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La enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC) es un proceso 

patológico, que se caracteriza por una limitación permanente del flujo aéreo que no es 

totalmente reversible. Incluye el enfisema, un cuadro anatómicamente definido y que 

se caracteriza por el agrandamiento de los espacios aéreos distales a los bronquíolos 

terminales, con destrucción de la pared alveolar sin fibrosis manifiesta, y la bronquitis 

crónica, un cuadro definido clínicamente por tos productiva crónica y una afección de 

las vías respiratorias en la que se estrechan los bronquíolos finos.  

La anomalía funcional que define a la EPOC es la disminución del flujo 

espiratorio, resultado de las alteraciones anatómicas de la vía respiratoria y del 

parénquima alveolar, que ocasionan un aumento de la resistencia al flujo aéreo y una 

disminución de la elasticidad pulmonar respectivamente. 

Aunque las causas que desencadenan estos procesos puedan ser variables, 

actualmente se considera que la inflamación crónica de la pared bronquial y del  

parénquima pulmonar es el mecanismo fisiopatológico fundamental de la EPOC. 

Por su elevada morbi-mortalidad esta enfermedad representa actualmente un 

problema sanitario de primer orden. Tras las enfermedades cardiovasculares y el 

cáncer, constituye la cuarta causa de mortalidad en nuestro país en 2008, y es también 

causa de importante morbilidad entre la población adulta (GOLD, 2014). (GesEPOC, 

2014). 

Pneumocystis jirovecii conocido previamente como Pneumocystis carinii sp. f. 

hominis, es un hongo atípico, ubicuo, con tropismo pulmonar y gran estenoxenismo 

que  se transmite por vía aérea, del cual existen aún muchos aspectos desconocidos 

sobre su epidemiología, historia natural y fisiopatología (Calderón et. al., 2002). 

Habitualmente se le considera un germen oportunista que causa neumonías graves en 

pacientes con SIDA u otras causas de inmunodepresión. Sin embargo, se han descrito 

casos de neumonía por Pneumocystis  en no inmunodeprimidos (Cano et. al., 1993) y 

nuestro grupo pudo demostrar por primera vez la presencia de infección subclínica o 

colonización en el 10% de pacientes con procesos bronquiales crónicos no 

inmunodeprimidos (Calderón et. al., 1993). 
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En los últimos años, se han comunicado datos clínicos y experimentales que 

sugieren que Pneumocystis podría tener cierto papel en la fisiopatología y la 

progresión de la EPOC. 

Las evidencias que relacionan a Pneumocystis y la EPOC incluyen: una 

elevada prevalencia de colonización por P. jirovecii  en los pacientes con EPOC, que 

es independiente de la historia de tabaquismo (Calderon et. al., 1993); la observación 

de una elevada tasa de enfisema y colonización por Pneumocystis en pacientes 

fumadores con infección por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (Díaz et. 

al., 2000); similitudes entre la respuesta inflamatoria frente a la colonización por 

Pneumocystis y la EPOC; el desarrollo de obstrucción de la vía aérea y enfisema en 

modelos animales colonizados por Pneumocystis (Patiz et. al., 2003); y la similitud 

entre los cambios funcionales pulmonares producidos tras la neumonía por 

Pneumocystis jirovecii (PCP) y la EPOC (Fleischman et. al., 1996). 

A pesar de la amplia evidencia de la que disponemos sobre la EPOC, todavía 

no se conocen los factores determinantes para el desarrollo y la progresión de la 

enfermedad. Pneumocystis jirovecii podría ser uno de estos agentes implicados en la  

patogénesis de la EPOC mediante la inducción de cambios inflamatorios que 

contribuyeran a la progresión de la misma.  

 

1. Enfermedad pulmonar obstructiva crónica 

1.1. Aproximación histórica  

Aunque históricamente se habían utilizado los términos de bronquitis crónica 

o enfisema para designar una serie de procesos que se caracterizaban por tos,  

expectoración crónica y /o dificultad respiratoria, el primer intento de definición y 

caracterización de la enfermedad pulmonar obstructiva crónica se remonta a 1958 

(CIBA GUEST SYMPOSIUM, 1958) cuando se introduce el concepto de enfermedad 

pulmonar crónica no específica, dentro del cual se incluían la bronquitis crónica y la 

enfermedad obstructiva generalizada, la cual a su vez se desglosaba en asma y 

enfisema. 
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El término EPOC (enfermedad pulmonar obstructiva crónica) surge por 

primera vez en 1975, al amparo de la American Thoracic Society (ATS) y del 

American College of Chest Phisicians (ACCP) y es enunciado como una enfermedad 

de etiología incierta caracterizada por enlentecimiento persistente al flujo aéreo 

durante la espiración forzada. Aunque con posterioridad gozó de amplia difusión la 

terminología introducida por Thurlbeck de “Obstrucción crónica al flujo aéreo” 

(OCFA), finalmente se aceptó de forma general en la comunidad científica 

internacional el concepto de EPOC. 

La ATS define en 1987 la EPOC como “una alteración caracterizada por la 

disminución de los flujos aéreos espiratorios que no se modifica durante varios meses 

de observación y que se produce como consecuencia de alteraciones estructurales que 

afectan a las vías aéreas y al parénquima pulmonar, englobando bronquitis crónica, 

enfisema y enfermedad de las vías aéreas pequeñas”. Esta definición se ha ido 

reproduciendo en sucesivas normativas pero, en los últimos años, se han realizado 

numerosos avances en el conocimiento de la etiología y patogenia de la enfermedad y 

esto se refleja en las nuevas definiciones que hacen mención expresa de estos 

avances. 

El consenso GOLD (Initiative Global Obstructive Lung Disease) define la 

EPOC como “un proceso patológico que se caracteriza por una limitación del flujo 

aéreo que no es completamente reversible, por lo general progresiva y relacionada 

con una respuesta inflamatoria pulmonar anormal a partículas o gases nocivos”. 

(Pawels et. al.,  2001). 

La definición recogida en las recomendaciones de la SEPAR (Sociedad 

Española de Neumología y Cirugía Torácica), ahonda más en los aspectos 

etiopatogénicos mencionando de forma expresa que esta limitación al flujo aéreo 

aparece asociada a una reacción inflamatoria anómala frente al humo del tabaco.     

(Barberá et. al., 2001). La conferencia de consenso sobre EPOC celebrada en España 

en el 2003 reafirma en su definición los aspectos patogénicos (enfermedad 

inflamatoria) y etiológicos (reacción al humo del tabaco). 

Si se analiza cómo han cambiado en el tiempo las diferentes definiciones 

expuestas se puede observar una evolución lógica que ha ido paralela al progresivo 

conocimiento de la enfermedad, cuya naturaleza última no está totalmente aclarada. 
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Así, inicialmente la definición se basaba de forma exclusiva en aspectos clínicos: tos, 

expectoración y disnea. Más tarde incorpora datos funcionales y de las alteraciones 

histológicas que los sustentan: limitación al flujo aéreo, enfermedad de la vía aérea, 

enfisema. Finalmente se hace mención a la etiología (humo del tabaco) y a la 

patogenia de la enfermedad al incluir la noción de reacción inflamatoria anómala.  

1.2. Concepto 

De la evaluación pormenorizada de las últimas definiciones enunciadas 

debemos destacar varios aspectos: 

- Obstrucción: para poder diagnosticar a un paciente de EPOC es requisito 

indispensable demostrar, mediante la realización de una espirometría forzada, que 

existe una alteración ventilatoria obstructiva, caracterizada por una reducción en el 

volumen espiratorio forzado en el primer segundo y en la relación de este con la 

capacidad vital forzada (VEF1 y VEF1/CVF respectivamente). El término EPOC no 

debe emplearse para definir procesos que cursan con disminución del flujo aéreo, 

pero que tienen una causa específica, como es el caso de la fibrosis quística, las 

bronquiectasias, las secuelas de tuberculosis (TBC) o la bronquiolitis obliterante. 

- Reversibilidad incompleta: la administración de broncodilatadores no 

permite revertir completamente la obstrucción ni de forma inmediata ni a largo plazo. 

En el asma es habitual que tras un tratamiento correcto los valores de la espirometría 

puedan llegar a normalizarse. 

- Inflamación: la causa de esta obstrucción es un proceso inflamatorio crónico 

que afecta a las vías aéreas y al parénquima pulmonar. 

- Tabaco: el humo del tabaco es, sin duda, la causa más frecuente de la EPOC 

en los países industrializados, aspecto fundamental que la definición de la SEPAR 

recoge de forma explícita. Este hecho es tan claro que se debe poner en duda el 

diagnóstico de EPOC en ausencia de un antecedente como la exposición al humo del 

tabaco. Sólo en un pequeño porcentaje de enfermos puede aparecer la EPOC en 

ausencia de historia de tabaquismo como respuesta a otros tóxicos inhalados 

(laborales, ambientales, etc.). 
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En resumen, y desde un punto de vista práctico, el diagnóstico actual de 

EPOC se establece sobre la base del antecedente del consumo de tabaco y una 

sintomatología clínica (tos, expectoración, disnea) y la demostración, mediante una 

espirometría forzada de obstrucción al flujo aéreo. Se considera esta cuando el valor 

del VEF1 es inferior al 80% del valor teórico de referencia y la relación  VEF1/CVF 

es inferior a 0,7 tras prueba broncodilatadora (Conferencia de consenso sobre EPOC 

2003. Arch Bronconeumol 2003, Suppl 3:1- 47; GesEPOC. 2014; GOLD 2014).  

1.3. Etiología 

La observación de que sólo un 20% de los fumadores desarrollarán una 

perdida acelerada de la función pulmonar sugiere que existen otros factores 

adicionales que, combinados con el tabaquismo, hacen susceptible a un individuo de 

desarrollar la enfermedad. Estos factores son en algunos casos de índole exógena, 

como la exposición a un agente tóxico inhalado, y en otros son de tipo endógeno. Sin 

embargo habitualmente, éstos actuarían potenciando la acción del tabaco. Todo ello 

ha llevado a establecer que existe una población “susceptible” al humo del tabaco, la 

cual desarrolla una disminución excesiva de la función pulmonar cuando se expone al 

hábito de fumar. Este concepto de “susceptibilidad” a la EPOC tiene dos 

consecuencias: a) el hábito tabáquico es necesario pero no suficiente para causar la 

EPOC; b) deben existir otros factores adicionales que combinados con el tabaquismo 

expliquen por qué unos fumadores desarrollan la enfermedad y otros no (AGN 

Agustí. 2000). 

a) Factores de susceptibilidad exógenos 

Tabaquismo 

El factor de riesgo fundamental, sin el que para algunos expertos no puede 

existir una EPOC, es el consumo de tabaco para el que existe una relación dosis- 

efecto (Antó et. al., 2001). En los estudios epidemiológicos, la mayoría de las 

diferencias en la prevalencia de la enfermedad se explican por el consumo de tabaco. 

En España y Francia los hombres padecen EPOC con más frecuencia mientras que, en 

los países nórdicos no existen estas diferencias e incluso la bronquitis crónica es más 

frecuente en las mujeres, debido a un consumo muy superior del tabaco entre las 

mujeres de los países del Norte de Europa (Sobradillo et. al., 2000). Recientemente se 
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ha demostrado que los fumadores de puros tienen un riesgo más elevado de padecer 

EPOC que los no fumadores y que la relación es dosis-efecto según se fumen más o 

menos de 5 puros al día. En este sentido el estudio IBERPOC, un análisis 

epidemiológico transversal y multicéntrico realizado en nuestro país, demuestra que 

el consumo de tabaco superior a 15 paquetes/año tiene una relación muy marcada con 

la existencia de EPOC. La razón de riesgo (Odd ratio) más elevada (5,4) se encuentra 

cuando el consumo es superior a 30 paquetes/año (Proyecto IBERPOC, 1997). 

Tabaquismo pasivo 

Varios estudios de base poblacional han demostrado que esta exposición 

podría tener influencia en la prevalencia de la aparición de síntomas respiratorios 

(Michel et. al., 1990). 

Nutrición y dieta 

Diversos estudios han encontrado una relación significativa entre déficit 

nutricional y la incidencia de EPOC. De hecho, se ha confirmado el efecto 

beneficioso de antioxidates como los betacarotenos y las vitaminas C y E (Britton et. 

al., 1995). 

Contaminantes atmosféricos 

Los gases derivados de cocinar en espacios cerrados, y contaminantes de 

origen ocupacional y químicos también se han asociado con el riesgo de desarrollar 

EPOC (Dennis et. al., 1996). Diversas revisiones sistemáticas han identificado a la 

biomasa y otros combustibles para uso en calefacción o cocina en países en vías de 

desarrollo como factor de riesgo de EPOC en áreas rurales (Hu G et. al., 2010). 

Infecciones 

Se postula que agentes irritantes inhalados darían lugar a infecciones 

intercurrentes, con una reacción inflamatoria que sería la responsable de la 

destrucción acinar y de la limitación del flujo aéreo. Sin embargo, estudios 

prospectivos no han podido demostrar esta hipótesis y es difícil de valorar el 

verdadero impacto de las infecciones en la edad adulta. Entre el 20-40 % de los 

pacientes con EPOC en situación de estabilidad clínica presentan colonización de las 

vías aéreas, aparentemente en relación con el hábito tabáquico (Monsó et. al., 1999). 
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El papel de la colonización  bacteriana en la historia natural de la enfermedad es 

desconocido en la actualidad (Murphy et. al., 1992). Parece que determinadas 

infecciones sobre todo virales (adenovirus, VRS) en los primeros años de la vida 

podrían condicionar la aparición de síntomas respiratorios crónicos o alteraciones en 

la función pulmonar que constituirían un factor de riesgo para el desarrollo de la 

EPOC en la edad adulta (Sheti& Murphy; 2008). 

b) Factores de susceptibilidad endógenos 

Hiperreactividad bronquial 

La hiperreactividad bronquial (HRB) es la base de la teoría holandesa 

formulada por Orie en 1961 y Vanderlerde en 1969 (Orie N, 1961),(Van der Lende R, 

1970). Estos autores postularon que el desarrollo de la obstrucción bronquial estaba 

relacionado estrechamente con la HRB, de forma que, cómo Barter y Campbell 

demostraron en 1976, una pequeña exposición al humo del tabaco puede producir una 

grave afectación ventilatoria cuando existe HRB (Barter et. al., 1976). Sigue 

existiendo controversia en la actualidad, ya que resulta muy difícil determinar si la 

HRB es un auténtico factor de riesgo de EPOC, o si se produce como resultado de 

una enfermedad respiratoria relacionada con el tabaquismo. 

Raza y género 

A igual consumo de tabaco existe una prevalencia mayor de EPOC en sujetos 

de raza blanca cuando se comparan con individuos de raza negra y orientales y en 

hombres frente a mujeres (Davis et. al., 1989). Este último aspecto resulta 

controvertido a la luz de otros trabajos en los que se aprecia una elevada proporción 

de enfisema en mujeres jóvenes de menos de 35 años, por lo que para los autores de 

este estudio las mujeres podrían tener un riesgo igual o mayor al de los hombres de 

desarrollar una EPOC (Silverman et. al., 1998) 

Factores genéticos y hereditarios 

La hipótesis de una predisposición genética se sustenta en la evidencia de  una 

agregación familiar en pacientes con inicio temprano de EPOC  (Silverman et. al., 

1998) y en las diferencias en la  prevalencia de esta enfermedad entre individuos de 

distintos grupos raciales.  
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Hasta la fecha la única anormalidad genética claramente relacionada con la 

aparición de enfisema es el déficit de  alfa-1-antitripsina. En pacientes con déficit de 

alfa-1-antitripsina de fenotipo PiZZ, el cual se asocia con niveles de enzima inferiores 

al 10% de los valores normales, se produce un desarrollo temprano de enfisema 

pulmonar que es acelerado por el hábito de fumar, indicando una clara predisposición 

genética para el desarrollo de EPOC. Sin embargo, sólo un 1% de los pacientes con 

EPOC tienen déficit de alfa-1-antitripsina, lo que ha llevado a buscar asociaciones 

con polimorfismos de otros genes que pudieran estar implicados en su fisiopatología  

(Barnes., 1999). Se ha observado una asociación entre el polimorfismo en el promotor 

del gen que codifica el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) que produce un 

aumento en  la producción de esta citoquina y un riesgo 10 veces mayor de 

desarrollar EPOC en una población tailandesa (Huang et. al., 1997).  

Otros estudios han demostrado asociación entre una variante polimórfica de la 

hidrolasa epóxido microsomal, enzima implicada en el metabolismo de los epóxidos 

generados por el humo del tabaco, y un riesgo cinco veces mayor de desarrollar 

EPOC (Smith et. al., 1997). 

1.4. Patogenia  

1.4.1.  Inflamación y EPOC 

Existen evidencias que demuestran que las alteraciones inmunitarias e 

inflamatorias constituyen la base fisiopatológica para el desarrollo de muchas de las 

enfermedades pulmonares crónicas, como la EPOC o la fibrosis pulmonar idiopática. 

La EPOC se caracteriza por una inflamación crónica de la vía aérea, el 

parénquima y el lecho vascular pulmonar. Estudios histológicos muestran que el foco 

de la inflamación se localiza en el parénquima pulmonar y en los bronquiolos que 

están obstruidos por la presencia de fibrosis e infiltración por macrófagos y linfocitos, 

predominando los linfocitos T (LT) de fenotipo CD8 + o citotóxicos (Barnes., 2000). 

En el enfisema existe destrucción de los espacios alveolares por el proceso 

inflamatorio, aunque hasta hace poco tiempo no ha sido aclarado el patrón celular 

predominante. 
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Tradicionalmente se ha atribuido el protagonismo al neutrófilo, que aparece a 

las pocas horas del consumo tabáquico y que persiste, junto con los macrófagos 

activados, produciendo una gran cantidad de mediadores de la inflamación, así como 

proteasas y oxidantes responsables de la destrucción del parénquima pulmonar. Los 

neutrófilos aparecen incrementados en la luz de la vía aérea y, por tanto, en el lavado 

broncoalveolar y esputo de pacientes fumadores con EPOC  (Martin et. al., 1985). Sin 

embargo, estudios realizados en parénquima pulmonar demostraron que son los 

linfocitos T y los macrófagos los que se correlacionan con una mayor destrucción 

pulmonar (Filkenstein et. al., 1995).  

Posteriormente se observó que la subpoblación CD8+ era la predominante, 

reproduciéndose este patrón celular tanto en el lecho vascular pulmonar como en las 

vías aéreas centrales y periféricas (Saetta et. al., 1998). Por otro lado, se identificó el 

papel de las células epiteliales como liberadoras de mediadores inflamatorios como la 

interleuquina 8 (IL-8) y el TNF alfa, posiblemente responsables del inicio de la 

cascada inflamatoria.  

Posteriormente se propuso un modelo que trataba de integrar el papel las 

distintas células inflamatorias encontradas a diferentes niveles (Cosío et. al., 2002).  
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Figura 1: Modelo de interacción entre células y mediadores de EPOC 

 

Así, como se muestra en la figura 1, el humo del tabaco daría lugar a una 

disrupción de la barrera epitelial con una reacción inflamatoria inicial compuesta 

principalmente por neutrófilos y macrófagos. Como consecuencia de ello se 

produciría la exposición de péptidos derivados de la matriz intersticial (elastina, 

colágeno, proteoglicanos) con capacidad antigénica que serían reconocidos por los 

linfocitos T, que son activados y de esta forma se iniciaría su proliferación. Las 

células T activadas pueden reclutar neutrófilos, macrófagos e incluso eosinófilos al 

lugar de la inflamación.  

En diversos estudios se ha concluido que la acumulación de estas células 

inflamatorias tiende a perpetuarse e incluso amplificarse con el tiempo, aún cuando el 

estímulo desencadenante, el tabaco, ha sido suprimido. En este sentido cabría 
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hipotetizar la presencia de una infección latente como responsable del fenómeno de 

amplificación. 

a) Mecanismos de reclutamiento celular 

Es probable que el reclutamiento de células inflamatorias al pulmón responda 

a varias causas. En primer lugar, el humo del tabaco puede atraer células 

inflamatorias directamente. La liberación de mediadores proinflamatorios por estas 

células amplifica este fenómeno inicial. En segundo lugar, el humo del tabaco puede 

inducir un fenotipo proinflamatorio en las células epiteliales de las vías aéreas, que 

también liberarían más mediadores quimiotácticos y que a su vez atraerían más 

células inflamatorias. Finalmente, los fragmentos de matriz extracelular son 

quimiotácticos para los macrófagos y se ha hipotetizado que esto pudiera ser 

responsable de una inflamación crónica (Barnes., 2008). Es posible que una 

combinación de estos factores, junto con el papel del estrés oxidativo y la posibilidad 

de una infección latente, como profundizaremos más adelante, inicie una cascada 

inflamatoria que se auto perpetúe en el tiempo, incluso después de haber desaparecido 

el estímulo que la inició.  

b) Mediadores inflamatorios 

Los mediadores inflamatorios implicados en la EPOC están peor definidos 

que en el asma. El conocimiento actual sugiere que múltiples vías de inflamación 

pueden estar activadas por distintos mecanismos. 

Así, las concentraciones de leucotrieno B4, un potente quimiotáctico de 

neutrófilos están aumentadas en esputo de estos pacientes (Hill et. al., 1999). Los 

neutrófilos se encuentran también incrementados en las glándulas bronquiales 

indicando que podrían tener un papel en la hipersecreción de moco observada en los 

pacientes con EPOC, bien por un efecto secretagogo directo, o bien por estimular la 

diferenciación de células epiteliales a estas glándulas (Martin et. al., 1985). 

Por otra parte, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) y la interleuquina 8 

(IL-8) también están aumentados en el esputo y lavado broncoalveolar (LBA) de los 

pacientes con EPOC (Keatings VM et. al., 1996). 
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El TNF-α es una potente citoquina proinflamatoria, que interacciona con dos 

receptores transmembrana estructuralmente semejantes pero funcionalmente distintos, 

TNF-R55 y TNF-R75, expresados en la superficie de células de origen epitelial y 

origen mieloide, respectivamente. Así, se ha comunicado la presencia de niveles 

elevados de sTNF-R55 en el esputo de estos pacientes con EPOC en comparación con 

controles sanos (Keatings et. al., 1996). 

Este fenómeno ha sido considerado como un marcador del estado 

proinflamatorio, puesto que contribuye a la leucocitosis, con el reclutamiento de 

neutrófilos desde la médula ósea, e interviene  en el proceso inflamatorio estimulando 

la expresión de moléculas de adhesión en leucocitos y células endoteliales, lo que  

permite la adhesión de neutrófilos y eosinófilos al endotelio vascular y al epitelio 

respiratorio. Además el TNF-α  también interviene estimulando la producción  de 

otras citoquinas como IL-6 e IL-8. (O’Donnell et. al.,2006). 

El macrófago parece jugar un papel fundamental, apareciendo en cantidades 

hasta 10 veces mayores en el pulmón del fumador, tras ser activado por el tabaco u 

otros irritantes.  Interviene en la producción de interleuquinas proinflamatorias (TNF-

alfa, IL-1), factores quimiotácticos de neutrófilos (IL-8) y sustancias que estimulan la 

proliferación de los fibroblastos, así como el balance en el tipo de respuesta T 

“helper” (colaboradora) 1 y 2 (Th1/Th2) que modula las características de la 

respuesta inflamatoria y el desarrollo de fibrosis. Los macrófagos junto con los 

neutrófilos están implicados en el daño tisular en la EPOC por la producción de 

proteasas que actúan en el parénquima pulmonar degradando el tejido conectivo y 

dando lugar al enfisema (Sethi et. al., 2012). 

El papel de los LT en la EPOC no está claro, pero parece un hecho aceptado 

que la subpoblación predominante en la pared alveolar en el enfisema son los LT 

citotóxicos (CD8+). Se especula que están implicados  en la destrucción del 

parénquima pulmonar, mediante la inducción de apoptosis o por un daño directo 

sobre las células epiteliales alveolares  debido a la producción de sustancias líticas 

como perforinas y TNF-α ( O’Donnell et. al., 2006). 

c) Balance proteasas- antiproteasas 
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La matriz extracelular del pulmón está compuesta principalmente por 

colágeno tipo IV, proteoglicanos y elastina. El enfisema se produce cuando existe 

degradación de los componentes de esta matriz fundamentalmente de la elastina. 

Como responsables de la degradación del tejido conectivo pulmonar 

observado en el desarrollo de enfisema se han propuesto diferentes proteasas. La 

elastasa, la proteasa 3, algunas proteasas séricas procedentes de neutrófilos y las 

catepsinas han sido objeto de estudio y se han demostrado capaces de producir 

enfisema en modelos animales. La elastasa de los neutrófilos es inhibida por la α1- 

antitripsina, lo que explica el desarrollo de enfisema en los pacientes con déficit de 

esta enzima. Además las proteasas séricas son potentes estimulantes de la secreción 

de moco, lo que podría explicar la hipersecreción mucosa observada en esta 

enfermedad. Su papel en el enfisema asociado al humo del tabaco está menos claro 

(Barnes et. al., 2003).  

Por otra parte, existe cada vez más evidencia del papel de las 

metaloproteinasas derivadas de neutrófilos y macrófagos en la etiopatogenia del 

enfisema pulmonar (Shapiro et. al., 1999).  

Las metaloproteinasas de la matriz (MMP) son una familia de más de 20 

enzimas degradantes de la matriz extracelular derivadas de macrófagos y neutrófilos, 

que se piensa que son importantes para el desarrollo normal y la reparación del 

pulmón. Se ha encontrado la expresión anormal de estas enzimas en otros procesos 

destructivos como la invasión tumoral y la angiogénesis, artritis, arteriosclerosis o 

aneurismas arteriales, además del enfisema pulmonar.  

En pacientes con enfisema existe una mayor concentración de MMP-1 

(colagenasa) y MMP-9 (gelatinasa) en lavado brocoalveolar y una mayor expresión 

en macrófagos alveolares (Culpitt et. al., 1999). También se ha observado un 

incremento en la actividad de la MMP-9 y la MMP-2 en el parénquima pulmonar de 

pacientes con enfisema (Ohnishi et. al., 1998). 

El interés en las metaloproteinasas ha aumentado desde la demostración de 

que la delección del gen que codifica la MMP-12 (macrófago metaloelastasa) 

previene el desarrollo de enfisema asociado a la exposición crónica al humo del 

tabaco en el ratón transgénico (Hautamaki et. al., 1997). 
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Churg y cols. (Churg et. al., 2003) demostraron que la inflamación producida 

por el humo del tabaco está mediada por la MMP-12, que actúa induciendo la 

liberación de TNF-α de los macrófagos alveolares con el subsecuente efecto de 

activación endotelial, atracción de neutrófilos al pulmón, y digestión de la matriz 

intersticial por las proteasas derivadas de neutrófilos. Estos autores sugieren que la 

liberación de TNF-α puede ser el mecanismo general por el cual el humo del tabaco 

produce inflamación pulmonar. 

Normalmente todas las enzimas elastolíticas están contrarrestadas por 

antiproteasas. 

