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METODOS DIAGNOSTICOS TINTORIALES PARA
Pneumocystis jirovecii

(Diagnostic methods staining for Pneumocystis jirovecii)
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RESUMEN

Se realizo una busqueda en base de datos Cabdirect
bajo los términos «Pneumocystis-stainy entre los arios
1990 a 2010., revisandose 109 trabajos relacionados al
diagnostico y estudio de la neumocistosis. Las
metodologias empleadas fueron clasificadas en 6 grupos
segun su frecuencia: Tincion con Gomori-Grocott;, Giemsa;
Azul de toluidina,; Otras tinciones (pap, blanco de
calcofluor, gram, may grunwald giemsa);ademas de
inmunofluorescencia directa y PCR (en cualquiera de sus
variantes). Se observo una constante en el empleo de las
tinciones histologicas en ambas décadas, mayormente con
las tinciones de Gomori-Grocott y Giemsa. Sin embargo y
como es de esperar, aumenta en la segunda década la ten-
dencia del diagnostico a través de técnicas moleculares.

INTRODUCCION

La neumocistosis en humanos fue descrita durante
el transcurso de la segunda guerra mundial. Se asoci6
histolégicamente a una neumonia intersticial de células
plasmaticas, relacionada en aquella época a nifios
prematuros y/o desnutridos (Vanek,1951). Algunos afios mas
tarde, al iniciarse las terapias antineoplésicas, se comienzan
a describir los primeros casos en pacientes adultos
inmunocomprometidos, al igual que en aquellos con
defectos congénitos de la inmunidad (Esterly &
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ABSTRACT

Was performed a database search Cabdirect under
the terms "pneumonia-stain” between the years 1990 to
2010, 109 papers being revised, and study related to the
diagnosis of pneumocystosis. The methodologies used were
classified into six groups according to their frequency:
Gomori-Grocott stain, Giemsa, toluidine blue, Other stains
(pap, calcofluor white, Gram, May Grunwald Giemsa), in
addition to direct immunofluorescence and PCR (in any of
their variants). There was a constant in the use of
histological stains in both decades, mostly with Gomori-
Grocott staining and Giemsa. However, as expected,
increases in the second decade, the trend of diagnosis using
molecular techniques.

Warner,1965). Posteriormente, en los inicios de 1980, la
neumocistosis es diagnosticada en pacientes adultos
inmunocomprometidos por causa no conocida. Esta alerta
constituy6 una de las primeras evidencias para el
descubrimiento del VIH (Wong,1984). Desde este punto de
la historia, la neumocistosis pasa a ser reconocida como
«enfermedad marcadora» de pacientes infectados por VIH
en etapa SIDA.
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Taxondémicamente, fue nombrado por el matrimonio
Delande del Instituto Pasteur, segin su tropismo y
morfologia: Pneumo (pulmon) —cystis (quiste) y -carinii (por
Antonio Carini, quien le envio sus placas histologicas para
su estudio)(Macfarlane & Finch,1985). Desde su
descubrimiento en 1909 y hasta 2001 pertenecio al reino
protista, afio en que fue oficialmente reclasificado como
hongo perteneciente a la clase ascomycota, taphrinamyco-
tina, pneumocystidiales, pneumocystidiomycetes, pneu-
mocystidaceae y renombrada la especie infectante del
hombre como Preumocystis jirovecii- (jirovecii, por Otto
Jirovec, quien lo asocid a la etiologia de la neumonia
intersticial de células plasmaticas) y para la forma infectante
de ratas como P, carinii (Stringer et al. 2001, 2002; Benchimol
& de Souza, 2005).

El ciclo de vida de Pneumocystis spp. comprende 2
etapas de desarrollo: un primer ciclo asexual, el cual consis-
te en divisiones mitdticas de las formas troficas (1-4 um de
diametro). El segundo ciclo, sexual consta de la fusion de
dos trofozoitos (ascosporas) con cariogamia, la formacion
de un prequiste con meiosis I y II, la formacion de un
prequiste intermediario con mitosis consecutiva hasta al-
canzar una célula con 8 nucleos, y finalmente la etapa de
quiste (asco) tardio (5-8 um de diametro) donde ocurre la
delimitacion de estos 8 nucleos formando 8 correspondien-
tes cuerpos intraquisticos los que seran liberados al espa-
cio alveolar e iniciar asi un nuevo ciclo asexual-
sexual.(Benchimol & de Souza, 2005;Aliouat-Denis et
al.,2009) Figura 2.
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Figura 2: Diagrama resumen del ciclo de vida de
Pneumocystis spp. (imagen tomada de de Souza &
Benchimol. 2005)
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Al ser Pneumocystis spp. un microorganismo que
no crece in vitro en medios de cultivo microbioldgicos, se
hace necesaria su identificacion por otros métodos que van
desde la observacion en estado fresco de un frotis hasta
analisis moleculares. De todos ellos, los métodos tintoriales
contintan siendo muy valiosos para su diagnostico.

