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RESUMEN

Pneumocystis jirovecii es un microorganismo fungico capaz de infectar el tracto respiratorio de individuos con
algun tipo de inmunocompromiso, y causarles neumonia por Pneumocystis (PCP). Investigaciones mas recientes han
comprobado que P. jirovecii también se puede hallar en el tracto respiratorio de personas aparentemente
inmunocompetentes, sobre todo en lactantes menores de un afio de edad, en quienes se denomina “infeccién
primaria”. Aquellos hospederos en quienes se ha detectado el microorganismo en muestras respiratorias, pero que
no presentan sintomatologia de PCP, se consideran “colonizados” por Pneumocystis. A pesar de los avances en la
investigacidn basica, clinica y epidemioldgica de Pneumocystis, no se ha comprobado si el hongo contribuye a la
morbilidad de enfermedades respiratorias que a veces presentan pacientes adultos colonizados o lactantes con
infeccion primaria.

En vista de lo anterior, y considerando el inconveniente que Pneumocystis no es un hongo cultivable hasta el
momento, ha surgido la necesidad de desarrollar nuevos métodos de deteccion y cuantificacion de Pneumocystis que
permitan estudiar mas a fondo su relevancia clinica y epidemioldgica, sobre todo en los grupos de pacientes
inmunocompetentes antes mencionados. A este respecto, durante la ultima década se ha aplicado la técnica de
Reaccién en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (q-PCR [quantitative]) para la deteccion de Pneumocystis, la
cual permite cuantificar carga de microorganismo en muestras bioldgicas, incluso cargas bajisimas que cominmente
no son detectadas por los métodos convencionales. Pero, ademds de esto, g-PCR permite comparar carga de P.
jirovecii entre muestras distintas procedentes del mismo o de distintos pacientes, si se realiza el procedimiento de
cuantificacidon relativa. Esto consiste en normalizar la carga absoluta de microorganismo con la cantidad de DNA
humano hallado en la misma muestra, de modo que el cociente resultante es la carga relativa.

Teniendo estos antecedentes, se montd y estandarizé el método de g-PCR para cuantificar P. jirovecii en
pacientes colonizados, tanto adultos como lactantes de diversas edades, mediante el analisis de muestras invasivas
(tejido pulmonar) y no invasivas (aspirado nasofaringeo, gargarismo e hisopado nasofaringeo). Se escogié como gen
blanco a MSG, un gen multicopia que codifica para la principal glicoproteina de superficie de Pneumocystis.

La cuantificacién relativa de P. jirovecii mostré que hay cargas significativamente distintas del
microorganismo entre ciertos grupos etarios de lactantes colonizados fallecidos por Sindrome de Muerte Subita
(SMS). En otros grupos de pacientes colonizados (adultos y lactantes sanos) no se observaron diferencias
significativas de carga relativa de P. jirovecii entre distintas edades. Se evidencié en la mayoria de los grupos de
pacientes que la cuantificacidn relativa presenta un patrén de cargas distinto para cada rango de edad, respecto al
patron obtenido de la cuantificacion absoluta. Ademas, se investigd cuanto afecta la naturaleza de las muestras en la
precision de los resultados. En el caso de las muestras que no son homogéneas, como secreciones respiratorias, se
obtuvieron cantidades muy variables de DNA humano, independientemente del tamano de la muestra, lo cual
produjo resultados con mayor variabilidad respecto a los obtenidos para muestras mas homogéneas, como tejido

pulmonar.



En conclusidn, este trabajo demuestra la importancia de utilizar resultados expresados como cuantificacion
relativa, que a diferencia de la absoluta, permite comparar carga de Pneumocystis entre distintas muestras, tras
haber eliminado ciertos factores que inducen a obtener conclusiones distorsionadas. Ademdas se evidencid la
necesidad de escoger el tipo de muestra mas apropiado para obtener resultados mas confiables y precisos, al menos
para el area de investigacion.

Esta investigacion contribuye a validar una valiosa herramienta de deteccion que permite comparar carga de
Pneumocystis entre distintas muestras. Su alta sensibilidad hace posible su aplicacion incluso en muestras de
pacientes colonizados por Pneumocystis, cuyas cargas de microorganismo generalmente son demasiado bajas e
indetectables por otros métodos. El contar con esta nueva herramienta en nuestro pais, nos permitird investigar mas
a fondo la trascendencia clinica de P. jirovecii en la salud de pacientes colonizados y lactantes con infeccion primaria,
con o sin enfermedades respiratorias. Asi, este trabajo de tesis aporta un respaldo cientifico a la nueva aplicacién de

comparar muestras, utilizando el método mas avanzado de diagndstico molecular de Pneumocystis.



SUMMARY

Pneumocystis jirovecii is a fungal microorganism that infects the respiratory tract of immunocompromised
patients and it may cause Pneumocystis pneumonia (PCP). Recent research has demonstrated that P. jirovecii can also
be found in the respiratory tract of apparently immunocompetent patients, especially in infants younger than one
year of age; in this case it is called “primary infection”. Those hosts that show this microorganism in their respiratory
samples, but who have no PCP symptoms, are known as “Pneumocystis colonized”. Despite of the recent advances in
basic, clinical and epidemiologic investigation of Pneumocystis, there is no demonstration whether this fungus affects
morbidity of respiratory diseases, which are sometimes present in colonized adult patients or infants with primary
infection.

In view of this, and considering the inconvenience that, to date, Pneumocystis cannot be cultured, it is
necessary to develop new methods to detect and to quantify Pneumocystis in order to study its clinical and
epidemiological relevance more deeply, especially in the immunocompetent patients mentioned before. On that
score, during the last decade, the technology of Real Time Polymerase Chain Reaction (g-PCR [quantitative]) has been
applied for the detection of Pneumocystis. This technology allows to quantify load of microorganism in biological
samples, even in very low loads which cannot be commonly detected by conventional methods. In addition to this, g-
PCR allows the comparison of P. jirovecii loads among different samples taken from the same or different patients, if
relative quantification is calculated. In procedure, the absolute load of microorganisms is normalized with the amount
of human DNA found in the same sample, so the result is the relative load.

With this information, we established and standarized a g-PCR method in order to quantify P. jirovecii in
colonized patients, both adults and infants at several ages, through the analysis of invasive (pulmonary tissue) and
non invasive samples (nasopharyngeal aspirate, oral wash and nasopharyngeal swab). MSG was chosen as target
gene, this is a multicopy gene which codes for the Major Surface Glycoprotein of Pneumocystis.

The relative quantification of P. jirovecii showed significantly different loads of microorganism between
several age groups of colonized infants who had died of Sudden Infant Death Syndrome (SIDS). Within others
colonized patient groups —healthy adults and infants— no significantly differences were observed in relative load of
P. jirovecii between different ages. In most patient groups, it was apparent that relative quantification shows a
different load tendency for each age range, compared with the tendency obtained from absolute quantification. In
addition, we investigated the influence of sample composition on the precision of the results. In case of non
homogeneous samples, such as respiratory samples, variable quantities of DNA were obtained, independent of the
sample size. This produced more variability of results, with regard to those obtained from homogeneous samples,
such as pulmonary tissue.

In conclusion, this work demonstrates the relevance of using results expressed as relative quantification,

which, unlike absolute quantification, allows the comparison of Pneumocystis load between different samples, by



eliminating some factors which drive to wrong conclusions. Furthermore, the need of choosing the best sample type
in order to obtain results more reliable and precise, at least for research purpose, was demonstrated.

This research work contributes to the validation of a useful detection tool, which allows comparing
Pneumocystis load between different samples. Its high sensitivity makes it possible to use this technology even in
Pneumocystis colonized patients, in which loads of microorganism are generally too low to be detected by other
methods. To have this novel tool in our country, will allow us to investigate in depth the clinical relevance of P.
jirovecii in health of colonized patients and infants with primary infection —with or without respiratory diseases.
Therefore, this thesis work provides a scientific support to the novel application of comparing samples, using the

most advanced, molecular diagnostic method for Pneumocystis.



L INTRODUCCION

Pneumocystis es un microorganismo del reino fungi capaz de infectar el tracto respiratorio de humanos y de

muchos otros mamiferos 4% 2!

. La Neumonia producida por Pneumocystis (PCP) es la principal causa de morbilidad y
mortalidad en pacientes inmunocomprometidos por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), pero también se
presenta frecuentemente en pacientes con neoplasias o transplantados a quienes se les ha prescrito tratamientos

[48, 66]

inmunosupresores . Sin embargo, en afios recientes se ha descubierto que Pneumocystis también puede

“colonizar” el tracto respiratorio de personas sin inmunocompromiso aparente, incluyendo a muchisimos lactantes

[29, 54, 56, 58]

menores de un afio de edad, en quienes se denomina “infeccién primaria” por Pneumocystis Las

implicancias clinicas de la colonizacién e infeccién primaria aln estan siendo estudiadas, pero como Pneumocystis no

(1231 "as esencial contar con un método de deteccién cuantitativo, sensible

es un hongo cultivable hasta el momento
y confiable, que permita comparar carga de Pneumocystis en distintas muestras clinicas obtenidas del tracto

respiratorio de estos pacientes.

ANTECEDENTES BIOLOGICOS DE PNEUMOCYSTIS

En 1909, Pneumocystis fue observado por primera vez por Carlos Chagas en muestras de pulmdn de cuyes;
pero no fue hasta 1912 cuando el matrimonio Delanoe denomind al microorganismo —entonces hallado en
pulmones de ratas— con el nombre de Pneumocystis carinii, en honor a Antonio Carini, quien les habia mandado las

(43, 49]

muestras para estudio . Inicialmente se clasificd a Pneumocystis como un protozoo, pero en 1988 se le reconocié

filogenéticamente como parte del reino fungi, al haber secuenciado su subunidad pequefia de RNA ribosomal y hallar
que este microorganismo se relaciona mas estrechamente con los hongos © .

No se ha descubierto con certeza un nicho ecoldgico de Pneumocystis, sino solamente dentro del tracto
respiratorio de varias especies de hospederos mamiferos, como rata, ratéon y humano. Ademas, es especie-especifico,
es decir, existe una determinada forma o variante de Pneumocystis capaz de infectar a solo una especie de mamifero.
De modo que la forma que infecta a humanos se denomina Pneumocystis jirovecii, mientras que la que infecta a ratas
permanecié con el nombre Pneumocystis carinii ** ***. Las diferentes formas difieren en su genética, y no estd claro
por qué este organismo tiene requerimientos de hospedero tan estrictos a9l

Aunque Pneumocystis no se ha logrado cultivar exitosamente, gracias a las técnicas de tincion y observacion
por microscopia se han identificado dos formas basicas de su ciclo de vida, lamadas quiste y trofozoito. El quiste es la
forma de reproduccién sexual del hongo, que da origen a ocho trofozoitos haploides. La reproduccion de
Pneumocystis también puede ser asexual, por un proceso de fisién binaria de un trofozoito 2% ** %,

La manera actual mas comun de investigar a Pneumocystis es aislar los organismos desde ratas infectadas
experimentalmente, de modo que la forma mas estudiada es P. carinii. De hecho, ya se ha secuenciado el genoma de

P. carinii, de un tamafio de 7,7 Mb en 15 cromosomas lineales. Ademas se han caracterizado unos 30 genes

estructurales y funcionales, tanto de P. carinii como de P. jirovecii, entre ellos, el gen DHFR que codifica la enzima
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dihidrofolato reductasa, el gen DHPS (dihidropteroato sintasa), HSP70 (heat shock protein 70) y TS (timidilato sintasa)
[7, 8, 15, 26, 44, 49 (Supl. Inf.)].

Uno de los genes de Pneumocystis que también ha sido estudiado ampliamente es el gen multicopia que
codifica para la principal glicoproteina de superficie del hongo: MSG o GpA (Major Surface Glycoprotein o
Glicoproteina A) ™7 % Se ha vinculado la glicoproteina MSG con la funcién de adhesién del hongo a los neumocitos
tipo I, mediante un puente de fibronectina, y con una funcién de evasion del sistema inmune del hospedero 241 se
estima que en el genoma de Pneumocystis hay entre 50 y 100 copias del gen MSG, de unas 3000 kb cada una, las
cuales no son exactamente iguales en su secuencia nucleotidica. Este gen consta de una amplia region variable y una
regidon altamente conservada de menor tamaio. Esta Ultima estd ubicada en el principio de la region codificante y su
secuencia es comun en todas las copias de MSG (Figura 1, en Metodologia). La region variable genera una diversidad
muy amplia de MSG; de hecho se ha observado que en una muestra de P. jirovecii tomada de un ser humano, se
pueden hallar muchas secuencias de MSG distintas. Ademas, las familias de MSG también varian entre distintas
especies de Pneumocystis (P. jirovecii, P. carinii, P. muris), lo cual se podria relacionar con su comportamiento
especie-especifico tan estricto .

De todo el repertorio de MSG existente en el genoma de Pneumocystis, es solo una copia la que se expresa en
cada organismo, dando lugar a una determinada isoforma de proteina que se transporta a la superficie celular para
ser expuesta. Lo que determina cual copia del gen MSG se expresa en cada organismo es una secuencia conservada
de copia Unica llamada Upstream Conserved Sequence (UCS), capaz de recombinar con cualquier secuencia de MSG y
permitir su transcripcion. Asi, la copia de MSG que se expresa queda localizada inmediatamente rio abajo de la
secuencia UCS %% Este mecanismo de regulacién de la expresion de MSG es lo que le da la capacidad de variacién
antigénica a Pneumocystis " *>*” %% En vista de estos antecedentes, probablemente MSG cumple un rol importante
en la infectividad de Pneumocystis, pudiendo ser éste un factor que contribuye notablemente a su extendida
colonizacién, como se comentard mas adelante. Por otro lado, no se ha hallado que esta familia de genes esté
presente también en otros microorganismos patdgenos; por esto, se podria decir que MSG es un “arma de invasion”

exclusiva de Pneumocystis.

