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Resumen

Antecedentes: la colonizacién por Pneumocystis jirovecci (P. jirovecii) se ha postulado como causa
de deterioro de la funcion pulmonar en pacientes con Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica
(EPOC). Se desconocia la frecuencia de aparicion de la colonizacion por P. jirovencii en esa pobla-
cion en Colombia. Objetivo: documentar la frecuencia de colonizacion por P. jirovecii en mayores
de 40 afios con EPOC excluyendo a los pacientes que requirieran manejo inmunosupresor y a las
personas infectadas por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH). Materiales y métodos: se
tratd de un estudio de corte transversal, que contdé con muestreo no probabilistico por conveniencia
y seleccién continua de pacientes. Se realiz6 PCR (reaccién en cadena de polimerasa) en tiempo
real (rt-PCR) del esputo inducido con el Kit LighMix de P. jirovecii (Roche®-Suiza) amplificandose un
fragmento de 244 pares de bases a partir del gen de la glicoproteina de superficie del hongo. Resul-
tados: para una muestra de 52 pacientes en total, se documento una frecuencia de colonizacion del
15,4% en todos los participantes mayores de 65 afios, quienes ademas presentaron altos indices de
sintomatologia segun la escala modificada Medical Research Council (MR Cm) y el cuestionario de
evaluacion de la EPOC (CAT). La mayoria de pacientes analizados se clasificé como GOLD D (63%)
en la clasificacion por la Iniciativa Global parala EPOC. Conclusiones: la frecuencia de colonizacion
por P. jirovecii en pacientes con EPOC detectada por rt-PCR en el esputo inducido fue del 15,4%.
Este constituye el primer estudio colombiano que evalia la frecuencia de colonizacion del hongo.

Palabras claves: Pneumocystis jirovecii; Pneumocystis carinii; Enfermedad Pulmonar Obstructiva
Crénica; EPOC. (DeCS)
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Pneumocystis jirovecii colonization frequency in Chronic Obstructive
Pulmonary Disease (COPD) patients in Bogota, Colombia

Abstract

Background: Pneumocystis jirovecii colonization has been proposed as the explanation for
lung function decline in patients with Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD). The co-
lonization frequency due to Pneumocystis jirovecii in this group of patients was yet unknown in
Colombia. Objective: To document the frequency of colonization in patients over 40 years old
with COPD diagnosis. The study excludes patients who require immunosuppressive treatment
and who are infected with Human Immunodeficiency Virus (HIV). Materials and methods: A
cross-sectional study was held, using non-probabilistic convenience sampling with continuous
patient selection. Real time PCR (rt-PCR) of P. jirovecii was performed in an induced sputum
sample, the fragment of 244 base pairs from the major surface glycoprotein gene of the fungus
was amplified using the LighMix Kit (Roche®-Switzerland). Results: From the sample of 52 pa-
tients, we found a frequency of colonization of 15.4%. All colonized patients were over 65 years
old with high symptomatology levels according to the modified Medical Research Council scale
(MRCm), and the COPD Evaluation Test (CAT). Most of the colonized patients were classified
as GOLD D (63%), as rated by the Global Initiative for COPD. Conclusions: The colonization
frequency due to P. jiroveciiin COPD patients detected by rt-PCR in induced sputum was 15.4%.
This is the first study to assess the frequency of P. jirovecii colonization in Colombia.

Key words: Pneumocystis jirovecii; Pneumocystis carinii; Chronic Obstructive Pulmonary Di-
sease; COPD. (DeCS)

Introduccion

En la actualidad, se reconoce el papel etiol6-
gico del Pneumocystis jirovecii (P. jirovecii) como
microorganismo oportunista en pacientes inmuno-
suprimidos y, especialmente, en los infectados por
el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) o en
personas recibieron esteroides, terapias anti FNT-a
(factor de necrosis tumoral alfa) y trasplantes. En
Colombia, el estudio de Acevedo et al. reporté un
valor del 11,9% de incidencia de la neumonia por P.
jirovencii en pacientes con VIH y esta se considero
una de las principales infecciones oportunistas
presentes en esta poblacion (1).