La α1- antitripsina es un importante inhibidor de las proteasas séricas en el 

parénquima pulmonar. Las metaloproteinasas tienen tres enzimas que inhiben su 

efecto, llamadas inhibidores tisulares de las metaloproteinasas (TIMP-1, TIMP-2 y 

TIMP-3). 

El humo del tabaco puede inducir inflamación y producir un aumento en la 

liberación de proteasas, que en condiciones normales en sujetos sanos son 

contrarrestadas por un incremento en antiproteasas suficientes para evitar el daño 

pulmonar. Sin embargo, en los fumadores que desarrollan una EPOC, la producción 

de antiproteasas puede ser inadecuada para neutralizar los efectos de las múltiples 

proteasas, probablemente secundario a polimorfismos genéticos que alteran la función 

o la producción de estas enzimas (Willemse et. al., 2004). 

d) Efecto del estrés oxidativo 

El humo del tabaco es una fuente de radicales libres, calculándose una 

cantidad de 107 moléculas oxidantes por cada inhalación de un cigarrillo (Macnee et. 

al., 1999). Existe cada vez más evidencia de la implicación del estrés oxidativo en la 

patogenia de la EPOC (Repine et. al., 1997), aunque hasta la fecha no existe ningún 

sistema capaz de cuantificarlo y los datos publicados corresponden a mediciones 

indirectas.  

Se ha demostrado un aumento de peróxido de hidrógeno en el aire exhalado de 

pacientes con EPOC, especialmente durante las exacerbaciones, y también un 

aumento de 8-isoprostanos, un marcador de oxidación lipídica en aire exhalado y 

orina de estos pacientes (Dekhuijizen et. al., 1996). Pero este exceso de carga 
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oxidante no solo proviene del tabaco sino que además los macrófagos alveolares y los 

neutrófilos de los fumadores liberan más radicales libres que los de los no fumadores 

(Rahman et. al., 1996). 

Por otro lado, las frecuentes exacerbaciones que sufren los pacientes con 

EPOC, en gran parte secundarias a infecciones, pueden contribuir al reclutamiento y 

activación de células fagocíticas al pulmón y aumentar la carga oxidante. 

Los mecanismos por los que los oxidantes pueden producir daño tisular en el 

pulmón son variados. Por un lado, pueden alterar la actividad enzimática 

antielastolítica de los mecanismos contrarreguladores de la degradación del pulmón 

como la α1- antitripsina, cuya actividad está disminuida en fumadores. Por otro lado, 

los oxidantes podrían ser responsables directos de dañar las vías aéreas mediante la 

hipersecreción mucosa, edema alveolar y broncoconstricción.  

Además el humo del tabaco puede inducir la activación del factor nuclear 

Kappa Beta (NF-β) y, así, activar la transcripción de mediadores de la inflamación, 

como el TNF- α y la IL-8 (Barnes., 2000). Otros estudios demuestran una mayor 

expresión en epitelio bronquial de la fracción p65 del NF- β en fumadores y 

pacientes con EPOC, que se correlaciona con la  gravedad de la obstrucción al flujo 

aéreo (Di Stefano et. al., 2002). 

e) Efectos sistémicos de la EPOC 

Evidencias recientes indican que la EPOC, además de las alteraciones 

pulmonares descritas que conducen a una obstrucción no reversible del flujo aéreo, se 

caracteriza por la presencia de diversas alteraciones sistémicas. Entre estas destacan 

por su relevancia clínica, la presencia de alteraciones nutricionales involucradas en la 

pérdida de peso que sufren estos pacientes y en la disfunción muscular esquelética 

que condiciona intolerancia al ejercicio así como la existencia de datos directos de 

inflamación sistémica (Wagner., 2008), (Verhage et. al., 2011). En este sentido la 

reacción inflamatoria excesiva al humo del tabaco en el pulmón puede también ser 

detectada a nivel de sangre periférica. 

Diversos estudios indican la presencia de estrés oxidativo a nivel sistémico, 

concentraciones plasmáticas elevadas de diversas citoquinas como IL-6, IL-8, TNF-α 

y reactantes de fase aguda como la proteína C reactiva (Schols et. al., 1996), así como 
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la presencia de marcadores de activación de diversos tipos de células inflamatorias 

circulantes como neutrófilos y linfocitos. Otros estudios han mostrado la presencia de 

niveles elevados de receptores solubles de TNF-α que se han asociado con el estado 

hipermetabólico y la pérdida de peso que presentan algún subgrupo de pacientes con 

EPOC (Di Francia et. al., 1994). 

1.4.2. Infección y EPOC 

Se ha demostrado que la presencia de microorganismos en el árbol respiratorio 

de pacientes con EPOC es altamente frecuente a diferencia de en los sujetos sanos. 

Distintos patógenos son identificados mediante cultivo y/o técnicas moleculares en 

esputo, cepillado bronquial y LBA en rangos del 25 al 50% en pacientes con EPOC 

en situación clínica estable pudiendo incrementarse esta frecuencia a medida que 

progresa el grado de obstrucción (Murphy et. al., 2004). 

Distintas bacterias han sido relacionadas con la patogenia de la EPOC, 

principalmente Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Streptococcus 

pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa (Sethi., 2004) (tabla 1).  Estos patógenos han 

sido aislados en un porcentaje variable en pacientes con EPOC en situación estable y 

en más del 50% de las exacerbaciones (Sethi., 2004).  

La colonización bacteriana ha sido asociada con una elevación de las cifras de 

neutrófilos y de los niveles de IL-8 y TNF-α en esputo y LBA, de estos pacientes con 

EPOC en situación clínica estable, además de con un mayor grado de obstrucción de 

la vía aérea, hipersecreción de moco y presencia de enfisema (Patel et. al., 2002; 

Soler et. al., 1999; Patel et. al., 2004). 

También algunos virus podrían estar implicados en la patogénesis de la 

EPOC. Retamales y cols. comunicaron la existencia de niveles elevados de la proteína 

E1A de adenovirus en el tejido pulmonar de fumadores con enfisema al compararlos 

con controles pareados por edad y hábito tabáquico sin evidencia de obstrucción de la 

vía aérea. Estos autores en base a la identificación de un incremento de  linfocitos 

CD8+ y de INF- en muestras pulmonares proponen que la infección latente por 

adenovirus en las células del epitelio respiratorio condiciona un reclutamiento 

excesivo de células inflamatorias, lo que supone un empeoramiento en la limitación 

del flujo aéreo   (Retamales et. al., 2001). 
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Muchos otros virus parecen tener importancia en la EPOC, particularmente en 

exacerbaciones, la mitad de las cuales están asociadas con la detección de virus 

mediante PCR (Rohde et. al., 2003). Se ha demostrado que las exacerbaciones 

relacionadas con infecciones víricas son más severas y prolongadas que aquellas que 

no lo son (Papi et. al., 2006), puesto que dichas reagudizaciones están asociadas con 

una rápida progresión de la EPOC, los virus podrían tener un papel importante en el 

curso de la enfermedad.  

Rhinovirus es el virus más frecuentemente identificado durante las 

reagudizaciones (Papi et. al., 2006). Además se ha demostrado que la inoculación de 

rhinovirus en pacientes con EPOC incrementa los síntomas respiratorios y el grado de 

obstrucción (Mallia et. al., 2006). 

También se ha especulado sobre el posible papel del virus respiratorio sincitial 

en la EPOC, el cual ha sido detectado en estos pacientes tanto en situación estable 

como durante las reagudizaciones (Seemungal et. al., 2001).  Por otra parte, los virus 

Influenza A y B han sido detectados mediante técnicas de PCR en aspirados nasales 

de estos pacientes reagudizados (Seemungal et. al., 2001). Estos virus probablemente 

empeoren los síntomas e intervengan en la progresión de la enfermedad a través de la 

inflamación pulmonar. Así se ha demostrado que el virus Influenza incrementa los 

niveles de IL-6 e IL-8 en las células epiteliales bronquiales (Matsukura et. al., 1996) 
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Tabla 1: Agentes infecciosos implicados en la EPOC 

 
 

El humo del tabaco es habitualmente el factor  inicial que desencadena la 

cascada inflamatoria en la EPOC. Sin embargo, hay fumadores con distintos grados 

de inflamación y exfumadores que tienen una inflamación persistente e incluso 

progresión en el grado de obstrucción de la vía aérea. Estas observaciones sugieren 

que otros agentes tales como infecciones podrían actuar amplificando la respuesta 

inflamatoria inducida por el tabaco.  

La hipótesis de que sean microorganismos los que perpetúen la inflamación y 

la destrucción pulmonar se ha denominado hipótesis del círculo vicioso (figura 2). 

(Sethi et. al., 2008).  

Microorganismos %, Papel en exacerbación Papel en EPOC estable 

Bacterias 
Haemophilus influenzae 
Streptococcus pneumoniae 
Moraxella catarrhalis 
Pseudomonas aeruginosa  
Enterobacteriaceae 
H. haemolyticus 
H. parainfluenzae 
Staphylococcus aureus 

 
20-30% 
10-15% 
10-15% 
5-10%, EPOC avanzada 
?, EPOC avanzada 
%, improbable 
%, improbable 
poco %, improbable 

 
importante 
escaso 
escaso 
importante en EPOC 
avanzada 
no definido 
improbable 
improbable 
improbable 

Bacterias atípicas 
Chlamydophila pneumoniae 
Mycoplasma pneumoniae 

 
3-5% 
1-2% 

 
%, no definido 
improbable 

Virus 
Rhinovirus 
Influenza 
Parainfluenza 
Virus respiratorio sincitial  
Coronavirus 
Adenovirus 
Metapneumovirus 

 
20-25% 
5-10% 
5-10% 
5-10% 
5% 
3-5% 
3-5% 

 
improbable 
improbable 
improbable 
controvertido 
improbable 
no definido 
no definido 

Hongos 
Pneumocystis jirovecii 

 
%, no definido 

 
%, no definido 
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Figura 2: Hipótesis del circulo vicioso 

Esta teoría fue originalmente propuesta para bacterias pero puede hacerse 

extensible para cualquier patógeno.  

En el circulo vicioso, el humo del tabaco produce daño en el aclaramiento 

mucociliar y una defectuosa inmunidad local, fenómeno que facilita la colonización 

por distintos microorganismos que podrían tener un efecto perjudicial en el pulmón, 

afectando a su capacidad para eliminar infecciones y estimulando una respuesta 

inflamatoria crónica que acelera la disfunción pulmonar con o sin la presencia del 

tabaco. 
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2.  Infección por Pneumocystis  

2.1. Perspectiva histórica 

En el último siglo, la imagen de Pneumocystis ha sido ampliamente  

transformada. A principios del siglo XX este patógeno era reconocido como un 

enigmático parásito pulmonar cuya biología era desconocida, y a finales de siglo con 

la pandemia del SIDA pasó a ser uno de los agentes oportunistas más importantes en 

pacientes con inmunosupresión. 

Fue en 1909 cuando Carlos Chagas (1879-1934) lo descubre por primera vez 

mientras se dedicaba al estudio de una nueva patología, la trypanosomiasis, que 

afectaba a los trabajadores del ferrocarril en el estado brasileño de Minas Gerais.  

Chagas era capaz de reproducir la enfermedad al inocular el parasito, 

Trypanosoma Cruzi, en ratas y en cerdos de Guinea. Identificó en preparaciones 

histológicas del pulmón de estos animales unas formaciones quísticas multinucleadas 

no vistas hasta entonces, llegando a la conclusión errónea de que se trataba de 

distintos estados del ciclo vital del T. cruzi. También visualizó estas formaciones en 

el tejido pulmonar procedente de la autopsia del primer caso humano de 

trypanosomiasis americana aguda (Chagas 1911).  

En 1910 Antonio Carini (1872-1950), director del Instituto Pasteur de Sao 

Paulo y profesor de microbiología de la Universidad de Sao Paulo, observó los 

mismos quistes pulmonares descritos por Chagas en el pulmón de ratas infectadas con 

Trypanosomas Lewisi (Carinii 1910).  

Sin embargo, ante la sospecha de que los quistes podrían corresponderse con 

un microorganismo desconocido, envió muestras al Instituto Pasteur de Paris donde el 

matrimonio Delanöe confirmó la existencia del nuevo microorganismo descubierto 

por Chagas y Carini en pulmones de ratas parisinas sin trypanosomas,  proponiendo 

la nomenclatura de Pneumocystis carinii, “pneumo-“ por su tropismo pulmonar, 

“cystis” por su forma caracteristica y “carinii” en honor a Antonio Carinii que envió 

las muestras (Delanöe and Delanöe 1912).  

Para demostrar que estas formaciones quísticas no pertenecían al ciclo vital 

del Trypanosoma, inocularon ratas no infectadas con los quistes y comprobaron que 
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no inducían la aparición de trypanosomas circulantes. Además diseñaron un 

experimento para estudiar la transmisión de este nuevo microorganismo en ratas 

infectadas y sus recién nacidos, llegando a la conclusión que se transmitían por vía 

aérea. Finalmente especularon sobre su relación con los coccidios. 

Seguidamente a la publicación de los Delanöe en 1912, Carini (Carini y 

Maciel 1914) y Chagas (Chagas 1913) se retractaron públicamente de sus 

descubrimientos, contribuyendo a corroborar el hallazgo del matrimonio Delanöe. 

Después de esto abandonaron el estudio del nuevo microorganismo.  

Antonio Carini después de 40 años en Brasil vuelve a Italia, donde muere a los 

78 años en 1950. Ninguno de estos investigadores llegó a tener conocimiento de que 

su descubrimiento fuera algo más que un parasito de roedores inocuo y sin 

importancia. 

En 1913, Aragao sugiere que P. carinii podría incluirse en el genero Klosiella, 

aunque reconoce que tiene varias similitudes con Cryptosporidium, un protozoo que 

había sido descrito recientemente en el intestino de ratón (Aragao 1913).  

La controversia sobre la clasificación taxonómica de Pneumocystis, 

especialmente sobre su naturaleza fúngica versus protozoaria, se ha mantenido en el 

tiempo hasta finales de los 80.  

Tras su descubrimiento fue ampliamente aceptado como un protozoo, en base 

a los siguientes criterios: 1) similitudes en la morfología del microorganismo y en la 

patología causada en el huésped con los protozoos; 2) ausencia de hallazgos 

fenotípicos característicos de los hongos y presencia de rasgos morfológicos típicos 

de protozoos; 3) inefectividad de drogas antifúngicas y efectividad de drogas usadas 

en el tratamiento de infecciones protozoarias.  

Sin embargo, la hipótesis de que se trataba de un protozoo se mantuvo hasta el 

año 1988, cuando aparece evidencia de su inclusión en el reino de los hongos tras el 

análisis del ADN. Así, se comunicaron similitudes entre ARNr de P. carinii y el 

ARNr de levaduras Ascomycota (Edman et. al., 1988; Stringer et. al., 1989). Del 

mismo modo los genes que codifican los ARNr de la subunidad mayor de los 

ribosomas mitocondriales (mtLSUrRNA) son homólogos a secuencias de ADN 

fúngico (Sinclair et. al., 1991).  
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Tras los Delanöe, son escasos los estudios que se diseñaron para investigar la 

distribución de Pneumocystis en el reino animal. No obstante, la presencia del 

microorganismo en una amplia variedad de mamíferos sin evidencia de enfermedad, 

hizo cuestionar su potencial patogénico, disminuyendo el interés científico y por lo 

tanto las publicaciones sobre ello en las dos décadas siguientes. 

En 1938 Ammich (Ammich 1938) y Benecke (Benecke 1938) identifican un 

tipo de neumonía de etiología desconocida que afectaba a niños prematuros y 

malnutridos, siendo catalogada con el término de neumonía intersticial de células 

plasmáticas. Esta enfermedad llegó a alcanzar proporciones de epidemia en centro 

Europa durante la segunda guerra mundial y los años siguientes. Más de 700 casos se 

comunicaron en Suiza entre 1941 y 1949. Fueron dos científicos holandeses van der 

Meer y Brug (van der Meer & Brug, 1942) quienes relacionan esta patología con 

Pneumocystis, pero su descubrimiento no tuvo un alcance significativo.  

Una década después Otto Jirovec, en Checoslovaquia, identifica Pneumocystis 

en el pulmón de 16 niños que falllecen de una misteriosa neumonitis, atribuyéndose el 

descubrimiento que van der Meer había realizado anteriormente (Vanek et. al., 1953). 

Hasta 1956 la infección por Pneumocystis carinii fue considerada una 

enfermedad limitada a la primera infancia.  

En 1956 Hamperl comunica tres casos en adultos, a los que siguieron otros 15 

en la literatura hasta 1960. En las dos décadas siguientes, se pueden encontrar 

múltiples casos de neumonía por Pneumocystis en sujetos inmunodeprimidos por 

cualquier causa como inmunodeficiencias congénitas, tratamientos antineoplásicos, y 

transplantados. 

Es en 1981 cuando la historia de la  infección por Pneumocystis da un giro de 

180º.  Simultáneamente en California (Masur et. al., 1981) y Nueva York (Gottlieb et. 

al., 1981) aparecen los primeros casos de neumonía por Pneumocystis en pacientes 

jóvenes, sin ningún factor de riesgo hasta entonces asociados a la neumonía por este 

patógeno; todos ellos tenían en común que eran homosexuales y/o usuarios de drogas 

por vía parenteral y tenían alteraciones en la función y el número de linfocitos T.  
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Ese mismo año se definió el SIDA, marcando una nueva era en la infección 

por Pneumocystis, al convertirse en el germen oportunista más frecuente en estos 

pacientes.  

Jaffe (Jaffe et. al., 1983) hace una revisión de los primeros 1000 casos de 

SIDA donde el 50% habían tenido neumonía por P. carinii (PcP). Hay que subrayar 

que el SIDA se descubrió con la observación de solo estos 15 casos comunicados por 

Massur y cols. y Gottleib y cols. por lo tanto en cierto sentido Pneumocystis 

descubrió al SIDA. (Masur et. al., 1981; Gottleib et. al., 1981) 

En nuestros días el interés por Pneumocystis no se limita a pacientes con 

infección por el VIH, sino que es un patógeno oportunista frecuente en sujetos 

inmunodeprimidos tales como la creciente población de pacientes transplantados 

(Cardenal et. al., 2001) o con enfermedades autoinmunes (Ognibene et. al., 1995), así 

como los pacientes con neoplasias, sobre todo con trastornos linfoproliferativos 

(Varthalitis et. al., 1993).  

Por otro lado, la infección por Pneumocystis no solo aparece en pacientes con 

algún tipo de inmunosupresión sino que también afecta a sujetos inmunocompetentes, 

así a principios de la década de los 90 se describieron las primeras series de casos de 

neumonía por este patógeno en pacientes no inmunodeprimidos (Jacobs et. al., 1991; 

Cano et. al., 1993). 

Gracias al desarrollo de técnicas de biología molecular se identificó una gran 

diversidad genómica entre Pneumocystis aislados de diferentes especies de 

mamíferos, sugiriendo la existencia de una elevada especificidad de Pneumocystis 

dependiendo del huésped (Dei Cas et. al., 1998b). 

Temporalmente, todos estos tipos fueron nombrados como “formas 

especiales” siendo la forma especial (f.s.p.) hominis (P. carinii f.s.p. hominis) el 

parásito específico humano (Anonymous 1994). Más tarde experimentos de infección 

cruzada confirmaron la especificidad de especies de Pneumocystis, llegando a la 

conclusión de que los humanos no contraen la enfermedad de animales infectados y, 

por lo tanto, la neumonía por Pneumocystis no es una zoonosis (Durand Joly et. al., 

2002). 
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Frenkel renombra al microorganismo y lo denomina como especies dentro del 

género Pneumocystis. Así en el caso de Pneumocystis del humano (previamente 

llamado P. carinii f.s.p. hominis) propone la nomenclatura de P. jirovecii (Frenkel., 

1976; Frenkel., 1999) en honor al parasitólogo checo Otto Jirovec que fue uno de los 

primeros investigadores dedicados al estudio de Pneumocystis en humanos, siendo 

aceptada posteriormente en una reunión científica sobre taxonomía y nomenclatura de 

Pneumocystis (Stringer et. al., 2001). 

2.2. Características biológicas del patógeno 

El género Pneumocystis engloba a un conjunto de hongos unicelulares de baja 

virulencia, que se encuentran en los pulmones del ser humano y en diversos 

mamíferos. Inicialmente fue considerado un protozoo por sus características 

morfológicas y su resistencia a los antifúngicos clásicos. Sin embargo, la situación 

taxonómica del género se modificó al final de la década de los 80, cuando el análisis 

del gen del ARN ribosomal (ARNr) sugirió que dicho microorganismo estaba más 

relacionado con los hongos que con los protozoos.  

Los estudios filogenéticos han mostrado que el organismo guarda una estrecha 

relación con los ascomicetos como una rama basal profunda entre los 

arquiascomicetos. No obstante, Pneumocystis es un hongo poco común  porque 

carece de ergosterol en su membrana plasmática y es insensible a los fármacos 

antifúngicos  disponibles que actúan sobre la biosíntesis de este lípido (Gigliotti., 

2006; Cushion et. al., 2006)  

Las especies incluidas en el género muestran diferentes genotipos y fenotipos 

que se manifiestan con diferencias antigénicas y morfológicas ultraestructurales, así 

como por la especificidad por el huésped al que infectan. Además no sólo presentan 

diferencias genéticas entre los distintos huéspedes animales, sino que también  existen 

entre las especies y/o cepas en los microorganismos del mismo huésped. Así, los 

modelos experimentales han demostrado que una cepa de Pneumocystis tomada de un 

mamífero determinado es incapaz de proliferar en otra especie de mamífero, por lo 

que es necesario individualizar las diferentes especies dentro del género 

Pneumocystis, como por ejemplo los microorganismos aislados del ser humano que 

reciben la denominación de Pneumocystis jirovecii (Durand-Joly et. al., 2002). 
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Los estudios sobre el ciclo vital de Pneumocystis se han basado en el análisis 

mediante microscopía óptica y electrónica de las formas observadas en los pulmones 

infectados. Se suelen observar tres estadios en el desarrollo del microorganismo,  

trofozoito, esporozoito y quiste,  junto a formas intermedias adicionales (figura 3).  

El trofozoito o forma trófica es pequeño (1-4m), pleomórfico y suele 

aparecer en acúmulos, se identifica en la tinción de Giemsa por su núcleo rojizo y su 

citoplasma azul. En la fase asexual del ciclo, las formas tróficas se multiplican 

mediante fisión binaria. En la fase sexual, las formas tróficas haploides se conjugan 

para formar un cigoto diploide que se transforma en un prequiste o esporocito de 4-6 

m que tras sufrir un proceso de meiosis y mitosis se transforma en un quiste o caja 

de esporas que contiene ocho cuerpos intraquísticos o esporas haploides.  

El quiste de 5-8 m tiene una pared celular gruesa y se tiñe bien con tinciones 

como la metenamina argéntica o el azul de toluidina O.  

 

Figura 3: Ciclo vital de Pneumocystis jirovecii 

Los estudios bioquímicos y metabólicos sobre Pneumocystis se han visto 

limitados por los problemas para cultivar el microorganismo. 

Se han identificado varios grupos principales de antígenos de Pneumocystis, el 

más estudiado es un fragmento denominado glicoproteína principal de superficie 

(MSG del inglés “major surface glycoprotein”), que es muy inmunógeno. La 
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capacidad de la MSG para sufrir variaciones antigénicas puede ser un mecanismo por 

el que Pneumocystis evita la respuesta inmunitaria del huésped. La función de la 

MSG es facilitar la interacción con las células del huésped mediante la adhesión a las 

proteínas de la matriz extracelular fibronectina, vitronectina, proteínas surfactantes A 

y D y el receptor de manosa (O´Riordan et. al., 1995). 

2.3. Patogenia 

Tras la inhalación de Pneumocystis, el microorganismo escapa de las defensas 

de las vías respiratorias superiores y se deposita en los alvéolos.  

La forma trófica se adhiere de modo preferente a los neumocitos tipo I, 

iniciando la infección mediante este fenómeno.   

Los defectos de la inmunidad del huésped que provocan una replicación 

incontrolada de Pneumocystis y, por lo tanto, el desarrollo de enfermedad, son 

complejos y se conocen de forma parcial. 

Desde hace mucho tiempo se considera que la alteración de la inmunidad 

celular es el factor predisponente  más importante para el desarrollo de la enfermedad 

por Pneumocystis. La evidencia más clara sobre el papel del defecto de la inmunidad 

mediada por linfocitos T en el desarrollo de la neumocistosis en el ser humano 

procede de personas infectadas con el VIH, así es un hecho bien conocido que el 

riesgo de desarrollar una PcP en pacientes adultos con el VIH se incrementa en gran 

medida cuando el recuento de células CD4 disminuye por debajo de 200 células/l. 

También se ha encontrado casos de PCP asociados a recuentos de CD4 bajos en 

pacientes oncológicos en tratamiento con agentes citotóxicos, en adultos con 

linfopenia idiopática CD4, y en personas sanas con defectos sutiles en los linfocitos T 

(Smith et. al., 1993).  

Por otra parte, se han producido brotes epidémicos espontáneos de neumonía  

por Pneumocystis en animales con inmunodeficiencia celular, sobre todo en colonias 

de ratones con inmunodeficiencia combinada grave, así como en ratones y ratas 

atímicas (Walzer et. al., 1989).  

Las pruebas acumuladas sugieren que las alteraciones en la inmunidad 

humoral tienen un papel relevante. En este sentido, también se han descrito casos de 
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neumonía por Pneumocystis en pacientes y ratones con defectos en los linfocitos B 

(Walzer., 1999; Walzer et. al., 1989).  

Por otra parte, en modelos experimentales de neumocistosis, la administración 

pasiva de suero hiperinmunitario o de anticuerpos monoclonales frente a MSG y otros 

antígenos parece tener un efecto terapéutico beneficioso (Walzer et.al., 1989). 

2.4. Manifestaciones clínicas 

Los principales síntomas de inicio de la neumocistosis son disnea, fiebre y tos 

no productiva. Existe expectoración ocasional y también puede haber dolor torácico 

(Thomas et. al., 2004)  

Los pacientes que reciben fármacos inmunosupresores suelen desarrollar estas 

manifestaciones una vez que se reduce la dosis de corticoides.  

La PcP en pacientes VIH suele ser una enfermedad más sutil con síntomas que 

duran de semanas a meses.  

En la fase aguda de la enfermedad la exploración clínica muestra taquicardia y 

taquipnea y la auscultación pulmonar no suele ser de ayuda. La radiografía de tórax 

típica muestra un infiltrado intersticial difuso bilateral que se extiende desde la región 

perihiliar (Nyamande et. al., 2007). Los pacientes que reciben profilaxis con 

pentamidina inhalada tienen una mayor incidencia de infiltrados apicales y 

neumotórax. (Schliep et. al., 1999).   

