ARTICULO DE REVISION

UNIVERSIDAD DE SEVILLA

REV CUBANA MED TROP 2011;63(2):97-116

INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL "PEDRO KOURI"

Pneumocystis jirovecii: cien ainos de historia

Enrique Calderén Sandubete,! Yaxsier de Armas Rodriguez,? Virginia Capé de Paz®

RESUMEN

Introduccion: Pneumocystis jirovecii es uno de los patdgenos oportunistas mas importantes que afectan a individuos con
sindrome de inmunodeficiencia adquirida y pacientes inmunodeprimidos por otras causas. A pesar de haber sido observado por
primera vez hace més de 100 afios, se desconocen alin muchos aspectos importantes de su biologia y de la morbilidad que produce.
Objetivo: en este trabajo se pretende presentar una actualizacién sobre los principales aspectos de la historia, la epidemiologia
y la biologia de P. jirovecii, asi como de la enfermedad que produce. Conclusiones: se han publicado varios articulos de revision
desde su descubrimiento que brindan detalles y elementos novedosos del microorganismo, sin embargo, pocos son 10s manuscritos
encontrados en la literatura de habla hispana que aborden esta problemética.

Palabras clave: Pneumocystis, epidemiologia, biologia, historia, revision.

INTRODUCCION

Pneumocystis jirovecii, anteriormente cono-
cido como Pneumocystis carinii f. sp. hominis,
contindiasiendo uno de los patdégenos oportunistas
més importantes que afectan a individuos con
sindrome de inmunodeficienciaadquirida (sida)
y pacientes con inmunodepresion debida a otras
causas, en los que produce una neumonia
(Pneumocystis pneumonia (PcP), siglaseninglés)
grave con unaaltatasade morbilidad y mortalidad.
Hacejusto 101 afios de laprimeraevidenciaapor-
tada por Carlos Chagas de la existencia de este

microorganismo. A lo largo de este tiempo se han
producido importantes avances en el conocimiento
sobrelaepidemiologia, biologiay genéticade este
patégeno; lo cual ha condicionado cambios en su
clasificacion taxondmicay en la comprension de
la historia natural de la PcP*

Desde su descubrimiento, y durante muchos
anos, Pneumaocystis fue considerado un protozoo,
aunque hoy se reconoce como un hongo atipico.
Por otra parte, se pensaba que existia una sola
especiedel microorganismo queinfectabaatodos
los mamiferosy, por tanto, se creia que laPcPen
la especie humana podria ser una zoonosis y €l
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reservorio cualquieradelos mamiferosconlosque
puede cohabitar el hombre de forma habitual. Sin
embargo, estudios genéticos con técnicas de bio-
logiamolecular pusieron de manifiesto que existian
diversas especies de Pneumocystis con una es-
trecha afinidad por su huésped (estenoxenismo).
Por otraparte, € desarrollo detécnicasmoleculares
paralaidentificacion de este patégeno hapermitido
estudiar mejor su epidemiologia 'y poner en evi-
dencia que la PcP constituye solo la punta del
iceberg de lainfeccion por P. jirovecii en laespe-
cie humana.?

Aungue se han publicado diversosarticulos de
revision sobre la infeccion por Pneumocystis en
lengua inglesa, son muy pocos |os manuscritos
encontrados en la literatura de habla hispana
que aborden esta problematica. El objetivo de este
articulo esfacilitar una actualizacion, en espafiol,
sobre los principales elementos de la historia, la
epidemiologiay labiologiadeP. jirovecii, asi como
de la enfermedad que produce.

HISTORIA

L osmicroorgani smos que hoy seconocen como
Pneumocystis se observaron por primera vez en
1909 por Carlos Chagas (1879-1934), mientras
investigaba una nueva enfermedad que afectabaa
lostrabajadores que estaban tendiendo lasvias del
ferrocarril central en el estado brasilefio de Minas
Gerais. Chagas observo en los pulmones de coba-
yos que fallecian alos 5 d de ser inoculados con
sangre que contenia un nuevo "tripanosoma" hu-
mano, la presencia de numerosas formas esguizo-
gobnicas queinterpreté de modo erréneo como una
parte del ciclovital del Trypanosoma cruz, que é
denomind por ello Schizotrypanum cruzi.® Anto-
nio Carini (1872-1950) director en ese momento
del Instituto Pasteur de Séo Paulo, 1 afio después
hizo una descripcion similar de quistes en el pul-
mon de ratas infectadas con Trypanosoma lewisi.#
Sin embargo, quizas ante la sospecha de que los
quistes pertenecieran a un organismo desconoci-
do, envié muestras histol 6gicasasu colegadel Ins-
tituto Pasteur de Paris, Charles Louis Alphonse
Laveran, uno delos parasitélogos de mayor presti-
gio mundial que habiarecibido el Premio Nabel en
1907 por sus estudios sobre pal udismo.

En el Instituto Pasteur dos discipulos de La-
veran, el matrimonio Delande, investigando enra-
tas de las cloacas de Paris que no estaban
infectadas por tripanosomas, observaron quistes
similares en los pulmones de estos animales. De
estaformaen 1912 pudieron aclarar, revisando las
publicaciones previas y las preparaciones de
Carini, que esos peculiares qui stes observados por
Chagasy Carini correspondian en realidad a un
nuevo géneroy especie desconocidossinrelacion
con lostripanosomas. El matrimonio Delante su-
giri6 parael nuevo microorganismo el nombre de
Pneumocystis carinii. Pneumo- por su tropismo
por el pulmodn; -cystis por su morfologia caracte-
ristica, y carinii en honor del Dr. Antonio Carini
que les habia facilitado sus preparaciones his-
tolégicas.® EI matrimonio continud sus inves-
tigacionesy realizaron numerosos experimentos,
los cuales revelaron que el nuevo organismo se
transmitiapor viaaérea; confirmaron su tropismo
por el pulmoény sugirieron su afinidad con lafami-
lia de las Coccidia, organismos del orden de los
€SPOrozoos.

Después de lacomunicacion delosresultados
de su trabgjo, tanto Carini como Chagas se re-
tractaron de sus descripciones originales. Ellos
aportaron datos que sustentaban la investigacion
del matrimonio francésy Chagas tuvo que modi-
ficar su descripcion inicial del ciclo vital del
Trypanosoma cruz. En 1913, Ardgao sugirio que
este nuevo organismo deberia col ocarse dentro del
género Klebsiella, aungue reconocié su semejan-
zacon otro protozoo encontrado en €l intestino de
los ratones, el Cryptosporidium. Comenzaban asi
las dudas sobre su ubicacién como protozoo.®

Los pocos estudios que siguieron a estas
descripciones estuvieron orientados a conocer la
distribucién de Pneumocystis en €l reino animal.
Su presencia en una gran variedad de mamiferos
(ratas, cobayos, monosy conejos en Brasil, ratas
y ratones en Gran Bretafiay ratones en Suiza) sin
evidencia de enfermedad hizo cuestionar su
patogenicidad.” Esto conllevé a una disminucion
del interés cientifico por este microorganismoy a
considerarlo como unacuriosidad biol 6gica, por lo
gue en las dos décadas siguientes las publicacio-
nes médicas fueron escasas y un gran silencio lo
acompano.®



Una generacion debid pasar antes de que
pudiera relacionarse a Pneumocystis con alguna
enfermedad en el hombre aunque, quizas deforma
inadvertida, Chagas ya habia descrito en 1911 la
presencia de los quistes tipicos de Pneumocystis
en la primera autopsia de un sujeto fallecido con
tripanosomiasis americana. En 1938 Ammich?®
y Benecke® reconocieron una forma de neumonia
de origen desconocido que af ectabatipicamente a
nifios prematuros y(0) malnutridos, la cual se
denominé neumonia intersticial de células plas-
maticas y adquirié proporciones epidémicas en
Europa Central en el preludio de la Segunda
Guerra Mundial y en los afos inmediatamente
posteriores. En pleno apogeo delaguerra, doscien-
tificos holandeses, van der Meer y Brug demues-
tran por primera vez una asociacion histoldgica
entrelaneumoniaintersticial de célulasplasméticas
y Pneumocystis, aunque su descubrimiento paso
casi inadvertido. Una década después, tres inves-
tigadores checos, Vanék, Jirovec y Lukes halla
ron laetiologia de esta forma de neumonia, por 1o
gue son consi derados con frecuenciacomo suspri-
meros descubridores.®

En ese momento se pensaba que Pneumocystis
solo afectaba a nifiosy no es hasta el inicio de la
década de | os sesenta cuando comienzan a descri-
birse en EE. UU. los primeros casos de PcP en
pacientes adultos sometidos a quimioterapia o ra-
dioterapiapor procesos neoplasicos, asi como su-
jetos con defectos congénitos de la inmunidad.®®
Entonces no se disponiade estudios que evaluaran
el impacto real de la PcP. Seria en 1974, cuando
Peter Walzer realizo el primer estudio amplio, al
recopilar datos de 194 casos confirmados de PcP.
Esta investigacion arroj6é que la malnutricién era
un factor deriesgo paradesarrollar laenfermedad
y demostré ademas que esta podia presentarse en
los pacientes con leucemias, linfomas, tumores
solidosy con trasplantes, lo que abri6 las puertasa
lainvestigacién en esos grupos poblacionales. !