Otro escenario menos estudiado es la coloni-
zacion del tracto respiratorio, definido como como

la deteccion del hongo en pacientes sin sintomas
ni signos sugestivos de neumonia (2). Los métodos
tradicionales de visualizacion directa del microorga-
nismo solo detectan altas cargas microbiologicas.
Diferentes estudios han encontrado que la carga
fungica asociada con la colonizacion es mucho
menor que la descrita en pacientes con infeccion,
por esta razén, la mejor forma de documentar el
estado de la colonizacién involucra la aplicacion de
métodos moleculares (3, 4). Los estudios realizados
en animales y humanos han documentado un papel
importante de la colonizacion por P. jirovecii en la
respuesta inflamatoria local y sistémica acompanada
de cambios estructurales y deterioro de la funcion
pulmonar, reaccion muy similar a la de los pacientes
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con Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica
(EPOC) (5, 6, 7, 8). En la Republica de China, se
evalud prevalencia de colonizacién por P. jirovecii
en pacientes con enfermedades pulmonares cré-
nicas mediante el método de LAMP detectando el
microorganismo en 62 de 98 muestras de esputo
(63,3%) (9).

En ese contexto, el objetivo del presente estudio
consiste en determinar la frecuencia de la coloniza-
cion por este hongo en un grupo de pacientes con
EPOC. Este representa el primer estudio que aborda
esta problematica en esa poblacién, en Colombia.
Asi pues, los resultados permitiran establecer la
importancia de implementar una estrategia de
busqueda y la realizacion de estudios futuros, que
podrian impactar en la reducciéon del ndmero de
exacerbacionesy el costo del tratamiento teniendo
en cuenta el porcentaje de la prevalencia del 8,9%
de la EPOC en nuestro pais (10).

Materiales y métodos

Se realiz6 un estudio de corte transversal y
un muestreo consecutivo por conveniencia, desde
mayo del 2015 a mayo de 2016, contando con el
consentimiento informado de un grupo de pacientes
mayores de 40 afios con diagndstico de EPOC,
provenientes de la consulta externa de neumologia
de dos instituciones de nivel Il y IV. El protocolo fue
aprobado por el Comité de Etica e Investigaciones de
las instituciones. Para el diagndstico de la enferme-
dad pulmonar, se utilizé la definicion de la Iniciativa
Global parala EPOC (GOLD) 2014 (11): presencia
de disnea, tos cronica o produccion de esputo, con
historia de exposicion a factores de riesgo para la
enfermedad y la relaciéon de volumen espiratorio
forzado en un segundo sobre la capacidad vital
forzada posbroncodilatadora (VEF1/CVF post) <0,7.

Fueron excluidos del estudio los pacientes
positivos para VIH; aquellos que hubieran recibi-

do trasplantes de 6rgano soélido o médula 6sea,;
quienes presentaran enfermedades autoinmunes,
neoplasia de érgano sélido o linfoproliferativa que
hubieran sido tratados mediante quimioterapia. Asi
mismo, fueron descartados aquellos pacientes que
manifestaran la presencia de cualquier enfermedad
0 condicién que requiriera tratamiento inmunosu-
presor con metotrexate, ciclosporina, azatioprina,
terapia biolégica o el consumo de 15 mg o mas
de prednisolona al dia o su equivalente durante el
mes anterior.

Se tuvieron en cuenta las siguientes variables:
género, edad, tabaquismo, exposicion a humo de
lefia, comorbilidades, exacerbaciones en el tltimo
afo, severidad y clasificacion de la EPOC; el in-
dice de Masa Corporal (IMC), la clasificaciéon de
la disnea por medio de la escala modificada del
Medical Research Council (MRCm), el cuestionario
de evaluacion de la EPOC (CAT), la curva de flujo
de volumen pre y posbroncodilatador, el tratamiento
y el examen fisico.

A todos los pacientes, se les realiz6 la detec-
cion cualitativa de los anticuerpos tipos 1y 2 frente
al VIH con inmunoanalisis quimioluminiscente de
microparticulas, curva de flujo de volumen pre y
posbroncodilatador en el pletismégrafo MasterS-
creen Body (Jaeger), segun los estandares exigidos
por la Sociedad Americana de Torax, en relacion
con las caracteristicas de validacion y control de
calidad. Se calculo el GOLD 2014 (9) y el indice
BODEX (12) el cual combina cuatro variables: IMC,
obstruccion al flujo aéreo medido de acuerdo con
el porcentaje del predicho por el FEV1 post., la
disnea determinada mediante la escala MRCm y
las exacerbaciones graves reportadas durante el
ultimo afio.

