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ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico

ARN: Acido ribonucleico

ARNr: Acido desoxiribonucleico ribosomal

AUC: del inglés, area bajo la curva

BAL.: del inglés, lavado broncoalveolar

B-TUB: B-tubulina

Ct: del inglés, cycle threshold

CYTB: citocromo B

ddNTP: didesoxinucleotido

DHFR: dihidrofolato reductasa

DHPS: dihidropteroato sintasa

dNTP: desoxinucle6tido

HSP70: del inglés, proteina de shock térmico de 70 KDa

IC: inmunocomprometido

IFD: inmunofluorescencia directa

IMD: inmunodepresion

IOT: intubacién orotraqueal

IR: Insuficiencia respiratoria.

ISHAM: del inglés, International Society of Human and Animal Mycology
kex1: Kexina

KL-6: antigeno de Krebs von den Lungen-6

LDH: lactato deshidrogenasa

MLG: del inglés, genotipos multilocus

MLST: Multilocus sequencing typing

MSG: del inglés, glicoproteina mayor de superficie

mtLSU rRNA / mt26S: del inglés, subunidad grande del ARN ribosomal
mtSSU rRNA: del inglés, subunidad pequefa del ARN ribosomal
NOS: Neoplasia de érgano soélido

OW: del inglés, lavado oral

PCR: del inglés, reaccion en cadena de la polimerasa

PJP: del inglés, neumonia por Pneumocystis jirovecii

RFLP: del inglés, analisis de fragmentos mediante enzimas de restriccion
rtPCR: Reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real

Rx: Radiografia



SAM: S-adenosil metionina

SBE: del inglés, métodos de extension de base Unica

SIDA: sindrome de la inmunodeficiencia adquirida

SNP: del inglés, polimorfismo de un unico nucleétido

SOD: superoxido dismutasa

SSCP: del inglés, polimorfismos de conformacion de una sola hebra
STR: del inglés, secuencias de ADN cortas de repeticion en tAndem
TAC: Tomografia axial computarizada

TARGA: tratamiento antirretroviral de gran actividad

TMP-SMX: trimetoprim-sulfametoxazol o cotrimoxazol

TOS: trasplante de 6rgano sélido

TPH: trasplante de progenitores hematopoyéticos

TRI: tracto respiratorio inferior

TS: timidilato sintasa

UCI: Unidad de cuidados intensivos

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana

26S: intrén de la subunidad 26S del operon del RNA ribosomal nuclear
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Resumen

La neumonia por Pneumocystis jirovecii (PJP) ha experimentado cambios en su
epidemiologia en las Ultimas décadas, sobre todo en paises con acceso a los
tratamientos antirretrovirales de alta eficacia. La prevalencia de la PJP en pacientes
inmunocomprometidos VIH negativos (oncoldgicos, hematoldgicos, trasplantados,
enfermedades autoinmunes o aquellos que reciben terapias inmunodepresoras) esta
en aumento. En ellos, por lo general, la infeccion es mas aguda y grave, presentando
mayor requerimiento en UCI y mortalidad mas elevada, comparado con los VIH
positivos. Su diagndéstico se ve dificultado porque caracteristicamente cursa con menor
carga fangica y, con frecuencia, no pueden someterse a una fibrobroncoscopia,
poniendo en evidencia la necesidad de mejorar el rendimiento las herramientas
convencionales para el diagndstico de laboratorio. Por otra parte, conocer la diversidad
genética de Pneumocystis puede facilitar la comprension de su ecologia. Este
conocimiento se ha visto limitado hasta la fecha por la ausencia de un método de
tipado estandarizado con rendimiento aceptable.

Los objetivos principales de esta tesis son: (i) evaluar el rendimiento de dos PCR a
tiempo real sobre muestras obtenidas de forma invasiva y no invasiva para
optimizacion del diagnéstico de la PJP, especialmente en poblacién no VIH, asi como
la influencia de la diana utilizada, y generando los correspondientes criterios de
interpretacion; (ii) comparar el rendimiento de dos esquemas de MLST (3-TUB, DHPS,
mt26S, ITS versus CYB, mt26S, SOD) propuestos previamente y posibles
combinaciones alternativas de sus loci para identificar la estrategia MLST mas
adecuada para el genotipado de Pneumocystis, prestando atencién a la influencia de
la carga fungica sobre la tasa de amplificacion y (iii) utilizar la combinacion de loci con
mejor rendimiento describir la epidemiologia molecular de Pneumocystis en una
cohorte retrospectiva en un hospital terciario de Barcelona, incluyendo pacientes

colonizados e infectados.



Independientemente de la diana de la PCR utilizada, las muestras de lavado oral
resultaron Utiles para el diagnéstico rapido y certero de la PJP, mediante una
interpretacion cualitativa de los resultados. También resultaron Utiles en su aplicacién
a muestras invasivas, aunque se requiere interpretacion cuantitativa de los resultados.
La carga fungica tuvo impacto en las tasas de éxito de secuenciacién, principalmente
en los loci nucleares. Una seleccién cuidadosa de dianas y la optimizacion de
protocolos técnicos permitié identificar la combinacion de CYB, mt26S, B-TUB y SOD
como la mas adecuada y discriminatoria para el genotipado de Pneumocystis,
mejorando el rendimiento con respecto a los dos esquemas MLST previamente
descritos. La nueva combinacion de loci revelo una elevada diversidad genética
presente en la cohorte, sin predominancia de secuenciotipos. No se identificd
asociacion entre variantes alélicas o secuenciotipos y rasgos clinicos. ElI esquema
MLST seleccionado permiti6 descartar la transmision cruzada del hongo entre

pacientes.



Summary

In recent decades the epidemiology of Pneumocystis jirovecii pneumonia (PJP) has
experienced changes, particularly in countries with access to highly effective
antiretroviral treatment. The prevalence of PJP in immunocompromised HIV-negative
patients (oncological, hematological, transplanted, autoimmune diseases or those
receiving immunosuppressive therapies) is increasing. They experience an infection
that, in general, is more acute, more severe, with a greater requirement of advanced
vital support and a higher mortality as compared to HIV-positive patients. The
diagnosis of PJP in the former is hampered by their low fungal loads and a critical
condition that impede the performance of a bronchoscopy, highlighting the need to
improve the performance of conventional laboratory diagnostic tools. On the other
hand, a deeper knowledge of the genetic diversity of Pneumocystis could facilitate the
understanding of its ecology. To date, this knowledge has been limited by the absence
of a standardized typing method with acceptable performance.

The main objectives of this thesis are: (i) to optimize the diagnosis of PJP, especially in
non-HIV population, by evaluating the performance of two real-time PCRs on invasively
and non-invasively obtained samples, the assessment of the influence of the genetic
target and the generation of interpretation criteria; (ii) to compare the performance of
two previously proposed MLST schemes (3-TUB, DHPS, mt26S, ITS versus CYB,
mt26S, SOD) as well as possible alternative combinations of loci to identify the most
suitable MLST strategy for Pneumocystis genotyping, paying attention to the influence
of fungal load on the rate of amplification and (iii) using the best performing
combination of loci, to describe the molecular epidemiology of Pneumocystis in a
retrospective cohort in a tertiary hospital in Barcelona, including colonized and infected
patients.

Regardless of the PCR target used, the oral lavage samples proved to be useful for the

rapid and accurate diagnosis of PJP, through a qualitative interpretation of the results.



Both PCR were also useful in their application to invasive samples, although
guantitative interpretation of the results is required.

The fungal load had an impact on sequencing success rates, mainly in nuclear loci. A
careful selection of targets and the optimization of technical protocols allowed the
identification of CYB-mt26S-B-TUB-SOD as the most suitable and discriminatory
combination for Pneumocystis genotyping, improving the performance with respect to
the two previously described MLST schemes. The new combination of loci revealed a
high genetic diversity present in the cohort, without predominance of sequence types.
No association was identified between allelic variants or sequence types and clinical
features. The selected MLST scheme allowed to rule out cross transmission of the

fungus between patients.
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1. Introduccidn

1.1. Perspectiva historica

La historia de Pneumocystis jirovecii ha sido tortuosa y llena de avatares. Se inicia en
Brasil en 1909, cuando Carlos Chagas, durante sus investigaciones sobre un modelo
animal de infeccion por Trypanosoma cruzi, visualiza por primera vez formas quisticas
de Pneumocystis en los pulmones de cobayas (1). Chagas interpreté el hallazgo de
estas formas quisticas como esquizontes que formaban parte del ciclo biol6gico de
Trypanosoma y asi lo describié en su publicacion de aquel afio. En 1910 Antonio
Carinii, entonces director del Instituto Pasteur de Sao Paulo, también observo la
presencia de quistes pulmonares similares a los descritos por Chagas en ratas
infectadas con Trypanosoma lewysi (2). Ante la sospecha de que dichas formas
quisticas pertenecieran a una especie diferente, Chagas envi6 muestras de cortes
histologicos a su colega y experto parasitélogo Charles Louis Alphonse Laveran, del
Instituto Pasteur de Paris. Alli, el matrimonio Delanog, discipulos del profesor Laveran,
demostraron en 1912 que los quistes correspondian a un nuevo microorganismo tras
revisar publicaciones previas, las preparaciones de Carini y observar quistes similares
en pulmones de ratas capturadas en las cloacas parisienses no relacionadas con la
tripanosomiasis que se investigaba en Brasil (3), confirmando asi la hip6tesis de
Antonio Carinii. EI matrimonio Delanoé comprobd en posteriores experimentos que,
tras la inoculacién de dichas formas quisticas, no se desarrollaban formas circulantes
del tripanosoma, que tenian tropismo por el pulmdén y que su transmision ocurria,
probablemente por via aérea. Describieron, por tanto, la existencia de un nuevo
parasito y sugirieron el nombre de Pneumocystis carinii, para denominar unas formas
quisticas que s6lo se habian visualizado en tejido pulmonar y honrar a quien en primer
lugar sospechd la existencia de una nueva especie (4). En los afios siguientes, aunque

fue descrito en otros mamiferos como monos y conejos, poco mas se dio a conocer



acerca del nuevo microorganismo. Probablemente la ausencia de asociacion de
Pneumocystis con cuadros patoldgicos hizo disminuir el interés por él.

A finales de los afios 30, Ammich y Benecke describieron un cuadro neumanico fatal
de origen desconocido que afectaba a nifios prematuros y/o malnutridos que
denominaron neumonia intersticial de células plasméaticas (5). Esta entidad adquirid
proporciones epidémicas en Europa Central durante el transcurso de la Segunda
Guerra Mundial. En 1942 van der Meer y Brug en Holanda describieron la presencia
de formas tréficas de Pneumocystis en humanos (6) y fueron los primeros en publicar
una imagen fotogréafica del microorganismo. Su trabajo, presentado en una revista
local en plena ocupacién alemana, pas6 desapercibido. No fue hasta 1951, cuando
Vanek, Jirovec y Lukes descubrieron la presencia de Pneumocystis en muestras de los
pulmones de los nifios fallecidos y establecieron la relacion causal entre P. carinii y la
enigmatica neumonitis de células plasmatica (7), corroborando el hallazgo de van der
Meer y Brug.

La infeccién causada por Pneumocystis fue considerada una enfermedad infantil hasta
que, a partir de 1960, aparecieron los primeros casos en pacientes adultos.
Principalmente se detectd6 en pacientes atendidos en grandes hospitales
norteamericanos con diferentes causas de inmunosupresion como cancer, trasplante
de érgano sélido, inmunodeficiencias primarias o malnutricion (8). Mas tarde, en 1976
Frenkel demostr6 que la especie de Pneumocystis que infectaba a las ratas era
diferente a la que producia patologia en humanos mediante estudios serolégicos (9).
La especie que infecta las ratas quedé nombrada como P. carinii y Frenkel propuso el
nombre de Pneumaocystis jirovecii, en honor a Otto Jirovec, al ser quien, por primera
vez, habia identificado la presencia de Pneumocystis en humanos, en su estudio sobre
la neumonitis de células plasméticas. El cambio de nomenclatura, junto a la errbnea
consideracién de Pneumocystis como parasito en lugar de hongo, suscitd agrias
polémicas editoriales y confusiones relativas a su asignacion taxonémica que han
perdurado hasta 2009 (9-13).
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La primera serie amplia de casos fue publicada por Walzer en 1974 (14). En ella se
incluyeron 194 casos de neumonia por P. jirovecii, poniendo de manifiesto que los
pacientes afectados habitualmente padecian situaciones de inmunodepresion severas.
Ademas, se demostré que la malnutricion es un factor de riesgo para la neumonia por
P. jirovecii.

La infeccién por Pneumocystis se asociaba a pacientes inmunodeprimidos hasta 1981,
cuando en distintas areas geograficas de Estados Unidos empezaron a aparecer
casos de neumonia por P. jirovecii que afectaban a varones jovenes sin causa alguna
de inmunosupresién conocida (15) pero que presentaban como caracteristicas
comunes ser homosexuales y/o adictos a drogas intravenosas con bajos recuentos o
disfuncion de linfocitos T. Este hecho acabd siendo desencadenante del
descubrimiento del SIDA y llevé a la descripcién de la infeccion por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH). En los siguientes afios, la prevalencia de la infeccion
por Pneumocystis fue incrementdndose rdpidamente en este colectivo de manera que
en 1983 se reportd la presencia de infeccion por P. jirovecii en mas del 35% de los
casos de SIDA (16). Pocos afios mas tarde, en 1989, el Center for Disease Control
publicé la guia de profilaxis de la infeccion por Pneumocystis en pacientes infectados
por el VIH, indicando su aplicacion en aquellos pacientes con mayor riesgo de
infeccion (adultos con subpoblacion linfocitaria CD4+ < 200/cm?3). Con ello se logré una
considerable disminucion de la prevalencia de la infeccion en los siguientes afios. En
1996 la aparicién de la terapia antirretroviral de gran actividad (TARGA) cambié el
escenario clinico y epidemiologico de la infeccion por el VIH. La TARGA mejord
sustancialmente el estado inmunologico de los pacientes con infeccion por VIH,
permitiendo la retirada de la profilaxis en pacientes con recuento de CDA4+
restablecido. De este modo, la combinacion de TARGA vy la profilaxis han permitido
gue la neumonia por P. jirovecii en los pacientes VIH quede controlada al menos en
los paises mas desarrollados y con acceso a estas terapias. En las ultimas dos
décadas, aunque en los paises en vias de desarrollo la infeccién por Pneumocystis en
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pacientes VIH sigue representando un problema prevalente, en nuestro entorno ha
pasado a estar relacionada con pacientes con infecciébn por VIH no controlada y
pacientes con otras causas de inmunosupresion. Actualmente, lejos de ser una
infeccion rara, se estima que la neumonia por P. jirovecii afecta a mas de 500.000

personas/afio en todo el mundo (17).

1.2. Aspectos microbioldgicos relacionados con P. jirovecii

1.2.1. Taxonomia

La taxonomia de Pneumocystis spp ha cambiado a lo largo de los afios. Desde su
descubrimiento y durante casi 80 afios, Pneumocystis fue considerado un protozoo
basandose, principalmente, en (i) sus caracteristicas morfologicas, (ii) la identificacion
de dos formas de vida (trofozoito y quiste), (iii) la incapacidad de aislarlo en un cultivo
in vitro y (iv) la respuesta a farmacos antiparasitarios (pentamidina) y no a los
antifingicos conocidos en aquellos momentos.

Con el advenimiento de las técnicas moleculares, en 1988 se consiguié estudiar una
secuencia del fragmento 18S del ARNr y se pudo determinar que Pneumocystis
presentaba una relacibn mas cercana con los hongos que con los protozoos (18,19).
Otros genes mitocondriales, incluyendo la subunidad mayor del ARNr mitocondrial
(mtLSU rRNA), también mostraron homologia con los organismos fangicos (20).
Ademas, la demostracién de la presencia de un tercer factor de elongacion en la
sintesis proteica, presente en hongos, pero no en el resto de eucariotas, asi como la
existencia de la timidilato sintasa (TS) y dihidrofolato reductasa (DHFR) como dos
enzimas diferentes (en protozoos existe una Unica enzima con la doble funcién),
fueron evidencias que demostraron fehacientemente la pertenencia de Pneumocystis
al reino Fungi. Asi pues, el género tiene una entidad propia dentro de los Ascomicetos:
Phylum: Ascomycota, Subphylum: Taphrinomycotina, Clase: Pneumocystidomycetes,

Orden: Pneumocystidales, Familia: Pneumocystidacae (20,21).
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1.2.2. Genética

Actualmente gran parte de los avances en el conocimiento de la biologia de los
microorganismos se basan en aspectos genéticos. En el caso particular de
Pneumocystis, estos avances se producen muy lentamente, principalmente debido a la
falta de un sistema de propagacion in vitro eficiente. En 1997 se lanzé un proyecto
internacional de secuenciacion del genoma de Pneumocystis (22), que preveia la
inclusién de dos especies: P. carinii, que se usaria como modelo ya que es la especie
que predominantemente se halla en ratas de laboratorio, y P. jirovecii. Debido a las
dificultades para obtener ADN de calidad, los primeros resultados del proyecto no
fueron comunicados hasta 2006, cuando se publico el primer ensamblaje, parcial y
altamente fragmentado, del genoma de P. carinii (23). En 2012, se publicé el primer
ensamblaje de P. jirovecii, que utilizaba tecnologias de secuenciacién de nueva
generacion (NGS) (24).

Pese a pertenecer al mismo género, existen importantes diferencias entre especies en
lo que a la organizacion del material genético se refiere: se sabe que el genoma
nuclear de P. carinii y P. murina esta estructurado en 5 cromosomas, mientras que en
P. jirovecii se presume la existencia de hasta 17 potenciales cromosomas (21). Las
diferencias entre especies se extienden, ademas, al genoma mitocondrial: mientras
que el mitogenoma de P. carinii y P. murina es lineal y sigue el mismo orden, el de P.
jirovecii es circular y con diferente orden de los genes (25).

Una caracteristica importante es que el tamafio del genoma es considerablemente
inferior al de otros ascomicetos: el de P. jirovecii es de 8.4 Mb y el de P. carinii de 7.7
Mb, aproximadamente la mitad que el de Candida albicans (de 14.3 Mb) y 4 veces
menor que el de Aspergillus fumigatus, de 29.4 Mb (21). Este pequefio tamafio refleja
una reduccion evolutiva en distintas especies de Pneumocystis atribuible a pérdida de
genes, reduccion de la longitud de genes, reduccion de los espacios intergénicos y
simplificacién de las estructuras génicas. La reduccion del genoma se traduce en

pérdida de funciones metabdlicas (sintesis de proteinas, metabolismo de
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carbohidratos, lipidos y cofactores, asi como respuesta al estrés) y una reduccién en la
estructura de la pared celular de Pneumocystis spp en comparacioén con otros hongos
(ausencia de quitina y de mananos; figuras 1 y 2). Estas pérdidas de funciones
parecen estar relacionadas con la optimizacion de recursos celulares producida en el
curso de la adaptacién a la forma de vida parasitaria caracteristica de las especies de
Pneumocystis spp (21,26). Otro hecho destacable es la alta expansion de proteinas de
superficie, fundamentalmente a expensas de la superfamilia de genes de
glicoproteinas de superficie, directamente implicada en la evasién de la respuesta

inmune del hospedador (26).

Figura 1. Comparacion de la estructura de la pared celular de Pneumocystis spp (trofozoito y
quiste) y Candida albicans. Obtenida de Ma et al (21).
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Figura 2. Caracteristicas del genoma de Pneumocystis jirovecii que condicionan su relacion
parasitica con el ser humano. Figura obtenida de Ma et al (26).
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1.2.3. Ciclo vital y transmision

Se desconoce el ciclo vital completo de Pneumocystis, principalmente debido a la
dificultad de obtener un cultivo axénico ex vivo continuo, aunque se ha propuesto un
modelo tedrico a partir del conocimiento obtenido de la observacion microscépica y de
la extrapolacion del ciclo de vida de otros hongos ascomicetos (27).

Las caracteristicas genéticas anteriormente descritas sugieren que Pneumocystis es
un biodtrofo obligado que suple sus carencias metabdlicas mediante la parasitacion de
las células del huésped. Se sabe que las distintas especies de Pneumocystis spp
presentan alto tropismo por el pulmén de los mamiferos, donde residen
extracelularmente en los alveolos del hospedador. El hallazgo de células de
Pneumocystis fuera del tracto respiratorio de sus hospedadores es extremadamente
infrecuente (28).

Se han identificado dos formas morfolégicas principales del hongo. Al haber sido
considerado un protozoo durante 8 décadas, aun se conserva y admite la
denominacion antigua de las mismas. Estas son el trofozoito o la forma tréfica y el
quiste o0 ascus (saco de esporas) y se hipotetiza que, en un ciclo conjugativo o sexual,
a través de formas o estadios intermedios, una forma origina la otra (27,29,30).