La anomalía analítica que se observa con mayor frecuencia es la hipoxemia, 

parámetro que determina la gravedad de la enfermedad y es empleado para valorar la 

progresión de la misma. Los niveles séricos de lactato deshidrogenasa (LDH), que 

parecen reflejar la lesión pulmonar, suelen aumentar en la PcP y disminuyen con el 

tratamiento eficaz (Hughes., 2004). No obstante la utilidad diagnóstica de este 

parámetro esta limitada por su baja especificidad (Esteves et. al., 2014) 

La neumocistosis extrapulmonar puede aparecer sobre todo en pacientes con 

infección avanzada por el VIH que no reciben profilaxis para Pneumocystis. Las 

principales localizaciones afectadas son: ganglios linfáticos, bazo, hígado, médula 

ósea, aparato digestivo, ojos, tiroides, suprarrenales y riñones (Ng VL, 1997). Las 

manifestaciones clínicas que pueden producirse, con o sin afectación pulmonar, van 
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desde hallazgos casuales en la autopsia hasta una enfermedad multisistémica 

rápidamente progresiva.  

Las manifestaciones focales de la neumocistosis extrapulmonar, son entre 

otras, masa tiroidea, pancitopenia, manchas retinianas tipo algodonoso o lesiones 

polipoideas en el conducto auditivo externo (Ng VL, 1997). 

2.5. Diagnóstico 

Debería considerarse el diagnóstico de sospecha de PcP en cualquier paciente 

inmunodeprimido que presente una clínica y una radiología compatibles. Sin 

embargo, como estas manifestaciones no son específicas el diagnóstico de 

confirmación exige la demostración histopatológica o microbiológica del patógeno. 

2.5.1. Técnicas de tinción 

Durante décadas, el diagnóstico de la infección por P. jirovecii se ha basado 

en la visualización microscópica del organismo, bien usando métodos de tinción, tales 

como el Azul de Toluidina, que tiñen de forma selectiva la pared de los quistes del 

Pneumocystis y los reactivos como el de Wright Giemsa, que tiñen todas las etapas 

del desarrollo de Pneumocystis así como las células infectadas (Dei-Cas et. al., 1998). 

Más recientemente se incorporan al diagnóstico clínico las técnicas de 

inmunofluorescencia con anticuerpos monoclonales específicos en muestras de 

esputo, lavado broncoalveolar (LBA) o tejido pulmonar, que son las empleadas en la 

actualidad por ser más sensibles y específicas que las tinciones histológicas para la 

detección del microorganismo. 

2.5.2. Técnicas moleculares 

Actualmente, se considera que la amplificación del ADN mediante reacción 

en cadena de la polimerasa (PCR) constituye la técnica más sensible para el 

diagnóstico de la infección por Pneumocystis tanto utilizando muestras de esputo 

como de LBA. (de la Horra et. al., 2006; Durand-Joly et. al., 2005; Olsson et. al., 

1993; Wakefield et. al., 1990). 

Sin embargo, este tipo de muestras no siempre pueden obtenerse para el 

diagnóstico clínico, debido a la dificultad de algunos sujetos para expectorar o a la 

existencia de contraindicación para realizar una broncoscopia. Por este motivo, sería 
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interesante poder disponer de otro tipo de muestras que pudieran obtenerse de forma 

no invasiva y sean igualmente útiles para el diagnóstico de esta infección, pudiéndose 

aplicar también para estudios epidemiológicos.  

Con esta finalidad se han utilizado las muestras obtenidas mediante lavado 

oro-faríngeo (LOF) que al tener menos carga del microorganismo que las muestras de 

esputo o LBA no permiten visualizar los microorganismos mediante tinciones 

convencionales pero sí detectar la presencia de su ADN mediante técnicas 

moleculares ((Durand-Joly et. al., 2005; Respaldiza et. al., 2006). 

En este sentido, las muestras de LOF han demostrado su utilidad para 

identificar la infección por P. jiroveci en sujetos con infección VIH, con una 

sensibilidad del 78% cuando se utiliza un protocolo estándar de PCR ((Durand-Joly 

et. al., 2005). 

Otros estudios han corroborado su utilidad para el diagnóstico de la PcP en 

clínica, así como para la identificación de la situación de colonización en sujetos no 

inmunodeprimidos (Respaldiza  et. al., 2006).  

La PCR se ha utilizado para amplificar diferentes genes de P. jirovecii, como 

el gen de la DHPS, el gen de la MSG, los genes ITS o el gen de la DHFR (Wakefield 

et. al., 1990; Durand-Joly et. al., 2005; Hugette et. al., 2008). Uno de los genes más 

empleados para la identificación de la presencia de Pneumocystis con fines 

diagnósticos o para estudios de epidemiología molecular es el gen mitocondrial de 

ADN de la subunidad mayor del ribosoma (mtLSU rRNA) de P. jirovecii, que está 

relacionado con funciones metabólicas básicas y presenta un alto grado de 

conservación genética. Además se trata de un gen multicopia lo que facilita su 

amplificación aún en situaciones de baja carga del microorganismo. 

La técnica de PCR nested para el gen mtLSU rRNA ha demostrado tener una 

alta sensibilidad, de más del  95%, y una buena especificidad, cercana al 88%, para 

detectar la presencia de colonización por P. jirovecii en pacientes no 

inmunodeprimidos utilizando muestras de LOF (Morris et. al., 2008b; de la Horra et. 

al., 2006). De hecho, esta técnica se ha propuesto como método de referencia para el 

estudio de la infección por este hongo. En esta región se han identificado seis 

polimorfismos determinados por cambios en los nucleótidos 85 y 248 del gen mt LSU 
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rRNA, en base a dichas modificaciones se han denominado en la literatura como 

Genotipo 1 (85C/248C), Genotipo 2 (85T/248C), genotipo 3 (85T/248C), genotipo 4 

(85C/248T),  (85A/248T),  (85T/248T). La identificación de estos polimorfismos se 

puede determinar mediante secuenciación directa del fragmento obtenido (Montes 

Cano et. al.,  2004). 

Otro de los genes de P. jirovecii más ampliamente estudiado es el gen que 

codifica la síntesis de la enzima dihidropteroato-sintasa (DHPS), un gen unicopia, en 

el cual mutaciones en el aminoácido  55 y 57 han demostrado estar asociadas a la 

resistencia al cotrimoxazol (Thomas et. al., 1997, Huang et. al., 2004). En este gen se 

han determinado cuatro genotipos y se puede tipificar con un análisis de los 

polimorfismos mediante restricción con enzimas específicas que permiten identificar 

las diferentes mutaciones puntuales descritas en la secuencia (Calderón et. al., 2004). 

2.6. Colonización por Pneumocystis 

2.6.1. Concepto  

El desarrollo de técnicas diagnósticas altamente sensibles, como la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR) tipo nested, ha permitido la detección de niveles muy 

bajos de Pneumocystis, que exceden el límite de resolución de las técnicas 

inmunohistoquímicas convencionales, en muestras respiratorias (lavado 

broncoalveolar, esputo inducido y enjuague orofaríngeo) de individuos en los que no 

se sospechaba infección.  

Sería en 1990 cuando Wakefield y colaboradores describen por primera vez 

una técnica de PCR que permite la detección de ADN de P. jirovecii (Wakefield et. 

al., 1990).  Desde entonces han surgido nuevos términos como portador, colonización 

o infección asintomática para hacer referencia a la identificación de Pneumocystis en 

sujetos sin clínica de neumonía. 

Tras su descripción inicial en 1996 (Calderón et. al., 1996) esta situación de 

colonización o infección subclínica se ha observado en diversas poblaciones de 

individuos inmunocompetentes, tales como, mujeres embarazadas (Vargas et. al., 

2003) o pacientes con patología pulmonar crónica (Sing et. al., 1999).  
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También se ha identificado la existencia de colonización  por Pneumocystis en 

sujetos con algún grado de inmunosupresión como pacientes con infección por el 

VIH, neoplásicos, en tratamiento con inmunosupresores o con patologías del tejido 

conectivo (Morris et. al., 2008b; Krajicek et. al.,2009).  

La significación clínica de la colonización por Pneumocystis no está aún bien 

definida pero es importante por varias razones. Por un lado, los individuos 

colonizados pueden estar en riesgo de desarrollar una neumonía o pueden convertirse 

en fuente de infección para otros sujetos susceptibles. Por otro, en los pacientes que 

han recibido durante un periodo prolongado de tiempo profilaxis frente a 

Pneumocystis, la colonización podría permitir la selección de mutaciones asociadas a 

resistencia al fármaco. Además, la presencia de Pneumocystis en los pulmones, 

aunque sea a bajos niveles, puede estimular la respuesta inflamatoria del huésped y de 

esta manera podría tener un importante papel fisiopatológico en el daño pulmonar y 

en la progresión de determinadas patologías como la EPOC ( Morris et. al., 2008b). 

2.6.2. Epidemiología  

a) Pneumocystis spp. en no humanos 

La colonización por Pneumocystis está bien documentada en muchas especies 

de animales mamíferos. Así, ha sido ampliamente reconocida la alta prevalencia de 

colonización por Pneumocystis en ratas adultas inmunocompetentes (98%) (Icenhour 

et. al., 2001) demostrando que hasta el 80% eran portadoras de Pneumocystis en la 

cavidad oral en las primeras dos horas tras su nacimiento, aumentado la prevalencia 

hasta el 97% después de 24 horas, y alcanzando el 100% a las 48 horas. 

También se ha comunicado el estado de portador de Pneumocystis en 

primates. En un trabajo en el que se evaluaron mediante nested PCR muestras de 

secreciones nasales de un grupo de macacos salvajes inmunocompetentes, se 

determinó un rango de prevalencia de colonización por Pneumocystis que osciló entre 

el 11% y el 100%, dependiendo del mes de edad en el que se realizaba el análisis 

(Demanche et. al., 2003). En modelos experimentales con primates 

inmunosuprimidos también se alcanzó el estado de portador tras la adquisición de la 

infección de forma natural o con inoculación intrabronquial, llegando a persistir por 

más de 40 semanas sin desarrollar una PCP. (Board et. al., 2003). 
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b) Población infantil  

La exposición primaria a P jirovecii es común en niños pequeños como se 

demuestra por el incremento de los títulos de anticuerpos frente a Pneumocystis 

durante los primeros años de vida (Wakefield et. al., 1990; Vargas et. al., 2001). En 

un estudio de nuestro grupo en el se analizaron 233 niños se estimó una 

seroprevalencia del 73%, evidenciándose además un incremento de esta en relación 

con la edad, desde un 52% a los 6 años hasta un 66% a los 10 y un 80% a los 13 años 

(Respaldiza et. al., 2004). En niños chilenos, el rango de seroconversión a los 20 

meses de edad alcanzó el 85% (Vargas et. al., 2001). 

La colonización por Pneumocystis en niños ha sido relacionada con algunas 

entidades clínicas como la bronquiolitis y la muerte súbita del lactante (Totet et. al., 

2003; Vargas et. al., 1999). 

Vargas y cols. analizaron muestras de aspirado nasofaríngeo en niños 

inmunocompetentes con infección de las vías respiratorias encontrando un 32% de 

portadores del patógeno, de ellos un 13% sufrieron episodios de apnea, que no 

existieron en ninguno de los no portadores. (Vargas et. al., 2001).  

Nevez y cols. comunicaron una prevalencia de colonización del 24% en niños 

con bronquiolitis, estos hallazgos han sido corroborados por otros autores que al  

estudiar muestras de la población pediátrica inmunocompetente con infección 

respiratoria aguda o patología  pulmonar crónica encontraron rangos similares de 

prevalencia (14%-25%) (Kasolo et. al., 2002; Larsen et. al., 2007). 

Los estudios realizados en series de necropsias han tenido un papel importante 

en el conocimiento de la colonización por Pneumocystis, Vargas y cols. analizaron 

mediante técnicas inmunohistoquímicas tejido pulmonar procedente de autopsias de 

niños que murieron en sus casas y en el hospital encontrando que el 3% de todas las 

muestras eran positivas para Pneumocystis. De los niños que fallecían en su domicilio 

por el síndrome de la muerte súbita del lactante el 25% eran portadores de 

Pneumocystis frente a  sólo el 2.9% de los niños que morían en el hospital por otras 

causas (Vargas et. al., 1999).  

Posteriormente, Morgan y cols. obtuvieron tejido pulmonar de niños que 

fallecieron por muerte súbita encontrando quistes de Pneumocystis por microscopía 
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en  un 14% de ellos. (Morgan et. al., 2001), Vargas y cols., analizando muestras 

pulmonares de autopsias mediante nested PCR comunicaron una prevalencia de 

colonización del 52% en niños muertos en la comunidad frente a un 20% en niños 

muertos en el hospital (Vargas et. al., 2005). 

La prevalencia se eleva hasta un 100% en un cuarto estudio en el que se 

evaluaron también por PCR muestras de niños fallecidos por muerte súbita u otras 

causas. Esta alta prevalencia podría deberse a una mayor sensibilidad en la técnica de 

PCR, variaciones geográficas en la colonización por Pneumocystis; o diferencias en 

los sujetos estudiados (Beard et. al., 2005).  

Por otra parte, no todas las observaciones publicadas son concordantes, así,  

un estudio posterior sugiere que no existe una causalidad directa entre el síndrome de 

muerte súbita del lactante y la colonización por Pneumocystis ya que encuentran una  

proporción de niños colonizados, determinada mediante microscopia,  similar entre 

los niños que mueren por síndrome de la muerte súbita y por otras causas (Vargas et. 

al., 2007). 

c) Adultos sanos inmunocompetentes 

La prevalencia en adultos sanos (aquellos sin causa de inmunosupresión y sin 

patología pulmonar) es diferente en los distintos estudios publicados.  

En estudios iniciales los hallazgos orientan a una ausencia de colonización, así 

en un trabajo de Peters y cols. en el que se analizaron muestras de tejido pulmonar de 

autopsia no se  encontró  ADN de Pneumocystis en ninguna de ellas   (Peters et. al., 

1992). Tampoco Wakefield y cols. detectaron Pneumocystis en el lavado 

broncoalveolar (LBA) de 10 sujetos sanos (Wakefield et. al., 1990). Otros estudios en 

los que se analizó mediante nested PCR muestras de enjuagues orales, esputos 

inducidos o aspirados nasales de adultos voluntarios tampoco encontraron evidencia 

de colonización por el patógeno (Leigh et. al., 1993; Vargas et. al., 2003; Nevez et. 

al., 2006). 

Sin embargo, existen otros estudios en los que sí se identifica la colonización 

por Pneumocystis en sujetos sanos. En un amplio análisis mediante nested PCR de 

muestras de LBA de 169 adultos inmunocompetentes encontrarón que un 20% 

estaban colonizados por Pneumocystis (Nevez et. al., 1997). De la misma manera, en 
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otro estudio se ha demostrado la presencia de ADN de Pneumocystis jirovecii en un 

20% de las muestras de enjuagues orofaringeos de un grupo de 50 adultos sanos en el 

que se incluían trabajadores administrativos del hospital, los cuales a pesar de no 

tener un contacto directo con pacientes con PcP, podían tener una hipotética mayor 

exposición al patógeno que la mayoría de los individuos sanos de la comunidad. 

(Medrano et. al., 2005).  

Nuevamente las discrepancias entre los hallazgos de los distintos estudios  

pueden ser explicadas por la variabilidad ocupacional y geográfica de los sujetos, sus 

características y la diferente sensibilidad de las técnicas diagnósticas utilizadas.  

c) Adultos con infección VIH 

En contraste con lo comunicado en adultos sanos, actualmente está 

ampliamente aceptado que la colonización por Pneumocystis claramente afecta a los 

pacientes con infección por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).  

La prevalencia depende de la población específica analizada. En un estudio de 

pacientes con infección por VIH, hospitalizados por neumonía, en los que se había 

descartado la existencia de una PCP,  analizando mediante nested PCR  muestras de 

esputo inducido y de LBA se encontró que el 69% de los sujetos estaban colonizados 

por Pneumocystis ( Huang et. al., 2003).  

En otro trabajo en muestras de tejido pulmonar de autopsias de pacientes VIH 

positivos fallecidos por causas diferentes a la PCP, se comunicó una prevalencia de 

colonización del 46% (Morris et. al., 2004). Así mismo, en otro estudio hallaron que 

un tercio de los pacientes VIH positivos, asintomáticos que recibían profilaxis anti 

PCP estaban colonizados, a pesar de que el estudio de muestras de esputo por técnicas 

convencionales de microscopía había sido negativo para Pneumocystis (Rabodonirina 

et. al., 1997). 

Los factores que pueden contribuir a estas variaciones en la prevalencia de 

colonización incluyen diferencias en las características de las distintas poblaciones 

analizadas, en los métodos utilizados para la obtención de muestras respiratorias y en 

la sensibilidad de las técnicas utilizadas para el diagnóstico de la infección en cada 

estudio. 
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En cuanto a los factores relacionados con el riesgo de colonización en estos 

pacientes, se ha publicado que la historia previa de PcP, el uso de profilaxis frente a la 

PcP o la toma de fármacos antirretrovirales no parecen estar asociados con la 

colonización (Huang  et. al., 2003; Morris et. al., 2004).  

En lo referente a la relación entre el riesgo de colonización y el recuento de 

células CD4+ hay estudios con hallazgos controvertidos. Por un lado Leight y cols. 

comunicaron que existe un mayor riesgo de colonización por Pneumocystis a medida 

que descienden los CD4+, encontrando una prevalencia del 10% en sujetos con >400 

CD4+/l, que alcanza hasta el 40% en sujetos con <60 células/l( p=0.03) (Leight et. 

al.,1993). Sin embargo en un estudio posterior no se observó asociación entre el 

número de células CD4+ y el riesgo de colonización por Pneumocystis (Huang et. al., 

2003) 

Otros factores que podrían relacionarse con la colonización por el patógeno en 

este subgrupo de pacientes, son el hábito tabáquico y el lugar de residencia. Así,  en 

un estudio multicéntrico de una cohorte de pacientes con SIDA se encontró que los 

fumadores tenían mayor riesgo de colonización que los que no lo eran (odds 

ratio[OR],2.9; p=.02) y los residentes en Los Angeles tenían menor riesgo de 

colonización que los vivían en otros lugares (OR,0.14; p=0,002) (Morris et. al., 

2004). 

d) Adultos inmunodeprimidos sin infección por VIH 

La colonización por Pneumocystis jirovecii también se ha descrito en 

pacientes inmunosuprimidos sin infección por VIH, comunicándose una prevalencia 

de colonización del 16% en pacientes con mieloma múltiple, sarcoidosis, leucemia 

linfática crónica y diabetes mellitus (Mekinian et. al., 2011; Vidal et. al., 2006). Al 

analizar la inmunidad celular en estos pacientes hasta un 30% de ellos estaban 

colonizados cuando su recuento de CD4+ era <400 células/l. (Nevez et. al., 1999). 

Por otra parte, el uso de corticoides parece asociarse a un mayor riesgo de 

colonización por Pneumocystis. En un estudio de 93 sujetos en los que se obtuvieron 

muestras de LBA se detectó ADN de Pneumocystis en un 44% de los mismos que 

estaban siendo tratados con metilprednisolona a dosis >20mg/día frente al 12% 

observado en los pacientes no tratados con corticoides (OR, 5.9; p=.004) (Maskell et. 
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al., 2003). Estos hallazgos fueron corroborados por Helweg-Larsen analizando 

muestras de 80 pacientes con neumonías bacterianas, donde el 75% de los pacientes 

colonizados por Pneumocystis habían recibido tratamiento corticoideo frente al 13% 

de los no colonizados (p=0,001) (Helweg-Larsen et. al., 2002). 

Las alteraciones inmunitarias asociadas con el embarazo también se han 

relacionado con un aumento del riesgo de colonización. En un estudio prospectivo de 

33 mujeres asintomáticas durante su tercer trimestre de gestación, el 15 % estaban 

colonizadas por Pneumocystis, al aislar el ADN del patógeno en sus secreciones 

nasales, frente a  ninguna de las 28 mujeres controles no embarazadas que se 

analizaron (p= 0,04) (Vargas et. al., 2003). 

e) Adultos con enfermedades respiratorias 

Numerosos estudios han puesto de manifiesto que la colonización por 

Pneumocystis jirovecii es una situación relativamente frecuente en pacientes con 

distintas patologías pulmonares. Probst y cols. analizaron 141 pacientes con 

enfermedades respiratorias como bronquitis crónica, fibrosis quística y cáncer de 

pulmón, encontrando globalmente que más del 21% de los pacientes estaban 

colonizados (Probst et. al., 2000; Gutierrez et. al., 2011) 

En otros estudios se han comunicado prevalencias de colonización en 

pacientes con patología pulmonar aguda o crónica desde el 2.6% al 35% (Sing et. al., 

1999; Visconti et. al., 2000; Matos et. al., 2003).  

En pacientes con enfermedad pulmonar instersticial la prevalencia de 

colonización encontrada en nuestro entorno es del 34% (Vidal et. al., 2006), con una 

asociación clara con el tabaquismo (OR 3,3, p=0,02). En este subgrupo de población 

otros estudios han documentado tasas de prevalencia que oscilan entre el 7,4% y el 

22% (Sing et. al., 2001; Respaldiza et. al., 2005). 

Finalmente, otra interesante asociación ha sido la observada con algunas de 

las formas del cáncer de pulmón. De la Horra y cols. encontraron que los 10 pacientes 

estudiados con cáncer de células pequeñas de pulmón eran positivos para el ADN del 

patógeno al analizar muestras de tejido pulmonar, frente a sólo 2 pacientes de los 10 

analizados que no tenían cáncer ni patología pulmonar (p=<0.001)( de la Horra et. al., 

2004). 
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2.6.3. Respuesta inflamatoria  

Para controlar la PcP es necesario el desarrollo de una respuesta inflamatoria 

efectiva que a la vez es susceptible de producir un  daño pulmonar en huésped. Así, la 

neumonía por Pneumocystis (PcP) induce una respuesta inflamatoria pulmonar 

caracterizada por un incremento de neutrófilos y linfocitos principalmente CD8+ y 

una elevada producción de citoquinas proinflamatorias como IL-8, TNF-α e INF- 

que puede producir daño alveolar difuso y conducir al desarrollo de insuficiencia 

respiratoria. (Thomas et. al., 2004) 

La respuesta inmune frente a Pneumocystis incluye complejas interacciones 

entre linfocitos CD4+, macrófagos alveolares y neutrófilos, además de mediadores 

solubles que intervienen en el aclaramiento de la infección. En particular la actividad 

de los CD4+ es esencial en la defensa del huésped frente a Pneumocystis tanto en 

animales como en humanos, mediante el reclutamiento y la activación de otros 

mediadores celulares como los monocitos y macrófagos. 

Los mecanismos mediante los cuales los linfocitos CD4+ intervienen ha 

comenzado ha estudiarse en los últimos años. Actualmente se sabe que tanto el TNF-

α derivado de los macrofágos como la IL-1 son necesarios para iniciar la respuesta 

pulmonar a la infección por Pneumocystis mediada por CD4+. Estos proliferan en 

respuesta a los antígenos de Pneumocystis generando citoquinas mediadoras como la 

linfotactina y el INF- . La primera es una quimoquina que actúa como atrayente para 

el reclutamiento de otros linfocitos en la PcP. El INF- activa la producción por parte 

de los macrófagos de TNF–α  y superoxidos implicados en la defensa del huésped 

frente a Pneumocystis (Wright et. al., 1999).  

Aunque los linfocitos T son esenciales en el aclaramiento de la infección, 

existen datos que sugieren que la respuesta celular puede resultar en un daño 

pulmonar evidente durante la PcP. Los ratones con inmunodeficiencia combinada 

severa (SCID) infectados con Pneumocystis, tienen una función pulmonar normal a 

pesar de sufrir una infección activa hasta los estadios finales de la enfermedad. Sin 

embargo, cuando el sistema inmune de estos animales se reconstituye ocurre una 

intensa respuesta inflamatoria mediada por células T con el resultado de un déficit en 

el intercambio gaseoso (Wright et. al., 1999).  
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La infección por Pneumocystis también condiciona una marcada acumulación 

de linfocitos T CD8+ en el pulmón. Datos experimentales hacen referencia a que la 

respuesta CD8+ más concretamente el fenotipo Tc1, es crítica para el aclaramiento de 

algunos hongos, incluido Pneumocystis, particularmente en el contexto de situaciones 

de déficit o disfunción de células T CD4+. En las que también son capaces de inducir 

una respuesta inflamatoria dañina. Así, los linfocitos CD8+ afectan a la función del 

surfactante pulmonar y exacerban la producción de TNF–α (Steele et. al., 2002). 

Por otra parte, los macrófagos alveolares representan las principales células 

fagocíticas del tracto respiratorio inferior, responsables del atrapamiento y 

degradación  de los microorganismos en el pulmón. 

Los mecanismos precisos por los cuales los macrófagos del huésped  

reconocen e internalizan al patógeno han sido ampliamente investigados. Una 

compleja variedad de receptores median estas interacciones.  Así, en la ausencia de 

opsoninas en el fluido epitelial, la unión del Pneumocystis al macrófago alveolar esta 

mediada por los receptores manosa de los macrófagos, moléculas de reconocimiento 

que representan un importante mecanismo de aclaramiento innato en e huésped 

inmunocompetente. Una vez fagocitado el patógeno es incorporado a los 

fagolisosomas y degradado. En respuesta el macrófago produce una gran variedad de 

citoquinas proinflamatorias, quimoquinas y metabolitos ecosanoides que aunque 

participan en la erradicación de Pneumocystis también pueden producir daño en el 

tejido pulmonar del huésped (Kolls et. al., 1993).  

Hasta la fecha, la respuesta inmune en humanos que supone la colonización 

por Pneumocystis ha sido mínimamente estudiada y los datos que disponemos en este 

sentido corresponden a modelos experimentales.   

Así, en un modelo animal de macaco rhesus colonizado se ha identificado una 

cascada de infiltración celular y mediadores relacionados que es similar a la que se 

produce en la PcP. Boards y colaboradores analizaron la respuesta inmune a la 

colonización por Pneumocystis en un modelo animal de SIDA en el que monos 

infectados con el SIV (virus de la inmunodeficiencia simia) fueron inoculados con 

Pneumocystis (Board et. al., 2003). Algunos animales desarrollaron una neumonía 

aguda mientras que otros permanecieron en un estado de colonización. El periodo 

inicial tras la  inoculación estaba marcado por un aumento de linfocitos CD8+ y de 
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neutrófilos, fenómeno observado tanto en los animales que desarrollaban neumonía 

como en aquellos que solo permanecían colonizados. Esta infiltración por linfocitos 

CD8+ y neutrófilos persistía a lo largo del curso de la infección aún en los animales 

que no desarrollaban PCP. Los niveles de TNF-α; INF- e IL-8 también permanecían 

elevados en muestras de LBA durante la colonización.  

La intensidad y la persistencia de la respuesta inflamatoria observada en este 

modelo sugiere la posibilidad de que el daño pulmonar inducido por Pneumocystis es 

consecuencia de la colonización. Dicha inflamación podría tener un papel causal o 

potenciador de la progresión de patologías pulmonares en las que la colonización por 

Pneumocystis es un fenómeno frecuente. 

La respuesta inflamatoria sistémica a la colonización por Pneumocystis ha 

sido evaluada parcialmente en humanos. Así, en un estudio llevado a cabo por nuestro 

grupo, donde se incluyeron pacientes no inmunodeprimidos con EPOC mostró que 

aquellos pacientes colonizados  tenían mayores niveles de linfocitos totales y CD4+ 

en sangre periférica que aquellos no colonizados, lo cual podría estar en relación con 

la progresión de la enfermedad y las exacerbaciones de la misma (Varela JM, 2003).  