Atodos los pacientes se les realizé una micro-
nebulizacion con solucion salina hiperténica para
obtener una muestra inducida de esputo, segun los
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parametros establecidos por la Sociedad Europeade
Neumologia (13, 14). En caso de que la muestra no
fuera representativa, se repetia la prueba después
de 48 horas, en concordancia con los estandares
referidos. Las muestras de esputo inducido se
trataron con solucién mucolitica compuesta por
hidréxido de sodio al 4%, citrato trisédico al 3% y
N-acetil-L-cisteina en polvo mediante centrifugacion
a 3000 rpm. Posteriormente, se adiciond una solu-
cion buffer fosfato preparada con fosfato disédico
y fosfato monopotésico para evitar los cambios de
pHy para, simultdneamente, diluir y neutralizar las
sustancias toxicas.

La extraccion de ADN se realizé con el estuche
comercial High Pure PCR Template Preparation
(Roche®-Suiza) de acuerdo con las recomendacio-
nes sugeridas por la casa comercial. El producto
eluido fue cuantificado con el espectrofotometro
Biospectrometer (eppendorf). La PCR en tiempo
real (rt-PCR) se realiz6 con el estuche LighMix Kit P.
jirovecii (Roche). Mediante la rt-PCR, se amplifico un
fragmento de 244 pares de bases (pb) a partir del gen
de la glicoproteina de superficie del P. jirovecii, que
fue amplificado con un par de iniciadores marcados
con la sonda Red 640 que se detecta en el canal
640A. La reaccion de rt-PCR tuvo un control interno
de un fragmento de 278 pb, el cual es una sonda
de hibridacion marcada con la sonda Red 690 que
es detectada en el canal 705A. La amplificacién se
realizé en el equipo LightCycler® 2,0 (Roche) bajo
las siguientes condiciones: denaturacion a 95°C
por 10 minutos, amplificacién mediante 50 ciclos
(95°C por 5 s, 62°C por5sy 72°C por 15s) y un
paso de enfriamiento a 40°C por 30s.

Anadlisis estadistico

En las variables cualitativas, se utilizaron dis-
tribuciones de frecuencias absolutas y porcentajes;
en las cuantitativas, medidas de tendencia central,

promedioy mediana; y en las de dispersion, el rango
y desviacion estandar.

Consideraciones éticas

El protocolo fue aceptado por el Comité de
Etica de las instituciones. Se obtuvo consentimiento
informado de todos los pacientes.

De acuerdo con la resolucién 8430 de 1993
este estudio se clasifica como investigacion con
riesgo minimo dado que se expuso a los pacien-
tes a esputo inducido con solucién salina al 3%,
espirometria pre y posbhroncodilatador.

Resultados

El grupo de estudio lo conformaron 52 pacientes
con diagndstico de EPOC, VIH negativo. La mayoria
de los pacientes fueron hombres (64%). La edad
promedio fue de 738 afios con clasificacion GOLD
By D de 46% y 33% respectivamente y el 52% tu-
vieron al menos una exacerbacion en el tltimo afio.

La frecuencia de colonizacion por P. jirovecii
fue del 15,4% (n=8). La mayoria de pacientes que
la registraron fueron hombres (62,5%) y el factor
de exposicién mas frecuente lo constituy6 el humo
de lefia (87,5%). Todos los pacientes colonizados
registraban una edad superior a los 65 afios, mani-
festaron altos indices de sintomatologia segun las
escalas MRCm (>2) y CAT (>10), reportaban un IMC
= 21 y la mayoria clasifico como GOLD D (63%).

La Tabla 1 muestra las caracteristicas de-
mograficas de toda la muestra y de los pacientes
colonizados por P. jirovecii.
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Tabla 1. Caracteristicas de la poblacion estudiada.

