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Evaluacion de la técnica de PCR anidada para el diagnostico de Pneumocystis jirovecii
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Resumen: Se realizd un estudio comparativo entre las técnicas de inmunofluorescencia directa (IFD) y la reaccion en cadena de la poli-
merasa anidada (PCRa) en 62 muestras del tracto respiratorio inferior, con la finalidad de evaluar la técnica de PCRa para el diagndstico
de Pneumocystis jirovecii. Al comparar ambas técnicas, la PCRa obtuvo valores de sensibilidad 100%; especificidad 79,2%; valor predic-
tivo positivo 58,3%; valor predictivo negativo 100% y una concordancia de 84% con la técnica de IFD. La PCRa para el diagnostico de
neumocistosis predice con éxito la ausencia de la enfermedad cuando el resultado es negativo. Ante un resultado positivo, debe tomarse
en cuenta la condicion clinica del paciente, ya que la prueba no es capaz de discriminar entre colonizacion e infeccion.
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Evaluation of the nested PCR technique for Pneumocystis jirovecii diagnosis

Abstract: A comparative study between the direct immunofluorescency technique (DIF) and the nested polymerase chain reaction (nPCR)
was carried out in 62 samples taken from the lower respiratory tract in order to evaluate the nPCR technique for Pneumocystis jirovecii
diagnosis. When comparing both techniques, nPCR showed 100% sensitivity, 79.2% specificity, 58.3% positive predictive value, 100%
negative predictive value, and 84% of agreement with the DIF technique. nPCR used for pneumocystosis diagnosis successfully predicts
absence of disease when the result is negative. With a positive result, the clinical condition of the patient should be taken into account

since the test is not capable of discriminating between colonization and infection.
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Introduccion

Pneumocystis jirovecii es el agente causal de la neumo-
cistosis, una infeccion pulmonar severa que padecen prin-
cipalmente los pacientes inmunosuprimidos [1-4]. Su
diagndstico se basa en la deteccion microscépica del mi-
croorganismo en una gran variedad de muestras del tracto
respiratorio, mediante coloraciones (Giemsa, azul de tolui-
dina, Gomori-Grocott) o inmunofluorescencia directa
(IFD), esta ultima considerada la técnica de preferencia
para el diagnostico de la enfermedad [5-7]. Debido a que
este hongo no es cultivable, es necesario desarrollar méto-
dos alternativos para la deteccion del mismo, que en con-
junto con los métodos tradicionales, proporcionen un
diagnéstico precoz de la enfermedad.

Hasta ahora, en Venezuela, todas las investigaciones
sobre la neumocistosis se han realizado usando IFD

[3,4,8,9] y no se dispone de técnicas de deteccion basadas
en biologia molecular. En este sentido, la finalidad de este
trabajo consistié en evaluar la técnica de PCR anidada
(PCRa) versus la IFD (como técnica de referencia o patrén
oro), para implementarla como nueva herramienta en el
diagndstico de esta enfermedad.

Materiales y métodos

En este estudio se utilizaron 62 muestras del tracto respi-
ratorio inferior distribuidas asi: 4 lavados broncoalveolares
(LBA), 3 esputos inducidos (El), 51 esputos espontaneos
(EE) y 4 secreciones bronquiales (SB), provenientes de
pacientes con sospecha clinica de heumocistosis y recolec-
tadas en el transcurso de un afio (enero-diciembre de
2007).
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Se realizd la técnica de IFD con el kit de Merifluor®
Pneumocystis (Meridian Bioscience Inc), para la deteccién
in vitro de P. jirovecii en muestras del tracto respiratorio.
Para el procesamiento de las muestras de LBA y El se
siguieron las instrucciones del fabricante, mientras que las
muestras de EE y SB se procesaron segun el procedimien-
to estandarizado en el Departamento de Micologia del
Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel” [2,4,8].
Como control positivo se utilizd una muestra de LBA de
un paciente con sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA), con diagnostico clinico de neumocistosis y colo-
racién de Gomori-Grocott e IFD positivas para P. jirovecii.

Los sedimentos obtenidos de las muestras se dividieron
en dos porciones: una para el anlisis por IFD y otra fue
congelada a -70°C hasta su utilizacién en las pruebas mo-
leculares.

