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RESUMEN

Objetivo: Comparar los resultados de los cultivos de lavado broncoalveolar
con los de expectoracién en el aislamiento de Pseudomonas aeruginosa en
pacientes pediatricos con fibrosis quistica.

Diseito: Estudio prospectivo, comparativo, observacional y transversal.
Ubicacién y fecha: Departamento de Neumologia y Cirugia de Torax del
Instituto Nacional de Pediatria de agosto a diciembre del 2000.

Material y métodos: Se localizaron todos los pacientes con diagnéstico
confirmado de fibrosis quistica conocidos del Servicio. Se investigé edad,
género y estado clinico. Se recolectaron dos tipos de muestras: lavado
broncoalveolar obtenido por broncoscopia y expectoracién inducida con
solucién saline hiperténica al 3%. También se realizé citologia de la
muestra. Las contrastaciones estadisticas fueron de dos colas con a=0.05.
Resultados: De los 20 pacientes en control, solamente se presentaron diez
en el lapso de estudio. En funcién de su estado clinico, se clasificaron en:
Grupo [ (6 pacientes con recaida) y Grupo II {4 pacientes sin recaida). No
se detectaron diferencias significativas en términos de género, edad, ni con
respecta a cantidad de polimorformucleares en la citologia. Al comparar los
resultados de ambas técnicas, se encontré una concordancia casi perfecta
(prueba de Kappa=0.84).

Discusion: Al parecer no hay diferencia en el aislamiento de P. aeruginosa
en las muestras para cultivo obtenidos mediante dos técnicas: lavado

broncoalveolar y expectoracion.



SUMMARY

Objective: To compare the isolation of Pseudomonas aeruginosa in
samples obtained by two techniques: bronchoalveolar lavage and
expectoration in cystic fibrosis pediatric patients.

Design: Prospective, comparative, observational and cross-sectional study.
Location and date of study: Department of Neumology and Thoracic
Surgery of the National Institute of Pediatrics, from August to December
2000.

Material and methods: We tried to locate all cystic fibrosis patients under
control in our Service. We investigated age, gender and clinical state. The
bronchoalveolar lavage sample was obtained by bronchoscopy; the
expectoration sample was induced hypertonic 3% saline solution. The
sample cytology was also performed. All statistical comparisons were two-
tailed with ¢ =0.05.

Results: Only 10 of the 20 patients in control in the Service answered the
summons in the study lapse. In terms of their clinical state, they were
classified as Group I (6 patients with relapse), Group Il (4 patients without
relapse). Significant differences were not detected in terms of gender, age,
nor in the amount of polimorphonuclear cells in the cytology. When P.
aeruginosa isolation was compared in the results obtained by each
technique, there was an almost perfect agreement (Kappa=0.84}.
Discussion: Apparently there are no differences in P. aeruginosa isolation
with the two different techniques compared in the study: branchoalveolar

Lavage and expectoration.



INTRODUCCION

En los pacientes con fibrosis quistica mas del 90% de la morbi-
mortalidad es debida a infeccion endobronquial crénica de bacterias!-3.
Pseudomonas aeruginosa es la bacteria que mas se ha asociado con una
intensa respuesta inflamatoria del huésped, con obstruccién progresiva de
la via aérea, que produce dafo permanente del tejido pulmonar,
insuficiencia respiratoria y muerte temprana.3.4

En adultos, los métodos mas utilizados para obtener una muestra
para cultivo son el aspirado broncoalveolar obtenido por broncoscopia y
los cultivos de esputo.l36 En el caso de lactantes y nifios pequeiios,
debido que no expectoran, se desconoce con certeza el valor de dichos
cultivos,”89 aunque se han publicado algunas series en donde se inducen
la expectoracion mediante nebulizacion con cloruro de sodio
hipertdnico.1%11

La fibrosis quistica es la enfermedad genética letal mas frecuente de
la raza caucésica (1 en 3500 nacidos vivos) 1 se produce por mutacién del
gen que codifica para la proteina reguladora de transmenbrana, causando
mayor espesamiento y viscosidad de las secreciones bronquiales con daiio
en el aclaramiento mucociliar y predisposicién a infecciones recurrentes.

El presente estudios se disefid con el objetive de tratar de comparar
en los pacientes conocidos de fibrosis quistica, ¢l aislamiento de
Pseudomonas aeruginosa mediante cultivo obtenido por lavado

broncoalveolar con respecto al de expectoracion inducida.



MATERIAL Y METODOS

Se realizé un estudio prospectivo, comparativo, observacional y
transversal,'? para estudiar a los pacientes conocidos de fibrosis quistica
del Servicio de Neumologia y Cirugia de Térax del Instituto Nacional de
Pediatria, entre agosto y diciembre del 2000, que aceptaran participar en
el estudio previo consentimiento informado de los padres o tutores.

