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ARTICULO ORIGINAL

Diagnostico microscopico de neumonia por Pneumocystis jirovecii
en muestras de lavado broncoalveolar y lavado orofaringeo
de pacientes inmunocomprometidos con neumonia
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Bucaramanga, Colombia.

Introduccion. El diagnéstico de neumonia por Pneumocystis jirovecii se fundamenta en la visualizacion
microscépica del hongo en secreciones respiratorias. Técnicas moleculares recientes también lo han
detectado en muestras de orofaringe, pero su utilidad diagnéstica es discutible. En Colombia, hay poca
informacion al respecto.

Objetivo. Comparar el rendimiento de dos coloraciones, azul de toluidina O e inmunofluorescencia
directa, en muestras de lavado broncoalveolar y lavado orofaringeo en pacientes inmunocomprometidos
con neumonia.

Materiales y métodos. Se llevé a cabo un estudio transversal de evaluacion de pruebas diagndsticas
en 166 pacientes inmunocomprometidos con sospecha de neumonia por P. jirovecii. Por protocolo,
las muestras de lavado broncoalveolar y orofaringeo se citocentrifugaron y se colorearon con azul
de toluidina e inmunofluorescencia. Se determind la proporcién de resultados positivos con ambas
tinciones en cada una de las muestras, y la concordancia entre ellas.

Resultados. Se detectaron 24 casos de neumonia por P. jirovecii en las muestras de lavado
broncoalveolar (14,5 %), 21 de los cuales fueron positivos por ambas pruebas, mientras que tres casos
se detectaron sélo por inmunofluorescencia. Ninguna de las 166 muestras de lavado orofaringeo fue
positiva por cualquiera de estas técnicas. Al comparar las proporciones de resultados positivos, no se
encontraron desacuerdos significativos (p=0,63). La concordancia (coeficiente kappa) entre ellas fue
de 0,92 (ICy, : 0,84-1).

Conclusiones. Ambas coloraciones son Utiles para diagnosticar neumonia por P. jiroveciien muestras
de lavado broncoalveolar. Sin embargo, el azul de toluidina no detecta, aproximadamente, el 12 % de
los casos positivos por inmunofluorescencia. Las muestras de lavado orofaringeo no son apropiadas
para detectar microscopicamente P. jirovecii.

Palabras clave: neumonia por Pneumocystis/diagnéstico, técnica del anticuerpo fluorescente directa,
cloruro de tolonio, orofaringe, lavado broncoalveolar, huésped inmunocomprometido.

Microscopic diagnosis of Pneumocystis jirovecii pneumonia in bronchoalveolar lavage and
oropharyngeal wash samples of immunocompromised patients with pneumonia

Introduction. The diagnosis of Pneumocystis jirovecii pneumonia is based on observation of the
microorganism using several staining techniques in respiratory samples, especially bronchoalveolar
lavage and induced sputum. Recently, the fungus also has been detected in oropharyngeal wash
samples, but only using molecular tests.

Objective. The diagnostic yield of two microscopic stains, toluidine blue O and direct fluorescent
antibody, was compared in bronchoalveolar lavage and oropharyngeal wash samples for the detection
of P. jiroveciiin immunocompromised patients with pneumonia.

Materials and methods. Cross-sectional evaluation diagnostic tests were used in 166
immunossupressed patients with suspected P. jirovecii. By protocol, bronchoscopic bronchoalveolar
lavage and oropharyngeal wash samples were prepared by cytocentrifugation, and slides were stained
with toluidine blue and fluorescent antibody. The proportion of positive results from each stain and
concordance between them were determined.
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Deteccion de P. jirovecii en muestras de pacientes con neumonia

Results. Twenty-four cases (14.5%) of P. jirovecii were detected in bronchoalveolar lavage samples.
Of them, 21 were positive by both toluidine blue and fluorescent antibody stains, whereas 3 cases were
detected by fluorescent antibody alone. None of the 166 oropharyngeal wash samples were positive
by either of these techniques. No significant differences were found between proportions from positive
results (p=0.63). Concordance (kappa coefficient) between both stains was 0.92 (95% CI: 0.84-1.00).
Conclusions. Both techniques were useful to diagnose P. jiroveciiin bronchoalveolar lavage samples.
However, toluidine blue stain did not detect 12% of fluorescent antibody positive cases. Oropharyngeal
wash samples do not provide sufficient material for the microscopic identification of this fungus.

