Sintomas sub-agudos 61 (55.1) 40 (50.6) 21 (67.7) 0.104
Disnea 77 (70) 26 (83.9) 51 (64.6) 0.047
Tos 77 (70) 26 (83.9) 51 (64.6) 0.047
Fiebre 71 (64.5) 26 (83.9) 45 (57) 0.008
Insuf. Respiratoria | 70 (63.6) 22 (71) 48 (60.8) 0.317
Laboratorios
LDH, n=85 234 (174 - 310 (165 - 447) 374 (174-330)  0.197
366)
Imagen
Vidrio despulido 87 (79.1) 27 (87.1) 60 (75.9) 0.196
Micronddulos 76 (69.1) 21 (67.7) 55 (69.6) 0.848
Nodulos 78 (70.9) 23 (74.2) 55 (69.6) 0.635
Quistes 12 (10.9) 3(9.7) 9(11.4) 0.795
Consolidacién 80 (72.7) 27 (87.1) 53 (67.1) 0.034
Neumatocele 6 (5.5) 4 (5.1) 2 (6.5) 0.773
Tratamiento
TMP/SMX 40 (36.4) 27 (87.1) 13 (16.5) 0.0001
Resultado PCR PJ
PCR cualitativa 15 (13.6) 12 (28) 3(3.8) 0.0001
501-1000 copias/ml - - - -
1001-2999 copias/ml 4 (3.6) 1(3.2) 3(3.8) 0.885
>3000 copias/ml 8 (7.3) 7 (22.6) 1(1.3) 0.0001
Mortalidad a 30 dias 30 (27.3) 20 (25.3) 10 (32.3) 0.462

+ Media (Desviacion estandar) # Mediana (rango intercuartil)
TCPH: Trasplante de células progenitoras hematopoyéticas. AR: Artritis Reumatoidea. LES: Lupus Eritematoso

Sistémico. SAF Sindrome Antifosfolipidico. Antag TNF-a: Antagonistas de Factor de Necrosis Tumoral alfa.

LDH: Lactato Deshidrogenasa. TMP/SMX: Trimetroprim/Sulfametoxazol
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Los pacientes tenian una mediana de edad de 47 ainos (RIC 36-61) y 47% (52/110)
eran de sexo femenino. De los principales factores de riesgo para desarrollar
neumonia por P. jirovecii fueron:

Infeccion por VIH en un 14% (15/110) con una mediana de CD4 de 49 cel//mm3
(15/110), enfermedad reumatolégica conocida en un 19% (19/110), leucemia en
14.5% (16/110), sindrome linfoproliferativo en un 10% (11/110), trasplante de
organo solido en un 5.5% (6/110), mieloma multiple en 2.7% (3/110) y antecedente
de infeccion por SARS-COV-2 en un 25.5% (28/110).

No se encontraron diferencias significativas entre edad y sexo entre los casos con

neumonia por P. jirovecii en comparacién con los controles.

En cuanto a los factores de riesgo, se encontré6 mayor frecuencia de infeccion por
VIH vy artritis reumatoide en los casos (52% y 9.7%, respectivamente) en
comparacion con los controles (2.5% y 1.3%, respectivamente, con diferencia

estadisticamente significativa.

El 49% de los pacientes incluidos tenian antecedente de uso de esteroides, 35.5%

de los casos y 54.4% de los controles (p=0.074).

Los otros tratamientos inmunosupresores mas frecuentes fueron: Rituximab en un
10% de todos los casos, Azatioprina en un 5.1%, ciclofosfamida en un 1.8% y
finalmente los antagonistas de receptor de Factor de Necrosis tumoral alfa en un
0.9%.

Dentro de las manifestaciones respiratorias al momento de la admision, un 38% de
la poblacién presentaron sintomas respiratorios agudos y un 55% tuvieron sintomas
subagudos. De las manifestaciones clinicas, al menos un 70% presento clinica
compatible con disnea, tos, fiebre e insuficiencia respiratoria al momento de la
admisién. La presencia de fiebre fue mas frecuente en los casos (83.9%) en

comparacion con los controles (57.7%, p=0.008)
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Un 77% de los pacientes contaba con determinacion de LDH al momento de
inclusion del estudio con una media de 234 (RIC 174-366) sin diferencia entre los

grupos.

