GACETA MEDICA DE MEXICO ARTICULO ORIGINAL

Amanda Alcantara-Mojica, Laurence Delhaes,? Fabiola Ramirez-Corona,® Edith Sanchez-Paredes,’
Erika Cordova-Martinez,” Fernando Rosalio Morales-Villarreal,* Sigfrido Sierra-Galvan® y

Francisca Hernandez-Hernandez'*

"Universidad Nacional Auténoma de México, Facultad de Medicina, Departamento de Microbiologia y Parasitologia, Ciudad de México, México;
2Universidad de Burdeos, Facultad de Medicina, Burdeos, Francia; *Universidad Nacional Auténoma de México, Facultad de Ciencias, Ciudad de
México, México; *Secretaria de Salud, Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, Ciudad de México, México

Resumen

Introduccion: Pneumocystis jirovecii es un hongo atipico detectado particularmente en pacientes VIH-positivos o con tras-
plante. Objetivo: Detectar y genotipificar Pneumocystis jirovecii en muestras de pacientes de dos hospitales de la ciudad de
México. Método: Fueron procesadas 89 muestras respiratorias, correspondientes a 53 pacientes (30 VIH positivos y 23 VIH
negativos) con sintomatologia respiratoria y 11 personas sanas incluidas como control negativo. El DNA fue extraido y ampli-
ficado por PCR anidada de la region del espaciador transcrito interno, obteniendo un fragmento en cada ronda (de 693 y 550 pb).
Los genotipos y su relacion filogenética fueron determinados por secuenciacion del fragmento de 550 pb. Resultados: Cuaren-
fa y ocho muestras de 30 pacientes VIH-positivos provenian de un solo hospital, de las cuales 11 (36.6 %) fueron positivas
a Pneumocystis jirovecii. Ninguna fue positiva en pacientes VIH-negativos o personas sanas. Los haplotipos detectados con
mayor frecuencia fueron Eg y Em. Conclusiones: La frecuencia de infeccion por Pneumocystis jirovecii fue alta en la pobla-
cion mexicana estudiada. EI genotipo mas frecuente fue diferente a los reportados en otros paises. Es necesario encauzar
este problema de salud hacia la deteccion temprana de esta infeccion.

Pneumocystis jirovecii. Neumonia. Virus de inmunodeficiencia humana. Micosis.
Abstract

Introduction: Pneumocystis jirovecii is an atypical fungus particularly detected in HIV-positive or transplant patients.
Objective: To detect and genotype Pneumocystis jirovecii in patient samples from two hospitals in Mexico City. Method: Ei-
ghty-nine respiratory tract samples, corresponding to 53 patients (30 HIV-positive and 23 HIV-negative) with respiratory symp-
toms and to 11 healthy individuals included as negative control, were processed. DNA was extracted from the ITS region and
amplified by nested polymerase chain reaction from the internal transcribed spacer, with one fragment being obtained at each
round (693 and 550 bp). Genotypes and their phylogenetic relationship were determined by sequencing the 550 bp fragment.
Results: Forty-eight samples from 30 HIV-positive patients were received from a single hospital, out of which 11 (36.6 %)
were positive for Pneumocystis jirovecii. No sample was positive in HIV-negative patients or healthy subjects. The most fre-
quently detected haplotypes were Eg and Em. Conclusions: The frequency of Pneumocystis jirovecii infection was high in
the studied Mexican population. The most common genotype was different from those reported in other countries. It is neces-
sary to address this health problem through early detection of this infection.