Key words: Pneumonia, Pneumocystis/diagnosis; fluorescent antibody technique, direct; tolonium
chloride, oropharynx, bronchoalveolar lavage, immunocompromised host.

La neumonia por Pneumocystis jirovecii es una
de las infecciones oportunistas mas frecuentes
entre las personas con sida o entre aquellas
inmunocomprometidas por otras causas, como
quimioterapia, trasplantes, con enfermedades
auto-inmunitarias del tejido conjuntivo en
tratamiento con farmacos inmunosupresores o
ninos desnutridos (1,2). Sin tratamiento, esta
neumonia puede causar la muerte hasta en 40
% de los casos, especialmente en pacientes
seriamente inmunocomprometidos (3,4).

En Colombia, la neumonia por P. jirovecii es la
segunda causa de neumonia en estos pacientes (5).
Sin embargo, teniendo en cuenta las limitaciones en
elaccesoalos servicios de salud, enladisponibilidad
de su profilaxis y tratamiento antirretroviral de alta
eficiencia (6,7), y en los recursos econdémicos,
humanos y técnicos necesarios para su diagnéstico,
se estima que el subregistro de la enfermedad es
alto y, por lo tanto, muchos pacientes se tratan
empiricamente (1,6,7).

El diagnéstico definitivo se hace al observar el hongo
con coloraciones especiales en muestras de tejido
pulmonar y en secreciones respiratorias, como el
lavado broncoalveolar (8). Las mas empleadas
han sido metenamina de plata, calcofltior blanco,
Giemsa, Wright, Diff-Quick, azul de toluidina O
e inmunofluorescencia directa. Su sensibilidad
varia entre 50 y 95 %, dependiendo de la muestra
empleada y de algunos factores técnicos (2). Entre
ellas, la inmunofluorescencia directa se reconoce
como la de mayor sensibilidad y, por tanto, se usa de
rutina en la préctica clinica en varios paises (2,8).

Correspondencia:

Lazaro Vélez, Grupo Investigador de Problemas en
Enfermedades Infecciosas (GRIPE), Sede de Investigacion
Universitaria, Universidad de Antioquia, Calle 62 N° 52-59,
laboratorio 630, Medellin, Colombia.

Teléfono: (574) 219 6542; fax (574) 512 9664
clamona@une.net.co

Recibido: 23/08/10; aceptado:09/03/11

Aunque el lavado broncoalveolar permite conocer
la respuesta inflamatoria del paciente y detectar
otros agentes infecciosos, es un procedimiento
dispendioso, invasivo y costoso (5,9). Por esta razén,
se han evaluado muestras menos invasivas, como
el esputo espontaneo y el esputo inducido, pero la
generacion potencial de aerosoles que pudieran
favorecer la diseminacién de otras infecciones
respiratorias como la tuberculosis, y su menor
rendimiento diagndstico (50 a 90 %), han limitado su
uso (10). Otras muestras, como el lavado orofaringeo
y el aspirado nasofaringeo, han sido Utiles para la
deteccion de P. jirovecii cuando se utilizan técnicas
moleculares, como la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), pero su utilidad como herramienta
diagndstica es apenas motivo de estudio (11-17).