Los afios entre 1970 y 1980 resultaron muy
importantes en €l estudio de Pneumocystis, por-
que unido a conocimiento alcanzado mediante la
microscopia electrénicay los métodos de tincion
existentes (platametenaminade Gomori y Giemsa),
aparecieron |os primeros estudios con anticuerpos
aislados de sueros de ratas. Los resultados fueron
realmente sorprendentes, porque los anticuerpos
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procedentes de |os sueros de ratas no reaccionaban
con Pneumocystis obtenidos de humanos, pero si
lo hacian con otros procedentes de ratas.? Estas
diferencias inmunoldgicas condujeron a Frenkel
en 1976, a plantear la hipétesis de que la especie
de Pneumocystis que afectaba al hombre era di-
ferente de la que infectaba a | as ratas, a pesar de
no poseer diferencias morfol égicas distinguibles.
El nuevo nombre propuesto seria Pneumocystis
jiroveci en honor al cientifico checo Otto Jirovec,
quien en 1951 relacionara el patégeno con laneu-
monia que aparecia en 10s nifilos prematuros y
mal nutridos.*?

Més tarde, en febrero de 1981, Sandra Ford,
una auxiliar de farmacia de los centros para la
prevenciony e control delasenfermedades (CDC,
siglas en inglés) de EE. UU., not6 un incremento
inusual de las peticiones de pentamidina para €l
tratamiento de laneumonia por Pneumocytis que
le llegaban desde Nueva York y se dio cuenta
ademés que no correspondian a sujetos con causas
conocidas de inmunodepresion. Envid unacartaa
sus superiores alertandol os de estos hechos, que
constituian la primera evidencia de la eclosién de
la epidemia de sida.® Se descubria de esa manera
los primeros casos de sida gracias a la infeccion
de pacientes por un patbgeno oportunista.

Desde ese momento y hasta la actualidad se
reconoce a Pneumocystis como uno de los prin-
cipales patégenos oportuni stas que afectan tanto a
pacientes infectados por el virus de inmunodefi-
ciencia humana (VIH) como a sujetos que pre-
sentan cualquier otra causa de inmunosupresion.

TAXONOMIA

L aclasificaci 6n taxondmicade Pneumocystis
ha sido problematica desde su descubrimiento y
ha cambiado alargo de los afios. Como se ha co-
mentado, tras su identificacién y durante muchos
anos Pneumocystis fue considerado un protozoo,
debido a sus caracteristicas morfoldgicas, su re-
sistenciaalosantifungicos clasicosy su respuesta
al tratamiento con pentamidina (tabla 1). Sin
embargo, en 1970, Vavra y Kucera sugieren, ba-
sados en sus estudios ultraestructurales, que
Pneumocystis puede ser un hongo.® Ellos plan-
tearon un prolongado debate sobre la naturaleza
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Tabla 1. Caracteristicas de Pneumocystis que comparten con los protozoos y hongos

Protozoos

Hongos

Ciclo de vida similar a los protozoos

Ausencia de algunas caracteristicas
fenotipicas de los hongos

Presencia de caracteristicas morfol égicas

tipicas de los protozoos

Inefectividad de los farmacos antifungicos

Efectividad de los farmacos empleados

La secuenciacion de los cDNA  de
arededor de 2 000 genes conservan
homologia con la secuencia de 1 412
genes homologos en los hongos

Ausencia de estructura para la motilidad
Ausencia de estructura para fagocitar
Dificultad en obtener su cultivo

Similitud con la pared celular de los hongos
para tratar a los protozoos

Modificado de Sritangratanakul S, Nuchprayoon S, Nuchprayoon |. Pneumocystis
pneumonia: An Update. J Med Assoc Thai. 2004;87(Suppl 2):S309-17.

de este microorganismo que se veria esclarecido
con el advenimiento de las técnicas de biologia
molecular.

La primera evidencia molecular de que este
microorganismo es un hongo fue aportada por
Edman y otros en 1988. Estos investigadores en-
contraron que lasecuencianucleotidicadel gen 16 S
del ARN ribosdmico de Pneumocystis presentaba
mayor similitud la de los hongos que la de los
protozoos. Estos mismos resultados fueron corro-
borados por Sringer y otros 1 afio més tarde.**
Ademas, otros genes importantes como la
subunidad mayor del ARN del ribosoma mito-
condria (mt LSU rRNA, siglaseninglés) y otros 7
genes contiguos mitocondriales mostraron unasig-
nificativahomologiacon sus respectivos genesen
los hongos. Otras evidencias importantes seiden-
tificaron; entre otras, se destaca la presencia en
Pneumocystis de un tercer factor de elongacion
en la sintesis proteica, elemento necesario para
realizar este proceso en los hongos, que se en-
cuentra ausente en el resto de los organismos
eucariotas. Finalmente, latimidilatosintasa(TS) y la
dihidrofolato reductasa (DHFR) en Pneumocystis
son dos enzimas diferentes, mientras en los
protozoos es una proteina con doble funcién.®

L as técnicas molecul ares también evidencia-
ron que existia una gran heterogeneidad genética
en Pneumocystis, heterogeneidad que esta clara
y estrictamente correlacionada con la especie del
huésped.’® Para reflgjar estas diferencias se pro-
puso en 1994 de forma provisional, mientras se
describian o reescribian cada una de las especies

del género Pneumocydtis, un sistema de denomina
cion trinomia que utilizaba la denominacion
Pneumocystis carinii en todos |os casos seguida de
“formaspecialis’ (f. sp.). En este sstema, € micro-
organismo queinfectaalos humanos correspondia
a Pneumocystis carinii f. sp. hominis, mientras
gue Pneumocystis carinii f. sp. carinii es una de
las especies que infecta a las ratas y Pneumocystis
carinii f. sp. murine el que infecta a raton.

Sin embargo, Frenkel en 1976 ya habia pro-
puesto el nombre de Pneumocystis jiroveci para
el patdgeno que afecta al hombre, en aquel mo-
mento el organismo fue clasificado como protozoo
y €l nombre se encontraba en concordanciacon la
Nomenclaturalnternaciona de CodigosZool égicos.
Sin embargo, a demostrarse que Pneumocystis
perteneciaal reino deloshongos, sunombre debia
corresponder con la Nomenclatura Internacional
de Caodigos Boténicos (ICBN, siglaseninglés). Eso
conllevd aque cambiara el nombre anterior por €l
de Pneumocystis jirovecii (ICBN articulos 32.7
y 60.11). Su ubicacion taxonémicaactual esen el
Reino: Fungi, Phylum: Ascomycota, Clase:
Pneumocystidomycetes, Orden: Pneumocystidales
y Familia: Pneumocystidacae.'’

EPIDEMIOLOGIA

ORGANISMO

Pneumocystis jirovecii es un hongo atipico,
extracelular, ubicuo, unicelular, no cultivabley con



@
/' Conjugacion \

Formas troficas haploides

Quiste maduro (asco)
con ocho ascoesporas haploides

Esporocito precoz diploide
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Meiosis

Gleni®>

Modificado de Aliouat-Denis CM, Martinez A, Aliouat el M, Pottier M, Gantois N, Dei-Cas E. The Pneumocystis life cycle. Mem

Inst Oswaldo Cruz. 2009;104(3):419-26.

Fig. 1. Ciclo de vida de Pneumocystis jirovecii.

marcado estenoxenismo. Usua mente se encuentra
restringido a los pulmones, aungue se ha demos-
trado su presencia en otras regiones del cuerpo.
En la actualidad se han registrado casos de PcP
en todos | os continentes del mundo, excepto en la
Antartica.’®

CICLODEVIDA

El ciclo de vidade Pneumocystishasido revi-
sado recientemente, pero laausenciade prolifera
cion de este hongo atipico en medios de cultivos
tradicionales haimpedido esclarecer detalles im-
portantes. Estan interrelacionadas en € ciclo de
vida3 principalesformas morfol bgicas: lastréficas,
las esporaociticas y los quistes maduros (Fig. 1).
Cadaunade €llas difiere en cuanto atamano, di&-
metro delapared celular, asi como en lafilopodia
(proyecciones citoplasmética). También otras di-
ferencias como laforma del estadio, presentes en
el ciclodevida, varian desdeirregular enlaforma

trofica, hasta ovoide en el resto de las formas
morfol gicas. Se consideraquelasformastroficas
son el estadio mas abundante en el ciclo de vida
del organismo, que representa de 90 a95 % de la
poblacién de Pneumocystis en el pulmén del
paciente infectado.’® En 1984, Matsumoto y
Yoshida observaron la formacién del complejo
sinaptonémico en € nlcleo de esporocitos tem-
pranos, lo que sugiereladivision mitéticadel ciclo
sexud.? Con estas y otras evidenciasimportantes,
sesugiereun ciclo devidapeculiar, dondetanto la
formaasexua como sexua se plantean como modo
de multiplicacién del patbgeno.92°