La forma tréfica es mononuclear, mayoritariamente haploide, pleomoérfica, de longitud
variable (1 a 8 um) y con una fina pared celular (figura 1). Esta forma predomina
durante la infeccion activa, adhiriéndose especificamente a las células epiteliales tipo |
de los alveolos (figura 3), tapizando la pared alveolar y rellenando los espacios aéreos
(28,30). Se postula que los trofozoitos son capaces de multiplicarse mediante mitosis
siguiendo un ciclo asexual durante la infeccion activa (figura 4). Aunque aun no esta
claro, se especula que Pneumocystis podria ser capaz, ademas, de reproducirse por

homotalismo (31).
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Figura 3. Imagenes de Pneumocystis al microscopio electrénico. A. Trofozoito adherido a la
pared alveolar. B. Agrupacion de trofozoitos en el alveolo. C. Quiste. Obtenida de Thomas et al

(28)

Figura 4. Ciclo de vida propuesto para Pneumocystis jirovecii. Obtenido de Skalski et al (27).
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Se cree que el ciclo sexual da lugar a estadios intermedios que, a medida que van
madurando, generan la forma quistica (27,29). Los quistes, caracteristicamente,
presentan una pared celular gruesa (figura 1) con alto contenido en B-glucano. Los
quistes maduros son predominantemente esféricos, de unos 4-8 um de didmetro, y en
su interior albergan tipicamente 8 cuerpos intraquisticos, de 1 um de didmetro,
uninucleados y con una sola mitocondria. Una vez el quiste maduro se rompe, libera
los cuerpos intraquisticos, que daran lugar a nuevos trofozoitos (figura 4).

Aungue inicialmente se creyd que la infecciébn por Pneumocystis era una zoonosis, los
estudios filogenéticos han demostrado que Pneumocystis es un género compuesto por
diferentes especies y que éstas presentan especificidad en cuanto al hospedador
mamifero que son capaces de infectar (32). La especificidad de especie llevdé a
descartar el reservorio animal como posible fuente de infeccibn humana y a pensar en
la existencia de reservorios ambientales como ocurre con otros hongos como
Aspergillus spp, Cryptococcus spp, 0 Histoplasma spp, entre otros. Hasta el momento,
sin embargo, no se ha identificado ninguna fuente ambiental para Pneumocystis spp
(33). Actualmente, las evidencias parecen apuntar a que los humanos sean el principal
reservorio de este hongo (34), donde se comporta como huésped obligado,
encontrando en sus pulmones los nutrientes, gases, pH, temperatura, presion
osmotica y entorno de estrés oxidativo adecuado para su supervivencia (21).
Presumiblemente, la forma quistica es la que podria mantenerse viable fuera de los
pulmones y la que se comportaria como forma infectiva, con un tamafo ideal para
poder alcanzar los alveolos de su nuevo hospedador (35,36). La hipotesis de la
transmision por via aérea entre hospedadores parece estar apoyada por (i) modelos
murinos experimentales de transmision entre individuos (37), (ii) por la presencia de
concentraciones de ADN de P. jirovecii en el aire tanto mas altas cuanto mas préxima
a un paciente infectado se haga la medicion (38) y (iii) por la demostracion de que los

profesionales sanitarios en contacto con pacientes con neumonia por este hongo
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presentan mayor frecuencia de colonizacién que los profesionales que no lo estan

(39,40).

1.3. Aspectos relacionados con lainfeccion por P. jirovecii

La relacién entre Pneumocystis y su hospedador se extiende por un espectro de
situaciones que abarca desde la colonizacién asintomatica a la neumonia grave y con
prondstico mortal. Los factores que condicionan que la balanza se incline hacia uno u
otro extremo son complejos y dependen del equilibrio entre la capacidad del hongo
para proliferar (la carga fangica neta) y la capacidad del hospedador para mantener
esta proliferacion bajo control (la inmunidad celular basada, fundamentalmente, en la

respuesta de los linfocitos CD4+).

Figura 5. Evolucién de la carga flngica de Pneumocystis jirovecci en funcién del estatus
inmunoldgico del huésped. Obtenido de Alanio et al (41).
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1.3.1. Colonizacién por Pneumocystis jirovecii

El concepto de colonizacién o estado de portador asintomatico hace referencia a la
presencia de P. jirovecii en el tracto respiratorio de personas sin que esta presencia se
traduzca en un cuadro de patologia respiratoria aguda (34,42,43). En este contexto, la
carga fangica es menor que la detectada en casos de neumonia (figura 5).

Se sabe que el contacto con P. jirovecii estd muy extendido en la poblacion general y
que ocurre ya en los primeros afios de vida. Asi lo demuestran estudios de
seroprevalencia en poblacion infantil, que revelan la presencia de anticuerpos frente a
Pneumocystis en nifios de corta edad (44,45). No esta claro si el hongo es capaz de
persistir de forma latente durante periodos prolongados o si su presencia en el tracto
respiratorio es intermitente y atribuible al contacto repetido con reservorios.

Pneumocystis puede colonizar tanto a personas inmunocompetentes como a
inmunodeprimidas. Aungque se han observado diferencias entre los distintos grupos de
poblacion, por lo general la prevalencia de colonizacién por P. jirovecii es mayor en
poblaciéon inmunodeprimida que en la inmunocompetente (41-43). Los nifios de corta
edad, en especial aquellos con cuadros de infeccion de via respiratoria alta, presentan
elevadas tasas de colonizacién (44). Se han reportado prevalencias de hasta el 16%
en embarazadas en el tercer trimestre de gestacion, en las que probablemente los
cambios fisioldgicos del sistema inmune que acontecen durante el embarazo
favorezcan esta colonizacion (46,47). Los pacientes con enfermedad pulmonar
obstructiva cronica (EPOC) muestran tasas de colonizacién elevada (10-55 %) y se
postula la hipétesis de que P. jirovecii pueda contribuir al desarrollo de algunas
enfermedades pulmonares (21,48,49). También se ha observado que las personas
fumadoras presentan mayor tendencia a la colonizacién por P. jirovecii que los no
fumadores (50). De los pacientes inmunodeprimidos, los infectados por el VIH son el
colectivo en el que se evidencia mayor prevalencia de colonizacién por Pneumocystis
(20-69 %) (21,34,42,51), mientras que en los inmunodeprimidos por otras causas la

colonizacién es menos frecuente (16-46 %) (50,52-56).
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La colonizaciébn asintomatica por P. jirovecii puede tener implicaciones a nivel
individual, asi como a nivel poblacional. Los portadores asintométicos parecen jugar
un papel clave en la diseminacion del hongo entre la poblacion (34,41). Como ya se ha
comentado, la aérea es presumiblemente la principal via de transmision y el propio
ser humano se postula como su principal reservorio (figura 6) (21,34,41). Ademas, la
colonizacién puede constituir, por si misma, un factor de riesgo para el desarrollo

posterior de neumonia (41-43).

Figura 6. Posibles circuitos de transmisién de P. jirovecii entre la poblacion. Obtenida de Ma et
al (21)
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1.3.2. Neumonia por Pneumocystis jirovecii

P. jirovecii se comporta como patégeno oportunista causando neumonia en pacientes
inmunodeprimidos (28,57-59). Clasicamente la neumonia por P. jirovecii se asocia a
pacientes infectados por el VIH con bajos recuentos de CD4+ (habitualmente <
200/mm?3); en estos pacientes la neumonia por Pneumocystis es una enfermedad
definitoria de SIDA y comunmente incluye una fuerte disociacion clinico-radiolégica,
con una triada de disnea de esfuerzo, tos seca y fiebre baja o febricula acompafada
generalmente de infiltrados intersticiales extensos en la radiografia de toérax. Los
sintomas se inician de forma subaguda y se mantienen varios dias o incluso semanas
(7-21 dias), hecho que ayuda a diferenciar la neumonia por Pneumocystis de una
neumonia bacteriana. En estos pacientes la disnea es progresiva pero puede llegar a
insuficiencia respiratoria de manera abrupta (60-62). De forma caracteristica la
tomografia axial computarizada (TAC), mas sensible que la radiologia convencional,
suele mostrar un patron de afectacion bilateral con imagenes en vidrio deslustrado. En
lo que respecta a los pardmetros analiticos, suele haber elevacion de los niveles de
lactato deshidrogenasa (LDH), que puede usarse como marcador de pronéstico,
mientras que la proteina C reactiva suele ser normal. El curso de la infeccién puede
revestir poca gravedad, alcanzandose una mortalidad de hasta el 15% (60-62).
Ademas de la infeccion por VIH, existen otras causas de inmunosupresion que
también ponen a los pacientes en riesgo de padecer la infeccién. La lista de patologias
y situaciones que exponen a los pacientes a desarrollar cuadros de neumocistosis
incluye trasplantes de 6rgano sélido (TOS) o de progenitores hematopoyéticos (TPH),
neoplasias de organo sélido (NOS), neoplasias hematolégicas, enfermedades
autoinmunes (enfermedad inflamatoria intestinal, artritis reumatoide, etc), la recepcion
de tratamientos prolongados con corticoides sistémicos o la recepcion de algunos
tratamientos inmunomoduladores y terapias bioldgicas (60,61,63—66). Comparado con
la neumonia del paciente VIH, en este grupo tan heterogéneo, la infeccion por

Pneumocystis presenta, por lo general, un inicio de los sintomas mas rapido (4-7 dias),
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con fiebre elevada, disnea y progresion rapida a fallo respiratorio; su pronéstico es
habitualmente peor, con requerimiento de ingreso en Unidades de Cuidados Intensivos
(UCI) hasta en el 50% de los casos, y una mortalidad que alcanza el 30-60% (60).
Inicialmente la radiografia de térax puede ser normal. En el TAC puede observarse el
patrén bilateral en vidrio deslustrado y, con mas frecuencia que en los pacientes VIH,
se pueden presentar noédulos y consolidaciones (28,60,61,63—66). De forma

caracteristica, la neumonia por Pneumocystis del paciente inmunocomprometido VIH

negativo cursa con cargas fangicas mas bajas que la del VIH positivo (60,64).

Tabla 1. Diferencias entre los parametros clinicos y diagnésticos de la neumonia por P. jirovecii
en pacientes VIH y pacientes inmunodeprimidos no VIH. Adaptada de Salzer et al (60) y
Cilléniz et al (61).

Caracteristicas de la Pacientes

Pacientes VIH/SIDA

neumonia por P. jirovecii

inmunodeprimidos no VIH

Gravedad y curso de la
infeccion

De inicio y curso subagudo con
riesgo de deterioro rapido a
pesar de largo tiempo estable

De inicio agudo y de rapida
progresién de los sintomas

Duracion de los sintomas

Mayor duracion: 7-21 dias

Menor duracion: 4-7 dias

Signos y sintomas

Triada clasica: disnea de
esfuerzo, tos seca y fiebre baja o
febricula

Fiebre alta, disnea y tos no
productiva. La hipoxia/fallo
respiratorio es mas
frecuente

Patrén en la radiografia de
térax

Infiltrados bilaterales e infiltrados alveolares perihiliares

Patrén en el TAC

Con mayor frecuencia, lesiones
cavitadas

Al inicio, la radiografia
puede ser normal. Se
observan con mayor
frecuencia nodulos,
consolidaciones y derrame
pleural

Patron bilateral en vidrio deslustrado

Requerimiento de ingreso

10-20% de los pacientes

Hasta el 50 % de los

en UCI pacientes
Mortalidad Del 10-15% Del 30-60%
Carga flingica Alta Baja
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1.3.3. Epidemiologia de la neumonia por Pneumocystis jirovecii

Se estima que a nivel mundial ocurren alrededor de 500.000 episodios de neumonia
por P. jirovecii anualmente (17). Aunque a nivel global la mayoria de episodios se
sigue asociando a la infeccion por VIH, la incidencia en este grupo de poblacién ha
disminuido notablemente en paises desarrollados gracias a la combinacion de TARGA
y profilaxis frente a Pneumocystis en pacientes VIH de alto riesgo (54,63,65-68). La
incidencia se mantiene elevada en pacientes con infeccién por VIH no conocida, en
aquellos que no tienen acceso a la TARGA y en aquellos que abandonan el

tratamiento (17,59,62,67).

Figura 7. A. Distribucién de casos de neumonia por P. jirovecii en poblacién VIH atendida en el
Hospital Germans Trias i Pujol (1986-2010). B. Casos de neumonia por P. jirovecii por 1000
pacientes VIH y afio en el Hospital Universitario Vall d’Hebron (2000-2013). Adaptado de Llibre
et al (67) y L6pez-Sanchez et al (62).
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En los paises desarrollados se ha observado un incremento en el nimero de nuevos
casos de neumocistosis a expensas de la creciente poblacion inmunocomprometida
VIH negativa (54,63,65,66,68,69). En Espafia se estima que la incidencia de la
neumonia por Pneumocystis es de 3.4 casos por cada 100.000 habitantes, de los que
aproximadamente dos tercios se diagnostican en pacientes inmunocomprometidos sin

infeccién por VIH (70).

Figura 8. Distribucién anual de casos de neumonia por P. jirovecii en un hospital de tercer nivel
en Lyon (Francia) (2005-2013). Obtenido de Bienvenu et al (66).
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Las columnas representan en numero de casos de neumonia por P. jirovecii al afio. La linea

discontinua representa la proporcidon de pacientes VIH y la linea continua, la proporcién de
pacientes con causa de inmunosupresioén distinta al VIH.
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1.3.4. Tratamiento

Desde casi 80 afios P. jirovecii se consider6 errbneamente un parasito porque la
infeccién sélo respondia al tratamiento con farmacos antiparasitarios. Aunque hasta
los afios 70 la pentamidina fue el Unico farmaco conocido efectivo frente a
Pneumocystis, ya a mediados de los sesenta empezaron a probarse alternativas
terapéuticas como la combinacion de pirimetamina con sulfonamidas que obtuvieron
resultados prometedores. En 1974, se ensayé la combinacién trimetoprim-
sulfametoxazol (cotrimoxazol) demostrandose tan efectiva como la pentamidina pero
sin sus efectos adversos. Aquellos estudios acabaron llevando a relegar a la
pentamidina a un segundo plano y a la adopcién de cotrimoxazol como tratamiento y
también como principal farmaco en la profilaxis de la heumocistosis, situacién que se
ha mantenido hasta la actualidad (71). Aunque es un farmaco econdémico y muy activo,
el uso de cotrimoxazol presenta limitaciones derivadas de su toxicidad (especialmente
en pacientes pluripatolégicos y polimedicados) y de la emergencia de resistencia al
componente sulfamida descrita en algunas areas geogréficas y en contextos donde la
infeccion por VIH es muy prevalente (72-74).

Hoy en dia el arsenal farmacolégico con actividad frente a Pneumocystis se ha
ampliado con la adicion de atovaquona, dapsona con o sin trimetoprim, la combinacion
de primaquina con clindamicina, e incluso equinocandinas como la caspofungina. En la
tabla 2 se resumen los regimenes de tratamiento de la neumonia por Pneumocystis.
En general, para la infeccién leve-moderada se prefiere la via oral (v.0.); en los casos
de neumonia moderada-grave es preferible la via intravenosa (i.v.), con posibilidad de
cambiar a la v.0. cuando se observe mejoria clinica. Independientemente de la via de
administracion, se recomienda que la duracion del tratamiento sea de 21 dias

(60,61,75).
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Tabla 2. Regimenes de tratamiento recomendados para la neumonia por Pneumocystis
jirovecii. Adaptada de Salzer et al (60) y Cilléniz et al (61).

Farmaco Vi d_e Posologia Comentario
admin.
De eleccion
Cotrimoxazol iv./v.0 1.5'.29 + 75-100 mg/kg/dia 5 r;)g;fae;: glenoesdgrs%\ileéss, I(;1eICIar "
077 dividido en 3-4 tomas BRI
observar mejoria clinica.
Alternativas
4 mg/kg/dia una vez al dia . .
Pentamidina [AYA (administrado en, al menos, 60 S_e puede reducir a 3 mg/kg/dia
) si efectos adversos
min)
Atovaquona V.0. 750 mg dos veces al dia Administrar con las comidas
Erlmaquma X‘O' io mg/dia Descartar déficit de glucosa 6P
. . . . . deshidrogenasa previo al
Clindamicina iv./v.o. goo mg/6h 6 900 mg/8h (i.v.) tratamiento con primaquina
450 mg/6h 6 600 mg/8h (v.0.)
Dapsona 100 mg/dia Descartar déficit de glucosa 6P
+ V.0. + deshidrogenasa previo al
Trimetoprim 5 mg/kg/dia en 3 tomas tratamiento con dapsona
. . Tratamiento de rescate (segunda
Caspofungina V. 7grg]rg dzlngzeeruilgoy dsig mga linea).
P 9 En combinacion con cotrimoxazol

En los pacientes VIH positivos la administracion concomitante de corticoides
intravenosos esta indicada en casos de neumonia moderada-grave si presentan
hipoxemia (PaO. <70 mm Hg en aire ambiente o un gradiente alveolo-arterial de
oxigeno >35 mm Hg). El uso de corticoides tiene como objetivo reducir la respuesta
inflamatoria que puede ocurrir después de iniciar el tratamiento, que genera dafios,
sobre todo, a nivel pulmonar. En estos casos, los corticosteroides se deben
administrar lo antes posible, dentro de las primeras 72 horas tras el inicio del
tratamiento antimicrobiano. La pauta recomendada consiste en prednisona 40 mg/12 h
los primeros 5 dias, con reduccion progresiva a 40 mg/24 h los dias 6-10 v,
posteriormente, a 20 mg/24 h hasta el dia 21 (60,61). La administracion de corticoides
sistémicos no esta indicada en los casos leves-moderados. En los pacientes

inmunodeprimidos no VIH no existe un consenso sobre la indicacion de terapia
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corticoidea, por lo que se debe valorar el beneficio que ésta pueda aportar en cada

paciente (61).

1.3.5. Profilaxis

La indicacion de profilaxis frente a Pneumocystis esta claramente establecida en los
pacientes VIH positivos. Se debe iniciar la profilaxis primaria en aquellos con un
recuento de CD4+ <200/mm?3, una proporcion de CD4+ <14%, en caso de muguet oral
o cuando existe una causa relevante de inmunosupresion concomitantemente. La
profilaxis primaria se debe suspender si se alcanzan recuentos de CD4+ >200
células/mm?® durante 3 meses, o si el recuento de CD4+ se mantiene entre 100-200
células/mm? con cargas virales indetectables durante 3 meses. En el caso de profilaxis
secundaria, ésta debe finalizarse si los niveles de CD4+ >200/mm? y la carga viral es
indetectable durante 3 meses (60,61).

En los pacientes inmunocomprometidos no infectados por el VIH, por el contrario, no
existen unas indicaciones tan claras y generalizadas (60,61); en estos pacientes,
ademas, los niveles de CD4+ no parecen ser un buen discriminador (76).
Recientemente se han publicado recomendaciones sobre el uso de cotrimoxazol como
profilaxis que quedan restringidas a grupos concretos de pacientes. En pacientes
oncohematologicos (77,78) la profilaxis solo estaria indicada en (i) receptores de TPH
autélogo o alogénico, durante los 6 meses post trasplante y mientras se mantenga la
inmunosupresion; (i) en aquellos con tratamientos superiores a un mes con dosis
equivalente = 20 mg/dia de prednisona, o que reciban tratamiento con alentuzumab,
temozolamida o analogos de purinas (fludarabina) y rituximab (79); (iii) en los
pacientes con leucemia linfoide aguda, desde la induccion al mantenimiento y, (iv) en
todos aquellos tratados de un episodio previo de neumonia por P. jirovecii. En el caso
de los pacientes receptores de trasplante de o6rgano sélido se recomienda la
instauracion de profilaxis al menos durante los 6-12 meses post trasplante, y se debe

considerar mayor duracion, incluso de por vida, en trasplante de pulmoén, intestino
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delgado o si hay enfermedad por CMV (80). La profilaxis anti-Pneumocystis también
se recomienda en pacientes con vasculitis asociada a anticuerpos anticitoplasama de
neutréfilos (ANCA) que reciben ciclofosfamida (81). Adicionalmente, se aconseja
valorar el uso de profilaxis en pacientes inmunodeprimidos en los que se combinan
factores de riesgo como comorbilidades pulmonares y la administracion de dosis altas
y prolongadas de corticoides en pacientes afiosos, o pacientes que reciben otros
inmunosupresores (por ejemplo anti-TNFa en enfermedades inflamatorias) o pacientes
con inmunodeficiencias idiopaticas (60,82—84).

