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RESUMEN:

Antecedentes : La neumonia por Pneumocystis jirovecii (PcP) es considerada una de
las enfermedades oportunistas mas frecuentes en los pacientes con VIH/sida. En los
ultimos afios, cada vez es mas frecuente el aumento de casos en otros grupos
poblacionales tales como: pacientes con cancer, diabéticos, embarazadas, nifios y
aquellos tratados con farmacos inmunosupresores. En el caso particular de los
nifios y adolescentes, la infeccion por este patégeno se ha asociado con la muerte
subita y neumonia intersticial, aunque su estudio en este grupo poblacional es aun
limitado.

Uno de los mayores retos para el estudio del patégeno es que no puede ser cultivado
en ningun medio microbioldgico, aspecto que imposibilita el conocimiento de
elementos importantes de su ciclo de vida, resistencia a farmacos y su papel en
diferentes enfermedades. Hasta la actualidad, los métodos moleculares han
desempefiado un rol protagonico en el estudio del microorganismo. Con su
advenimiento, se ha detectado material genético del patdégeno en muestras de
individuos que no presentan sintomas ni signos de PcP. Este fendbmeno se denomina
colonizacion y ha revolucionado la epidemiologia de la enfermedad, ya que los
casos infectados pueden actuar como reservorio del microorganismo, transmitirlo a
otras personas, desarrollar la PcP y los individuos susceptibles pueden adquirir
variantes resistentes del patégeno, lo que complicaria su tratamiento efectivo y
curacion.

Problema que se ha resuelto de acuerdo con los obje  tivos del trabajo

El tema de Pneumocystis jirovecii en poblacion infantil y adolescente es escasamente
abordado en la literatura cientifica, por lo cual esta investigacion aporta elementos
importantes para su conocimiento a nivel mundial. Entre los problemas que ha
resuelto el presente trabajo se destacan:

Demostrar el papel de P. jirovecii en tres grupos diferentes de la poblacion infantil
y adolescente con distintas enfermedades de base (nifios con sindrome
coqueluchiode, nifios/adolescentes con VIH/sida y nifios con sintomas
respiratorios negativos al VIH). Se describe ademas, la posibilidad de contar con un
PCR optimizado que en breve tiempo determina el niumero de copias del ADN del
microorganismo presente en la muestra que se analiza, hallazgo sumamente
importante, ya que esa informacion permite desarrollar alternativas de tratamiento
para el individuo de acuerdo a su estado de infeccion/colonizacion. Por otra parte, el
presente estudio brinda la primera evidencia cientifica de la presencia de
microorganismos resistentes a las sulfamidas en la poblacion cubana (no solo en
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nifios y adolescentes), farmaco de eleccidn para tratar al patégeno, resultado vital y
elemento importante que posee el facultativo para utilizar la politica correcta de
antibiéticos y con eso lograr la curacion del paciente. Finalmente, de acuerdo a los
resultados obtenidos sugiere elementos a considerar en el manejo de los nifios con
VIH/sida y aquellos con sintomas respiratorios negativos al VIH analizados en el
estudio.

Resultados : El estudio destaca la presencia de P. jirovecii en 29,3% de nifios con
sindrome coqueluchoide y la caracterizacion multilocus realizada describe una amplia
variabilidad genética en las muestras estudiadas, asi como la existencia de
nuevos genotipos para el mt LSU rRNA y CYB (dianas esenciales del
patdgeno). En paralelo, se describe 18,0% de resistencia a las sulfamidas, farmaco
de eleccién para tratar al microorganismo. Con respecto a los nifios con VIH/sida, la
investigacion demostré ausencia del microorganismo en las muestras analizadas, |0
cual difiere con otros reportes que evidencian una alta colonizacién por P. jirovecii en
individuos con VIH, lo que sugiere que es cuestionable la terapia preventiva en

los casos con altos niveles de linfocitos T CD4™. La prevalencia de colonizacion
por P. jirovecii en nifios con sindrome respiratorio negativos al VIH fue de 33,3%, lo
gue demuestra que este grupo de individuos puede actuar como reservorio
del paciente y participar en el ciclo de transmision del microorganismo. Es valido
destacar que en este grupo, genotipos especificos se asocian con caracteristicas
clinicas determinadas, hallazgos importantes para el manejo de la infeccion.

Se describen ademés, los primeros polimorfismos del gen de la dihidrofolato
reductasa en muestras cubanas, otra diana del patégeno involucrada en la
resistencia a farmacos para tratar la infeccion. Este trabajo aporta elementos
importantes y novedosos que contribuyen ampliar el conocimiento de P.
jirovecii y trazar politicas correctas para su manejo y control en la poblacién
infantil/adolescente.