TRASCENDENCIA CLINICA DE PNEUMOCYSTIS

Durante la década de 1960 se conocid a Pneumocystis como un patdégeno pulmonar oportunista que
infectaba a nifios con inmunodeficiencia primaria y a pacientes con tratamientos inmunosupresores contra el cancer
o para tolerar transplantes de 6rganos **. Con la aparicién del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) en la
década de 1980, los casos de infeccion por Pneumocystis aumentaron, y llegd a convertirse en la enfermedad

caracteristica de la etapa SIDA en los pacientes VIH positivos (43, 49]

. Por otro lado, aunque la neumonia por
Pneumocystis (PCP) aparentemente la padecen solo pacientes con inmunocompromiso, no se sabe con certeza si este

patdgeno incide en cierto grado en la morbilidad de otros cuadros clinicos respiratorios de pacientes aparentemente



inmunocompetentes colonizados por P. jirovecii, es decir, pacientes con una baja carga del microorganismo en su

tracto respiratorio y carentes de la sintomatologia de PCP.

 INFECCION Y NEUMONIA POR PNEUMOCYSTIS (PCP)

Actualmente es mads aceptada la hipdtesis de que la aparicion de PCP en un hospedero sucede por
transmision aérea del hongo de persona a persona, mas bien que la reactivaciéon de una infeccidn anterior que se
mantuvo en estado asintomatico latente %%, Cuando P. jirovecii invade a su hospedero, al llegar a los alvéolos se

[48, 65] Los

adhiere a los neumocitos tipo |, generando una respuesta inflamatoria mediada por linfocitos T CD4+
sintomas mas comunes de PCP en pacientes inmunocomprometidos son hipoxemia, fiebre baja, tos improductiva,
disnea (que puede evolucionar a neumotodrax), taquipnea y taquicardia. La radiografia de térax en PCP generalmente
presenta infiltrados intersticiales perihiliares bilaterales ** ®®). Sin embargo, como la sintomatologia es inespecifica, se
hace dificil llegar al diagndstico de PCP basandose sélo en el examen fisico. Por ello, para confirmar un cuadro de PCP
se necesita verificar la presencia de P. jirovecii en muestras de secrecion respiratoria del paciente mediante métodos
de tincidén y visualizacion por microscopia, y adicionalmente es posible complementar el diagndstico detectando su

DNA mediante técnicas de biologia molecular .

e COLONIZACION

La colonizacién por Pneumocystis —también denominada infeccidn subclinica o portacion— consiste en la
deteccién del microorganismo o su DNA en un paciente que no presenta signos ni sintomas de neumonia por

Pneumocystis 2.

Comparados con pacientes PCP, los individuos colonizados presentan una baja carga de
microorganismo en su tracto respiratorio; aun asi, tienen el riesgo de desarrollar PCP y también pueden transmitir el
microorganismo a otras personas. Esto Ultimo, junto con otros antecedentes epidemioldgicos, apoya la hipdtesis de
que los mismos individuos sanos pueden ser un reservorio de Pneumocystis (29,331,

Mientras que la patologia de PCP aparentemente ocurre sélo en pacientes inmunocomprometidos, la
colonizacién por Pneumocystis ocurre en una amplia gama de personas inmunocompetentes, con o sin alguna
enfermedad respiratoria. Se ha detectado, por métodos de biologia molecular, la presencia del microorganismo en
muestras de secreciones respiratorias y de tejido pulmonar de autopsia de pacientes de todas las edades. Entre los
individuos adultos aparentemente inmunocompetentes, se ha hallado colonizacién en pacientes con desdrdenes
pulmonares primarios o crdnicos, como bronquitis, fibrosis quistica, EPOC (Enfermedad Pulmonar Obstructiva
Cronica) y cancer pulmonar de células pequefias. Pero también se ha detectado la presencia de Pneumocystis en
personas sin patolo-gias pulmonares: embarazadas, trabajadores de la salud con o sin contacto con pacientes con
PCP y en personas sanas de la comunidad /2% 335557],

Por otra parte, los estudios epidemioldgicos en lactantes aparentemente inmunocompetentes muestran que

[33]

la colonizacidon por Pneumocystis jirovecii se presenta en proporciones bastante altas “>. En algunas de estas

investigaciones se han analizado muestras de secreciones respiratorias de lactantes con sintomas de infecciones

respiratorias leves o bronquiolitis, hallandose hasta un 32% de pacientes colonizados (23, 35, 56]

10
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de un 10% de los lactantes colonizados presentaban episodios de apnea (61 y mas aun, se ha encontrado un

considerable porcentaje de colonizacion en pulmones de lactantes fallecidos por sindrome de muerte subita,

comparado con el porcentaje de colonizacidn en lactantes fallecidos por otras causas ®* %,

Ademas de estos estudios epidemioldgicos, se sabe muy poco de las consecuencias clinicas que pudiesen
resultar de la colonizacion por Pneumocystis. Por ejemplo, ademas de que la colonizacion podria conducira PCP o a la
transmision del microorganismo a otras personas, esta condicion clinica igualmente podria estimular la inflamacién
pulmonar con su consiguiente daiio al tejido. Aunque no ha sido estudiada a fondo la respuesta inmune en pacientes
colonizados, se sabe que en aquellos individuos colonizados y con enfermedad broncopulmonar crénica, hay un
aumento de linfocitos T CD4+ y de ciertas citoquinas proinflamatorias >,

Todos estos antecedentes ponen de relieve que la colonizacidn por Pneumocystis jirovecii es mas comun de lo
que la comunidad pueda suponer. Asimismo, si la incidencia de adquisicién del hongo en lactantes y nifios es

[37, 56]

sorprendentemente alta , écuanto significado adicional tendrd la colonizacién por Pneumocystis en la salud

publica?

* INFECCION PRIMARIA

Cuando Pneumocystis jirovecii infecta por primera vez el tracto respiratorio de un lactante, se habla de
infeccion primaria, ya sea en pacientes inmunocompetentes o inmunocomprometidos. En la década de 1970 se

investigd mediante serologia la infeccidon primaria por P. jirovecii, y se encontrd una alta incidencia de anticuerpos

[37]

anti-Pneumocystis en lactantes y nifios inmunocompetentes sanos menores de cuatro afios ~"'. Mas recientemente,

se ha encontrado infeccién primaria —detectando DNA de P. jirovecii en muestras de secrecion respiratoria— en mas

de un 30% de lactantes inmunocompetentes menores de un afio, que presentan al menos un episodio de infeccidn

[56]

respiratoria leve ~”. Ademas, los mayores porcentajes de positividad de P. jirovecii en los lactantes se situan en el

[23, 58]

rango de edad de 2 a 4 meses . Después, el mismo sistema inmune del paciente elimina el microorganismo del

tracto respiratorio y se observa la seroconversidn, es decir, se logra detectar anticuerpos anti-Pneumocystis jirovecii
algunos meses después del primer contacto con el hongo (50, 561,
Como es sabido, en nifilos inmunocomprometidos P. jirovecii generalmente causa PCP, que puede llegar a ser

mortal % &4

. Pero aun no esta bien establecido si la infeccion primaria por P. jirovecii, por si sola, causa alguna
sintomatologia respiratoria en el lactante inmunocompetente. En varios estudios, aquéllos con infeccidén primaria
presentan un cuadro clinico caracteristico de una infeccion del tracto respiratorio superior (como resfrio,
nasofaringitis o amigdalitis) o del tracto respiratorio inferior (como bronquitis, bronquiolitis 0 asma infeccioso)  **

%l sin embargo, no se ha esclarecido si la sintomatologia de cada paciente se debe a la presencia de P. jirovecii o a

otro microorganismo causante de patologias respiratorias G351,
Ante tales antecedentes, ha sido necesario montar métodos de deteccidn, cuantificacién y diagndstico de P.
jirovecii que eventualmente permitirian estudiar mds a fondo la trascendencia de este microorganismo en la salud de

pacientes inmunocompetentes.
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METODOS DE DETECCION Y DIAGNOSTICO PARA PNEUMOCYSTIS JIROVECII

Hasta el inicio de la década de 1990, los métodos utilizados para diagnosticar neumonia por Pneumocystis en
pacientes inmunocomprometidos consistian en tinciones especiales para visualizar quistes o trofozoitos por
microscopia. Esto confirmaba un cuadro de PCP, tras haber identificado la sintomatologia mas comun de dicha
patologia mediante el examen fisico y una radiografia de térax. Generalmente, las muestras tomadas de estos
pacientes eran invasivas, como lavado broncoalveolar o incluso biopsia pulmonar, o muestras menos invasivas, como
esputo inducido ™. Hoy en dia se continda practicando el examen fisico y las radiografias de térax en pacientes con
episodios respiratorios sugerentes de neumonia, y cuando hay sospecha de un cuadro de PCP, la tincidn y
visualizaciéon microscopica de P. jirovecii en muestras respiratorias es el método gold-standard para confirmar el
diagnéstico *® *8 Sin embargo se han desarrollado técnicas para extraer muestras no invasivas de los pacientes
—como lavado oral y aspirado nasofaringeo— y métodos de biologia molecular para la deteccidn y cuantificacién del

microorganismo ** %,

e |[DENTIFICACION DE PNEUMOCYSTIS JIROVECI POR MICROSCOPIA

Se han desarrollado diversas técnicas de tincidon de las formas tréfica y quistica de P. jirovecii, para su
visualizaciéon por microscopia Optica y, por ende, la confirmacion del diagndstico de PCP en pacientes
inmunocomprometidos. Las tinciones de Wright-Giemsa, Papanicolaou modificado y Gram-Weigert distinguen los
trofozoitos, mientras que los quistes pueden ser tefiidos por las técnicas de Gomori-Grocott (o tincion de
metenamina y plata), azul de toluidina, violeta cresil o calcofluor blanco 48] Ademds, la deteccion de P. jirovecii por
inmunofluorescencia o por inmunocitoquimica ha resultado especialmente util porque distingue tanto quistes como
trofozoitos en la muestra, y tiene mayor sensibilidad y especificidad que las tinciones tradicionales o,

No obstante, se ha visto que la sensibilidad y especificidad de estas técnicas no alcanzan el nivel de un
método diagndstico ideal, sobre todo algunas tinciones, que alcanzan solo hasta un 90% de sensibilidad ®¥. Esto
ultimo puede llevar al error de obtener falsos negativos, sobre todo al analizar muestras de pacientes que tienen una
baja carga del microorganismo 1 En cambio, los actuales métodos moleculares de deteccion y cuantificacion de DNA
de P. jirovecii cuentan con una sensibilidad y especificidad muy alta ©®’; aun asi, no son el método gold-standard, ya
que la visualizacion de los microorganismos por microscopia otorga una certeza diagndstica dificil de superar.
Ademas, los métodos de deteccion de Pneumocystis basados en biologia molecular no estan estandarizados a nivel

internacional %,

* PCR CONVENCIONAL Y PCR ANIDADA

En 1990, Wakefield y colaboradores aplicaron la herramienta molecular de PCR (Reaccién en Cadena de la

[61, 62]

Polimerasa) para detectar Pneumocystis en muestras respiratorias de humano y de rata . Tomando como

referencia el diagndstico clinico de PCP y la tincidn de plata en muestras de pacientes inmunocomprometidos, la
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técnica de PCR resulté ser altamente sensible y especifica ®". Desde entonces, se ha avanzado en el montaje de
técnicas basadas en PCR para su aplicacion en investigacion y en clinica.

Entre las ventajas que ofrece el uso de PCR para la investigacién y la clinica, estd el monitoreo de
tratamientos contra PCP, el hallazgo de distintas secuencias génicas que podrian tener correlacién con la gravedad de
la enfermedad, la posibilidad de detectar DNA de P. jirovecii en muestras no invasivas, la tipificacion del
microorganismo en estudios epidemioldgicos, la identificacion de mutaciones en genes terapéuticos potencialmente
responsables de la resistencia a farmacos y la deteccion de DNA de P. jirovecii en muestras de pacientes con
resultados de microscopia negativos .