Los farmacos empleados tanto en profilaxis primaria y como secundaria son los
mismos que se utilizan en el tratamiento de la neumonia. Asi, el cotrimoxazol oral es el
de eleccion también en profilaxis, con una de las siguientes posologias: 160/800 mg
tres veces por semana en profilaxis primaria y 80/400 mg/dia o 160/800 mg/dia en
profilaxis secundaria en el caso de pacientes VIH positivos (85). En pacientes
hematolégicos adultos no hay evidencia de ventaja en el uso de las formulaciones
80/400 o 160/400 una vez al dia o tres veces por semana, mientras que en el caso de
pacientes pediatricos, la dosis de cotrimoxazol se debe ajustar a 150/750 mg/m?/dia 1
0 2 dosis/dia o usar la misma dosis 2 o 3 dias/semana (evidencia Al) (77). Como
alternativas, se puede usar dapsona 100 mg/dia v.o., atovaguona 1500 mg/dia v.0., o
pentamidina aerosolizada (300 mg en 6 mL), una o dos veces al mes. Tanto a la
dapsona como a la atovaquona se les puede asociar pirimetamina (50-75 mg) y acido

folinico (25-30 mg) semanales (60,61).

29



Tabla 3. Indicacion de profilaxis para la infeccidon por Pneumocystis jirovecii en pacientes VIH
positivos y VIH negativos. Adaptada de la guia de prevencién y tratamiento de infecciones
oportunistas y otras coinfecciones del grupo GESIDA (85), de Maertens et al (77) y de Salzer

et al (60).

Indicacién

Suspender/Reiniciar

Primera
eleccion

Segunda
eleccion

Pacientes con infeccion por VIH

Linfocitos CD4+ < 200 cél/pl (Al) 0 < 14%.
Candidiasis orofaringea previa.

Enfermedad definitoria de sida previa o si no se pueden asegurar
visitas cada 3 meses.

Suprimir profilaxis tras =
6 meses de terapia
antirretroviral eficaz, si
CD4+ >200/mm3y la
carga viral es
indetectable durante 3
meses.

Reiniciar si CD4+ < 100-
200/mm3

Pacientes sin infeccién por VIH

Pacientes oncohematoldgicos

Receptores de TPH autdlogo o alogénico, durante los 6 meses
post trasplante y mientras se mantenga la inmunosupresion.

Tratamiento por mas de un mes de prednisona = 20 mg/dia o
equivalente.

Aquellos que reciban tratamiento con alentuzumab,
temozolamida o analogos de purinas (fludarabina) y rituximab.

Pacientes con leucemia linfoide aguda, desde la induccién hasta
el mantenimiento.

Episodio previo de neumonia por P. jirovecii

Pacientes receptores de trasplante de 6rgano sélido

Durante los 6-12 meses post trasplante

Considerar mayor duracién, incluso de por vida, en trasplante de
pulmén, intestino delgado o si hay enfermedad por CMV

Otros

Pacientes con vasculitis asociada a ANCA que reciben
ciclofosfamida

Valorar el uso de profilaxis en pacientes inmunodeprimidos en los
que se combinan factores de riesgo como la administracion de
dosis altas y prolongadas de corticoides en pacientes afiosos con
comorbilidades pulmonares o neoplasias solidas, pacientes que
reciben otros inmunosupresores (por ejemplo anti-TNFa en
enfermedades inflamatorias) o pacientes con inmunodeficiencias
idiopéticas

No existe una
recomendacién general
para suprimir la
profilaxis, la decision
debe ser tomada de
forma individual

Cotrimoxazol

400/80 mg al
dia o bien
800/160 tres
veces por
semana via
oral

Pentamidina

inhalada 300
mg 1-2 veces
al mes

Dapsona 100
mg/dia via oral
+

(pirimetamina
50-75mg +
ac. folinico 25-
30 mg
semanales)

Atovaquona
1500 mg/ dia
via oral
tomada junto
con las
comidas +
(pirimetamina
50-75mg +
ac. folinico 25-
30 mg
semanales)
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1.3.6. Diagnostico microbioldgico de la neumonia por P. jirovecii

Las caracteristicas excepcionales de Pneumocystis hacen que, hasta la fecha, no se
haya descubierto un método de cultivo in vitro eficiente, por lo que el diagndstico
microbioloégico de la neumonia por Pneumocystis se basa en la demostracion de la
presencia del hongo en una muestra procedente del tracto respiratorio inferior (TRI),
generalmente un lavado broncoalveolar (LBA), o un esputo inducido; es excepcional
que se recurra a la obtencion de biopsias pulmonares para el diagndstico de esta
entidad (28,86,87). En el momento del diagnéstico, no obstante, no es infrecuente que
los pacientes se encuentren en una situacién de insuficiencia respiratoria y fragilidad
gue impide la realizacion inmediata de una fibrobroncoscopia o la induccion del
esputo. Esta situacion es mas frecuente en pacientes inmunocomprometidos VIH
negativos, en los que la insuficiencia respiratoria, ademas obliga a realizar un
diagnostico diferencial con otras entidades que se manifiestan clinica y
radiol6égicamente de forma similar (toxicidad farmacolégica, hemorragia pulmonar o
infeccién por CMV entre otros) y en los que la instauracién empirica de tratamiento con
cotrimoxazol puede sobreafadir toxicidad. A pesar de que en estas circunstancias el
diagndstico microbiol6gico rapido es crucial para orientar el manejo terapéutico
dirigido, es habitual que la obtencién de las muestras se retrase hasta que el paciente
esté en condiciones de ser sometido a una exploracion broncoscépica y no es
infrecuente, incluso, que estos episodios, queden sin poder ser documentados

microbiol6gicamente (60)-

1.3.6.1. Técnicas basadas en la microscopia

Los métodos clasicos de diagndstico se basan en la observacion al microscopio de los
trofozoitos y/o quistes en muestras del TRI tras tincion con colorantes convencionales
0 con anticuerpos monoclonales especificos marcados con agentes fluorescentes (86).
No todas las técnicas tintoriales tienen capacidad para tefiir las dos formas

morfolégicas del hongo, por lo que es importante conocer sus caracteristicas. Asi,
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mientras que las tinciones de Papanicolau, Gram-Weigert, Wright-Giemsa o Diff-Quick
tilien preferentemente los trofozoitos, otras tifien especificamente los quistes, como la
de plata metenamina de Gomori-Grocott, el violeta crisol, el azul de toluidina O o el
blanco de calcofltor. Las tinciones basadas en inmunofluorescencia directa (IFD) son
las mas sensibles y especificas aunque, de nuevo, no todos los kits comerciales

permiten la observacion de trofozoitos y quistes (86).
Figura 9. Imagenes al microscopio de Pneumocystis jirovecii en muestra de lavado
broncoalveolar.
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A. Tincion de plata metenamina o Gomori-Grocott. B tincion de inmunofluorescencia directa.

El principal inconveniente de las técnicas basadas en la microscopia es su limitada
sensibilidad, asi como la necesidad de ser realizadas por personal debidamente
entrenado y con experiencia. El rendimiento de la microscopia es inferior en casos de
neumonia en pacientes VIH negativos y resulta practicamente nula para deteccién de
colonizaciones (88), situaciones que, de forma caracteristica, cursan con cargas
fungicas inferiores a las presentes en la neumonia de los pacientes VIH positivos (89).
Ello hace que se haya cuestionado el papel del examen microscopico como técnica

patrén universal en el diagndstico de la neumonia por Pneumocystis (60,86,90).

32



1.3.6.2.Técnicas de biologia molecular

Desde su descripcién a principios de la década de los 90 (91,92), las técnicas de
Biologia Molecular han ido ganando protagonismo en el diagndstico de la
neumocistosis (90,93) (figura 10). En comparacién con la microscopia, las técnicas
basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ofrecen una mayor
sensibilidad y se han mostrado como esenciales para la deteccion de cargas fungicas
reducidas, lo que ha permitido poner de manifiesto, por ejemplo, el estado de portador
asintomatico (34,41,42,54,94).

Las primeras técnicas utilizadas fueron las de PCR convencional o tiempo final, asi
como técnicas de PCR anidada, que ofrecen resultados cualitativos. La introduccion
de las técnicas de PCR en tiempo real en la primera década del siglo XXI, permitio,
ademas, cuantificar la carga fungica en la muestra, fundamental para interpretar los
resultados obtenidos.

Figura 10. Estimacién del nimero de publicaciones relacionadas con las diferentes técnicas de
laboratorio aplicables al diagndstico de la neumonia por Pneumocystis jirovecii. Obtenido de la

presentacion “New diagnostic tools for P. jirovecii” del Dr Alexander Alanio en el 7th TIMM
(2015).
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Entre las ventajas que aportan las técnicas de PCR a tiempo real estd su elevada
sensibilidad. En el caso de P. jirovecii, serian aplicables a la deteccién del hongo

incluso en muestras de tracto respiratorio superior, que se pueden obtener de forma
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sencilla y no invasiva, y en las que Pneumocystis, de estar presente, se encuentra en
concentraciones mas bajas que en TRI (figura 11) (95). La utilidad diagndstica de la
PCR a tiempo real en este tipo de muestras, sin embargo, ha sido muy poco

estudiada.

Figura 11. Carga fangica esperada en funcién del tipo de muestra utilizado para el diagnéstico
de la neumonia por Pneumocystis jirovecii.
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Pese a mejorar notablemente la sensibilidad del diagnostico de laboratorio, el uso de
las técnicas de PCR a tiempo real no esta exento de inconvenientes. Ademas de ser
mas caro que la microscopia y requerir instalaciones especificas (86), uno de los
principales escollos que afronta la generalizacion del diagnéstico molecular de la
neumonia por P. jirovecii es la inexistencia de una técnica estandarizada y
universalmente aceptada (96-101).

Se han descrito multitud de dianas genéticas para uso con fines diagnosticos. Una de
las mas ampliamente utilizadas es la basada en la deteccion del gen mtLSU rRNA
(98,102-105). Otros genes empleados como diana son el de la glicoproteina mayor de
superficie (MSG) (98,106,107), la dihidropteroato sintasa (DHPS) (96,108,109), la
proteina de shock térmico de 70 kDa (Hsp70) (110), la subunidad pequefia del ARN
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ribosomal (MtSSU rRNA) (97) o la B-tubulina (B-TUB) (104,111). Mientras que
habitualmente so6lo hay una copia por genoma de los genes nucleares, los genes
mitocondriales pueden presentar varias copias y su humero puede variar en funcién
del estatus metabdlico del hongo (112). Esta variabilidad es un factor bien conocido
gque afecta tanto a la cuantificacion de la carga fungica como al rendimiento de la PCR,
lo que, junto al distinto grado de susceptibilidad del huésped, dificulta el
establecimiento de puntos de corte que ayuden a discriminar los estatus de
colonizacién e infeccion (figura 12) (103): el desarrollo de la infeccién estd modulado
por la capacidad de respuesta inmune del huésped (86,87,98,105,108,113-117), por lo
gque los rangos intermedios de carga fungica se pueden asociar tanto a estados de

infeccion activa como de portador (95,103).

Figura 12. Representacion gréfica de la relacion entre los valores de Ct y el diagnostico de
neumonia por P. jiroveci en funcion del tipo de paciente. Obtenido de Fauchier et al (103).
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El recuadro azul se muestra los valores medios de Ct (IC 95%) para pacientes colonizados e
infectados. Los recuadros verde, naranja y amarillo muestran los valores de Ct utilizados para
excluir el diagnéstico de neumonia y colonizacién con un 80% sensibilidad y un 80%
especificidad.
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1.3.6.3. Otras herramientas diagndsticas: marcadores seroldgicos

En las dltimas décadas se han incorporado biomarcadores seroldgicos
complementarios para el diagnéstico de la neumocistosis. El mas utilizado es el B-D-
glucano, detectable en muestras de suero o plasma. Presenta una elevada
sensibilidad, pero una especificidad limitada para el diagnoéstico de la neumonia por
Pneumocystis, ya que este antigeno también est4 presente en la pared de otros
ascomicetos causantes de patologia invasora en humanos como Candida spp. y
Aspergillus spp. (90,118,119). Su mayor utilidad, no obstante, reside en su elevado
valor predictivo negativo. Como marcador complementario que es no puede utilizarse
aisladamente, y es mandatorio confirmar siempre el diagnéstico mediante las técnicas
mencionadas anteriormente en muestras respiratorias (90,119).

Algunos autores han demostrado que el diagndstico seroldgico, basado en la
detecciébn de IgM frente a Pneumocystis, puede ser otra herramienta para el
diagnostico de la infeccion (120). Otros marcadores potencialmente Utiles pero no
especificos de infeccion por Pneumocystis incluyen: (i) los niveles de LDH en suero,
que suelen estar elevados en los pacientes con neumonia por Pneumocystis
probablemente debido a la inflamacion y dafio pulmonar (86,118,121); (ii) el antigeno
de Krebs von den Lungen-6 (KL-6), una glicoproteina de membrana que expresan los
neumocitos de tipo Il cuyos niveles, usualmente, se encuentran elevados en el suero
de pacientes con neumonia intersticial, incluida la causada por Pneumocystis, y que
ademas se comporta como marcador de dafio pulmonar (86,118,121); (iii) S-adenosil
metionina (SAM), un compuesto intermedio de mudltiples funciones celulares que
Pneumocystis no puede sintetizar por si mismo y que necesita adquirir a partir del
hospedador, por lo que los niveles de SAM en el suero de pacientes con

neumocistosis suelen ser inferiores a lo normal (86,118,121).
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1.3.7. Técnicas moleculares aplicadas al estudio de la epidemiologia de
Pneumocystis jirovecii

Las técnicas basadas en la deteccibn de acidos nucleicos representan una
herramienta esencial para la generacién de respuestas referentes al comportamiento y
distribucion de P. jirovecii (21,41), asi como para el estudio de la posible asociacion
entre cepas y poblaciones de hospedadores particularmente susceptibles, la gravedad
de la infeccion que producen o la capacidad para producir brotes, entre otros (21,122—
124) .

Se han empleado diferentes métodos moleculares para genotipar este hongo. Difieren
en cuanto a aspectos técnicos, capacidad discriminatoria, capacidad de deteccién de
mezclas de genotipos y dianas genéticas utilizadas, y su aplicabilidad varia en lo
referente a coste y disponibilidad de la tecnologia necesaria. El principal factor
limitante para su uso, no obstante, reside en la carencia de un sistema de propagacion
in vitro de este microorganismo que garantice la disponibilidad permanente de
cantidades suficientes de material genético. El tipado molecular de P. jirovecii, por
tanto, debe realizarse directamente sobre muestras clinicas, finitas por naturaleza, y
su rendimiento se ve seriamente afectado por la cantidad de hongo presente en las

mismas.

1.3.7.1. Single-Strand Conformation Polymorphism (SSCP)

El andlisis que detecta variaciones conformacionales en una sola hebra generados por
polimorfismos en un Unico nucleétido se basa en la modificacién que dichos cambios
provocan en la movilidad de monocadenas de ADN cuando se realiza una
electroforesis en condiciones no desnaturalizantes. El primer paso consiste en una
amplificacion mediante PCR, de fragmentos de 100 a 500 pb, seguido de

electroforesis en gel de poliacrilamida. En el genotipado mediante SSCP de
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Pneumocystis, se han utilizado diferentes genes como diana, incluyendo la region
internal transcribed spacer 1 (ITS1), mtLSU rRNA, 3-TUB y DHPS (125-128).

Aunque tedioso, se trata de un método relativamente poco complejo, econémico y
accesible que consigue la deteccion de hasta el 10% de mezclas de genotipos. Sus
principales inconvenientes radican en su limitada capacidad para la deteccion de
mutaciones, la calidad de la migracién del ADN y el gran esfuerzo necesario para su
puesta a punto ya que cada patrén necesita de validacion mediante clonacién y
secuenciacién. La aparicion de técnicas mas eficaces ha hecho que, actualmente,

haya caido en desuso (21,122).

1.3.7.2. Restriction Fragment Length Polymorphism Analysis (RFLP)

El andlisis de fragmentos mediante enzimas de restriccion se basa en la amplificacion
mediante PCR de un gen o region concreta de ADN y la posterior digestién del
producto de amplificacion mediante enzimas de restriccion; seguidamente analiza el
tamafio de los fragmentos mediante electroforesis en gel, observandose distintos
patrones de bandas en funcion de las variaciones o polimorfismos en la secuencia del
gen estudiado. Durante la década de los 80 y principios de los 90 fue un método de
tipado ampliamente utilizado para multitud de microorganismos.

El analisis mediante RFLP no requiere equipos costosos Yy la técnica se puede realizar
en un tiempo relativamente corto. Sus principales desventajas son la dependencia de
la existencia de sitios de restriccion de la secuencia de ADN concreta y la dificultad en
la interpretacién de patrones de bandas con diferencias minimas.

En P. jirovecii se utiliz6 para el estudio de mutaciones en el gen DHPS, de especial
interés ya que, algunas de ellas se asocian a resistencia al cotrimoxazol (129-133).
También se aplico para el estudio de polimorfismos en la familia de genes de MSG
(msg-RFLP) (134,135). Mediante amplificacion de fragmentos de hasta 1300 pb de
MSG vy posterior digestion, se obtiene una amplia variedad de patrones
electroforéticos. Los primeros estudios de msg-RFLP permitieron demostrar
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diferencias en los patrones obtenidos de diferentes pacientes con SIDA y neumonia
por Pneumocystis asi como la conservacion en el tiempo de dichos patrones en
muestras consecutivas del mismo paciente obtenidas con menos de 3 meses de

diferencia (135).

1.3.7.3. Short Tandem Repeat (STR) o microsatélites

En eucariotas, los microsatélites o secuencias de ADN cortas de repeticién en tandem
se encuentran en numerosos loci y se caracterizan por su alta proporcion de
mutaciones, entre 10 y 100.000 veces mas frecuentes que en las regiones no
repetitivas (122). El tipado mediante microsatélites se basa en la amplificacién de la
region STR especifica y su posterior cuantificacion, usualmente mediante
electroforesis capilar. Se trata de un método facil, rapido y econdmico, sin necesidad
de secuenciacion de ADN.

En Pneumocysitis, la primera aproximacion con este método se realiz6 en el intron de
la secuencia previa conservada o upstream conserved sequence (UCS,) del gen MSG
(136). Este locus presenta un motivo repetitivo de 10 pb y una gran variedad de
secuencias de acuerdo al numero de repeticiones de dicho motivo (137). En 2014,
Parobek y colaboradores publicaron el primer estudio en que describian el tipado de P.
jirovecii basado en ocho marcadores STR, alcanzando un excelente poder
discriminatorio (indice de Hunter de 0.999) (138). Un afio mas tarde, se propuso otro
esquema basado en seis STR, también con excelentes resultados (indice de Hunter
de 0.992) (139), que fue aplicado al estudio de poblaciones de Pneumocystis
procedentes de varios centros hospitalarios europeos (140). Dichos estudios
demostraron, ademas, una alta capacidad de deteccién de genotipos mixtos, hasta el
70%. La principal limitacion del uso de microsatélites para el tipado de P. jirovecii es
gue la técnica no esta estandarizada y no estan definidos qué STR deben utilizarse,
por lo que no es posible comparar resultados entre diferentes estudios y solamente
esta optimizada para muestras con cargas fungicas elevadas (141).
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1.3.7.4. Single-Base Extension Methods (SBE)

El método de extension de base Unica se utiliza para la deteccion de polimorfismos de
nucleétido unico (SNP) conocidos. Requiere una amplificacion previa mediante PCR y
una posterior hibridacién con un cebador complementario a la secuencia que contiene
dicho SNP, con extension de la cadena en presencia de didesoxinucleétidos (ddNTPs)
terminadores. La deteccion posterior puede realizarse mediante marcaje fluorescente,
is6topos o electroforesis capilar.

Este método fue utilizado por Esteves y colaboradores en 2011 usando las dianas
DHFR, mtLSU rRNA y superdxido dismutasa (SOD) para la investigacion de los SNPs
dhfr312, mt85, sod110 y sod125, hallando una concordancia con la secuenciacion
directa del 94% (142,143). Alanio y colaboradores también lo utilizaron para el loci
mtLSU rRNA analizando tres alelos de mt85 (144).

Aunque el tipado mediante SBE permite prescindir de la secuenciacion, se limita a la
deteccion de SNP conocidos y, comparado con la secuenciacion Sanger, resulta ser

un método mas caro (122).