Pneumocystis jirovecii. Pneumonia. Human immunodeficiency virus. Mycosis.
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|ntroducci6n

Pneumocystis jirovecii es un hongo oportunista cuyo
cultivo in vitro no se ha logrado. Causa infeccion
pulmonar en personas inmunocomprometidas,
particularmente en las infectadas con el virus de la
inmunodefiencia humana (VIH), que han desarrollado
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), des-
nutridas 0 sometidas a trasplantantes. Pneumocystis
jirovecii es adquirido por via respiratoria en etapas
tempranas de la vida y frecuentemente se encuentra
como comensal en personas inmunocompetentes.
Durante la inmunosupresién, el microorganismo se
multiplica en los alveolos induciendo un proceso infla-
matorio.2 La neumonia por Pneumocystis jirovecii
(PCP) se manifiesta por sintomas inespecificos, si bien
la insuficiencia respiratoria es la complicacién mas fre-
cuente y se asocia con alta mortalidad.®

Para detectar Pneumocystis jirovecii comunmente
se utilizan tinciones (Gomori-Grocott y Giemsa) y pro-
cedimientos moleculares.*5 La reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) ha sido dirigida hacia la region
del espaciador transcrito interno (inter transcribed
spacer, ITS) del ADN ribosémico.?® Esta region ITS
es el “cédigo de barras” para la identificaciéon de hon-
gos. La comparacion de secuencias de la region ITS
es ampliamente usada en taxonomia y filogenia mo-
lecular porque es muy facil de amplificar, aun a partir
de cantidades pequerfias de ADN y tiene un alto grado
de variacidn, incluso entre especies estrechamente
cercanas. Este marcador existe en mdltiples copias
en la mayoria de las células fungicas y es recuperable
con oligonucléotidos relativamente robustos con un
alto grado de confiabilidad.”®

Para cada gen blanco se han reportado secuencias
tipo y las diferencias detectadas en estudios similares
han determinado numerosos genotipos.2¢® Para la
region ITS1 se conocen mas de 30 genotipos y para
ITS2 mas de 40."

En el mundo, la PCP representa la primera o se-
gunda infeccién oportunista mas comun en los pa-
cientes con infeccion por VIH."? En México ha sido
reportada hasta en 51 y 55 % de los casos de
infeccion por VIH y el diagnéstico se ha basado en
tinciones.”® El objetivo de esta investigacion fue de-
terminar la frecuencia de deteccion de Pneumocystis
jirovecii y sus genotipos en muestras de pacientes
infectados por VIH/SIDA o con alguna otra patologia
inmunosupresora, mediante PCR anidada de la re-
gion ITS seguida de secuenciacion.

Método

Estudio prospectivo, transversal y prolectivo. Se
solicitaron especimenes respiratorios de pacientes
hospitalizados con sintomas pulmonares en el Insti-
tuto Nacional de Enfermedades Respiratorias y el
Hospital Regional “General Ignacio Zaragoza” del Ins-
tituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Traba-
jadores del Estado, Ciudad de México.

Se incluyeron pacientes hospitalizados, de cual-
quier edad, de uno u otro sexo, con sintomas respi-
ratorios, sin tratamiento anti-Pneumocystis. No se so-
licité el consentimiento informado debido a que el
estudio se realizé con parte de la muestra obtenida
para otros andlisis. El control negativo incluyd liquido
de lavado orofaringeo de personas sanas, previa so-
licitud de consentimiento informado.

Para la extraccion del ADN fueron consideradas las
condiciones descritas por Lu et al.® y se utilizd el kit
High Pure PCR Template Preparation® (Roche, Ale-
mania). EI ADN fue almacenado a -20 °C y después
utilizado para la PCR.

PCR anidada

— Primera ronda: se utilizaron 20 yL de ADN en un
volumen final de 50 pL que contenia 1x de
PCR-buffer, 1.5 mM de MgCl, 1.0 mM de
desoxirribonucledtidos trifosfato, 0.2 uyM de oli-
gonucledtido 1724F (AAG TTG GTC AAA TTT
GGT C), 0.2 pM de oligonucledtido ITS2R (CTC
GGA CGA GGA TCC TCG CC), 1.25 U de Taq
DNA polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, Califor-
nia, Estados Unidos). Temperatura: 94 °C, 5 mi-
nutos; 35 ciclos de 94 °C por un minuto, 47 °C
por un minuto y 72 °C por dos minutos; finalmen-
te, 72 °C por cinco minutos. El tamafio del pro-
ducto esperado fue de 693 pares de bases
(pb)."* Como control negativo de PCR se emplea-
ron 20 pL de agua miliQ estéril y como control
positivo, 3 uL de DNA de una muestra notable-
mente positiva para Pneumocystis jirovecii por
tincion de Gomori-Grocott y por PCR.