En Colombia existen pocas publicaciones sobre
este agente. En 1992, varios investigadores del
Instituto Nacional de Salud publicaron la mas
completa revision general sobre el tema, hasta
entonces (18). Varios afios después, nuestro
grupo llevo a cabo un estudio de minimizacién de
costos en el que se compararon cuatro tinciones
en muestras de lavado broncoalveolar de casos
con sospecha de neumonia por P. jirovecii: azul
de toluidina O, metenamina de plata, calcofltor
blanco y Wright. En el mismo, el azul de toluidina
O demostré igual sensibilidad que la metenamina
de plata, pero menor tiempo de procesamiento
y menor costo, por lo que se considerd una
excelente alternativa para el diagnostico de esta
entidad en nuestro medio (19). Y, en el 2006, el
Grupo de Micologia Médica y Experimental de la
Corporacion para Investigaciones Biolégicas hizo
el reporte preliminar de una PCR anidada para
el diagnostico rapido y confiable de neumonia
por P. jirovecii en muestras respiratorias, técnica
con la que incluso lograron amplificar ADN de P.
jirovecii en enjuagues bucales (20). Sin embargo,
y a pesar de que la inmunofluorescencia directa
se usa en varias instituciones de salud del pais,
no conocemos estudios que comparen localmente
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su desemperio con el de cualquiera de las otras
coloraciones descritas.

Nuestro objetivo, entonces, fue comparar el
rendimiento del azul de toluidina O y de la
inmunofluorescencia directa en muestras de lavado
broncoalveolar y orofaringeo, para el diagnostico
de neumonia por P. jirovecii en pacientes inmuno-
comprometidos.

Materiales y métodos
Poblacion de estudio

En este estudio, de tipo transversal, se incluyeron
consecutivamente pacientes inmunocomprome-
tidos, sintomaticos respiratorios, admitidos en dos
hospitales de mediano y alto nivel de complejidad
de Medellin y una institucion de tercer nivel de
Bucaramanga, entre julio de 2007 y octubre de 2009.

Se consideraron los siguientes criterios de inclusion:
1) edad de 18 afos 0 mas;

2) ser sintomatico respiratorio con, al menos, uno
de los siguientes sintomas: tos, disnea, dolor
pleuritico, hemoptisis y fiebre de 37,8 °C o mas;

3) estar gravemente inmunocomprometido por, al
menos, una de las siguientes condiciones:

i) inmunodeficiencias primarias;

ii) sida (con recuento de linfocitos T CD4+
menor o igual a 200/ul o categoria C), o
cuando, sin desarrollar todavia sida, los
CD4+ hubieran disminuido a 50 % o menos
en los Ultimos seis meses;

ii) recuento de linfocitos T CD4+ de 200/ul o
menos por otras causas diferentes al sida;

iv) trasplante de 6rgano solido o medula ésea;
v) neoplasias hematolégicas;

vi) otras enfermedades que deterioran la inmu-
nidad celular, como cancer y enfermedades
autoinmunitarias del tejido conjuntivo, y que
estuvieran en tratamiento con medicamentos
inmunosupresores como prednisona (0,3
mg/kg diarios o su equivalente), durante
mas de dos semanas;

4) que se hubiera realizado un lavado bronco-
alveolar como parte de su estudio etiolégico;

5) que no hubiera recibido mas de cinco dias de
tratamiento con trimetoprim-sulfametoxazol a
dosis plenas (15 a 20 mg/kg diarios 'y 75 a 100
mg/kg diarios, respectivamente), y
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6) que aceptara participar en el estudio. Sélo se
permitié un ingreso por paciente.

Una vez verificados estos criterios, todos firmaron
un consentimiento informado, después de lo cual se
les tomé el lavado orofaringeo, siempre dentro de
las 48 horas siguientes al lavado broncoalveolar.

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica de
la Universidad de Antioquia y los de los hospitales
participantes en el estudio.

Recoleccién de muestras de lavado
broncoalveolar y lavado orofaringeo

Los lavados broncoalveolares se tomaron segun
los procedimientos establecidos en cada institucién
hospitalaria. El protocolo para la toma de lavado
orofaringeo se definié teniendo en cuenta el descrito
por Helweg-Larsen et al. (11): previo enjuague de
la cavidad bucal con solucién salina estéril al 0,9
% para eliminar restos alimenticios, se realiz6 un
enjuague orofaringeo con 25 ml de esta soluciéon
por un minuto, y se depositd la muestra en un
recipiente de plastico estéril. Luego, para aumentar
la recuperacién de células, a todos los pacientes
se les hizo un hisopado orofaringeo utilizando un
escobillén con punta de rayén (Copan Diagnostics,
Corona, CA, USA), el cual se sumergi6é después en
el recipiente que contenia el lavado orofaringeo.