MICROBIOLOGIA

El principal obstaculo en el conocimiento dela
biologiay parael estudio genético de Pneumocystis
radica en su carencia de crecimiento continuo en
medios de cultivo in vitro.? El intento por obtener
Pneumocystis no deja de ser interesante y muchos
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investigadoresno han perdido € interés por € tema.
En 1979, Bartlett y otros consiguieron mantener €l
microorganismo durante un tiempo breve en una
linea celular de mamiferos?y en 1990, Cushion
y otros en un medio axénico.?? Posteriormente,
utilizando otra vez lineas celulares de mamiferos
cocultivadas, selogré mantener lainfectividad en
animales experimental es durante 42 d, aungque €l
ndimero de microorganismos disminuiaalos 10 d
de inicio del experimento.2®Por Ultimo, Merali
y otros comunicaron €l logro del cultivo continuo
de Pneumocystis carinii en medio axénico, sin
embargo, este hallazgo no ha podido ser reprodu-
cido en otros laboratorios, por lo cua queda aln
como un reto pendiente.?*

Lo esencial que ha ayudado a esclarecer algu-
nas cuestiones sobre la biologia de Pneumocystis
ha sido el desarrollo de modelos animales de
neumocistoss. Varios mamiferos han servido como
ejemplo, donde se ha logrado desarrollar 1a PcP.
Estos experimentos son de sumaimportanciapara
estudios biogquimicos, evaluaciones de farmacos
y paralavisualizacion microscopica del ciclo de
vidadel patégeno.®

Lacarenciade ergogteral enlamembranaesotra
caracteristica fenatipica de interés en Pneumocydtis,
quelodiferenciadd resto deloshongos. Estelipido
esel principal esterol en lamembrana de los hon-
gos, en cambio Pneumocystis presenta col esterol,
encontrado fundamentalmente en las membranas
delos mamiferos. Laausenciade ergosterol en su
membrana explica su resistencia natural a la
anfotericina B.%®

Desded punto devistaproteico, |o fundamental
de Pneumocystisradicaen laglicoproteinamayor
desuperficie(MSG, siglaseninglés), lamasabun-
dante en el microorganismo. Se estimaque consti-
tuye lastres cuartas partes de las proteinastotal es,
siendo esta la primera aislada y caracterizada en
el microorganismo. Posee un peso molecular de
120 KDa, con un porcentaje de carbohidratos entre
5y 10 %; lamanosaesel principal componente de
sus hidratos de carbono.?” LaM SG desempefiaun
papel importante al presentar unagran variabi-
lidad antigénica, que probablemente sirve para
evadir larespuestainmune del huésped. También
se ha reportado que la sintesis de antigenos
recombinantes se ha utilizado para estudios
seroepidemiol6gicos y de respuesta seroldgica
frente a la infeccion por Pneumocystis.®

LaPCSTE20y laPCMAPK son otras proteinas
importantesen el patdgeno. Se hademostrado que
estas moléculas participan en los cambios
morfoldgicos, € ciclo sexua y enlaunion del hongo
alas células del epitelio alveolar.? Asimismo, las
PRT 1 también desempefian unafuncion relevante
relacionada con |la degradacion de moléculas
exogenasy con losprocesosde variacion antigénica
del microorganismo.® La proteina de choque tér-
mico 70 (hsp 70) es otrade las mas abundantes en
Pneumocystis, se involucra en procesos relacio-
nados con el estrés, con un papel esencial en €
metabolismo del hongo.® La importancia de la
dihidropteroato sintetasa (DHPS) radica en su
posiblevinculo con laresistenciaalas sulfamidas.
Por otra parte, la identificacion de mutaciones
presentes en el gen que controlalasintesisde esta
enzimaresultaGtil paraestudiosde epidemiologia
molecular de Pneumocystis.?

GENETICA

El conocimiento del genomade Pneumocystis
puede esclarecer alin muchas cuestiones oscuras
relacionadas con labiologia de este patdégeno. Sin
embargo, la ausencia de crecimiento in vitro del
microorganismo halimitado de modo considerable
los estudios relacionados sobre su polimorfismo
genético. Técnicas molecularesrel ativamente sen-
cillas de llevar a cabo, como la amplificacion al
azar del ADN polimérfico (RAPD, siglas en in-
glés), no han podido emplearsedebido alalimitante
del cultivo microbioldgicoy alamezcladel ADN
del huésped cuando se utilizan model os animales
parala obtencion de estos microorgani smos.*

A pesar de estas dificultades, con otras técni-
cas moleculares como la electroforesis de campo
pulsado (PFGE, siglas en inglés) se ha obtenido
informacién importante sobre el hongo. Con esta
metodologia, selogrd dilucidar que Pneumocystis
tiene alrededor de 15 cromosomas lineales con un
tamaiio aproximado entre los 300 y 700 Kb. Se
estima ademas, que el genoma total del microor-
ganismo sea de 7,7 Mb, con una composicion
nucleotidicarica en contenido de A/T (60-65 %).
Esvdido mencionar, quelasregiones codificadoras
del material genético contienen un intrén 0 mas
de tamafio corto, aproximadamente 50 pb. Otro



elemento de sumo interés son |as regiones termi-
nales de |os cromosomas, porgue estos contienen
genes que codifican antigenos de superficie del
organismo.®® Para que se tenga en cuenta la di-
mensién del genomalineal de Pneumocystis, una
simple comparacion de material es genéticosdedi-
ferentes organismos arrojo que se ubica entre €l
genomadeE. cali (4,2 Mb) y e de Saccharomyces
cerevisiae (12 Mb). Estacomparacion de genomas
resulta de mucho interés, porque revela posibles
asociaciones entre el contenido de genesy el es-
tilo de vidadelos microorgani smos considerados.
Especificamente, en el caso de Pneumocystis, su
dependencia del huésped para realizar muchas
funciones vitales. Al parecer, la esencia de la
cuestion, radica en que una parte sustancial del
genoma de Pneumocystis no codifica ninguna
proteinay ocupan un valor importante (10 %) los
espaci 0s intergénicos.® Estimaciones realizadas
sugieren que alrededor de 6 Mb del material
genético de Pneumocystis puede ser codificable.
Si se considera que el promedio de las proteinas
del patdgeno esta alrededor de los 50 Kda, este
genoma pudiera codificar unas 4 000 moléculas
proteicas, |o cual coincide conlo comunicado para
E. coli con su correspondiente menor tamafio
(4,2 Mb).*

Muchas esperanzas se depositan en € proyecto
de secuenciacién del genoma de Pneumocystis
carinii (http://pgp.cchmc.org), porque ayudaria a
esclarecer cuestionesimportantes sobrelabiologia
del microorganismo.

PREVALENCIAEINCIDENCIA

Hasta 1980 la PcP no era frecuente y se
asociaba con sindromes de inmunodeficiencias o
situaciones de intensa inmunosupresion, particu-
larmente con la quimioterapia del cancer. En la
pandemiadel VIH, laneumocistosisemergid como
la enfermedad més comun definitoria de sida en
los paisesindustrializados. Antesdelaintroduccion
de la profilaxis, 60 % de los pacientes con sida
eran identificados por presentarla. Ademéas, se es-
timé que hasta 80 % de | os pacientes con recuentos
de linfocitos CD4* menores que 200 célulasymm?
podian desarrollar esta enfermedad.®
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En laerade laterapia antirretroviral de gran
actividad (TARGA) ha existido una franca dis-
minucion de muchasinfecciones oportunistasy la
PcP no es una excepcion. Los casos de la enfer-
medad disminuyeron 3,2 % por afio desde 1992
hasta 1995 con la utilizaci6n de quimioprofilaxis,
y después con la introduccion de la TARGA; la
tasa continu6 descendiendo hasta valores de
21,5 % por afo desde 1996 hasta 1998.% En la
actualidad, la PcP presenta una incidencia de
9,5 episodiospor 100 personasal afio en pacientes
infectados por € VIH; se observaen méas de 50 %
de los pacientes con sida.® En un estudio
prospectivo realizado recién en Uganda se de-
mostro que la PcP no era una enfermedad tan rara
como se creiaen € continente africano, porgue se
identificd Pneumocystis jirovecii en 40 % de los
individuos seropositivosa VIH.®

Actualmentelaneumocistosishaadquirido una
importancia creciente, sobre todo, en sujetos
inmunodeprimidosnoinfectadoscon el VIH, como
pacientes con cancer, hemopatias malignas, afec-
ciones inflamatorias crénicas donde se utiliza
tratamiento con f&rmacos inmunodepresoresy re-
ceptores de transplante de cualquier tipo. Lainci-
dencia de la enfermedad entre estos grupos de
pacientes puede a canzar hasta 40 %, con 50 %
de mortalidad.®