1.3.7.5. Secuenciacion directa de ADN

La secuenciacién Sanger continla siendo el método de tipado de P. jirovecii mas
extensamente utilizado ya que se trata de una técnica relativamente accesible. A
diferencia de otros métodos de tipado, la secuenciacion permite detectar tanto SNP
previamente descritos como otros potencialmente nuevos en los loci estudiados
(21,122), también denominados secuenciotipos (ST). La principal desventaja de la
secuenciacion Sanger es que presenta rendimiento limitado para la deteccion y
diferenciacién de secuencias mixtas dentro de un mismo amplicén, ya que no puede

detectar alelos minoritarios por debajo del umbral del 20-30%.
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1.3.7.5.1. Secuenciacién de un dnico locus

El estudio de polimorfismos en locus Unicos mediante secuenciacion ha sido
ampliamente utilizado en estudios de genotipado de P. jiroveci con resultado desigual.
El significado y repercusion de los SNP en la actividad celular depende de su posicion
en el genoma. Cuando el SNP se localiza en regiones codificantes, puede tener
impacto a nivel fenotipico, alterando la funcién de un gen o la estructura de la proteina
codificada. En cambio, cuando se trata de regiones no codificantes, se pueden
producir alteraciones en la estabilidad del ADN (145).

ITS1 e ITS2 son las regiones mas polimorficas del genoma de P jirovecii,
identificAndose hasta 120 genotipos distintos (127,146-151); su gran variabilidad se
debe a la presencia de repeticiones poli-A y poli-T de longitudes variables en los
extremos. Las regiones poli-A y poli-T dificultan la alineacion de secuencias, limitando
la precision con la que la secuenciacion puede identificar los polimorfismos
verdaderos, ya que las variantes pueden ser ocasionadas por deslizamientos durante
la replicacién del ADN in vivo o bien a errores o recombinaciones generadas durante la
PCR (21,122,152). El locus mtLSU rRNA también ha sido frecuentemente utilizado
(136,144,153-159). Presenta un menor grado de polimorfismo, por lo que su
capacidad discriminatoria es inferior, habiéndose descrito 25 genotipos. DHPS es otro
de los loci mas estudiados (133,155,160-166); presenta muy bajo polimorfismo por lo
que su uso para el genotipado es limitado. No obstante, la detecciéon de SNP en los
codones 55 y 57 de DHPS es de gran relevancia ya que se han relacionado con
resistencia al cotrimoxazol (161,162). Otros loci estudiados con propésitos de
genotipado son el intrén de la subunidad 26S del operén del RNA ribosomal nuclear
(26S) (127,134,153,167,168), y fragmentos de los genes que codifica para la -
tubulina (B-TUB) (168,169), mtSSU rRNA (154,170), la citocromo oxidasa B (CYB)
(145,156,171,172), la timidilato sintasa (TS) (156,173), la superoxido dismutasa (SOD)
(156,171,174-176), la dihidrofolato reductasa (DHFR) (166,172,177), la kexina (kex1)
(178) y el producto multifuncional arom (179).
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1.3.7.5.2. Multilocus Sequence Typing (MLST)

La estrategia Multilocus Sequence Typing (MLST) consiste en la secuenciacion de
varios loci; la combinacion de sus secuencias permite generar perfiles alélicos Unicos
denominados genotipos multilocus (MLG). Esta estrategia permite incrementar
notablemente el poder discriminativo del tipado ya que la diversidad obtenida es
sustancialmente superior respecto a la de un Unico locus.

A pesar de ser la técnica con mayor potencial, aplicacion y rendimiento, presenta las
ya descritas limitaciones propias de la secuenciacion Sanger. Ademas, la necesidad
de combinar la amplificacion de varias dianas puede suponer pérdidas de rendimiento
del tipado de gran impacto lo que, sumado a la posible presencia de secuencias
mixtas, reduce sustancialmente el nimero de casos con asignacion exitosa de MLG.
Su principal inconveniente, sin embargo, reside en la falta de un protocolo o esquema
consenso de utilidad universal. Numerosos trabajos muestran el uso de esquemas con
diferentes combinaciones de loci para el estudio de cohortes de pacientes o bien para
la investigacion de brotes de neumocistosis (102,123). Algunos ejemplos de esquemas
incluyen combinaciones de: mt26S y DHPS (124,130,131,155), DHPS e ITS (180,181)
o mt26S, DHPS e ITS (160), entre otros. La principal consecuencia de esta
heterogeneidad es que no resulta posible extrapolar datos y comparar resultados entre
estudios.

En los ultimos afios, han surgido dos iniciativas que tienen como objetivo generar un
esquema MLST consenso para el tipado de Pneumocystis. La primera, auspiciada por
la International Society of Human and Animal Mycology (ISHAM), propuso un esquema
de tipado que incluye las dianas B-TUB, DHPS, mt26S e ITS; este proyecto cuenta con
una base de datos publica para depésito y consulta de secuencias accesible a través

de internet (http://mlist.mycologylab.org/pjirovecii). La segunda iniciativa, publicada en

2013 por Maitte y colaboradores (182) consisti6 en la evaluacion de ocho dianas
diferentes (26S, B-TUB, DHPS, DHFR, mt26S, ITS, SOD y CYB) proponiendo el uso
de una estrategia compleja basada en el uso de todas las dianas o, alternativamente,
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dos estrategias simplificadas pero con una capacidad discriminatoria valida basadas
en la combinacion de mt26S, SOD y CYB o bien de 26S, mt26S, B-TUB e ITS. A dia
de hoy ningun esquema MLST ha sido adoptado de forma generalizada, dificultando

asi el avance el del conocimiento de la epidemiologia de Pneumocystis (102).
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JUSTIFICACION,
HIPOTESIS Y OBJETIVOS

45



46



2. Justificacion, hipotesis y objetivos

2.1. Justificacion del estudio

La neumonia por P. jirovecii ha sufrido cambios epidemiolégicos en los Ultimos afios,
con incidencia decreciente en pacientes VIH positivos y aumento progresivo en los
inmunocomprometidos VIH negativos. En estos ultimos, y comparado con los
pacientes VIH positivos, la neumonia por P. jirovecii es mas grave, acarrea mayor
mortalidad, y cursa con menor carga fangica. La técnica de diagndstico microbiolégico
de referencia, basada en el examen microscépico, presenta bajo rendimiento y, con
frecuencia, no es posible obtener una muestra broncoscopica. El uso de muestras
respiratorias no invasivas y la aplicacién de técnicas moleculares de diagnéstico en
esta poblacion, aunque se plantean como alternativas potencialmente Utiles, tienen un
rendimiento desconocido y que puede variar en funcion de la diana molecular
seleccionada para detectar Pneumocystis. Representaria un gran avance en el
cuidado de los pacientes inmunocomprometidos disponer de una técnica de muestreo
no invasiva que, combinada con técnicas microbiol6gicas sensibles y especificas,
permitiese aumentar el rendimiento diagnéstico de la nemoncistosis.

La informacidén relacionada con aspectos epidemolégicos relevantes de la infeccion
por Pneumocystis (ej.: las poblaciones circulantes en cada area geografica, las
diferencias de patogenicidad entre cepas, su asociacion con factores de riesgo, grupos
especificos de pacientes, o gravedad, o la capacidad para producir brotes) es escasa
e incluso contradictoria. Ello se debe, principalmente, a la ausencia de un método de
genotipado estandarizado y de aplicabilidad general. La generacion de un esquema
eficiente de genotipado permitiria hacer estudios en diferentes escenarios, comparar
sus resultados y acumular datos a gran escala para avanzar en el conocimiento de

esta infeccion.
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2.2. Hipotesis

2.2.1. Optimizaciéon del diagnostico microbiolégico de la infeccién por
Pneumocystis jirovecii

Las técnicas de PCR a tiempo real permiten detectar cargas fungicas muy bajas,
mejorando el diagnéstico de la neumonia por P. jirovecii en pacientes
inmunodeprimidos no infectados por el VIH y permitiendo la deteccion de
colonizaciones. Debido a su elevada sensibilidad, las técnicas de PCR a tiempo real
son de potencial utilidad en muestras no invasivas, donde la carga fangica es muy
baja, aunque la diana genética utilizada puede influir en su rendimiento diagndstico. La
eleccién de la diana, por su parte, puede ser un factor critico a la hora de seleccionar

puntos de corte que ayuden a diferenciar colonizaciones de infecciones.

2.2.2. Genotipado y epidemiologia basada en técnicas moleculares

MLST es una estrategia de genotipado util para el estudio epidemiolégico de P.
jirovecii en el ambito clinico. El desarrollo de un esquema MLST de genotipado
discriminatorio y aplicable a la variedad de situaciones clinicas asociadas a
Pneumocystis puede ser de gran ayuda para profundizar de forma efectiva en el
conocimiento de su epidemiologia. La capacidad discriminatoria y aplicabilidad de los
esquemas de MLST, no obstante, podria verse influida por las dianas seleccionadas y

la cantidad de hongo presente en las muestras.
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2.3. Objetivos

2.3.1. Optimizacién del diagnostico microbiolégico de la infeccién por
Pneumocystis jirovecii

Objetivo principal:

- Evaluar el rendimiento de muestras de lavado oral para el diagnéstico de la
neumonia por P. jirovecii mediante el uso de técnicas de PCR a tiempo real
particularmente en pacientes inmunocomprometidos no infectados por el VIH.
Objetivos secundarios:

- Comparar el rendimiento diagnostico de dos técnicas de PCR en tiempo real con
diferente diana genética aplicadas a muestras de lavado oral (muestra no invasiva) y
lavado broncoalveolar (muestra invasiva).

- Comparar el rendimiento de las muestras de lavado oral (muestra diagndstica
alternativa) y lavado broncoalveolar (muestra diagnostica de referencia), para el
diagnostico de la neumonia por P. jirovecii, especialmente en poblacién
inmunocomprometida no infectada por el VIH.

- En base a los resultado de las técnicas de PCR, establecer criterios de interpretacion
para cada tipo de muestra estudiada que ayuden a diferenciar los estados de

colonizacion e infeccion en pacientes portadores de P. jirovecii.
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2.3.2. Genotipado y epidemiologia basada en técnicas moleculares
Objetivo principal:

- Comparar el rendimiento de dos esquemas MLST de genotipado propuestos
previamente que incluyen los siguientes loci: B-TUB, DHPS, mt26S e ITS versus
mt26S, SOD y CYB respectivamente, asi como el de posibles combinaciones de
alternativas de estos loci para identificar el esquema MLST mas adecuado para el
tipado de P. jirovecii.

Objetivos secundarios:

- Describir la influencia de la carga fungica presente en la muestra sobre la tasa de
amplificacion de los loci estudiados.

- Describir la diversidad genética de P. jirovecii para cada uno de los loci estudiados en
la cohorte de estudio.

- Comparar las variantes alélicas de cada loci halladas en la poblacién sometida a
estudio con las previamente descritas en la literatura, haciendo particular énfasis en la
comparacion con variantes descritas en Espafia.

- Para la poblacién estudiada, describir la diversidad genética de P. jirovecii en base a
los resultados de la combinacién de los loci anteriormente mencionados.

- Describir la posible presencia de mutaciones en el gen DHPS previamente descritas
asociadas a potencial resistencia a cotrimoxazol.

- Identificar las variantes alélicas que solas o0 en combinacién se asocien con alguno
de los siguientes rasgos: (i) neumonia versus colonizacién, (i) gravedad de la
infeccion, (iii) enfermedad de base, (iv) tratamientos inmunosupresores, (v) percepcion

de cuidados en centro sanitario.
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MATERIAL Y METODOS
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3. Material y Métodos

3.1. Estudio 1: Optimizacion del diagnostico microbiologico

de la infeccidn por Pneumocystis jirovecii

3.1.1. Disefio del estudio, pacientes, tipo de muestra clinica y
clasificacion de los episodios.

Se realizd un estudio retrospectivo comprendido entre marzo del 2016 y marzo del
2018 en el Hospital Universitario Vall d’Hebron, hospital terciario de referencia en la
ciudad de Barcelona. Se incluyeron en el estudio aquellos pacientes
inmunodeprimidos que presentaron signos y sintomas de insuficiencia respiratoria
aguda en cuyo diagnostico diferencial se incluyera la neumonia por P. jirovecii y de los
cuales se hubiese obtenido muestras pareadas de lavado oral y LBA con no mas de
48 horas de diferencia. Se incluyd, ademas, un paciente del que se obtuvo una biopsia
pulmonar que presentaba hallazgos anatomopatolégicos compatibles con
Pneumocystis y del que se disponia de un lavado oral recogido 4 dias antes.

Para la recogida de muestras de lavado oral se indicé a los pacientes que realizasen
durante 30 segundos gargaras con 10 mL de suero fisioldgico tan vigorosamente como
fuesen capaces y que depositasen el liquido resultante en un recipiente de boca ancha
estéril. Las muestras de LBA se obtuvieron mediante fibrobroncoscopia flexible segun
el procedimiento habitual.

Se revisaron las historias clinicas y se registraron las siguientes variables: edad, sexo,
enfermedad o causa de inmunosupresion de base, tratamientos inmunosupresores
habituales incluyendo el uso previo de corticoides sistémicos, fiebre, presencia de
disnea, saturacion de oxigeno en aire ambiente (%), recuento de linfocitos en sangre
(células/mm?) y patrén radiolégico, asi como el uso de farmacos con actividad frente a

Pneumocystis en las semanas previas a la toma de las muestras y su duracion.
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Para cada episodio de insuficiencia respiratoria incluido en el estudio, el diagndstico de
neumonia por P. jirovecii se establecio por consenso entre microbidlogos y
especialistas en enfermedades infecciosas teniendo en cuenta tanto los datos clinicos
como los hallazgos radiol6gicos y de laboratorio. Los casos de insuficiencia
respiratoria aguda en los que se detectd presencia de Pneumocystis en alguna de las
muestras, pero en los que el resto de hallazgos clinicos y de laboratorio apuntaron
como causa principal 0 mas probable a una etiologia alternativa fueron etiquetados

como colonizaciones.

3.1.2. Procedimientos de laboratorio

3.1.2.1. Deteccion de P. jirovecii mediante inmunofluorescencia directa

Para deteccién de P. jirovecii por microscopia se aplicé una técnica comercial de IFD
(Merifluor Pneumocystis; Merdidien Bioscience Inc.) basada en anticuerpos
monoclonales marcados con fluoresceina y capaz de detectar tanto las formas
trofozoiticas como las quisticas. La tincion se aplic6 a muestras de LBA, siempre que
el volumen disponible fuese = 5 mL. Siguiendo las instrucciones del fabricante, la
tincibn se realiz6 sobre una alicuota del sedimento obtenido tras centrifugar el
volumen; las extensiones se fijaron con acetona y se cubrieron con 50 puL de la
solucion de tincion. Tras incubacion en camara humeda a 35-37°C durante 30 minutos
y posterior aclarado para eliminar el exceso de reactivo, las preparaciones fueron
examinadas inmediatamente a 100 y 400 aumentos utilizando para ello un microscopio
de fluorescencia. Se consideraron positivas aquellas extensiones en las que se

observaron, al menos, dos formas trofozoiticas y/o quisticas.

3.1.2.2. Extraccion de acidos nucleicos
La extraccion de ADN se realiz6 mediante el kit de columnas QlAamp DNA minikit
(Qiagen) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para las muestras de lavado

oral y de LBA, se parti6 de un volumen de 1 mL y 400 pL, respectivamente,
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obteniéndose tras dos ciclos de centrifugacion, lavado vy filtrado, un volumen final de
elucion de 60 pL. Los eluidos fueron empleados inmediatamente para realizar el
diagndéstico molecular; los remanentes, siempre que fue posible, se conservaron a -

20°C.

3.1.2.3. Técnicas de PCR atiempo real

A los eluidos de todas las muestras incluidas en el estudio se aplicaron, en paralelo y
por separado, dos técnicas de PCR en tiempo real previamente descritas (108,112)
con pequefias modificaciones. Cada una de las técnicas estaba dirigida contra una
diana genética diferente: DHPS (gen nuclear de copia Unica) y mtSSU rRNA (gen
mitocondrial presente en un numero de copias mdltiple y poco variable). Las
secuencias de los cebadores y las sondas se detallan en la tabla 4. La reaccion de
amplificacién se realiz6 en un termociclador SmartCycler Thermal Cycler (Cepheid,
Sunnyvale, CA) bajo las siguientes condiciones de temperatura: 95°C 15 minutos para
la activaciéon de la polimerasa, seguido de 45 ciclos de 15 segundos a 95°C para la
desnaturalizacion del ADN y 1 min a 60°C para la hidridacién de los cebadores y la
extension. Brevemente, la reaccion se llevo a cabo en un volumen final de 25 L, con
los cebadores a concentracién 0.4 uM y la sonda a 0.2 pM. Se utilizé la RNAsa P
humana marcada con el fluor6foro VIC (Applied Biosystems, Texas) como control de
inhibicion.

Tabla 4. Dianas genéticas y secuencias de los cebadores y sondas de las PCR a tiempo real
utilizadas para el diagndstico de la infeccion por Pneumocystis jirovecii.

Diana Cebadores y sonda Secuencia (5’-3’)

DHPS DHPS_F GCTTGGTCCAAGTCGCAAAA

DHPS_R AGCAGTGCCCCAAATCC

DHPS_P FAM-ATTTACAGGGTGTCTTACAGGTGATGTTATGCCAA-BHQ1
mtSSU rRNA | MtSSU_Pj1098F TCATGACCCTTATGAAGTGGGC

mtSSU_Pj1173R GCTCCGACTTCCATCATTGC

mtSSU_P1125P FAM-ACGTGCTGCAAAATTTTCTACAATGGG-BHQL
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3.1.3. Expresién de los resultados y andlisis estadistico

Los resultados de las PCR en tiempo real se expresaron como valores de Ct (cycle
threshold). Los valores cuantitativos se expresaron como media (95% de intervalo de
confianza [IC95%]). Las proporciones se expresaron como porcentajes. Para el
andlisis de las variables categoricas se utilizé la prueba chi-cuadrado o el test exacto
de Fisher, mientras que para analizar las variables cuantitativas se aplicé el estadistico
t de Student o bien el test de Mann-Whitney segun correspondiese.

Se calcularon la sensibilidad, la especificidad y los valores predictivos positivo (VPP) y
negativo (VPN) para cada tipo de muestra y diana genética. Se utiliz6 el indice kappa
(k) para evaluar la concordancia de los resultados cualitativos entre las muestras para
cada técnica de PCR y entre las técnicas de PCR para cada tipo de muestra. Se midi6é
la eficiencia diagnéstica mediante el calculo del area bajo la curva (AUC) ROC
(Receiver Operator Characteristic) considerando deseable un valor > 0.9.

Para el analisis estadistico se utiliz6 el programa Stata Statistical Package version
15.0 (StataCorp, College Station, TX, USA). Para elaborar los graficos se conté con el

apoyo adicional del programa GraphPad Prism 8.1.
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3.2. Estudio 2: Genotipado y epidemiologia basada en
técnicas moleculares

3.2.1. Disefio del estudio, pacientes y tipo de muestra clinica

Se realiz6 un estudio retrospectivo observacional en el periodo comprendido entre abril
de 2014 y abril de 2018. Se incluyeron pacientes atendidos en el Hospital Universitario
Vall d’Hebron, en los que, como parte del proceso de diagnéstico o seguimiento de la
patologia del paciente, se remiti6 una muestra de lavado oral y/o LBA para la
deteccién de P. jirovecii mediante PCR y ésta resultd positiva. Se incluyeron pacientes
en los que la deteccion de P. jirovecii correspondid, segun criterios clinicos,
radiol6gicos y de laboratorio, tanto a casos de neumonia como de colonizacién.

El diagnéstico de laboratorio se realiz6 como se ha descrito en los apartados 3.1.2.2 y
3.1.2.3 y los resultados se expresaron como Ct. En el estudio se incluyeron eluidos
gque se hubiesen conservado a -20°C después del diagndstico y, en caso de disponer
de mas de uno, sélo se incluyé un eluido por paciente.

De cada paciente se registraron variables demograficas y clinicas relativas al episodio
patolégico que motivé la obtencién de la muestra, incluyendo edad, sexo, patologias y
tratamientos inmunosupresores de base, el uso de profilaxis frente a Pneumocystis y
asociacion del episodio a la asistencia sanitaria (ingreso hospitalario en los tres meses
previos o deteccion de Pneumocystis en el curso de un ingreso por una causa no
relacionada) y, en los casos de neumonia, variables indicadoras de gravedad:
saturacién de O; en aire ambiente (%), necesidad de intubacion orotraqueal (IOT),
necesidad de ingreso en UCI y mortalidad en el episodio. A cada paciente se le asigno

un nimero de identificacion consecutivo en orden cronolégico.
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3.2.2. Tipado mediante MLST

Para el genotipado de P. jirovecii se utilizaron inicialmente dos protocolos MLST
basadas en el resultado de la secuenciacion parcial de 3 0 4 genes. El primero de ellos
(“esquema 1), es el propuesto por la ISHAM (disponible en

http://mist.mycologylab.org/page/PJ%20Main) e incluye como dianas B-TUB (168),

DHPS (131), mt26S (168) e ITS (146). El segundo protocolo (“esquema 27), fue
propuesto por Maitte y colaboradores en 2013 (182) e incluye CYB (156), mt26S (183)
y SOD (156). Para amplificar la diana mt26S, presente en ambos esquemas, se
utilizaron dos protocolos diferentes: el previamente descrito en la literatura (protocolo
“mt26S-A”) (178) y un protocolo disefiado de novo generado por el consorcio formado
por integrantes del Molecular Mycology Research Laboratory, Sydney Medical School -
Westmead Hospital, University of Sydney, Sydney, Australia, el Instituto de Ciencias
Biomédicas (ICBM), Facultad de Medicina, Universidad de Chile, Santiago de Chile,
Chile 'y nuestro propio grupo (protocolo “mi26S-B” disponible en

(http://mlist.mycologylab.org/page/PJ%20Primers%20Pasic%202020).