En relacion a las anormalidades en la imagen al momento de la admision, se
encontrd vidrio despulido en un 79% (87/110), micronédulos en un 69% (76/110),
nodulos en un 71% (78/110), quistes en un 11% (12/110), consolidaciones en un
73% (80/110) y la presencia de neumatocele en un 5.5% (6/110). La frecuencia de
consolidaciones fue mas alta en los casos en comparacién con los controles
(87.1%Vs 67.1%, P=0.034)).

El 36% de los pacientes recibio tratamiento empirico con Trimetroprim/
Sulfametoxazol, de ellos el 87% de los casos en comparacién con 16.5% en los
controles (p=0.0001) Todos los casos confirmados (6) recibieron tratamiento
completo por 21 dias y 76% (13/19) de los casos probables. Los 6 casos
confirmados se trataban de pacientes que viven con VIH, que se encontraban en
estadio avanzado de la enfermedad con CD4 <100 células/mm3, tres pacientes

tuvieron desenlaces fatales y tres presentaron mejoria clinica.

La mortalidad a 30 dias de los pacientes incluidos fue de 27% (30/110), sin
encontrar diferencia significativa entre casos y controles (p=0.462).

5.2 Pruebas diagnésticas

De las 110 muestras incluidas de LBA, 79/110 (72%) fueron considerados controles,
31/110 (28%) fueron considerados casos de neumonia por P. jirovecii, de los cuales
6 fueron confirmados por tincion de Grocott y 25/31 (81%) fueron considerados
casos probables. De los 31 pacientes casos probables, en 18 pacientes (58%) no
se encontraron aislamientos, los otros 12 pacientes (38%) tenian infecciones
concomitantes por otros agentes bacterianos como E. coli, K. pneumoniae, S.
aureus, S. maltophilia, B. cenocepacia entre otros, y/o agentes fungicos como A.

27



fumigatus, hialohifomicetos, entre otros. El otro 4% tuvieron otro tipo de
aislamientos. (Tabla 2).

Tabla 2. Otras causas de neumonia en pacientes con definicion de casos
sospechosos

Pacientes con otras causas de n:12/31

neumonia (%) (38)

Bacterias
E. coli
K. pneumoniae
S. aureus
S. maltophilia
B. cenocepacia

N =~ = N - DN

M. tuberculosis
Hongos

Hialohifomicetos

A. Fumigatus

H. capsulatum

Especies de Fusarium

Sin aislamiento

A A A a B~

Otros
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El resultado de la PCR fue positivo en 12/31 (38.7%) casos, y 3/79 (3.8%) controles.

Cinco (83.3%) de los casos confirmados y 7/25 (28%) casos probables tuvieron PCR
positiva (Tabla 3).

Tabla 3. Rendimiento de PCR Pneumocystis ELITe MGB kit

Casos Casos
confirmados Probables N:
N: 6 (%) 25 (%)
PCR (+) 5(83.3) 7 (25) 12 (39)
PCR (-) 1(16.7) 18 (75) 19 (61)
Total 6 (100) 25 (100) 31 (100)

5.3 Rendimiento diagnéstico del ensayo de PCR ELITe MGB kit por grupos
5.3.1 CASOS (CONFIRMADOS Y PROBABLES)
En los casos (confirmados y probables) se encontré una sensibilidad de 39% y una

especificidad del 96 % (Tablas 4 y 5).

Tabla 4. PCR Pneumocystis ELITe MGB kit para casos (confirmados y probables)

Casos Controles Total

confirmados y N:79 (%)

probables

N: 31 (%)
PCR (+) 12 (39) 3 (4) 15 (14)
PCR (-) 19 (61) 76 (96) 95 (86)
Total 31 (100) 79 (100) 110 (100)
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Tabla 5. Rendimiento diagnéstico de PCR Pneumocystis ELITe MGB kit para casos
(confirmados y probables)

‘ Valor (IC95%)
Sensibilidad 39 (22-58)
Especificidad 96 (89-99)
Valor predictivo negativo 80 (75-84)
Valor predictivo positivo 80 (55-93)

Para los casos (confirmados y probables) con PCR positiva de P. jirovecci se obtuvo
un indice de Youden de 0.35, (Figura 3), lo que traduce que la prueba no tiene buen

rendimiento diagndstico (por encontrarse un valor igual o cercano a 0).