Las tinciones mas empleadas para detectar
Pneumocystis jirovecii, tanto en frotis como en tejido son:
Gomori-Grocott, correspondiente a una coloracion por
impregnacion con sales de plata, cominmente empleado en
la deteccion de hongos. Giemsa y Azul de Toluidina,
colorantes metacromaticos empleados para frotis sanguineos
entre otras aplicaciones. Gram-Weigert, una modificacion
de la tradicional tincién de Gram para microbiologia. Tincion
de Papanicolau, empleado en diagndstico citologico. Y otras,
correspondientes a tinciones inmunofluorescentes, como
Blanco de calcoflior, utilizado en la identificacion de
estructuras fungicas y Merifluor Pneumocystis, tincion
inmunofluorescente directa. (Garcia del Moral, 1993; Reiss
et al. 2012). Existen en la literatura estudios que han
demostrado la sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN) para cada
una de ellas, ya que poseen distinta afinidad tintorial dentro
del ciclo de vida del pneumocystis. Gomori-grocott, azul de
toluidina y blanco de calcofluor tifien la etapa de quiste;.
Gram-weigert y Merifluor pneumocystis tefiirdn ambas
etapas: quiste y trofozoito. Giemsa solo la etapa de trofozoito
y la tincién de papanicolau, tifie el exudado espumoso
producido durante un cuadro de neumocistosis.

Debido a la importancia clinica que implica un
diagnoéstico de neumocistosis y ante la ausencia de un
sistema de cultivo in vitro, el objetivo del presente trabajo
es la revision de publicaciones relacionadas al diagnostico
de Pneumocystis a través de métodos tintoriales, ya que
siguen siendo ampliamente empleados en la rutina de los
laboratorios clinicos carentes de tecnologias contem-
poraneas.

MATERIALES Y METODOS

Se revisaron 109 trabajos, entre los afios 1990 a
2010, relacionados al diagndstico y estudio de la
neumocistosis. Se clasificaron las metodologias empleadas
en 6 grupos segun su frecuencia: Tincidon con Gomori-
Grocott; Giemsa; Azul de toluidina; Otras tinciones (pap,
blanco de calcofluor, gram, may grunwald giemsa) ; ademas
de inmunofluorescencia directa y PCR(en cualquiera de sus
variantes). No todas las publicaciones revisadas se enlistan
en «referenciasy, solo los trabajos comparativos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Existen en la literatura variados trabajos que compa-
ran las tinciones histologicas/citoldgicas entre ellas y fren-
te a metodologias moleculares. De una revision de 109 tra-
bajos entre 1990 a 2010, con un total de 9 metodologias
empleadas en cada década, y clasificadas en 6 grupos se-
gun su frecuencia, se observo la siguiente tendencia en la
eleccion de las éstas (Grafico 1):
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Grafico 1: Porcentaje de las metodologias diagndsticas
empleadas para la identificacion de Pneumocystis jirovecii
en las ultimas dos décadas.

Se observa una constante en el empleo de las
tinciones histologicas, Gomori-Grocott y Giemsa con los
mayores porcentajes, similares en ambas décadas, sin
embargo y como es de esperar, aumenta en la segunda
década, la tendencia del diagndstico a través de técnicas
moleculares.

En cuanto a los trabajos comparativos tintoriales,
Casanova et al. en 1996, realiza una comparacion entre las
tinciones Azul de Toluidina, Giemsa modificado (Diff-Quik)
y Gomori-Grocott en lavados broncoalveolares (LBA)
procedentes de ratas, con ésta Gltima como gold estandar.
Sus resultados fueron de 93%, 27% y 100% de sensibilidad,
respectivamente. Sugirieron emplear la tincion de plata para
garantizar resultados diagnosticos. En 2004, Procop et al.
compard cuatro métodos de tincion en frotis: Gomori-
Grocott, Diff-Quik , Blanco de Calcofluor y Merifluor
Pneumocystis. Sus resultados mostraron que los valores
predictivos positivos y negativos superaban el 90%
empleado las coloraciones de Blanco de Calcofluor y Gomori-
Grocott. Concluyo que ambas poseen los mejores pardmetros
para el uso rutinario en el laboratorio. Un afio depués, Bava
et al. 2005, comparé en pacientes con sida, la eficacia de 3
métodos diagnosticos: preparaciones en fresco, Gomori-

Grocott e inmunofluorescencia directa (IFD). Tomando como
referencia la IFD por su reconocida sensibilidad y
especificidad, concluy6é que en pacientes con sida debido a
la alta carga de microorganismos que ellos poseen, la
identificacion en fresco de estructuras tipicas en «panal de
abejas» es de gran utilidad como prueba tamiz, obtuvo con
ella una especificidad y sensibilidad de 85% y 100% y de
71% y 100% con Gomori-Grocott, con un VPN de 96% y
94%, respectivamente. Sin embargo, aclara que este esquema
puede ser poco exitoso en pacientes no VIH/sida con una
carga de pneumocystis menor.