En cuanto a estos ultimos pacientes, se ha visto que presentan una baja carga de Pneumocystis en el tracto
respiratorio, lo cual explica que no se logre detectar el microorganismo por microscopia, pero si mediante un método
mas sensible como lo es n-PCR (PCR anidada o nested). Estos pacientes no presentan sintomatologia de PCP, por eso
se les considera “colonizados” por P. jirovecii, y la mayoria de ellos no desarrolla la enfermedad dentro de un periodo
de seguimiento de varios meses (534,39,

Varios estudios comparan los métodos de microscopia y de PCR, en cuanto a su utilidad para diagnosticar
PCP. Ambas técnicas tienen una sensibilidad altisima (100% para ciertos tipos de muestras), pero en cuanto a la
especificidad y el valor predictivo positivo, no hay ventajas significativas de la técnica de n-PCR sobre las tinciones, ya
que arroja falsos positivos cuando se analizan muestras provenientes de pacientes inmunocompetentes y algunos

inmunocomprometidos fa1]

. Pero en estos casos de individuos sin PCP, los falsos positivos que resultan al usar n-PCR
estan confirmando que existe colonizacidn de P. jirovecii en el tracto respiratorio de la persona a1 Yy que su carga es
tan baja que no es detectada por PCR convencional ni por microscopia. Por lo tanto, no debe subestimarse la utilidad
de las técnicas moleculares para los estudios epidemioldgicos y clinicos sobre colonizacidn e infeccion primaria. De
hecho, se podria decir que gracias a estas técnicas —especialmente n-PCR— se ha descubierto la colonizacién por
Pneumocystis, al permitir detectar cargas muy bajas del hongo en pacientes sanos, que con tinciones son muy dificiles

de visualizar I,

* PCRTIEMPO REAL

Los métodos cuantitativos de deteccidn de Pneumocystis han sido desarrollados desde esta década, mientras
gue anteriormente habia solo métodos cualitativos o semicuantitativos, como el método descrito por Baughman y
cols. en 1990, que consistia en contar por microscopia los clusters de Pneumocystis y se comparaban con el nimero
de células nucleadas presentes en la muestra Bl

Actualmente, en el extranjero se han montado técnicas para la detecciéon de Pneumocystis jirovecii aplicando
el método cuantitativo de PCR Tiempo Real (q-PCR de quantitative Polymerase Chain Reaction). Sus ventajas son
evidentes al compararlo con otras técnicas de deteccidn. Lo principal, justamente, es que permite la cuantificacién de

este microorganismo en muestras clinicas. Da a conocer el nimero de copias de un determinado gen blanco de P.
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jirovecii por cierta cantidad de volumen de reaccién. Los genes que comunmente han sido utilizados como blanco de
deteccién en montajes de g-PCR son MSG, r5.8S, DHPS, DHFR, HSP70y cdc2 [L,2,4,13, 16,21, 22,23, 25]

La cuantificacion de P. jirovecii mediante g-PCR permitiria eventualmente estandarizar un punto de corte
entre los pacientes infectados y los colonizados, de acuerdo con la carga del microorganismo hallada en las muestras
respiratorias de los pacientes de ambos grupos ™ Otras ventajas de esta técnica son que la amplificacion y deteccidn
ocurren en un mismo sistema cerrado, lo cual impide la contaminacion de las muestras; el método es mas rapido,
como se emiten las sefiales fluorescentes al mismo tiempo de la amplificacion del DNA, los resultados de las muestras
se pueden obtener en unas dos horas, en vez de las 12 horas aproximadas que tarda todo el proceso de deteccién por
n-PCR. Ademas, se ha visto que la técnica de g-PCR tiene una sensibilidad muy similar a la de n-PCR al detectar el gen

DHPS de P. jirovecii, siendo capaz de detectar cargas bajisimas en muestras respiratorias de pacientes colonizados ™.

Bases Tedricas de la técnica de PCR Tiempo Real

El principio de g-PCR que le hace ser un método de deteccidn cuantitativo, se basa en el seguimiento ciclo por
ciclo de la reaccién de amplificacion del DNA blanco. Mediante el uso de moléculas reporteras capaces de emitir
fluorescencia en cada ciclo de amplificacidn, se puede detectar a tiempo real la cantidad de producto amplificado que
se va formando. De modo que a medida que aumentan los ciclos de PCR, aumenta también la intensidad de
fluorescencia emitida. Gracias a esto, es posible trazar una curva de fluorescencia a lo largo del progreso de la
reaccion de PCR (numero de ciclos de PCR), e identificar distintas fases en esta curva: fase de iniciacion, fase
exponencial y fase plateau. De esto se puede identificar el punto en que comienza la fase exponencial, en otras
palabras, el momento en que la eficacia de amplificacion se vuelve mdaxima y constante. Este punto se denomina ciclo
umbral (Ct, threshold cycle, o Cp, crossing point), ya que es el ciclo en que la intensidad de la fluorescencia emitida
sobrepasa un umbral de deteccidn, mayor al ruido de fondo (background de fluorescencia). El ciclo umbral sirve para
determinar la cantidad de DNA blanco que habia inicialmente en la muestra, ya que es inversamente proporcional al
logaritmo de la concentracién de DNA blanco presente en la muestra antes de la amplificacion ©*.

Los sistemas de deteccién para g-PCR emplean moléculas capaces de emitir fluorescencia y que tienen
afinidad especifica por el DNA. Estos pueden ser un agente intercalante o sondas fluorogénicas. El primero es el
sistema mds simple: SYBR Green, que se intercala entre los nucleétidos del DNA de doble hebra y emite fluorescencia
al ser excitado por luz ultravioleta. De modo que en cada ciclo de amplificacion —al final de cada etapa de
elongacion—, se detecta la fluorescencia emitida por este agente, la cual serd directamente proporcional a la
cantidad de DNA sintetizado. La desventaja de este sistema es que las moléculas de SYBR Green son inespecificas, en
el sentido de que se intercalan en cualquier producto de DNA de doble hebra, incluidos los dimeros de partidores. No
obstante, es posible realizar una curva de desnaturacion de producto amplificado al final de la etapa de amplificacidn,
a fin de determinar la temperatura de desnaturacién (T, melting temperature) del producto, y asi asegurar la

especificidad de la amplificacion P.
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Las sondas fluorogénicas son oligonucleétidos que contienen uno o dos fluoréforos acoplados a su estructura.
La secuencia nucleotidica de las sondas —o parte de ella— alinea de manera especifica con el DNA blanco, y en cada
ciclo de amplificacidon se emite fluorescencia, lo cual permite el seguimiento de la reaccién en tiempo real. Las sondas
de hidrélisis o sondas Tagman consisten en un oligonucleétido que contiene dos fluoréforos: uno dador o reportero
en el extremo 5’ y uno apagador (quencher) en el extremo 3’, de modo que al estar a poca distancia el uno del otro,
se produce un efecto de transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET), por el cual la fluorescencia
del reportero es absorbida por el quencher. La sonda alinea especificamente con una de las hebras de DNA blanco
durante la etapa de alineamiento de partidores, y cuando la enzima DNA Polimerasa elonga ambas hebras, su
actividad 5’-3’ exonucleasa libera y escinde la sonda y se separan ambos fluoréforos, permitiendo asi la emisién de
fluorescencia que es detectada por el equipo de g-PCR. Las sondas FRET en tandem o sondas LightCycler, son dos
sondas con un fluoréforo cada una —uno dador y otro aceptor—, que alinean muy cerca una de otra en una de las
hebras de DNA blanco. Durante la etapa de desnaturacion, el fluoréforo dador emite una fluorescencia débil; pero
cuando ambas sondas alinean con el DNA en la etapa de alineamiento, se produce transferencia de energia (FRET) y
ahora el aceptor emite fluorescencia detectable por el equipo, hasta que la enzima DNA Polimerasa desplaza ambas
sondas al elongar la hebra de DNA. Las sondas Beacon tienen forma de horquilla o tallo-bucle, cuyo bucle tiene una
secuencia complementaria con el DNA blanco y los brazos del tallo son complementarios entre si. Ademas el tallo
tiene un fluoréforo reportero y uno quencher en los extremos de sus brazos, de modo que no hay emisiéon de
fluorescencia al estar cerca uno del otro. Solamente durante la etapa de alineamiento hay emision de fluorescencia,
ya que la horquilla se abre para que el bucle pueda alinear con el DNA blanco, alejando asi a los fluoréforos 1,

Basicamente hay dos estrategias de cuantificacién: absoluta y relativa. La cuantificacion absoluta necesita de
una curva de calibracién hecha con un estdndar homdlogo con el DNA blanco, y se expresa como copias por pL o
como unidades de concentracién. La cuantificacion relativa requiere de la normalizaciéon de la cantidad de DNA
blanco medido respecto a un gen de referencia (gen constitutivo) o respecto a un calibrador (una muestra de
referencia), y se expresa como una razéon DNA blanco/DNA referencia. De todas formas, para ambos tipos de
cuantificacidon se necesitan curvas de calibracidn, que se construyen midiendo por g-PCR una serie de diluciones del
estandar, y luego se establece una recta que describe la variacion de los Ct en funcidn de la concentracion de DNA
blanco contenido en las muestras de estandar. Generalmente el estdndar consiste en una solucidn titulada de
plasmidio que contiene insertada la secuencia del gen de interés, sobre la cual deben alinear los mismos partidores
que se utilizaran para amplificar el gen blanco a partir de las muestras. En el caso de la cuantificacidn relativa, debe
haber dos curvas de calibracidn, una para el gen blanco y otra para el gen de referencia. El resultado medido para el

gen blanco es dividido por el resultado del gen de referencia, obteniendo asi la razon DNA blanco/DNA referencia 4,

51]
La utilidad de la cuantificacion absoluta suele ser limitada, ya que se aplica particularmente para cuantificar
patégenos en muestras bioldgicas, como los virus causantes del sida o de la hepatitis B o C. En cambio, la

cuantificacidn relativa suele ser mas practica, ya que permite comparar mediciones de acidos nucleicos en distintas
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muestras (por ejemplo, cuantificar cONA para comparar niveles de expresién de un gen en distintos tipos celulares).
Ademas, permite normalizar las diferencias relacionadas con la calidad y la cantidad de DNA extraido de las muestras

y la eventual deteccién de inhibidores de PCR ***,

Aplicacién de PCR Tiempo Real en diagndstico de Pneumocystis

La mayoria de los montajes de g-PCR hechos para detectar Pneumocystis son, en cierto sentido, incompletos
en cuanto a su utilidad para cuantificar; esto es porque la mayoria cuantifican de forma absoluta. Al ser asi, no se
apoyan en un pardmetro exacto que permita eliminar el error que se debe a la variabilidad de la cantidad de muestra
analizada: miden la carga de Pneumocystis en términos absolutos, sin tomar en consideracion si se analizé6 mayor o

menor cantidad de muestra respiratoria 1 2,13,16, 21, 22, 23]

. En cambio otros montajes de g-PCR realizan cuantificacién
relativa. Estos han normalizado el nimero de copias de DNA de P. jirovecii (DNA blanco) con la cantidad de DNA
humano hallado en la muestra (DNA referencia). En estos casos, se detecta y cuantifica por g-PCR un gen constitutivo
humano, como el de [B-actina, de albumina o de [B-globina (cuya presencia en células del epitelio bronquial y en

células alveolares esta confirmada) B *%

. El valor relativo que resulta de esta normalizacion refleja de mejor manera
la cantidad de microorganismo detectada en muestras que pueden ser comparadas entre si, por ejemplo, muestras
de distinta procedencia (lavado broncoalveolar, aspirado nasofaringeo, lavado oral, esputo inducido o tejido
pulmonar), muestras de distintos individuos o de un mismo paciente en seguimiento de su tratamiento contra
Pneumocystis (4,11, 23, 30]

Larsen y cols. publicaron un estudio en el que se cuantificaba el gen MSG de P. jirovecii en muestras de
aspirado nasofaringeo de lactantes con infeccidon primaria y sintomatologia propia de una infeccidon del tracto
respiratorio superior o inferior. Encontraron que los lactantes hospitalizados por un cuadro de infeccion del tracto
respiratorio superior tenian una carga de alrededor de dos veces mayor de P. jirovecii que los lactantes con infeccidon
del tracto respiratorio inferior. Ante esto, ellos sugieren que la infeccidon primaria por P. jirovecii es una infeccion
auto-limitada del tracto respiratorio superior 231 sin embargo, no estudiaron la carga de P. jirovecii en tejido
pulmonar, para luego compararla con las muestras de aspirado nasofaringeo y haber sugerido una relacion mas
fehaciente entre Pneumocystis y la infeccidn del tracto respiratorio superior o inferior. De hecho ninguin estudio en
humanos ha cuantificado la carga de P. jirovecii en muestras de tejido pulmonar, de modo que se pueda establecer si
muestras tomadas del tracto respiratorio superior sirven para evidenciar de manera confiable la carga presente en los
pulmones de cada paciente.

El contar con un método cuantitativo sensible, rapido, especifico y que permita comparar la carga de P.

jirovecii en distintas muestras del tracto respiratorio de pacientes infectados o colonizados sera un gran avance en el

estudio basico, clinico y epidemioldgico de Pneumocystis.
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I. HIPOTESISY OBJETIVOS

HIPOTESIS
“La cuantificacion relativa de Pneumocystis jirovecii mediante PCR Tiempo Real permite comparar la carga de este

microorganismo entre muestras respiratorias invasivas y no invasivas”.

OBJETIVO GENERAL

Estandarizar un método cuantitativo que permita comparar carga de Pneumocystis jirovecii entre muestras no

invasivas y muestras de tejido pulmonar de pacientes colonizados.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Aislary clonar el gen MSG de Pneumocystis jirovecii para ser utilizado como gen blanco en el método de PCR
Tiempo Real.

2. Estandarizar el método de PCR Tiempo Real para detectar DNA de Pneumocystis jirovecii en muestras con alta
y baja carga de microorganismo, obtenidas del tracto respiratorio humano.

3. Cuantificar y normalizar la carga de Pneumocystis jirovecii relativa a la cantidad de DNA humano en muestras
no invasivas y de tejido pulmonar de pacientes colonizados.

4. Comparar carga de Pneumocystis jirovecii entre muestras respiratorias no invasivas y muestras de tejido

pulmonar, en base a los resultados obtenidos en el objetivo especifico 3.
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IIl. METODOLOGIA

DEL OBJETIVO ESPECIFICO 1. Aislar y clonar el gen MSG de Pneumocystis jirovecii para ser utilizado

como gen blanco en el método de PCR Tiempo Real.

A partir de muestras de pulmdén de pacientes con diagndstico de neumonia por Pneumocystis (PCP)
disponibles en nuestro laboratorio, se procedid a extraer el DNA total a fin de aislar el gen que codifica para la
glicoproteina de superficie MSG (Major Surface Glycoprotein) de P. jirovecii. Para ello, se homogeneizé el tejido
pulmonar, se depurd y se purificd el DNA total con el uso del kit comercial QI Aamp DNA Mini Kit (QIAGEN). Se escogid
a MSG como gen blanco, considerando que podria favorecer la sensibilidad del método, al ser un gen multicopia ™.