Laincidencia de la PcP varia de acuerdo con
el tipo de proceso en | os pacientes con cancer, que
oscilaentre 22 y 45 % en aguellos con leucemia
linfoblastica aguda o con linfoma no-Hodgkin;
25 % en los individuos con rabdomiosarcoma
y 1,3 % en los sujetos con tumores sdlidos que
reciben tratamiento con esteroides. También, la
PcP ha sido identificada como complicacion del
mielomamaltipley lamacroglobulinemia. Por otra
parte, la PcP afecta a més de 25 % de los pa-
cientes coninmunodeficienciaseveracombinada®

En los individuos sometidos a trasplante car-
diaco se hadescrito unaincidenciade 2 a10 % de
laenfermedad, que varia de acuerdo con su distri-
bucion mundial. Por otraparte, se haestimado una
incidencia de la PcP de 25 % en los pacientes
sometidos a trasplantes de pulmén y de corazén-
pulmon.®

L a PcP también puede afectar a pacientes con
otrostiposde enfermedades, como granulomatosis
de Wegener, asma, glomerulonefritis, rectocolitis
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ulcerosa; y otras condiciones como lupus eritema-
toso sistémico, poliarteritis nodosa, polimiositis,
dermatomiositis, artritis reumatoide, sarcoidosis
y pénfigo. En general son personas que han es-
tado recibiendo terapiainmunosupresoraintensa.
Ademés, P. jirovecii ha sido vinculado con € de-
sarrollo de trastornos autoinmunes como el desa-
rrollo deanticuerposanticardiolipinay e sindrome
de Goodpasture.3"4

En dosinvestigaciones seroepidemiol 6gicas se
ha puesto de manifiesto que la primoinfeccién por
Pneumocystis se produce en los primeros afios de
laviday constituye una circunstancia muy fre-
cuente. Estudios realizados en nifios de Espafia
y Chile demostraron una seroprevalencia de 73
y 85 %, respectivamente.*42 También, existe evi-
dencia de la relacion entre este fenébmeno y el
aumento de la edad (52 % alos 6 afios, 80 % a
los 13 afos).*? Por otra parte, resulta interesante
conocer que publicaciones realizadas en EE. UU.
y Espafia describen pacientes sin predisposicion
aparente 0 inmunocompetentes que desarrollaron
PcP; sinembargo, este hallazgo es poco frecuente. 4

Laidentificacion del microorganismo por mé-
todos moleculares como la RCP ha permitido de-
mostrar la presencia del patdgeno en diferentes
muestras biol 6gicas sin manifestacionesclinicasni
radi ol 6gicas de neumonia; ese fendmeno se cono-
ce como colonizacion.® Este hecho ha revolucio-
nado la epidemiologia de la PcP porque estas
personas pueden actuar como reservorio del
microorganismo y transmitirlo a otros individuos
susceptibles. La colonizacién por P. jirovecii es
frecuente en pacientes con infeccion por € VIH.
Se ha descrito prevalencia desde 46 hasta 68 %,
destacandose como factores deriesgoslosniveles
de CD4* < 50 célulassrmm?, la ausencia de
quimioprofilaxiscon cotrimoxazol, el tabaguismo
y laciudad de residencia.*

Otro grupo importante de pacientes coloniza-
dos son aquellos con enfermedad pulmonar cré-
nica, donde la prevalencia de colonizacion oscila
desde 21,5 % en los pacientes con fibrosis quistica
(FQ) hasta 40,5 % en los casos con enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC). En pa-
cientes con enfermedades pulmonaresintersticiales,
este fendmeno se observa en 33,8 %; que varia
entre 19,8 % descrito en lasarcoidosisy 37,8 % ob-
servado enlaneumopatiaintersticial idiomatica.*64

Existe una hip6tesis interesante, donde se su-
giere quelosnifios pueden actuar como reservorio
de Pneumocystis, esto se sustenta en que 85 %
de ellos presentan anticuerpos contra este micro-
organismo alos 20 meses de edad. Ademés, 10 %
de los nifios sanos 'y 15 % de aquellos con sinto-
mas respiratorios pueden estar colonizados por €l
pat6geno.*?

Unmejor conocimiento delaepidemiologiade
la PcP resulta esencial para poder trazar estrate-
gias correctas, paralaprevencion de la neumonia
por Pneumocystis en las poblaciones de riesgo
donde este patdgeno actlia.

RESERVORIO

El ADN de Pneumocystis ha sido detectado
en muestras ambiental es pero nunca se ha podido
visualizar la presencia de organismos completos
con técnicas microscopicas. Se hacomunicado la
existencia de material genético de Pneumocystis
en aguas de charcas y en €l aire circundante en
huertos; incluso en muestras obtenidas en habita-
ciones de pacientes con PcP, suponiéndose su ca-
pacidad infectiva. Sin embargo, ninglin reservorio
ambiental hasido encontrado hastaahora, aunque
no puede excluirse esta posibilidad.*®

El estudio comparativo del material genético
de Pneumocystis, obtenido de diferentes mamife-
ros, hademostrado que se trata de especies distin-
tas; trabajos realizados con model os animales han
evidenciado laimposibilidad de que se produzcan
infecciones cruzadas entre especies. Se demues-
tra que la PcP en € hombre es una antroponaosis,
donde el Unico reservorio es el ser humano.*

Recientemente, lasituacién de col oni zacién por
P. jirovecii se ha descrito en individuos de dife-
rentes grupos poblacionales.**%° A pesar de que €l
significado clinico de este fendmeno no esta del
todo esclarecido, este hallazgo tiene un efecto im-
portante en laepidemiol ogiadelaPcP. En primera
instancia, losindividuos que estén col onizados pue-
den estar en riesgo de desarrollar la enfermedad.
Por otraparte, estosindividuos pueden actuar como
reservorio del microorganismoy ser potencialmente
transmisores del patégeno a sujetos susceptibles.
Ademés, en pacientes colonizados por P. jirovecii
lautilizacién prolongada de quimioprofilaxis puede



seleccionar cepas de este patégeno con mutacio-
nes que han sido asociadas con laresistenciaalos
farmacos de el eccion para su tratamiento. Por Ul-
timo, lasimple presenciade este hongo atipico en
el pulmén puede estimular una respuesta
inflamatoria por el huésped y de esa manera oca-
sionar dafios pulmonares.®

TRANSMISION

El modo de transmisién deP. jirovecii hasido
un aspecto interesante y no menos debatido en la
epidemiologia de este microorganismo alo largo
de varias décadas. Dos hipotesis fundamentales
se han planteado: lareactivacion de unfoco laten-
te del microorganismo en el cuerpo humano o la
adquisicion reciente delainfeccion.® Enlaactua-
lidad, gracias a evidencias moleculares, |os estu-
dios abogan por la adquisicién reciente mas que
por la reactivacion de una infeccion latente. La
primera evidencia que soporta esta hipétesis fue
demostrada por Keely y otros en 1996. Estos au-
tores encontraron diferentes genotipos de P. ji-
rovecii en pacientes con sida que habian sufrido
episodios recurrentes de la enfermedad.> Por otra
parte, Beard y otros a realizar un estudio en pa-
cientes con PcP de varias ciudades estadouniden-
ses observaron la variacion geogréfica de los
genatipos de P. jirovecii. Estosinvestigadores de-
mostraron que el genotipo presente en el momento
del diagndstico del paciente correspondiaal lugar
deresidenciaactual y no asu lugar de nacimiento.
Si hubiese sido unareactivacion de unainfeccion
latente, el genotipo resultante del individuo coinci-
diriacon el existente en su lugar de nacimiento.>
Ademas, se han encontrado cepas mutantes en €l
gen que codifica la DHPS, enzima diana de las
sulfonamidas utilizadasparalaprofilaxisy € trata-
miento de la PcP, en pacientes que nunca habian
sido expuestos a estos farmacos; 1o que sugiere
unaadquisicion reciente delainfeccion desde otros
individuos que habian sido sometidosaunapresion
selectiva por € farmaco en cuestion.>

Se han publicado otros hallazgos importantes
gue corroboran esta hipétesisy desechan lateoria
delareactivacion de unainfeccion latente. Asi, se
han comunicado varios brotes de PcP que han ocu-
rrido en diferentes regiones geograficas y se han
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observado agrupamientos similares de genotipos
de P. jirovecii en las muestras de los individuos
involucrados.®>% Finamente, estudios realizados
en ratas con PcP, examinadas durante 1 afio con
métodos histol dgicosy RCP, demostraron lacura-
cién de laenfermedad con una erradicacion com-
pleta del microorganismo en 75 % de los casos.>”

El modo exacto detransmisién de unindividuo
aotro no ha sido del todo esclarecido y laforma
infectiva del paréasito ain no se identifica; en el
caso de Pneumocystis se propone un modelo de
transmision similar al de Mycobacterium tu-
berculosis. Se plantea la via aérea como vehiculo,
considerando que lasformastréficas del parésito,
con un tamafo de 2 a4 pum, similar a bacilo tu-
berculoso (1-3 um), pueden ser expectoradas por
el pacienteinfectado y mediante gotitas de Pflugge
adquiridas por los sujetos susceptibles. Estateoria
fue postulada por Ng y otros en 1997.%8 Se ha
debatido mucho sobre la cuestiéon del periodo de
incubacion de la infeccién por Pneumocystis.
Estudiosrealizados sugieren que el mismo pudiera
estar comprendido entre las 3 y 12 semanas, lo
cual coincide con los experimentos desarrollados
en animales de experimentacion.>*