La colonización por Pneumocystis también podría contribuir al desarrollo de 

enfisema mediante la estimulación de proteasas. Por otra parte, se ha publicado que 

en el pulmón de pacientes con PCP existe una actividad proteolítica aumentada tanto 

en las proteasas derivadas del huésped (MMP-2,MMP-9), como en las del propio 

patógeno (Qu et. al., 2000). En este sentido, se ha demostrado en modelos 

experimentales que el Pneumocystis de la rata posee actividad proteasa y elastasa que 

contribuye a la degradación de la barrera alveolo-capilar. (Atzori et. al., 1999). 

 

3. Colonización por Pneumocystis y EPOC 

De especial relevancia es la asociación entre la colonización por Pneumocystis 

jirovecii y la enfermedad pulmonar obstructiva crónica.  

En el primer estudio epidemiológico en este sentido, usando  técnicas de 

inmunofluorescencia para detección de anticuerpos monoclonales como herramienta 

de diagnóstico, fue posible analizar una población de bronquíticos crónicos en el Sur 
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de España donde se comunicó un 10% de portadores de Pneumocystis sin datos de 

inmunosupresión ni neumonía (Calderón et. al., 1996).  

Más tarde se estudiaron 37 pacientes con bronquitis crónica, mediante nested 

PCR, encontrando que el 41 % de ellos estaban colonizados por Pneumocystis 

(Calderón et. al., 2004).  

En otro estudio realizado en pacientes con varias patologías pulmonares la 

mayor prevalencia de colonización se alcanzó en los pacientes con EPOC (41%) 

(Probst et. al., 2000).  

Morris y cols. evaluaron la prevalencia de colonización en pacientes 

sometidos a transplante pulmonar por EPOC severa u otras patologías pulmonares 

terminales, analizando mediante PCR muestras del tejido pulmonar nativo, 

encontrando que el 37% de aquellos pacientes con EPOC severa estaban colonizados 

comparados con el 9% de los pacientes con otras patologías pulmonares y con el 

5.3% de los pacientes con grados menos severos de la EPOC, según la clasificación 

de la Global initiative for chronic obstructive lung disease (GOLD) (Morris et. 

al.,2004). En el análisis multivariante el diagnóstico de EPOC fue el único predictor 

de colonización (OR, 7.3; p<0.001),  y otras características clínicas como la edad, el 

uso de corticoides orales y la toma de trimetropin sulfametoxazol no estuvieron 

relacionados con el riesgo de colonización, hallazgos que sugieren que la 

colonización es un fenómeno específicamente relacionado con la enfermedad.  

Por otra parte, existen algunas evidencias que apoyan la hipótesis de que la 

colonización por Pneumocystis podría estar relacionada con el desarrollo y la  

progresión de la EPOC, como el hallazgo de una correlación entre la prevalencia de 

colonización y el grado de obstrucción de la vía aérea que es independiente de la 

historia tabáquica. En este sentido, Morris y cols. analizaron muestras de tejido 

pulmonar de pacientes con distinto grado de severidad de la enfermedad, según la 

clasificación de la GOLD, pero que tenían similar historia de hábito tabáquico. Los 

colonizados tenían un volumen espiratorio forzado en el primer segundo (VEF1) 

significativamente menor, y la colonización era más común a medida que se 

incrementaba la gravedad de la obstrucción. De esta manera, en torno a un tercio 

(36.7%) de los pacientes con EPOC muy grave (grado 4 de la GOLD) estaban 

colonizados frente a un 5.3% de los pacientes con menor afectación funcional (grados 
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0-3). Así, aunque este estudio no demuestra causalidad sí sugiere fuertemente que la 

colonización por Pneumocystis jirovecii podría intervenir en la progresión de la 

EPOC (Morris et. al.,2004). 

Otra línea de evidencia a favor de la asociación entre colonización por 

Pneumocystis y EPOC es la tendencia de los pacientes con infección VIH a 

desarrollar enfisema y a ser portadores del patógeno. Díaz y cols. publicaron que el 

40% de los pacientes fumadores con infección VIH sin historia de infección 

respiratoria desarrollan enfisema diagnosticado por TAC y pruebas funcionales 

respiratorias, frente a ninguno de los controles pareados por historia de hábito 

tabáquico. Los niveles de linfocitos T CD8+ en el LBA de estos pacientes fumadores 

con enfisema eran significativamente mayores que en los pacientes fumadores que no 

desarrollaron enfisema (Diaz et. al., 2000). 

Además, se ha demostrado que los pacientes no fumadores con infección por 

el VIH también tienen mayor riesgo de desarrollar un enfisema. Un estudio 

multicéntrico en  muestras de tejido pulmonar de autopsias de pacientes VIH, revela 

que el 16% de los pacientes que no eran fumadores tenían datos de enfisema (Morris 

et. al., 2009). Aunque no existía grupo control en este estudio, la prevalencia de 

enfisema encontrada en esta población no fumadora es mucho más alta de la 

esperada. Con ello sugieren que la existencia de una infección subclínica o latente 

podría tener un papel en esta mayor tendencia al desarrollo de enfisema de estos 

pacientes, aunque hasta la fecha no hay estudios que corroboren esta hipótesis.  

Por tanto, sería planteable la posibilidad de que la colonización por 

Pneumocystis, situación frecuente en los pacientes con infección VIH, fuera uno de 

los factores que intervinieran en la elevada frecuencia de  enfisema observada en este 

grupo de pacientes.   

Otro argumento que sugiere la asociación entre Pneumocystis y EPOC es la 

capacidad del patógeno de producir obstrucción bronquial, fenómeno observado en la 

PcP. 

Así, en una serie de 10 casos de PcP se comunicó una alta incidencia de 

disfunción de la vía aérea demostrada por un bajo flujo forzado espiratorio (FEF) 25-

75%( Fleischman et. al., 1996). En otro estudio de 169 pacientes con infección VIH 
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encontraron que el VEF1 y la DLco (capacidad de difusión del monóxido de carbono) 

estaban disminuidos en los sujetos con PcP, siendo estas alteraciones de carácter 

permanente y no en relación con la fase aguda de la infección (Shaw et. al., 1988). 

Por otra parte, en una cohorte prospectiva de 1100 pacientes con infección VIH, con 

un seguimiento medio de 4 años, donde se realizaban pruebas funcionales 

respiratorias de forma periódica, se diseñó un estudio de función pulmonar después 

de sufrir una PcP observando que estos sujetos tenían un acelerado descenso en el 

VEF1, VEF1 CVF y la DLco más allá de lo esperado para su edad y su historia de 

fumador (Morris et. al., 2000).  

Estos cambios en la función pulmonar son indistinguibles de aquellos que 

aparecen en los enfermos con EPOC y persisten durante años después de que se 

resuelva la infección aguda, si bien es cierto que hasta la fecha no se ha estudiado el 

efecto sobre los parámetros de función respiratoria de la colonización por 

Pneumocystis. 
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JUSTIFICACIÓN  

 

Se ha demostrado que existe una elevada prevalencia de infección inaparente 

o colonización por Pneumocystis (infección por el patógeno sin evidencia de 

manifestaciones clínicas) en pacientes con EPOC.   

La colonización por Pneumocystis en los pacientes con EPOC, a través de los 

cambios que produce a nivel alveolar y de la respuesta inmunitaria que desencadena, 

sería capaz de inducir una respuesta inflamatoria local y sistémica que podría 

favorecer la progresión de esta enfermedad.  

Todo ello permite plantear la posibilidad de que la colonización por P. 

jirovecii en pacientes con EPOC pueda desencadenar o favorecer la progresión de 

este proceso a través de los mecanismos anteriormente descritos que hoy se 

consideran claramente involucrados en su fisiopatología  

La demostración de este hecho tendría una gran importancia clínica pues 

disponemos de fármacos efectivos y de bajo coste como el cotrimoxazol para el 

tratamiento de la infección por Pneumocystis, que podrían mejorar el pronóstico de 

los pacientes con EPOC que presentaran esta infección.  

Sin embargo, existe escasa información sobre el efecto inmunopatológico que 

la colonización por Pneumocystis pudiera tener sobre la EPOC. 
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OBJETIVOS  

 

Objetivo general 

Evaluar el posible efecto de Pneumocystis jirovecii sobre la fisiopatología de 

la enfermedad pulmonar obstructiva, a través de la respuesta inmune que induce a 

nivel local y sistémico en estos pacientes con EPOC. 

 

Objetivos específicos 

Determinar en nuestro medio la prevalencia de colonización por Pneumocystis 

jirovecii y la tasa de exposición al patógeno en pacientes con EPOC. 

Conocer la prevalencia de colonización en los diferentes estadios de la EPOC 

y evaluar la posible relación entre la colonización y la gravedad de la obstrucción 

espirométrica. 

Conocer la distribución de genotipos del patógeno en los pacientes con EPOC 

y la prevalencia de pacientes infectados con mutaciones asociadas a la resistencia al 

cotrimoxazol.  

Identificar los cambios específicos que la colonización por Pneumocystis 

jirovecii pudiera condicionar en la respuesta inmunitaria local y sistémica en los 

pacientes con EPOC. 

 

 

 

 

 

 



 62 

 

 

 

 

 

 

MATERIAL Y MÉTODOS 



 63 

  



 64 

  

1. Ámbito de estudio y diseño 

Este estudio ha sido realizado en el Hospital Universitario Virgen del Rocío 

de Sevilla dentro del Grupo de Epidemiología Clínica y Molecular. Se trata de un 

grupo multidisciplinar formado por médicos pertenecientes al Servicio de Medicina 

Interna e investigadores farmacéuticos y biólogos adscritos al grupo,  ubicados en el 

Instituto de Biomedicina de Sevilla y que pertenecen al CIBER de Epidemiología y 

Salud pública. Adicionalmente para la realización de este estudio han colaborado los 

Servicios de Microbiología e Inmunología de dicho hospital. 

Para cubrir los objetivos del presente trabajo se abordaron dos estudios de 

forma secuencial con aproximaciones metodológicas y resultados diferentes, que 

merecen por ello, consideración de forma independiente: 

- Estudio transversal de la colonización por Pneumocystis jirovecii en 

pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC) 

- Estudio de casos y controles sobre la respuesta inflamatoria sistémica 

inducida por P. jirovecii en sujetos con EPOC colonizados (casos) y sin colonización 

(controles) por el microorganismo.   

1.1 Estudio transversal 

Los pacientes fueron  atendidos de forma consecutiva en el Servicio de 

Medicina Interna del Hospital Universitario Virgen del Rocío entre el 1 de marzo de 

2007 y el 31 de diciembre de 2009, cumplían todos los criterios de inclusión y ningún 

criterio de exclusión  y  aceptaron mediante consentimiento informado participar en el 

estudio. 

Criterios de inclusión  

-Edad > 18 años  

-Diagnóstico previo de EPOC 

-Obstrucción permanente del flujo aéreo definida por un VEF1 (volumen 

espiratorio forzado en el primer segundo) menor del  70% del valor de referencia con 
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una reversibilidad tras la administración de beta-agonistas/salbutamol  menor del 11% 

o de 200 ml  sobre el valor basal  

-Posibilidad de obtener una muestra de esputo espontáneo  

-Consentimiento informado del paciente 

Criterios de exclusión 

-Diagnóstico concomitante de otra enfermedad pulmonar diferente a la EPOC 

-Diagnóstico confirmado o sospecha de neoplasia 

-Inmunodepresión de cualquier origen: enfermedad autoinmune, trasplante, 

uso crónico de esteroides inhalados o sistémicos o de otros fármacos 

inmunomoduladores 

-Diagnóstico de infección respiratoria aguda y/o exacerbación de la EPOC en 

el mes previo a la inclusión en este estudio 

1.2. Estudio de casos y controles 

Con objeto de  verificar la reproductibilidad de los resultados obtenidos sobre 

respuesta inflamatoria sistémica en el estudio transversal, en una segunda fase se 

realizó un estudio de casos y controles. 

Como casos se incluyeron todos los pacientes con EPOC en situación clínica 

estable, colonizados por P. jirovecii, evaluados en la unidad de Medicina de Interna 

del Hospital Universitario Virgen del Rocío para determinar la infección por este 

patógeno en estudios previos (Calderon et al., 2007). Se incluyeron aquellos pacientes 

de los que se disponía de una muestra sérica de archivo para evaluar la respuesta 

inflamatoria sistémica.  

Por cada caso se incluyeron dos controles con EPOC en los que no había 

evidencias moleculares de colonización por P. jirovecii, igualmente reclutados en 

estudios previos y con disponibilidad de muestras séricas. Los controles fueron 

pareados con los casos por características clínicas (edad, sexo, hábito tabáquico) y 

estadio de la EPOC según los criterios de la clasificación de la GOLD. De esta forma, 
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se incluyeron en el estudio de casos y controles un total 126 pacientes con EPOC: 42 

colonizados por Pneumocystis (casos) y 84 no colonizados (controles).   

 

2. Parámetros evaluados  

2.1. Evaluación clínico-epidemiológica 

De cada uno de los pacientes incluidos en ambos estudios se realizó una 

evaluación clínico-biológica en la que se registraron  los siguientes parámetros: 

- Datos demográficos: sexo, fecha de nacimiento, población de residencia 

- Datos clínicos: antecedentes patológicos, hábitos tóxicos incluyendo historia 

tabáquica, forma clínica de la EPOC (bronquitis crónica, enfisema, otros) y estadiaje 

de la enfermedad  según los criterios de la clasificación de la gravedad de la 

limitación al flujo aéreo en la EPOC a partir del VEF1 post-broncodilatador de la 

GOLD (GOLD, 2014): 

Estadio 1 o EPOC leve (VEF1>80% del teórico esperado) 

Estadio 2 o EPOC moderada (VEF1 80-50%) 

Estadio 3 o EPOC grave (VEF1 50-30%) 

Estadio 4 o EPOC muy grave (VEF1 < 30%) 

- Pruebas de imagen: Radiografía de tórax  

- Pruebas funcionales respiratorias: gasometría arterial, espirometría 

Asimismo, de cada uno de los sujetos incluidos en el estudio se obtuvieron 

muestras de esputo  y suero que se mantuvieron criopreservadas a -20ºC hasta su 

procesamiento.   

2.2. Evaluación microbiológica 

En todos los pacientes se determinó la presencia Pneumocystis jirovecii  

mediante la identificación del gen mtLSUrRNA utilizando PCR anidada (PCR tipo 

nested) en muestras de esputo.  
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La colonización se definió como la identificación de ADN del patógeno en 

dos determinaciones independientes en un sujeto sin síntomas o signos de neumonía. 

En los pacientes colonizados se identificó el gen que codifica la  

dihidropteroato sintetasa (DHPS). 

La caracterización de los polimorfismos de los genes mt LSU rRNA y DHPS 

se realizó utilizando técnicas de secuenciación directa para el gen mt LSU rRNA y 

ensayos de  RFLP (del inglés Restriction Fragment Length Polymorphism) utilizando 

enzimas de restricción para el locus DHPS.  

En todos los pacientes del estudio transversal se descartó la presencia de 

infección respiratoria por otros patógenos mediante técnicas microbiológicas 

convencionales de tinción y cultivo en muestras de esputo, realizadas de forma 

rutinaria en el  Servicio de Microbiología del Hospital Universitario Virgen del 

Rocío. 

2.3 Evaluación inmunológica  

- En todos los pacientes del estudio transversal se incluyó la determinación de 

los siguientes parámetros: 

a) Determinación cualitativa de anticuerpos específicos frente a Pneumocystis 

en suero;  mediante  un ensayo de Western Blot puesto a punto en nuestro laboratorio.  

b) Cuantificación de los niveles de citoquinas proinflamatorias (TNF-alfa, IL-

6, IL-8) y de la proteína MCP-1 en esputo y suero medidos por técnicas de ELISA 

comercial (Endogen, Londres, Gran Bretaña) 

- En los pacientes del estudio de casos y controles se incluyó la determinación 

de los niveles séricos de las citoquinas proinflamatorias: IL-6, IL 8, del factor TNF- 

alfa y la proteína MCP-1. Todos los marcadores fueron medidos por técnicas de 

ELISA comercial (Endogen, Londres, Gran Bretaña) 
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3. Variables de estudio 

- Estudio transversal 

1) Prevalencia de colonización por  P. jirovecii  

2) Tasa de exposición a Pneumocystis   

3) Genotipos de Pneumocystis (genes mt LSU rRNA y DHPS) 

4) Respuesta inflamatoria local: citoquinas en esputo  

5) Respuesta inflamatoria sistémica: citoquinas séricas 

- Estudio de casos y controles 

6) Respuesta inflamatoria sistémica: citoquinas séricas   

  

4. Técnicas de laboratorio  

4.1. Obtención y almacenamiento de las muestras 

- Esputo: Se obtienen muestras de esputo espontáneo en las consultas de 

nuestra unidad que se remiten al área de laboratorio. 

Inmediatamente las muestras de esputo se dividen en dos alícuotas, una de 

ellas se remite al servicio de microbiología donde se centrifugan, para separar el 

sobrenadante del botón celular. Posteriormente se realiza un recuento celular total y el 

análisis de la viabilidad celular mediante citometría estándar e inmunohistoquímica. 

Solo se consideran adecuadas aquellas muestras con un recuento de células 

escamosas epiteliales menor del 15%. 

Una alícuota se envía al laboratorio de investigación, se toma una muestra de 

unos 2 ml de esputo que en fresco que se disgrega utilizando una jeringa de 20g y se 

distribuye en alícuotas de 500 µl que se mantiene a -20ºC hasta la extracción de 

ADN. 



 69 

- Muestras séricas: Las muestras de sangre obtenidas se centrifugan a 3000 

rpm durante 5 minutos. Se toma el suero y se descarta el tapón coagulado. El suero se 

divide en dos alícuotas y se congela hasta su utilización a –20ºC.  

4.2. Extracción de ADN 

La extracción de ADN genómico se realizó a partir de cada una de las 

alícuotas de 500 µl de esputo, utilizando el kit comercial NucleoSpin Tissue 

(Macherey-Nagel, Alemania). 

La digestión de la muestra de esputo se realiza con un protocolo específico 

que asegura la disgregación y conservación adecuada de las muestras a 56º C en baño 

termostático, en agitación durante la noche, utilizando como agente quelante EDTA a 

un concentración de 2mM y pH=8, como detergente SDS a una concentración del 

10% y Proteinasa K a una concentración de 14mg/ml.  

Una vez digeridas las muestras, el proceso de extracción y purificación del 

ADN genómico de las células se realizó mediante una cromatografía de adsorción en 

columnas. Para ello se utilizó un kit comercial (Nucleospin tissue, Macherey & Nagel 

GmbH & Co.KG, Düren, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante tal y 

como se especifica en el Anexo I. El ADN extraído se eluyó con 60 µl de agua 

ultrapura y se conservó a  –20ºC  hasta el momento del análisis.  

4.3. Identificación y caracterización molecular de P. jirovecii 

4.3.1. Técnicas de amplificación del ADN 

La identificación molecular y la posterior determinación de los polimorfismos 

de P. jirovecii se realizó en dos loci independientes del genoma del microorganismo: 

el gen mitocondrial de la subunidad mayor del ribosoma (mtLSUrRNA) y el gen 

DHPS. El gen multicopia, mtLSUrRNA, se caracteriza por estar ampliamente 

conservado, este gen interviene en funciones metabólicas básicas del patógeno. El 

gen DHPS codifica la síntesis de la enzima dihidropteroato sintetasa, diana de acción 

del sulfametoxazol, fármaco de elección para el tratamiento y la profilaxis de la 

infección por Pneumocystis y en el que se han descrito mutaciones puntuales que le 

confieren una distinta susceptibilidad al fármaco. 
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La detección de la región mtLSUrRNA se realizó mediante PCR tipo nested.  

La identificación de los diferentes genotipos del fragmento mtLSUrRNA se realizó 

mediante secuenciación directa del producto amplificado de la PCR.  

La amplificación del gen que codifica la DHPS se realizó mediante PCR de 

tipo touchdown. Para la identificación de las mutaciones en los codones 55 y 57, se 

realizó un ensayo con enzimas de restricción que permite la identificación de 

mutaciones puntuales en el fragmento previamente amplificado por PCR.    

4.3.2. Identificación del gen mt LSU rRNA 

PCR nested en esputo. La identificación de ADN de P. jirovecii se realizó 

mediante una variante de la técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR, del 

inglés Polymerase Chain Reaction) (PCR-nested) utilizando el ADN genómico 

aislado de las muestras de esputo. Se amplificó un fragmento del gen de la región 

mitocondrial mt LSU rRNA de Pneumocystis jirovecii, utilizando los cebadores 

externos paZ102E- paZ 102H  que amplifican una secuencia de 346 pares de bases. 

La mezcla de PCR se preparó para un volumen final de 25 µl, que incluía: 3µl del 

ADN extraído de cada alícuota, 2.5 µl de NH4 reaction Buffer 10x (Bioline), 0,25 µl 

de Taq  (BioTaq DNA pol. 5U/ µl de Bioline), 0,5 µl de una mezcla de nucleótidos 

trifosfato (1µM de cada dNTP), 0.5 µl de cada cebador (concentración de 20 µM cada 

uno) y 0,75 µl de MgCl2 50mM 

Tras la primera ronda de amplificación se extrae ADN preamplificado de la 

primera reacción y se realiza un nuevo protocolo de PCR. En esta ocasión, la mezcla 

de reacción es similar salvo por los cebadores utilizados, que son los cebadores 

internos paZ 102X- paZ 102Y que amplifican una región de 256 pares de bases del 

mismo gen. La mezcla de PCR para esta segunda ronda se preparó para un volumen 

final de 50 µl, que incluían: 5µl de ADN, 5 µl de NH4 reaction Buffer 10x (Bioline), 

0,5 µl de Taq (BioTaq DNA pol. 5U/ µl de Bioline), 1 µl de una mezcla de 

nucleótidos trifosfato (1µM de cada dNTP), 1,2 µl de cada cebador a una 

concentración de 20 µM cada uno y 1,5 µl de MgCl2 50mM. 

La amplificación de ADN mediante PCR se realiza en el termociclador 

suministrado por Biometra (Hilden, Alemania) siguiendo para ambas rondas el 

programa PC 40 que consiste en  un primer ciclo de desnaturalización de 94ºC  
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durante 5 min. Seguido de 35 ciclos de amplificación que comprende tres fases: 

desnaturalización 92ºC durante 30 segundos, unión del cebador 55ºC durante 30 

segundos y extensión de la polimerasa durante 2 minutos. Finalmente, tras los 35 

ciclos de amplificación se programa un segmento de extensión a 72ºC durante 2 

minutos. 

Las tablas 2 y 3 muestran las condiciones de la PCR nested, los cebadores 

utilizados y el tamaño del fragmento amplificado para cada una de las rondas. 

 

Tabla 2: Condiciones de la primera ronda de amplificación utilizada para detectar la 
presencia del locus mtLSU  

1ª Ronda de PCR nested Características 

Etapa Ciclos Temperatura Tiempo 

Activación 1 94ºC 5 min 

Desnaturalización 
Alineamiento 
Elongación 

35 92ºC 
55ºC 
72ºC 

30 seg 
30 seg 
2 min 

Elongación final 1 72ºC 5 min 

Cebadores: 
pAZ102-E 
5’-GATGGCTGTTTCCAAGCCCA-3’ 
pAZ102-H: 
5’-TCACTTAATATTAATTGGGGAGC-3’ 
 
Tamaño del amplificado: 356pb 

ºC, grados centígrados; min., minutos; seg., segundos; pb, pares de bases. 
 
 
 
Tabla 3: Condiciones de la segunda ronda de amplificación utilizada para detectar la 
presencia del locus mtLSU  

2ª Ronda de PCR nested Características 

Etapa Ciclos Temperatura Tiempo 

Activación 1 94ºC 5 min 

Desnaturalización 
Alineamiento 
Elongación 

40 92ºC 
55ºC 
72ºC 

30 seg 
30 seg 
2 min 

Elongación final 1 72ºC 5 min 

Cebadores: 
pAZ102-X:  
5’-GTGAAATACAAATCGGACTAGG-3’ 
pAZ102-Y:  
5’-TCACTTAATATTAATTGGGGAGC-3’ 
 
 
Tamaño del amplificado: 260pb 

ºC, grados centígrados; min, minutos; seg, segundos; pb, pares de bases. 
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Los productos de amplificación de ambas PCR, se revelaron mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 1.5% que contenía bromuro de etidio, y las bandas 

se visualizan mediante luz ultravioleta. La identificación de una banda de 256 pares 

de bases indica la presencia de ADN de P. jirovecii en la muestra analizada.  

Para evitar falsos positivos debido a una posible contaminación, en todas las 

etapas de manipulación de las muestras se utilizaron puntas de pipeta con filtro. La 

preparación de la mezcla de reacción, la amplificación por PCR y la detección se 

realizaron en diferentes recintos del laboratorio. Para detectar una posible 

contaminación cruzada, todas las reacciones de PCR llevaban como control negativo 

H2O estéril. (Figura 4) 

 

           M       P1           P2          P3           C+ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4: Detección de la banda de 256 pb correspondiente al locus mt LSU rRNA 
de P. jirovecii en gel de agarosa teñido con Bromuro de Etidio 
M: marcador de peso molecular; P1, P2, P3: muestras de pacientes; C+: control 
positivo 
 

4.3.3. Polimorfismos del gen mt LSU rRNA 

La identificación de los polimorfismos del gen mt LSU rRNA se realizó a 

partir del fragmento previamente amplificado en las muestras positivas. Para obtener 

ADN susceptible de ser secuenciado es necesario primero realizar una purificación de 

los productos de PCR mediante cromatografía de exclusión molecular 
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La purificación de los amplicones; la reacción de secuenciación y posterior de 

la precipitación de la muestra se realizan siguiendo el protocolo que se detalla en el 

Anexo II. 

Por último, en un secuenciador ABIS Prism 310 genetic analyzer (Applied 

Biosystem, Foster City, CA, USA) se realiza la secuenciación mediante electroforesis 

capilar de los fragmentos de ADN de diferentes tamaños sintetizados durante la 

reacción de secuenciación. Según la técnica las elongaciones quedaron interrumpidas 

al incorporar un dideoxinucleótido trifosfato marcado con un fluorocromo que 

permite su identificación selectiva. 

Hasta la fecha en esta región del genoma se han descrito 6 subtipos en función 

de los diferentes polimorfismos identificados en las posiciones 85 y 248 del gen 

(tabla 4). 

Para el análisis de las secuencias obtenidas se utiliza, en nuestro caso, el 

software de Macintosh Sequence Navigator de PE-Applied Biosystem. En las figuras 

5 y 6 se muestran dos ejemplos de los resultados de la secuenciación obtenidos para 

los polimorfismos 85 y 248.  