— Segunda ronda: se utilizaron 2 pL del producto
de amplificacion de la primera ronda, en un vo-
lumen final de 50 pL. Los oligonucleétidos fueron
ITS1F (CGT AGG TGA ACC TGC GGA AGG ATC)
e ITS2R1 (GTT CAG CGG GTG ATC CTG CCT G).
Las concentraciones de la mezcla de reaccion
fueron similares a las de la primera ronda. Tem-
peraturas: 94 °C, 10 minutos; 35 ciclos de 94 °C
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Tabla 1. Datos generales de pacientes hospitalizados con sintomas pulmonares en el Instituto Nacional de Enfermedades

Factor de riesgo PCR
Pneumocystis jirovecii

Respiratorias

Numero de muestra
1

2a
2b
3a
3b
4a
4b
5
6a
6b
7
8a
8b
9a
9b
10a
10b
11a
11b
12a
12b
13a
13b
14
15
16

18a
18b
19

20a
20b
21a
21b
22a
22b

Edad
(anos)
— LBA
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28
28
25
25
43
43
59
32
32
25
26
26
33
33
26
26
28
28
25
25
33
33
57
76
53
5

44
44
31
28
28
44
44
31
31

LBA
BxP
LBA
LBA
LBA
BxP
LBA
LBA
BxP
LBA
LBA
LBA
LBA
BxP
BxP
LBA
LBA
BxP
BxP
LBA
BxP
LBA
LBA
LBA
LBA
BxP
BxG
LBA
BxP
LBA
BxP
LBA
LBA
LBA
BxP

VIH/SIDA
VIH

VIH

VIH, ToP
VIH/SIDA
VIH/SIDA
VIH

VIH

VIH
VIH/SIDA, TbP
VIH/CM
VIH/CM

VIH

VIH

VIH/PCP
VIH/PCP
VIH/PCP
VIH/PCP
VIH/SIDA
VIH/SIDA
VIH/PCP
VIH/PCP

VIH

VIH
Neumonia
Desconocido
VIH/SK
VIH/SK

VIH

Pb VIH/PCP
Pb VIH/PCP
VIH/neumonia
VIH/neumonia
VIH/PCP
VIH/PCP

Positiva

Positiva

Positiva

Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva

Cryptococcus

Positiva

Positiva

Positiva

(Continda) 379
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Datos generales de pacientes hospitalizados con sintomas pulmonares en el Instituto Nacioal de Enfermedades

Respiratorias (Continuacion)

23a M 20 LBA
23b M 20 BxP
24a M 32 BxP
24b M 32 LBA
25 M 24 LBA
26 M 37 LBA
27 M 31 BxP
28 F 25 LBA
29 M 74 LBA
30a M 42 LBA
30b M 42 BxG
30c M 42 BxP

Pb VIH —
Pb VIH —
VIH, ToG —
VIH, TbG —
VIH/PCP Positiva
VIH/PCP Positiva
VIH/Pb TbP —
PCP —
Pb FPI —
VIH/TbP —
VIH —

VIH/TbP —

M = masculino, F = femenino, LBA = liquido bronquioalveolar, BxP = biopsia pulmonar, BxG = biopsia ganglionar, Pb = probable, VIH = virus de inmunodeficiencia humana,
SIDA = sindrome de inmunodeficiencia adquirida, TP = tuberculosis pulmonar, CM = complejo Mycobacterium, PCP = neumonia por Pneumocystis, TbG = tuberculosis ganglionar,

FPI = fibrosis pulmonar idiopética, SK = sarcoma de Kaposi

por un minuto, de 58 °C por un minuto, de 72 °C
por dos minutos. La extension final a 72 °C por
10 minutos. El tamafio esperado del producto fue
de 550 pb.”