Por otra parte, investigaciones de microscopia
€l ectronicadetransmisién demuestran quelosquis-
tes maduros de pared fina, parecen estar mejor do-
tados pararetener lacapacidad infectivadurantela
transmision aérea entre individuos. Otros estudios
sugieren, que los quistes maduros presentes en el
lumen bronquia podrian alcanzar € medio ambien-
tey transmitirse a otros huéspedes susceptibles.>

En model os animales esta bien documentada
la transmision aérea. Se ha comprobado que es
suficiente solo con 1 d de exposicion paraque ra
tones inmunocompetentes adquieran lainfeccion
de ratones SCID con PcP® La transmision
interindividual de P. jirovecii desde pacientes hos-
pitalizados con PcP se ha constatado en diferentes
estudios queincluian unaampliagamadelugares:
unidades pediétricas, salas de enfermedades in-
fecciosas, unidadesde cuidadosintensivos, unidades
de trasplantes o salas de oncologia.®® Reciente-
mente, Rivero y otros han demostrado en el seno
de unafamilia espafiola la posible transmision de
Pneumocystis desde unos sujetos colonizados a
un individuo susceptible.®? Varios autores conside-
ran que latransmision directaentreindividuos por
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via aérea constituye la forma de transmision mas
importante de esta infeccion.5>%% Sin embargo,
en otros casos no ha existido suficiente evidencia
para demostrar la transmision interindividual del
microorganismo, por |o que existen resultados con-
tradictorios en laliteratura.®

La transmision vertical transplacentaria de
Pneumocystis hasido demostradaen conejos, pero
no parece ocurrir en ratas y ratones con inmu-
nodeficiencia severa.®* En los humanos este tema
hasido discutido. Antes delaepidemiasidase ha-
bia sugerido esta hipétesis en neonatos con neu-
monia. Més tarde, en 1995, Portier y otros
publicaron un controvertido caso de infeccién
por Pneumocystis en el feto de una madre con
infeccion VIH y PcP que no pudo ser corrobora-
do después utilizando inmunofluorescencia con
anticuerpos especificos.®® Recientemente, se ha
publicado la primera evidencia molecular de la
existenciade transmision transplacentariaen hu-
manos, que abre las puertas a un nuevo campo de
investigacion en Pneumocystis con profundas
implicaciones en laclinicay en la epidemiologia
del microorganismo.®

CLiNICA
FORMASDE PRESENTACION

La neumonia por Pneumocystis puede re-
sultar dificil deidentificar y un verdadero reto si
se pretende diagnosticarla solo por la clinica del
paciente, porque diferentes infecciones compar-
ten signos y sintomas similares a la PcP*® Aten-
diendo a la edad y a la enfermedad de base
responsabl e de lainmunodepresién, clasicamente
se han diferenciado cuatro formas clinicas de
infeccion por Pneumocystis: asintomética; infantil
0 neumonia intersticial de células plasméticas,
neumonitis esporéadica nifio-adulto de pacientes
inmunocomprometidos; einfecci on extrapulmonar.
A estas hoy dia habria que afiadir la PcP asociada
al sindrome de reconstitucion inmune.*

SINTOMASY SIGNOS

La PcP se presenta casi siempre con fiebre,
tos y disnea de esfuerzo. La tos normalmente es

seca y no productiva. La disnea al inicio es a
esfuerzo moderado, por |o que puede pasar inad-
vertiday progresar de modo gradual. Lafatigaes
unade las principales quejas en | os pacientes con
infeccion, mientas que el dolor toréacico, los esca-
lofrios y la sudoracion nocturna son menos fre-
cuentes. La hemoptisis también se ha registrado
en | os pacientes aquejados por estainfeccion. Por
otra parte, la exploracién clinica puede mostrar
taquicardia, cianosis, y crepitantes finos en la
auscultacion de los afectados.®¢”

La presentacion clinica de la PcP difiere en
sus caracteristicas entre individuos con infeccion
VIH de aguellos inmucomprometidos por otras
razones.*” De manera general |os pacientes con
infeccion por VIH presentan un desarrollo sub-
agudo con sintomas mas prolongados de lainfec-
cién; tipicamenteincluyen €l establecimiento detos
secay disneacon fiebreo sinestade 1 a2 sema-
nas de evolucion. En el examen fisico puede apre-
ciarse taguipnea, taquicardia y, en ocasiones
cianosis; pero la auscultacion torécica en general
es normal, presentdndose a veces algunos sibi-
lantes. La presencia de hipoxemia desencadena-
da con € gercicio es otro elemento presente en
este tipo de sujetos. Hasta 27 % de los individuos
con infeccion por VIH que desarrollan PcP pue-
den presentar una insuficiencia respiratoria que
reguiera ventilacion mecanica.%

En cambio, en pacientessininfeccion por VIH,
la enfermedad tiene un comienzo mas rapido con
pocosdiasde desarrollo clinicoy mayor gravedad,
caracterizada frecuentemente con una marcada
hipoxemia.®® Un ejemplo interesante lo constitu-
yenlosindividuos con trasplantes, enloscualesla
infeccion se presenta a menudo con un cuadro
clinico fulminante consistente en fiebre, tos, dis-
neaeinsuficienciarespiratoria. Enlapoblacién de
individuos con trasplantes cardiaco-pulmonares|os
sintomas pueden estar ausentes debido a la
denervacion del pulmédn trasplantado. Diferentes
estudios han sefialado que en sujetos con
inmunodepresion secundariaa tratamiento de en-
fermedades neopl ésicas o trasplantes, laenferme-
dad tiene una presentacion subaguda, de més de
24 h'y menos de una semana. En sujetos con tras-
plantes de 6rganos sdlidos la PcP puede ocurrir
también con un desarrollo cronico.*”*

Phair y otros al comparar dos grupos de
pacientes con infeccion por VIH y sin estaencon-



traron que los primeros presentaban una mayor
tension arterial de oxigeno y un menor gradiente
alvéol o-arterial. También observaron que en estos
individuos|oslavados broncoal veol ares contenian
unasignificativamenor cantidad de neutréfilosen
comparacion con los sujetos seronegativos al
VIH.™ En otros estudios publicados se realizaron
similares comparacionesy se encontrd quelos su-
jetos con sidatenian unamayor duracién mediade
los sintomas, menor frecuenciarespiratoriay ma-
yor presion parcial arterial de oxigeno, sin encon-
trarse diferencias en la supervivencia entre los
pacientes con sida y sin esta enfermedad.®"™ Sin
embargo, sehapublicado quelastasasde mortalidad
por PcP son diferentes en estos dos grupos, en aque-
[losininfeccidon VIH oscilan entre 30y 60 %, mien-
trasen los VIH positivos resultan de 10 a 20 %.%

RADIOGRAFIA DETORAX

Laradiografiadetérax esmuy Util antelasos-
pecha de una PcP en un paciente VIH positivo
cuando muestralostipicosinfiltradosintersticiales
difusos bilaterales. Sin embargo, las imégenes
atipicas (infiltrados unilaterales o localizados,
lesiones nodulares o cavitarias) no son raras en
estosindividuos. En agunoscasos, entre 10y 39 %,
laradiografiade torax puede no mostrar alteracio-
nes; se asocia esta caracteristica con un mejor
pronéstico de la enfermedad.” Por otra parte, es
menos frecuente que aparezcan consolidaciones
de un [6bulo o0 segmento, nédulos o cavitaciones
y muy rara la presencia de adenopatias y afecta-
cién pleural. Un patrén granulomatoso apical simi-
lar a la tuberculosis puede existir, asociado a la
profilaxis con la pentaminida. Ademas, la PcP
puede producir otros patrones radiol 6gicos como
neumotorax o infiltrado nodular.”

La clasica presentacion de la PcP, con un pa
tronreticulo-intersticial bilatera difuso, seiniciacon
opacidades centrales o perihiliares, con predomi-
nio en |6bulo medio o inferior; estas suelen ser bi-
laterales y simétricas, que progresan a difusas en
ausencia de diagnéstico y tratamiento. Aungue
menos cl&si co, puede existir una presentaci on uni-
lateral, focal 0 asimétrica. Se debe sospechar una
PcP en un paciente VIH positivo que presente un
patron reticular, independientemente de que sea
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unilateral o bilateral, focal o difuso, simétrico o
asimétrico. Entre 5y 34 % de los casos pueden
tener quistes con paredes finas o pneumatoceles,
también ser multiplesy localizados en los|6bulos
superiores. Estos quistes es posible que se desa
rrollen durante el tratamiento y logran persistir a
pesar de la curacion, ademés pueden predisponer
a que aparezca un neumotoérax.