Para el analisis molecular, se realizé un ensayo de PCRa
con el uso de los cebadores propuestos en el protocolo
descrito por Wakefield et al [10-12], cuyas secuencias son
complementarias a la region de la subunidad mayor mito-
condrial (mtLSUrRNA) del genoma de Pneumocystis. El
ADN fue extraido a partir de las muestras antes menciona-
das mediante la utilizacién del QlAamp DNA Mini kit
(QIAGEN), usando el protocolo para tejidos. A 200 pl de
suspension del sedimento de cada muestra en solucion
salina tamponada con fosfatos a pH 7,2 (PBS), se le adi-
cionaron 20 pl de proteasa, 4 ul de ARNasa A (100
mg/ml, QIAGEN) no provista por el kit y 200 pl de solu-
cién tampdn AL. El procedimiento continud posteriormen-
te siguiendo las recomendaciones del fabricante. En la
primera ronda de amplificacion, se colocaron 5 pl del
ADN extraido en una mezcla de reaccion preparada con
solucién tamp6n 10mM Tris-HCL (pH 8,8), 10mM KCL,
0,002% Tween 20 vol/vol (First Strand Buffer, invitro-
gen); 50mM de MgCI, (invitrogen); 100mM de oligonu-
cleétidos (invitrogen); 0,1mM de ditriotrietol (invitrogen);
40 U/ul de inhibidor recombinante de ribonucleasas (invi-
trogen); 10mM de cada uno de los cebadores externos
pAZ102-E  (5’-GATGGCTGTTTCCAAGCCCA-3") vy
pAZ102-H (5’-GTGTACGTTAAGCCCA-3’) (Molecular
Bioscience Inc); 5 U/ul de Taqg ADN polimerasa recombi-
nante (invitrogen) y de agua libre de nucleasas (invitro-
gen), para completar un volumen de 50 pl por reaccion. La
segunda ronda de amplificacion fue realizada a partir de 5
ul del producto obtenido en la primera ronda de amplifica-
cién, previamente diluido 1 en 10 veces con agua libre de
nucleasas (invitrogen). La mezcla de reaccidn para esta
segunda etapa contenia los mismos reactivos de la primera
ronda, en las mismas concentraciones, con la excepcion de
los cebadores internos [(10mM de cada uno de los cebado-
res pAZ102-X (5'-GTCAAATACAAATCGGACTAGG-
3’) y pAZ102-Y (5’-TCACTTAATATTAATTGGGGA
GC-3’) (Molecular Bioscience Inc)], el ditriotrietol y el
inhibidor recombinante de ribonucleasas. Ambas rondas de
la PCRa se realizaron en un termociclador modelo iCy-
cler® (Laboratorios Bio-Rad) bajo las mismas condicio-
nes: 94°C por 1,5 minutos; 55°C por 1,5 minutos y 72°C
por 2 minutos durante un total de 40 ciclos.

Posteriormente, a 10 pl del amplicdn generado en cada
una de las reacciones de PCRa se le afiadieron 2 pl de
solucion tamponada de carga 6X (0,25% de azul de bro-
mofenol, 0,25% de xylene cyanole FF y 30% solucién
acuosa de glicerol grado molecular), para luego someterlos
a una corrida electroforética a 120 voltios por 30 minutos
en un gel de agarosa al 2% (100 mg de agarosa grado mo-
lecular/invitrogen en 50 ml de solucion tamponada TBE
0,5X pH 8,0), teflido con bromuro de etidio (10 mg/ml,
GIBCO, BRL). Se incluyeron en la corrida electroforética
marcadores de peso molecular de 100 y 50 pb (Amersham
GE Healthcare). El producto de PCRa fue finalmente vi-
sualizado en un sistema de documentacién de imagenes
(Gel Doc XR®, Laboratorios Bio-Rad), usando el software
de andlisis 1D Quantity One® (Laboratorios Bio-Rad). Se
consider6 como muestra positiva, aquella en la cual se
evidenciara la presencia de una banda de 346 pares de
bases para el amplicon generado en la primera ronda de
PCRa y/o una banda de 260 pares de bases para el ampli-
con generado en la segunda ronda de PCRa.

Como controles para la PCRa se usaron: control positivo
de muestras (el mismo usado en las pruebas de IFD), con-
trol de reaccién en el termociclador (ADN comercial de
500 pb, Laboratorios Perkin-Elmer, USA) y control de
reactivos. Todos fueron procesados bajo las mismas condi-
ciones en que fueron tratadas las muestras en estudio a fin
de monitorear posibles contaminaciones y para validar los
resultados obtenidos.

Las variables fueron descritas mediante medidas de
tendencia central y porcentajes. La prueba de Chi cuadrado
(X3 vy las tablas de contingencia de 2x2 se usaron para la
evaluacion estadistica, tomando un valor de p<0,05 como
significativo. Se calcularon valores de sensibilidad (S),
especificidad (E), valores predictivos positivos y negativos
(VPP y VPN), errores mayores (EM), errores graves (EG)
y el porcentaje de concordancia para la prueba de PCRa en
comparacion con la IFD. Los EM fueron identificados
como aquellos resultados positivos por IFD que resultaron
negativos por PCRa y los EG fueron aquellos resultados
negativos por IFD que dieron positivos por PCRa.