Preparacion de las placas para su evaluacioén
microscopica

Unavez recolectadas, todas las muestras de lavado
broncoalveolar y lavado orofaringeo se remitieron
al laboratorio para su procesamiento y analisis, el
cual, en la mayoria de los casos, se llevo a cabo
en las tres horas siguientes a su recoleccion.
Cuando esto no fue posible, se conservaron a 4 °C
hasta que fueron procesadas, generalmente en las
primeras 24 horas. Para aumentar la cantidad de
células en el lavado orofaringeo, se desprendié
el material adherido al hisopo agitandolo en el
contenido liquido del lavado. Las placas de ambas
muestras se citocentrifugaron, previo conteo de
células, en una preparacién en fresco segun el
protocolo publicado por Kahn et al. (21). Las placas
se fijaron con calor para el azul de toluidina O y con
metanol para la inmunofluorescencia directa, y se
almacenaron a -20 °C hasta su procesamiento.

Coloraciones empleadas

Paralacoloracionde azul detoluidina O, modificado,
se empleé el protocolo de Gosey et al. (22), pero
se amplié a 10 minutos el tiempo que las placas
permanecieron sumergidas en este reactivo. La
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deteccién de formas quisticas y formas troficas de
P. jirovecii mediante inmunofluorescencia directa
se llevd a cabo con el estuche comercial Light
Diagnostics™ Pneumocystis carinii DFA (Light
Diagnostics™, Temecula, CA, USA), siguiendo las
recomendaciones del fabricante.

Para determinar la presencia de P. jirovecii, las
placas se observaron con aumento de 100X,
tanto en el microscopio de luz (Eclipse E200
Model™, Nikon, Japan) como en el microscopio de
fluorescencia (YS2-H Model™, Nikon, Japan), para
el cual se empled un filtro B2A (BA 515/DM500/EX
450-490).

Se contd con controles positivos y negativos con
ambas coloraciones cada vez que se prepar6 el
reactivo o cuando se abria un nuevo estuche, y
periédicamente durante su uso.

Criterios de evaluacion microscopica

Los investigadores que revisaron las placas,
desconocian el diagnéstico microbioldgico de los
pacientes.

El azul de toluidina O se consideré positivo
al observar formas quisticas de P. jirovecii
con apariencia de granulos de tonalidad azul-
lila, de 5 pm de diametro, aproximadamente,
agrupados en forma de panal (22) (figura 1A). La
inmunofluorescencia directa se considerd positiva
al observarse formas de color verde manzana con
la morfologia caracteristica de P. jirovecii.

A

Deteccion de P. jirovecii en muestras de pacientes con neumonia

Como puede verse en la figura 1B, las formas
quisticas lucen como estructuras grandes,
redondas o elipticas, de 5 a 7 ym de diametro,
solas o tipicamente agrupadas, con una pared
celular nitida; algunas presentan fluorescencia,
principalmente en la periferia, y otras, en forma
homogénea; las formas troficas miden 1 a 4 pm,
tienen nucleo redondeado y citoplasma de contorno
irregular, y también pueden verse agrupadas.
Ademas, se observa una matriz interquistica
antigénica fluorescente que rodea las formas
quisticas y las tréficas.

Se definié como resultado negativo la ausencia de
dichas caracteristicas.

Reproducibilidad entre observadores

Se seleccionaron 10 preparaciones microscopicas
coloreadas con azul de toluidina O y 10 con
inmunofluorescencia directa, las cuales fueron
codificadas para ser leidas por tres investigadores,
y se evalud la concordancia entre ellos.

Analisis estadistico

De acuerdo con el nimero de muestras de
lavado broncoalveolar provenientes de adultos
inmunocomprometidos hospitalizados por
neumonia que se procesan anualmente en nuestro
laboratorio, se calculé que en el periodo del estudio
podrian evaluarse, al menos, 150 pacientes.