Latomografiaaxial computarizada (TAC) de
ataresolucion, es mas sensible que laradiografia
detérax parael diagnostico delaenfermedad, con
el hallazgo tipico de opacidades en vidrio
deslustrado, hilateral es, que suelen aparecer acom-
pafiadas de multiples pneumatocel es. Aungue no
son especificas para la PcP, la ausencia de
opacidades va en contra de su diagnostico. Hasta
el momento, no hay casos descritos de
neumoci stosis en pacientes VIH positivos con ra-
diografia térax y TAC sin alteraciones. Algunos
autores plantean que los hallazgos en unaTAC de
térax de alta resolucion en pacientes con clinica
sugestiva de esta enfermedad son suficientes para
obviar procedimientos invasivos como la
broncoscopi o; aunque muchos otros clinicos pre-
fieren laidentificacion del organismo enlas mues-
tras clinicas.®"%®

Otrastécnicas han demostrado su utilidad ante
un paciente con sospecha de PcP con una radio-
grafiadetérax normal. El empleo de tecnecio-99-
-dietilenetriamina penta-acetato (99mtcDPTA),
y la gammagrafia con galio-67, al igual que la
resonancia magnética nuclear pueden ayudar en
el diagndstico; €l uso de 99mtcDPTA resulta mas
sensible y especifico.”

P. jirovecii puede diseminarse desde el pulmon
a otros Organos e inducir lesiones secundarias
viscerales. Las lesiones pulmonares pueden ser
indetectables cuando las localizaciones extra-
pulmonares son diagnosticadas, como ocurreen la
histoplasmosis diseminaday en otras micosisres-
piratorias causadas por hongos dimorfos. Ganglios
linféticos, bazo, higado, corazény méduladseason
los 6rganos afectados con mas frecuencia; aunque
este patégeno se ha encontrado también en cere-
bro, pancresas, timo, tiroides, retina, coroides, oido
externo y medio, apéndice, piel y otros érganos.
Las lesiones extrapulmonares son en general
nodulares, que evolucionan hacialanecrosisy la
calcificacion; pueden evidenciarse en algunos
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casos mediante TAC. Entre 2y 3 % de los pa
cientes con infeccion por VIH y PcP podrian de-
sarrollar esta forma clinica que, por otra parte,
resultaexcepcional enindividuos seronegativosal
VIH, donde sol o se haencontrado en estudios post
mortem.>8

EXAMENESDELABORATORIO

L os examenes de laboratorio de rutinano son
Gtiles para el diagnostico de la PcP y frecuente-
mente reflgjan las alteraciones producidas por la
enfermedad subyacente del paciente. Diferentes
estudios han mostrado val ores elevados de lactato
deshidrogenada (L DH) en sueros de pacientes con
esta enfermedad (sensibilidad 82-100 %).”” No
obstante, su interpretacion debe ser muy prudente
y cautel 0sa, porque también existen casos confir-
mados con valores normales. Otros estudios han
intentado relacionar los valores de LDH con la
supervivenciadelos pacientes con neumocistosis.
En este sentido, tendrian un peor prondstico aque-
[los con valores elevados de LDH o que se
incrementan durante el tratamiento; en cambio,
valores bajos al inicio de la enfermedad o que
disminuyan durante el tratamiento serelacionarian
con un mejor pronostico y menor mortalidad delos
pacientes.”®7®

Un detalleinteresantey promisorio esel estu-
dio delosniveles de S-adenosil metionina (SAM)
en el plasma de pacientes con sospecha de la en-
fermedad. Skelly y otros, demostraron que la re-
duccién de esta coenzima en suero de pacientes
con sospecha de PcP puede ser Gtil en el diagnés-
tico de lainfeccion.® Resultados similares se en-
contraron por Hocker y otros en una unidad
pediétrica de individuos con trasplantes en Ale-
mania; donde observaron unasignificativareduc-
cion de los niveles de SAM en el plasma de sus
pacientes, especifico parala neumacistosis.®

Otros marcadores serol 6gicostambién han sido
evaluados para diagnosticar PcP. Uno de ellos
KL-6, una mucina humana MUC-1, preferente-
mente expresada en 10s neumocitos tipo 11, es un
marcador sérico sensible para evaluar el dafio
alveolar de la neumonia intersticia y la fibrosis
pulmonar. Elevados niveles plasméticos de esta
molécula se encontraron en pacientes con PcP#2

Por otra parte, la determinacion sérica de
1-3 B-D-glucano, €l principal componente de la
pared celular de muchos hongos, es una prueba
atil para el diagnostico de la candidiasis y la
aspergilosisinvasiva, pero también puedeemplearse
para la PcP. En este sentido, Tasaka y otros en-
contraron una sensibilidad de 92,3 % y una
especificidad del 86,1 % para esta prueba en pa-
cientes con PcP.# Otros autores observaron una
reduccion en los niveles de 1-3 B-D-glucano en
pacientes con PcP que respondian a tratamiento,
lo cual sugiere que estapruebapodriaser Util para
monitorizar la respuesta terapéutica.®*® Recien-
temente, Shimizu demostré que utilizando los
niveles séricos de 1-3 B-D-glucano se puede
distinguir la.colonizacion por P. jirovecii delaPcP
en pacientes con neumopatias intersticiales.®
Por otra parte, Sage y otros sugieren una posible
asociacion entre el aumento de los niveles de la
proteina C reactivay lagravedad de lainfeccion,
con un peor prondstico para los paciente con
infeccion VIH y PcP que tienen niveles mas ele-
vados de esta proteina en sangre.®®

METODOS DE DIAGNOSTICO

Ante |la ausencia de un sistema de cultivo
in vitro para P. jirovecii, la base para el diagnés-
tico delaPcP eslavisuaizacion de los diferentes
estadios del ciclo de vida de este patdgeno en las
muestras respiratorias obtenidas de |0s pacientes.
Se han utilizado diferentes métodos para iden-
tificar estos microorganismos en las muestras
bioldgicas.*

Para €l diagnostico microscopico de P. jiro-
vecii las muestras clinicas mas empleadas son los
lavados broncoalveolares (LBA), el esputo es-
ponténeo oinducidoy labiopsiapulmonar y trans-
bronquial. Recientemente se han comenzado a
estudiar otras muestras biol6gicas como lavados
orofaringeos, exudados nasales o aspirados
nasofaringeos que aln no se utilizan de forma
rutinariaenlaclinicaparaevitar técnicasinvasivas
como las necesarias paraobtener LBA o biopsias.®

EXAMEN DIRECTOAL FRESCOSIN TINCION

La observacion de los exudados espumosos
provenientesdel alvéolo pulmonar de pacientescon



PcP, que muestran una morfologia microscopica
de“pand deabgjas’, permiteun diagndstico fiable
de lainfeccidén por P. jirovecii. Esta metodologia
de bajo coste y de rdpido empleo es de sumaim-
portancia paralos laboratorios con escasos recur-
sos econdémicos y gue atienden a pacientes con
sidaen situaciones deinmunosupresién avanzada.
Su sensibilidad depende del tipo y la cantidad de
muestra utilizada, asi como del nimero de
microorgani smos presentes. Bavay otrosobtuvie-
ron resultadosinteresantes al aplicar estametodo-
logiaen Argentina. Estos autores detectaron 35 %
de las muestras positivas para P. jirovecii, en
Secreciones respiratorias provenientes de pacien-
tesingresados en launidad de cuidadosintensivos
del Hospital “Francisco J. Mufiz”. Sin embargo,
|0s propios autores recomiendan un entrenamiento
previoy unaadecuadaseleccion delamuestrapara
garantizar lafiabilidad delos resultados.®”
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METODOSDETINCION

Varios métodos de visualizaci én microscopica
para identificar Pneumocystis han sido descritos
en laliteratura. Parabiopsiasy autopsias resultan
de mucha utilidad las técnicas de tincion conven-
cionales (hematoxilinay eosina), asi como las es-
peciales (plata metenanima de Grocott-Gomori,
giemsa, azul detoluidinaO, Papanicolaou, violeta
crisol y blanco de calcofltor) para todo tipo de
muestra clinica (Fig. 2). La plata metanamina
de Grocott-Gomori tifie de color oscuro la pared
delos quistes de Pneumocystis y permite lacuan-
tificacion del patégeno enlamuestra. Estatécnica
esconsideradadereferenciaparalaidentificacion
de P. jirovecii en los LBA. También, € azul de
toluidinay €l violeta crisol muestran afinidad por
los componentes de la pared del quiste. Con este
Ultimo método, se han obtenido buenos resultados