Figura 3. Curva de ROC para casos (confirmados y probables)
Youden Index 0.35

1.00
L

0.75
L

Sensitivity
0.50

0.25
L

0.00
L

T T T T T
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
1 - Specificity

Area under ROC curve = 0.6746
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5.3.2 CASOS CONFIRMADOS
En el grupo de casos confirmados se encontré una sensibilidad de 83.3%,

especificidad de 96.2%, valor predictivo negativo de 98.7 y valor predictivo positivo.
de 62.5 (Tablas 6 y 7).

Tabla 6. PCR Pneumocystis ELITe MGB kit para casos confirmados

Casos Controles Total

confirmados N: 79 (%)

N: 6 (%)
PCR (+) 5 (83) 3 (4) 8 (9)
PCR (-) 1(17) 76 (96) 77 (91)
Total 6 (100) 79 (100) 85 (100)

Tabla 7. Rendimiento diagnéstico de PCR Pneumocystis ELITe MGB kit para casos

confirmados

‘ Valor (IC95%)
Sensibilidad 83.3 (36-99.6)
Especificidad 96.2 (89-99)
Valor predictivo negativo 98.7 (93-99.8)
Valor predictivo positivo 62.5 (34-84)

Para los casos confirmados con PCR positiva de P. jirovecci se obtuvo un indice de
Youden de 0.79 (Figura 4), lo que traduce que la prueba tiene buen rendimiento

diagndstico (por encontrarse un valor igual o cercano a 1).
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Figura 4. Curva de ROC para casos confirmados con PCR positiva de P. jirovecii.
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5.3.3 CASOS PROBABLES

En el grupo de casos probables se encontré una sensibilidad de 28%, especificidad
de 96 %, valor predictivo negativo de 0.75 y valor predictivo positivo de 7.37 (Tablas
8y9).

Tabla 8. PCR Pneumocystis ELITe MGB kit para casos probables

Casos probables Controles Total

N: 85 (%) N: 25 (%)
PCR (+) 8(9) 7 (28) 15 (15)
PCR (-) 77 (91) 18 (72) 95 (85)
Total 85 (100) 25 (100) 110 (100)

Tabla 9. Rendimiento diagnéstico de PCR Pneumocystis ELITe MGB kit para
casos probables

Valor (IC95%)

Sensibilidad 28 (12— 49.39%)
Especificidad 96 (89-99%)
VPN 0.75 (0.5-0.9%)
VPP 7.37 (2-26%)
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Para los casos probables con PCR positiva de P. jirovecci se obtuvo un indice de
Youden de 0.24 (Figura 5), lo que traduce que la prueba no tiene buen rendimiento

diagndstico (por encontrarse un valor igual o cercano a 0).

Figura 5. Curva de ROC para casos probables con PCR positiva de P. jirovecii.
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5.4 Analisis por subgrupos con diferentes puntos de corte.

5.4.1 Rendimiento diagnéstico de PCR Pneumocystis ELITe MGB kit con punto
de corte entre 501 - 1000 copias/ml para casos (confirmados y probables).
Cuando analizamos el subgrupo de pacientes con sospecha de neumonia por P.
Jirovecii, con resultado de PCR positiva entre 501 - 1000 copias/ml para los casos
confirmados y probables, encontramos una sensibilidad y especificidad de 0 y
100%, respectivamente (Tablas 10 - 11).

Tabla 10. PCR Pneumocystis ELITe MGB kit con punto de corte entre 501 — 1000
copias/ml para casos (confirmados y probables)

Casos Controles Total

confirmados y N:79 (%)

probables
N: 31(%)
PCR (+) 0 0 2(2)
PCR (-) 31 (100) 79 (100) 108 (98)
31 (100) 79 (100) 110 (100)

Tabla 11. Rendimiento diagnéstico de PCR Pneumocystis ELITe MGB kit con punto
de corte entre 501 — 1000 copias/ml para casos (confirmados y probables)
Valor (IC 95%)

Sensibilidad
Especificidad
Valor predictivo negativo

Valor predictivo positivo

0 (0-11.22)
100 (95.44-100)
71.82 (71.82-71.82)
0
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Para los casos (confirmados y probables) con PCR positiva de P. jirovecci con un
punto de corte entre 501 - 1000 copias/ml se obtuvo un indice de Youden de 0.01
(Figura 6), lo que traduce que la prueba no tiene buen rendimiento diagnéstico (por

encontrarse un valor igual o cercano a 0).

Figura 6. Curva de ROC para casos (confirmados y probables) con PCR positiva de
P. jirovecii.
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5.4.2 Rendimiento diagnéstico de PCR Pneumocystis ELITe MGB kit con punto

de corte entre 501 - 1000 copias/ml para casos confirmados.