Todas las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un volumen final de 25
uL, con una concentracion de cebadores al 0.4 uM y un volumen de eluido de ADN de
2.5 pL. La informacién de los cebadores, tamafio de los fragmentos, condiciones
térmicas y secuencias de referencia estan detalladas en la tabla 5. Para la
amplificacién del ADN se utiliz6 la polimerasa GoTaq® Green Master Mix (Promega
Corporation, Madison, WI, USA). La amplificacion se verific6 mediante visualizacién de
las bandas del tamafio esperado en un gel de agarosa al 2%. A continuacion, se
procedio6 a la purificacion enzimatica de los productos de amplificacion mediante el uso
de ExoSAP-IT™ (Applied Biosystems), afiadiendo 2 pL del reactivo a 5 pL del
producto de amplificacion y procediendo a 15 minutos de incubacién a 37°C y
posteriormente, 15 minutos a 80°C. Una vez purificados, se procedi6 a la

secuenciacion de las hebras forward y reverse mediante secuenciacion Sanger
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utilizando la tecnologia BigDye™ Terminator (Applied Biosystems) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.
Los alelos identificados fueron nombrados siguiendo la nomenclatura preestablecida
para cada diana (tabla 10).
Se realizaron un maximo de 2 intentos de amplificacion por cada muestra y diana. Se
considerd la amplificacion fallida si, tras los dos intentos, el resultado obtenido fue la

no amplificacion o la obtencion de una secuencia no analizable.
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Tabla 5. Cebadores utilizados en los esquemas de genotipado, condiciones de amplificaci
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3.2.3. Andlisis filogenético

Las secuencias obtenidas se depuraron y alinearon con ayuda de los programas
MEGA v5.2 y MEGA-X (The Biodesign Institute, Tempe, AZ) segun procediese. Una
vez depuradas, las secuencias de cada locus se ordenaron de forma independiente y
se sometieron a un andlisis de variantes con la herramienta snp-sites

(https://github.com/sanger-pathogens/snp-sites) con el objetivo de identificar las

variantes alélicas presentes para cada locus y definir los genotipos. Una vez definidos
los genotipos se concatenaron las secuencias de los loci correspondientes a cada
esquema y combinacion alternativa y se realiz6 el andlisis filogenético de los mismos
utilizando el programa R (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria.

https://www.r-project.org/) y la herramienta Phyloviz (https://online.phyloviz.net/index).

Se generaron los correspondientes dendrogramas utilizando el método (UPGMA
unweighted pair group method with arithmetic mean) (184).

Debido al riesgo de ambigledad de interpretacion se excluyeron del analisis
filogenético las secuencias individuales de loci que presentaban mas de un posible
nucleétido por posicién, es decir, las secuencias obtenidas de muestras en las que
podrian estar presentes mezclas de variantes alélicas (“genotipos mixtos”).

Se utilizé el indice de Hunter (indice H) para evaluar la diversidad genética y la
capacidad discriminatoria de cada locus y de cada esquema MLST, asi como de
nuevos esquemas generados mediante combinaciones alternativas de las dianas
secuenciadas, entendiendo como “capacidad discriminatoria” la capacidad para
diferenciar secuencias procedentes de cepas no relacionadas. El indice H se calculd

con la férmula estandar

indi “1——1 S nn —
indice H=1 N—D j=1ni(n — 1)

donde N es el niumero total de secuencias, s el numero de variantes identificadas y n;

el numero de variantes pertenecientes al patron j. Se considerdé que la diversidad
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genética y la capacidad discriminatoria de cada locus y esquema eran adecuados

cuando el valor del indice H alcanzado fue > 0.95 (185).

3.2.4. Andlisis estadistico

Las variables continuas se expresaron como media y desviacion estandar (SD). Las
variables discontinuas se expresaron como proporciones en forma de porcentaje (%).
El andlisis univariado se realiz6 utilizando la prueba t de Student y la prueba 2 segin
correspondiese. El andlisis estadistico se realiz6 con el paquete estadistico Stata

version 15.0 (StataCorp, College Station, Texas, USA).

3.3. Consideraciones éticas

Los datos relativos a pacientes incluidos en la presente tesis doctoral se obtuvieron y
trataron de acuerdo con los cédigos establecidos en la Declaracion de Helsinki de la
Asociacion Médica Mundial sobre principios éticos para las investigaciones médicas en
seres humanos tras la revision de 2013. Debido al caracter retrospectivo no
intervencionista de los estudios incluidos en esta tesis, no se precisé la obtencion de
consentimiento informado por parte de los pacientes. Los protocolos de investigacion y
el requerimiento de obtencién de datos relacionados con los mencionados estudios
fueron aprobados por el Comité de ética del Hospital Universitario Vall d’Hebron, con

namero de protocolo PR(AG)450/2018.
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4. Resultados

4.1. Estudio 1: Optimizacién del diagnostico microbioldgico

de la infeccidn por P. jirovecii

En este estudio se incluyeron 36 pacientes, de los que 31 (88.6%) eran
inmunocomprometidos VIH negativos. En 15 casos (41.7%) el episodio respiratorio fue
etiquetado como neumonia por Pneumocystis, mientras que en los 21 pacientes
restantes la causa de la insuficiencia respiratoria aguda fue atribuida a otras causas;
entre estos Ultimos se identificaron 8 pacientes (22.2% del total) portadores de P.
jirovecii que se etiquetaron como colonizados. Las principales caracteristicas
demograficas y clinicas de los pacientes incluidos en el estudio se encuentran
resumidas en la tabla 6.

Las muestras de lavado oral y LBA se obtuvieron, de media, con 1 dia (IC95% 0.71-
1.30) de diferencia. Ningun paciente recibid tratamiento profilactico con actividad frente
a P. jirovecii en los seis meses previos al episodio correspondiente al estudio.
Previamente a la toma del lavado oral, 11 pacientes recibieron tratamiento dirigido
frente a P. jirovecii durante una media de 0.75 dias (IC95% 0.21-1.29), mientras que
antes de obtener muestras de LBA 28 pacientes recibieron tratamiento dirigido un
promedio de 1.63 dias (IC95% 0.97-2.30). En lo que respecta a los resultados de la
deteccion por PCR, el efecto de la corta duracion del tratamiento dirigido previo a la
toma de muestra fue escaso y estadisticamente no significativo, como se detalla en la

tabla 7.
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Tabla 6. Resumen de las principales caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes

incluidos en el estudio 1.

Caracteristicas de los pacientes

Neumonia por
P. jirovecii
(n=15)

Otros
diagndsticos
(n=21)

Edad (Afos) [media, desviacion

estandar] 60.3 (11.3) 60.5 (10.4) 60.1 (12.1) 0.933
Género [n (%)] 0.955
Masculino 19 (52.8) 8 (53.3) 11 (52.4)
Femenino 17 (47.2) 7 (46.7) 10 (47.6)
Causa de la inmunosupresion
[n (%6)] 0.206
Neoplasia de érgano solido 11 (30.5) 6 (40.0) 5 (23.8)
Neoplasia hematoldgica 10 (27.8) 3(20.0) 7(33.4)
Trasplante de progenitores
hematopoyéticos 5(13.9) 0 (0.0) 5(23.8)
VIH 5(13.9) 3(20.0) 2 (9.5)
Trasplante de 6rgano sélido 3(8.3) 1(6.7) 2(9.5)
Enfermedad autoinmune 1(2.8) 1(6.7) 0 (0.0)
VIH y trasplante de 6rgano
sélido 1(2.8) 1(6.6) 0 (0.0)
Fiebre [n (%)] 35 (97.2) 15 (100.0) 20 (95.2) 0.391
Disnea [n (%)] 32(88.9) 14 (93.3) 18 (85.7) 0.473
Saturacion de O2 en aire ambiente
[% (SD)] 91.2 (5.7) 91.8 (7.3) 90.8 (4.4) 0.609
Patron radiol6gico: intersticial o en
vidrio deslustrado [n (%)] 26 (72.2) 13 (86.7) 13 (62.0) 0.102
Linfocitos en sangre
[Cells/mm? (SD)] 911.1(596.7)  718.7 (311.8) 1048.4 (712.4)  0.103
Uso previo de corticoides 16 (44.4) 6 (40) 10 (47.6) 0.650

sistémicos [n (%0)]
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Tabla 7. Principales datos clinicos y de laboratorio de cada uno de los pacientes incluidos en el

estudio 1.
Uso
Linfos. i
. previo )’ ;
Paciente | S. Eatologla de (cels/ de Dias Dias
5 mm3) | corticoi- (g, Lo
des previo previo
Céncer de . .
1 F 65 330 Si Si - 36.8 35.3 - 33.2 28.8
mama
2 F 60 Linfoma 2278 No No 2 Neg Neg 1 378 383
marginal
3 M 56 Trasplante 1560 g No 8 Neg Neg 10 Neg  Neg
renal
4 F 58 TPH (LMA) 300 No No - Neg Neg 2 Neg Neg
5 Fo7o caneerde  Lus g si 1 37.4 352 2 351 306
pulmén
6 F 71 Linfoma 290  No No 3 Neg ND 5 Neg  Neg
folicular
7 F 53 TPH (SMD) 1400 No No - 36.5 335 - 35.6 31.1
8 M es  cainoma g5, g No - 362 30.9 - 368 321
de vejiga
TPH
9 M 69 (policitemia 200 No No - Neg Neg 2 Neg Neg
vera)
10 F 69 LLA 1090 No No - Neg Neg 1 Neg Neg
11 Moo7p  Adenocarc. oo, g si - 369 33.1 1 355  Neg
de esdéfago
12 M 68 LBDCG 1011  Si No - 37.6 34.8 - 37.6 33.3
VIHy
13 (%) M 60 trasplante de 1130 No Si - 30.4 26.3 - - -
higado
Trasplante .
14 M 64 de higado 800 Si No 4 Neg Neg 4 Neg Neg
15 F 65 LLC 800 No Si - 36.9 33.9 1 38.4 32.1
16 F 62 Zﬁ;matom'o' 900  Si si 1 357 35.7 2 334 291
17 M 27 TPH (EGC) 780 Si No 3 Neg Neg 4 Neg  Neg
Linfoma
18 M 51 cerebral 323 No Si 1 35.1 31.7 1 33.1 30.2
primario
Linfoma .
19 M 54 colicular 289 Si No - Neg Neg - Neg Neg
20 F 79 LBDCG 331 No No - Neg Neg - Neg Neg
21 51 Astrocitoma 1098 Si No 1 Neg Neg 1 38.0 30.9
22 M 68 Cfincer de 478 No Si - 349 321 1 35.7 32.0
pancreas
23 F 55 Linfoma 1039 No s - 38.1 35.2 1 342 301
folicular
24 F 51 TPH (LLA) 2808 Si No - Neg Neg 2 Neg Neg
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Melanoma

25 F 75 . 942 No No - Neg Neg 0 - 37.0 33.9
de coroides

26 F 53 Cancerde ;05 g No 2 Neg Neg 2 4 Neg  Neg
pulmén

27 F 59 Cancerde 55 g si - 331 295 2 2 327 284
mama
Cancer de P

28 M 63 . 1100 Si No - Neg Neg 2 2 Neg 33.9
pulmén
Cancer de . P

29 F 58 584 Si Si - 36.2 36.0 1 1 35.8 30.5
mama

30 M 71 LBDCG 200 Si No - Neg Neg 1 1 37.3 33.6

31 Moo7g  esplane o si - 36.6 297 1 1 338 ND
de higado

32 M 40 VIH 1113 No Si 1 26.6 22.7 0 1 24.0 23.0

33 F 44 VIH 1600 No No - Neg Neg 2 1 Neg Neg

34 M 42 VIH 900 No Si - 35.1 29.8 1 1 315 25.1

35 M 56 VIH 1120 No Si - 347 28.3 1 1 23.1 18.7

36 M 49 VIH 2000 No No - Neg Neg 0 1 Neg Neg

(*) No se dispuso de BAL pero el paciente fue diagnosticado mediante analisis citologico sobre
muestra de biopsia pulmonar.

S: sexo; M: masculino; F: femenino; Linfos: recuento de linfocitos en sangre periférica; PJP:
neumonia por Pneumocystis jirovecii; OW: lavado oral; BAL: lavado broncoalveolar; tto:
tratamiento; DHPS: dihidropteroato sintasa; mtSSU: subunidad menor del ARN ribosomal
mitocondrial; Neg: negativo; TPH: trasplante de progenitores hematopoyéticos; LMA: leucemia
mieloide aguda; SMD: sindrome mielodisplasico; LLA: leucemia linfoide aguda; LBDCG:
linfoma B de células grandes; EGC: enfermedad granulomatosa crénica; VIH: virus de la
inmunodeficiencia humana.

4.1.1. Rendimiento diagnostico de DHPS y mtSSU rRNA aplicadas a
muestras de lavado broncoalveolar

Cuando se aplicaron a la muestra patron, el LBA, ambas técnicas moleculares
mostraron una capacidad de deteccion de P. jirovecii similar, tanto en lo que respecta
a los casos de neumonia como a los de colonizacién, pese a la diferencia en el
nimero de copias del gen diana. Unicamente se identifico una discordancia
relacionada con un falso negativo de la técnica mtSSU, de causa desconocida, en un
caso de neumonia, y un falso negativo de la técnica DHPS en un caso de colonizacion
atribuible a la menor sensibilidad tedérica de esta diana para cargas fungicas
extremadamente bajas. La carga fungica fue estadisticamente superior en los casos

de neumonia comparado con los de colonizacion, aunque la diferencia fue mas
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evidente cuando se cuantific6 mediante DHPS (Ct neumonia 32.8 [30.6-35.1], Ct
colonizacién 37.2 [36.6-38.4], p=0.0071) que mediante mtSSU (Ct neumonia 29.1
[26.4-31.9]; Ct colonizacién 33.4 [31.8-35] p=0.04). En las muestras de LBA obtenidas
de casos de neumonia se observaron cargas fangicas significativamente mas altas en
los pacientes VIH positivos que en los pacientes VIH negativos y esta diferencia se
observo con ambas técnicas (DHPS: VIH positivos 26.2 [21.0-31.4] frente a 34.6 [33.6-
35.6] en VIH negativos, p < 0.0055; mtSSU: VIH positivos 22.3 [18.6-26.0] frente a
31.2 [29.1-33.3] en VIH negativos, p < 0.002). Pese a estas diferencias, el analisis
mediante curva ROC (figura 13) permitié establecer unos puntos de corte de 36.8 para
DHPS y 30.9 para mtSSU para el diagnéstico de la neumonia por P. jirovecii
independientemente del estatus VIH, con un rendimiento del 96.9% y 93.0%,
respectivamente. No se hallaron diferencias significativas en el rendimiento
diagnostico sobre LBA entre ambas PCR (p= 0.525) y la concordancia entre ambas

técnicas en el BAL fue buena (k=0.879).

Figura 13. Curvas ROC de las PCR con diana DHPS y mtSSU rRNA aplicadas sobre muestras
de lavado broncoalveolar para el diagnéstico de la neumonia por Pneumocystis jirovecii.
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4.1.2. Rendimiento diagnodstico de DHPS y mtSSU aplicadas a muestras
de lavado oral

Las muestras de lavado oral ofrecieron un resultado positivo en todos los casos de
neumonia diagnosticados en los LBA, con ambas técnicas de PCR, mostrando por
tanto una sensibilidad del 100% y una concordancia excelente entre ambas ellas
(k=1). La especificidad para el diagndstico de neumonia, en cambio, fue inferior, del
84.2%, ya que se obtuvo un resultado positivo en muestras de lavado oral
correspondientes a 3 pacientes colonizados. No se apreciaron diferencias
significativas en la carga flungica detectada entre los casos de colonizacién y los de
neumonia (figura 14), independientemente del gen utilizado. Tampoco se apreciaron
diferencias significativas en las cargas fungicas de los LBA de los pacientes
colonizados lavado oral positivo y los negativos (p=0.229 para DHPS y p=0.281 para
mtSSU) (figura 15), por lo que la carga detectada en el lavado oral no se pudo utilizar
como predictora de la carga presente en LBA.

Expresadas en Cts, las cargas medidas en los lavados orales mediante DHPS fueron
36.8 (35.9-37.6) para colonizados frente a 35.6 (34.5-36.9) (p=0.407) en casos de
neumonia; en el caso de mtSSU, las cargas fungicas en colonizados fueron 33.1
(30.8-35.3) frente a 32.8 (31.0-34.5) en casos de neumonia (p=0.893). En lo relativo a
la causa de inmunosupresién, no se observaron diferencias en la carga flngica
detectada entre los lavados orales de pacientes VIH positivos y negativos con la diana
DHPS [32.1 (26.7-37.6) y 35.7 (34.5-36.9), respectivamente], pero si con la diana
mtSSU [26.9 (22.7-31.2) en el caso de los VIH positivos frente a 32.8 (31.1-34.5) en
VIH negativos, p= 0.013]. A diferencia de lo observado para las muestras de LBA, el
solapamiento de cargas fungicas entre los distintos perfiles de pacientes no permitid
establecer un punto de corte universal que ayudase a discriminar entre casos de
colonizacion e infeccidn y que fuese aplicable a las muestras de lavado oral para cada

una de las dianas. La interpretacion cualitativa de los resultados de las técnicas de
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PCR aplicadas a muestras de lavado oral, en cambio, ofreci6 un rendimiento

diagnoéstico del 91.7%,

independientemente de la técnica utilizada y el tipo de

inmunosupresion de base.

Figura 14. Distribucion de la carga flingica detectada en funcién del grupo de poblacion, tipo de
muestra, diana genética y estatus respecto a Pneumocystis.
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O Neumonia por P. jirovecii en pacientes VIH (+); ®Neumonia por P. jirovecii en pacientes VIH
(-); A Pacientes colonizados por P. jirovecii; X Pacientes en los que no se detecta P. jirovecii.
Los valores de p corresponden a las diferencias de carga flngica entre (*) Neumonia VIH(+)
versus VIH(-), (**) Neumonia vs colonizacion en pacientes VIH(-) para muestras de LBA, y (1)
Neumonia vs colonizacion en pacientes VIH(-) para muestras de LBA.

Tabla 8. Rendimiento diagndstico de las PCR en tiempo real aplicado sobre muestras de
lavado oral y lavado broncoalveolar para el diagnéstico de la neumonia por Pneumocystis

jirovecii.
Muestra Diana Media (95% IC) de los Interpretacion  Sens. Espec. VPP VPN Rendimiento
valores de Ct
Colonizacion Neumonia
Lavado DHPS 36.8 35.6 Cualitativa 100 85.7 83.3 100 91.7
oral (35.9-37.6) (34.5-36.9)
mtSSU 33.1 32.8
(30.8-35.3) (31.1-34.5)
LBA DHPS 37.2 32.8 Cuantitativa 95.2 92.9 95.2 929 96.9
(36.6-38.4) (30.6-35.1) (punto de corte
36.8)
mtSSU 334 29.1 Cuantitativa 100 76.9 87.5 100 93.0
(31.8-35) (26.4-31.9) (punto de corte
30.9)

Sens: sensibilidad, Espec:
negativo.

especificidad, VPP: valor predictivo positivo, VPN: valor predictivo
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Valores de Ct

Figura 15. Diferencia de carga fangica detectada por cada diana en funcién del tipo de muestra
y el estatus de colonizacion/infeccién por Pneumocystis para cada paciente.

DHP5 miS5U

Lavado oral LBA Lavado oral LBA

Los @ y lineas continuas representan los casos de neumonia; los A vy las lineas discontinuas
representan los casos de colonizacion. Se pueden observar cargas fungicas méas elevadas con
la diana mtSSU respecto a la DHPS, siendo, por lo general, mas elevadas en los LBA respecto
a los lavados orales.