Teniendo en cuenta que en nuestro medio la
frecuencia de P. jirovecii en este tipo de pacientes

Figura 1. (A) Formas quisticas coloreadas con azul de toluidina O (100X). (B) Formas quisticas y formas tréficas de Pneumocystis
jiroveciivisualizadas por inmunofluorescencia directa (100X) en muestra de lavado broncoalveolar. Obsérvese la matriz interquistica

antigénica fluorescente.
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es de 15 a 20 % (5), aproximadamente, se estimé
que en los individuos evaluados se encontrarian
entre 22 y 30 casos de neumonia por P. jirovecii.

Los datos fueron digitados y analizados empleando
el software estadistico SPSS, versién 17.0 (SPSS®
Inc., Chicago, USA) y Epidat. version 3,1 (Xunta
de Galicia, Santiago de Compostela, Espafa, y
Organizacion Panamericana de la Salud).

Para determinar el porcentaje de acuerdo
diagnéstico, se dividié el nimero de coincidencias
por el nimero total de muestras evaluadas por
ambas técnicas. Se usé el indice kappa de Cohen
para evaluar la concordancia entre ellas. La
concordancia se consideré inaceptable cuando el
puntaje kappa fue menor de 0,6, moderada a buena,
entre 0,6 y 0,8, y excelente, cuando fue mayor de
0,8 (28). Se calculé la diferencia de proporciones
de casos positivos de ambas técnicas con la prueba
de ji al cuadrado de independencia. Los valores de
p<0,05 se consideraron significativos.

Resultados

Durante el periodo de estudio se evaluaron 272
pacientes, de los cuales se excluyeron 106 por
diferentes razones: 22 no cumplian los criterios

Biomédica 2011;31:222-31

no eran sintomaticos respiratorios, 18 tenian mas
de cinco dias de tratamiento con dosis plenas de
trimetoprim-sulfametoxazol, 17 no tenian disponible
una de las dos muestras evaluadas, 12 habian
ingresado previamente al estudio, y 9 no aceptaron
participar en la investigacion. Por Gltimo, en 6 no
se dejo constancia de la causa de exclusién y 2
salieron porque no tenian neumonia (en uno de
ellos se demostré sarcoma de Kaposi y, en el otro,
hemorragia alveolar difusa). Al final, el andlisis se
llevd a cabo en 166 pacientes.

El cuadro 1 describe las principales caracteristicas
y el diagnéstico etiolgico de los sujetos incluidos.
En general, eran adultos jovenes; 73 % fueron
hombres y la principal causa de inmunosupresién
fue la infeccién por VIH/sida. La mayoria de ellos
no habia recibido tratamiento de alta eficiencia
(69,5 %) y tenia menos de 200 linfocitos T CD4+/pl
(mediana, 52; rango intercuartilico, 16-126), y sélo
29 estaban recibiendo profilaxis con trimetoprim-
sulfametoxazol.

Al final, se documentd, al menos, un patégeno
responsable de la neumonia en, aproximadamente,
la mitad de los casos. La infeccion pulmonar
por micobacterias fue la primera causa en estos

de inmunosupresion previamente establecidos, 20  pacientes, seguida por P. jirovecii, bacterias
Cuadro 1. Caracteristicas clinicas y diagnéstico etiolégico de 166 pacientes inmunocomprometidos con neumonia.
Variables
Edad en afios, promedio + desviacion estandar 37,8+ 11,3
Sexo masculino 121/166  (72,9)
Antecedentes, n (%)
Tipo de inmunocompromiso
+ VIHC3 131/166  (78,9)
» Recuento de linfocitos T CD4+ < 200/ul 84/95  (88,4)
» Habian recibido tratamiento antirretroviral de alta eficacia 40/131  (30,5)
« Con trasplante* 25/166  (15,1)
» Tiempo desde el trasplante en meses, mediana (rango intercuartilico) 12 (2—-29)
- Enfermedades autoinmunitarias del tejido conectivo con tratamiento inmunosupresor 5/166 (3,0)
» Neoplasias hematolégicast 5/166 (3,0)
Profilaxis contra P. jirovecii (trimetoprim-sulfametoxazol o dapsona) 29/164  (17,7)

Patogenos identificados en el pulmoén, n (%)
No se encontr6 germen
Mycobacterium spp.
Pneumocystis jirovecii
Bacterias{ 11/166 (6,6)
Cryptococcus spp.
Histoplasma capsulatum
Aspergillus spp.