El aislamiento del gen blanco se realizé6 mediante PCR, utilizando los partidores PC MSG Forward (5’-CAA AAA
TAA CAY TSA CAT CAA CRA GG-3') y PC MSG Reverse (5’-AAA TCA TGA ACG AAA TAA CCA TTG C-3') ?**! y |a enzima
Pfu DNA Polimerasa, para amplificar parte de la regiéon altamente conservada del gen MSG de P. jirovecii, un
fragmento de 156 pb (Figura 1). El producto amplificado que se obtuvo se visualizd en un gel de agarosa al 2% con
bromuro de etidio y luego se extrajo la banda para purificar el DNA mediante un kit comercial (SV Gel and PCR Clean
Up System, Promega), siguiendo el protocolo del fabricante. En seguida se determind la concentracion del DNA

purificado por espectrofotometria UV.

Gen MSG
~3000 pb
Region
altamente
° Regioén variable —® &——conservada,—°

PC MSG Fw
%

Producto
Amplificado
(156 pb)

Figura 1. Estructura basica del gen MSG y amplificacion del fragmento blanco.

La figura muestra de forma esquematica una de las copias de todo el repertorio de MSG presente en el genoma de
Pneumocystis. En verde se indica la regidon altamente conservada ubicada al inicio de la regién codificante. En rojo se
representa la region variable. Los partidores PC MSG Forward y PC MSG Reverse (flechas azules) alinean en la zona
altamente conservada del gen MSG, lo que permite la amplificacion de un fragmento de 156 pb mediante la reaccién de
PCR.
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El fragmento de DNA se sometid a una reaccién de adenilacidén en sus extremos 3’, usando la enzima Taq DNA
Polimerasa y dATP, a fin de compatibilizar el fragmento con los extremos timidilados del vector de clonamiento
PGEM-T Easy (Promega). Luego se llevd a cabo la ligacion del fragmento al vector mediante una reaccién con la
enzima T4 DNA ligasa. Tanto la adenilacién como la ligacién se efectuaron siguiendo los protocolos del fabricante del
vector pGEM-T Easy. A continuacidn se prepararon células competentes de Escherichia coli DH50 mediante
incubacién con CaCl,. La transformacién de las bacterias competentes se realizé por shock térmico a 42 °C por 50
segundos. Luego de su recuperacion con medio de cultivo SOC a 37 °C durante 105 minutos, las células fueron
cultivadas en agar LB / Ampicilina / IPTG / X-Gal, durante toda la noche a 37 °C. Al dia siguiente se seleccionaron
algunas de las colonias transformantes de color blanco, y luego se verific6 que éstas tuviesen el vector con el
fragmento de MSG correctamente insertado. Para ello primero se hizo una extraccion de acidos nucleicos totales por
lisis celular con sacarosa y una mezcla de fenol : cloroformo : alcohol isoamilico (24:24:1), a fin de corroborar la
presencia del plasmidio en las bacterias; luego se realiz6 PCR de colonias para asegurarse de obtener una
amplificacion eficaz.

Finalmente, a partir de las colonias seleccionadas, se llevd a cabo la purificacion del plasmidio con un kit
comercial de extraccion de DNA plasmidial bacteriano (Promega). A modo de control, se realizé una digestion del
plasmidio incubandolo con la enzima de restriccion Nde I, durante 3,5 horas a 37 °C. Luego se realizd una
electroforesis en gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio y se visualizd el DNA en transiluminador UV. También se
confirmd por PCR convencional que el plasmidio fuese util como DNA blanco para la amplificacién usando los
partidores antes descritos. EI amplicdn obtenido se secuencié para corroborar su identidad. Por otra parte, se
determind la concentracidn del plasmidio puro mediante espectrofotometria UV. De aqui en adelante, llamamos a

este plasmidio “pMSG”.

DEL OBJETIVO ESPECIFICO 2. Estandarizar el método de PCR Tiempo Real para detectar DNA de
Pneumocystis jirovecii en muestras con alta y baja carga de microorganismo, obtenidas del tracto

respiratorio humano.

Se prepararon diluciones seriadas del plasmidio pMSG (1x10° — 1x107 copias/HL) y se amplificé el fragmento
de MSG inserto en el plasmidio por PCR convencional con la enzima Tag DNA Polimerasa, de acuerdo al protocolo del
laboratorio. Luego se visualizaron las bandas de producto amplificado obtenido de las distintas diluciones de
plasmidio en un gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio, en transiluminador UV. Luego se analizaron estas
mismas diluciones por PCR Tiempo Real (g-PCR) en un equipo LightCycler 2.0 (Roche), usando un programa estandar
descrito por el fabricante. Para realizar las pruebas de estandarizacion del programa y la mezcla de reaccion se
escogid el rango de diluciones de 1x10° — 1x10" copias de pMSG/pL.

Se realizaron numerosas pruebas para estandarizar el programa de PCR a Tiempo Real, usando diluciones del
plasmidio pMSG como estandar, controles positivos obtenidos de pulmones con PCP y algunas muestras

provenientes de pacientes colonizados, que tienen baja carga de Pneumocystis. Se analizaron las curvas de
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desnaturacién de los productos amplificados de cada prueba, y se obtuvieron los puntos de desnaturacién T,
(melting points) a fin de descartar la deteccidon de productos inespecificos o dimeros de partidores. Se visualizd el
tamafio de los amplicones en geles de agarosa al 2% con bromuro de etidio. Ademas se verificéd cudl es la menor
dilucién de plasmidio pMSG detectable por el método de g-PCR, lo que determind la sensibilidad de éste ™ !,
Ademas se secuenciaron algunos de los productos amplificados obtenidos a partir de los estandares y de los controles
positivos, para la identificacion de éstos.

Finalmente, usando el método de g-PCR ya estandarizado, se analizé por triplicado las diluciones de pMSG de
1x10° — 1x10* copias/pL. A partir de los datos obtenidos de fluorescencia v/s nimero de ciclos (C.), se elaboré una
curva de calibracion (C; v/s logaritmo de la concentracion del plasmidio pMSG). Esta curva es utilizada para la
cuantificacion de P. jirovecii en cada muestra a analizar posteriormente [2.4,13,21, 331 ge ysaron los partidores PC MSG

Forward y PC MSG Reverse. El método de deteccidn de los amplicones es el uso del agente intercalante de DNA SYBR

Green (SensiMix Lite, Bioscan), que emite sefiales fluorescentes.

DEL OBJETIVO ESPECIFICO 3. Cuantificar y normalizar la carga de Pneumocystis jirovecii relativa a la

cantidad de DNA humano en muestras no invasivas y de tejido pulmonar de pacientes colonizados.

Se recolectaron muestras pareadas de pacientes que fueron sometidos a cirugia toracica (toracotomia), luego
de haber recibido su consentimiento informado. Antes de la cirugia, a cada paciente se le tomé una muestra de
gargarismo (GARG) con suero fisiolégico y una muestra de hisopado nasofaringeo (HNF). Ambas muestras no
invasivas se centrifugaron y se juntaron en un solo tubo para la purificacion del DNA. Del trozo de tejido pulmonar
extraido por la cirugia, se separé una fraccion para este estudio. Ademas, se seleccionaron muestras clinicas
conservadas en nuestro laboratorio que se habian obtenido del Instituto Médico Legal. Estas consistieron en
muestras de tejido pulmonar (TP) de autopsias de lactantes fallecidos por Sindrome de Muerte Subita (SMS) y de
adultos sanos fallecidos por violencias. Ademds se seleccionaron muestras no invasivas de Aspirado Nasofaringeo
(ANF) que habian sido obtenidas de una cohorte de lactantes sanos.

El procesamiento de las muestras no invasivas (GARG+HNF y ANF) consistid en incubar con proteinasa k
(QIAGEN) un volumen de muestra suspendida en amortiguador fosfato salino (PBS) pH 7,2 a 56 °C durante 10 min.
Después se extrajo y purificd el DNA total de cada muestra mediante el uso del kit comercial de purificaciéon Q/Aamp
DNA Mini Kit (QIAGEN), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. En cuanto a las muestras de tejido pulmonar
(TP), se homogenizaron porciones de éste en frascos Duran-Schott con amortiguador fosfato salino PBS estéril, por
agitacién magnética en frio, siguiendo el protocolo estandarizado en nuestro laboratorio. Luego de la depuracién del
homogeneizado por filtracién y centrifugacion, se llevd a cabo la purificacion de DNA total del homogeneizado
pulmonar con el uso del kit comercial Ql/Aamp DNA Mini Kit (QIAGEN), siguiendo el mismo protocolo utilizado para las
muestras no invasivas.

Se seleccionaron sélo muestras positivas para Pneumocystis jirovecii segun el método de PCR anidada (n-

PCR), usando partidores especificos para amplificar el gen mtLSU rRNA (mitocondrial Large Subunit ribosomal RNA),
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que se encuentra en cinco copias en el genoma de P. jirovecii ®". La primera ronda de PCR contempla el uso de los
partidores primarios PAZ 102-H y PAZ 102-E, que amplifican un fragmento de 367 pb del gen mtLSU rRNA. El
programa de PCR para esta primera fase consta de 40 ciclos, que incluyen las etapas de desnaturacién, 1,5 minutos a
94 °C; alineamiento, 1,5 minutos a 55 °C, y elongacién, 2 minutos a 72 °C; luego de los 40 ciclos, una etapa de
enfriamiento a 4°C. Para la segunda ronda de amplificacién se utilizan los partidores secundarios PAZ 102-X y PAZ
102-Y, que amplifican un fragmento de 267 pb, a partir del amplicon obtenido en la primera ronda. El programa de
PCR consta, primero, de 10 ciclos con las siguientes etapas: desnaturacién, 1,5 minutos a 94 °C; alineamiento, 1,5
minutos a 56 °C, y elongacion, 2 minutos a 72 °C. A continuacién, 30 ciclos con las siguientes etapas: 1,5 minutos a 94
°C; 1,5 minutos a 64 °C, y 2 minutos a 72 °C. Etapa final a 4 °C. En ambas rondas de amplificacidn se utilizé la enzima
Taq DNA Polimerasa (Promega) a una concentracién final de 0,025 u/uL. Este protocolo estaba ya estandarizado en
nuestro laboratorio *% %,

Se procedié a cuantificar la carga absoluta de P. jirovecii en cada muestra por triplicado, sometiéndolas al
método de g-PCR estandarizado, de modo que en base a la curva de calibracion elaborada, se obtuvo el nimero de
copias del gen MSG por pL de reaccion. Después se cuantificd en las mismas muestras, y por duplicado, el gen de [3-
Globina humana con el uso del kit comercial Control Kit DNA (Roche), aplicando la mezcla de reacciéon y el programa
indicado por el fabricante. Con esto se pudo normalizar la cantidad de DNA de P. jirovecii con la cantidad de DNA
humano hallado en cada muestra, de modo que se obtuvo la cuantificacion relativa de P. jirovecii, medida en copias
de MSG por nanogramo de DNA de B-Globina humana (cMSG/ngDNAh) 231,

Para corroborar la identidad de los amplicones obtenidos de los pacientes colonizados, se secuenciaron cinco
productos obtenidos de distintas muestras. Se seleccionaron amplicones que fueran representativos de cada grupo

de muestra, que tuviesen abundante amplificacion y cuyos peaks de desnaturacion fuesen bien pronunciados.

DEL OBJETIVO ESPECIFICO 4. Comparar carga de Pneumocystis jirovecii entre muestras respiratorias no

invasivas y muestras de tejido pulmonar, en base a los resultados obtenidos en el objetivo especifico 3.

Se evaluaron los datos obtenidos de la cuantificacidon relativa de Pneumocystis jirovecii por g-PCR,
comparando las cargas entre los distintos tipos de muestra. Se determind si los datos de cada grupo de muestras
tenian una distribucion normal o no (datos paramétricos o no paramétricos, respectivamente) mediante D’Agostino
and Pearson omnibus normality test (para n28) o Kolmogorov Smirnov normality test (para n<8). Se aplico el test 1
way ANOVA, para comparar datos paramétricos entre tres o mas grupos, a fin de verificar la presencia de diferencias
significativas entre los cuatro grupos de datos correspondientes a tejido pulmonar de lactantes. Luego, aplicando el
post-test Bonferroni’s Multiple Comparison test, se sefiald entre qué grupos etarios existian tales diferencias. Para los
datos paramétricos correspondientes a solo dos grupos etarios (tejido pulmonar de adulto) se aplicé Unpaired t-test a
fin de establecer si hubo diferencia significativa entre ambos grupos. Para comparar datos no paramétricos, se aplico

Kruskal-Wallis test con el objetivo de comprobar la presencia de diferencias significativas entre los grupos (ANF de
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lactantes) y entonces se utilizo el post-test de Dunn’s Multiple Comparison test para establecer entre qué grupos
existian tales diferencias.

Posteriormente se analizd qué tipos de muestra contribuyen a obtener datos mds precisos. Para ello se
compard el grado de dispersion (desviacidon estandar de los promedios de las cargas) entre muestras no invasivas y

muestras de tejido pulmonar.

BASES ETICAS

Este trabajo se enmarca dentro de los Proyectos Fondecyt 1060750 y 1100225, aprobados por el Comité de
Etica para investigacion en seres humanos del Servicio Metropolitano Norte y por el Comité de Etica de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile.

La recoleccidon de muestras clinicas de pacientes vivos fue hecha con el consentimiento informado de cada

uno de ellos (Ver Apéndice).
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IV.  RESULTADOS

DEL OBJETIVO ESPECIFICO 1. Aislar y clonar el gen MSG de Pneumocystis jirovecii para ser utilizado

como gen blanco en el método de PCR Tiempo Real.

Primero se procedio a aislar el gen blanco MSG de P. jirovecii mediante PCR convencional con la enzima Pfu DNA
Polimerasa (0,1 u/pL), usando los partidores PC MSG Forward y PC MSG Reverse. Se origind un producto amplificado
de aproximadamente 150 pb, segun la visualizacién en geles de agarosa al 2% con bromuro de etidio.