La tincion de Papanicolau (PAP), coloracion de rutina
en muchos centros citopatolégicos, también ha sido
empleada para diagnostico de neumocistosis. En relacion a
ella, Schumann & Swensen en 1991, luego de compararla
con Gomori-Grocott en LBA, publicaron que la
neumocistosis podria ser diagnosticada en muestras de LBA
solo con la tincion de PAP y que las demas tinciones
especiales son innecesarias. Diferentes resultados obtuvo
Raabs et al. 1994, al comparar cuatro formas tintoriales:
Gomori-Grocott, Diff Quik, Papanicolau y Papanicolau/Diff
quik combinado en LBA; la sensibilidad para la deteccion
del hongo en cada una de ellas respectivamente fue de 100%,
88%, 88% y 100%. Nassar et al. 2006, en una revision sobre
la utilidad de estas mismas tinciones, recomienda utilizar la
tincién de Gomori-Grocott solo en casos en que la tincién
de PAP sea negativa y que la presentacion clinica sea
consistente con PCP. La tincion de Papanicolau, detecta la
presencia de formacion alveolar espumosa o
material floculante en los frotis tefiidos, es indicativo de in-
feccion por Pneumocystis jirovecii, no obstante no iden-
tifica al agente propiamente tal, sino que el hallazgo de este
material esun criterio de presuncion diagnoéstica de la in-
feccion en frotis citologicos (Nassar et al. 20006).

Dentro de los métodos moleculares, el uso de PCR
ha demostrado tener mayor sensibilidad y especificidad que
los métodos tintoriales para el diagnostico de neumocistosis
en muestras de LBA y esputo inducido (Thomas, 2004).
Walkefield ef al. 1990, mostrd la primera evidencia del uso
de estos métodos. En los ultimos afios, la PCR en tiempo
real, ha mostrado ser una técnica rapida, con un tiempo
menor de 3 horas incluyendo la extraccion, amplificacion
y visualizacion. Posee una alta sensibilidad al igual que la
PCR convencional, pero tiene la ventaja adicional de la
cuantificacion de las copias de DNA pudiéndose determinar
un punto de corte que permita la diferenciacion entre
portacion del microorganismo y la enfermedad para la
mayoria de los casos (Flori ef al. 2004). Otra gran utilidad de
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los estudios moleculares recae en los analisis de mutaciones
del gen de la enzima dihidropteroato sintetasa (DHPS), que
genera resistencia de estos microorganismos a las
sulfamidas. Estas mutaciones aparentemente estan
asociadas al uso previo de las mismas y podrian identificar
alavez, la presencia de fenotipos resistentes en la comunidad
(Alvarez, 2008).

En 2010, se publicé una nueva aplicacion para la
citometria de flujo: la deteccion de Preumocystis jirovecii.
En el trabajo de Barbosa ef al. se desarrolla y optimiza un
protocolo especifico para su identificacion. Compararon
analisis de muestras respiratorias por medio de tincién de
inmunofluorescencia (IF) y la deteccion por citofluorometria
(CF), considerando el criterio clinico como diagndstico
estandar. Sus resultados mostraron superioridad de la CF
frente a la IF, con valores de sensibilidad y especificidad
del 100% para la CF y de 90.9% y 100% para la IF,

respectivamente.

Figura 3: Quistes de Pneumocystis jirovecii
Tincién Gomori-Grocott en LBA. (100x)

CONCLUSION

El contar con una buena técnica de identificacion
para Prneumocystis jirovecii, segun los recursos humanos,
econdémicos y ademads respaldada por la literatura, resulta
primordial para un diagnoéstico confiable. La tincion de
Gomori-Grocott, ademas de contar con buenos parametros
de sensibilidad/especificidad, es una de las tinciones
32

histologicas mas utilizadas para la busqueda de elementos
fangicos. Por lo tanto, como las muestras a analizar provie-
nen de pacientes inmunodeprimidos, quienes podrian cursar
con otra infeccién micédtica concomitante, es una tincion
ampliamente recomendada y de nuestra eleccion como
Laboratorio de Micologia.
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