Cuando analizamos el subgrupo de pacientes con neumonia por P. jirovecii, con

resultado de PCR entre 501 - 1000 copias/ml encontramos una sensibilidad y

especificidad de 0 y 100%, respectivamente. (Tablas 12-13).

Tabla 12. PCR Pneumocystis ELITe MGB kit con punto de corte entre 501 — 1000

copias/ml para casos confirmados

PCR (+)
PCR (-)

Casos Controles Total
confirmados N: 79 (%)

N: 6 (%)

0 0 0

6 (100) 79 (100) 85 (100)
6 (100) 79 (100) 85 (100)

Tabla 13. Rendimiento diagnéstico de PCR Pneumocystis ELITe MGB kit con punto

de corte entre 501 — 1000 copias/ml para casos confirmados

‘ Valor (IC95%)
Sensibilidad 0 (0-45.93)
Especificidad 100 (95.4-100)
Valor predictivo negativo 92.94 (92.94-92.94)
Valor predictivo positivo 0
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Para los casos confirmados con PCR positiva de P. jirovecci con un punto de corte
entre 501 - 1000 copias/ml se obtuvo un indice de Youden de 0.01 (Figura 7), lo que
traduce que la prueba no tiene buen rendimiento diagndstico (por encontrarse un

valor igual o cercano a 0).

Figura 7. Curva de ROC para casos confirmados con un punto de corte entre 501 —
1000 copias/ml
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5.4.3 Rendimiento diagnéstico de PCR Pneumocystis ELITe MGB kit con punto

de corte entre 1001 - 2999 copias/ml para Casos (confirmados y probables)

Cuando analizamos el subgrupo de pacientes con sospecha de neumonia por P.
jirovecii, con resultado de PCR entre 1001 - 2999 copias/ml para los casos
(confirmados y probables), encontramos una sensibilidad y especificidad de 3 y
96%, respectivamente (Tablas 14-15).

Tabla 14. PCR Pneumocystis ELITe MGB kit con punto de corte entre 1001 — 2999
copias/ml para casos (confirmados y probables)

Casos Controles Total
(confirmados y N:79 (%)
probables)
N: 31 (%)
PCR (+) 1(3) 3(4) 4 (4)
PCR () 30 (97) 76 (96) 106 (96)
31 (100) 79 (100) 110 (100)

Tabla 15. Rendimiento diagnoéstico de PCR Pneumocystis ELITe MGB kit con punto
de corte entre 1001 — 2999 copias/ml para casos (confirmados y probables)

‘ Valor (IC95%)
Sensibilidad 3.23 (0.08-16.70)
Especificidad 96.2 (89.30-99.21)
Valor predictivo negativo 71.70 (70.09-73.25)
Valor predictivo positivo 25 (3.48-75.51)

Para los casos (confirmados y probables) con PCR positiva de P. jirovecci con un
punto de corte entre 1001 - 2999 copias/ml se obtuvo un indice de Youden de 0
(Figura 8), lo que traduce que la prueba no tiene buen rendimiento diagndstico (por

encontrarse un valor igual a 0).
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Figura 8. Curva de ROC para casos confirmados con un punto de corte entre 1001 —
2999 copias/ml
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5.4.4 Rendimiento diagnéstico de PCR Pneumocystis ELITe MGB kit con punto
de corte entre 1001 - 2999 copias/ml para casos confirmados

Cuando analizamos el subgrupo de pacientes con neumonia por P. jirovecii, con
resultado de PCR entre 1001 - 2999 copias/ml encontramos una sensibilidad y

especificidad de 0 y 97%, respectivamente. (Tablas 16-17).

Tabla 16. PCR Pneumocystis ELITe MGB kit con punto de corte entre 1001 — 2999

copias/ml para casos confirmados

Casos Controles Total
confirmados N: 77 (%)
N: 6 (%)

PCR (+) 0 2(3) 0

PCR (-) 6 (100) 77 (97) 85 (100)
6 (100) 79 (100) 85 (100)
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Tabla 17. Rendimiento diagnoéstico de PCR Pneumocystis ELITe MGB kit con punto

de corte 1001 — 2999 copias/ml para casos confirmados

‘ Valor (IC95%)
Sensibilidad 0 (0-45.93)
Especificidad 97.47 (95.15 - 99.69)
Valor predictivo negativo 92.77 (92.53 - 93.01)
Valor predictivo positivo 0

Para los casos confirmados con PCR positiva de P. jirovecci con un punto de corte
entre 1001 - 2999 copias/ml se obtuvo un indice de Youden de 0.01 (Figura 9), lo
que traduce que la prueba no tiene buen rendimiento diagndstico (por encontrarse
un valor igual o cercano a 0).