Se logré la ligacion del fragmento de MSG adenilado en el vector pGEM-T Easy mediante una reaccion con la
enzima T4 DNA Ligasa (0,39 u/pL), con una proporcion inserto : vector de 3:1.

A continuacion se realizé la transformacion bacteriana por shock térmico. Crecieron colonias blancas y azules de
E. coli DH5a transformantes en placas de agar LB / Ampicilina / IPTG / X-Gal (Figura 2). Se seleccionaron algunas de
las colonias de color blanco que contienen el vector con el inserto de MSG, mediante un sondeo de dos etapas:
extraccién de acidos nucleicos totales con fenol : cloroformo : alcohol isoamilico (24:24:1) para identificar las colonias
con sdélo 1 inserto en cada vector (Figura 3A), y PCR de colonias, para seleccionar aquéllas cuya amplificacion fuese
mas eficaz (Figura 3B). A partir de las colonias seleccionadas se obtuvo el plasmidio pMSG, tras haberlo extraido y

purificado con un kit comercial (Promega).

Figura 2. Cultivo de cepas E. coli DH5a transformantes.

Placa de agar LB / Amp / IPTG/ X-Gal con crecimiento de colonias blancas y
azules de Escherichia coli DH50 transformantes.
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Figura 3. Sondeo de las colonias transformantes.
3000 pb
A. Visualizacién de plasmidio en gel de agarosa al 1%
luego de la extraccidén de acidos nucleicos totales con
fenol : cloroformo : alcohol isoamilico (24:24:1) a
partir de varias colonias transformantes. Las llaves
indican las bandas de DNA plasmidial relajado vy
sobreenrollado. St: estandar 100 pb; CB: DNA de
colonias blancas; CA: DNA de colonias azules (control
de plasmidio sin el inserto). Fueron seleccionadas las
colonias correspondientes a los carriles 3,5, 6, 7, 8y 9.

1000 pb

3000 pb

1000 pb
B. PCR de colonias. Usando las seis colonias
seleccionadas en el paso anterior, se amplifico el gen
MSG a partir del plasmidio contenido en ellas. St:

B estandar 100 pb; MSG: control de PCR de MSG a partir
3000 pb ke SC | de DNA purificado desde una muestra de tejido
pulmonar de un paciente P. jirovecii (+); CS: DNA

1000 pb amplificado de colonias seleccionadas.

150 pb

Se midid la concentracion del plasmidio pMSG por espectrofotometria UV, la cual resultd ser de 160,7 ng/uL
(83,4 nM o 5x10"° copias de plasmidio/pL). Luego se hicieron diluciones seriadas de pMSG, desde una concentracién
de 1x10° hasta 1x10™ copias/L. Entonces se sometié a PCR simple todas las diluciones. Con esto se corrobord la
utilidad de los plasmidios para la amplificacién y se observaron las diferencias de intensidad de las bandas de cada
producto amplificado en un gel de agarosa (Figura 4). Las bandas de producto amplificado fueron visibles desde la
dilucién de 1x10° hasta la de 1x10* copias/pL. No se pudo observar producto amplificado en el caso de las
concentraciones mas bajas de pMSG (diluciones 1x10% — 1x107 copias/pL).

Se confirmd el tamafio del plasmidio pMSG linearizado en un gel de agarosa al 1%, tras digerirlo con la enzima
de restriccion Nde | (Figura 5). El tamafio esperado del plasmidio recombinante era de 3171 pb. Y efectivamente, tras
la electroforesis, se visualizd una banda de entre 3054 y 4072 pb. Ademads, su tamafio fue muy similar al del vector

PGEM-T Easy (3015 pb) utilizado para insertar el fragmento de MSG.
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3000 pb Figura 4. PCR de diluciones de pMSG.

1000 pb O Gel de agarosa al 2% que muestra las bandas de cada
producto amplificado de las diluciones de plasmidio pMSG.
St: estdndar de peso molecular de 100 pb. CP: control
positivo (amplificado de MSG a partir de DNA de paciente
con PCP). S: amplificado de MSG a partir del stock de
plasmidio pMSG (5x10™ copias/ML). CN: control negativo
(PCR del vector pGEM-T Easy). Arriba: carril 4 al 9, diluciones
1x10° hasta 1x10* copias/JL, respectivamente. Abajo: carril
3 al 9, diluciones 1x10° hasta 1x10° copias/pL,
respectivamente.

100 pb O

3000 pb

1000 pb

100 pb O

| pGEM St Figura 5. Digestion del plasmidio pMSG.
p

Electroforesis del plasmidio pMSG linearizado, en gel de
agarosa al 1% con bromuro de etidio. St del carril 1:
estandar de peso molecular de 1 Kb. St del carril 6: estandar

0 3000 pb de peso molecular de 100 pb. Carril 2: pMSG linearizado por
la enzima Nde | (banda entre 3054 y 4072 pb). Carril 3:
pMSG circular, control negativo de digestion (sometido a
incubacion, pero sin Nde /). Carril 4: pMSG circular,
directamente cargado desde el stock. Carril 5: vector pGEM-
T Easy lineal, control para comparacion de tamafio (peso
molecular un tanto menor que pMSG).

DEL OBJETIVO ESPECIFICO 2. Estandarizar el método de PCR Tiempo Real para detectar DNA de
Pneumocystis jirovecii en muestras con alta y baja carga de microorganismo, obtenidas del tracto

respiratorio humano.

Durante el proceso de estandarizacion se obtuvo la amplificacion mas éptima de DNA, en cuanto a
sensibilidad y especificidad, después de 13 pruebas con composiciones distintas de la mezcla de reaccién y 20
pruebas en que se ajustd el programa de g-PCR. En todas ellas se utilizé DNA templado proveniente de pacientes con
PCP (controles positivos) y de pacientes colonizados, y algunas diluciones del plasmidio pMSG se usaron como
estandar.

Primero se probaron concentraciones crecientes de magnesio y, paralelamente, concentraciones crecientes
de enzima Tag DNA Polimerasa. Los resultados mostraron buena amplificacion, pero los peaks de desnaturacion
—obtenidos a partir de las curvas de desnaturacién o melting— se ubicaban sin un orden especifico, evidenciando

amplificacion inespecifica. Se observo en cada prueba, un peak de desnaturacion ubicado a una T,, de 75 °C, diferente
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a los peaks de los estandares y controles positivos (CP), ubicados hacia los 86 °C (Figura 6A). Este producto fue
detectado sobre todo para los estadndares de menor concentracion, de 1x10' a 1x10° copias de pMSG/uL. Para
intentar favorecer la especificidad de la amplificacion, se aumenté la temperatura de alineamiento desde los 53 hasta
los 57 °C, manteniendo una concentracidn alta de magnesio (5 mM). Pero no se pudo eliminar la amplificacién
inespecifica. Se dedujo que este producto inespecifico correspondia a dimeros de partidores. Por consiguiente, se
redujo la concentracion de magnesio a 4 mM y se aumentd la temperatura en que comenzaba la etapa de
desnaturacion de producto amplificado (70 °C), a fin de que no se formaran ni se detectaran los dimeros de
partidores. Como resultado, estos dimeros de partidores fueron eliminados y se observaron solamente los peaks de
desnaturacién de los estandares y CP, y de las muestras de DNA provenientes de individuos colonizados que se

incluyeron a modo de prueba (Figura 6B).

Figura 6. Graficos de peaks de
desnaturacién de productos
amplificados.
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Graficos de la derivada negativa de la
fluorescencia respecto a la temperatura
v/s temperatura. Este tipo de grafico se
obtiene de las curvas de desnaturacion
de los amplicones (fluorescencia v/s
temperatura) después de la etapa de
amplificacién. Cada peak corresponde a
s s o o o o un producto amplificado e indica la
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A. Los peaks ubicados hacia los 75 °C
corresponden a productos inespecificos
provenientes de dimeros de partidores.
El peak color verde ubicado cerca de los
83 °C corresponde al amplicon
proveniente de una muestra de
colonizado. Los peaks cercanos a los 86
°C corresponden a los productos
' provenientes de un control positivo
i (paciente con PCP) y estandares (pMSG).

" " I * I SDTempefa%ure["C]M % * 0 = 94 B. El peak ubicado cerca de los 82 °C
corresponde al producto de una muestra
de colonizado, mientras que los demas
peaks cerca de los 86 °C son de productos
de controles positivos y estandares. Han
desaparecido los peaks correspondientes
a dimeros de partidores, que se ubicaban
cerca de los 75 °C.
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En estos casos, la T, de los CP y estandares fue distinta que la T,, de las muestras de colonizados: 86y 82 °C,
respectivamente. Aparentemente, esta diferencia de T, se debié a una deficiente amplificacion del DNA de las
muestras de individuos colonizados, por lo que se aumentd el numero de ciclos y luego se duplicé la concentracién de
DNA analizado. Esto causé un desordenamiento de los peaks de desnaturacion, y por otro lado, no se logré detectar
el estandar de menor concentracién (1x10" copias de pMSG/pL).

En base a los graficos de peaks de desnaturacidén y a la visualizacion de productos en geles de agarosa, se
concluyd que los amplicones obtenidos a partir de DNA de individuos colonizados eran fragmentos mads cortos que los
productos obtenidos de CP y estandares. Por esto se incluydé una etapa de elongacién adicional (7 minutos a 72 °C)
justo al finalizar los ciclos de amplificacién, a fin de favorecer la elongacién de productos aparentemente
incompletos. A pesar de esto, no se elimind la diferencia de T, entre colonizados y controles.

Se sospechd de los partidores como causa de la falta de especificidad, de modo que se hicieron pruebas
utilizando partidores nuevos mas puros, pero no hubo mejores resultados. Por otro lado, se hizo evidente la
necesidad de renovar continuamente las diluciones de estdndar pMSG, ya que en algunas pruebas casi no hubo
amplificacion de éstos, tras haber sido congeladas y descongeladas varias veces cada alicuota de plasmidio.

Luego se trabajo con las concentraciones de DNA de las muestras. Se aumentd la concentracién de DNA de
colonizados, para asemejar la carga de DNA de Pneumocystis a la de las muestras de CP, y asi intentar obtener
productos con la misma T,, que los CP y estandares. No obstante, al concentrar 10 veces el DNA de un individuo
colonizado, no hubo amplificacidn, ya que el exceso de DNA inhibié el proceso de PCR. Por otro lado, se diluy6 el DNA
de muestras de CP para asemejarlo a las muestras provenientes de colonizados, que contienen baja carga de DNA de
Pneumocystis. A diferencia de lo que se esperaba, la T, del producto (~86 °C) no disminuyé hacia la T,, caracteristica
de las muestras de colonizados (~82 °C). No obstante, mejord la amplificacion. De modo que se ensayd con varias
diluciones de DNA de CP y se escogid la que amplificaba mejor: la dilucién de 1:10.

También se probaron diluciones sucesivas de DNA de muestras de colonizados (1:5, 1:25, 1:125 y 1:625). Los
mejores resultados se obtuvieron al usar la dilucién 1:25, incluso mejord notablemente el orden de los peaks de
desnaturacién, evidenciando una amplificacién mas especifica. Al trabajar con esta concentracion de DNA para
muestras y CP, y con un programa de 50 ciclos de amplificacién, la T,, de las muestras de colonizado se acercé
bastante a la T,,, de los CP y estandares, siendo éstas de 84 y 86 °C, respectivamente. Después se redujo el nimero de
ciclos hasta 45, y como resultado, mejoré aun mas la similitud de ambas T,. La T,, de colonizado fue de 85 °C,

mientras que la T,,, de CP y estandares fue de 86 °C (Figura 7. Comparese con la Figura 6B).
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Finalmente, la composicion estandarizada de la mezcla de reaccidén consta de 1,5 puL de enzima Taq DNA
Polimerasa (Quantace, Bioscan) por cada 20 pL de reaccién, magnesio a una concentracion final de 4 mM y partidores
a 200 nM. Cada muestra de DNA y los CP se usaron a una dilucion de 1:25, légicamente exceptuando los estandares
de pMSG, que fueron usados a diluciones seriadas fijas (1x10" — 1x10° copias de pMSG/pL).

Se intenté mejorar la especificidad de amplificacidn y la sensibilidad aumentando en 1 unidad la temperatura
de alineamiento y el nimero de ciclos. Con esto mejoré la sensibilidad, pero no la especificidad. Por consiguiente, la
temperatura de alineamiento que ofrecid un mejor resultado hasta entonces fue de 53 °C, usando un programa de
amplificacion de 46 ciclos.

A continuacion se traté de mejorar la especificidad implementando un programa de Touch-Down PCR. Este
programa consiste en usar distintas temperaturas de alineamiento en cada ciclo de amplificacion: en los primeros
ciclos la temperatura de alineamiento es alta (entre 57 y 60 °C), pero a partir del ciclo 10 o 15, esta temperatura va
disminuyendo 1 °C por cada ciclo, hasta llegar a ser un tanto menor que la T, de los partidores (50 °C), de modo que
favorezca la amplificacion. Tras varios ajustes en las temperaturas y en los ciclos del programa, se consiguié una
mejoria leve en la especificidad de amplificacion: la diferencia entre las T,, de colonizados y CP y estandares
disminuyd a menos de 1 °C. Ante esto, se procedid a elaborar una curva de calibracion. Sin embargo, tras usar este
programa de Touch-Down PCR, se perdié mucha sensibilidad: no fue posible detectar los estandares de menor
concentracién, 1x10' ni 1x10* copias de pMSG/uL. Por lo tanto, se volvié a trabajar con el programa de g-PCR
anterior, que utilizaba una temperatura de alineamiento fija (no Touch-Down).