 

Tabla 4: Genotipos mtLSU de P. jirovecii identificados en nuestro medio 

NUCELÓTIDO GENOTIPO 

Posición 85 Posición 248  
C C 1 
A C 2 
T C 3 
C T 4 
A: Adenina, C: Citosina, T: timina. 
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Figura 5: Secuencia del polimorfismo en posición 85 del gen mt LSU rRNA de P. 
jirovecii  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6: Secuencia del polimorfismo en la posición 248 del gen mt LSU rRNA de 
P. jirovecii  
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3.4. Identificación del gen de la dihidropteroato sintetasa (DHPS) 

Para amplificar el gen de copia única que codifica la síntesis de la enzima 

dihidroteroato sintetasa (DHPS) se utilizó un protocolo de PCR tipo touchdown, que 

se caracteriza por incluir diez ciclos iniciales de amplificación en los que la 

temperatura de unión del cebador al ADN va disminuyendo 1º C por ciclo. Se 

utilizaron los cebadores DHPS-3 y DHPS-4, cuyas secuencias y condiciones de la 

PCR se detallan en la Tabla 5. La mezcla de reacción de la PCR se llevó a un 

volumen final de 26 µl, y estaba compuesta por 4µl de ADN, 2,5 µl de buffer de 

reacción de NH4 10x, 0,25 µl de Taq polimerasa a 5 u/µl, 0,5 µl de una mezcla de 

nucleótidos trifosfato (1µM de cada dNTP suministrados por Roche), 0,5 µl de cada 

cebador a una concentración de 20 µM cada uno, 1 µl de MgCl2 50 mM y 16,75 µl de 

agua. 

 Tras la amplificación y posterior electroforesis en gel de agarosa, la 

visualización de una banda de 370 pb tal y como se muestra en la figura 7, indicaba la 

presencia de ADN de P. jirovecii en la muestra problema. 

Tabla 5: Condiciones de la PCR utilizada para detectar la presencia del locus DHPS. 

PCR touch down Características 

Etapa Ciclos Temperatura Tiempo 

Activación 1 94ºC 5 min 

Desnaturalización 
Alineamiento 
 
Elongación 
Desnaturalización 
-Alineamiento 
-Elongación 

10 
 
 
39 
 

94ºC 
72ºC 
(-1ºC/ciclo) 
72ºC 
94ºC 
62ºC  
72ºC 

 

Elongación final  72ºC 5 min 

Cebadores: 
DHPS-3:  
5’-GCGCCTACACATATTATGGCCATTTTA 
AATC-3’ 
DHPS-4:  
5’-GGAACTTTCAACTTGGCAACC-3’ 
 
 
 
 
Tamaño del amplificado: 370pb 

ºC, grados centígrados; min, minutos; seg, segundos; pb, pares de bases 
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                                                                              ← 370 pb 
 
 
 
 
 
Figura 7: Identificación de la banda de 370 pares de bases (bp) correspondiente al 
gen DHPS de P. jirovecii 

 

4.3.5. Mutaciones en el gen DHPS 

Para la identificación de mutaciones asociadas a resistencia en el gen que 

codifica la DHPS utilizamos la técnica RFLP siglas que provienen del inglés 

(restriction fragment length polimorphism).  

Los productos de la reacción de touchdown se dividieron en tres alícuotas. La 

primera alícuota se utilizó como prueba de la amplificación por PCR del gen de la 

DHPS. Las dos últimas se utilizaron para identificar la presencia de mutaciones frente 

a la cepa silvestre en los codones de 55 y 57, respectivamente.  

Cuando una muestra con cepas silvestres sin mutación en el codón 55 se 

somete a digestión con la enzima Acc I, se detectan dos fragmentos de ADN de 229 y 

141 pb, respectivamente; mientras que si la mutación está presente se detecta una sola 

banda a 370 pb. De la misma forma, con la enzima Hae III se detectan dos fragmentos 

de 221 y 149 pb cuando existe una cepa silvestre sin mutación en el codón 57, y una 

sola banda no cortada de 370 pb si la mutación está presente.  

En cuanto a los genotipos encontrados para el locus DHPS, su nomenclatura 

también se basa en una simple enumeración (tabla 6 y figura 8) y depende de las 
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posibles mutaciones en los codones 55 y 57. De esta forma, se define como genotipo 

1 o genotipo silvestre (55w/57w) aquel que carece de mutaciones en ambos codones. 

Los genotipos 2 (55m/57w) y 3 (55w/57m) son aquellos que poseen una mutación en 

el codón 55 y en el 57, respectivamente. Finalmente, el genotipo 4 o doble mutante 

(55m/57m) presenta mutaciones en ambos codones. 

Tabla 6: Genotipos DHPS de P.jirovecii identificados en nuestro medio 

AMINOÁCIDO GENOTIPO 

Codón 55 Condón 57  
Thr (w) Pro (w) 1 
Ala (m) Pro (w) 2 
Thr (w) Ser (m) 3 
Ala (m) Ser (m) 4 
Thr: treonina, Ala: Alanina, Pro: Prolina, Ser: Serina, w: silvestre, m: mutante 
 
 

 

Figura 8. Imagen de la digestión del producto de amplificación mediante PCR tipo 

touch down con las enzimas de restricción AccI y Hae II. 
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4.4. Estudios inmunológicos 

4.4.1. Detección de anticuerpos mediante Westen Blot 

La determinación de la tasa de exposición a Pneumocystis en el suero de los 

pacientes se midió utilizando un ensayo de inmunotransferencia para detectar la 

presencia de anticuerpos frente al microorganismo. 

El antígeno de Pneumocystis carinii se obtuvo de un modelo animal descrito  

por (Aliouat et. al. 1997), que provenía del pulmón de ratas Wistar en las cuales  la 

neumocistosis se inducía por tratamiento con dexametasona. La purificación del 

microorganismo se realizaba tras paso por Histopaque (Sigma- Aldrich) y posterior 

filtrado. La cuantificación de los quistes de Pneumocystis se realizó mediante tinción 

de Azul de Toluidina. El microorganismo se preservo en aliquotas que contenían 5x 

10 8 quistes/ ml en PBS y conteniendo 10% de DMSO y se congelaron y mantuvieron 

en nitrógeno líquido.  

La electroforesis del antígeno previamente tratado (3 minutos en buffer de 

lisis que contenía una solución al 2% SDS, 0,06 M Tris-HCL, 5% de 2-

mercaptoetanol, 10% de glicerol y 0,001% de azul de bromofenol) se realizó a 200 v 

durante 40 minutos utilizando un gel de acrilamida al 15%. Las proteínas se 

transfieren a la nitrocelulosa a un voltaje de 100 v durante al menos 60 min. Las 

láminas de nitrocelulosa se tamponan 2h con leche desnatada 30% en TTBS.  

El suero de los pacientes se incubó al menos durante 16h a 4ºC en una 

dilución 1:50 de la solución de bloqueo para evitar la unión inespecífica. 

Posteriormente se incuba con el anticuerpo anti-Pneumocystis conjugado con 

fosfatasa alcalina anti-IgG humana, anticuerpos anti-IgA e IgM (Dako). Como control 

positivo se utilizó un anticuerpo anti-Pneumocystis. Todas las inmunotransferencias 

se examinaron de forma independiente por dos observadores.  

La presencia de una banda reactiva de 120 KDa fue interpretado como 

resultado positivo, independientemente de la intensidad en la tinción de la misma. Se 

uso un anticuerpo monoclonal anti-Pneumocistis carinii de ratón como control 

positivo con un peso molecular de 120KD (figura 9). 
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  Figura 9: Western blot de sueros de pacientes,  
C, control negativo;  C+, control positivo;  
P1, P2, P3: muestras de pacientes 

 
 

4.4.2. Cuantificación de citoquinas mediante ELISA 

La preparación de las muestras de esputo para la detección de citoquinas se realizó 

siguiendo la técnica previamente descrita (Barczyk et.al., 2004) tal y como se detalla 

a continuación.   

Se toman 250 µl de esputo y se pasa por jeringa de 22 g para homogeneizarlo. 

Se añaden 250  µl de DTT 0.1% en PBS. La mezcla se incuba a 37ºC durante 15 

minutos. Tras centrifugación a 2500 rpm durante 10 minutos,  el sobrenadante se pasa 

a un eppendorf limpio y se centrífuga nuevamente a 3000 rpm durante 5 minutos. Se 

desecha el pellet y en el sobrenadante que obtenemos se determina la concentración 

de proteínas siguiendo un protocolo comercial que permite evaluar las proteínas 

totales que tiene la muestra mediante la reacción de Bradford, con el fin de 

homogeneizar los resultados obtenidos. Posteriormente la determinación de la 

citoquinas se realiza en el sobrenadante obtenido. 
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En el estudio transversal los niveles de citoquinas en pacientes con EPOC se 

midieron mediante una técnica comercial de inmunoensayo con amplificación 

enzimática en el laboratorio de investigación de nuestro grupo. Los niveles de  IL-6, 

TNF-alfa, IL-8, y MCP-1 se determinaron mediante una reacción entre el enzima 

fijado en los pocillos de la placa y la muestra problema (suero o esputo) que forma un 

producto coloreado que puede medirse mediante espectrofotometría (figura 10).  

 Los límites de detección para IL- 8 , TNF-alfa, e IL- 6 eran  3 pg / ml, 0,06 

pg / ml, y 0,70 pg / ml, respectivamente. El límite de detección para MCP-1 fue de 10 

pmol/mL. 

En el estudio de casos y controles la determinación de los niveles de 

citoquinas en muestras séricas se realizó mediante un ensayo similar al descrito 

anteriormente, cuantificándose también los niveles de de  IL-6, TNF-alfa, IL-8, y 

MCP-1 con una  técnica de ELISA comercial (Endogen, Londres, Gran Bretaña). 

Los ensayos estaban disponibles comercialmente y se realizaron siguiendo las 

instrucciones del fabricante, el protocolo se incluye como Anexo III. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10: Esquema de los fundamentos del ELISA comercial 
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5. Recogida y análisis de datos   

Los datos epidemiológicos, clínico-biológicos y microbiológicos se 

recogieron en un formato estandarizado (Anexo IV, CRF Muestras Eurocarinii). Estos 

datos fueron traspasados a soporte magnético mediante procedimientos operativos 

que contemplaron: doble introducción de información, contraste automático de datos, 

detección de valores atípicos y rutinas de depuración lógica para detección de 

inconsistencias.  

Toda la información se introdujo en una base de datos construida 

expresamente para este proyecto, garantizando mediante la encriptación bajo código 

el cumplimiento de la normativa vigente sobre protección de datos de carácter 

personal (Ley Orgánica 15/1999). 

Se realizó una estadística descriptiva de las variables del estudio. Para las 

variables cualitativas se utilizaron frecuencias absolutas y relativas. Las variables 

cuantitativas se expresaron como media, desviación estándar (Md±DE).  

Para evaluar la relación entre la colonización y el resto de parámetros de 

estudio,  se usó el test de la Chi-cuadrado y en los casos en que fue necesario, se 

empleó la prueba T de Student para muestras independientes o la prueba U de Mann-

Whitney para las variables cuantitativas, según siguieran o no una distribución 

normal, respectivamente. 

El nivel de significación estadística se estableció para un valor de p < 0,05. El 

análisis estadístico se realizó con el paquete IBM SPSS Statistics 19.0. 

 

6. Aspectos éticos 

En el presente estudio se aplicaron los principios éticos recogidos en la última 

revisión de la Declaración de Helsinki, así como los recogidos en el Convenio del 

Consejo de Europa relativo a los Derechos Humanos y la Biomedicina y en la 

Declaración Universal de la UNESCO sobre el genoma humano y los derechos 

humanos. Se cumplieron todos los requisitos establecidos en la legislación española 

en el ámbito de la investigación biomédica, la protección de datos de carácter 
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personal y la bioética. El presente estudio contó con la aprobación oficial del Comité 

de Ética de la Investigación del Hospital Universitario Virgen del Rocío de Sevilla. 

La participación en el proyecto fue voluntaria y la solicitud de participación 

fue realizada como una propuesta de investigación en salud, independiente del 

proceso asistencial convencional del sistema sanitario.  

A cada participante se le informó por escrito de la naturaleza de la 

investigación y del uso de la información obtenida, así como de su derecho al acceso, 

modificación o eliminación de los registros en cualquier momento. Se garantizó la 

confidencialidad de sus datos, así como la utilización de los mismos para los fines 

especificados del estudio. Además de la información verbal a los participantes, se 

solicitó un consentimiento informado por escrito (Anexo V).  

Toda la información clínico-epidemiológica así como las muestras biológicas 

obtenidas fueron codificadas y separadas de los datos personales de los sujetos, 

encriptados y custodiados por el investigador principal de este proyecto.   
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1. Estudio transversal    

Se incluyeron un total de 58 pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva 

crónica, en situación clínica estable. Entre los pacientes incluidos en el estudio 48 

eran hombres y 10 mujeres, con una edad media de 72,2 ± 9,3 años. El 36% de los 

sujetos eran fumadores activos en el momento de inclusión. Respecto a la situación 

funcional respiratoria, el volumen espiratorio forzado en el primer segundo (VEF1) 

medio fue del 44,95%. El recuento de linfocitos totales y leucocitos totales  (media ± 

DE) fue de 16770,5 ± 816.3 y 10598 ± 4739.8 células/mm3, respectivamente en los 

pacientes con EPOC. 

1.1. Prevalencia de colonización y tasa de exposición a Pneumocystis   

De acuerdo con los criterios diagnósticos considerados 32 de los 58 pacientes 

con EPOC incluidos en el estudio estaban colonizados por Pneumocystis, lo que 

representa una prevalencia de colonización del 55,1% (figura 11). 

Por otra parte, en el Western blot se detectó la presencia de anticuerpos 

séricos específicos frente a Pneumocystis en 47 de los 58 pacientes, lo que indica una 

tasa global de exposición del 81% (figuras 11 y 12). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11: Prevalencia de colonización y tasa de exposición a Pneumocystis en 58 
pacientes con EPOC (estudio transversal). Los datos se expresan en porcentajes.  
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Figura 12: Determinación de anticuerpos frente a Pneumocystis mediante Western 
blot del suero de los pacientes: la presencia de una banda inmunorreactiva en la 
posición 120 Kd fue interpretada como un resultado positivo. *Anticuerpo 
monoclonal de ratón frente a Pneumocystis (clona 3F6 de Dako Cytomation). 

 

1.2. Características de los pacientes y su relación con la colonización 

De acuerdo con los criterios del estudio, ninguno de los pacientes con EPOC 

evaluados presentaba en el momento de su inclusión alguna situación clínica tal como 

reagudización de su patología que pudiera contribuir a la activación de la respuesta 

inmune. En todos los casos se descartó la presencia de infección por otros patógenos 

mediante un cultivo de esputo realizado de manera rutinaria por el Servicio de 

Microbiología del Hospital Universitario Virgen del Rocío.  

Las características demográficas y biológicas más relevantes de los pacientes 

incluidos en relación con la presencia o no de colonización, así como el volumen 

espiratorio forzado en el primer segundo, que define la severidad de la obstrucción en 

la enfermedad pulmonar obstructiva crónica, se muestran en la tabla 7. 

60 kD 

42 kD 

30 kD 

Anticuerpos monoclonales 

                          **                                          **  
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No se encontraron diferencias en los pacientes analizados en cuanto a edad, 

sexo, hábito tabáquico y parámetros funcionales respiratorios cuando comparamos 

aquellos pacientes colonizados con los no colonizados por P. jirovecii. 

Tampoco se objetivaron diferencias en los dos grupos de pacientes estudiados 

en el recuento de linfocitos totales y leucocitos. 

 

Tabla 7: Variables demográficas, clínicas y biológicas según colonización por P. 
jirovecii 
 
Variable Sujetos 

colonizados (n=32) 
Sujetos no 

colonizados 
(n=26) 

p 

Edad (edad media ± DE) 74 ± 8,6 70,1 ± 9,8 0.14a 

Sexo (% hombres) 91 75 0.13b 

Fumador activo (%) 39 33 0.72b 

% medio de VEF1 (media ± DE) 42,2 ± 15,3 47,7 ± 23,1 0.52a 

Linfocitos totales (cél/µl) (media±DE) 1555,6 ± 901,1 1798,5 ± 731,5 0.36a 

Leucocitos (cél/µl) (media±DE) 11242 ± 4135,3 9954.5 ± 5344,4 0.4a 

DE, desviación estándar; a Test de T- Student; b Chi cuadrado. 
 

 

Los pacientes con mayor grado de obstrucción espirométrica mostraron una 

prevalencia más elevada de colonización por Pneumocystis (44,4% en el estadio 1 de 

la GOLD, 46,1% en el estadio 2, 58,3% en el estadio 3 y 66,6% en el estadio 4), 

aunque las diferencias no alcanzaron significación estadística  (p= 0.666, prueba de 

chi-cuadrado) (tabla 8).   
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Tabla 8: Prevalencia de colonización según el estadio de obstrucción espirométrico 
GOLD de la EPOC 

Estadio de la EPOC (VEF1 %) Total de pacientes, n Pacientes colonizados, 
n (%) 

  1 (80-100) 9 4 (44,4%) 

  2 (50-80) 13 6 (46,1%) 

  3 (30-50) 24 14 (58,3%) 

  4 (0-30) 12 8 (66,6%) 

 

 

1.3 Caracterización molecular de Pneumocystis jirovecii 

1.3.1. Genotipos en la región mitocondrial mtLSUrRNA  

En nuestro estudio, el gen mitocondrial pudo ser secuenciado en 26 de los 32 

pacientes colonizados, identificándose 4 de los 6 genotipos descritos para este gen.  

Así, se identificó  el genotipo 1  (85 C / 248 C) en el 26.6% de los sujetos 

colonizados, el  genotipo 2 (85 A / 248 C) en el 10% y el genotipo 3 (85 T / 248 C)  

en el 56.6%. Por último, en un 6.6% de los sujetos portadores de P. jirovecii se 

detectó coinfección por mezcla de varios genotipos (85C/248C y 85C/ 248T, 

85C/248C y 85A/ 248T), identificándose en uno de estos sujetos el genotipo 4 (tabla 

9 y figura 13). 

1.3.2. Genotipos en el gen de la DHPS 

 El estudio del gen que codifica la DHPS (dihidropteroato sintetasa), diana de 

acción del cotrimoxazol, ha permitido identificar mutaciones puntuales tales como 

55Thr-Ala y 57Pro—Ser que están asociadas con el fracaso de la profilaxis con 

cotrimoxazol o dapsona 
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En el presente estudio el gen DHPS se identificó en 13 de los 32 sujetos 

colonizados por P. jirovecii, debido a que es un gen de copia única. Se identificaron 

tres de los cuatro genotipos descritos para este gen. Como se muestra en la tabla 9, 

diez (76.9%) de los sujetos presentaban genotipos silvestres y en tres (23.1%) de los  

casos se identificaron cepas de Pneumocystis asociadas a resistencia a sulfamidas. En 

concreto, uno de los pacientes presentaba una mutación en el codón 55 (Thr-Ala), 

otro una mutación en el codón 57 (Pro-Ser) y en el tercero se aisló un  genotipo 

silvestre y mutación en el codón 57 (Pro-Ser) (tabla 9 y figura 13). Ninguno de los 

tres sujetos con variantes mutantes de la DHPS había recibido tratatamento previo 

con sulfamidas. 

 
Tabla 9: Genotipos de Pneumocystis identificados en los pacientes con EPOC 
colonizados 

mt LSUr RNA DHPS 

Genotipo Nucleótido N (%) Genotipo Nucleótido n (%) 
1 85 C / 248 C 8 (26.6) 1 165(55)/A(Thr) 

171(57)/C(Pro) 
10 (76.9) 

2 85 A / 248 C 3 (10) 2 165(55)/G(Ala) 
171(57)/C(Pro) 

1 (7.7) 

3 85 T / 248 C 13(56.6) 3 165(55)/A(Thr) 
171(57)/T(Ser) 

1 (7.7) 

Mezcla 85C/248C y 85C/ 248T 
85C/248C y 85A/ 248T 

2 (6.6) Mezcla  1 (7.7) 

     Thr: treonina, Ala: Alanina, Pro: Prolina, Ser: Serina. 
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EPOC colonizados  



 91 

 

1.4. Estudio de la respuesta inflamatoria 

1.4.1. Respuesta inflamatoria local 

Las muestras de esputo de 18 de los 58 sujetos analizados mostraron un 

recuento de células escamosas epiteliales mayor del 15% y fueron consideradas 

inadecuadas para el estudio de la respuesta inflamatoria local. Por tanto, estas 

determinaciones se realizaron en las restantes 40 muestras de los sujetos en estudio. 

Como se muestra en la tabla 10 y en la figura 14, los niveles de TNF- α e IL-6 

en esputo fueron similares en sujetos colonizados y no colonizados; observándose en 

los sujetos colonizados por P. jirovecii mayores niveles de IL-8 y MCP-1 con 

diferencias respecto a los no colonizados próximas a alcanzar la significación 

estadística. 

 

 

Tabla 10: Niveles de citoquinas (media ± desviación estándar) en esputo en los 
pacientes con EPOC (estudio transversal) 

Niveles de 
citoquinas 
(pg/ml) 

Sujetos colonizados 
(n=18) 

Sujetos no colonizados 
(n=22) 

p 
(t-Student) 

IL-8 22,4 + 15,9 4,1 + 1,4 0,06 

TNF-α 1,75 +  0,5 3,2 + 1,5 0,199 

IL-6 1,3 +  0,5 1,1 +  1,2 0,82 

MCP-1 11,1 + 10,3 8,4 +  3,2 0,084 
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Figura 14: Niveles medios de citoquinas en esputo (pg/ml) en los pacientes con 
EPOC (estudio transversal) 
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1.4.2. Respuesta inflamatoria sistémica 

La respuesta inflamatoria sistémica se evaluó en muestras de suero de los 58 

sujetos incluidos en  el estudio transversal. Las determinaciones se realizaron de 

manera individual y por duplicado en cada uno de ellos. 

Los pacientes colonizados mostraron niveles séricos significativamente 

elevados de  IL-8, TNF-α, IL-6 y del factor atrayente de macrófagos MCP-1 respecto 

a los pacientes  no colonizados como puede observarse en la tabla 11 y en la figura 

15. 

 

Tabla 11: Niveles séricos de citoquinas (media ± desviación estándar) en los 
pacientes con EPOC (estudio transversal) 

Citoquinas 
(valores en 
pg/ml) 

Sujetos  
Colonizados 

 (n=32) 

Sujetos no 
colonizados 

(n=26) 

p 
(t-Student) 

IL-8  21,26 ± 9,25 13,89 ± 13,87 0,028 

TNF-α   8,15 ± 10,6 3,57 ± 2,03 0,047 

IL-6  16,95 ± 25,06 5,34 ± 5,45 0,038 

MCP-1  1012,7 ± 286 629,7 ± 120 0,003 
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Figura 15: Niveles medios de citoquinas en suero ( expresados en pg/ml) en los 
pacientes con EPOC (estudio transversal). 
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2. Estudio de casos y controles 

2.1 Características de los pacientes 

En el estudio de casos y controles se incluyeron un total de 126 pacientes con 

EPOC, de ellos 42 eran sujetos colonizados por P jirovecii (casos) y 84 eran sujetos 

no colonizados (controles). Estos pacientes se parearon de forma que cada sujeto 

colonizado incluido en el estudio tenía como control dos pacientes con EPOC con el 

mismo rango de edad, sexo, hábito tabáquico, situación inmunológica y gravedad de 

la obstrucción espirométrica según la clasificación de la GOLD. 

En la siguiente tabla se especifican los pacientes incluidos en función de los 

diferentes estadios de gravedad de la EPOC.  

 

Tabla 12: Número de pacientes incluidos en el estudio de casos y controles, 
analizados según la gravedad de la obstrucción espirométrica (clasificación de la 
GOLD) 

Estadio EPOC de la 
GOLD (VEF 1 %) 

Sujetos 
colonizados 

(n) 

Sujetos no 
colonizados      

(n) 

Total de 
pacientes          

(n) 

1 (80-100) 3 6 9 

2 (50-80) 13 26 39 

3 (30-50) 16 32 48 

4 (0-30) 10 20 30 

VEF 1%: flujo espiratorio forzado en el primer segundo 
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2.2. Respuesta inflamatoria sistémica 

Con objeto de confirmar si las alteraciones en la respuesta inflamatoria 

sistémica observadas en el estudio transversal en los pacientes colonizados estaban en 

relación con la presencia de Pneumocystis y no con la propia evolución de la 

enfermedad, en este estudio de casos y controles se evaluó la respuesta inflamatoria 

sistémica existente en presencia o no de la colonización por el patógeno en sujetos 

con EPOC que presentaban una misma situación clínica. 

Como se muestra en la tabla 13 y en la figura 16 los pacientes colonizados 

mostraron niveles séricos significativamente más elevados de IL-8, IL-6 y MCP-1 

que los controles no colonizados. La concentración media de TNF-α en suero también 

fue más alta entre sujetos colonizados con valores cercanos a la significación 

estadística   (p=0,069). 

Tabla 13: Niveles de citoquinas en suero (media ± desviación estándar) en los 
pacientes con EPOC (estudio de casos y controles) 

Citoquinas 
(pg/ml) 

Pacientes colonizados 
(n=42) 

Pacientes no colonizados 
(n=84) 

p 
(t-Student) 

IL-8 21,9 ± 16,9 5,3 ± 10 0,003 

TNF-α 25,3 ± 17,1 19,0 ± 12,2 0,069 

IL-6 9,8 ± 5,4 2,5 ± 6,2 0,016 

MCP-1 802,5  ± 407 505,1 ± 295 0,01 
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Figura 16: Niveles medios de  citoquinas en suero (pg/ml) en los pacientes con 
EPOC (estudio de casos y controles) 
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Los resultados de este estudio permiten confirmar la alta prevalencia de 

colonización por Pneumocystis jirovecii en pacientes con EPOC, concordante con la 

hipótesis de que estos pacientes pueden actuar como reservorio y fuente de infección. 

Asimismo, el presente estudio pone en evidencia la alta tasa de exposición al 

patógeno mediante la detección de anticuerpos frente a Pneumocystis en pacientes 

colonizados con EPOC, siendo sensiblemente superior a la comunicada en otras 

cohortes de base comunitaria y nosocomial (Medrano et. al., 2003; Ludgren et. al., 

1992). 

Por otra parte, aporta información en cuanto a la colonización por 

Pneumocytis jirovecii y la gravedad de la obstrucción al flujo aéreo, observándose 

una elevada prevalencia de colonización por P. jirovecii en todos los estadios de la 

EPOC, con un incremento continuo aunque no significativo en la tasa de colonización 

según empeora la enfermedad.  

El análisis molecular de los loci mtLSUrRNA y DHPS ha permitido conocer 

la distribución de genotipos del patógeno en pacientes con EPOC, que muestra un 

patrón similar al comunicado previamente en nuestra área en pacientes con 

enfermedades respiratorias crónicas (Montes-Cano et. al., 2004). Por otro lado, en el 

presente estudio se detecta una baja presencia de mutaciones asociadas a resistencia a 

cotrimoxazol, en probable relación con el menor uso de estos fármacos para el 

tratamiento de infecciones en enfermos con patologías respiratorias crónicas. 