Figura 9. Curva de ROC para casos confirmados con un punto de corte entre 501 —

1000 copias/ml
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5.4.5 Rendimiento diagnéstico de PCR Pneumocystis ELITe MGB kit con punto
de corte mayor a 3000 copias/ml para casos (Confirmados y Probables)

Cuando analizamos el subgrupo de pacientes con sospecha de neumonia por P.
jJirovecii, con resultado de PCR positiva mayor a 3000 copias/ml para los casos
(confirmados y probables), encontramos una sensibilidad y especificidad de 22 y
99%, respectivamente (Tablas 18 - 19).

Tabla 18. PCR Pneumocystis ELITe MGB kit con punto de corte mayor a 3000
copias/ml para casos (confirmados y probables)

Casos Controles Total

(confirmados y N:79 (%)

probables)

N: 31 (%)
PCR (+) 7 (23) 1(1) 8 (7)
PCR (-) 24 (77) 78 (99) 102 (93)
Total 31 (100) 79 (100) 110 (100)

Tabla 19. Rendimiento diagnoéstico de PCR Pneumocystis ELITe MGB kit con punto
de corte mayor a 3000 copias/ml para casos (confirmados y probables)
‘ Valor (IC95%)

Sensibilidad
Especificidad
Valor predictivo negativo

Valor predictivo positivo

22.58 (9.59 - 41.10)

98.73 (93.15 - 99.97)
76.47 (72.85 - 79.74)
87.50 (47.31 - 98.20)

Para los casos (confirmados y probables) con PCR positiva de P. jirovecci con un

punto de corte mayor a 3000 copias/ml se obtuvo un indice de Youden de 0.22

(Figura 10), lo que traduce que la prueba no tiene buen rendimiento diagndstico (por

encontrarse un valor igual o cercano a 0).
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Figura 10. Curva de ROC para casos (confirmados y probables) con un punto de

corte mayor a 3000 copias/ml
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5.4.6 Rendimiento diagnéstico de PCR Pneumocystis ELITe MGB kit con punto

de corte mayor a 3000 copias/ml para casos confirmados

Cuando analizamos el subgrupo de pacientes con neumonia por P. jirovecii, con

resultado de PCR positiva mayor a 3000 copias/ml encontramos una sensibilidad y

especificidad de 83 y 99%, respectivamente. (Tablas 20 - 21).

Tabla 20. PCR Pneumocystis ELITe MGB kit con punto de corte mayor a 3000

copias/ml para casos confirmados

PCR (+)
PCR ()

Casos Controles Total
confirmados N: 79 (%)

N: 6 (%)

5 (83) 1(1) 0

1(17) 78 (99) 85 (100)
6 (100) 79 (100) 85 (100)
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Tabla 21. Rendimiento diagnéstico de PCR Pneumocystis ELITe MGB kit con punto

de corte mayor a 3000 copias/ml para casos confirmados

‘ Valor (IC95%)
Sensibilidad 83.3 (35.88-99.58)
Especificidad 98.73 (93.15-99.97)
Valor predictivo negativo 98.73 (92.87-99.79)
Valor predictivo positivo 83.33 (40.84-97.31)

Para los casos confirmados con PCR positiva de P. jirovecci con un punto de corte
mayor a 3000 copias/ml se obtuvo un indice de Youden de 0.82 (Figura 11), lo que
traduce que la prueba tiene buen rendimiento diagnostico en este grupo (por

encontrarse un valor igual o cercano a 1).

Figura 11. Curva de ROC para casos confirmados con un punto de corte mayor a
3000 copias/ml
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5.5 Analisis de factores relacionados una baja sensibilidad de PCR.

Al obtener los resultados del rendimiento diagndstico de la prueba, intentamos
identificar causas por las cuales encontramos una baja sensibilidad.

El factor que estudiamos fue que existen falsos negativos de la Tincion de Grocoitt,
al ser una técnica operador dependiente, se corre el riesgo de omision de alguna
muestra sobre todo cuando se tiene una minima carga fungica de P. jirovecci.
Existen algunas otras coinfecciones sobre todo las virales que también podrian
influir en el resultado falso negativo del Grocott.