4.1.3. Rendimiento diagndstico de la técnica microscopica de referencia

Otro dato interesante desprendido de este estudio fue que el diagndstico basado en la
microscopia tras tincién IFD sobre LBA s6lo permitio identificar el 48% de los casos de
neumonia por P. jirovecii incluidos. Aunque la sensibilidad de la microscopia fue menor
en los pacientes VIH-negativos que en los VIH-positivos (4/9, 44.4% versus 3/3, 100%,

respectivamente) la diferencia no fue significativa (p=0.205).
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4.2. Estudio 2: Genotipado y epidemiologia basada en

técnicas moleculares

En el estudio 2 se incluyeron muestras de 86 pacientes positivos para P. jirovecii
correspondientes a 36 casos de neumonia (41.9%) y 50 de colonizacién (58.1%). En la
tabla 9 se describen los datos demograficos y las caracteristicas basales de los
pacientes, incluidos los tratamientos farmacolégicos y la existencia de relacion entre la
deteccion de P. jirovecii y contacto previo con el sistema sanitario, asi como el tipo de
muestra y su carga fungica.

Clinicamente, los pacientes con diagnéstico de neumonia por P. jirovecii (n=36)
presentaron una saturacion media de O, en aire ambiente del 89% (SD 6.5%), 14
(38.9%) pacientes requirieron ingreso en UCI, 9 (25.0%) precisaron intubacion y
soporte ventilatorio y 17 (47.2%) fueron exitus. En conjunto 27 (75%) de los pacientes
con diagndstico de neumonia presentaron al menos uno de los indicadores de
gravedad considerados en el estudio.

Las caracteristicas demogréficas y clinicas de pacientes colonizados e infectados
fueron homogéneas en todos los aspectos excepto para el contacto previo o relacion
con el sistema sanitario y el uso previo de profilaxis, significativamente mas frecuente
en colonizados. No se encontré ninguna asociacion estadisticamente significativa
entre indicadores de gravedad y patologias de base particulares en la cohorte
estudiada aunque tendié sin alcanzar significacion estadistica a ser mas grave en

varones (21/25, 84%) que en mujeres (6/11, 54.4%), p = 0.060.
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Tabla 9. Principales caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio 2, tipos de muestras

y carga flngica (Ct) presente en las mismas.

Caracteristicas de los pacientes

Neumonia
(n=36)

Colonizacién
(n=50)

Edad (Afios) [media, desviacion estandar] 57.3(15.9) 58.0(14.6) 56.8 (16.9) 0.734
Género [n (%)] 0.148
Masculino 52 (60.5) 25 (69.4) 27 (54.0)
Femenino 34 (39.5) 11 (30.6) 23 (46.0)
Causa de la inmunosupresion [n (%)] 0.182
Neoplasia de érgano solido 28 (32.6) 14 (38.9) 14 (28.0)
Neoplasia hematol6gica 19 (22.1) 6 (16.7) 13 (26.0)
Trasplante de progenitores hematopoyéticos 10 (11.6) 2 (5.5) 8 (16.0)
VIH 8 (9.3) 6 (16.7) 2 (4.0)
Trasplante de 6rgano sélido 6 (7.0) 2 (5.5) 4 (8.0)
Otros 6 (7.0) 1(2.8) 5(10.0)
Enfermedad autoinmune 5(5.8) 3(8.3) 2 (4.0
VIH y neoplasia de 6rgano sélido 1(1.15) 1(2.8) 0
Neo. érgano sdlido y trasplante 6érgano sdlido 1(1.15) 0 1(2.0)
Neo. 6rgano soélido y neo. hematologica 1(1.15) 0 1(2.0)
VIH, neo. 6rg. solido y trasplante 6rg. sélido 1(1.15) 1(2.8) 0
Tratamientos farmacoldgicos [n (%)]
Corticoesteroides sistémicos 58 (67.4) 22 (61.1) 36 (72.0) 0.288
Terapias biologicas 28 (32.6) 10 (27.8) 18 (36.0) 0.422
Quimioterapia 36 (41.9) 18 (50.0) 18 (36.0) 0.194
Farmacos inmunomoduladores/inmunosupresores 19 (22.1) 7 (19.4) 12 (24.0) 0.615
Asociacion con el sistema sanitario [n (%)] 58 (67.4) 20 (55.6) 38 (76.0) 0.046
Uso previo de profilaxis frente a PJ [n (%)] 8 (9.3) 0 8 (16.0) 0.012
Tipo de muestra estudiada y
carga fungica [Ct (desviacion estandar)]
Lavado oral 23 17 6
Ct33.0(35 Ct351(19) 0.197
Lavado broncoalveolar 63 19 44
Ct31.7(44) Ct35.6(2.6) 0.000
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4.2.1. Tasas de amplificacion y relacion con la carga fungica.

Los genes incluidos en los dos esquemas MLST preestablecidos (ITS, B-TUB, DHPS,
SOD, mt26S-A, mt26S-B y CYB) mostraron tasas de amplificacion no homogéneas
(tabla 10). Los loci nucleares (ITS, B-TUB, DHPS y SOD) mostraron tasas de
secuenciacion exitosa menores; la falta de éxito en la amplificacion de las dianas
nucleares se correlaciond significativamente con valores de Ct mas altos de la PCR
diagnoéstica, que indicaban la presencia de cargas fungicas menores en la muestra
problema (p < 0.007). Los loci mitocondriales (mt26S-A, mt26S-B y CYB), por el
contrario, presentaron tasas de secuenciacion exitosa mas altas y no asociadas con
los valores de Ct de la PCR en tiempo real (p > 0.05). La tasa de amplificacién y su
correlacion con la carga fungica en funcibn de la situaciébn clinica
(colonizacion/neumonia) y el tipo de muestra se reflejan en las figuras 16 y 17 y la

tabla 11.
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Tabla 10. Distribucion alélica, ratios de amplificacion, proporcidon de secuenciotipos mixtos e
indice de Hunter de los loci secuenciados.

Alelos Nimero (%) de Posicién del SNP (aminoéacido) y indice
pacientes con alelo referencia para la nomenclatura de de
secuenciados los alelos Hunter
B-TUB 69/86 (80,2) Gianella et al (134) 0.495
B-TUB 1 42 (61,0 24A; 282G
B-TUB 3 26 (37.7) 24A; 282A
B-TUB 3 variante?® 1(1.4) 24A; 87A%; 282A
DHPS 71/86 (82.6) Lane et al (161) 0
Wt 165 (55)/A (Thr); 171 (57)/C (Pro)
ITSP 18/48 (37.5) Lee et al (146) 0.817
Eg 7 (39.0)
Bi 4(22.2)
Ee 2 (11.1)
Ai 1(5.5)
Ea 1 (5.5)
Eh 1 (5.5)
Jha 1 (5.5)
Ne 1 (5.5)
mt26S Protocolo A Protocolo B Esteves et al (156) 0.767
69/86 (80.2) 82/86 (95.3) (prot. A)
Genotipo 1 12 (17.4) 12 (14.6) 85C; 248C
Genotipo 2 16 (23.2) 20 (24.4) 85A; 248C 0.754
Genotipo 3 15 (21.7) 17 (20.7) 85T; 248C (prot. B)
Genotipo 4 17 (24.6) 15 (18.3) 85C; 248T
Genotipo 5 1(1.5) - 85A; 248T
Mezcla de genotipos: 8 (11.6) 18 (22.0)
Genotipos 1/4 4 (50.0) 8 (44.4)
Genotipos 1/3 2 (25.0) 7(38.9)
Genotipos 2/5 - 1(5.6)
Genotipos 2/3 - 1(5.6)
Genotipos 4/5 1(12.3) 1(5.5)
Genotipos 1/3/4 1(12.2) -
CYB 80/86 (93.0) Esteves et al (156) 0.535
CYB1 49 (61.3) 279C; 348A,; 516C; 547C; 566C; 838C
CYB 2 5(6.3) 279C; 348A; 516C; 547C; 566C; 838T
CYB4 3(3.8) 279C; 348A,; 516C; 547T; 566C; 838C
CYB5 1(1.3) 279T; 348A; 516T, 547C, 566C; 838C
CYB 6 3(3.8) 279C; 348A; 516T; 547C; 566C; 838C
CYB7 6 (7.5) 279C; 348A,; 516C; 547C; 566T,; 838C
CYB 8 6 (7.5) 279T; 348A; 516C; 547C; 566C, 838C
Mezcla de genotipos: 7 (8.8)
CYB 1/4 1 (14.3)
CYB 1/6 5 (71.4)
CYB 1/2/6 1 (14.3)
SOD 61/86 (70.9) Esteves et al (156) 0.507
soD 1 33 (54.1) 110C; 215T
SOD 2 22 (36.1) 110T; 215C
SOD 3 1(1.6) 110T; 215T
Mezcla de genotipos: 5(8.2)
SOD 1/3 4 (80.0)
SOD 2/3 1 (20.0)

(a): nueva variante descrita; (b) solo se secuenciaron los 48 pacientes con cargas flngicas mas altas (Ct 33.0, desv. estandar 3.2)
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En consonancia con lo mencionado anteriormente, los pacientes con neumonia
mostraron, en general, tasas de secuenciacién exitosa mas altas que los pacientes
colonizados para todas las dianas excepto ITS: B-TUB, 34 (94.4%) vs 35 (70%); DHPS
32 (88.9%) vs 39 (78%); SOD, 28 (77.8%) vs 33 (66%); mt26S-A 31 (86.1%) vs 38
(76%); mt26S-B 34 (94.4%) vs 48 (96%); CYB 34 (94.4%) vs 46 (92%). El protocolo
optimizado mt26S-B ofrecié resultados significativamente mejores que el protocolo
convencional mt26S-A (p = 0.0025). En el caso ITS, los intentos iniciales de
amplificacion se realizaron con las 48 muestras que presentaban los valores de Ct de
PCR en tiempo real mas bajos (33.0, SD 3.6). Dado que, tras dos intentos de
amplificacién, solo se obtuvieron resultados en 18 de ellas (37.5%), y que la tasa de
amplificacion de este gen era significativamente peor que la del resto de dianas (p <
0.000), se decidi6 suspender la amplificacion de ITS en las muestras de los 38

pacientes restantes, que presentaban cargas fungicas mas bajas (Ct 37.5, SD 1.2).

Figura 16. Rectas de regresion lineal de la proporcién de secuenciacién exitosa respecto a la
carga fangica (Ct) para cada diana.
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Figura 17. Tasas de secuenciacion exitosa para cada diana segregadas por el estatus respecto
a Pneumocystis.
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Tabla 11. Tasas de secuenciacion exitosa para cada diana en funcion del el estatus respecto a
Pneumocystis y del tipo de muestra analizada.

Neumonia Colonizacion por P. jirovecii

Lavado oral LBA Lavado oral LBA Total
(n=17) (n=19) (n=6) (n=44) (1=510)

B-TUB 17 (100) 17 (89.5) 34 (94.4) 5 (83.3) 30 (68.2) 35 (70)
DHPS 15 (88.2) 17 (89.5) 32 (88.9) 6 (100) 33 (75) 39 (78)
SOD 13 (76.5) 15 (78.9) 28 (77.8) 3 (50) 30 (68.2) 33 (66)
ITS1-2 5/15(33.3)  3/14 (21.4) 8/29 (27.6)  1/6 (16.7) 9/13 (69.2) 10/19 (52.6)
mt26S-A 16 (94.1) 17 (89.5) 33(91.7) 6 (100) 32(72.7) 38 (86.4)
mt26S-B 16 (94.1) 18 (94.7) 34 (94.4) 6 (100) 42 (95.5) 48 (96)
CYB 16 (94.1) 18 (94.7) 34 (94.4) 6 (100) 40 (90.9) 46 (92)
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4.2.2. Estudio de locus individuales: variantes alélicas, capacidad
discriminatoria y polimorfismos mixtos

En el conjunto de muestras estudiadas se observé un bajo numero de variantes en el
caso de los loci nucleares SOD y 3-TUB (3 variantes cada uno). En lo que respecta a
B-TUB, la variante dominante en la cohorte fue la 1, presente en el 61% de las
muestras estudiadas. Pese a su escasa diversidad se debe destacar que una de las
variantes de [B-TUB identificada, la denominada B-TUB3v, mutacion no sinénima
(sustitucion de valina por isoleucina), es de nueva descripcién, aunque solo se
encontrd presente en una de las muestras (1.4%).

Un 9.8% de las muestras en las que se amplific6 con éxito SOD presentaron la
variante 3, que no habia sido descrita previamente en pacientes espafioles, la mayoria
(4/6, 66.7%) en combinacion con la variante 1, dominante en la cohorte y presente en
el 60.7% de las muestras. SOD fue el unico locus nuclear para el que se identificé la
presencia de secuencias mixtas en las muestras estudiadas, aunque con una
frecuencia baja (5/61, 8.2%).

La escasez de variantes SOD y B-TUB, tres para cada locus, asi como la agrupacion
de la mayoria de ellas en solo dos de los tipos identificados, justificé que sus indices H
se encontrasen muy por debajo del considerado como éptimo, quedando por debajo
de 0.51.

Pese a ser nuclear y presentar una tasa de éxito de amplificacion baja, ITS fue el locus
con el maximo numero de variantes identificadas, un total de 8, entre las cuales se
encontré un polimorfismo nunca antes descrito y que se denomind Jh siguiendo el
esquema de nomenclatura propuesto por Lee y colaboradores (146). ITS fue el locus
gue, considerado de forma individual, present6 el maximo poder discriminatorio de
todos los estudiados, alcanzando un indice H de 0.817. No obstante, en 11 de las 18
muestras (61.1%) en las que se consiguié amplificar este locus las variantes

identificadas correspondieron solo a dos tipos, Eg y Bi.
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DHPS resultd ser el locus con el poder discriminatorio mas bajo, ya que solo se
identificd la presencia de secuencias wild-type.

Los loci mitocondriales mostraron mayor polimorfismo que los nucleares DHPS, SOD y
B-TUB, encontrando hasta 8 variantes alélicas en el caso de CYB. Al contrario que en
el caso de los nucleares, no se hall6 ningan polimorfismo nuevo en las muestras
estudiadas. Pese a que el numero de variantes alélicas de CYB fue mayor que el de
mt26S, el hecho de que CYB1 fuese la variante dominante (identificada hasta en el
65.1% del total de las muestras y el 61.3% de muestras con polimorfismo CYB Unico)
justificé que el poder discriminatorio de CYB (indice H 0.535) fuese menor que el de
mt26S (indice H < 0.77).

Un 8.8% de las muestras presento mezcla de polimorfismos CYB a expensas,
fundamentalmente de CYB-1 y CYB-6 (6 de 7 muestras, 85.7%). En 1 paciente se
llegd a detectar la presencia de hasta 3 variantes diferentes de CYB.

La optimizaciéon del protocolo de amplificacion de mt26S resulté en un incremento
significativo del nimero de muestras amplificadas con éxito sin impacto apreciable de
la distribucién de polimorfismos o la deteccion de muevas mutaciones, pero si en un
aumento en la deteccion de polimorfismos mixtos: las mezclas de variantes mt26S
fueron evidentes en 8/69 de las muestras amplificadas mediante el protocolo
convencional (11.6%), frente a 18/82 (22%) cuando se utilizd el protocolo optimizado;
este incremento en la proporcién de genotipos mixtos identificados, sin embargo, no
alcanzé significacion estadistica (p=0.2). Las mezclas detectadas con mas frecuencia
fueron a expensas de las variantes mt26S-1 con mt26S-3 o0 mt26S-4 (en 15 de 18
muestras amplificadas con el protocolo mt26S optimizado, 83.3%). Consideradas de
forma individual ninguna variante mt26S se presenté como claramente dominante en
la cohorte, con una distribucion aparentemente homogénea para todas ellas excepto
mt26S-5, que soélo fue identificada en 2 pacientes. La presencia de una mezcla de 3
variantes en un paciente, detectada mediante el protocolo convencional, no fue
confirmada tras la aplicacion del protocolo de amplificacién optimizado.
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Globalmente, 30 pacientes (34.9%) mostraron genotipos mixtos en al menos un locus,
y es destacable que dos pacientes presentaran mezcla de secuencia en dos loci
simultdneamente (genotipos mt26s1/4 y CYB1/6; SOD1/3 y CYB1/6). Las cargas
fungicas més altas tendieron a asociarse de forma no significativa a la presencia de

alelos mixtos (p > 0,09).

4.2.3. Capacidad discriminatoria de diferentes combinaciones de loci

Los dos esquemas preestablecidos de MLST y evaluados en este estudio mostraron
una capacidad discriminatoria adecuada para la tipificaciéon molecular de P. jirovecii.
Tanto el esquema 1 (B-TUB, DHPS, mt26S-A, ITS) como el esquema 2 optimizado
(CYB, mt26S-B, SOD) mostraron valores de indice de Hunter superiores a 0.95: 0.983,
en el caso del esquema 1y 0.954 en el caso del esquema 2. El rendimiento de ambos
esquemas, no obstante, presentd diferencias en cuanto a numero de MLG
identificados (14 mediante uso del esquema 1 y 18 con el esquema 2) y éxito de
amplificacién de todas las dianas del esquema, imprescindible para la asignacion
inequivoca de MLG (33.3% para el esquema 1y 41.9% para el esquema 2) (figuras 18
y 19).

Se explord la posibilidad de mejora del rendimiento del esquema 1 mediante la
introduccion de modificaciones. Se suprimié del esquema el locus ITS, el de peor tasa
de amplificacion, con lo que se aumento el porcentaje de pacientes con amplificacion
completa exitosa al 58.1% (n=50). En contrapartida, la supresion de ITS resulté en una
pérdida sustancial de capacidad discriminatoria, quedando rebajado el indice H a 0.87
independientemente del protocolo mt26S utilizado; asimismo, el nimero de MLG
diferentes disminuy6 de 14 a 9. La inclusion o exclusion de DHPS en el esquema, en
cambio, no modificd los resultados dada la total ausencia de polimorfismos en este

locus.
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Figura 18. Dendrograma resultante del esquema MLST 1.
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Los numeros que figuran en los extremos de las ramas corresponden a los pacientes de los
que se obtuvo amplificacién exitosa del esquema.

El esquema 2, por su parte, se vio parcialmente beneficiado por la modificacion del
protocolo de amplificacion de mt26S, alcanzando un indice H por encima de lo
considerado como Optimo (H= 0.954 cuando se emple6 el protocolo optimizado
mt26S-B vs 0.941 cuando se aplicé el protocolo convencional). De nuevo, esta mejora
se obtuvo a expensas de la reduccion en el porcentaje de amplificacion exitosa, que
paso del 46.5% (n=40 muestras con el esquema 2 convencional) al 41.9% (n=36

muestras amplificadas con el esquema 2 modificado).
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Figura 19. Dendrograma resultante del esquema MLST 2.
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Los numeros que figuran en los extremos de las ramas corresponden a los pacientes de los
que se obtuvo amplificacién exitosa del esquema.

Con el fin de mejorar los resultados de genotipado ofrecidos por los 2 esquemas
predefinidos, se analizaron combinaciones alternativas de los loci que presentaron
mayores tasas de éxito de amplificacion y al menos 2 variantes polimorficas. Para este
andlisis sélo se consideraron las muestras en las que no se detect6 la presencia de
alelos mixtos con el fin de evitar interpretaciones erréneas. Debido a su mayor
rendimiento, en la evaluacion de combinaciones alternativas solo se consideraron las
secuencias obtenidas mediante el protocolo mt26S optimizado (Mmt26S-B). Se

evaluaron 4 combinaciones alternativas denominadas, respectivamente, “esquema 3”,
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“‘esquema 4", “esquema 5” y “esquema 6”. Sus resultados, asi como los de los dos
esquemas predefinidos y sus modificaciones se encuentran resumidos en la tabla 12.
De las combinaciones alternativas evaluadas, solo el esquema 3 alcanz6 un poder
discriminatorio categorizado como Optimo (indice H=0.975) siendo, ademas, el que
permitia identificar el maximo niamero de MLG de entre todos los posibles esquemas
(n=23).