87/166  (52,4)
35/166  (21,9)
24/166  (14,5)

6/166  (3,6)
6/166  (3,6)
1166 (0,6)

* 1 leucemia mieloide aguda, 1 leucemia mieloide cronica, 1 leucemia de células vellosas, 1 leucemia linfoide aguda, 1 enfermedad de

Hodgkin
T 19 con trasplante de rifidn, 3 de médula ésea, 3 de higado

1 34 Mycobacterium tuberculosis, 2 Mycobacterium no tuberculosis (un caso tuvo infeccion mixta)
§[ 4 Haemophilus influenzae, 2 Klebsiella pneumoniae, 2 Streptococcus pneumoniae, 1 Staphylococcus aureus, 1 Acinetobacter
baumannii, 1 Enterobacter cloacae, 1 Nocardia spp. (un caso tuvo infeccién mixta)

226



Biomédica 2011;31:222-31

piégenas y Cryptococcus neoformans. Hubo siete
casos de infeccidén mixta, seis por dos agentes (dos
con P. jiroveciiy Mycobacterium tuberculosis, dos
con M. tuberculosis y bacterias pidbgenas, uno con
M. tuberculosis y otra micobacteria no tuberculosa,
uno con Histoplasma capsulatumy C. neoformans),
y un caso con tres agentes (P. jirovecii, M.
tuberculosis y Streptococcus pneumoniag).

En las muestras de lavado broncoalveolar, las
dos técnicas utilizadas permitieron diagnosticar
neumonia por P. jirovecii en 24 pacientes, 23
con sida y 1 con trasplante renal. Al comparar el
rendimiento diagnéstico de ambas, se observé
que la inmunofluorescencia directa fue positiva en
los 24 casos detectados entre los 166 individuos
estudiados, para una proporcion de resultados
positivos de 14,5 % (IC,, 9,1-19,8), mientras
que el azul de toluidina O identific6 el hongo en
21 de los 166 casos (12,6 %, ICy, 7,6-17,7).
Sin embargo, no hubo diferencia estadistica
entre dichas proporciones (p=0,63; IC,,, -0,09-
0,06) (cuadro 2). El porcentaje de acuerdo entre
ambas pruebas fue 98,2 % y la concordancia fue
excelente (kappa=0,92; IC,,,:0,84-1). Al evaluar la
reproducibilidad entre observadores, se observo
un acuerdo de 100 % entre las lecturas realizadas
por los tres evaluadores. Por ultimo, todas las
muestras de lavado orofaringeo fueron negativas
por ambas coloraciones.

Discusion

Nuestro estudio demostré que la inmunofluores-
cencia directa y el azul de toluidina O tienen un
rendimiento similar y son muy reproducibles para
identificar P. jirovecii en muestras de lavado
broncoalveolar de personas inmunocomprometidas
con neumonia, aunque la inmunofluorescencia

directa detect6 tres casos mas que el azul de
toluidina O.

No existe consenso sobre cual debe ser la prueba
de referencia para el diagnostico de neumonia
por P. jirovecii. Tradicionalmente, la coloracién
con metenamina de plata se ha calificado como

Deteccion de P. jirovecii en muestras de pacientes con neumonia

el método de referencia, aunque algunos autores
encuentran que su rendimiento es similar al del azul
de toluidina O (19,24-28). No obstante, la aparicion
de las técnicas de inmunofluorescencia —cuya
sensibilidad y especificidad parecen ser superiores
alas de las coloraciones tradicionales—ha llevado a
que muchos autores consideren esta técnica como
la prueba de referencia (24,29-31). Sin embargo,
como las diferencias no son muy significativas y
la inmunofluorescencia directa no siempre esta
facilmente disponible, todos los estudios utilizan
una prueba de referencia diferente, lo que dificulta
la comparacién de los resultados (32,33).