Los amplicones fueron corridos en un gel de agaro-
sa a 1.5 %, tefiidos con bromuro de etidio, purificados
y enviados a secuenciar al Instituto de Biologia de la
Universidad Nacional Auténoma de México, Ciudad de
México, con el método de inhibicién de terminacion de
cadena.'® Todas las secuencias fueron realizadas por
duplicado en sentidos 5-3' y 3-5..

Analisis de secuencias

Las secuencias sense y antisense fueron analiza-
das y editadas con el programa ChromasPro y com-
paradas con tres bases de datos: Basic Local Align-
ment Search Tool del GenBank (https://www.ncbi.nim.
nih.gov/), The European Molecular Biology Laboratory
(http://www.embl.de/) y Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes (http://www.genome.jp/kegg/).

Las secuencias fueron también analizadas con el
programa MEGA version 6.0, para construir un arbol
filogenético con el método de neighbour-joining, utili-
zando el modelo Kimura de dos parametros con un
bootstrap de 1000 repeticiones."” El alineamiento mul-
tiple se hizo utilizando ClustalW. Se construydé una
matriz de distancias genéticas.

Determinacion de genotipos

Se tomaron como referencia las secuencias reporta-
das por Lee et al.,® quien considerd 15 genotipos para
la regién ITS1 (A-O) y 14 genotipos para ITS2 (a-n).

Resultados

Del Instituto Nacional de Enfermedades Respirato-
rias se recibieron 48 muestras de 30 pacientes
(23 hombres y 7 mujeres). La edad oscil6 de cinco a
76 afos, con promedio de 35.7. La mayoria de las
muestras (30) fueron liquido bronquioalveolar y tejido
(18). En 26 pacientes (86.6 %), el principal factor de
oportunismo fue la infeccién por VIH/SIDA, la mayoria
de los casos confirmados (Tabla 1).

Del Hospital Regional “General Ignacio Zaragoza”
se recibieron 30 muestras, correspondientes a 23
pacientes (15 hombres y ocho mujeres). La edad os-
cilé de uno a 86 afos, con promedio de 50.6. La
mayoria de las muestras (25) fueron de esputo. Los
pacientes presentaron diversos factores de oportunis-
mo, con predominio de tuberculosis pulmonar (siete,
29.16 %) probable o confirmada en el momento de la
recepcion de la muestra (Tabla 2).

El grupo control negativo consistié en 11 muestras
de liquido de lavado orofaringeo de personas adultas,
sanas, cuya edad promedio fue de 34.2 afos, sin
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Datos generales de pacientes con sintomas pulmonares del Hospital Regional “General Ignacio Zaragoza”

1 M 50
2 F 64
3a M 38
3b M 38
3¢ M 38
3d M 38
4 F 52
5 M 57
6a M 37
6b M 37
7a F 45
7b F 45
8 M 21
% M 63
9% M 63
10 M 43
11 M 31
12 M 67
13 F 50
14 M 80
15 F 23
16a M 57
16b M 57
17 F 37
18 M 76
19 F 62
20 M 86
21 F 64
22 M 1

23 M 61

LBA Desconocido

LBA Desconocido

Esputo Tuberculosis pulmonar
Esputo Tuberculosis pulmonar
Esputo Tuberculosis pulmonar
Esputo Tuberculosis pulmonar
Esputo Desconocido

Esputo Probable TbP

Esputo Probable TbP

Esputo Probable TbP

Esputo Tuberculosis pulmonar
Esputo Tuberculosis pulmonar
Esputo VIH, probable TbP
Esputo Neoplasia pulmonar
Esputo Hemoptisis en estudio
Esputo Tuberculosis pulmonar
Esputo VIH