El programa de g-PCR que produjo mejores resultados es el siguiente: Activaciéon de la enzima y
desnaturacién: 95 °C por 10 min. Amplificacion de 46 ciclos de: 95 °C por 10 seg. (desnaturacién), 53 °C por 10 seg.
(alineamiento) y 72 °C por 20 seg. (elongacidn). Etapa de elongacién a 72 °C por 7 min. Desnaturacion del producto
amplificado: aumento de la temperatura hasta 95 °C, disminucion hasta 70 °C por 10 seg. y aumento progresivo hasta

95 °C a una velocidad de 0,1 °C/seg. Enfriamiento final: 40 ° C por 20 seg.
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Se procedid a elaborar la curva de calibracidn, usando los estandares de pMSG, desde la dilucién de 1x10*

hasta la dilucién de 1x10° copias/pL. Cada estandar se cuantifico por triplicado. Al obtener los resultados, se elimind
el dato mas alejado del promedio para cada dilucién a fin de mejorar la linearidad de la curva y disminuir el error. La
curva de calibracion resultante es una recta con pendiente -3,994, intercepto 42,62 (niUmero de ciclo), un error de
0,098 y un r de -1,00 (Figura 8). Ademas, mediante el analisis de las curvas de desnaturacidn, se revisd que no
hubiese amplificacion inespecifica o dimeros de partidores. Las temperaturas de desnaturacion (T,,) de los productos

amplificados coincidian con la del control positivo, cercanas a los 85,5 °C (Figura 9).
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Figura 8. Curva de calibracion con estandares de pMSG.

Curva estandar de pMSG usando seis diluciones seriadas: 1x10" — 1x10° copias/pL. A. Grafico del nimero de ciclo v/s
fluorescencia. Indica la amplificacion del gen blanco para cada dilucién de estandar a medida que transcurre el proceso
de PCR. B. Grafico del logaritmo de la concentracion v/s nimero de ciclo umbral, en el cual la curva de fluorescencia
entra en fase exponencial. Pendiente = -3,944, intercepto = 42,62, error = 0,098 y r =-1,00.

Se secuenciaron algunos productos amplificados para corroborar su identidad (provenientes de las diluciones
1x10", 1x10% y 1x10° copias/pL y del CP). Se analizé la similitud de las secuencias nucleotidicas de los productos con la
secuencia del gen completo de MSG obtenido en NCBI Nucleotide Database (Figura 10). En el caso del estandar pMSG
(1x10° copias/pL) se obtuvo un producto amplificado de 106 pb, segin el andlisis de secuenciacién. Al ser alineado

este fragmento con la secuencia del gen completo de MSG (3082 pb), se encontré una similitud del 96,2% entre

29



ambas secuencias. El fragmento alinea en el extremo 3’ del gen MSG, desde el par n° 2961 hasta el par n° 3067. El
fragmento obtenido del control positivo (muestra de tejido pulmonar de paciente con PCP) fue de 130 pb, segun el
analisis de secuenciacién. Este también alinea con el gen MSG en su extremo 3’, desde el par n° 2957 hasta el par n°
3082. Se halld en este caso una similitud de secuencias del 97,7%.

En vista de que los amplicones obtenidos del control positivo y del estandar tuvieron un tamafio distinto
entre si, se alinearon sus secuencias a fin de observar qué parte del amplicon mas pequeno faltaba (Figura 10C).
Entre ambos tuvieron una identidad de secuencias de un 96,3%, lo que confirma que se obtuvo el mismo producto;
no obstante, el amplicén del estandar, comparado con el amplicon del CP, carece de 2 pb en la zona central, 4 pb en
un extremo y 18 pb en el otro extremo. Esto probablemente se debe a una falla en el proceso de secuenciacidn, ya
que comunmente es dificil secuenciar productos tan cortos.

Ante estas pruebas, se pudo corroborar que el método de PCR Tiempo Real estandarizado amplifica las
secuencias correctas de DNA correspondientes al fragmento constante del gen MSG de P. jirovecii en las muestras de

control positivo y estandar.
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Figura 9. Curvas de desnaturacion y peaks de desnaturacion de los estandares de la curva de calibracion.

A. Gréfico de la temperatura v/s fluorescencia que muestra las curvas de desnaturacion del producto amplificado, obtenidas
en la etapa final del programa de g-PCR. B. Grafico de la temperatura v/s la derivada negativa de la fluorescencia respecto a
la temperatura, en el cual se observan los peaks de desnaturacién. Estos indican la Temperatura de Desnaturacién (T,) de
cada muestra estandar, de alrededor de 85,5 °C. (CP: control positivo, linea de color verde oscuro).
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Figura 10. Alineamiento de secuencias de productos amplificados de estandar pMSG y de control positivo.

A. Alineamiento de secuencias entre el gen MSG (secuencia obtenida de NCBI/ Nucleotide Database) y el producto
amplificado del estandar pMSG (concentracidn 1x10° copias/pL). 1—Grado de identidad, el color verde indica similitud
exacta, mientras que los delgados espacios que discontintan la barra indican los nucleétidos que no coinciden; 2—Secuencia
del gen MSG; 3—Secuencia del producto amplificado del estdandar pMSG B. Alineamiento de secuencias entre el gen MSG y
el producto amplificado del control positivo (MSG PCP). 1—Grado de identidad; 2—Secuencia del gen MSG; 3—Secuencia
del producto amplificado del control positivo. C. Alineamiento de secuencias entre los productos amplificados del estandar
pMSG vy del control positivo. 1—Grado de identidad; 2—Secuencia del producto amplificado obtenido del control positivo;
3—Secuencia del producto amplificado obtenido del estandar pMSG.

DEL OBJETIVO ESPECIFICO 3. Cuantificar y normalizar la carga de Pneumocystis jirovecii relativa a la

cantidad de DNA humano en muestras no invasivas y de tejido pulmonar de pacientes colonizados.

Se logré recolectar muestras de tres pacientes que fueron sometidos a cirugia toracica (toracotomia). Las
muestras de estos pacientes fueron estudiadas como “muestras pareadas”:
muestra invasiva (TP), a fin de comparar la carga de P. jirovecii presente en ellas.
Las muestras de tejido pulmonar (TP) de autopsias que fueron analizadas provinieron de lactantes fallecidos
por Sindrome de Muerte Subita (SMS) de 0 a 11 meses de edad, y de adultos sanos fallecidos por violencias de 20 a
60 afios de edad. Se seleccionaron 43 muestras de TP provenientes de lactantes y 18 muestras de TP de adultos.
Todas estas muestras estaban ya identificadas como positivas para P. jirovecii, mediante el método de PCR anidada

(n-PCR), pero negativas mediante PCR simple, es decir, eran de individuos colonizados *"*.

muestra no invasiva (GARG+HNF) y

Las muestras no invasivas de Aspirado Nasofaringeo (ANF) analizadas, fueron de lactantes sanos de 1 a 9

meses de edad. Se seleccionaron 27 muestras de ANF provenientes de 22 lactantes. Todas eran positivas para P.
jirovecii mediante n-PCR y negativas mediante PCR simple (individuos colonizados).
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Tabla 1. Clasificacion de las muestras analizadas por q-PCR.

Paciente Tipo de Muestra Rango de Edad n (muestras +
segun n-PCR)
Adultos sometidos a cirugia toracica Pareadas: GARG+HNF y TP 3 (pares)
Lactantes fallecidos por SMS TP <2 meses 10
2 —4 meses 13
4 - 6 meses 11
>6 meses 9
Lactantes sanos ANF <2 meses 7
2 —4 meses 4
4 — 6 meses 8
>6 meses 8
Adultos sanos fallecidos por violencias TP 20 - 40 afios 9
40 - 60 afios 9
TOTAL de muestras analizadas por g-PCR 94

GARG: gargarismo; HNF: hisopado nasofaringeo; TP: tejido pulmonar; ANF: aspirado nasofaringeo. Las muestras
invasivas (TP) y no invasivas (ANF) provenientes de lactantes, fueron clasificadas en los mismos rangos de edad, a
fin de comparar las cargas de Pneumocystis una vez realizada la cuantificacion relativa mediante g-PCR. Todos los
pacientes eran aparentemente inmunocompetentes. Todas las muestras utilizadas son positivas para P. jirovecii
segun n-PCR.

Todas las muestras seleccionadas eran positivas para P. jirovecii segin el método de n-PCR, y fueron
clasificadas de acuerdo a los siguientes criterios: grupo de paciente de quien se obtuvo y el tipo de muestra, y rango
de edad del paciente (Tabla 1). En el caso de los lactantes sanos, hubo tres de ellos de quienes se tomd mas de una
muestra de ANF, pero a distinta edad, en exdmenes de seguimiento. En vista de esto, se consideraron las muestras
por separado, independientemente si provenian de un mismo paciente, con tal que cada una correspondiera a
edades diferentes del lactante.

Se procedié a cuantificar por triplicado la carga de P. jirovecii en las muestras de pacientes colonizados,
sometiéndolas a g-PCR, de modo que en base a la curva de calibracion del método, se obtuvo el nimero de copias de
MSG por uL de reaccion. Después de la cuantificacion de MSG de P. jirovecii en cada muestra, se cuantificé por
duplicado mediante g-PCR el gen de [-Globina humana. Entonces, para cada muestra, se normalizé la cantidad
promedio de DNA de P. jirovecii con la cantidad promedio de DNA humano. Por lo tanto, se expreso la carga de P.
jirovecii en copias de MSG por ng de DNA humano (cMSG/ng DNAh).

Las muestras pareadas de adultos sometidos a cirugia toracica fueron analizadas por g-PCR. Las muestras de
gargarismo (GARG) e hisopado nasofaringeo (HNF) de cada paciente fueron unidas como una sola muestra del tracto

respiratorio superior y consideradas como “muestras no invasivas”, mientras que las muestras de tejido pulmonar
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fueron “muestras invasivas”. Del DNA extraido de ambos tipos de muestra de cada paciente, se cuantificaron las
copias de MSG de P. jirovecii y, posteriormente, del gen de 3-Globina humana para normalizar los resultados.

Como lo muestra la Figura 11, en dos de los pacientes la cuantificacion relativa de MSG en las muestras de
secrecion respiratoria fue levemente mayor que en las muestras de tejido pulmonar; mientras que en el tercer

paciente, la carga de P. jirovecii cuantificada en los pulmones fue mayor.

Figura 11. Cuantificacion
relativa (normalizada) de MSG

Cuantificacion relativa de P. jirovecii en muestras
de Pneumocystis jirovecii en muestras pareadas de adultos
pareadas de adultos sometidos a cirugia toracica inmunocompetentes.
2 Las muestras pareadas de tres
1.4x10 S B TP p
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En el caso de las muestras de tejido pulmonar de lactantes fallecidos por SMS, las mayores cargas de P.
jirovecii se encontraron en las muestras provenientes de los lactantes de entre 2 y 4 meses de edad, alcanzando un
promedio cercano a 600 [cMSG/ng DNAh]. En contraste, los promedios de cargas en los demas grupos etarios rondan
las 400 [cMSG/ng DNAh], en el caso de los lactantes menores de 2 meses, y las 200 [cMSG / ng DNAh] en el caso de
los mayores de 4 meses (Figura 12). La diferencia de carga entre los lactantes de 2 a 4 meses y los dos grupos
mayores de 4 meses es significativa (P<0,05, segin 1 way ANOVA y Bonferroni’s Multiple Comparison test). Se
excluyeron dos datos —uno en el grupo de 2 a 4 meses y uno en el grupo de 4 a 6 meses— ya que se ubicaban fuera
del rango establecido por la media + 2 desviaciones estandar; en otras palabras, los datos excluidos eran demasiado
altos respecto a la carga promedio de su respectivo grupo. Esto se considerd necesario teniendo en cuenta el objetivo
de comparar promedios de carga entre lactantes de distintas edades, por lo tanto —al menos en este caso— se
requieren datos representativos en cada grupo de pacientes. La cuantificacion absoluta de Pneumocystis —es decir,
previo a la normalizacion— no presenta el mismo patrén de cargas entre los distintos grupos etarios. En vez de
encontrar la mayor carga en el grupo de lactantes de 2 a 4 meses, los datos muestran una carga decreciente a medida

gue aumenta la edad de los pacientes (Figura 12A).
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Figura 12. Cuantificacion de P. jirovecii en tejido pulmonar de lactantes fallecidos por SMS.

Ambos graficos comparan los distintos patrones de carga que resultan antes (A) y después (B) de la normalizacion de datos.
A. Cuantificacidn absoluta —previa a la normalizaciéon— considera solamente las copias de MSG por L de reaccién. Datos
no paramétricos segun D’Agostino & Pearson omnibus normality test. No hay diferencias significativas entre ningln par de
grupos, segun Kruskal-Wallis test B. Cuantificacion relativa o normalizada es el cociente entre las copias de MSG y los ng de
DNA de [-Globina. Los lactantes de 2 a 4 meses tienen una carga significativamente mayor que los lactantes mayores de 4
meses de edad (P<0,05), segin 1 way ANOVA y Bonferroni’s Multiple Comparison test. Ambos graficos corresponden a
promedios y errores estandar (media+SEM). Rangos de edad: menores de 2 meses (n=10), de 2 a 4 meses (n=12), de 4 a 6
meses (n=10) y mayores de 6 meses (n=9).

Se llevd a cabo la cuantificacion relativa de MSG en las muestras de ANF de lactantes sanos, pero no se
encontré una diferencia significativa de carga relativa de P. jirovecii entre los cuatro grupos etarios (Figura 13). Se
excluyé un dato en el grupo de lactantes mayores de 6 meses, debido a que quedaba fuera del rango mas
representativo delimitado por la media + 2 desviaciones estandar. El grado de dispersidon de los datos en todos los
grupos fue mas notorio en este tipo de muestra que en las muestras de TP de lactantes, como se mostrard mas

adelante. Las cargas sin normalizar muestran un patrén semejante a las cargas ya normalizadas (Figura 13A).
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Figura 13. Cuantificacion de P. jirovecii en aspirado nasofaringeo de lactantes sanos.