Col. por P. jirovecii

Caracteristicas No. Sujetos %
No. Sujetos %**
Género Masculino 34 65 5 15
Edad > 65 afios 44 85 8 18
Exposicion a humo de lefia 35 67 7 20
Tabaquismo 33 63 4 12
Tabaquismo y exposicién a humo de lefia 18 35 4 22
Exacerbaciones en el Ultimo afio 27 52 5 19
Exacerbaciones moderadas 22 7 13 1 14
Exacerbaciones severas 21 13 25 3 23
Disnea MRCm >2 48 92 8 17
CAT > 10 47 90 8 17
IMC >21 36 69 8 22
VF1 post (% predicho)* <=50 16 34 4 25
0-4 38 81 6 16
BODEX*
>=5 9 19 1 1
A 4 8 0
B 24 46 2 8
GOLD
C 7 13 1 14
D 17 33 5 29
Total 52 100 8 15

Col. por P. jirovecii: Colonizacion por P. jirovecii

* 5 pacientes no contaron con prueba flujo volumen por lo que no fue posible obtener el VF1 post (% predicho) y para el célculo de la
escala BODEXx.

** Porcentaje sobre cada variable analizada.

Fuente: elaboracion propia.

De las comorbilidades analizadas, la mas yoria de pacientes usa oxigenoy el 67,3% emplea
frecuente fue la enfermedad cardiovascular (35%), corticoides inhalados (Tabla 2).
seguida de reflujo gastroesofagico (25%). La ma-
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Tabla 2. Comorbilidades y tratamiento.

Col. por Pjirovecii

Comorbilidades No. Sujetos %
No. Sujetos %
Depresion 10 19 0
Osteoporosis 9 17 2 22
Enfermedad Cardiovascular 18 35 3 17
Reflujo gastroesofagico 13 25 2 15
Diabetes Mellitus 5 10 0
Tratamiento
Corticoesteroides inhalados 35 67 5 14
Uso de 02 42 81 7 17
ACLA Bromuro de tiotropio 32 61 5 16
BALA Salmeterol 22 42 4 18
Indacaterol 3 6 0
Formoterol 9 17 1 11
Total 52 100 8

ACLA, Agente broncodilatador anticolinérgico de larga accion.
BALA, B-agonista de larga accion.
Fuente: elaboracion propia.

Discusion

Se ha detectado colonizacién por P. jirovecii
desde edades tempranas con seroprevalencias
reportadas hasta del 73% (15). En adultos sin
inmunosupresion, se han descrito prevalencias de
colonizacion hasta del 20% en lavado broncoalveo-
lar (LBA) y lavado orofaringeo por medio de PCR
anidada (16, 17). En un estudio de individuos a
los cuales se les practico autopsia medicolegal en
Chile, fue identificado el hongo por PCR anidado en
50 de 77 pacientes (64,9%) y se determiné que no
constituy6 la causa del deceso (18). Si la coloniza-
cion es prevalente en pacientes, ciertas condiciones
como la inmunosupresion por VIH, el trasplante, la
malignidad, la presencia de enfermedades autoin-
munes, el uso de medicamentos inmunosupresores
y el embarazo facilitan la manifestacion (2).

La presencia de enfermedad pulmonar croéni-
ca también se ha asociado con la predisposicion
para la colonizaciéon. Probst et al. investigaron la
deteccion de P. jirovecii por medio de métodos
moleculares en pacientes con diferentes enferme-
dades pulmonares y reportaron que mas del 21%
estaba colonizado; de estos el 40% tenia EPOC;
el 20%, cancer pulmonary el 7%, fibrosis quistica
(19). Adicionalmente, en pacientes con enfermedad
pulmonar intersticial difusa, también se ha detectado
una mayor prevalencia de colonizacion especial-
mente si reciben corticosteroides; caso en el que
se detecto hasta en el 34% de las muestras, con
mayor presencia en el grupo de fumadores (20).
Diferentes series han reportado la prevalencia de
colonizacion por el hongo en pacientes con EPOC
entre 13% hasta 55% por PCR anidada en esputo
inducido (5, 21, 22).
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Se podria afirmar que la alta prevalencia de
deteccion del hongo en pacientes sin neumonia
represente un hallazgo asociado a la enfermedad
estructural, inmunosupresion por corticosteroides o
por exposicion al humo de cigarrillo. Sin embargo, en
los ultimos afios, los estudios realizados en animales
y humanos han documentado un papel importante
de la colonizacién por P. jirovecci relacionandola
con la respuesta inflamatoria local y sistémica con
cambios estructurales y deterioro en la funcion
pulmonar de los pacientes con EPOC. Los estudios
en modelos animales han sugerido una asociacion
entre la colonizacion por el hongo y el deterioro de la
funcién pulmonar (6) y en humanos se ha reportado
la instauracion de una respuesta inflamatoria con la
presencia de P. jirovecii en secreciones pulmonares
(5, 6). Se ha determinado que los pacientes VIH
positivos colonizados por P. jirovecii manifiestan
ocho veces mas riesgo de obstruccion de la via
aérea a diferencia de los pacientes no colonizados,
después de ajustar la historia de tabaquismo (8).

