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Lineas de Investigacion

Infeccion pulmonar por Pneumocystis carinii:
microorganismo, anatomia patologica y diagnostico

Pneumocystis carinii s un microorganismo que se encuentra como
sapréfito en el tracto respiratorio humano y de otras especies animales
(1). Sélo bajo condiciones especiales produce los cuadros infecciosos
graves conocidos como neumonia plasmocelular, neumonia neu-
mocistica y pneumocystosis diseminada (1-4).

Si bien actualmente se conocen bastante bien su estructura y ul-
traestructura, asi como también las lesiones anatémicas a las cuales
se asocia, persisten dudas acerca de su ubicacion taxonémica y ciclo
biolégico (1-5).

Desde 1984, aproximadamente, todo espécimen sospechoso de con-
tener Pneumocystis carinii es estudiado en nuestro departamento diri-
gidamente, con una serie de técnicas histoquimicas, que incluyen: he-
matoxilina & eosina, Gomori-Grocott, Giemsa, toluidina O, tincion de
Papanicolaou, la modificacion de McCallum Goodpasture de la tincion
de Gram y algunas tinciones acido-alcohol resistentes. También, em-
pleamos microscopia electronica de transmision. Este estudio metodico
nos ha permitido reunir casi una treintena de casos muy bien estudia-
dos que constituyen una de las casuisticas mas importantes del pais.

Sobre la base de nuestro material y de la literatura cientifica actual
pertinente, revisaremos a continuacion algunos aspectos referentes al
microorganismo, como su taxonomia, ciclo de vida, estructura y ultraes-
tructura, asi como algunos relacionados con el dano pulmonar que pro-
duce, incluidas las manifestaciones anatomopatolégicas de la pneu-
mocystosis pulmonar y su diagnostico.

-

| TAXONOMIA

La mayoria de los investigadores han aceptado que Pneumocystis
carinii es un protista (1). Sin embargo, se han propuesto otras alterna-
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tivas, entre las cuales destacan las que suponen que mas bien corres-
ponderia a una reaccion celular patolégica, mas especificamente a es-
tructuras mitocondriales modificadas liposomalmente. También se ha
sugerido que representan células reservorio de citomegalovirus (5-7).
No obstante, las evidencias morfologicas nos inducen a aceptar que
es un microorganismo de ubicacion taxondmica no definida aun y con
un ciclo de vida incompletamente conocido (1, 5).

Desde su descripcion, se ha asumido la naturaleza protozoaria de
Pneumocystis carinii (1), ligandole a varias 6rdenes y clases. Incluso,
se ha postulado que se trata de un protozoo asociado con myxovirus
(8), pero mayoritariamente se le consideré como un coccidio (1. 5) y
luego dentro de un grupo innominado relacionado intimamente con los
microsporidios.

Debido al conocimiento parcial del ciclo de vida de Pneumocystis
carinii, se ha tratado de incluirlo en varias clases de protozoos que en
algun estado de su desarrollo forman quistes o esporas, tales como
Conidosporidia, Sporozoay Sarcodina (9, 10). Sin embargo, los anali-
sis morfologicos ultraestructurales no han demostrado la presencia de
estructuras protozoarias distintivas, como los filamentos polares, plas-
modios multinucleados, organelos de “complejo anterior” como anillos
polares, conoides, micronemas y roptrias. Tampoco se han observado
aparato de Golgi, 6rganos de locomocion, ni aparato fagocitico (9-11).

Algunos autores propusieron que Pneumocystis cariniino era un pro-
tozoo, si bien lo consideraban un microorganismo genuino, proponien-
do que se trataba de una levadura, e incluso de una levadura infectada
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4| Figura 1. Quiste de Pneumocys-
" | tis carinii (flecha). Microscopia
: | electrénica de transmision, X
Y . 11.300 aumento original. En el
» i recuadro, se observa la gruesa
o pared del quiste (P), con sus
tres estratos: interno (a), media
§ (b) y externo (c). Adyacente, un
werponmraqulsnco (Ci)ysupa-
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por virus del tipo influenza. Otros pensaron que se trataba de un mi-
croorganismo del tipo PPLO (12).