Finalmente, el presente trabajo representa el primer estudio en el que se evalúa 

simultáneamente la respuesta inflamatoria local y sistémica en pacientes con 

enfermedad pulmonar obstructiva crónica colonizados por P. jirovecii y sus 

resultados sugieren que el patógeno podría tener un importante papel en la patogenia 

de la EPOC. 

 

1. Limitaciones 

Una de las posibles limitaciones de nuestro estudio podría estar en relación 

con la sensibilidad y especificidad de las técnicas diagnósticas empleadas para la 

detección de la colonización por Pneumocystis. 
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Las técnicas moleculares como la PCR, utilizadas en este estudio y en la 

mayoría de los estudios recientes sobre P. jirovecii, han demostrado ser más sensibles 

y específicas que los métodos de tinción (Durand-Joly et. al., 2005; Arcenas et. al., 

2006). En concreto, la PCR nested empleada en este trabajo y que utiliza el gen 

mtLSU-rRNA como diana, es una técnica validada que ha demostrado en estudios 

comparativos tener la mayor sensibilidad para la detección de P. jirovecii  (Robberts 

et. al., 2007). Dicha técnica, permite en la actualidad la detección de ADN de P. 

jirovecii procedente de muestras respiratorias obtenidas con métodos no invasivos y 

en muestras con baja carga de patógenos (Calderón et. al., 2009). Este hecho es 

importante a la hora de estudiar el fenómeno de la colonización por Pneumocystis en 

individuos no inmunocomprometidos, donde las muestras tienen una baja carga de 

microorganismos, como es el caso de nuestro estudio.  

El principal inconveniente al usar este tipo de técnicas es la aparición de falsos 

positivos, fundamentalmente por problemas de contaminación. Sin embargo, en el 

presente estudio para evitar el riesgo de contaminación, durante el procesamiento de 

las muestras se tomaron medidas encaminadas a eliminar la posible presencia de 

ADN exógeno como pueden ser los amplicones de determinaciones anteriores. Para 

ello, la extracción de ADN y las fases de pre- y post-amplificación se realizaron en 

zonas de trabajo separadas espacialmente. Las superficies de trabajo se limpiaron 

antes y después de trabajar en ellas con soluciones específicas que destruyen el ADN. 

Asimismo, se usaron puntas con filtros y controles negativos (agua estéril) y positivos 

(muestras de pacientes con PcP diluidas 1:10) en todos los ensayos. Finalmente, la 

detección del ADN se realizó en dos loci diferentes, estrategia que también minimiza 

la posibilidad de aparición de falsos positivos.  

Nuestro estudio en pacientes con EPOC muestra que el ADN de P. jirovecii 

puede ser detectado mediante técnicas sensibles de amplificación de ADN utilizando 

muestras biológicas obtenidas de forma no invasiva del tracto respiratorio, como el 

esputo de estos pacientes que, clínicamente, se caracterizan por ser expectoradores  

crónicos. Este hecho ya había sido documentado en trabajos previos publicados en los 

que se han empleado con éxito métodos basados en la PCR para estudiar el fenómeno 

de la colonización en muestras de lavados orofaríngeos, esputo y exudados 

nasofaríngeos. (Helweg-Larsen et. al., 1997; Flori et. al., 2004; Calderón et. Al, 2004; 

Medrano et. al., 2005; Durand-Joly et. al., 2005). 
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Por otra parte, podría plantearse si la detección de ADN del patógeno en 

muestras procedentes de las vías aéreas superiores es siempre indicativa de infección 

activa o colonización en el tejido pulmonar. En este sentido, actualmente, está 

aceptado que la detección de ADN en esputo en pacientes con signos clínicos y 

radiográficos de neumonía es suficiente para establecer el diagnóstico de PcP 

(Calderón et. al., 2011). Además, en modelos animales el uso de estas técnicas en 

muestras de secreciones respiratorias altas es un buen indicador de la presencia del 

microorganismo en los pulmones. (Oz & Hughes, 1999). En este sentido, hay 

modelos  experimentales que muestran que los microorganismos de animales 

colonizados pueden replicarse en los alvéolos pulmonares de ratones inmunocom-

petentes, conservando su capacidad infectiva (Chabé et. al., 2004). 

Otra posible limitación del estudio podría ser el uso en las técnicas serológicas 

de un extracto antigénico de P. carinii obtenido de ratas, ante la imposibilidad de 

utilizar antígeno de P. jirovecii humano por la ausencia de métodos de cultivo in vitro 

eficientes para obtener el microorganismo. En cualquier caso, esta limitación sería 

parcial, ya que en estudios previos se ha demostrado la especificidad de la técnica 

para valorar la respuesta inmune humoral en humanos al compartir ambos 

microorganismos un número significativo de antígenos (Gigliotti et. al., 1992). 

Las técnicas de ELISA empleadas para la detección de interleuquinas 

inflamatorias se han realizado mediante pruebas comerciales estandarizadas,  siendo 

los límites de detección los especificados por los fabricantes como se muestra en el 

apartado de material y métodos y en el anexo V. Además, la reproductibilidad de la 

técnica se confirmó por medidas repetidas de la misma muestra en días sucesivos,  

con repetición de los ensayos cuando los resultados de ambos ensayos no fueron 

coincidentes.  

Por último, cabría plantearse si el tamaño y la distribución de los sujetos de 

estudio en la muestra evaluada puede limitar el alcance y la generalización de los 

resultados, sobre todo en lo que respecta a la estimación de la prevalencia de 

infección y exposición y su presencia en los diferentes estadios de la EPOC. En este 

sentido el tamaño muestral, difícil de determinar a priori,  podría estar condicionando  

que, diferencias reales en las variables analizadas no adquirieran significación 

estadística. Sin embargo, podríamos considerar que el tamaño de la muestra analizada 
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es suficiente para obtener conclusiones en un estudio exploratorio como el 

desarrollado en presente trabajo.  

Otro problema a considerar es que los pacientes con EPOC presentan 

habitualmente alteraciones inflamatorias que podrían dificultar la interpretación de 

los hallazgos, haciendo difícil conocer el papel real de la infección por Pneumocystis 

en este contexto. Para obviar en la medida de lo posible este hecho hemos diseñado 

un estudio comparativo entre sujetos con y sin dicha infección, en el que se analizan 

las posible alteraciones inducidas por Pneumocystis desde las perspectivas diversas 

(fenómenos locales y sistémicos) y se utilizan, además, dos aproximaciones 

metodológicas diferentes (corte transversal y estudio de casos y controles). 

 

2. Prevalencia de colonización y exposición a Pneumocystis  

La aplicación en las últimas décadas de técnicas diagnósticas moleculares 

basadas en el uso de PCR para la detección de ADN de Pneumocystis en muestras 

clínicas de sujetos con baja carga de patógenos ha posibilitado el estudio de la 

colonización por P. jirovecii en pacientes no inmunodeprimidos, y con distintas 

patologías respiratorias principalmente pacientes con EPOC. 

Los resultados de nuestro estudio confirman la existencia de una elevada 

prevalencia (55,1%)  de colonización por Pneumocystis jirovecii en pacientes 

inmunocompetentes con EPOC  y son concordantes con los hallazgos obtenidos en  

distintos estudios epidemiológicos realizados en población Europea y Norteamericana 

(tabla14).  
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Tabla 14: Sumario de estudios sobre prevalencia de colonización por P. jirovecii en 

pacientes con EPOC 

Autor, año 
 
Tipo de población  
   (n) 

Técnica/muestra % colonización 

Calderón,1996 Síndrome bronquial crónico  
(50) IHC/IF, esputo 10.0% 

Sing, 1999 EPOC (50) Nested PCR/BAL 37.5% 

Probst, 2000 EPOC (37) Nested PCR/BAL 40.5% 

Helweg Larsen, 
2002 

Sospecha de neumonía 
bacteriana  y EPOC (23) 

Touch-down PCR /BAL, 
esputo, AB 43.5% 

Maskell, 2003 EPOC sometidos a 
broncoscopia (23) Nested PCR/BAL 17.4% 

Calderón, 2004 EPOC (37) Nested PCR/esputo 40.5% 

Morris, 2004 Fumadores sometidos a 
cirugía pulmonar (68) 

Nested PCR/ tejido 
pulmonar 

36.7% (GOLD IV) 
5.3% (GOLD 0-III) 

Rivero, 2015  EPOC (58) Nested PCR/esputo 55.1% 

Abreviaturas: BAL, lavador broncoalveolar; IF, inmunofluorescencia; IHC, 
inmunohistoquímica; PCR, reacción en cadena de la polimerasa; AB, aspirado 
bronquial 
 

La proporción de sujetos con EPOC colonizados en la mayoría de los estudios 

es elevada, aunque las tasas de prevalencia son muy variables según las técnicas 

diagnósticas utilizadas y el área geográfica evaluada. Respecto al primer aspecto, la 

prevalencia de colonización que encontramos en nuestro estudio es mucho más 

elevada que la observada inicialmente en nuestra área, en un estudio en el que 

utilizando técnicas convencionales de microscopía con inmunofluorescencia se 

demostró la existencia del patógeno en el 10% de las muestras de pacientes con 

bronquitis crónica (Calderón et. al., 1996).  

De hecho, la tasa de colonización encontrada por los mismos autores en un 

trabajo posterior en el que se evaluaron mediante PCR muestras de 37 pacientes con 

bronquitis crónica de nuestro entorno fue del 40.5% (Calderón et. al. 2004), cifra solo 

ligeramente inferior a la detectada en el presente estudio lo que podría estar en  

relación con la menor gravedad de la EPOC de los pacientes (VEF1% medio del 60% 

en el estudio inicial frente al 45% en los sujetos del presente análisis). 
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En Europa dos estudios realizados a finales del siglo pasado en Alemania en el 

que se que se evalúan por PCR muestras de lavado bronco-alveolar en pacientes con 

EPOC encuentran cifras de prevalencia en torno al 40% (Sing et. al. 1999; Probst et. 

al. 2000). En otro estudio realizado en Dinamarca en el que se analizan muestras 

respiratorias diversas de pacientes sin infección por el VIH que ingresan por 

neumonías bacterianas también se encuentra una prevalencia de colonización del 

43.5% en el subgrupo de pacientes con EPOC evaluados (Helweg-Larsen et. al., 

2002).  

En Estados Unidos en un estudio posterior, Morris y cols. examinan la 

prevalencia de colonización en pacientes sometidos a trasplante pulmonar por EPOC 

grave (Morris et. al., 2004). Analizando mediante  PCR en el tejido pulmonar nativo 

obtenido tras el trasplante encuentran que un 37% de los pacientes con EPOC muy 

grave estaban colonizados por Pneumocystis frente a sólo un 9% de los pacientes con 

EPOC en estadios 0 al 3 de la clasificación de la GOLD. En el análisis multivariante 

el diagnóstico de EPOC fue el único predictor de colonización (odds ratio (OR)=7,3, 

intervalo de confianza (IC) 95% [2.4-22.4], p<0.001). Otras características clínicas 

tales como la edad, el uso de esteroides o cotrimoxazol no estaban relacionadas con el 

riesgo de colonización. Sin embargo, este estudio tiene algunas limitaciones en lo que 

respecta al análisis de la prevalencia de colonización por estadios de la EPOC, ya que 

mientras la presencia del patógeno en pacientes con EPOC muy grave (trasplantados) 

se evaluó en muestras de pulmón obtenido del receptor, en los sujetos en estadios 0 a 

3 se realizó en muestras de biopsias donde la carga Pneumocystis podría ser menor.   

No todos los estudios han encontrado la misma asociación entre colonización 

y EPOC, de este modo Maskell y cols. hallaron que la colonización por el patógeno 

estaba relacionada con el uso de esteroides y no con la enfermedad, aunque este 

estudio se realizó en pacientes con un grado leve de obstrucción de la vía aérea, en los 

cuales parece menos probable la colonización (Maskell et. al., 2003). 

Por otra parte, la asociación entre colonización por Pneumocystis y 

enfermedades respiratorias no solo se circunscribe al ámbito de la EPOC, sino que ha 

sido descrita en otros procesos pulmonares. En este sentido, Probst y colaboradores 

analizaron 141 pacientes con bronquitis crónica, fibrosis quística y cáncer de pulmón, 

encontrando que globalmente más del 21% de los pacientes estaban colonizados 
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(Probst et. al., 2000). Este resultado concuerda con los datos aportados por un estudio 

similar realizado en población española, donde se observa una prevalencia de 

colonización del 27% (Montes-Cano et. al., 2004). La prevalencia en otros estudios 

publicados donde se incluyen pacientes con enfermedades pulmonares agudas o 

crónicas varía desde el 2,6% al 35% (Sing et. al., 1999; Visconti et. al., 2000; Matos 

et. al., 2003b), aunque invariablemente son los sujetos con EPOC los que muestran 

una mayor frecuencia de colonización. Así, por ejemplo, en pacientes con fibrosis 

quística los estudios realizados en diferentes países europeos basados en técnicas 

moleculares han mostrado prevalencias entre el 7,4% y el 20,6% (Sing et. al., 2001; 

Respaldiza et. al., 2005; Hernández-Hernández et. al, 2012). 

En cuanto a las diferencias geográficas, en el estudio más amplio realizado 

hasta la fecha en pacientes con EPOC (proyecto Eurocarinii) en el que se incluyeron 

un total de 560 pacientes con EPOC no seleccionados y 543 controles de siete países 

europeos, se objetivó una elevada prevalencia de colonización con cifras que 

oscilaban entre el 7 y 41% según los diferentes centros, lo que permitió identificar 

áreas de alto y bajo riesgo para esta infección (Calderón et. al., 2006).  

Se ha especulado que estas variaciones geográficas podrían estar en relación 

con factores climáticos, hipótesis que esta apoyada por varias observaciones 

epidemiológicas. En primer lugar, por la existencia también de importantes 

variaciones geográficas en la incidencia de PcP en Europa, con un gradiente norte-sur 

en el cual los países de clima más frío (Dinamarca, Irlanda, Finlandia, norte de 

Alemania, Países Bajos, Suecia y Reino Unido) tienen una incidencia de PcP como 

primer evento definitorio de SIDA del 49,8%, mientras que en los del Sur (Grecia, 

Israel, Italia, España y Portugal) las tasas de incidencia son considerablemente 

menores, en torno al 25%. (Blaxhult et. al., 2000). Por otra parte, en estudio 

descriptivo amplio sobre la epidemiología de la PcP en el sur de España se observó la 

existencia de un patrón estacional con un número significativamente mayor de casos 

en invierno, siendo la temperatura mínima media el principal factor meteorológico 

relacionado con la infección por este patógeno  (Varela et. al., 2004). 

Respecto a la tasa de exposición al patógeno, la información disponible es 

escasa y solo existe un estudio previo en el que se haya evaluado específicamente este 

problema en pacientes con EPOC, en el que se observa una correlación inversa entre 
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la presencia de anticuerpos específicos frente al patógeno y la gravedad de la EPOC 

(Morris et. al., 2008a). Por otra parte, en un modelo experimental en primates con 

infección por SIV se ha demostrado que existe una correlación inversa entre la 

presencia de una respuesta humoral específica frente al patógeno y el desarrollo de 

EPOC (Kling et. al., 2010).  

La prevalencia de anticuerpos frente a Pneumocystis observados en nuestro 

estudio se encuentra dentro del rango del 50-80% observado en otros estudios de 

seroprevalencia  realizados en diferentes cohortes de pacientes con infección por el 

VIH y en población general, en distintas áreas geográficas de Europa (Ludgren et. al., 

1993; Medrano et. al., 2003), Norteamérica (Pegrob et. al., 1990) y Africa (Nkinin et. 

al., 2009).  

En cualquier caso  las técnicas serológicas empleadas en los diferentes 

estudios publicados son muy heterogéneas, y por tanto podrían explicar las 

diferencias de prevalencia halladas. Además, es  probable que el grado de exposición 

sea distinto entre las diferentes zonas geográficas, reflejo de las diferencias 

encontradas en la prevalencia de infección entre las mismas. De este modo, los 

resultados comunicados en cuanto a tasas de exposición a Pneumocystis son 

heterogéneos en distintos estudios a pesar de la aplicación  de la misma técnica 

(Respaldiza et. al., 2004, Daly et. al., 2009). 

El porcentaje de anticuerpos hallado en nuestro estudio (81%) es 

sensiblemente superior a la tasa de exposición en población general, comunicada en 

un estudio previo de base comunitaria realizado previamente en nuestro área que 

utilizando la misma técnica  fue del 58.2% (Medrano et. al., 2003) y a la observada en 

otro estudio de base hospitalaria en el Norte de Europa (Ludgren et. al., 1992).  

En definitiva el presente estudio confirma la existencia de una elevada 

prevalencia de colonización y exposición a Pneumocystis en pacientes con EPOC en 

nuestra área.  

Estos hallazgos podrían tener importantes implicaciones para la salud pública 

por varias razones: a) La colonización por P. jirovecii podría estar implicada en la 

progresión de la EPOC a través de una respuesta inflamatoria crónica inducida por el 

patógeno y b) Los pacientes con EPOC que son expectoradotes habituales podrían 
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constituirse como reservorio de Pneumocystis y fuente de la infección para enfermos 

inmunocomprometidos susceptibles de padecer una neumonía por este patógeno. 

 Este hecho podría ser de particular importancia en hospitales donde es común 

la presencia de ambos sujetos, pacientes con EPOC y pacientes imnunodeprimidos 

hospitalizados en las mismas áreas. 

De todos modos nuevos estudios serían necesarios para determinar el 

significado clínico y la relevancia epidemiológica de estos hallazgos.  

 

3. Colonización por Pneumocystis y gravedad de la EPOC  

Una de las piezas claves que ponen en evidencia la relación entre la 

colonización por Pneumocystis y la progresión de la EPOC es la correlación 

observada entre la colonización y la gravedad de la enfermedad (Morris et. al., 2004). 

Así, en un estudio en pacientes con EPOC no infectados por el VIH, se ha 

demostrado que la presencia de este microorganismo es un factor de riesgo para un 

mayor grado de obstrucción espirométrica de la EPOC, independientemente del uso 

de corticoides o el hábito tabáquico. (Morris et. al., 2004). En este estudio Morris y 

cols. analizaron la tasa de colonización por Pneumocystis en muestras pulmonares de 

pacientes fumadores con distintos grados de obstrucción al flujo aéreo según los 

estadios de la GOLD. Los sujetos colonizados tenían un valor significativamente 

menor del volumen espiratorio forzado en el primer segundo (VEF1), y la 

colonización era más común en los estadios avanzados de la EPOC. De esta forma, 

hasta un tercio de los pacientes (36.7%) con EPOC muy grave (estadio 4 de la 

GOLD) estaban colonizados, comparados con un 5.3% de tasa de colonización en los 

pacientes de los grupos de menor gravedad (estadios 0 a 3 de la GOLD).  

Por otra parte, también se ha demostrado que la neumonía por Pneumocystis 

jirovecii produce un empeoramiento sostenido de la función pulmonar. En un estudio 

realizado en individuos con  infección por el VIH, se observó que los que tenían 

antecedentes de PcP mostraban una obstrucción al flujo aéreo más intensa que los 

pacientes que no habían presentado neumonía por el microorganismo (Crothers et. al., 

2006). Morris  y cols. estudiaron una cohorte de 1149 pacientes con infección VIH 



 110 

seguidos durante una media de 3,7 años y objetivaron una  pérdida anual media de 

CVF de 71,4 ml y de VEF1 de 39,4 ml tras un episodio de neumonía por P. jirovecii 

(Morris et. al., 2000). 

En nuestro estudio existió una elevada prevalencia de colonización por P. 

jirovecii en todos los estadios de la EPOC y se observó que los pacientes con mayor 

grado de obstrucción espirométrica tenían a su vez una mayor prevalencia, con un 

incremento continuo en la tasa de colonización conforme empeoraba la enfermedad 

(44,4% en el estadio 1 de la GOLD, 46,1% en el estadio 2, 58,3% en el estadio 3 y 

66,6% en el estadio 4), aunque las diferencias no alcanzaron significación estadística. 

Por otra parte, en el presente estudio los pacientes colonizados mostraron un VEF1 

menor que los no colonizados (42,2 vs. 47,7) aunque, de nuevo, sin diferencias 

estadísticamente significativas. La ausencia de asociación entre colonización y 

gravedad de la EPOC observada en presente estudio podría estar en relación con un 

problema de potencia estadística y, en este sentido, sería necesario aumentar el 

tamaño muestral para obtener conclusiones definitivas sobre este último aspecto.  

Sin embargo, la población evaluada si era muy homogénea, ya que todos los 

sujetos incluidos estaban en una situación estable respecto a su EPOC, descartándose 

la presencia de co-infecciones bacterianas mediante cultivo de esputo, aunque una 

posible limitación de nuestro estudio es que no se analizaron otras variables que 

pudieran influir en la gravedad de la EPOC, como la presencia de otras 

comorbilidades o la cuantificación del consumo de tabaco.   

En cualquier caso, todos los estudios realizados hasta la fecha en pacientes 

con EPOC son análisis transversales que, aunque globalmente sugieren que  P. 

jirovecii podría tener un papel en la progresión de la EPOC, no permiten por su 

diseño demostrar una relación causa-efecto. En este sentido, dos estudios 

longitudinales realizados en modelos animales sugieren fuertemente una asociación 

entre la presencia del patógeno y la progresión de la enfermedad. El primero de ellos,  

realizado en un modelo de ratones no inmunodeprimidos demostró que los animales 

expuestos al humo del tabaco y colonizados por Pneumocystis desarrollaban enfisema 

mas frecuentemente  que los expuestos a una sola de estas dos variables (Christensen 

et. al, 2008). En el segundo, realizado en primates con infección  por el SIV/VIH, 
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mostró que los simios colonizados por Pneumocystis sufrían un declive progresivo de 

la función pulmonar (Shipley et. al. 2010)  

 

4. Distribución de genotipos 

En el presente estudio se describe el patrón de genotipos de P. jirovecii 

aislados en muestras respiratorias de pacientes con EPOC de nuestro área. Este patrón 

se caracteriza por un predominio de los genotipos 3 (85T/248C) en el locus mt LSU 

rRNA y silvestre (76.9%) en el locus de la DHPS y por la presencia de polimorfismos 

en el gen de la DHPS asociados a resistencia a sulfamidas en más del 20% de los 

casos evaluados. 

Hasta fechas recientes debido a la  ausencia de un método de cultivo in vitro 

para P. jirovecii, las posibilidades de conocer en profundidad la biología básica y la 

epidemiología del microorganismo eran realmente escasas. Sin embargo la 

identificación de varios genes han permitido el análisis y la caracterización de las 

variantes de P. jirovecii presentes en las diferentes poblaciones humanas.  

De esta forma, el estudio de dos locus diferentes como son el gen de la 

subunidad mayor mitocondrial del ribosoma (mt LSUrRNA), implicado en funciones 

básicas metabólicas del patógeno y el gen que codifica la dihidropteroato sintetasa, 

(DHPS), diana de acción de las sulfamidas, fármaco de elección en el tratamiento y la 

profilaxis de la neumonía por Pneumocystis, ha permitido ampliar la información 

existente sobre la epidemiología del microorganismo. 

Hasta hace poco, el patrón de variabilidad genética de Pneumocystis aislados 

de pacientes no inmunocomprometidos y colonizados por el patógeno no era 

conocido. Los estudios de epidemiología molecular realizados en este sentido han 

permitido conocer la distribución de genotipos de Pneumocystis en grupos de 

pacientes específicos como son los enfermos con EPOC. La comparación de 

diferentes patrones observados puede proporcionar información sobre ciclos de 

infección de los microorganismos en diferentes ecosistemas humanos, así como sus 

mecanismos y fuentes de transmisión. 
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En 2004 nuestro grupo publica el primer estudio epidemiológico realizado en 

España en el que se analizan los genotipos de P. jirovecii aislados de muestras 

respiratorias en sujetos con diferentes enfermedades respiratorias crónicas        

(EPOC, fibrosis quística, neumopatías intersticiales) y pacientes con SIDA y PcP, 

basándose en dos loci: el gen mt LSU rRNA y el gen DHPS.  

Respecto al gen mt LSU rRNA,  el genotipo mayoritario en ambos grupos fue 

el tipo 1(85C/248C), con una frecuencia mayor en los sujetos con PcP y SIDA 

(73,3% vs. 43,7%, p=0,03). El genotipo 3 fue más frecuentemente observado en 

pacientes con enfermedades pulmonares crónicas que en aquellos con SIDA y PcP 

(40,6% vs. 20%, p=0,13), el genotipo 2 fué el menos frecuente, alcanzando un rango 

similar en los dos grupos de pacientes (10,9% vs. 6,6%) y no se identificaron 

pacientes con genotipo 4. Finalmente las mezclas de genotipos solo se encontraron en 

el  grupo de pacientes con patología crónica pulmonar (Montes-Cano et. al., 2004).  

En un estudio epidemiológico  realizado previamente en Estados Unidos en 

muestras de pacientes con SIDA y PcP (Beard et. al., 2000) en el que analizan el 

genotipo mitocondrial, se describe una elevada frecuencia tanto del genotipo 1 como 

del 2 en proporciones similares (38 y 36.7%, respectivamente), frente al 3 (9.3%), 

existiendo por lo tanto una clara inversión entre el genotipo 2 y el 3 cuando lo 

comparamos con el estudio realizado en nuestra área. 

 En el presente estudio, el genotipo de la región mitocondrial mt LSU rRNA 

que predomina en pacientes con EPOC es el genotipo 3, en el 56.6% de los sujetos 

colonizados, frente al genotipo 1 en el 26.6%, el genotipo 2 en el 10% y la 

coinfección por mezcla de genotipos en el 6.6% de nuestros pacientes. La distribución 

de genotipos observada es similar a la descrita previamente en nuestro área en 

pacientes con diferentes patologías pulmonares crónicas, aunque se observa una 

mayor proporción de sujetos colonizados con genotipo 3 y una menor presencia del 

genotipo 1, hallazgos que podrían estar en relación con diferencias en las poblaciones 

analizadas (pacientes con EPOC en el presente estudio y con distintas patologías 

pulmonares crónicas en el previo) o con el bajo número de muestras analizadas. 

El hallazgo en diferentes estudios del mismo área geográfica de un patrón de 

genotipos similar entre los pacientes colonizados con enfermedades respiratorias 

crónicas, sugiere la posibilidad de una fuente común de infección y que los pacientes 
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con EPOC que están colonizados por el patógeno, que frecuentemente son 

expectoradores crónicos, podrían actuar como reservorio y fuente de infección para 

otros sujetos. 

En cuanto al análisis de las mutaciones descritas en el gen  DHPS, el genotipo 

silvestre es el que predomina en nuestros pacientes con EPOC (76.9%),  mientras que 

los genotipos 2 y 3 aparecen sólo en dos pacientes.  

En nuestro estudio, se pudieron amplificar  mediante PCR fragmentos del gen 

de la DHPS en 13 de los 32 pacientes colonizados lo que supone una tasa de 

amplificación del 40,1%. Estos resultados son similares a los obtenidos en otros 

estudios realizados en sujetos colonizados con rangos que oscilan entre el 31% 

(Montes-Cano et. al., 2004) y el 53% (Calderón et. al., 2004). Estos bajos porcentajes 

de amplificación podrían explicarse por la baja carga del patógeno en pacientes 

colonizados que escaparía a la resolución de una técnica (Touch down) menos 

sensible que la PCR anidada y cuya diana es, además un gen unicopia. No sucede así 

en los estudios previos realizados en pacientes con SIDA  y neumonía por P. jirovecii 

donde la proporción de muestras amplificadas es mucho mayor en relación directa 

con la  carga más elevada de Pneumocystis aislado en las muestras respiratorias. 