En el presente estudio, se determin6 una fre-
cuencia de colonizacién por P. jirovecii de 15,4%
similar a la encontrada en estudios previos. Todos
los pacientes colonizados fueron mayores de 65
afios, con altos indices de sintomatologia segun las
escalas MRCm y CAT, y la mayoria de pacientes
colonizados (62,5%) tenian EPOC clasificado como
GOLD D, en concordancia con lo encontrado en el
estudio de Morris et al. (23) donde se registré que
la mayoria de los pacientes con EPOC colonizados
tenian mayor severidad de la enfermedad. Es impor-
tante resaltar que dado que se trata de un estudio
descriptivo no se logran demostrar diferencias entre
el grupo de colonizados y no colonizados.

En el estudio practicado por Morris en pacientes
con EPOC sin VIH, se documenté la asociacion
de colonizacién por P jirovecii con la severidad de
la enfermedad, independiente del antecedente de

tabaquismo e inmunosupresién. En ese estudio, se
encontro que el 37% de los pacientes con EPOC
severo y el 5% con enfermedad leve estaban co-
lonizados, a diferencia del 9% de pacientes que
manifestaban otras enfermedades pulmonares (23).
Esto confirmd, no solo una mayor prevalencia de
colonizacion en pacientes con EPOC, sino la posible
asociacion de dicha colonizacién con la severidad
de la enfermedad.

Este estudio nos da una aproximacion de
la frecuencia de colonizacion por P. jirovecii en
pacientes con EPOC en Colombia. Ademas, se
implemento la técnica de rt-PCR en muestras de
esputo inducido permitiendo detectar P. jirovecii en
muestras no invasivas, gracias a lo que se logré
obtener resultados en pocas horas y aumentando
la oportunidad de diagnéstico frente a técnicas de
inmunohistoquimica que pueden tardar hasta 72
horas en emitir resultados y frente a técnicas no
moleculares (por vision directa) utilizadas actual-
mente en la practica clinica y que requieren una
alta carga del microorganismo y entrenamiento del
personal para su deteccion.

Por otra parte, la principal limitacion de este es-
tudio son el nimero relativamente bajo de pacientes
reclutados, hecho que podria sesgar eventualmente
lafrecuenciay la posibilidad de presencia de microor-
ganismos en el tracto respiratorio inferior, que no
fueran detectados por la prueba utilizada. Como se
menciono anteriormente, la carga fingica en estos
pacientes puede ser muy bajay esto eventualmente
podria asociarse con falsos negativos de la PCR.

Sin embargo, aun falta informacién que permita
esclarecer el papel de este microorganismo en la
fisiopatologia e historia natural de la EPOC. Podria
corresponder a un epifenédmeno, pero los datos
presentados de diferentes autores apuntan a la
posibilidad de que este microorganismo sea uno de
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los perpetuadores de la reaccién inflamatoria en las
vias respiratorias de los pacientes con EPOCy que
se correlacione con el nimero de exacerbaciones
y progresion del dafio al parénquima pulmonar,
por lo que se plantearan estudios de seguimiento
de cohortes y correlacion para evaluar el compor-
tamiento y los desenlaces del grupo colonizado.

Conclusiones

La frecuencia de colonizacién por P. jirovecii
en pacientes con EPOC detectada mediante rt-
PCR en esputo inducido es de 15,4% en la pobla-
cion estudiada; cifra que se encuentra dentro del
rango encontrado en trabajos similares. Estudios
posteriores deberan buscar el impacto de dicha
colonizacion en la progresiéon de la EPOC vy, en
caso de confirmarse, se debe iniciar la busqueda de
alternativas terapéuticas. Este constituye el primer
estudio colombiano que evalla dicha situacion.
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