Los estudios morfologicos ultraestructurales, que de alguna manera
han desvirtuado la naturaleza protozoaria de P. carinii, han concluido
que estructuralmente éste es mas parecido a un hongo levaduriforme
atipico que a un protozoo, planteando con bases sélidas su naturaleza
micotica (9, 10). Por otra parte, los analisis bioquimicos de la pared del
quiste de P. carinii han demostrado que uno de sus principales compo-
nentes es un B-1, 3 glucano, el cual se encuentra frecuentemente en
la pared celular de muchos hongos levaduriformes, elemento que es
responsable de la impregnacién positiva con la técnica de Gomori-
Grocott (1, 13). Esta hipOtesis es también apoyada por recientes estu-
dios analiticos moleculares de la secuencia del ARN ribosomal de P.
carinii, que han demostrado que ésta se acerca mas a la de Saccha-
romyces cerevisiae que a la de los protozoos (1, 14).

En resumen, actualmente se puede considerar a P. carinii como un
microorganismo mas probablemente de naturaleza micética, del cual,
en base a estudios de antigenos de superficie, existirian dos especies:
Pneumocystis carinii propiamente tal y de origen animal y Pneumocys-
tis jiroveci, de origen humano (1,15), hecho este Gitimo no generaliza-
damente aceptado.

| CICLO DE VIDA 1]

El ciclo de vida de P. carinii no es completamente conocido. En él se
describen dos estructuras o estados principales: el trofozoito y el quis-
te, ambas de desarrollo extracelular, segin la mayoria de los autores
(1,16,17).

Los quistes serian la forma infectante, que se transmitiria aéreamen-
te de un animal susceptible a otro, siendo adquiridos por inhalacion.
En condiciones favorables, el quiste se rompe en el alvéolo pulmonar,
liberando ocho trofozoitos haploides, los que principalmente, por co-
pulacién, originan trofozoitos diploides, que se desarrollan adheridos
aneumocitos tipo |, experimentando dos procesos meidticos que origi-
nan un prequiste con cuatro ndcleos haploides. Un ulterior proceso
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Figura 2. Trofozoitos de Pneu-
mocystis cannii (flechas). Micros-
copia electrénica de transmi-
sion, X 11.300 aumento origi-
nal. En el recuadro superior, se
observa la delgada pared tries-
tratificada de los trofozoitos y la
emergenciade los filopodios (fie-
cha). Microscopia electronica
de transmision, X 18.700 au- |
mento original. En el recuadro
inferior, la estructura de un filo- §
podio cortado trasversalmente, F
notese su eje central (e) y su |
pared triestratificada: mem-
brana unitaria interna (mi).
Microscopia electrénicade trans-
misién, X 88.100 aumento ori-

ginal.
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mitético determina un quiste diferenciado con ocho nucleos haploides,
el que luego de una particion citoplasmatica, culmina con un guiste
con ocho cuerpos intraquisticos, que esta en condiciones de repetir el
ciclo (1, 17).

|?smucwm\ Y ULTRAESTRUCTURA

Dos son las variantes morfolégicas mas distintivas de P. carinii: el
quiste y el trofozoito.
Quiste. Ultraestructuralmente son reconocibles cuatro estados quisti-
cos: prequiste, quiste maduro, quiste roto y quiste vacio y colapsado.
El quiste maduro e intacto es esferoidal y mide 4-6 pm de diametro, de
superficie totalmente lisa o ligeramente rugosa, con escasas proyec-
ciones digitiformes o filopodios. Posee una gruesa pared de 0,1a 0,3
pm de espesor, constituida por tres estratos: uno interno correspon-
diente a una membrana unitaria de 5 a 10 nm; uno medio ancho y
electrolticido, de 40-80 nm, y uno externo electrodenso de 20 a 50 nm.
Los quistes contienen 1 a 8 cuerpos intraquisticos de 1 a 1,5 um de
diametro, esféricos, semilunares o ameboideos, delimitados por una
membrana unitaria que esta en intimo contacto con el estrato interno
de la pared quistica (5, 9, 10, 11) (Figura 1).
Trofozoito. Ultraestructuralmente se reconocen tres estados troficos:
una forma reproductiva, un trofozoito pequeno y un trofozoito grande.
El trofozoito pequefio mide 1 a 2 um, es ameboideo y de superficie
muy rugosa, rica en filopodios. El trofozoito grande mide 3a8 umy es
pleomorfo. La pared del trofozoito mide 30 a 50 nm de espesor y esta
constituida por una membrana unitaria interna, una capa media mas
clara y una membrana unitaria externa (5, 11) (Figura 2).

| PATOMORFOLOGIA DE LA PNEUMOCYSTOSIS "l

El 6rgano afectado, casi exclusivamente, es el pulmén, aunque cual-
quier 6rgano o tejido puede comprometerse, incluyendo especialmen-
te a aquellos ricos en reticuloendotelio como ganglios linfaticos, bazo,
higado y médula ¢sea (4). También se ha descrito la infeccion disemi-
nada (4, 18).
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Se ha observado que el compromiso pulmonar por P. carinii presen-
ta diversos sustratos anatomopatolégicos, intimamente relacionados
con las condiciones basales de los pacientes afectados, describiéndose
dos formas anatomoclinicas basicas: una presente en ninos prematu-
ros o desnutridos y otra descrita en pacientes inmunodeprimidos, ya
sea oncologico o con SIDA (3, 4, 19).