Figura 20. Dendrograma resultante del esquema MLST 3.
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| | | | | |
0.0025 0.0020 0.0015 0.0010 0.0005 0.0000

Bl Neumonia Bl Colonizacion

Los numeros que figuran en los extremos de las ramas corresponden a los pacientes de los
que se obtuvo amplificacién exitosa del esquema

Con ninguna combinacion de loci se consigui6 asignar un MLG a mas del 70% de las
muestras. La tasa de éxito de los esquemas evaluados fue no significativamente
superior para las muestras procedentes de los casos de neumonia (mediana 55.6%,
rango: 50-69.4%) que para los de colonizacién (mediana 47.4%, rango: 36-64%).
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de otras combinaciones de loci que mostraron los mejores rendimientos

Tabla 12. Rendimiento de los esquemas 1 y 2 para el tipado de Pneumocystis jirovecii en el
, asi como

para el genotipado.

estudio 2
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4.2.4. Variantes genéticas de P. jirovecii, rasgos clinicos e identificacion
de posibles agrupaciones de casos

No se hall6 ninguna asociacion significativa y consistente entre las variantes alélicas
de los diferentes loci ni ninguno de los MLG de los diferentes esquemas con ninguna
de las variables clinicas o demograficas recogidas en el estudio. La posible asociacién
entre alelos mixtos de mt26S y terapias biol6gicas encontrada con el protocolo
convencional (p=0.004) no se confirmé cuando de se reanalizaron los datos tras
aplicar el protocolo optimizado (p > 0.05).

La aplicacion a la cohorte del esquema 3, que es el que combinaba el mejor poder
discriminatorio y el maximo numero de MLGs diferentes. Aunque el namero de
pacientes con asignacion de MLG de este esquema fue limitado, se observo gran
diversidad, sin detectar ningin MLG predominante en tiempo y espacio. Algunos de
los MLG detectados (mlg.. mlg...) solo agruparon pacientes colonizados mientras que
otros MLG (....) solo agruparon neumonias, siendo poco semejantes estos MLG entre
si.

Veintisiete de los 36 pacientes agruparon en 11 clusters aparentes. Clinica y
epidemiol6gicamente no se habia apreciado la existencia de ningun brote infeccioso
por P. jirovecii durante el periodo estudiado. Los pacientes de ocho de las
agrupaciones de MLG, carecian de relacion temporal por lo que se desestimé la
posibilidad de que formara parte de un brote. Tres parejas de casos que se
presentaron proximas en el tiempo (tabla 13). Los datos epidemiol6gicos solo
apoyaron una posible transmisién cruzada entre los pacientes de la agrupaciéon 1,
correspondiente a dos pacientes colonizados por P. jirovecii que fueron hospitalizados
en la UCI al mismo tiempo, pudiendo haber coincidido también en la misma sala de

radiologia.
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Tabla 13. Caracteristicas principales de los pacientes con potenciales conexiones espacio-
temporales que se agruparon en los mismos MLG (multilocus genotypes).

Numero Patologia de Fechade Servicio Estatus
Cluster | de Género/ | Edad base recogida de MLG (esquema 3) respecto a
paciente la muestra Pneumocystis
1 21 Mujer 49 VIHy VHC 23-01-2015 Unidad de mt26S genotipo2 - | Colonizacion
Cuidados CYB7 - SOD1 -
Intensivos BTUB1
22 Mujer 20 Trasplante 26-01-2015 Unidad de Colonizacion
pulmonar Cuidados
Intensivos
2 24 Hombre | 53 Trasplante 29-01-2015 Unidad de mt26S genotipol Colonizacion
pulmonar Cuidados — CYB1-SOD1 -
Intensivos BTUB1
25 Mujer 38 Esclerodermia | 30-01-2015 Neumologia Colonizacion
difusa
3 31 Hombre | 78 Trasplante 30-03-2016 Medicina mt26S genotipo4 - | Neumonia
hepatico interna CYB1 - SOD2 -
BTUB1
32 Hombre | 55 Neoplasia 04-04-2016 Unidad de Neumonia
pulmonar Cuidados
Intensivos
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5. Discusion

5.1. Estudio 1: Optimizacién del diagnostico microbioldgico

de lainfeccidn por Pneumocystis jirovecii

En el estudio 1 se evalué la utilidad y rendimiento de dos técnicas de PCR a tiempo
real, basadas en la deteccion de dianas presentes en distinto nimero de copias por
genoma, asi como la aplicabilidad de estas dianas tanto a muestras invasivas (LBA)
como no invasivas (lavados orales) para el diagndstico de la neumonia por P. jirovecii,
en una cohorte de pacientes inmunodeprimidos en la que predominaban los pacientes
VIH-negativos (88.6%).

Las dos dianas genéticas elegidas para su evaluacion difieren en cuanto a su numero
de copias: mientras que el gen nuclear DHPS estid presente en 1 copia/genoma,
mtSSU rRNA presenta de media 37 copias/genoma con escasa variabilidad entre
cepas y estados metabdlicos, a diferencia de lo que sucede con otros genes
mitocondriales (108,112). La seleccién de dianas con numero de copias estable es,
probablemente, la causa del rendimiento similar de ambas PCR en los dos tipos de
muestras estudiados y facilité la aplicacion de la cuantificacion mediante Cts de la
carga fangica en las diferentes situaciones contempladas en el estudio. El uso de Ct
como unidad de valor cuantitativo en lugar del nimero de copias pudo haber
contribuido a mejorar la diferenciacién entre los distintos grupos estudiados ya que
transforma los datos a una escala logaritmica, atenuando su variabilidad y
normalizandolos. Esta transformacion, por otra parte, puede haber sido la razén de
gue no se apreciasen diferencias en la reduccion de carga en los dos primeros dias
tras el inicio de la terapia activa frente a P. jirovecii como si han comunicado otros

autores cuando efecttan la cuantificacion en numero de copias (113).
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5.1.1. Rendimiento diagnéstico de DHPS y mtSSU rRNA aplicadas a
muestras de lavado broncoalveolar

En el caso de las muestras de LBA, los resultados obtenidos fueron comparables con
los datos de estudios previos, pese a la diversidad de dianas empleadas por otros
grupos en la deteccién de P. jirovecii (103,104,106,113). La escasa superposicion de
valores de Ct entre pacientes infectados y colonizados permitié establecer puntos de
corte que ayudasen a diferenciar estas dos situaciones, quedando fijados en 36.8 y
30.9 para DHPS y mtSSU. Histéricamente, ha sido dificil establecer un punto de corte
cuantitativo debido al grado variable de superposicién en el rango de los valores de
carga fungica de pacientes colonizados e infectados (103), lo que ha dificultado la
interpretacion de los resultados de PCR (figura 12). La seleccién cuidadosa de dianas
y la validacion de la técnica en el laboratorio, sin embargo, aumenta su fiabilidad
diagnostica, abriendo un camino a la generalizacién de su introduccion en los
laboratorios de rutina asistencial. En el caso de las dianas estudiadas, la ausencia de
diferencias estadisticamente significativas en las AUC calculadas para DHPS y mtSSU
muestra que la precision diagnéstica de ambos genes es comparable para el
diagndstico microbioldgico de la neumonia por P. jirovecii cuando se aplica a muestras
de LBA y, aunque de acuerdo con la experiencia previa de Fauchier y colaboradores
(103) y Louis y colaboradores (89), el rendimiento de ambas PCR disminuy6 cuando
se excluyé del andlisis a los pacientes VIH, manteniéndose el AUC en el analisis ROC
por encima de 0.9, lo que sustenta su buen rendimiento diagnéstico en las muestras

del tracto respiratorio inferior.

5.1.2. Rendimiento diagnéstico de DHPS y mtSSU rRNA aplicadas a
muestras de lavado oral

En lo que respecta a la aplicabilidad de las técnicas moleculares a muestras de tracto

respiratorio superior y obtenidas de forma no invasiva, existen pocos estudios
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dedicados a su evaluacién y centrados en pacientes inmunocomprometidos VIH-
negativos. Los resultados del estudio 1 apoyan su utilidad y estdn en la linea de lo
reportado en los escasos trabajos publicados hasta la fecha sobre el tema (107,186—
190). To y colaboradores (186), obtuvieron valores de rendimiento diagnéstico para
neumonia por Pneumocystis similares a los del estudio 1 de la presente tesis doctoral
aplicando una PCR a tiempo real con diana en mtLSU rRNA a muestras nasofaringeas
obtenidas de pacientes inmunocomprometidos con y sin infeccién por VIH. Juliano y
colaboradores, por su parte, estudiaron el rendimiento para el diagnéstico de la
neumonia por Pneumocystis de dos técnicas de PCR dirigidas, respectivamente,
contra un gen nuclear de copia sencilla (DHPS) y uno de copia mdltiple (MGS) y
aplicadas a muestras de lavado oral en una cohorte de pacientes VIH positivos (189).
Considerando cada técnica por separado, los autores obtienen rendimientos inferiores
(sensibilidad >80%, y especificidad <70%); mientras que la pérdida de especificidad
seria justificable por la mayor carga fungica presente en los pacientes VIH positivos,
incluso en situaciones de colonizacion, lo que hace mas dificil categorizar los
episodios, la pérdida de sensibilidad podria estar relacionada con factores técnicos no
especificados por los autores. El estudio del grupo de Juliano contrasta, ademas, con
el aqui presentado en que sélo mejoran el rendimiento cuando se combina el uso de
ambas técnicas (sensibilidad del 100% y especificidad del 74%), mientras que, en el

nuestro, los casos de neumonia se identificaron con una precision >90%

independientemente del gen utilizado, lo que permite simplificar el diagnéstico. En
nuestro estudio, ademas, la simplificacién se encontr6 reforzada por la aplicacion de
criterios de interpretacion cualitativos (positivo/negativo) con una precision del 91.7%
para el diagnéstico de casos de neumonia, obviando, por tanto, la necesidad de
cuantificar la carga, tal y como sucedia con las muestras de LBA. Asimismo, es
destacable que el rendimiento de los lavados orales para el diagnostico de los casos

de neumonia no se vio influido por el estatus de infeccion por VIH, aunque el nimero

97



de pacientes incluidos fue escaso y este punto deberd ser corroborado por una
validacion en cohortes mas extensas.

En lo que respecta a la identificacibn de casos de colonizacion en la cohorte
estudiada, la aplicacion de las técnicas moleculares a muestras de lavado oral fue
poco eficaz, no siendo capaz de detectar mas que a 3 de los 8 pacientes portadores
(37.5%). Contrariamente a lo previamente descrito (98), la utilizacion de una diana con
multiples copias por genoma no aumentd la sensibilidad de la PCR en los lavados
orales en comparacion con la diana de copia simple (DHPS), por lo que el mtSSU no
aporté ninguna ventaja adicional en la deteccion de pacientes colonizados. Asi pues,
la aplicaciébn de las técnicas moleculares estudiadas a muestras de lavado oral
permitiria, por su elevado valor predictivo negativo (100%), descartar con total
fiabilidad la posibilidad de neumonia, pero no serviria para identificar a pacientes
portadores con riesgo potencial para desarrollar neumonia posteriormente.

El estudio 1 presenta algunas limitaciones. Al tratarse de un estudio unicéntrico, se
necesitaria una evaluacién mas extensa para poder extrapolar los resultados a otros
centros que atiendan poblaciones variadas en lo que respecta a su riesgo de
desarrollar neumonia por Pneumocystis. Aunque se incluydé un nimero limitado de
pacientes, sus caracteristicas basales eran bien conocidas y todos ellos presentaban
factores de riesgo que les hacia susceptibles de presentar neumonia por este hongo.
Algunos de los pacientes recibieron tratamiento frente a Pneumocystis antes de la
toma de muestra, pero su duracién fue inferior a 48 horas, suponiendo poco impacto
en los valores de Ct de las PCR utilizadas.

En resumen, en el presente estudio se compar6 el rendimiento de dos técnicas de
PCR en tiempo real con dianas presentes en copia sencilla y multiple y su aplicabilidad
a muestras obtenidas de forma invasiva (LBA) y no invasiva (lavado oral) con el fin de
evaluar su rendimiento diagnéstico en una poblacion inmunodeprimida
predominantemente VIH-negativa. Los resultados sugieren que el uso de una técnica
de PCR con diana genética en numero estable de copias, es util en ambos tipos de
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muestras para el diagnostico de la neumonia por Pneumocystis. En el caso de las
muestras de lavado oral, la interpretacion cualitativa de los resultados ayuda a
simplificar el diagndstico microbiolégico de la neumonia en la practica clinica diaria: la
sencillez del método de obtencion de la muestra, junto a la elevada sensibilidad y valor
predictivo negativo de la técnica para el diagnéstico de la neumonia por Pneumocystis,
hacen que pueda utilizarse como un temprano primer paso en el algoritmo diagnéstico.
La seleccién de dianas con nimero constante de copias facilitd el establecimiento de
puntos de corte aplicables Unicamente a muestras de LBA y que pueden ser de ayuda
a la hora de diferenciar entre casos de colonizacion y de neumonia en pacientes que
presentan con insuficiencia respiratoria aguda y riesgo de neumocistosis. El uso de
muestras de lavado oral, aunque permite adelantar el diagnostico, no evitaria, en
cualquier caso, la necesidad de realizar una broncoscopia para la obtencion del LBA
para el estudio de otras patologias concomitantes, asi como para la deteccion de
pacientes colonizados por P. jirovecii, lo que podria suponer un riesgo de desarrollar

en otro momento un cuadro de neumonia por este hongo.

5.2. Estudio 2: Genotipado y epidemiologia basada en

técnicas moleculares

La variabilidad genética de P. jirovecii es, probablemente, muy amplia. En base a la
comparacion de genomas completos, se ha estimado la presencia de SNP en 1 de
cada 337 pares de bases (26). Aunque la secuenciacidon de genomas completos es,
potencialmente, la herramienta de estudio de variabilidad genética mas poderosa
conocida actualmente, representa un enfoque escasamente viable para el estudio de
grandes colecciones de muestras positivas para Pneumocystis con fines
epidemioldgicos, especialmente si se habla de su aplicacion en laboratorios clinicos.
Las técnicas MLST mediante secuenciacion Sanger, mas sencillas, representan una

alternativa de tipado molecular util, mas accesible y asequible. La aplicabilidad del
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tipado mediante MLST, no obstante, también esté sujeta a limitaciones: no existe un
esquema MLST consensuado y la falta de un método de propagacion in vitro de P.
jirovecii obliga a los investigadores a aplicar estas técnicas directamente sobre las
muestras clinicas. Una consecuencia directa de esto ultimo es que la cantidad de
formas de Pneumocystis presentes en las muestras puede limitar el rendimiento de la
técnica de genotipado. Aunque no hay informacion publicada relacionada con P.
jirovecii, a medida que la carga fangica disminuye serian esperables tasas de
secuenciacion exitosa mas bajas, especialmente para las dianas de copia Unica. En
este sentido, lograr un equilibrio adecuado entre la capacidad de obtener la
variabilidad genética y el éxito de la amplificacion de todos los loci incluidos en un
esquema MLST se vuelve de crucial importancia.

En el estudio 2 de la presente tesis doctoral se utilizé una coleccion de muestras
positivas para P. jirovecii con un amplio rango de cargas fangicas para evaluar, en
primer lugar, el efecto de la carga fangica en la tasa de amplificacién de 6 loci
habitualmente incluidos en esquemas MLST vy, posteriormente, comparar el
rendimiento para el estudio epidemiolégico de dos esquemas convencionales de
MLST que combinan el uso de parte de estos loci. Asimismo, se explor6 la posibilidad
de mejora del rendimiento de los esquemas MLST basada en combinaciones
alternativas de dichos loci y se describié tanto la variabilidad genética de P. jirovecii en
la coleccion de muestras estudiada como su relacion con las caracteristicas clinicas de
los pacientes.

5.2.1. Tasas de amplificacion y relacion con la carga fungica

Los resultados obtenidos mostraron heterogeneidad en cuanto a tasa de amplificacién
y diversidad alélica de los loci, lo que puede influir en el rendimiento de los esquemas
MLST que los incluyan.

La tasa de secuenciacion exitosa fue menor para los loci nucleares (de copia Unica)
gue para los mitocondriales (de copia multiple), y también fue menor para las muestras

procedentes de casos de colonizacion que para las de casos de neumonia, apoyando
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la idea de la influencia de la cantidad de hongo presente en la muestra sobre el
rendimiento del tipado mediante técnicas moleculares.

Aunqgue fue el Unico locus para el que se utilizé un protocolo de PCR anidada, ITS
presenté una tasa de amplificacion notablemente baja (37.5%). Estudios previos han
mostrado tasas de éxito heterogéneas que oscilan del 0 al 63% en cohortes que
incluian un 36-100% de pacientes VIH negativos (160,165,172,191). Las razones que
subyacen a la impredictibilidad de amplificacion de este locus no estan claras. Mas
que con la cantidad de microorganismo, podrian estar relacionadas con la presencia
de secuencias poliA y poliT en los extremos de la region de interés, lo que puede
generar errores de transcripcion.

A diferencia de ITS, y a pesar de estar presentes en 1 copia/genoma, los fallos de
secuenciaciéon en DHPS se produjeron en sélo 17.4% de las muestras, tasa inferior a
la reportada por el grupo de Calderdn, en los que el fracaso oscilé entre el 26,7% en
sujetos VIH positivos con neumonia y el 68.6% en pacientes colonizados con patologia
pulmonar crénica (131). Aungue no se puede afirmar con certeza por la ausencia de
datos cuantitativos, la carga fangica podria haber influido en esta pérdida de
rendimiento.

SOD dio lugar a tasas de secuenciacion satisfactorias (70.9%), comparables a las
descritas por Esteves y colaboradores en pacientes VIH positivos (156) vy
sustancialmente superiores a las de otros grupos (29,4 a 50 %) que secuenciaron
SOD en pacientes VIH negativos (174,192). Asimismo, se obtuvo una tasa de éxito
inesperadamente alta para B-TUB (80.2%), que contrastdé con el bajo rendimiento
(49%) previamente reportado en cohortes de pacientes VIH (156). En la mejora del
rendimiento de amplificacién, podria haber influido el reajuste de temperaturas y
tiempos de alineacion y elongacién de los protocolo de PCR de amplificacion,
mejorando su aplicabilidad para muestras de cargas flngicas bajas.

Los genes del ADN mitocondrial, por su parte, suelen presentar multiples copias lo que
repercutiria, al menos teéricamente, en un mejor rendimiento en la secuenciacion.

101



Consecuentemente, las tasas de éxito de las dianas mitocondriales fueron las mas
altas (80.2-95.3%) de todos los loci estudiados. En contra de lo observado con los loci
nucleares y de acuerdo con los resultados de otros grupos (156,192), la carga fangica
tuvo poca influencia en la obtencion de secuencias analizables. La aplicacion de un
nuevo protocolo de amplificacién del mt26S permiti6 mejorar ain mas su rendimiento,
pudiendo genotipar un 8,3% mas de neumonias y un 20% mas de muestras de
colonizaciones. Aunque estas diferencias no fueron significativas, enfatizan ain mas la
importancia de la optimizacién de los protocolos para mejorar el rendimiento del

genotipado de Pneumocystis.

5.2.2. Estudio de locus individuales: variantes alélicas, capacidad
discriminatoria y polimorfismos mixtos

El nimero de variantes alélicas y su distribucion en la cohorte fue muy variable
dependiendo del locus estudiado. Ningun locus individual logré alcanzar un indice H
de 0.95, umbral considerado critico para ser aceptada su capacidad para identificar la
diversidad genética de forma fiable, oscilando los resultados del estudio 2 entre O para
DHPS y 0.817 para ITS. No se observdé ninguna ventaja evidente de los loci
mitocondriales (rango de indice H 0.535-0.767) sobre los nucleares (rango de indice H
0-0.817), a pesar de que el niumero de variantes detectadas fue, en general, mayor
para los primeros.

Con excepcion de ITS, que fue el que presentd mayor variacién, el niamero de
variantes para los loci nucleares fue muy bajo y quedé limitado a cambios en un
maximo de 3 SNP con respecto a la secuencia patron. De las 5 variantes descritas de
B-TUB, la 1 y la 3 son las dominantes en todos los estudios y esta observacion fue
replicada en el estudio 2 de esta tesis. No se detectd, en cambio, la presencia de las
variantes 4 (159) o 5 (156), descritas como minoritarias, pero si que fue posible

identificar un nuevo polimorfismo que parece derivado de la variante 3, consistente en
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la sustitucién de una guanidina por una adenina en la posicién 87, lo que originaria
una mutacion no sinénima cuyo significado actualmente se desconoce. La variabilidad
de B-TUB, por tanto, podria ser mayor de lo descrito.

En cuanto a SOD, se detectaron las variantes SOD1, SOD2 y SOD3, que son las mas
frecuentes de las cinco previamente descritas (182,192). Con respecto a lo
previamente descrito en Espafia, la variante SOD2, que sélo se habia descrito en
pacientes con neumonia por P. jirovecii (174), fue detectada tanto en casos de
colonizacion como de neumonia y el alelo SOD3, que no habia sido reportado
anteriormente en nuestro pais, fue identificado en el 9.8% de las muestras, aunque
curiosamente, en el 83,3% de ellas se encontr6 mezclada con otra variante. La
aparicion de novo de SOD3 en pacientes espafioles y su presencia como variante no
dominante y en poblaciones mixtas podria indicar de forma no excluyente alguna de
las siguientes posibilidades: (1) que se trate de una introduccién que podria haberse
producido recientemente, (2) que sea una variante de circulacién exclusivamente local
o (3) que al estar presente preferentemente en genotipos mixtos pueda haber sido
pasada por alto en estudios previos. De nuevo, este hallazgo deberia ser explorado en
mayor profundidad en estudios de cohorte que abarcasen areas geograficas mas
extensas y/o mediante la revision de colecciones histéricas de muestras.