Graficos de comparacion de patrones de carga antes (A) y después (B) de normalizar los datos. A. Cuantificacién absoluta,
considera solamente las copias de MSG por uL de reaccidén. Datos no paramétricos segin Kolmogorov Smirnov normality
test, excepto para el grupo >6 meses. Hay diferencia significativa (P<0,05) entre el grupo de lactantes menores de 2 meses y
de 2 a 4 meses con el grupo de lactantes de 4 a 6 meses, segun Kruskal-Wallis y Dunn’s Multiple Comparison test. B.
Cuantificacion relativa o normalizada es el cociente entre las copias de MSG y los ng de DNA de [(-Globina. Datos no
paramétricos segun Kolmogorov Smirnov normality test, excepto para el grupo >6 meses. No hay diferencias significativas
entre ningln par de grupos etarios de lactantes, segun Kruskal-Wallis y Dunn’s Multiple Comparison test. Se observa un
amplio error estandar para la mayoria de los promedios de carga. El patrén de promedios es similar entre ambos gréficos.
Rangos de edad: menores de 2 meses (n=7), de 2 a 4 meses (n=4), de 4 a 6 meses (n=8) y mayores de 6 meses (n=7). Barras
corresponden a la media+SEM.

Se analizo el DNA de 18 muestras de TP de adultos sanos fallecidos por violencias, mediante el método de g-
PCR, para cuantificar tanto las copias de MSG de P. jirovecii como la cantidad de DNA de B-Globina humana, para
normalizar. Tras la cuantificacidn relativa, se observd que hay un promedio mayor de carga de P. jirovecii en los
adultos de entre 20 y 40 afios de edad, aunque no es una diferencia significativa respecto al grupo de mas edad
(Figura 14). En este caso, la cuantificacidn absoluta de P. jirovecii mostré la misma tendencia que la cuantificacidn

normalizada (Figura 14A).
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Para cada serie de muestras sometidas a g-PCR, se realizé un analisis de melting —de acuerdo con el
programa ingresado al equipo—, con el objetivo de conocer la temperatura de desnaturacion (T,,) de los productos
amplificados. La T,, de los CP y de los estandares siempre fue de aproximadamente 85,5 °C, mientras que los peaks de
desnaturacidon de las muestras de colonizados indicaban una T, de 1 grado menos (alrededor de 84,5 °C), y un
segundo peak que indicaba una T, de unos 89 °C (Figura 15).

Se hizo necesario investigar cudl era la naturaleza de estos amplicones, de modo que primero se visualizaron
los productos en geles de agarosa al 2% con bromuro de etidio. Se observaron dos bandas, una tenue de un tamafo
de alrededor de 350-400 pb y una mas intensa menor a 100 pb. Luego se purificé el DNA de ambas bandas para
secuenciar los productos amplificados. El fragmento mayor tuvo un tamafio de casi 350 pb, y el menor, de alrededor
de 60 pb. Entonces se procedid a identificar ambas secuencias, alineandolas con la secuencia del gen MSG de P.
jirovecii, obtenida de NCBI Nucleotide Database. Este andlisis mostrd que ambas secuencias alinean en la zona
variable del gen, pero en distintos lugares. El fragmento de unos 350 pb alinea desde el par 2002 del gen MSG en
direccién 3’, con una similitud de secuencias del 66,8%, mientras que el fragmento de unos 60 pb alinea desde el par
822 en direccién 5’, con una similitud de secuencias del 69,6% (Figura 16).
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Figura 15. Analisis de desnaturacion (melting) de productos amplificados provenientes de muestras de

individuos colonizados.

A. Grafico de fluorescencia v/s temperatura, muestra las curvas de desnaturacién de los productos amplificados obtenidos
tras la etapa de PCR. B. Gréfico de la derivada negativa de la fluorescencia respecto a la temperatura v/s temperatura,
muestra los peaks de desnaturacion que indican la T, de cada producto. La primera y la tercera serie de peaks, ubicadas
hacia los 84,5 °C y los 89 °C, respectivamente, corresponden a los productos obtenidos a partir del DNA de muestras de
individuos colonizados. La segunda serie de peaks, ubicada hacia los 85,5 °C, corresponde a los productos amplificados a

partir del DNA de los controles positivos (CP) y los estandares pMSG (Std).

Debido a que los porcentajes de similitud de secuencias obtenidos en la secuenciacién no fueron lo

suficientemente altos, se realizé otro andlisis para verificar la homologia de secuencias entre los productos
amplificados y una serie de genomas de distintos organismos. Para esto se utilizéd la herramienta Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) de NCBI. Se realizé un analisis de Nucleotide BLAST con las secuencias del producto
amplificado de 354 pb, el de 63 pb, el del control positivo y el del estandar, para hallar similitud con algin gen de
cualquier organismo. En el caso de los amplicones del control positivo y del estdndar, tuvieron una identidad muy alta
con el gen MSG de Pneumocystis jirovecii (cerca de un 98%). Y en el caso de los amplicones provenientes de pacientes
colonizados —los fragmentos de 354 y 63 pb—, hubo un 72% de identidad con el gen MSG de P. jirovecii. No hubo

similitud de secuencias con ningun otro microorganismo, por lo que se descarté la posibilidad de que se estuviera

detectando alguin patdgeno del tracto respiratorio distinto a Pneumocystis (Datos no mostrados).
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Sin embargo, también se hallé alta identidad de los amplicones con un gen humano (Homo sapiens BAC clone
RP11-224B10). De modo que para comprobar definitivamente que nuestros amplicones corresponden efectivamente
a MSG de P. jirovecii, y descartar que correspondan a un gen humano, se analizaron por g-PCR algunas muestras de
pacientes negativos para P. jirovecii, segin n-PCR (controles sin Pneumocystis), incluyendo controles positivos
(pacientes PCP), pacientes colonizados y controles blanco (agua). Los resultados fueron negativos para los controles
sin Pneumocystis, con lo cual se confirmé que los productos amplificados corresponden a MSG de P. jirovecii y no de

un gen humano (Datos no mostrados).
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Figura 16. Alineamiento de la secuencia del gen MSG de P. jirovecii con secuencias de productos amplificados de
una muestra comun.

A. Alineamiento de secuencias entre el gen MSG y el producto cercano a 350 pb. B. Alineamiento de secuencias entre el gen
MSG y el producto cercano a 60 pb. 1—Grado de identidad, donde el color verde indica coincidencia de nucledtidos, mientras
que el color amarillo indica disimilitud de nucleétidos; 2—Secuencia del gen MSG de P. jirovecii obtenida de NCBI Nucleotide
Database; 3—Secuencia del producto amplificado de aprox. 350 pb (A) y de aprox. 60 pb (B). Se observa que ambas
secuencias de productos amplificados alinean con baja similitud en la zona variable del gen MSG, ubicada rio abajo del par n°
2800 (Comparese con la Figura 1y con la Figura 10).

DEL OBJETIVO ESPECIFICO 4. Comparar carga de Pneumocystis jirovecii entre muestras respiratorias no
invasivas y muestras de tejido pulmonar, en base a los resultados obtenidos en el objetivo especifico 3.

Se procedid a analizar qué tipo de muestras seran mas confiables en cuanto a precisién de resultados. Para
ello, se comparo el grado de dispersion de datos entre muestras invasivas (TP) de lactantes y adultos, y muestras no
invasivas (ANF) de lactantes (Figura 17). Como resultado, se evidencid que las muestras no invasivas presentan mayor
dispersion de cargas relativas, al tener algunas desviaciones estandar mucho mayores que las de los promedios de
carga calculadas para las muestras invasivas (Tabla 2). En los tres grupos de muestras analizadas (TP de lactantes, TP
de adultos y ANF de lactantes) se consideraron todos los datos, incluyendo aquéllos que se encontraban fuera del
rango establecido por la media £ 2 desviaciones estandar. Al examinar los datos mds dispersos, se puso especial

cuidado en que la cuantificacion de MSG (hecha en triplicado) y del gen de B-Globina humana (hecha en duplicado)
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tuviesen valores precisos, todos cercanos al promedio de cada muestra, para asegurarse de que no hubiese errores
en la medicion.

Las dos muestras de TP de lactantes que presentaron cargas de P. jirovecii muy elevadas respecto a las demas
(datos fuera del rango de la media + 2 desviaciones estandar), tuvieron una baja cuantificacion de DNA humano, por
eso el valor normalizado arrojé valores tan altos. En el caso de las muestras de TP de adultos, hubo dos muestras que
presentaron una cuantificacion elevada de MSG y normal del gen de B-Globina humana respecto a las demas, lo cual

sugiere que ambos pacientes cursaban una infeccion asintomatica de Pneumocystis.
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Figura 17. Graficos de dispersion para comparacion entre muestras invasivas y no invasivas.

A. Cargas normalizadas de P. jirovecii en muestras de tejido pulmonar (TP) de lactantes fallecidos por SMS. Grupos etarios:
menores de 2 meses (n=10); de 2 a 4 meses (n=13); de 4 a 6 meses (n=11), y mayores de 6 meses (n=9). B. Cargas
normalizadas de P. jirovecii en muestras de tejido pulmonar (TP) de adultos sanos fallecidos por violencias. Grupos etarios:
de 20 a 40 afios (n=9), y de 40 a 60 afios (n=9). C. Cargas normalizadas de P. jirovecii en muestras de aspirado nasofaringeo
(ANF) de lactantes sanos. Grupos etarios: menores de 2 meses (n=7); de 2 a 4 meses (n=4); de 4 a 6 meses (n=8), y mayores
de 6 meses (n=8). Cada circulo, cuadrado o tridngulo representa la carga relativa de P. jirovecii de un paciente.
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En cuanto a las muestras de ANF, se observé que algunos de los valores de carga relativa mas altos y alejados
de la mediana de cada rango de edad, tuvieron una cuantificacion de DNA humano muy baja, y por eso, al normalizar,
resultaron valores tan elevados de carga de Pneumocystis. Pero en otros casos, la cuantificacién de MSG fue muy alta
respecto al resto, mientras que la cantidad de DNA humano medido fue normal con respecto a las demds muestras
de su grupo.

Al comparar los graficos de la Figura 17, se evidencia un alto grado de dispersién en los datos de la

cuantificacidn de P. jirovecii en las muestras de ANF, respecto a las muestras de TP.

Tabla 2. Desviaciones estandar de los promedios de carga relativa de
P. jirovecii en muestras invasivas y no invasivas.

Tipode Rangode Edad Promediode Carga Desviacion Estandar

Muestra (cMSG /ngDNAh) (cMSG /ngDNAh)
TP <2 meses 414,8 319,9
2—4 meses 977,5 1391,2
4—6 meses 668 1443,8
>6 meses 238,8 158,8
TP 20—-40 anos 730,3 997,1
40—-60 afnos 268 139,4
ANF <2 meses 11265,5 16634,6
2—4 meses 9514,1 17370,0
4 —-6 meses 1589,7 1894,4
>6 meses 2484 2399,4

TP: tejido pulmonar (muestras invasivas); ANF: aspirado nasofaringeo (muestras no
invasivas). Los resultados de desviaciones estandar fueron calculados en base a los
mismos datos que estan graficados en la Figura 17. Las barras rojas grafican el valor
de desviacion estandar correspondiente.
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V. DISCUSION

El método de PCR Tiempo Real ofrece ventajas muy notables para el diagnéstico molecular ™ # *°) sin
embargo, presenta ciertas desventajas o inconvenientes que pueden surgir en su montaje o su aplicacion L 31 En
esta tesis asi sucedié. Pero por otra parte se descubrieron aspectos muy interesantes que abren el camino para futura
investigacion.

Ante todo, se confirmd la importancia de la cuantificacidn relativa, obtenida por la normalizacién de datos.
De hecho, este paso es fundamental si se quiere obtener cuantificaciones comparables entre si. En este sentido, la
normalizacion le otorga utilidad a los resultados. Por ejemplo, cuando se cuantificod P. jirovecii en las muestras de
lactantes, ya sea en TP como en ANF, se observd claramente que los patrones de carga absoluta en los distintos
grupos etarios cambiaban cuando se normalizaban los datos. Esto permitid analizar y sacar conclusiones plausibles en
el caso de los lactantes fallecidos por SMS. Se hallaron cargas significativamente mayores en el grupo de lactantes de
2 a 4 meses de edad, lo cual concuerda con la mayor prevalencia de infeccion primaria documentada en lactantes de
esa misma edad ©&.

En cuanto al andlisis de las muestras pareadas de adulto, los resultados encauzan a investigacion adicional. Al
ser tan solo tres pacientes de quienes se analizé muestras del tracto respiratorio superior e inferior simultdneamente,
los resultados obtenidos no pueden evidenciar si Pneumocystis coloniza mayormente la zona nasofaringea o la zona
broncopulmonar del paciente colonizado. Mas bien, estos datos indican —en primera instancia— que bastaria con
analizar muestras no invasivas (del tracto respiratorio superior) para detectar la presencia de P. jirovecii en los
pulmones del paciente colonizado. Y esto puede ser cierto en cualquiera de los dos casos: ya sea cuando la carga del
microorganismo es mayor en la nasofaringe, o bien, cuando lo es en la zona broncopulmonar.