Esputo Desconocido

Liquido pleural Probable ToP

Liquido pleural Neoplasia pulmonar
LBA Epilepsia

LBA Neumonia

Esputo Chogue séptico
Esputo Choque séptico
Esputo Insuficiencia respiratoria
Esputo Insuficiencia respiratoria
Esputo EPOC, neumonia
Esputo Neumonia

Esputo Sepsis, neumonia
Esputo Choque séptico

M = masculino, F = femenino, LBA = liquido bronquioalveolar, TbP = tuberculosis pulmonar, VIH = virus de inmunodeficiencia humana, EPOC = enfermedad pulmonar obstructiva cronica.

antecedente de tabaquismo o sintomas respiratorios
en el momento del muestreo.

Deteccion de Pneumocystis jirovecii

La Figura 1 muestra las estructuras parasitarias tefi-
das con Gomori-Grocott y el amplicon correspondiente

a Pneumocystis jirovecii obtenido de liquido bronquioal-
veolar, el cual fue usado como control positivo de PCR.
El fragmento fue purificado y secuenciado para corro-
borar su identidad con Pneumocystis jiroveci.

De los 30 pacientes del Instituto Nacional de En-
fermedades Respiratorias, 11 fueron positivos a
Pneumocystis jirovecii (Figuras 1B y 2A), todos ellos
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Estudio de la muestra utilizada como control positivo (muestra 1 de los pacientes del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias). A: Tincion de Gomori-Grocott con la que se observan las formas quisticas tipicas de Pneumocystis jirovecii (tamafio de escala,
5 um). B: Producto de PCR anidada corrido en un gel de agarosa a 1.5 %, tefido con bromuro de etidio. El amplicon de 550 pb corresponde a

la muestra de la Figura 1A. M = marcador de peso molecular de 100 pb.

pb
1000 =—

500 —

200 =-

6a 9a10a 10b21a18b M 13b10b 5 11b 25 26

620
550 pb

pb

Amplicones de la region ITS de Pneumocystis jirovecii. A: Muestras que amplificaron un fragmento del tamafio esperado (550 pb).
B: Muestra que amplifico un fragmento de mayor tamafio al esperado (620 pb). M = marcador de peso molecular de 100 pb. Los numeros en la

parte superior indican el numero de la muestra.

tenian infeccién por VIH como factor de oportunismo,
nueve eran hombres y dos mujeres. En cinco pacien-
tes previamente se habia diagnosticado PCP por tin-
cién de Gomori-Grocott, confirmados por PCR. Los
pacientes positivos a Pneumocystis jirovecii repre-
sentaron 36.6 % de los casos de esta institucion.

En la muestra 12a, correspondiente a un paciente
del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias,
se obtuvo un amplicén de 620 pb, mayor al tamafio
esperado (Figura 2B). Este fragmento fue secuencia-
do y analizado.

Todas las muestras del Hospital Regional “General
Ignacio Zaragoza” y del grupo control negativo (indi-
viduos sanos) fueron negativas para Pneumocystis
Jiroveci.

Analisis de similitud de secuencias

La identidad con Pneumocystis jirovecii oscilé entre
90y 100 %. El andlisis en las tres bases de datos fue
similar. Todos los fragmentos amplificados correspon-
dieron a la region ITS de Pneumocystis jirovecii. En

la muestra 12a, el electroferograma fue muy confiable
y el andlisis comparativo indicd 87 % de identidad con
Cryptococcus sp.

Con los datos de la secuenciacion se construy6 una
matriz de distancias genéticas (datos no mostrados)
y con el andlisis del origen de las muestras (Figura 3)
se exploro su correlacion. La muestra 12a se mantuvo
en una rama separada de las otras. Las muestras 11a
y 11b correspondieron al mismo paciente, cuyo valor
de distancia genética fue 0.000; ambas agruparon en
la misma rama, lo cual indica que es la misma cepa
de Pneumocystis jirovecii. Las muestras 10a y 10b
también pertenecian al mismo paciente, con una dis-
tancia genética de 0.152, y se agruparon en diferentes
ramas filogenéticas, lo cual sugirié que habia diferen-
cia entre las cepas de Pneumocystis jirovecii.