C. Quistes en tejidos, impregnacion
argéntica segin método de
Grocott (40X)

D. Trofozoitos en frotis, coloracion
de Giemsa (40X). (Cortesia del
profesor Dei-Cas).

Fig. 2. Cortes histologicos de pulmén con infeccién por Pneumocystis jirovecii detectado por diferentes

tinciones histoldgicas.
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en estudios con animales, sin embargo, en huma-
Nnos su utilizacién esta poco extendida. El azul de
toluidinapor su parte, coloreadevioletarojizo los
componentes de la pared y los investigadores o
han empleado como técnica de cribado en los la-
boratorios a resultar més répida que la plata
metenamina. La giemsa permite identificar tanto
los quistes como los trofozoitos, colorea los nd-
cleos de ambas formas de color rosado y contras-
tacon el azul que adquiere € citoplasma.t¢% [a
prueba de Papanicolaou es una técnica muy em-
pleada por | os citohi stopatdlogos, que puede gene-
rar informacién importante para detectar
Pneumocystis. Sun y otros demostraron la efecti-
vidad del método al detectar 8 muestras positivas
entre 13 casos confirmados de la enfermedad.®
No obstante, debe prestarse especial atencién
cuando esta metodol ogia es utilizada en muestras
donde la carga parasitaria es baja. Por otra parte,
el blanco de cal cofl Gor esunatincion fluorescente,
rgpiday Util en cualquier tipo de muestras. Esta
técnicacontrastalos el ementos micéticoscon gran
claridad, debido ala union de esta sustanciaa la
quitinade lapared fungica. Ademas, requiere me-
nor entrenamiento parael diagndstico de PcP que
el examen directo en fresco, sin embargo, tiene
falsos positivos con fibras vegetales, coldgeno o
elastina.® Procop y otros compararon 4 métodos
de tincién para detectar P. jirovecii en muestras
respiratorios, ellos mostraron que el blanco de
calcofltor y la plata metenamina tenian valores
predictivos positivos y negativos mayores que
90 %. Pardmetros suficientes para usarse como
métodos de rutinaen loslaboratorios clinicos.®

INMUNOFLORESCENCIADIRECTA(ID)

Estatécnica utiliza anticuerpos monoclonal es
especificos contradeterminantes antigénicosdela
pared de los quistes y trofozoitos de P. jirovecii.
Tiene una sensibilidad cercanaa 100 %y una es-
pecificidad arededor de 96 %. Los anticuerpos
monoclonal estienen mayor sensibilidad y especi-
ficidad en las muestras de esputo inducido quelas
técnicasdetincidn convencionales, pero estadife-
renciaes mucho menor cuando se emplean mues-
tras de LBA.** Halford y otros, compararon esta
técnica con la tincién de plata metenamina en

384 muestras de esputo, ellos encontraron P. ji-
rovecii en 31 de las muestras analizadas por la
primera metodologia y solo 24 en las analizadas
por la segunda.®? Hay que sefialar que la ID es
mas cara'y consume mas tiempo para brindar un
resultado que | as técnicas de tincion convenciona-
les. Ademas, pueden existir reacciones cruzadas
de antigenos de Pneumocystis con antigenos de
Aspergillus sp. y publicaciones recientes constatan
un alto porcentgje defal sos positivos con estameto-
dologia.® Por otra parte, resulta prudente revisar,
sobre todo en regiones donde Paracoccidioides
brasiliensis es endémica, un resultado positivo
para P. jirovecii por esta técnica, porque se han
encontrado casos de reacciones cruzadas.®®* De
especial interésresultael hecho deladeteccion de
quistes vacios por 1D, los cuales pueden persistir
en €l tejido pulmonar por espacio de4 a6 semanas
después de un tratamiento efectivo Finalmente,
esta técnica ha sido utilizada en |a deteccion de
P. jirovecii en personas inmunocompetentes con
infecciones pulmonares crénicas, con menor
sensibilidad que las técnicas molecul ares.®

METODOSMOLECULARESBASADOS
ENLA UTILIZACION DELA REACCION EN CADENA
DELA POLIMERASA (RCP)

Lapocasensibilidad delastécnicasdetincion
en muestras obtenidas de formano invasivay su
menor sensibilidad en situaciones con pocacarga
parasitaria, asi como el elevado costo de la ID,
han obligado a desarrollar nuevas alternativas
diagnodsticas para P. jirovecii.®® Los métodos
moleculares basados en la RCP, son una opcién
fiable y eficaz paralos laboratorios con acceso a
estas técnicas. Diferentes estudios publicados de-
muestran que laRCP es mas sensibley especifica
que los métodos de tincién.®* La primera evi-
denciadel empleo de métodos molecularesparala
deteccion de P jirovecii en muestras clinicas fue
aportada por Walkefield y otros en 1990.%” Desde
entoncesy hastala actualidad, 14 genes del pat6-
geno se han utilizado con finesdiagnésticosy para
estudios de genotipaje.® En 2007, Robbertsy otros
evaluaron 9 métodos moleculares en diferentes
muestras clinicas provenientes de pacientes
sudafricanos.® En este estudio, la RCP anidada



que emplea el gen mt LSU rRNA como diana,
mostré la mayor sensibilidad para detectar P. ji-
rovecii. Varios autores coinciden con su elevada
sensibilidad y especificidad y sugieren que el gen
mt LSU rRNA puede emplearse como diana
atractivaparafines diagndsticos, de epidemiol ogia
molecular y seguimiento de |la terapia aplicada a
los pacientes.®1% Sin embargo, es conocido que
los métodos que utilizan la RCP anidada brindan
una proporcién apreciable de resultados falsos
positivosy estén sujetos a una mayor contamina-
¢ion que métodos que emplean laRCP simple.®
Otros genes del patdgeno han sido eval uados
y se han obtenido resultados interesantes (tabla 2).
Por egemplo, Miller y otros observaron una aso-
ciacion entre lagravedad de laPcPy el genatipo

Tabla 2. Estudios de genes evaluados en Pneumocystis jirovecii
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encontrado en los microorganismos aislados, a
estudiar la regién transcripta de los espacios
intergénicos del operén del ARNr (ITS, siglasen
inglés).1% También, se hacomunicado laausencia
de genatiposespecificosdelaregion I TS (como el
A.c)) en pacientes colonizados por P. jirovecii.'®
Recientemente, Esteves y otros demostraron que
la presencia de citosina en laposicion 85 del gen
mt LSU rRNA se asociaba con una evolucion
favorable de la PcP.2® Por otra parte, mutaciones
en el gen que codificaparala DHPS pueden indi-
car posible resistencia a las sulfamidas. Resulta-
dos sumamente (tiles si se considera que las
pruebas de susceptibilidad frente a farmacos no
se encuentran disponibles para el patégeno por la
carenciadel cultivo microbiol 6gico.1%

Abreviatura
para identificar

Diana/Tipo de RCP los cebadores

Secuencias de cebadores

Referencia

5' ATCCCACCAN(T,C)(A,C)NGGCCA 3

Tsolaki AG. J Clin Microbiol.
1998;36(1):90-3

5 (A,G)ATATGGA(A,G)(T,C)CAATGACNGA 3

Arom Primera ronda

(5-enolpiruvilsiquimato ~ AroFunivB

3- fosfato sintasa

RCP anidada AroFunivC
Segunda ronda
HsPcarol/RI
HsPcaro2/RI

B-tubulina Cebador 1

RCP simple Cebador 2

cdc 2 Cebador 1

RCP tiempo real Cebador 2

Citocromo B
RCP simple

DHPS
RCP anidada

DHFR
RCP anidada

Sondas de hibridacién

CytbFw
CytbRw

Primera ronda
DHPS F1
DHPS B,

Segunda ronda
DHPSA, .
DHPS BN

Primera ronda
FR 208
FR 1038

Segunda ronda
FR 242
FR 1018

5'GGGAATTCTTAACAACAACAATTTTAGCC 3
5 GGGAATTCGGTGAAATGCATGCCAAGAC 3

5 TCATTAGGTGGTGGAACGGG 3
5" ATCACCATATCCTGGATCCG 3

5" AGGTAGGAGAAGGTAAGAAA I

5 GCTGTGCTTGGAACCC-3

5'GAT CTT GAA AAT GGC ACA ATA GTA G-
fluoroscein-3

5'Red 640-TTA AAA AAA TCC GGC TAG AAG
CAG AAG-phosphate-3

5'CCCAGAATTCTCGTTTGGTCTATT 3
5 AAGAGGTCTAAAAGCAGAACCTCAA 3

5 CCTGGTATTAAACCAGTTTTGCC 3
5 CAATTTAATAAATTTCTTTCCAAATAGCATC 3

5 GCGCCTACACATATTATGGCCATTTTAAATC 3
5 GGAACTTTCAACTTGGCAACCAC 3

5 GAC GAA AGT AGG TACATT ATT ACGAGA 3
5 AAC CAG TTA CCT AAT CAAACTATATTIGC 3

5 GTTTGGAATAGATTATGT TCA TGG TGT ACG 3
5 GCTTCAAACCTTGTGTAACGCGZ

Tsolaki AG. J Clin Microbiol.
1998;36(1):90-3

Ma L. J Infect Dis. 2002;186
(11):1647-54

Arcenas RC. Diag Microbiol
Infect Dis. 2006;54(3):169-75

Esteves F. Infect Genet Evol.
2010;10(2):192-9

Lane BR. J Infect Dis. 1997;
175(2):482-5

Lane BR. J Infect Dis. 1997,
175(2):482-5

Ma L. J Infect Dis. 1999;180(6):
1969-78

Ma L. J Infect Dis. 1999;180(6):
1969-78
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Tabla 2. Estudios de genes evaluados en Pneumocystis jirovecii (Continuacién)