En este estudio tuvimos 7 pacientes que eran controles y tuvieron PCR positiva para
P. jirovecci. Uno de ellos tuvo infeccidn por SARS-COV-2, sin ningun otro
aislamiento microbiologico, otros 2 pacientes tenian la PCR positiva para P. jirovecci
con un numero considerable de copias (>1000 copias), en uno de ellos el
diagnostico final fue de poliangeitis microscopica con aislamiento de Kleibsiella
pneumoniae y Mycobacterium simiae y el otro paciente con aislamiento de
Aspergillus nigri, en los otros 4 pacientes sin aislamientos microbiolégicos a los
cuales se podria atribuir el cuadro pero con un numero considerable de copias.
Por otro lado, la PCR al ser un método automatizado, no esta excenta de errores
por lo cual los falsos positivos también pueden ser posibles.
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6. Discusion
En este estudio intentamos validar de manera prospectiva, un ensayo de PCR para

el diagnostico de neumonia por Pneumocystis jirovecii.

Aunqgue no tuvimos muchos pacientes con neumonia por P. Jirovecci confirmada, la
PCR demostré una sensibilidad y especificidad similar a otras PCR probadas en
casos confirmados en otros estudios.

El ensayo de PCR mostr6 una sensibilidad y valor predictivo positivos (83% y 62%
respectivamente) y una especificidad y valor predictivo negativos altos, 96 y 99%,

respectivamente.

Lo anterior se traduce que es una prueba util para la practica clinica, aunque no
podemos establecer ningun juicio de valor ya que aun no se ha logrado reunir el
numero de pacientes establecidos en el calculo del tamafio de la muestra.
Hasta este momento del estudio podemos concluir que el ensayo de PCR no tuvo
una sensibilidad y especificidad > 90%, como era nuestra hipétesis inicial.

Por otro lado, la sensibilidad de la PCR en casos probables es baja, lo que limita su
utilidad en la practica clinica; en nuestro estudio podria ser atribuido a que la
mayoria de los casos probables recibio Trimetroprim/Sulfametoxazol de forma
empirica., otro punto importante es que es poco factible incluir pacientes
sospechosos sin tratamiento antes de la recoleccion de la muestra respiratoria.

La especificidad de la PCR es muy alta, y es por eso que es dificil que existan falsos

positivos.

Al comparar los resultados entre los diferentes puntos de corte establecidos de
acuerdo al numero de copias que se obtuvo de la PCR, podemos concluir que el
punto de corte de >3000 copias/ml tuvo una mejor sensibilidad y especificidad para
los casos confirmados demostrando una sensibilidad de 83% y especificidad del 99

%, respectivamente.
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Nuestro estudio tuvo varias limitaciones, como un numero bajo de casos
confirmados con neumonia por P. jirovecii, tuvimos algunas dificultades para
clasificar a los casos probables y una imposibilidad de reclutar pacientes con

sospecha de neumonia por P. jirovecii, sin haber iniciado tratamiento empirico.

También tiene algunas fortalezas como el ser un estudio con un disefio robusto de
pruebas diagnosticas que controla sesgos, llevar una clasificacién sistematica y
estricta de pacientes; cuestiona la utilidad de métodos moleculares en la vida diaria
y aporta resultados en la poblacidn que cumple criterios de caso sospechoso.

La perspectiva de nuestro estudio es, continuar la validaciéon de la PCR tomando

en cuenta otro tipo de muestras como el esputo inducido, que nos permita obtener

una muestra valiosa antes del inicio de tratamiento empirico en estos pacientes.

46



7. Conclusién
En este estudio el rendimiento diagndstico de PCR Pneumocystis ELITe MGB kit
fue similar con la Tincién de Grocott en los pacientes que cumplieron definicién de

caso confirmado.

Este ensayo de PCR multiple tiene la capacidad de amplificar DNA de P.Jirovecii en

el 22% de pacientes con alta sospecha clinica.

Por otro lado, nos hace cuestionar ¢cual es la utilidad real de la prueba?; es
probable que la baja sensibilidad se deba a la baja sensibilidad analitica de la
prueba se deba el inicio de tratamiento empirico y a las limitaciones que se tienen
al momento de incluir a los pacientes en alguna de las definiciones del estudio.
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