(Helweg-Larsen et. al., 1999). 

Respecto al patrón de genotipos en el gen DHPS, los resultados del presente 

estudio son similares a los comunicados en un trabajo previo realizado en nuestro 

medio en el que se incluyeron 50 sujetos colonizados sin PcP con diferentes 

patologías pulmonares, así como 25 pacientes con PcP. En este estudio el genotipo 

silvestre predominó en ambos grupos de pacientes (78% en colonizados frente a un 

60% en PcP, p=0.17) (Friaza et. al., 2010).  

El desarrollo de mutaciones en este gen ha sido relacionado con el empleo 

previo y la duración de la quimioprofilaxis con cotrimoxazol o dapsona (Kazanjian et. 

al., 1998). En España el uso del trimetropin–sulfametoxazol está indicado de forma 

estandarizada en pacientes con infección por el VIH como profilaxis de la PcP, sin 

embargo su prescripción es rara en el tratamiento de patologías respiratorias. Este 

hecho podría explicar la relativa baja tasa de mutaciones en la DHPS asociadas a 

resistencia a sulfamidas observada en el presente estudio en comparación con la 

observada en pacientes con PcP (Huang et. al., 2000). 
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Por otro lado, el estudio del gen de la DHPS que está relacionado con la 

resistencia a sulfamidas, ha sido seleccionado como un marcador de mutación lo que 

podría  permitir obtener información sobre la vía de transmisión en estos pacientes. 

Así la constatación de cepas de P. jirovecii con mutaciones en la DHPS en pacientes 

que no habían tomado previamente derivados de las sulfamidas, indicaría la 

posibilidad de transmisión de estas cepas mutantes desde sujetos que emplean 

frecuentemente quimioprofilaxis con cotrimoxazol (Calderón et. al, 2004; Huang et 

al., 2000; Hauser et al., 2010), o bien la existencia de mutaciones espontáneas, 

fenómeno que es poco probable dada la estabilidad genética del locus DHPS (Lane et 

al., 1997; Kazanjia  et al., 1998). De este modo, una de las hipótesis más verosímiles 

para explicar el origen de las mutaciones es la transmisión de cepas del patógeno con 

mutaciones desde pacientes con PcP tratados con sulfamidas a estos individuos 

colonizados.  

En cualquier caso, la presencia de mutaciones en el gen de la DHPS asociadas 

a resistencia a cotrimoxazol se observó en el 23% de nuestros pacientes con EPOC, 

que, por su condición de expectoradores crónicos, podrían representar una muy 

probable fuente de transmisión de cepas con mutaciones a pacientes 

inmunodeprimidos en riesgo de desarrollar PcP. Además la identificación de estas 

mutaciones podría constituir un criterio más  para guiar al clínico en el tratamiento de 

la infección por P. jirovecii, aunque son necesarios estudios más amplios que definan 

mejor el papel real de la determinación de estas mutaciones en la práctica clínica. 

 

5. Respuesta inflamatoria en pacientes colonizados 

 La elevada prevalencia de colonización por Pneumocystis en pacientes con 

EPOC descrita en la literatura (Maskell et al., 2003; Calderón et al., 2004; Morris et 

al., 2004), ha generado un gran interés por conocer el posible papel del 

microorganismo en la patogenia de esta enfermedad. Es probable que Pneumocystis 

en estos pacientes no actúe como un mero espectador, sino que tenga un importante 

papel en el mantenimiento y progresión de la enfermedad. 

Los resultados de nuestro estudio avalan la hipótesis de que la colonización 

por P. jirovecii en pacientes con EPOC podría condicionar cambios en el sistema 
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inmunitario del huésped caracterizados por una activación de la respuesta 

inflamatoria. Nuestros resultados muestran que los pacientes con EPOC colonizados 

por Pneumocystis tienen un aumento de citoquinas inflamatorias tanto a nivel local 

(IL-8 y MCP-1) como sistémico (IL-8, IL-6, TNF- α y MCP-1). 

Cada vez existen más evidencias que apoyan la hipótesis de que las 

alteraciones inflamatorias constituyen uno de los mecanismos fisiopatológicos más 

importantes para el desarrollo y progresión de las enfermedades pulmonares crónicas 

como es el caso de la EPOC (Wouters et. al., 2005). 

Es comúnmente conocido que el humo del tabaco es el factor inicial que 

desencadena la cascada inflamatoria en la EPOC. Sin embargo, hay fumadores con 

distinto grado de inflamación y exfumadores que tienen una inflamación persistente, 

que no se atenúa a pesar de cesar en su hábito e incluso que sufren una progresión en 

el grado de obstrucción de la vía aérea. Estos hallazgos sugieren que existen otros 

factores  que incrementan o mantienen el proceso inflamatorio crónico una vez se ha 

establecido (Barnes et. al., 2000). 

En este sentido, se ha formulado la hipótesis de que sean microorganismos los 

que perpetúen la inflamación y la destrucción pulmonar. Así, la colonización 

bacteriana en pacientes con EPOC ha sido relacionada con elevación de cifras de IL-8  

y TNF- α en esputo y LBA de estos pacientes, además de con un mayor grado de 

obstrucción de la vía aérea (Patel et. al., 2002; Patel et. al., 2004). 

También las infecciones víricas han sido implicadas en la patogenia de la 

EPOC,  tanto en situación estable de la enfermedad como en las reagudizaciones, 

interviniendo en la progresión de la misma a través de la inflamación pulmonar 

(Rhode et. al, 2003). Así, se ha demostrado que el virus de la influenza aumenta los 

niveles de citoquinas proinflamatorias en las células epiteliales bronquiales de estos 

pacientes (Matsukura et. al., 1996)       

Diferentes estudios permiten plantear la idea de que Pneumocystis podría 

formar parte de la hipótesis del círculo vicioso, en la cual la colonización por distintos 

microorganismos perpetúa una respuesta inflamatoria y de remodelación pulmonar en 

los sujetos con EPOC (Morris et. al., 2012).  
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En modelos animales, se ha demostrado que incluso a baja carga 

Pneumocystis se acompaña de cambios anatómicos y fisiológicos. Se ha descrito la 

existencia de alteraciones en la membrana alveolo-capilar, seguidas por cambios 

degenerativos en los neumocitos tipo I, hipertrofia reparadora de los neumocitos  tipo 

II y daño alveolar difuso, que conducen a la fibrosis pulmonar. La colonización por P. 

jirovecii induce una respuesta inflamatoria asociada a cambios en la función 

pulmonar y en la arquitectura pulmonar similares a los observados en el enfisema. 

Estas alteraciones dependen de la capacidad de Pneumocystis, demostrada en 

modelos animales, de inducir en fases muy tempranas de la infección, la activación de 

los macrófagos alveolares y la elevación de las citoquinas proinflamatorias. (Norris 

et. al., 2006; Prevost et. al.,  1998). 

Así se ha demostrado, en modelos experimentales, que la PcP provoca una 

marcada respuesta inflamatoria caracterizada por un incremento en el número de 

neutrófilos  y linfocitos T (principalmente CD8+) en el bronquio y el tejido pulmonar, 

así como un aumento en la producción de citoquinas proinflamatorias como IFN 

gamma, TNF-α e IL-8 (Wright et. al., 1997). 

Hasta la fecha, con la excepción de un trabajo preliminar de nuestro grupo 

(Calderón et. al., 2007) y de un estudio publicado recientemente (Morris et. al., 2014), 

la evidencia disponible en la EPOC sobre el efecto de Pneumocystis en el huésped 

inmunocompetente, se basa en estudios en modelos animales y a la extrapolación de 

los resultados de las investigaciones realizadas en sujetos inmunocomprometidos con 

PcP. En la tabla 15 se muestran los estudios disponibles que centrados en la EPOC 

analizan la interacción entre Pneumocystis-sistema inmune en  diferentes 

hospedadores, incluido el hombre. 
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Tabla 15: Sumario de estudios sobre respuesta inmune frente a Pneumocystis y 

EPOC 

 

PcP, neumonía por Pneumocystis; EPOC, enfermedad pulmonar obstructiva crónica; SIV, virus de la 
inmunodeficiencia del simio 

 

En un modelo de macaco rhesus colonizado por Pneumocystis se ha descrito 

que la respuesta inflamatoria es similar a la que aparece en los casos de PcP (Patil et. 

al., 2003). En este estudio los autores examinan la respuesta inmune local que se 

induce tras la colonización por Pneumocystis en monos infectados con el virus de la 

inmunodeficiencia del simio (SIV), los  cuales fueron inoculados intrabronquialmente 

Evidencia Modelo Referencia 

Desarrollo de alteraciones similares a la EPOC tras 
PcP Hombre Morris AM, Huang L, Bacchetti P;Am J Respir 

Crit Care Med 2000;162: 612-6  

Similar respuesta inmune en primates infectados 
con SIV colonizados por Pneumocystis y con PcP Monos Patil SP, Board KF, Lebedeva IP; J Eukaryot 

Microbiol 2003; 50 (suppl): 661-2. 

Aumento de linfocitos en pacientes con EPOC 
colonizados por Pneumocystis Hombre Varela JM, Respaldiza N, Sánchez B;J Eukaryot 

Microbiol 2003; 50 (suppl): 672-3. 

Correlación entre tasa de colonización  por 
Pneumocystis y gravedad de la EPOC Hombre Morris A, Sciurba FC, Lebedeva IP; Am J Respir 

Crit Care Med 2004; 170: 408-13. 

Desarrollo de progresiva obstrucción y declive de 
la función pulmonar en monos  con infección SIV 
colonizados por Pneumocystis  

Monos Norris KA, Morris A, Patil S; Immunol Res 2006; 
36: 175-87. 

Aumento sistémico de citoquinas inflamatorias en 
pacientes con EPOC colonizados por Pneumocystis  Hombre Calderón EJ, Rivero L, Respaldiza N; Clin Infect 

Dis 2007; 45:e17-9.  

Desarrollo acelerado de enfisema en animales 
colonizados expuestos al humo del tabaco Ratones Christensen PJ, Preston AM, Ling T; Infect Immun 

2008; 76: 3481-90. 

Aumento de la obstrucción bronquial en pacientes 
con infección por VIH colonizados  por 
Pneumocystis 

Hombre Morris A, Alexander T, Radhi S; J Clin Microbiol. 
2009; 47(11):3773-6. 

Desarrollo de enfisema y declive de la función 
pulmonar en un modelo de primates con SIV 
colonizados por Pneumocystis 

Monos 

 
Shipley TW, Kling HM, Morris A; J Infect Dis. 
2010;15;202(2):302-12. 
 

Aumento  de la expresión de genes vinculados a la 
respuesta inflamatoria Th1 en EPOC Hombre Fitzpatrick ME, Tedrow JR, Hillenbrand ME ; 

Microbiol Inmunol 2014; 58: 202-211. 
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con  Pneumocystis, analizándose la composición celular y los niveles de citoquinas en 

el lavado broncoalveolar. El estudio mostró que ciertos simios desarrollaban una PcP 

mientras que otros permanecían en un estado de portador. Tras la inoculación había 

un marcado aumento de linfocitos T CD8+ y neutrófilos. Además la infiltración por 

estas células persistía en el tiempo y estaban aumentados los niveles de IFN-γ, TNF-α 

e IL-8 incluso durante la colonización. 

En un estudio experimental posterior, cuyo objetivo fue analizar el efecto en la 

función pulmonar de la colonización por Pneumocystis tomando también como 

modelo monos infectados con el SIV, se demuestra que el patógeno condiciona la 

aparición de una enfermedad pulmonar crónica y progresiva en los animales, 

caracterizada por un aumento de las áreas de enfisema (medido por tomografía axial 

computerizada), un incremento de los niveles de citoquinas proinflamatorias en el 

lavado broncoalveolar y el deterioro de la función pulmonar (Shipley et. al.,  2010). 

En otro modelo animal de ratones inmunocompetentes, sometidos al humo del 

tabaco y a la infección por Pneumocystis murina, se detectan alteraciones similares al 

enfisema pulmonar, demostrando además que la exposición al humo del cigarrillo 

aumenta significativamente la carga de este organismo en el pulmón y que la 

presencia de ambos factores aceleran el desarrollo de enfisema (Christensen et. al., 

2008). 

Finalmente, en el único estudio realizado en humanos con EPOC, se detecta 

un aumento en la expresión de genes que codifican la respuesta Th1 en muestras 

pulmonares de pacientes colonizados por Pneumocystis (Fitzpatrick, et. al., 2014). 

Los resultados de los dos diseños metodológicos que hemos seguido en este 

estudio muestran que la colonización por Pneumocystis induce de manera 

significativa un aumento de la respuesta inflamatoria sistémica en sujetos con EPOC 

que podría ser debida a una inducción de la proteína MCP-1 segregada por los 

macrófagos y que favorecen una activación de la respuesta inmune y una liberación 

de mediadores inflamatorios como la IL-6, IL-8 y TNF-α. Estos mediadores están 

también aumentados de manera significativa a nivel sistémico en nuestros sujetos con 

EPOC colonizados.  
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Así, aunque estas diferentes células y citoquinas implicadas en la respuesta 

inmunitaria frente a Pneumocystis tienen un papel clave en el control de la infección, 

la intensidad y la persistencia de esta respuesta inflamatoria secundaria a la 

colonización por el patógeno puede condicionar la aparición de daño tisular 

irreversible e incluso comprometer la función pulmonar. 

Estudios realizados en animales y humanos sugieren que el microorganismo 

podría estar relacionado con la progresión de la EPOC. Así, en una población 

inmunocompetente, se ha demostrado que la colonización es un factor de riesgo para 

una mayor gravedad en la EPOC, independiente del hábito tabáquico o del uso de 

corticosteroides (Morris et. al., 2004). En una población infectada por el VIH, la 

colonización por Pneumocystis se asoció con un mayor riesgo de obstrucción de las 

vías respiratorias (Odds Ratio de 8,8) (Morris et. al., 2009). Este efecto se asoció con 

un aumento de los niveles pulmonares de metaloproteasa de matriz 12, una proteasa 

que ha sido implicada en la patogénesis de la EPOC (Chung et. al., 2001; Finlay et. 

al., 1997; Mole et. al., 2005).  

Por otra parte, estudios in vitro han  demostrado la capacidad del antígeno 

mayor de superficie (MSG) de Pneumocystis de inducir la producción de IL-8 y 

MCP-1 (del inglés Monocyte chemoattractant protein-1) por parte de las células 

epiteliales alveolares humanas (Coleman et. al., 1984; Benfield et. al., 1999). 

La respuesta adaptativa del huésped a la infección por Pneumocystis incluye la 

activación de macrófagos alveolares, células dendríticas y neutrófilos, que liberan 

diferentes citoquinas y promueven la eliminación del mismo.  

Adicionalmente, las células T CD4+ tienen también un importante papel en el 

control de la infección por Pneumocystis, de tal modo que su descenso en individuos 

infectados con VIH se asocia a un mayor riesgo de desarrollo de PcP (Phair et. al., 

1990). La introducción de la terapia antirretroviral y la reconstitución en los niveles 

de células T CD4+ han reducido drásticamente la frecuencia de la PcP en individuos 

con infección por el VIH, lo que demuestra la importancia de los niveles de células T 

CD4+ en la prevención y control de la infección por Pneumocystis (Kaplan et. al., 

2000). Esta correlación inversa entre los niveles de células T CD4+ y la 

susceptibilidad a la PcP ha sido también observada en pacientes no infectados sin 
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infección por el VIH que reciben tratamiento inmunosupresor post trasplante o 

después de la quimioterapia para los tumores malignos (Mansharamani et. al., 2000). 

Aunque el nivel de células T CD4+ se correlaciona con el control de la 

infección por Pneumocystis, el mecanismo fisiopatológico por el cual estas células 

contribuyen a la eliminación del organismo es incierto. Varios estudios han tratado de 

examinar el papel de las subpoblaciones T helper en el control de la infección por 

Pneumocystis. Shellito y colaboradores analizan el reclutamiento de linfocitos Th1 y 

Th2 al pulmón tras una infección experimental por Pneumocystis en ratones y 

encontraron un incremento de ambas subpoblaciones. Sin embargo, detectaron unos 

niveles mayores de las células Th2 (Shellito et. al., 2000). Del mismo modo, una 

respuesta mixta Th1 y Th2 se observó en fases iniciales de la infección  tras la 

inoculación de Pneumocystis en un modelo de macacos infectados por el SIV 

(Shipley et. al., 2010). En este estudio existía un aumento de los niveles de citoquinas 

Th2 (IL-4, IL-5, e IL-13) en el lavado broncoalveolar de los animales colonizados por 

Pneumocystis en comparación con los monos infectados solo con SIV, mientras que 

los niveles de interferón gamma (IFN-γ) y TNF-α se incrementaron solo 

transitoriamente tras la colonización. En conjunto, estos estudios indicarían que es 

necesaria una señalización óptima de células T CD4+ para el control de la infección 

por Pneumocystis. 

Los datos obtenidos en nuestro estudio mostraron un aumento cercano a la 

significación estadística en los niveles de citoquinas IL-8 y MCP-1, pero no de los 

niveles de TNF-α  en el esputo de los pacientes con EPOC colonizados, sugiriendo la 

existencia de un aumento de la respuesta inflamatoria a nivel local.  

Mientras que el papel de las células T CD4+ en el control de la infección por 

Pneumocystis es clara, la contribución de los linfocitos T CD8+  es más controvertida 

principalmente en situaciones de depleción de células T CD4+. En un modelo de  

infección por Pneumocystis en ratones con déficit de células T CD4+ el acúmulo de 

CD8+ en el pulmón no es suficiente para el control de la infección (Beck et. al., 

1991). En otro modelo de VIH y coinfección por Pneumocystis, en primates 

infectados, la colonización por el microorganismo determinó una acumulación 

significativa de células T CD8+ en el LBA en comparación con los animales SIV sin 
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Pneumocystis; sin embargo, el reclutamiento de células T CD8+ en los pulmones no 

permitió conseguir el aclaramiento completo de la infección (Croix et. al., 2002).  

En contraste existen otras evidencias que sugieren que las células T CD8+ 

pueden contribuir a una respuesta protectora contra la infección por Pneumocystis, 

particularmente en el contexto de la inmunosupresión (Beck et. al., 1996). 

 En este sentido, Kolls y colaboradores han demostrado que el IFN-γ  es uno 

de los factores que se asocian al reclutamiento de células T CD8 + (Kolls et. al., 

1999).  Asimismo, se ha comunicado que  los linfocitos T citotóxicos tipo 1 confieren 

un efecto protector y promueven un mayor aclaramiento de  Pneumocystis, mediado 

por macrófagos,  mientras que las células T citotóxicas de tipo 2 promueven un 

mayor daño a nivel pulmonar (McAllister et. al., 2004). 

La interacción de Pneumocystis con el macrófago alveolar ha sido foco de 

intensa investigación (Nelson et. al., 2011; Steele  et. al., 2003). Los macrófagos son 

las principales células fagocíticas del tracto respiratorio inferior, y cuando son 

estimuladas por citoquinas inflamatorias tales como IFN-γ, son el tipo de célula 

principal responsable de la captación y la eliminación de patógenos respiratorios.  

Se ha descrito que el  macrófago promueve la muerte directa de los trofozoítos 

y quistes de Pneumocystis y, además, desempeña un papel central en la dirección de 

las respuestas inmunes inflamatorias y adaptación del huésped a este microorganismo 

(Steele  et. al., 2003). 

La interacción entre Pneumocystis y el macrófago en la PcP induce una 

variedad de mediadores inflamatorios que influyen en la erradicación de este 

organismo por el huésped (Benfield et. al., 1997; Kolls et. al., 1993). Esta interacción 

de Pneumocystis con el macrófago, es importante porque hay una fuerte evidencia de 

que el deterioro pulmonar y mortalidad están más estrechamente asociados con la 

inflamación pulmonar que con la carga del organismo (Limper et. al., 1989; Wright 

et. al., 2005). 

Así, se han descrito los efectos complejos de la interacción de Pneumocystis 

con el macrófago en modelos animales y cultivos in vitro (Cheng et. al.,  2010; 

Ezekowitz et. al., 1991) a través del análisis de eventos intermedios tales como 

regulación de citoquinas y quimioquinas. Las alteraciones en el entorno de pulmón 
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asociadas con cambios en el estado inmune (inmunocompetente frente 

inmunosuprimidos) y la posible presencia de coinfecciones (por ejemplo, VIH) 

dificultan, no obstante, la interpretación de los hallazgos obtenidos.  

El estudio del efecto de la PcP en la expresión génica de los macrófagos y del 

tejido pulmonar permite abordar la complejidad de la interacción huésped-patógeno 

(Cheng et. al., 2010; Qin et. al., 2010). En este sentido, con el fin de evaluar la 

influencia de Pneumocystis en el pulmón en asociación con la infección por SIV, Qin  

y colaboradores estudiaron cambios en la expresión de  citoquinas y quimioquinas en 

el tejido pulmonar en macacos infectados con SIV con y sin PcP. Se encontró que los 

genes inmunes más estimulados fueron aquellos que codificaban la producción de 

IFN-γ, IFN-γ-inducible, CXCR3, los ligandos de CCR5, y sus receptores de 

quimioquinas afines. Estos  cambios fueron mayores en monos con SIV y 

Pneumocystis, permitiendo sugerir las vías inflamatorias específicas en los modelos 

de infección por VIH y PcP. La identificación de esta vías permitiría seleccionar 

agentes terapéuticos específicos para control o interrupción de las respuestas 

inflamatorias potencialmente perjudiciales en el pulmón (Qin et. al., 2010). 

En cuanto a la respuesta inflamatoria sistémica, es ampliamente conocido que 

los pacientes con EPOC tienen unos niveles elevados de citoquinas circulantes y 

reactantes de fase aguda, incluyendo TNF-α, IL-6 e IL-8, hallazgos que han sido 

relacionados con la perdida de peso y el deterioro muscular de estos pacientes 

(Wagner et. al., 2008; Verhage et. al., 2011).  Además se ha sugerido que sujetos con 

marcadores de respuesta inflamatoria sistémica elevados experimentan un acelerado 

deterioro de la función pulmonar y tienen mayor riesgo de hospitalización por la 

enfermedad en el futuro. (Gan et. al., 2004). Por tanto, parece clara la asociación entre 

progresión de la EPOC e inflamación sistémica.   

Sin embargo, hasta ahora la respuesta inflamatoria sistémica asociada a la 

colonización por Pneumocystis en pacientes con EPOC es prácticamente desconocida. 

En un estudio previo realizado en nuestro área  (Varela et. al., 2003) se detectó que 

aquellos pacientes con EPOC colonizados por Pneumocystis tenían un mayor 

recuento de linfocitos T CD4+ en sangre periférica que los controles no colonizados. 

Aunque el significado clínico de este hallazgo es incierto, se postuló su posible 

relación con la progresión de la enfermedad. 
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Los resultados de un estudio piloto previo realizado por nuestro grupo 

mostraron por primera vez un aumento de la interleucina-6 (IL-6), IL-8 y TNF-α en 

sangre periférica de los pacientes con EPOC colonizados, lo que sugiere que la 

presencia de Pneumocystis  no es un epifenómeno, sino que  produce una respuesta 

inflamatoria en el hospedador. (Calderón et. al., 2007). 

Los resultados que se muestran en  el presente trabajo, con una población más  

amplia, confirman que los pacientes con EPOC colonizados por P jirovecii presentan 

un aumento significativo de citoquinas proinflamatorias IL 8, IL6 y TNF-α a nivel 

sistémico. Además, en nuestro estudio se evalúa el papel que puede jugar el 

macrófago en la inducción de la cascada inflamatoria mediante la determinación de la 

proteína MCP-1 en el suero de estos pacientes. Nuestros datos muestran un aumento 

significativo de sus niveles que sugiere que el macrófago podría ser el 

desencadenante de la respuesta inflamatoria del hospedador.  

La similitud entre la respuesta inflamatoria pulmonar que ocurre frente a la 

colonización por Pneumocystis y la observada en la EPOC es concordante con la 

hipótesis de que el patógeno podría estar implicado en el daño pulmonar que aparece 

durante la progresión de la enfermedad. Por otra parte, seria plausible también que la 

activación de células inflamatorias en el parénquima pulmonar por la presencia de 

Pneumocystis podría representar una fuente de mediadores inflamatorios que 

alcanzando la circulación sistémica fueran capaces de inducir una exacerbación de la 

respuesta inflamatoria sistémica.  

Nuestros resultados apoyan la hipótesis de que la colonización por 

Pneumocystis, a través de la respuesta inflamatoria que provoca, podría jugar un 

papel causal o potenciador de la progresión de enfermedades pulmonares en las que la 

colonización por  dicho patógeno es común. Así la presencia del patógeno en el 

pulmón puede tener como consecuencia daño tisular y el consiguiente empeoramiento 

de la función  pulmonar. Sin embargo, se necesitan nuevos estudios que delimiten el 

verdadero papel de la colonización en esta patología y que determinen el mecanismo 

exacto de su efecto en el pulmón. Adicionalmente, sería necesario evaluar si el 

tratamiento anti-Pneumocystis puede atenuar el proceso inflamatorio en estos 

pacientes colonizados lo que permitiría tratar un posible factor de progresión de esta 

devastadora enfermedad.  
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1. Los resultados de este estudio confirman la existencia de una elevada prevalencia 

de colonización por P. jirovecii (55%) en pacientes con EPOC y, por primera vez, 

muestran en nuestra área una elevada tasa de exposición al patógeno (81%) en este 

grupo de pacientes. 

2. La prevalencia de colonización por Pneumocystis es elevada en todos los estadios 

de la EPOC, con un incremento continuo, aunque no significativo, en la tasa de 

colonización conforme empeora la gravedad de la obstrucción espirométrica. 

3. El patrón de genotipos observado en el gen mt LSU rRNA muestra  un predominio 

del genotipo 3, similar al comunicado previamente en pacientes con enfermedades 

respiratorias crónicas de nuestro entorno. La presencia de mutaciones en el gen de la 

DHPS, asociadas a resistencia a cotrimoxazol, alcanzó un 20% de los casos. Este 

hecho, observado en personas no tratadas con sulfamidas, refuerza la idea de la 

posible transmisión de P. jirovecii con mutaciones en el gen de la DHPS entre 

personas y podría tener un importante impacto epidemiológico por su potencial 

transmisión a personas inmunodeprimidas en riesgo de desarrollar neumonía por el 

patógeno.  

4. En el presente trabajo se evalúa la respuesta inflamatoria local y sistémica en 

pacientes con EPOC colonizados. Nuestros resultados demuestran por primera vez 

que la colonización en estos pacientes se asocia a un incremento local de los niveles 

de citoquinas proinflamatorias (IL-8 y MCP-1) e induce una respuesta inflamatoria 

sistémica mediada por un aumento significativo en los niveles circulantes de  IL-8, 

TNF-α, IL-6 y MCP-1.  