Determinacion de genotipos
De las 14 muestras positivas a Pneumocystis jiro-

vecii, en 11 se determind el genotipo en ambas direc-
ciones. En tres secuencias no fue posible determinar
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—~ 18b (Ne)
21a (Eqg)
52| ® 11b (Eg)
® 11a (Eg)
6515 (Em)

9a (Em)

L 26 (Bi)

13b (H)
;FIwa (9
5L 25 (He)

1(Em)
W 10b (Em)
6a(g)

43

®12a

—_—
0.05

Arbol filogenético construido con el método de neighbour-joi-
ning. Los numeros corresponden a cada muestra procesada y entre
paréntesis se indica su haplotipo. Las muestras 10a 'y 10b y 11a 'y
11b corresponden al mismo paciente respectivamente. Cryptococcus
neoformans fue identificado en la muestra 12a y fue usado como con-
trol externo.

el genotipo debido al gran nimero de inserciones y
deleciones. En estas muestras, el procedimiento fue
repetido dos veces mas, desde la extraccion de ADN
hasta el analisis de las secuencias y los resultados
fueron similares. Para ITS1 fue predominante el ge-
notipo E (siete muestras) y para ITS2, el genotipo g
(cinco muestras). Los haplotipos predominantes fue-
ron Em (cuatro casos) y Eg (tres casos). En las mues-
tras 10a 'y 10b, que correspondieron al mismo pacien-
te, los genotipos fueron diferentes. En las muestras
11a y 11b, que también correspondieron al mismo
paciente, se encontré el mismo genotipo.

Discusion

Debido a la imposibilidad para recuperar Pneumo-
cystis jirovecii en cultivos, los procedimientos mole-
culares han sido particularmente utiles para detectar
este organismo en muestras de pacientes en quienes
se sospecha PCP. La frecuencia de deteccién de
Pneumocystis jirovecii reportada por otros autores es
variable, dependiendo de diversos factores como el
tipo de muestra, la carga fungica, el procedimiento
molecular utilizado y el gen seleccionado. La PCR
anidada y la PCR en tiempo real que utilizan fragmen-
tos de ADN mitocondrial, ITS1 e ITS2 como genes
blanco han mostrado altos valores de sensibilidad y
especificidad.?'

La PCR ha revelado valores de sensibilidad y es-
pecificidad para liquido bronquioalveolar que oscilan
entre 84 y 100 % y 58 y 100 %, respectivamente,!®2°
por ello ha sido el espécimen mas usado y confiable.
Gupta et al.?' estudiaron 180 muestras de pacientes

inmunosuprimidos con sospecha clinica de PCP; por
PCR anidada dirigida a la region ITS encontraron
24.69 % de positividad en 81 muestras de liquido
bronquioalveolary en 12 % de 50 muestras de esputo.
En otros paises, como Brasil, por PCR anidada se ha
identificado 44.8 % de positividad a Pneumocystis
jirovecii en pacientes VIH positivos.?? En este estudio,
de 30 muestras de liquido bronquioalveolar procesa-
dos, 11 (36.6 %) fueron positivos.

Los 25 esputos que correspondieron a pacientes
del Hospital Regional “General Ignacio Zaragoza” fue-
ron negativos a Pneumocystis jirovecii. En otras in-
vestigaciones, los resultados negativos han sido atri-
buidos a la presencia de inhibidores de la PCR.?* Para
el grupo de pacientes de ese hospital es posible que
otros factores hayan influido en los resultados nega-
tivos, como el menor grado de inmunosupresion
causado por la enfermedad subyacente, que fue prin-
cipalmente tuberculosis pulmonar, ocasionalmente
reportada en coinfecciéon con Pneumocystis jirovecii.?*
Los dos pacientes VIH positivos del Hospital Regional
“General Ignacio Zaragoza” no mostraron evidencia
de Pneumocystis, probablemente por una etapa mo-
derada de inmunosupresion, como los casos de tu-
berculosis pulmonar.