En nifios prematuros o desnutridos, P. carinii produce una infeccion
pulmonar que se manifiesta como una neumonia intersticial plasmoce-
lular, difusa y bilateral. Macroscopicamente, los pulmones aparecen
2moldeados y totalmente hepatizados. Microscopicamente, hay un in-
tenso infiltrado plasmocelular, el cual ensancha los septos alveolares;
los espacios alveolares estan lienos de exudado espumoso con fibri-
na y muchos microorganismos (3, 20).

En los pacientes inmunodeprimidos, ya sea con enfermedades neo-
plasicas, SIDA u otras condiciones, el compromiso pulmonar por P.
carinii presenta una variedad de cuadros patomorfologicos, los que se
han agrupado bajo la denominacion de neumonia pneumocystica o
pneumocystosis pulmonar hipoérgica. Esta, a su vez, presenta una for-
ma tipica y varias formas llamadas atipicas (4, 19, 21).

La forma tipica, usual o clasica de la pneumocystosis pulmonar tie-
ne, macroscopicamente, un compromiso bilateral y difuso. Los pulmo-
nes aparecen moldeados, hepatizados, notablemente aumentados de
peso, no crepitantes y al corte muy finamente esponjosos. A la obser-
vacién microscdpica, con tinciones corrientes, se aprecia un compro-
miso alvéolo-intersticial, el espacio alveolar esta ocupado por exuda-
do eosindfilo espumoso relativamente acelular, con abundantes mi-
croorganismos. Las células del revestimiento alveolar estan hipertroficas
y con nucleos grandes e hipercromaticos, descritas por tanto como
“displasicas”. Los tabiques alveolares estan engrosados por edema,
con muy escaso o sin infiltrado inflamatorio redondocelular (4, 20, 22)
(Figuras 3 y 4).

Estudios recientes han demostrado que cerca del 40% de los pa-
cientes inmunodeprimidos con infeccion pulmonar por P. carinii tienen
como sustrato anatomopatologico algunas de estas formas atipicas,
especialmente un dano alveolar difuso (19). Por ende, resulta de la
mayor importancia conocer y reconocer estas formas de pneumocys-
tosis pulmonar atipicas para identificar en ellas, a través de las técni-
cas especiales correspondientes, a Pneumocystis carinii.

Figura 5. Pneumocystosis pulmonar, forma atipica. Nétense las célu-
las gigantes (g) en los espacios alveolares junto al material espumoso
(a). Hematoxilina & eosina, X 200 aumento original.
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Figura 3. Pulmén hepatizado de una pneumocystosis usual.

Figura 4. Pneumocystosis pulmonar usual. Nétese el revestimiento
alveolar prominente (R) y el espacio alveolar, material espumoso con
algunos quistes de Pneumocystis carinii (flechas). Gomori-Grocott, X
500 aumento original.
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Bajo el nombre de formas atipicas de pneumocystosis pulmonar, se
agrupan varios modelos de dafo anatomopatolégico (Figuras 5y 6) a
saber: dafio alveolar difuso, granulomas epiteloideos, exudativo con
ceélulas gigantes multinucleadas de tipo cuerpo extrano, exudativo con
descamacion de macréfagos alveolares, productivo con infiltrado in-
tersticial linfoide. productivo con fibrosis intersticial, alterativo con ne-
crosis y excavacion focal, con bronquiolitis obliterante, con calcifica-
cion del exudado intraalveolar, con masa endobronquial (4, 19,
20- 22).

Figura 6. Quistes de Pneumocystis carinii (flechas) en los espacios
alveolares, de una neumocystosis pulmonar, forma atipica. Gomori-
Grocott, X 1.250, aumento original.
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fDlAGNOSTICO DE LA INFECCION PULMONAR

El diagnéstico de certeza de pnev'mocystosis exige la demostracion
de su agente etiolégico. En ausencia de métodos de cultivo practicos
y de pruebas serolégicas confiables, el diagnostico es actualmente mor-
folégico (20, 22, 23).