5. Globalmente los resultados del presente estudio sugieren que el estado de  

colonización por Pneumocystis en estos pacientes, puede actuar como cofactor que 

incremente y mantenga la respuesta inflamatoria del huésped  contribuyendo  a 

acelerar la progresión de la EPOC. 
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ACCP del inglés American College of Chest Phisicians 
ADN,  Ácido Desoxirribonucleico 
ARN,  Ácido Ribonucleico 
ARNr Acido Ribonucleico ribosomico 
ATS del inglés American Thoracic Society 
LBA Lavado Broncoalveolar 
CD4+, Conjunto de linfocitos con diferenciación 4 
CD8+,  Conjunto de linfocitos con diferenciación 8 
dATP,  Deosiadeníntrifosfato 
dCTP,  Deoxicitosíntrifosfato 
ddATP, Dideosiadeníntrifosfato 
ddCTP,  Dideoxicitosíntrifosfato 
ddGTP,  Dideoxiguanosíntrifosfato 
ddTTP,  Dideoxitimidíntrifosfato 
dGTP,  Deoxiguanosíntrifosfato 
dNTP,  Deoxinucleótidostrifosfato 
DFA,  del inglés Direct Immunofluorescence Assay, Ensayo de Inmunofluorescencia 

Directa 
DHPS,  Dihidropteroato sintasa 
DLCO  del inglés diffusing capacity or transfer factor of the lung for carbon monoxide  

Capacidad de difusión del monóxido de carbono 
dTTP,  Deoxitimidina trifosfato 
EDTA,  Ácido etilendiaminotetraacético  
ELISA,  del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, Ensayo por Inmunoabsorción 

Ligado a Enzimas 
EPOC,  Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crónica 
GM-
CSF,  

del inglés Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor, Factor Estimulante 
de Colonias de Granulocitos y Monocitos  

GOLD del inglés Initiative Global Obstructive Lung Disease 
gpA,  Glicoproteína A 
HRB Hiperreactividad bronquial 
IFA,  del inglés indirect immunofluorescence assay, Ensayo de Inmunofluorescencia 

Indirecta 
IL,   Interleuquina 
INF-γ ,  Inmunoferón gamma 
ITS,  del inglés Internal Tanscribed Spacer. 
LBA,  Lavado Broncoalveolar 
LDH,  Láctico Deshidrogenasa 
LOF,  Lavado Orofarígeo 
MCP-1,  del inglés Monocyte chemotactic protein-1, proteína quimiotáctica de monocitos 
MMP Metaloproteinasas de la matriz 
MIP-2,  del inglés Macrophage Inflammatory Protein-2, proteína inflamatoria de 

macrófagos 
MSG,  del inglés Major Surface Glycoprotein, proteína mayor de superficie 
mtLSU 
rRNA, 

ARN ribosómico de la subunidad mayor del ribosoma mitocondrial 

NF-κβ,  del inglés Nuclear Factor κβ, factor nuclear κβ 
OCFA Obstrucción crónica al flujo aéreo 
PcP,  del inglés Pneumocystis Pneumonia, neumonía por Pneumocystis 
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PCR,  del inglés Polymerase Chain Reaction 
RANTES,  del inglés Regulated on Activation, Normal T cell Expressed and Secreted 
RFLP,  del inglés, Restriction Fragmant Length Polymorphism 
SAM, S-AdenosilMetionina 
SCID,  del inglés Severe Combined Immunodeficiency, inmunodeficiencia combinada 

grave 
SEPAR Sociedad española de neumología y cirugía torácica 
SIDA,  Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida 
SIV del inglés Simian immunodeficieny virus, virus de la inmunodeficiencia simia. 
TAC ,  Tomografía Axial Computarizada  
TARGA,  Terapia Antiretroviral de Gran Actividad  
TBE,  Tris, Borato y EDTA (tampón) 
Th,  Linfocito T helper 
Tc,  Linfocito T citotóxico 
TLR,  del inglés Toll Like Receptor 
TMP-
SMX,  

Trimetoprim/sulfametoxazol o co-trimoxazol 

TNF-α,  del inglés Tumor Necrosis Factor α, factor de necrosis tumoral α 
TSR,  del inglés Template Supresion Reagent 
uPA,  Plasminógeno tipo urokinasa 
VEF1 Volumen espiratorio forzado en el primer segundo 
VIH,  Virus de la Inmunodeficiencia Humana 
WT,  wild type 
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ANEXO I: Protocolo de extracción de ADN 
 
1. La muestra previamente digerida a 56ºC se lisa con 200 l de B3. Se agita 

vigorosamente y se mezcla. Se deja reposar a temperatura ambiente  unos minutos. 

2. Se añaden 210 l de Etanol 100% y se agita inmediatamente. 

3. Se deposita la muestra previamente tratada en una columna y un tubo 

colector de 2 ml, ambos rotulados convenientemente. Se centrifuga 1 min a 10000 

rpm. Se desecha el líquido del tubo colector. 

4. Se añaden 500 l de BW. Se centrifuga 1 min a 10000 rpm. Desachar el 

líquido. 

5. Se añaden 600 l de B5 y centrifugar 1 min a 10000 rpm. 

6. Se coloca la columna en un tubo colector limpio. Se centrifuga 3 min a 

máxima velocidad. 

7. Se descarta el tubo colector y se coloca la columna en un eppendorf limpio.  

8. Se eluye el ADN añadiendo 55 l de agua ultrapura. 

9. Se deja reposar unos minutos y se centrifuga 1 min a máxima velocidad.  

10. El ADN obtenido se congela a –20ºC hasta su uso.  
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ANEXO II: Protocolo de identificación de genotipos de 

mt LSU rRNA mediante secuenciación directa 

 
Tras la identificación de P. jirovecii en una muestra de esputo obtenido de un sujeto con 

EPOC se procede a la secuenciación del fragmento de ADN amplificado. 

 Es necesaria la purificación de los productos de PCR mediante cromatografía de 

exclusión molecular para la obtención de ADN susceptible de ser secuenciado. Se 

procede con el protocolo que detallamos. 

1. Se utiliza una columna por cada muestra 

2. Añadimos 650 l de agua destilada-autoclavada en un eppendorf de 1.5 ml 

3. Centrifugar durante 1min a 3000 rpm dos veces; secar después el extremo. 

4. Añadir a la columna Sephacryl-S400 

5. Se coloca de nuevo la columna en el eppendorf para eliminar el buffer y 

compactar el polímero. Centrifugar 2 min a 3000 rpm. Se descarta el buffer y 

se seca el extremo de la columna. Este lavado se repite en dos ocasiones 

más. 

6. Añadimos 25 l de ADN amplificado en la columna (añadir lentamente y por 

el centro de la columna). 

7. Se coloca la columna en un tubo eppendorf limpio y rotulado. 

8. Se centrifugamos 2,5 min a 3000 rpm 

9. Se vuelve a testar el fragmento purificado en gel de agarosa (5 l de ADN + 

1,5 l de Blue Juice). 

 
REACCIÓN DE SECUENCIACIÓN 

Cada reacción de secuenciación debe contener: 5 l de ADN purificado; 4 l de premix 

(suministrada por Applied Biosystems) y 1 l de primer a 3 pmoles de concentración. 

Programa de Secuenciación 

 3 min a       94ºC 

 10 s   95ºC 

 5 s   50ºC             25 ciclos 

 4 min a         60ºC   ilimitado a            4ºC 

 

PRECIPITACIÓN DEL PRODUCTO DE SECUENCIACIÓN 
1. Rotulamos un tubo eppendorf por cada muestra. 

2. Se añaden: 

9,5 l de Cl2Mg  2 mM 

27,5 l de etanol absoluto a 95% 

10 l de la reacción de secuenciación. 

      3. Se incuba 12 min a RT y se centrifuga 20 min a 14000rpm 
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      4. Se elimina la solución de etanol, procurando no tocar el pellet y usando punta de     

      pipeta plana. 

      5. Añadir 125 l de etanol al 70% 

      6. Se centrifuga  durante 10 min a 14000 rpm 

      7. Decantar la solución de etanol. 

      8. Dar un pulso y eliminar al máximo con una punta estirada el sobrenadante 

      9. Incubar durante 10-15 minutos a 37ºC para que se evapore por completo el etanol  

      y dejar el pellet bien seco. 

Antes de realizar la electroforesis se añaden 25 l de TSR, y se incuba 10 min a RT. 

Posteriormente damos un vórtex a cada tubo, desnaturalizamos 3 min a 94ºC en bloque 

seco. 

Pulso de centrífuga a 14000 rpm, vórtex, y se cambia a tubos eppendorf de 0,5 l.  

Las muestras están listas para la electroforesis en el secuenciador. 
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ANEXO III: Protocolos de las técnicas de ELISA 

 
A) ELISA IL-8 

 

La determinación de la citoquina IL-8 se realizó siguiendo las indicaciones del fabricante y 

fue suministrado por el laboratorio Endogen. 

Se procede a la preparación de los reactivos: 

Solución de Lavado 

Se diluye la solución de lavado concentrada (30X) a 1X en agua destilada 

Preparación de la curva estándar: 

Se reconstituye la solución de lL-8 concentrada siguiendo las indicaciones del fabricante. 

Se preparan las diluciones seriadas pasando 160 µl de IL-8 de concentración conocida y se 

diluye con 240 ml de diluyente de estándar para la preparación de la curva como se indica 

en la figura. 

Preparación de las muestras 

Las muestras de esputo se utilizan sin diluir 

Las muestras de suero se diluyen 1:2. 

Protocolo: 

1. Se añade a cada pocillo 100 l de muestra problema o estándar de la curva. 

2. Se cubre la placa y se incuba a temperatura ambiente durante 1 hora 

3. Se lava la placa por 3 veces con solución de lavado 1X. 

4. Se incuba la placa con 50 l de anticuerpo biotinilado durante 1 hora. 

5. Se lava la placa por 3 veces con solución de lavado 1X. 

6. Se añade streptavidina conjugada con peroxidasa de rábano (100 ml por 

pocillo)  y se incuba durante 30 minutos. 

7. Se lava la placa por 3 veces con solución de lavado 1X. 

8. Se incuba con 100 l de solución sustrato TMB durante 30 min al abrigo de 

la luz durante 30 min. 

9. Se añaden 100 l de solución de parada  

10. Se determina la concentración de IL-8 en un lector de ELISA a 450 nm. 
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B) ELISA IL-6 
 

La determinación de la citoquina IL-6 se realizó siguiendo las indicaciones del fabricante y 

fue suministrado por el laboratorio Endogen. 

Se procede a la preparación de los reactivos: 

Solución de Lavado 

Se diluye la solución de lavado concentrada (30X) a 1X en agua destilada 

Preparación de la curva estándar: 

Se reconstituye la solución de lL-6 concentrada siguiendo las indicaciones del fabricante. 

Se preparan las diluciones seriadas pasando 160 l de IL-6 de concentración conocida y se 

diluye con 240 l de diluyente de estándar para la preparación de la curva. 

Las concentraciones utitlizadas para la recta patrón son: 400; 160; 64; 25,6; 10,24; 4,096 

pg/ml 

  

Preparación de las muestras 

Las muestras de esputo y de suero se utilizan sin diluir. 

Protocolo: 

1. Se añade a cada pocillo 50 l anticuerpo biotinilado  

2. Las muestras se incuban añadiendo 50 l de diluyente y 80 l de muestra 

problema. 

3. La curva patrón se incuba añadiendo 80 l de diluyente y 50 l de estándar. 

4. Cubrir la placa y se incuba a temperatura ambiente durante 2 horas. 

5. Se lava la placa por 3 veces con solución de lavado 1X. 

6. Se añade streptavidina conjugada con peroxidasa de rábano (100 l por 

pocillo) y se incuba durante 30 minutos. 

7. Se lava la placa por 3 veces con solución de lavado 1X. 

8. Se incuba con 100 l de solución sustrato TMB durante 30 min al abrigo de 

la luz durante 30 min. 

9. Se añaden 100 l de solución de parada  

10. Se determina la concentración de IL-6 en un lector de ELISA a 450 nm. 
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C) TNF-alpha 

 

La determinación del TNF-alpha se realizó siguiendo las indicaciones del fabricante y fue 

suministrado por el laboratorio Endogen. 

Se procede a la preparación de los reactivos: 

Solución de Lavado 

Se diluye la solución de lavado concentrada (30X) a 1X en agua destilada 

Preparación de la curva estándar: 

Se reconstituye la solución de TNF-alpha liofilizada con agua bidestilada siguiendo las 

indicaciones del fabricante. De esta solución se toman 200 l y se diluye con 200 l de 

diluyente del estándar resultando a una concentración de 1000 pg/ml. Desde esta solución 

se preparan diluciones seriadas a una concentración final para la recta patrón de: 500; 250; 

125; 62,5; 31,2; 1,6; 7,8 pg/ml 

Preparación de las muestras 

Las muestras de esputo y de suero se utilizan sin diluir. 

Protocolo: 

1. Las muestras se incuban añadiendo 50 l de diluyente y 80 l de muestra 

problema. 

2. La curva patrón se incuba añadiendo 80 l de diluyente y 50 l de estándar. 

3. Cubrir la placa y se incuba a temperatura ambiente durante 1 hora. 

4. Se lava la placa por 3 veces con solución de lavado 1X. 

5. Se añade a cada pocillo 100 l anticuerpo biotinilado. 

6. Se lava la placa por 3 veces con solución de lavado 1X 

7. Se añade streptavidina conjugada con peroxidasa de rábano (100 l por 

pocillo)  y se incuba durante 30 minutos. 

8. Se lava la placa por 3 veces con solución de lavado 1X. 

9. Se incuba con 100 l de solución sustrato TMB durante 30 min al abrigo de 

la luz durante 30 min. 

10. Se añaden 100 l de solución de parada  

11. Se determina la concentración de IL-6 en un lector de ELISA a 450 nm. 
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D) MCP-1 

La determinación de MCP-1 se realizó siguiendo las indicaciones del fabricante y al igual que 

el resto de los kits fue suministrado por el laboratorio Endogen. 

Se procede a la preparación de los reactivos: 

Solución de Lavado 

Se diluye la solución de lavado concentrada (30X) a 1X en agua destilada 

Preparación de la curva estándar: 

Se reconstituye la solución de MCP-1 concentrada siguiendo las indicaciones del fabricante. 

Se preparan las diluciones seriadas pasando 100 ml de MCP-1 de concentración conocida y 

se diluye con 300 ml de diluyente de estándar para el punto más concentrado de la curva. 

Para el resto de las diluciones se 160 ml del tubo anterior y se diluye con 240 ml de 

diluyente. 

Preparación de las muestras 

Las muestras de esputo y/o suero se analizan sin diluir. 

Protocolo: 

1. Se añade a cada pocillo 50 l de solución diluyente y 50 l de la muestra 

problema o estándar de la curva. 

2. Cubrir la placa y se incuba a temperatura ambiente durante 1 hora 

3. Se lava la placa por 3 veces con solución de lavado 1X. 

4. Se incuba la placa con 100 l por pocillo de anticuerpo biotinilado durante 1 

hora. 

5. Se lava la placa por 3 veces con solución de lavado 1X. 

6. Se añade streptavidina conjugada con peroxidasa de rábano (100 l por 

pocillo)  y se incuba durante 30 minutos. 

7. Se lava la placa por 3 veces con solución de lavado 1X. 

8. Se incuba con 100 l de solución sustrato TMB durante 30 min al abrigo de 

la luz. 

9. Se añaden 100 l de solución de parada  

10. Se determina la concentración de MCP-1 en un lector de ELISA a 450 nm. 
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ANEXO IV Cuaderno de recogida de datos 

CASE REPORT FORM (CRF) 

 

 

 

PATIENT DATA 

5. Patient´s Initial (3)   

6. Sex (M/F)  

7. Race (White, black, Oriental, Other)  

8. Date of birth (d/m/y)   ___/___/
___ 

9. Town of birth   

10. Country of birth   

11. Town of residence  

12. Country of residence  

 

 

MEDICAL HISTORY 

 Yes No  

13. DIABETES    

1. Investigator code (1)     4. Major group Chronic pulmonary 
disease 

  

2. Case number (2) ___/___  Blood donor   

3. Date of enrolment (d/m/y) ___/___/_
__ 

 P. carinii pneumonia   

   Other (specify)  ________
__ 
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14. HEPATIC IMPAIRMENT (transaminases > 2 times upper limit 
of normal range)  

   

15. RENAL IMPAIRMENT (serum creatinine > 2 mg/dl)      

16. MALIGNANCIES (if yes, specify)   ______________________
______ 

17. OTHERS (if yes, specify)   ______________________
______ 

    

18. Transfusion recipient     

19. Risk factor for HIV infection     

20. Smoker (if yes, specify number of cigarettes per day)   ______________________
______ 

21. Alcohol Intake (if yes, specify g/day)    ______________________
______ 

 

NOTES   

 

1Use the Participant No. allocated by the consortium: 

Seville EC1 Lyon EC4 Toulouse EC7 Lauren EC10 

Lille EC2 Copenhagen EC5 Paris EC8 Lisbon EC11 

Oxford EC3 Amiens EC6 Rome EC9   

 

2Use the Participant No. followed by a correlative number (one for each subject included in 
the study) allocated by your Centre. For example: fourth patient of Seville: Case number 
EC1/04     

 

3 Name & surname 
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CHRONIC PULMONARY DISEASE HISTORY  

 

 Yes No  

22. PULMONARY DISEASE    

    

        22.1. Chronic bronchitis    

        22.2. Emphysema    

        22.3.Bronchiectasis    

        22.4. Chronic obstructive asthma    

        22.5. Cystic fibrosis     

        22.6. Other (if yes, specify)   __________________
_____ 

    

23. Pulmonary disease exacerbation (4) at this assessment     

        if yes, specify: mild, moderate or severe   __________________
_____ 

    

24. Evidence of any pulmonary infection at this assessment     

        If yes, specify aetiology     __________________
_____ 

        If yes, specify method of  identification    __________________
_____ 

    

25. Use of corticosteroids within the previous 6 months     

        If yes, specify : inhaled corticosteroid (IC) / oral corticosteroid 
(OC) / both (BO) 

  __________________
_____ 

        If yes specify: total number of days under this treatment 
within the last six months 

  __________________
_____ 
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26. Use of other immunomodulating agents(5) within the previous 
6 months 

   

        If yes, specify the agent    __________________
_____ 

    

27. Previous use of cotrimoxazole     

        If yes specify: total number of days under this treatment and 
total dose of    sulfamethoxazole  within the last six months 

  Days: ___   Dose (g): 
_____ 

    

28. Use of other drugs with anti-P.carinii activity (6) within the 
previous 6 months  

   

        If yes, specify the agent    __________________
_____ 

 

NOTES   

4 Exacerbation of COPD is defined as a sustained worsening of the patients condition, from 
the stable state and beyond normal day-to-day variations, that is acute in onset and 
necessitates a grange in regular medication in a patient with underlying COPD. 

  Staging COPD exacerbations:  

- Mild: Patient has an increased need for medication, which he/she can manage in own 
normal environment 

- Moderate: Patient has an increased need for medication and feels the need to seek 
additional medical assistance 

- Severe: Patient/caregiver recognised obvious and/or rapid deterioration in condition, 
requiring hospitalisation   

5 Including cytotoxic chemotherapeuctic agents   

6  Including pentamidine, dapsone, atovaquone, primaquine, clindamicine, pyrimethamine, 
macrolides  
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 HEMATOLOGY/BIOCHEMISTRY/ARTERIAL GASES/CHEST X RAY 

29. Haemoglobin  (g/dl)   34. pH  

30. WBC x 109/l   35. pO2 (mmHg)  

31. Neutrophils x 109/l  36. pCO2 (mmHg)  

32. Lymphocytes x 109/l  37. Serum creatinine (mgl/dl)  

    

33. Chest X-ray (specify: 1 to 8) (7),    

 

 

OPTIONAL TEST 

 Not 
done 

Done   

38. IMMUNOLOGY   If done, specify:   

   37.1. Date of test (d/m/y) ____/____/_
___ 

  37.2.CD4 cell/mm3   

  37.3.CD8 cell/mm3  

       

 Not 
done 

Done   

39. HIV SEROLOGY   If done, specify:   

   38.1.Date of test (d/m/y) ____/____/_
___ 

  38.2.Result (pos/neg)  

    

 

 Not 
done 

Done   

40. SPIROMETRY    If done, specify:   
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    (within the previous six 
months) 

  39.1.Date of test (d/m/y) ____/____/_
___ 

  39.2.FEV1, % predicted  

  39.3.FEV1/VC, % predicted   

  39.4.FEV1/FCV, percent  

 

 Not 
done 

Done   

41. MICROBIOLOGY  (sputum 
analysis)  

  If done, specify:  

   40.1.Date of test (d/m/y) ____/____/_
___ 

  40.2.Sputum staining   

  40.3.Microbiological 
identification (yes/no) 

 

  40.4. If yes, specify micro-
organism   

 

 

NOTES 

 

(7) 1= normal;  2 = alveolar infiltrate; 3 = interstitial infiltrate; 4 = mixed infiltrate; 5 = pleural 
effusion; 6 = bronchiectasis; 7, bullae;  

8, other (specify)  
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LOCAL DIAGNOSIS OF P. CARINII  

 Pos Ne
g 

ND  

42. Sputum staining (if done, specify 
method) 

   _______________________________________
__________ 

43. Sputum PCR       

44. BAL staining (if done, specify 
method) 

   _______________________________________
__________ 

45. BAL PCR      

46. Other (if done, specify sample 
and method) 

   _______________________________________
__________ 

     BAL, bronchioalveolar lavage 

     ND, not done 

 

        

STORED SAMPLES 

 Yes No No. of 
samples 

Codes of samples(8)   

47. Sputum (SP)       

48. Oralpharyngeal samples (OP)       

49. Serum (SE)       

50. BAL (BA)       

51. Activated Lymphocytes (LY)       

52. Other (if yes, specify sample) 
(OT) 

      
_____________
___ 
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COMMENTS:________________________________________________________________
_____________________________ 

 

 

 

NOTES 

 

(8) Case number/code of sample followed by a correlative number (one for each aliquot). For 
example: first aliquot of sputum for patient 4 of Seville: Case number EC1/04; Code of 
sample EC1/04/SP1     

 

 

GUIDELINES FOR COMPLETING THE CASE REPORT FORM (CRF) 

 

- Use a BLACK biro or ballpoint pen. 

- Please return by mail white top copy of the completed pages to the Co-ordinator Centre. 

- The yellow copy of the completed pages will be retained at your Centre. 

- If it is necessary to correct data, cross out the incorrect data with a single line and initial 
the correction. Do not use tipp-ex correction fluid. 
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ANEXO V: Hoja de información/consentimiento informado  
 

Impacto de la colonización por Pneumocystis en la fisiopatología de la enfermedad 
pulmonar crónica. 

La siguiente información describe el estudio a realizar y las consideraciones más 
importantes de la infección por P. jirovecii  

Por favor lea cuidadosamente esta información y no dude en preguntar a su médico si no entiende 
algún punto de la misma.  
 
Pneumocystis es un hongo atípico y poco virulento que se encuentra muy extendido entre los 
humanos y otras especies de mamíferos a lo largo del mundo. Este microorganismo puede 
producir una infección respiratoria a pacientes que, por diferentes causas, padecen alteraciones 
de su sistema inmunológico que es el encargado de la defensa frente a las infecciones.  Sin 
embargo, en los últimos años se ha comprobado que personas sin alteración de su sistema 
inmunológico pueden ser portadoras de este agente sin llegar a padecer neumonía. Esto se ha 
observado sobre todo en pacientes con enfermedades pulmonares crónicas (10-40%) sin que 
hasta el momento se conozca el papel que puede desempeñar en la evolución de su enfermedad 
 
El objetivo de este estudio es aportar información sobre el posible efecto de 
Pneumocystis jirovecii sobre la fisiopatología de la enfermedad pulmonar 
obstructiva crónica a través de la respuesta inmune que induce a nivel local y 
sistémico en estos pacientes con EPOC. 

Los procedimientos del estudio consisten en la toma de unas muestras de esputo 
que el paciente expulsará espontáneamente para comprobar si es portador de 
este microorganismo y realizar un análisis del mismo. Además se extraerán una 
muestra de sangre para realizar el estudio inmunológico del paciente.  

Los datos de los estudios científicos disponibles hasta la fecha apoyan que en 
personas sin alteración del sistema inmune este agente no provoca alteraciones 
importantes y, por tanto, no se precisa tratamiento para erradicarlo. Por tanto, 
usted no recibirá tratamiento en caso que se detecte el patógeno. Si la evolución 
clínica de su enfermedad hiciese sospechar que este microorganismo puede 
estar causando una evolución desfavorable usted recibirá tratamiento especifico 
frente al mismo, y recibirá todos los cuidados médicos necesarios para el control 
de su enfermedad. A todos los participantes en el estudio se les pide su 
aceptación por escrito.  

El Dr. _____________________ es el investigador responsable del estudio 
y está a su disposición en caso de que tuviera alguna duda, pregunta o 
problema.  

La confidencialidad de los datos relacionados con este estudio será respetada, a los cuales solo 
tendrá acceso el médico investigador, persona encargada de su control.  
 
La participación es voluntaria y en cualquier momento puede retirarse del estudio sin que esto 
altere la relación con su médico ni produzca perjuicio sobre su seguimiento. Si esta información 
le parece suficiente y está de acuerdo en participar en el estudio por favor firme el formulario de 
consentimiento escrito.    MUCHAS GRACIAS. 
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ANEXO V 
CONSENTIMIENTO INFORMADO 

Impacto de la colonización por Pneumocystis en la fisiopatología de la enfermedad 
pulmonar crónica. 

    Por favor marque el recuadro apropiado  
          Si    No 

 ¿ Ha leído la hoja informativa de consentimiento que se 

        le ha entregado? 

 ¿Ha recibido suficiente información sobre el estudio y ha tenido la 
oportunidad de preguntar sobre el mismo obteniendo respuestas 
satisfactorias a las preguntas efectuadas?                            Si    No 

                                                  

 ¿Con quién ha hablado? Dr ________________________________ 

 ¿Está de acuerdo en que su participación es voluntaria  y que puede 
retirarse del estudio: 

- en cualquier momento? 

- sin tener que dar explicaciones?                                        Si   No 

- sin que esto repercuta en mis cuidados médicos? 

 

 ¿Está de acuerdo en que su historial médico sea examinado por 
personal autorizado manteniendo la confidencialidad de su identidad y 
que esta no sea divulgada ?                                            
Si   No  

 

He contestado SI a todas las preguntas arriba indicadas y estoy de acuerdo en 
participar libremente en el estudio. 
Firma del participante:  ____________________   Fecha: 
___/___/___ 
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(padre o representante legal en caso de ser menor de edad)   d     m        a 

Nombre del participante en mayúsculas:  _____-
_____________________ 

 

Firma del testigo:    ______________________    Fecha:  
___/___/___ 

                                                                                               d      m      a 

Nombre del testigo en mayúsculas:   
____________________________ 

 

 

 
 