Resultados y discusién

De las 62 muestras procesadas, 14 resultaron positivas
por IFD y PCRa, 10 fueron negativas por IFD pero positi-
vas por PCRa y 38 dieron resultados negativos por ambas
técnicas. Se encontré una asociacion estadisticamente
significativa al comparar los resultados de ambas pruebas
(p<0,05), por lo tanto, la PCRa puede ser usada para el
diagndstico de la neumocistosis. Se obtuvieron valores de
S=100%, E=79,2%, VPP=58,3% y VPN=100%, compara-
bles a los reportados en la literatura con el uso de la PCRa
para el diagndstico de P. jirovecii, los cuales varian entre
96-100% para la sensibilidad y 60-80% para la especifici-
dad, usando muestras de LBA y EI [3,5-7,10]. Para la
evaluacion de la PCRa en este trabajo se usaron muestras
de LBA y EI, pero el mayor volumen de las mismas fue de
EE, por lo que los valores obtenidos de sensibilidad y
especificidad para esta técnica cobran una gran importan-
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cia, ya que pueden incrementarse en la medida en que se
utilicen buenos procedimientos al procesar muestras no
invasoras para la técnica de PCRa. Por otra parte, un VPN
igual a 100% para la PCRa la convierte en una técnica de
elevado valor diagndstico, ya que un resultado negativo
por esta prueba excluye la presencia de la enfermedad
[7,13].

En la figura 1 se muestran los resultados obtenidos en la
primera ronda del PCRa, en donde se observan amplicones
de 346 pares de bases. En la figura 2 se muestran los resul-
tados correspondientes a la segunda ronda de amplifica-
cién, en la cual se observan los amplicones de 260 pares de
bases. Es importante aclarar que se deben realizar ambas
rondas del PCRa. Todas aquellas muestras que no genera-
ron amplicones en la primera ronda deben ser corridas
nuevamente en la segunda ronda, ya que es en esta Ultima
donde pueden evidenciarse muestras que en la ronda ini-
cial cursaron con bajas concentraciones de ADN.

Figura 1. Primera ronda de la PCRa para P. jirovecii. Carril 1: Control
negativo de muestras. Carril 2: Control de reactivos. Carril 3: Marcador
de peso molecular 50 pb. Carriles 4 y 6: Muestras positivas. Carriles 5,7,8
y 9: Muestras negativas. Carril 10: Marcador de peso molecular 100 pb.
Carril 11: Control positivo de muestras. Carril 12: Control de PCR.
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Figura 2. Segunda ronda de la PCR anidada para P. jirovecii. Carril 1:
Vacio. Carril 2: Control negativo de muestras. Carril 3: Control de reacti-
vos. Carriles 4, 7, 9y 11: Muestras positivas. Carril 5: Marcador de peso
molecular 100 pb. Carriles 6 y 8: Muestras negativas. Carril 10: Marcador
de peso molecular 50 pb. Carril 12: Control positivo de muestras. Carril
13: Control de PCR. Carriles 14 y 15: Vacios.

No se obtuvieron EM al comparar la PCRa con la IFD,
pero si se presentaron EG en un 16% (10 muestras negati-
vas por IFD pero positivas por PCRa) y la concordancia
entre ambas pruebas fue de 84%. La IFD es considerada
como la metodologia de referencia para el diagnostico de
la neumocistosis, debido a sus altos niveles de sensibilidad
y especificidad, ambos por encima del 95%, lo que implica
que un resultado positivo se atribuye a la presencia de la
enfermedad, mientras que un resultado negativo la excluye
[5,6]. La PCRa en cambio, es capaz de detectar el ADN de
P. jirovecii independientemente de su viabilidad en la
muestra clinica, debido a su gran sensibilidad, por lo tanto,
no es capaz de discriminar adecuadamente entre coloniza-
cién e infeccién en algunos casos, lo que disminuye sus
valores de especificidad. Esto implica que un resultado
positivo debe ser interpretado con precaucion y es indis-
pensable poseer toda la informacidn acerca de la condicién
clinica del paciente. Por otra parte, también se debe tomar
en consideracion que un resultado negativo por IFD, en un
paciente con sintomatologia, puede deberse a una escasa
cantidad del microorganismo en la muestra que no puede
ser detectada por la IFD; en estos casos, la PCRa seria muy
atil para diagnosticar la presencia de la enfermedad. Estos
resultados son similares a los obtenidos por otros investi-
gadores [7,13].

Finalmente, concluimos que la IFD sigue siendo la téc-
nica de referencia para el diagnostico de la neumocistosis
y la PCRa puede utilizarse como técnica de apoyo para los
mismos fines, debido a su elevado valor predictivo negati-
VO.
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