El diagnéstico de P. carinii puede establecerse en muestras obteni-
das por métodos no invasivos, por tanto habitualmente rapidos, como
es esputo inducido, lavado bronquial, lavado broncoalveolar, cepillado
bronquial, material aspirado con aguja fina o aspirado endotraqueal
(24). El diagnastico también puede hacerse en muestras obtenidas a
través de técnicas invasivas, por tanto mas lentas, como la biopsia
transbronquial, la biopsia quirdrgica a cielo abierto y, por ultimo, en la
autopsia (22-24).

Independientemente de la técnica histoquimica empleada para iden-
tificar alguno de los estados morfolégicos de P. carinii, la positividad
de estos examenes varia ampliamente segun el tipo de muestra a exa-
minar. La positividad del examen del esputo inducido varia del 15% al
78% (24), la positividad del cepillado es del 41%-82% y la del lavado
y cepillado broncoscopico es del 64% al 100% (24). La biopsia trans-
bronquial provee un diagnostico en el 53% al 100% de los casos y la
biopsia a cielo abierto tiene una positividad cercana al 100% (24).

El rendimiento de las muestras citologicas también se ve influido por
su preparacion: en improntas la positividad es del 88%, en frotis es del
58%, en filtrados es del 34%, en blocks celulares es del 80% y en ma-
terial obtenido con “Cytospins” es del 43% (24).

Ya sea en muestras citolégicas o en muestras de tejido, P. carinii
puede identificarse a través de técnicas histocitoquimicas e inmunoci-
toquimicas, destinadas a demostrar formas quisticas y trofozoiticas (20,
25). Se emplean para evidenciar formas quisticas, principaimente las
tinciones de Gomori-Grocott, Grocott, toluidina O y Gram-Weigert. Pa-
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ra formas trofozoiticas y cuerpos intraquisticos se utilizan las tinciones
de Cresil-violeta, May-Grinwald-Giemsa, tinciones del tipo Romanovs-
ky como Giemsa, Wright-Giemsa y Diff-Quik (20, 22, 24, 26, 27).

Las tinciones de hematoxilina & eosina y Papanicolaou se emplean
rutinariamente en los estudios histologicos y citolgicos, respectiva-
mente. Su mayor valor consiste en la orientacién diagnéstica que pue-
den proporcionar, ya que suelen demostrar faciimente el material es-
pumoso, presente frecuentemente en la pneumocystosis (11, 20). La
tincion de Papanicolacu observada bajo luz ultravioleta al microscopio
de fluorescencia permite observar quistes de Pneumocystis carinii,
pues en estas condiciones aparecen autofluoresceéntes (22).

Si bien se dispone de la serie de técnicas antes mencionadas para
poder identificar alguno de los estados de Pneumocystis carinii, su ren-
dimiento en la identificacién del agente es variable y se ve influido por
varios factores dependientes de la técnica misma y fundamentaimente
de la expedicion y experiencia de los observadores. Segin nuestra
experiencia, y de acuerdo a la de la mayoria de los autores, el mejor
rendimiento se obtiene con la impregnacion argéntica de Gomori-
Grocott, cuya positividad es cercana al 90% (11, 24). En orden decre-
ciente de positividad le siguen, segun las publicaciones recientes, el
Cresil-violeta con 78%, Diff -Quik con 70%, Papnicolaou y Papanico-
laou con luz ultravioleta con 55%, Gram-Weigert con 40% y Giemsa
con s6lo 29% (24) (Figura 7).

Las técnicas inmunohistocitoquimicas con anticuerpos monoclona-
les marcados con fluorocromos o cromogenos, contra los diversos es-
tados de P. carinii, han proveido de un metodo rapido y altamente con-
fiable para la identificacion de este agente, en especial de muestras
escasas o muy contaminadas, asi como también cuando su
diagnostico diferencial, desde un punto de vista morfolégico, se torna
muy dificil. Sin embargo, no se ha demostrado que puedan reemplazar
a las técnicas histoquimicas ni que acorten significativamente el lapso
requerido para hacer el diagnéstico (25).

|
Figura 7. Quistes de Pneumocystis carinii en muestra citologica. Las
flechas indican dos formas colapsadas tipicas. Gomori-Grocott, X 500
aumento original.
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El diagnéstico morfolégico diferencial de P. carinii, cuando se em-
plea la técnica de Gomori-Grocott, debe considerar a elementos como
hematies, nucleos desnudos y detritos celulares, asi como otros agen-
tes infecciosos como hongos levadiruformes, incluidos Torulopsis gla-
brata, Candida spp, Histoplasma Capsulatum y Criptococcus, ademas
d202 eler)nentos parasitarios como esporas de Nosema spp (11, 20.

, 28). *
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