Debido a que no hay datos publicados sobre el
desempefio de la inmunofluorescencia directa en
Colombia, nuestro estudio considerd inicialmente
la coloracion de azul de toluidina O como
prueba de referencia. Sin embargo, como con
la inmunofluorescencia directa se detectaron
tres casos mas de P. jirovecii, los cuales por su
especificidad no pueden considerarse falsos
positivos, se decidié no estimar las caracteristicas
operativas de ambas técnicas (sensibilidad,
especificidad y valores prondsticos), sino calcular la
diferencia de proporciones entre ellas, el porcentaje
de acuerdo diagnéstico y la concordancia,
siguiendo recomendaciones internacionales para
la evaluacion de pruebas diagndsticas que son
mas sensibles que el estandar de referencia (33).

Desde dicho punto de vista, cuando se calcularon los
estimadores antes mencionados a partir de los datos
reportados en otros estudios (29,32,34,35), nuestros
resultados fueron muy similares a los asi obtenidos.
Como puede verse en el cuadro 3, no existen
diferencias significativas entre las pruebas, a pesar
de diferencias en el procesamiento de las muestras,
la metodologia empleada y el analisis de los datos.

Ahora bien, a pesar de que no existen diferencias
estadisticas entre ambas pruebas y de que muchos
estudios las han utilizado indistintamente como
prueba de referencia, es muy significativo resaltar
que en este estudio la inmunofluorescencia directa
detecté tres casos mas de infeccion por P. jirovecii.

Cuadro 2. Resultados de la evaluacion microscépica del azul de toluidina O y la inmunofluorescencia directa en muestras de lavado

broncoalveolar de 166 pacientes inmunocomprometidos.

Azul de toluidina O en lavado broncoalveolar Total
Positivo Negativo
Inmunofluorescencia directa en Positivo 3 24
lavado broncoalveolar Negativo 142 142
Total 145 166
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Cuadro 3. Porcentaje de resultados positivos, acuerdo diagnéstico y concordancia de diferentes técnicas microscépicas evaluadas
para el diagnéstico de Pneumocystis jirovecii en este y otros estudios.

Aio/Pais/Autor Pruebas Proporcion de positivos* p Porcentaje de Concordancia
evaluadas n/N (%; 1C95%) acuerdo (%) (indice kappa)
2010/Colombia/ TBO 21/166
Estudio actual (12,6; 7,6-17,7) 0,63 98,2 0,92
IFD 24/166
(14,5;9,1-19,8)
2008/Etiopia/ TBO 17/118
Aderaye et al. (35) (14,4; 8,1-20,7) 0,17 93,0 0,77
IFD 25/118
(21,2; 13,8-28,5)
2005/Argentina/ PM 15/111
Bava et al. (29) (13,5; 7,1-19,9) 0,27 94,6 0,8
IFD 21111
(18,9; 11,6-26,2)
2004/Estados Unidos/ PM 52/310
Procop et al. (34) (16,8; 12,6-20,9) 0,06 NDt NDt
IFD 72/313
(23,2; 18,5-27,9)
1996/Finlandia/ PM 68/553
Lautenschlager et al. (32) (12,3; 9,6- 15,0) 0,72 94,9 0,77
IFD 72/553
(13,0; 10,2-15,8)
1990/Estados Unidos/ TBO 75/182
Ng et al. (36) (41,2; 34,1-48,4) NDt NDt NDt
PM 76/182
(41,8; 34,4-48,9)
IFD 95/182

(52,2; 44,9-59,4)

* La proporcion de resultados positivos se calculé dividiendo el nimero de muestras positivas con la técnica utilizada sobre el total

de muestras analizadas.