DianalTipo de RCP

Abreviatura

para identificar
los cebadores

Secuencias de cebadores

Referencia

ITS
RCP anidada

Hsp 70
RCP en transcripcion
reversa

MSG
RCP simple

mt LSU rRNA
RCP anidada

mt SSU rRNA
RCP anidada

5 SrRNA
RCP simple

18 SrRNA
RCP anidada

26 S rRNA nuclear
RCP simple

SOD
(superoxido dismutasa)
RCP simple

TS
RCP simple

Trrl
(tioredoxin reductasa)
RCP simple

Primera ronda
1724F

ITS2R
Segunda ronda
ITS1F
ITS2R1

HSP-Ph-SA2
HSP-Ph-SA1

GK242
GK244

Primera ronda
pAZ102-H
PAZ102-E

Segunda ronda
PAZ102-X
PAZ102-Y

Primera ronda
pAZ112-10F/RI
pAZ112-10R/RI

Segunda ronda
pAZ112-13/RI
pAZ112-14/RI

Cebador 1
Cebador 2

Primera ronda
340a
708

Segunda ronda
JK1
JK2

Cebador 1
Cebador 2
MnSODFw
MnSODRw

TSFw
TSRw

TrrlFw
TrrlFr

5'AAGTTGATCAAATTTGGTC3
5 CTCGGACGAGGATCCTCGCC 3

5 CGTAGGTGAACCTGCGGAAAGGATC 3
5" GTTCAGCGGGTGATCCTGCCTG 3

5 GTATTAGGAAAGATGAAA G 3
5'CAGTAGGCTCATTGATTAA 3

5'TATTTCTTGTATCTATGCGCT 3’
5" TCCGCGCAAAAATAAGCACT 3

5'GTGTACGTTGCAAAGTACTC 3
5" GATGGCTGTTTCCAAGCCCA 3

5" GTGAAATACAAATCGGACTAGG 3
5'TCACTTAATATTAATTGGGGAGC 3

5 GGGAATTCTAGACGGTCACAGAGATCAG 3
5'GGGAATTCGAACGATTACTAGCAATTCC 3

5'GGGAATTCGAAGCATGTTGTTTAATTCG 3

5 GGGAATTCTTCAAAGAA(T,C)CGAGTT(T,C)CAGS

5-AGTTACGGCCATACCTCA-3
5-AAAGCTACAGCACGTC-3

5'CCAGATTAGCTTTTGCTGATCGCGGG3
5'ACTTTCCAGTAATAGGCTTATCGZ

5" TGTTGGCATGAAGCCAATGGAAZ

5'CAATAACCCATCACCAGTCCGAAG3

5"GAAGAAATTCAACCAAGC 3

5 ATTTGGCTACCTTAAGAG 3

5'GGGTTTAATTAGTCTTTTTAGGCAC 3’

5'AAGAGGTCTAAAAGCAGAACCTCAA 3

5" GTTTCAATGGCGACCTTCG 3
5 GGAACACCTAGCCCCATG TC3

5 ATGGCAACTGGGGCGTAT 3
5" CAAGTCCTGCCATACATCCACT 3

Lu JJ. J Clin Microbiol. 1995;
33(10):2785-8

Lu JJ. J Clin Microbiol. 1995;
33(10):2785-8

Latouche S. J Eukaryot Micro-
biol 2001;Suppl:176S-177S

Ma L. J Infect Dis. 2002;186
(11):1647-54

Wakefield AE. Lancet. 1990;
336(8713):451-3

Tsolaki AG. J Clin Microbiol.
1998;36(1):90-3

Tsolaki AG. J Clin Microbiol.
1998;36(1):90-3

Tsolaki AG. J Clin Microbiol.
1998;36(1):90-3

Kidata K. J Protozool. 1991,
38(6):90S-91S

Lu JJ. J Clin Microbiol. 1995;
33(10):2785-8

Lu JJ. J Clin Microbiol. 1995;
33(10):2785-8

Nahimana A. J Med Microbiol.
2000;49(8):753-8

Esteves F. Infect Genet Evol.
2010;10(2):192-9’

Esteves F. Infect Genet Evol.
2010;10(2):192-9

Esteves F. Infect Genet Evol.
2010;10(2):192-9

Otros estudios han evaluado laposibilidad de
amplificar ADN del microorganismo en muestras
clinicas obtenidas por métodos no invasivos para

el paciente. Trabajos publicados, reflejan resulta-
dos aceptables para el diagnéstico de lainfeccion
por P. jirovecii, al emplear muestras de esputo



obtenidas tras expectoraci6n espontanea, lavados
orofaringeosy exudados nasofaringeos, utilizando
métodos basados en la RCP®1% |nvestigadores
franceses describen una sensibilidad de 100 % y
unaespecificidad de90 %, utilizando laamplificacion
mediante RCP del gen mt LSU rRNA en mues-
tras de lavados orofaringeos.®

Recientementelautilizacion delaRCPentiempo
real enmuestrasclinicasy tejidosfacilitalaobten-
¢ion de un resultado mas rapido (menosde 3 h) y
reduce laposi bilidad de contaminacién enlasmues-
tras. Ademas, estametodol ogia posibilitacuantifi-
car la carga del patégeno, lo que facilita la
identificacion del estado de colonizacién en los
pacientes con baja carga parasitaria’® No obs-
tante, un resultado positivo para P. jirovecii por
RCPnoindicainfeccion, ni viabilidad del patdgeno
en la muestra analizada. Para resolver esta difi-
cultad, se han descrito métodos basados en la
amplificacion del ARN mensajero del microorga-
nismo con unasensibilidad de 100 %y unaespeci-
ficidad de 86 %.1%

TRATAMIENTO Y PROFILAXIS

Desde hace afios, por su dtaeficaciay disponi-
bilidad en formaoral eintravenosa, laasociacion a
dosis fijas de trimetoprim y sulfametoxazol
(cotrimoxazol) constituye el farmaco de eleccidn,
tanto parael tratamiento como paralaprofilaxisde
la PcP en pacientes con infeccién por VIH y sin
esta.! Sin embargo, las reacciones adversas que
habitualmente ocurren durante la segunda semana
de tratamiento, son frecuentes sobre todo en pa
cientesconinfeccion VIH, y pueden obligar acam-
biar la medicacion, asi como en casos de dergiaa
lassulfamidas.

Por otra parte, en estos Ultimos afios se han
detectado mutaciones del gen de la DHPS
homadlogas, de las que en otros microorganismos
inducen resistencia a este grupo de farmacos. En
P. jirovecii estas mutaciones estén aparentemen-
teasociadasal uso previo de sulfamidasy podrian
indicar también |lapresenciadefenotiposdel para-
sito resistentes.® Existen alternativas al cotrimo-
xazol para €l tratamiento y laprofilaxis delaPcP,
que incluyen la dapsona, la pentamidinay la
atovacuona, entre otras; pero lainformacion dis-
ponible sobre su eficacia es més limitada.*

113

CONCLUSIONES

Muchas cuestiones sobrelaepidemiologiay la
biologiade P. jirovecii quedan aln por esclarecer.
Resulta esencia conocer lasimplicaciones quela
colonizacion por P. jirovecii pueda tener en los
individuos sanos o con enfermedades pulmonares
cronicas, asi como aclarar su papel en latransmi-
siény en el ciclo de vida de este microorgani smo.
Esmuy importante poder disponer de métodosdiag-
nasticos sensibles y especificos, que puedan apli-
carse en muestras facilmente obtenidas de forma
Nno cruentay cuyo costo permita su utilizacion de
forma generalizada en paises en vias de desarro-
[lo; donde la PcP contindiasiendo un problemamuy
importante en pacientes con VIH. Por dltimo, re-
sultaimprescindible desarrollar nuevos farmacos
activos frente a este patdgeno ante el riesgo del
desarrollo y la extension de cepas de P. jirovecii
resistentes alos tratamientos disponibles, que con
frecuencia producen reacciones adversas.

Pneumocystisjirovecii: onehundred year sof history

ABSTRACT

Introduction: Pneumocystis jirovecii is one of the most
important opportunistic pathogens affecting AIDS individuals
and immunodepressive patients. In spite of the fact that it was
observed one hundred years ago for the first time, many
fundamental aspects of its biology and the morbidity it causes
are still unknown. Objective: this paper was aimed at presenting
updating on the main aspects of the history, the epidemiology
and the biology of P. jirovecii and the disease it causes.
Conclusions: a number of review articles have been published
since the discovery, all of which provide details and novel
elements of the microorganism. However, few original papers
dealing with this problem have been found in the Spanish literature.

Key words: Pneumocystis, epidemiology, biology, history,
review.
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