Medrano et al.*> detectaron ADN de Pneumocystis
jirovecii en 12 (20 %) de 50 muestras de liquido de
lavado orofaringeo de individuos sanos y Vargas
et al?® en 32 % de 74 nifios sanos. En este trabajo,
la ausencia de Pneumocystis jirovecii en individuos
sanos posiblemente se debid a que las personas no
eran portadoras de Pneumocystis jirovecii, a que la
carga fungica era muy baja o a que el procedimiento
de lavado orofaringeo fue inadecuado para detectar
al microorganismo.

En los ultimos afios, las bases de datos genéticos
han crecido exponencialmente y en la actualidad hay
mas informacién sobre la identidad de los microorga-
nismos. El andlisis por la herramienta de busqueda
de alineacion local bésica (BLASTn) de los oligonu-
cledtidos aqui utilizados indica que amplifican para un
fragmento de ADN de Pneumocystis jiroveciiy Cryp-
tococcus sp. La amplificacién de un fragmento corres-
pondiente a Cryptococcus se puede explicar porque
los oligonucledtidos descritos para la regién ITS son
universales para la identificacion molecular de
especies fungicas.”® Ademas, no es sorprendente
encontrar a Cryptococcus colonizando o infectando a
pacientes con infeccion por VIH, ya que la levadura
(principalmente Cryptococcus neoformans) es adqui-
rida por via respiratoria, inicialmente infecta el pulmén
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y después invade el sistema nervioso central y otros
tejidos.?”

La mezcla de genotipos de Pneumocystis jirovecii
(como en las muestras 10a y 10b) es una condicion
frecuente.?® Es posible que la alta variabilidad gené-
tica y la dificultad para determinar genotipos en algu-
nas muestras de este estudio se debiera al contacto
de los pacientes con diferentes fuentes de infeccion
y cepas.?® Respecto a los genotipos detectados, el
haplotipo Em (cuatro muestras) no ha sido reportado
como predominante, diferente al haplotipo Eg (tres
muestras) encontrado como el mas comun en otro
reporte.®® Esta investigacion no es suficiente para
afirmar que la poblaciéon mexicana sea portadora de
un genotipo distinto a otras poblaciones analizadas.

Aunque en la mayoria de los estudios se utiliza es-
puto como espécimen, es posible que la forma de
obtenerlo sea un factor decisivo para detectar al pa-
rasito flngico. Casanova et al.™® encontraron Pneumo-
cystis carinii (Pneumocystis jirovecii) en 51 % de 128
pacientes después de obtener el esputo por expecto-
racion inducida y con tincién de Giemsa.

La poblacion infectada con VIH sigue estando en
alto riesgo de desarrollar PCP debido a su bajo nivel
de linfocitos CD4.*'

La PCP es una patologia que ocupa un lugar pre-
ponderante en la poblacién sometida a algun factor
de inmunosupresion. Se estima que en el mundo, la
prevalencia anual de neumonia por Pneumocystis ji-
rovecii es de 500 000 casos.®? Para aplicar medidas
de control de las enfermedades infecciosas, en par-
ticular las infecciones oportunistas como la PCP, es
necesario conocer su estado epidemioldgico en cada
pais.

En este trabajo se identifico alta positividad de
Pneumocystis jirovecii y sus genotipos en pacientes
mexicanos VIH-positivos a través de la PCR anidada
dirigida el gen de la region ITS. Es necesario vigilar
la poblacion mexicana en riesgo de desarrollar PCP,
aplicando procedimientos moleculares para determi-
nar con certeza la carga fungica y, si es posible, de-
tectar cepas resistentes a los medicamentos de uso
terapéutico, para iniciar el tratamiento especifico.
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