Impacto cientifico-social del trabajo

* Primera caracterizacion y descripcion de la distribucion de genotipos
de P. jirovecii en poblacion infantil a nivel internacional.

» Descripcion de nuevos genotipos de genes importantes del patdogeno mt
LSU rRNA (Numero de Acceso en GenBank: KC937058) y CYB (Numero de
Acceso en GenBank: KF578376 y KF578375) de gran importancia para su
aplicacion en la investigacion de la epidemiologia de Pneumocystis (estudio de
brotes, identificacion de fuentes de transmision, etc.) y con potencial
aplicacion clinica (identificacion de resistencia, virulencia, etc.).

» Demostracion por primera vez a nivel mundial de la presencia de P. jirovecii
en niflos con sindrome coqueluchoide, abriendo la posibilidad de que pueda
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ser un agente causal de este sindrome no considerado hasta ahora.

* Primeros hallazgos de microorganismos con mutaciones vinculadas a
la resistencia a las sulfamidas en Cuba.

 Primera evidencia mundial de la existencia de nifilos portadores de
patdgenos con mutaciones de resistencia a la atovacuona, farmaco alternativo
para tratar la neumocistosis.

* Brinda un PCR en tiempo real optimizado que permite cuantificar la carga
del microorganismo en la muestra analizada facilitando la estrategia a seguir
para el manejo del individuo.

* No deteccion del patdgeno en muestras de pacientes con infeccion por VIH

. . . + . . .
con niveles de linfocitos T CD4 " altos, lo que permite cuestionar la necesidad
de emplear terapia preventiva en estos casos.

» Descripcion de la utilidad de los exudados nasofaringeos como muestras
menos invasivas para el estudio de la infeccion/colonizacién en nifios.

* Aporta datos que sugieren que el ciclo de transmision de Pneumocystis en
nifios puede ser independiente del que ocurre en los adultos al
compararlos con previos resultados cubanos.

* Mejor manejo clinico de los casos gracias a los aportes al conocimiento de
las caracteristicas del microorganismo.

COMUNICACION CORTA DEL RESULTADO

Antecedentes

La neumonia causada por Pneumocystis jirovecii (PcP) es considerada una de las
enfermedades oportunistas mas frecuentes en los pacientes con el virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) ocasionando elevada mortalidad. En los ultimos
afos, la PcP se ha convertido en una enfermedad emergente en los individuos
negativos al VIH y en aquellos inmunosuprimidos por otras causas diferentes a este
virus. En la literatura cientifica, se constata un aumento en el nimero de casos en
grupos poblacionales tales como(] pacientes con cancer, diabéticos, embarazadas,
individuos inmunosuprimidos por el empleo de farmacos inmunomoduladores, en

nifos y adolescentes.t

La imposibilidad de cultivo microbiolégico de P. jirovecii es un obstaculo importante,
lo cual ha imposibilitado el conocimiento de la epidemiologia de la enfermedad, su

biologia y la susceptibilidad ante los farmacos de eleccion para su tratamiento. 1
Con el advenimiento de las técnicas moleculares, se ha detectado material genético
del patégeno en muestras de individuos que no presentan sintomas ni signos de
PcP. Este fendbmeno se denomina colonizacion y ha revolucionado la epidemiologia
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de la enfermedad, ya que los casos infectados pueden actuar como reservorio del
microorganismo, transmitirlo a otras personas, desarrollar la PcP y los individuos
susceptibles pueden adquirir variantes resistentes del patdgeno, lo que complicaria
su tratamiento efectivo y curacion.2:3
Actualmente, se cuenta con escasos trabajos que abordan el estudio de P. jirovecii
en la poblacion infantil y adolescente. Tampoco, se constatan publicaciones que
describan la distribucion de genotipos del microorganismo en este grupo. Finalmente,
los conocimientos sobre la resistencia a los farmacos de eleccion para combatir el
patdogeno en niflos/adolescentes son aun limitados. Estas razones son las que
impulsaron a realizar el presente estudio.