A pesar del reducido nimero de muestras en las que se obtuvieron secuencias
validas, ITS fue el locus mas polimorfico. Se observoé un predominio de las variantes
Eg (39%) seguido de las Bi (22.2%), de acuerdo con lo previamente publicado
(146,149,152,165,193). La distribuciobn de ITS en nuestro pais solo se ha
documentado en un trabajo cuyos hallazgo estan en la misma linea de los nuestros
(160). Se identific6 un nuevo alelo denominado Jh, pero cabe destacar que los
polimorfismos de ITS se atribuyen variaciones los extremos (146), que pueden ser
verdaderos o atribuibles a errores técnicos (122). Si a ello afadimos la

impredictibilidad de su amplificacion, ITS aparece como una diana que, al contrario
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que los loci nucleares anteriormente mencionados y pesar a aportar la maxima
diversidad, parece poco adecuada para uso con fines de genotipado.

Otro hallazgo remarcable del estudio 2 es la ausencia de polimorfismos DHPS en la
cohorte. Estos resultados sugieren que las mutaciones en este gen podrian estar
ausentes 0, al menos, ser excepcionales en nuestro entorno actualmente y contrastan
con datos obtenidos de pacientes espafioles en afos previos, que indicaban la
presencia de mutaciones en los codones 55 y/o 57 en el 22-35.5% de las muestras
(131,160). Las mutaciones en DHPS fueron ampliamente descritas desde los primeros
estudios publicados en los afios 90, con una prevalencia variable directamente
relacionada con la presion de sulfamidas en determinadas areas geograficas
(194,195). El predominio absoluto de la DHPS wild-type indicaria que pese al uso de
cotrimoxazol en los pacientes de riesgo atendidos en nuestro centro, la presion
ejercida no es suficiente como para provocar la seleccion de mutantes y concordaria
con la observacion clinica de ausencia de fracasos del tratamiento o la profilaxis. La
homogeneidad en las secuencias de este locus no fue atribuible a un sesgo de
seleccion: la presencia/ausencia de P. jirovecii se confirmé con una técnica
diagndstica dirigida a una region de 78 pb de DHPS que no esta incluida en la regién
sometida a genotipado. Aunque la falta de variabilidad puede sugerir que la inclusién
de DHPS en esquemas MLST podria no tener una utilidad universal, su secuenciado
retiene un indudable valor en la evaluacion de la actividad de las sulfamidas cuando se
sospeche un fracaso del tratamiento basado en este tipo de farmacos o en
poblaciones sujetas a altos niveles de presion a expensas de estas drogas (161).
Comparado con el nuclear, el ADN mitocondrial esta expuesto a ciclos de replicacion
m4&s intensos y a un mayor estrés oxidativo. Esto, sumado a una maquinaria de
reparacion menos eficiente, hace esperable una mayor frecuencia de mutaciones
puntuales (196) lo que se traduce en un mayor nimero de variantes alélicas. En el
estudio 2 se identificaron hasta cinco genotipos mt26S diferentes, de los que el 1 seria
el dominante (presente en el 32.9% de las muestras) de acuerdo con estudios previos
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en Espaifa y Portugal (131,156,160) pero, a diferencia de lo previamente descrito,
circularia en mas de la mitad de los casos mezclado con otros genotipos prevalentes y
presentes en mas de la quinta parte de los pacientes de nuestro medio, como el
mt26S3 y el mt26S4. Si se consideran los alelos no mixtos exclusivamente, el méas
prevalente seria, en cambio mt26S2, como se ha descrito en trabajos publicados sobre
pacientes en Cuba, Italia y Polonia (130,155,192). No queda claro a partir de los datos
del estudio 2 si los genotipos mt26S que tienden a circular de forma individual
indicarian que las cepas portadoras serian mas patdégenas que las que albergan
genotipos también prevalentes pero de tendencia a aparecer como mixtos.

Los datos obtenidos del secuenciado de CYB también concuerdan con lo previamente
reportado, con predominio absoluto de CYB1 (70 %) entre los siete detectados en
nuestro estudio (156,175,192), lo que podria indicar que CYB1l es la variante
predominante universal. Los restantes alelos se detectaron en proporciones similares
a las descritas en publicaciones anteriores y como variantes minoritarias (1.3-7.5 %)
(156,175,192). Como datos novedosos hay que resaltar el 12.5% de casos en los que
CYBL1 esta presente en mezcla con otros alelos, particularmente CYB6 que pasaria a
ser el segundo mas frecuente en la poblacién estudiada (10%), y la frecuencia
relativamente alta en la que se identifico el alelo CYBS8. Este ultimo fue descrito por
primera vez en 2013 por Maitte y colaboradores (182) y no habia sido reportado en
Espafa lo que apuntaria, de nuevo, a un posible dinamismo en las variantes genéticas
circulantes en nuestro entorno.

Mas alla de lo anteriormente comentado, las limitaciones propias de la técnica Sanger
pudieron restringir la deteccién de mezclas de variantes en loci individuales. Estas solo
se hacen evidentes cuando representan al menos el 20% del ADN objeto de
secuenciacion, por lo que pasarian inadvertidas cuando se hallasen en menor
cantidad. Aun asi, los resultados del estudio 2 indicarian la posibilidad de la presencia
de mas de una cepa de P. jirovecii en una proporcion relativamente alta de pacientes.
Se identificaron mezclas de polimorfismos SOD en el 8,2% de los pacientes sin
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asociacion con casos de neumonia y colonizacion. En lo que respecta a las dianas
mitocondriales, se observd la presencia de genotipos mixtos hasta en el 22% de las
muestras, aunque el dato debe interpretarse con cautela, ya que pueden corresponder
tanto a cepas diferentes como a fendmenos de heteroplasmia mitocondrial (196).
Contrariamente a las observaciones de Alanio y colaboradores (144) no se encontrd
ninguna asociacion entre la carga fangica y la presencia de alelos mitocondriales
mMixtos.

5.2.3. Capacidad discriminatoria de diferentes combinaciones de loci

Al no existir la posibilidad de simplificar el estudio de la diversidad genética en P.
jirovecii mediante el secuenciado de un solo locus se hizo evidente la necesidad de
utilizar una estrategia de tipado, optando por las ventajas practicas que aporta el
MLST y que han sido comentadas anteriormente (182).

Se observaron diferencias sustanciales en el rendimiento de los diferentes esquemas
MLST evaluados. El esquema 1 presentd el mejor poder discriminatorio (indice de
Hunter 0.983) pese a incluir s6lo secuencias DHPS wild-type que no aportaron
diversidad, pero se vio seriamente lastrado por la baja capacidad de amplificacion de
ITS. Las limitaciones de uso de este esquema han sido escasamente reflejadas en la
literatura, pero problemas referidos a la no amplificaciéon de alguno de los loci similares
a los descritos en el estudio 2 han sido descritos por Depypere y colaboradores (172),
poniendo en entredicho la aplicabilidad general de este esquema.

El esquema 2, sorprendentemente, sélo alcanzé un indice H superior a 0.95 cuando se
utilizé el protocolo de amplificacion mt26S optimizado, lo que contrasta con lo
previamente descrito por Maitte y colaboradores (182), posteriormente reproducido por
Desoubeaux et al (197) y por Vindrios et al (176) en receptores de trasplante de
organo sdlido. La no replicabilidad de su capacidad discriminatoria puede ser un
indicador de la necesidad de validar la propuesta de esquemas MLST en poblaciones

extensas y que reflejen el maximo de variabilidad de situaciones clinicas, de manera
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que se compruebe que su rendimiento es similar en todas ellas y permita
comparaciones.

De entre todas las posibles combinaciones alternativas de 2, 3 o0 4 loci evaluadas la
gue conforma el esquema 3 fue la Unica que mejoro los resultados de los esquemas 1
y 2, combinando la capacidad de detectar el maximo nimero de genotipos, un indice
de Hunter 6ptimo (H=0.975) y la aplicabilidad a muestras con cargas fangicas
relativamente bajas. Aunque queda por realizar una validacion mas extensa, su
potencial aplicabilidad a muestras de procedencia diversa ha quedado reflejada en

http://mlist.mycologylab.org/page/PJ%20Primers%20Pasic%202020 como fruto de la

colaboracion entre el Molecular Mycology Research Laboratory, Sydney Medical
School - Westmead Hospital, University of Sydney, Sydney, Australia, el Instituto de
Ciencias Biomédicas (ICBM), Facultad de Medicina, Universidad de Chile, Santiago de

Chile, Chile y nuestro propio grupo.

5.2.4. Variantes genéticas de P. jirovecii, rasgos clinicos e identificacién
de posibles agrupaciones de casos

5.2.4.1.Loci individuales

No se identificaron asociaciones significativas entre variantes alélicas en loci
individuales y rasgos clinicos. La asociaciébn entre SNP y marcadores clinicos
defendida por el grupo de Matos (145) ha sido objeto de discusion. Los intentos de
replicacién en otras poblaciones han generado resultados discrepantes (155,198),
probablemente debido al uso de SNP individuales de los primeros frente al abordaje
basado en un andlisis de variantes alélicas completas similar al realizado en la
presente tesis doctoral. Dada la potencial importancia de identificar variantes que
actlen como marcadores de gravedad o de riesgo de infeccion, este aspecto merece
ser objeto de estudios mas extensos. Asimismo, queda por dilucidar el significado

clinico de la presencia de las mezclas alélicas, un punto intrigante y poco explorado.
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Debido al limitado nimero de casos disponible en el estudio 2 no se pudo determinar
hasta qué punto la presencia simultanea de mudltiples variantes pudo contribuir a un
mayor riesgo de infeccion, mayor gravedad o peor evolucién, asi como la proporcién

critica de cada genotipo involucrado en el proceso patolégico.

5.2.4.2. Esquemas MLST

Las principales aplicaciones de los esquemas MLST son la monitorizacion de
genotipos circulantes y el trazado de brotes nosocomiales de neumocistosis.

Con respecto a la monitorizacién de MLG circulantes, el diferente rendimiento de los
esquemas MLST evaluados tuvo su reflejo tanto en el nimero de secuenciotipos
identificados como en su prevalencia. Asi, el esquema 3, el de mayor poder
discriminatorio, permitié observar una gran variedad de MLG sin predominio ni
persistencia en el tiempo de ninguno de ellos. La aplicacién de los esquemas con
menor variedad de secuenciotipos hubiese llevado a la falsa conclusion de la alta
endemicidad de algunos secuenciotipos. De la misma manera, el uso de esquemas
con bajo poder discriminatorio habria conducido a establecer una falsa asociacion
entre variantes genéticas y ciertos rasgos clinicos. Asi, la asociacién entre los
genotipos [Mt26S genotipol-SOD1-BTUB1], [mt26S genotipol-SOD2-BTUBL] vy
[Mt26S genotipo2-SOD1-BTUB1] y el uso previo de profilaxis frente a Pneumaocystis
alcanzo significacion estadistica con el uso del esquema 5, pero no se conservo con el
uso los esquemas de mayor poder discriminatorio.

Aunque la ausencia de un esquema consenso hace que resulte extremadamente dificil
comparar los resultados obtenidos con lo previamente descrito, los escasos estudios
que han utilizado con éxito esquemas de al menos 3 loci, describen la circulacion
simultdnea de multiples MLG (167,170,171,192). En ellos y en la linea de lo observado
en el estudio 2, la elevada diversidad y la ausencia de relaciéon con los rasgos clinicos
parece indicar que hasta ahora ninguno de los MLG circulantes seria potencialmente
mas virulento o presentaria alguna ventaja selectiva sobre los demas. La
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monitorizacion periddica y estandarizada, no obstante, permitiria identificar la
emergencia de genotipos dominantes, con mayor riesgo de transmisibilidad o con
mayor capacidad infectiva.

Las técnicas de tipado MLST también se han utilizado en el trazado de brotes
nosocomiales de neumocistosis (102). Aunque se ha descrito que pueden afectar a
pacientes con una alta variedad de condiciones inmunosupresoras de base, se ha
apuntado la posibilidad de que sean los receptores de trasplante renal los que
presentan mayor riesgo (102,140). De nuevo, la falta de consenso en la técnica de
tipado utilizada impide determinar si algin MLG en concreto tiende a estar mas
relacionado con este tipo de eventos. No obstante, es destacable la implicacion del
mismo MLG (mt26S4 - CYB2 - SOD1) en dos brotes nosocomiales independientes
descritos en Francia (176,197). La aplicacibn de un esquema MLST altamente
discriminatorio permiti6 documentar la ausencia de grandes eventos de transmision
nosocomial en nuestro centro, ratificando la impresion clinica durante el periodo
estudiado. El esquema MLST sirvié de complemento a la vigilancia epidemiolégica, y
puede ser de ayuda para la monitorizacion y caracterizacion de los casos detectados
en cortos periodos de tiempo en una misma institucion, y para prevenir una potencial
propagacion clonal (102).

El estudio 2 presenta varias limitaciones: por su disefio retrospectivo probablemente,
la informacién clinica disponible fue parcial, lo que puede haber sesgado la
interpretacion de algunos resultados. Ademas, la inclusion de pacientes de un Unico
centro en Barcelona hace que los resultados obtenidos no sean directamente
extrapolables a otros contextos.

En resumen, cuando se estudia la diversidad genética de P. jirovecii hay que
considerar la carga fangica presente en las muestras ya que puede influir en el
rendimiento de las técnicas. Los resultados mejoran con una cuidadosa seleccion de
los loci incluidos y con la optimizacion de las condiciones de amplificacion. El uso de
un esquema MLST optimizado contribuy6 a identificar una alta variabilidad genética en
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muestras obtenidas tanto de casos de colonizaciébn como de neumonia, sin que se
pudiese encontrar ninguna asociacién entre las variantes alélicas o los MLG vy las
caracteristicas clinicas. El genotipado, ademas, fue til para verificar la ausencia de
brotes durante el periodo de estudio.

Los hallazgos del presente estudio contribuyen a enriquecer el limitado conocimiento
de la variabilidad genética del P. jirovecii en Espafia, proporcionando el conjunto de
datos de epidemiologia molecular mas extenso disponible hasta la fecha en nuestro
pais. Ademas es el primer trabajo que estudia la influencia de la carga fungica en el
rendimiento del genotipado y compara diferentes esquemas MLST basados en = 3

loci, contribuyendo a la generaciéon de un esquema altamente discriminatorio.
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6. Conclusiones

1. En nuestro medio, la neumonia por Pneumocystis jirovecii es mas frecuente en
poblacion inmunodeprimida VIH negativa que en pacientes VIH positivos. La
menor carga fangica asociada limita el uso de las técnicas basadas en la
microscopia.

2. La aplicacion de técnicas de PCR a tiempo real en muestras invasivas (lavado
broncoalveolar) y no invasivas (lavado oral) se presenta como una alternativa util
para el diagndstico de la neumonia por P. jirovecii.

3. Las dos técnicas de PCR a tiempo real con dianas genéticas con numero de
copias estable estudiadas (DHPS y mtSSU rRNA) presentaron rendimiento
diagndstico similar, a pesar del diferente nimero de copias.

4. Para el diagnéstico de la neumonia por P. jirovecii la aplicacion de técnicas de
PCR a tiempo real sobre lavado broncoalveolar requiere de una interpretacion
cuantitativa, pudiendo aplicar criterios comunes a pacientes VIH positivos y
negativos. El uso de técnicas moleculares con dianas que presentan nimero de
copias estable ayuda a delimitar el intervalo de valores de dudosa interpretacion.

5. Para el diagnéstico de la neumonia por P. jirovecii la aplicacion de técnicas de
PCR a tiempo real sobre lavado oral no requiere de una interpretacion cuantitativa,
simplificando el diagnodstico microbioldgico. La interpretacion cualitativa de sus
resultados, es aplicable tanto a pacientes VIH positivos como negativos,
alcanzando una precision diagnostica del 91.7%.

6. El valor predictivo negativo del 100% alcanzado con la aplicacion de las técnicas
de PCR a tiempo real estudiadas sobre lavado oral permite descartar con total
fiabilidad el diagndstico de neumonia por P. jirovecii.

7. La aplicacion de técnicas de PCR a tiempo real sobre lavados orales no permite
descartar la colonizaciéon por P. jirovecii, por lo que no serian Utiles como técnica

de cribado.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Los loci B-TUB, DHPS, SOD, ITS, CYB, y mt26S presentan diferente rendimiento,
con tasas de amplificacién, diversidad alélica y capacidad discriminatoria no
homogéneas, que condiciona su aplicabilidad en estudios epidemioldgicos.

La carga fungica presente en la muestra influye en el tasa de amplificacion, siendo
esta influencia mas marcada para los loci nucleares (B-TUB, DHPS, SOD e ITS)
gue para las dianas mitocondriales (CYB y mt26S).

La inclusién de los loci ITS y DHPS en esquemas MLST estaria limitada por su
bajo rendimiento, ya que presentaron baja tasa de amplificacion y nula diversidad,
respectivamente.

La ausencia de mutaciones en DHPS indica que las cepas de P. jirovecii
resistentes a sulfamidas en nuestro medio son inexistentes o, al menos, muy poco
prevalentes.

La variedad alélica de Pneumocystis podria ser superior a la previamente descrita
ya que, pese al limitado nimero de pacientes estudiados, se detectaron alelos
nuevos y se describieron variantes alélicas previamente no identificadas en
Espafia. No parece existir asociacion entre variantes alélicas y rasgos clinicos.

El tipado molecular de P.jirovecii basado en el estudio de un solo locus no
presenta suficiente capacidad discriminatoria para su aplicacion en estudios
epidemioldgicos.

La idoneidad de los esquemas MLST previamente descritos (esquema 1y 2) no es
generalizable ya que presentaron un rendimiento insatisfactorio en la cohorte
estudiada.

Es posible establecer una combinacién de loci que mejore la capacidad de
amplificacion y el poder discriminatorio de esquemas previamente descritos
mediante la seleccion cuidadosa de las dianas y la optimizacion de los protocolos

técnicos de amplificacion.
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16.

17.

18.

19.

La concatenacion de los locus B-TUB, SOD, CYB, y mt26S genera un esquema
altamente discriminatorio (esquema 3) que permite identificar un elevado grado de
diversidad genética de P. jirovecii en la poblacion estudiada,

Los secuenciotipos descritos con el esquema 3 no se asociaron con ningun rasgo
clinico particular en la cohorte estudiada.

No se constaté transmision cruzada del hongo entre pacientes durante el periodo
de estudio y esta observacion se vio apoyada por el uso de un esquema de
genotipado altamente discriminatorio (esquema 3).

El esquema 3 puede ser una herramienta util para la monitorizaciéon de genotipos
circulantes y como complemento en el estudio de casos de neumonia por P.

jirovecii potencialmente asociados.
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PERSPECTIVAS DE FUTURO
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7. Perspectivas de futuro

La situacion epidemiolégica actual de la heumonia por Pneumocystis jirovecii pone de
manifiesto la necesidad de disponer de una herramienta de diagndstico microbiolégico
gue sea rapida, sencilla y precisa.

Los avances en el campo de la Biologia Molecular de los ultimos afios han permitido
mejorar sustancialmente el diagndéstico de laboratorio de la neumonia de P. jirovecii,
pero resulta imperante la necesidad de tener una técnica de PCR estandarizada y
universal. Esto permitiria generar protocolos unificados de trabajo y favoreceria la
homogeneidad en el diagnéstico, permitiendo la comparacion de resultados y
uniformizar el diagnostico microbioldgico de la neumonia de P. jirovecii.

Del mismo modo que en el &mbito diagndstico, se requiere un esquema universal de
tipado para poder conocer y comparar la epidemiologia de Pneumocystis en las
diferentes areas geograficas asi como su relacion con distintos aspectos clinicos. En
un futuro no muy lejano, el estudio de la epidemiologia de Pneumocystis jirovecii se
podra beneficiar del uso de la tecnologia de secuenciacion de nueva generacion,
permitiendo una mayor profundidad de estudio asi como el estudio de partes del
genoma mas extensas.

La ausencia de un método de cultivo in vitro eficiente obliga a la deteccion directa de
Pneumocystis sobre muestra clinica. Un punto clave para poder avanzar en el
diagndstico y la epidemiologia molecular es mejorar las técnicas de laboratorio para

gue la carga fungica presente en la muestra no sea una limitacion.
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