Se observd que no siempre es facil escoger un gen idéneo como blanco de deteccidn. Cuando el objetivo al
montar la técnica de g-PCR es cuantificar carga de Pneumocystis en pacientes con neumonia (PCP), la estandarizacién
suele ser relativamente simple . Pero la labor se torna més complicada cuando se requiere cuantificar cargas bajas
en hospederos colonizados. En el caso de esta tesis, el método resultd excelente cuando se median muestras
provenientes de pacientes con neumonia por Pneumocystis, las cuales correspondian a los controles positivos usados
en cada medicion. Pero no fue asi cuando se analizaron muestras obtenidas de individuos colonizados. Aunque habia
deteccién y cuantificacion de producto amplificado, éste no resultd ser precisamente el fragmento de DNA que se
buscaba, sino que eran dos productos de distinto tamafio, que alineaban en distintas partes del gen blanco escogido
(MSG), segun el analisis de secuencias.

En vista de lo anterior, surge la inquietud de cudl seria la forma mas correcta de expresar los resultados de
carga relativa de P. jirovecii. Considerando que el producto detectado no correspondia precisamente al fragmento
previsto de MSG (region altamente conservada), sino que eran otras dos regiones de ese mismo gen, se podria

expresar la carga relativa de P. jirovecii como “unidades arbitrarias de MSG” por ng de DNA humano. En realidad,
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habria un desfase entre la cantidad de copias medidas y la cantidad de copias reales de este gen. Como este desfase
es constante, la cuantificacion absoluta se puede considerar valida al expresarla como “unidades arbitrarias de MSG”.

Tras el andlisis de secuencias, se hallé una baja similitud entre los productos amplificados y el gen MSG. Esto
podria deberse a que ambos productos alineaban en la zona variable del gen, por ello no todas las bases coincidian.
Cabe destacar que la secuencia de MSG utilizada para este analisis fue una seleccionada de entre muchas secuencias
variadas de MSG descritas en NCBI Nucleotide Database, y ademas el analisis de secuenciacion y alineamiento sélo se
realizd con unas cuantas muestras escogidas de la totalidad de muestras de este estudio. Por esto, es légico que las
secuencias usadas para el andlisis tengan soélo una similitud parcial con la secuencia de MSG seleccionada.

Ante estos resultados, se abre un interesante campo de investigacion que podria responder a interrogantes
como las siguientes: ¢Por qué se detectaban regiones distintas del gen MSG en muestras de pacientes colonizados,
respecto a muestras de pacientes PCP (controles positivos)? Cuando las muestras de DNA de pacientes PCP eran
diluidas a fin de asemejarlas a DNA de colonizados, épor qué se detectaba de todas formas la zona predeterminada
de MSG? En estos casos épor qué no eran detectadas las otras dos secciones del gen, como sucedia con el DNA de
pacientes colonizados? éSeran los organismos de Pneumocystis que causan PCP distintos a los que colonizan, en
cuanto a sus secuencias de MSG? Estas preguntas surgieron a raiz de los inesperados resultados que se obtuvieron en
esta tesis; sélo investigaciones posteriores las podrian esclarecer.

Otras evidencias interesantes que surgieron en este estudio fueron referentes a los tipos de muestra
analizados. Se observod que las muestras de tejido pulmonar (TP) serian mas confiables que las muestras de aspirado
nasofaringeo (ANF), para obtener una cuantificacion mas certera. Debido a la naturaleza acuosa de las muestras no
invasivas, la cantidad de DNA humano que se obtenga en la muestra es muy variable, lo cual se convierte en un
inconveniente para la normalizacion de datos. Este problema no fue notorio en el caso de las muestras de TP; como
es tejido solido y no una secrecién acuosa, la cantidad de DNA humano obtenido dependerad en gran manera del
tamafio de la muestra. Probablemente por esta razén los datos de cuantificacién de P. jirovecii en TP tienen baja
dispersion. Por el contrario, como ANF es una muestra de secrecidn respiratoria, puede ser muy variable la cantidad
de células del hospedero que son arrastradas junto con la secrecion al momento de la toma de muestra,
independiente del volumen que se obtenga. Teniendo esto presente, a veces la muestra de ANF puede contener una

|ll

carga “normal” de Pneumocystis para un individuo colonizado, pero una baja cantidad de células del hospedero, y por
ende poco DNA humano. De modo que al normalizar, el resultado arrojaria una carga relativa de Pneumocystis
aparentemente alta. O bien, podria suceder a la inversa: obtener un resultado de carga aparentemente bajo en un
individuo colonizado, habiendo analizado una muestra de ANF con alta carga de Pneumocystis y una cantidad elevada
de células del hospedero. En resumen, la variabilidad de composicidon de la muestra de ANF sugiere la necesidad de
normalizar y analizar el resultado tomando en cuenta la cuantificacién de MSG y del gen de B-Globina humana para

comparar cargas. Estudios adicionales son necesarios para estandarizar tomas de muestra y determinar cuadles de

éstas serian las mas apropiadas para diagndstico de colonizacion.
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A pesar de los inconvenientes mencionados, el método de g-PCR implementado en esta investigacidn

presenta una ventaja destacable por sobre otros montajes desarrollados en el extranjero (1,2, 4,13, 16, 21, 22, 23, 3], ¢

e
utilizaron muestras de tejido pulmonar humano, algo que es realizable gracias a que la legislacién del pais lo permite,
mientras que en el extranjero no es posible hacerlo. Esto permitié que se estudiara de forma cuantitativa el grado en
el que infecta P. jirovecii los pulmones de lactantes fallecidos por SMS, a distintas edades. Ademas, podemos
proyectar un trabajo que compare cargas de Pneumocystis entre muestras de secrecion respiratoria y muestras de
tejido pulmonar, a fin de estudiar la forma que tiene este hongo de colonizar el tracto respiratorio humano.

Por otro lado, los estudios de prevalencia de Pneumocystis ya hechos en todo tipo de pacientes colonizados,
tanto lactantes como adultos vivos, se pueden profundizar al cuantificar carga de este microorganismo en muestras
no invasivas, y asi obtener datos valiosos que se puedan correlacionar con la morbilidad de algunos pacientes o con
las edades de mayor prevalencia de infeccién &% %7,

En conclusidon, este trabajo demostré que es necesario normalizar los resultados de cuantificacidon si se
quieren obtener datos comparables entre si, ya que la cuantificaciéon absoluta en realidad no nos informa si el
paciente tiene alta o baja carga de Pneumocystis, al no tener una referencia sobre la cual comparar. Ademas, se

evidencié que las muestras de composiciéon homogénea —como tejido pulmonar— son mas confiables para obtener

resultados precisos, aun cuando se trabaja con cuantificaciones relativas.
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Direccion: Laboratorio de Infecciones Respiratorias, Programa de Microbiologia,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile. Av. Independencia 1027,
Independencia, Santiago.
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Nombre del Participante:
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Direccion:

Teléfonos de contacto:

1. PROPOSITO DEL ESTUDIO.

Estimado Sefor(a). Le estamos invitando a colaborar con nosotros participando en un
estudio clinico para montar un método diagnostico nuevo en nuestro pais. El estudio consiste
en cuantificar el microbio Pneumocystis y proteinas de secrecién en muestras de nariz y
boca y en muestras de pulmoén.
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De ésta forma, estudiando las secreciones de la boca y nariz y sin necesidad de entrar al
pulmén podremos predecir lo que ocurre en el pulmén con Pneumocystis y sys-gfectog.en las
secreciones. /7 codded; “f ;

2. RAZONES MEDICAS PARA REALIZAR ESTE ESTUDIO. N | ¥

Pneumocystis es un hongo microscépico que puede colonizar a cualquier persona. En el
caso de pacientes cuyo sistema inmune esta debilitado, Pneumocystis puede causarles
neumonia. Mientras que en adultos y nifios sanos o con enfermedades respiratorias sin
compromiso del sistema inmune, este microbio puede pasar inadvertido.

Actualmente solo es posible saber si el paciente tiene o no Pneumocystis pero no la
cantidad que esta presente en el aparato respiratorio ni como afecta las secreciones.

Con este estudio se lograra establecer un método diagnéstico que permitira conocer
cuanto Pneumocystis tiene cada paciente en sus pulmones tomandole solamente una
muestra nasal o de la boca. Para ello, debemos averiguar como infecta este microbio dentro
del tracto respiratorio: si permanece en mayor cantidad en la nariz, boca y garganta, o si
predomina en los pulmones.

3. SU PARTICIPACION ES VOLUNTARIA.

Usted puede acceder libremente a participar o no en este estudio clinico. Si usted acepta
participar, se le tomaran las muestras del estudio que se detallan mas abajo.

Por otra parte, si usted no acepta participar en el estudio, no significara ningun tipo de
perjuicio en las atenciones de salud en este Hospital.

4. EN QUE CONSISTE SU PARTICIPACION EN ESTE ESTUDIO.

Pueden participar en el estudio adultos sanos y enfermos. Mientras mas pacientes
participen, mas completo sera el estudio.

Se le tomaran 3 muestras en total:

1. Antes de la intervencion quirdrgica se le sacara un poco de mucosidad nasal
con una torula (hisopo o cotonito), la que se le introduce unos 2 o 3 centimetros en
cada fosa nasal y se retira rapidamente.

2. También antes de la intervencién quirdrgica, se le pedird que haga gargaras
reteniendo en la boca 2 cucharadas de liquido un poco salado que se llama suero
fisiologico y moviéndolo para enjuagar bien la boca y la garganta durante 1 minuto y
luego escupir el liquido en un tubo.
3. La tercera muestra la tomaremos después de la intervencion quirtrgica y sera
una porcion pequefa que sacaremos desde el tejido pulmonar que el cirujano ya le
haya extirpado. No se sacara tejido pulmonar especialmente para este estudio.
Obtendremos la muestra de lo que el cirujano ya haya sacado.

A las 3 muestras se les estudiara la cantidad de Pneumocystis y de algunas moléculas

que componen las secreciones respiratorias.

5. QUE RIESGOS TIENE USTED AL PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO.

Su participaciéon en este estudio no tiene riesgos atribuibles. La toma de muestra de
hisopado nasofaringeo no es algo peligroso; pero puede provocarle algunas molestias como
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pulmonar se obtendra del mismo trozo de tejido que su cirujano le habra e
operacion. Por lo tanto, se le sacara la misma cantidad de tejido pulmonar g
si participa o no en este estudio.

6. BENEFICIOS DEL ESTUDIO.

Actualmente, ningun examen diagnéstico sirve para indicar cuanto Pneumocystis tienen
los pacientes en sus pulmones. Los métodos actuales sélo revelan la presencia o ausencia
de este microbio en la nariz 0 garganta de la persona, con una confiabilidad relativamente
buena. Sin embargo, este nuevo método diagnéstico sera altamente sensible y confiable, y
permitird contar Pneumocystis en muestras faciles de extraer. Pero ademas, con el estudio
se podra deducir la cantidad de este microbio presente en los pulmones de los demas
pacientes, sin tener que tomarles muestras dolorosas e invasivas.

Por otra parte, se conocera mas sobre como influye Pneumocystis en las secreciones
respiratorias de los pacientes, de modo que sera un avance importante en el estudio de
cdmo este microorganismo causa enfermedad.

Los resultados que se obtengan al analizar sus muestras le seran informados via
telefonica. Aparte de esto, puede que los avances que se logren con este estudio no le
beneficien a usted directamente, pero en caso de hallar Pneumocystis en sus muestras, su
médico tratante podria prescribirle un tratamiento si fuese necesario para su salud.

7. MUESTRAS BIOLOGICAS

Sus muestras seran conservadas en la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile
bajo la responsabilidad del Investigador Responsable de este estudio. Cualquier uso futuro
y/o publicacién de resultados que se extienda mas allda de lo aprobado en este
consentimiento debera estar aprobado por el Comité de Etica correspondiente y no sera
necesario solicitarle a Ud. una nueva aprobacion. Su identidad estara protegida por el coédigo
alfanumérico en uso en el laboratorio del Investigador Responsable. Las muestras seran
eliminadas en un plazo de 10 afios y usted podra solicitar su devolucion y disponer de lo que
pudiera quedar de ellas en cualquier momento hasta esa fecha.

8. COSTOS

El participar en este estudio no le significara ningin gasto de dinero. Las muestras se le
tomaran solo una vez y seran analizadas sin costo alguno para usted.

9. ENCARGADOS DE RESPONDER SUS PREGUNTAS.

Si necesita hacer cualquier pregunta acerca de las tomas de muestras del estudio, usted
puede comunicarse con la enfermera Patricia Pizarro o Andrea Araya, al teléfono 978 62 95,
o con el Dr. , al teléfono . Si desea
informacién adicional sobre el estudio, puede contactarse con el Dr. Sergio Vargas, a los
teléfonos 978 62 95y 732 56 83, o con el Lic. Bioquimico Jaime Astorga, al 978 65 56.

Dr. Carlos Navarro Cox , presidente del Comité de Etica del SSMN teléfono: 5758506
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10.ACEPTACION A PARTICIPAR.

Se me ha explicado y he leido 0 me han leido este consentimiento, mform%h@o bre“el
estudio y los procedimientos que considera. He entendido claramente la importan ia que
tiene este estudio, los posibles inconvenientes y que no es seguro que obtendré beneficios
directos por participar en él. Accedo voluntariamente a que se me tomen las muestras para
los examenes y acepto participar en este estudio.

He tenido la oportunidad de preguntar y aclarar todas mis dudas y accedo a participar en
el “Estudio de Pneumocystis y caracteristicas de las secreciones respiratorias en
muestras de secrecion nasal, bucal y tejido pulmonar”

Entiendo que los resultados de este estudio seran publicados sin dar a conocer mi
identidad. He recibido una copia de este consentimiento para guardarla y poder contactarme
con las personas descritas en caso necesario.

Participante:
Nombre Firma RUT Fecha
Tomd el consentimiento: Nombre Firma Fecha

Acompaiante o familiar:

Nombre Fecha

Investigador responsable:

Nombre Firma Fecha
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