Materiales y métodos

Se presentan los resultados del estudio en niflos con diferentes enfermedades de
base (VIH/sida (14 casos), sindrome coqueluchoide (163 casos) y con sintomas
respiratorios pero negativos al VIH (30 casos)) en el periodo comprendido entre junio
de 2012 y mayo de 2015 en dos Hospitales Pediatricos de La Habana (Juan Manuel
Marquez y William Soler) y en el Hospital del Instituto de Medicina Tropical “Pedro
Kouri”. Las muestras analizadas fueron 193 exudados nasofaringeos y 14 lavados
orales, a las cuales se les realiz6 la extraccion de ADN y luego se amplificaron
mediante PCR dianas importantes del patégeno: ARN ribosémico de la subunidad
mayor de la mitocondria (mt LSU rRNA), beta-tubulina, citocromo B (CYB),
superoxido dismutasa (SOD), dihidrofolato reductasa (DHFR) y dihidropteroato
sintetasa (DHPS), estas Ultimas involucradas en la resistencia a las sulfamidas,
tratamiento de eleccion para el microorganismo. Para determinar los polimorfismos
en cada gen, se realiz6 la secuenciacion nucleotidica. Las mutaciones en el gen de
la DHPS vinculadas a resistencias se estudiaron mediante el andlisis del

polimorfismo genético de los fragmentos de restriccion (PCR-RFLP).Z’?”A"5

Resultados

Los resultados de este trabajo representan la primera evidencia cientifica a nivel
mundial de la presencia de P. jirovecii en nifios con sindrome coqueluchoide. Es
valido destacar que se muestra la caracterizacion genética de varios genes de
P. jirovecii (analisis  multilocus) por primera vez en muestras de nifios a nivel
internacional. Con nuevos polimorfismos de genes importantes del patégeno (mt LSU

ARNr)2 y Citocromo B (CYB)3, depositando su secuencia en el banco de genes
con numero de acceso KC937058 para mt LSU ARNr2 y CYB (KF578376 y

KF578375)3. Otro de los hallazgos interesantes del estudio, es el primer reporte
cubano de la resistencia a las sulfamidas, farmaco de eleccion para tratar la PcP con

2 De la misma manera, la actual

5

implicacion inmediata en la clinica del paciente.



Revista Anales de la Academia de Ciencias de Cuba Vol. 7 No. 1

investigacion brinda una PCR en tiempo real que determina la carga del
microorganismo presente en las muestras analizadas, posibilitando el mejor manejo

de los pacientes.2 Ademas, constata la utilidad de los exudados nasofaringeos como

muestras menos invasivas para el estudio de la colonizacién/infeccion.2

La investigacion presenta ademas otros aspectos novedosos y de interés cientifico a

tener en cuenta. Comparando con resultados previos en adultos6, se sugiere un ciclo
de trasmision independiente en nifios, lo que ocurre al no coincidir los genotipos
evaluados en ambos grupos, con implicacién directa en la epidemiologia de la

enfermedad.? La ausencia de P. jirovecii en nifios y adolescentes con VIH/sida y

. . . + . . . L, .

con niveles de linfocitos T CD4" permite sugerir que el estado inmunologico del
paciente es un elemento importante a tener en cuenta para la ocurrencia de la
colonizacién por el patdgeno y se debe considerar la no administracion de terapia

preventiva en estos casos.? Ademads, los resultados presentados aqui, son la
primera descripcion de los genotipos de la dihidrofolato reductasa (enzima
involucrada en la resistencia a farmacos para tratar la neumocistosis) y la
demostracion de que los nifios con sintomas respiratorios y negativos al VIH
participan en la transmision y circulacion de P. jirovecii debido a la alta prevalencia

(33,3%) que se identifico en este grupo.5

Finalmente, el colectivo de autores considera que este estudio posee un importante
impacto social, pues mejora el manejo clinico de los casos gracias a que proporciona
informacion para el tratamiento especifico y oportuno de los pacientes y aporta
conocimiento de las caracteristicas del microorganismo en este importante grupo
poblacional (nifios y adolescentes) que pueden ser utilizadas para elaborar correctas
estrategias en su control.

Conclusiones

La investigacion brinda conclusiones interesantes, en primer lugar muestra
informacion cientifica novedosa para Cuba y el mundo sobre la biologia, genética,
epidemiologia, resistencia a sulfamidas y otros farmacos alternativos en P. jirovecii
en niflos y adolescentes. Se muestra ademéas la utilidad de los exudados
nasofaringeos en los estudios de epidemiologia molecular y en el diagndstico de la
colonizacién/infeccion del patdbgeno, muestra menos invasiva para el paciente. De la
misma manera, permite sugerir el analisis del empleo de terapia preventiva en nifios
y adolescentes con buen estado inmunoldgico, aspecto que pudiera ser tomado en
consideracion por la comunidad cientifica. La actual investigacion abre nuevos
caminos en la investigacion de P. jirovecii al vincularse la presencia del patdbgeno a
casos de nifios con en el sindrome coqueluchoide. Finalmente, el presente estudio
aporta nuevos conocimientos para el manejo y control de la colonizacién/infeccion de
P. jirovecii en nifios y adolescentes de diferentes enfermedades de base.
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