1 ND: no hay dato porque no fue posible calcular los valores con los datos presentados en el articulo.
TBO: azul de toluidina O; PM: metenamina de plata; IFD: inmunofluorescencia directa

Su importancia radica en que, manteniendo las
proporciones halladas (21 positivos por azul
de toluidina O y 24 por inmunofluorescencia
directa), el azul de toluidina O dejaria de detectar,
aproximadamente, 12 casos de cada 100 casos
diagnosticados por inmunofluorescencia directa, lo
que puede ser clinicamente relevante (37).

Hay varias formas de explicar los tres casos no

Las razones mencionadas no parecen afectar
la inmunofluorescencia directa para detectar P.
jirovecii. Ademas, esta técnica permite identificar
casos adicionales porque los anticuerpos mono-
clonales dirigidos contra los antigenos de superficie
de Pneumocystis, detectan tanto formas quisticas
como formas troficas (éstas constituyen las formas
mas abundantes al inicio de la neumonia), mientras

que el azul de toluidina O identifica sélo las formas

) ) ) ) ) ] quisticas (29,30,41-43). Asimismo, debido a que

i) la existencia de infecciones mixtas, en 1as |5 ggpecificidad de la reaccién inmunitaria resalta
que otros patégenos pudieran enmascarar el |5 estructuras del hongo en la placa, su lectura es
hongo (4,38); mas sencilla que la del azul de toluidina O (44).

ii) una menor carga de P. jirovecii en los
pacientes inmunocomprometidos por causas
diferentes al sida (4,39), y

detectados por azul de toluidina O:

Otro factor que potencialmente influye en el
diagnostico microscépico de P. jirovecii es la
duracion del tratamiento en el momento de tomar
iii) defectos en el reactivo utilizado, lo que resalta  la muestra. Al respecto, al menos un estudio previo
la necesidad de controlar periédicamente la  reportd que los pacientes en quienes se detect6 P.
calidad de las coloraciones preparadas en el jirovecii habian recibido menos dias de tratamiento
laboratorio (40). que aquéllos en quienes no se demostrd el hongo
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(3,5%1,8 dias versus 5,2+2,4, p=0,003) (45). Para
evitar este sesgo, se decidid6 excluir a quienes
hubieran recibido mas de cinco dias de trimetoprim-
sulfametoxazol a dosis plenas.

En este estudio no se logré demostrar la presencia
de P. jiroveciienlas muestras de lavado orofaringeo,
independientemente de la coloracién empleada,
a pesar de que se procurd recuperar la mayor
cantidad posible de material celular. Al parecer, las
pequefas concentraciones de P. jiroveciipresentes
en la orofaringe so6lo son detectables por pruebas
muy sensibles, como la PCR (11,15,39). Incluso,
hoy en dia se trata de establecer si utilizando
técnicas moleculares que permitan cuantificar la
carga fungica en la orofaringe, es posible diferenciar
personas colonizadas por este hongo (portadores)
de pacientes enfermos con neumonia, sin tener
que recurrir a procedimientos invasivos como el
lavado broncoalveolar.

En conclusion, y aunque las técnicas microscopicas
utilizadas para el diagnéstico de P. jirovecii en este
trabajo no difieren significativamente, consideramos
que el mayor niUmero de casos detectados y la
especificidad de la reaccion inmunitaria de la
inmunofluorescencia directa, hacen de ésta la
técnica de eleccion para la deteccién de este
hongo en las muestras de lavado broncoalveolar.
Sin embargo, en donde no existan los recursos
logisticos y humanos necesarios para implementar
la inmunofluorescencia directa, la coloracion
de dichas muestras con azul de toluidina O o
metenamina de plata puede ser una herramienta
igualmente Util en la gran mayoria de los casos.
La eleccién entre estas dos Ultimas coloraciones
dependera de la experiencia local con cada una
de ellas y el tiempo disponible para realizarlas,
resaltando, eso si, que el azul de toluidina O es
menos dispendioso y costoso que la metenamina
de plata (19). Las muestras de lavado orofaringeo
no son Utiles para el diagndstico microscopico de
la infeccién por P. jirovecii.
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