El diagnédstico de fibrosis quistica se realizé mediante dos resultados
con valores mayores de 60meq/L de electrolitos en sudor y/o la
identificacién de la mutacién genética. Dichos pacientes presentaban
colonizacién crénica de la via aérea inferior por cualquiera de las cepas de
Pseudomonas aeruginosa, es decir se habia aislado dicha bacteria en
cultivos de lavado broncoealveolar por mas de seis meses consecutivos. 13

En cada paciente se recabé edad, sexo, estado clinico (con o sin
recaida). Se realizd una micronebulizacion con 3 ml de solucién de cloruro
de sodio al 3% durante 10 minutos para inducir la expectoracién. A fin de
recolectar la muestra de expectoracién se realizd la fisioterapia y drenaje
postural; en el caso de lactantes, ésta se obtuvo al introducir una sonda en
nasofaringe conectada a una trampa de Lee. A continuacién, se realizo
broncoscopia para obtener la muestra de lavado broncoalveolar utilizando
fibrobroncoscopios Olympus 3.5 en los pacientes menores de dos afios de
edad y de 4.7 mm en e} resto. La muestra de aspiradc broncoalveolar se
tomé llevando la punta del broncoscopio al lobule medio € instilando 5 m}
de solucion salina fisiolégica. El material recuperado en el primer caso se

colocé en un frasco estéril y en el segundo en dos. Las muestras para



cultivo bacterianc fueron procesadas por el Laboratorio de Microbiclogia
Experimental; la citologia en el de Quimica Clinica.

Para la identificacién del género y especie bacteriana se cultivo cada
muestra en medio Agar MacConky, de acuerdo a las normas’ y
recomendaciones de la American Society for Microbiology {ASM);!4 para el
recuento diferencial celular, la tincién de Wright!S,

La informacién se recabé en formas dischiadas ex profeso y se digitd
en Excel 97. El anadlisis estadistico se llevo a cabo mediante el paquecte de
programas de computo denominados Biomedical Computer Programs
(BMDP) Version 7. En funcion de la escala de medicion de las variables se
obtuvieron estadisticas descriptivas. La variable presencia o ausencia de
recaida fungié como variable explicativa. Cuando la variable respuesta era
de tipo categérico se utilizé prueba exacta de Fisher; para las continuas,
prueba de Mann Whitney. En todas las contrastaciones las pruebas fueron
de dos colas con a=0.05. 1 Para investigar la concordancia entre los

resultados de los cultivos se utilizdé prueba de Kappa.l?



RESULTADOS

De los 20 pacientes con fibrosis quistica en control por el Servicio de
Neumnologia y Cirugia de Torax, solamente aceptaron participar solamente
diez durante el lapso del estudio. Con respecto al estado clinico de los
pacientes, seis estaban en recaida. Dos pacientes de cada grupo fueron del
género masculine y al contrastar estadisticamente su proporcién no se
detectaron diferencias significativas (prueba exacta de Fisher =1).

En el Cuadro 1 se pueden apreciar los resultados obtenidos con
respecto a la edad de los pacientes, la densidad bacteriana de cepas
rugoides y de mucosas, tanto de cultivo de expectoracién, como de lavado
broncoalveolar, asi como el porcentaje de polimorfonucleares en ambos
tipos de muestra. Como se puede observar, tampoco se detectaron
diferencias significativas.

En el Cuadro 2, se puede apreciar que el resultado de la prueba de Kappa

nos habla de una concordancia casi perfecta- 17



DISCUSION -

Al comparar los resultados del cultivo de expectoracién con los de lavado
broncoalveolar, encontramos una correlaciéon casi perfecta entre ambos métodos
de recoleccion de las muestras, tanto en el caso en los que no se aislé la bacteria
(dos pacientes) como en los que ambos cultivos fueron positivos las dos cepas de
Pseudomonas aeruginosa (4/5 pacientes).

Como se puede apreciar en el Cuadroe 1, en un paciente sin recaida se aisld
P. aeruginosa de fenotipo rugoso en expectoracién, mientras que se aislaron
fenotipos rugoso y mucoide en el lavado broncoalveolar. Una posible explicacién
de esto es que es que dicho lavado es mas eficiente en el aislamiento de cepas
bacterianas asociadas a las porciones inferiores del tracto respiratorio (mucoides),
al compararlo con las muestras tomadas de expectoracion, en donde se recuperan
fundamentalmente cepas de fenotipo rugoso (no-mucoide). Estas tltimas poseen
receptores que les permiten adherirse preferentemente a las células del epitelio
del tracto respiratorio superior.1?

El caso antes mencionado es de una paciente escolar del género femenino
con un cuadro no muy agresivo, que s¢ encontraba sin recaida al momento de la
toma de las muestras. La explicacion de lo anterior fue que la densidad bacteriana
de ambas cepas fue escasa (<105 UFC/ mij.’z

En el Cuadro 2, se observa que la mediana de la densidad bacteriana de los

pacientes con recaida fue tres veces mayor que la de los pacientes sin recaida. Lo
anterior concuerda con lo ya referido en otras series.!7 En ambos grupos de

pacientes, cuando se aislaron ambos fenotipos de Pseudomonas, la densidad

7



bacteriana fue diez veces mayor en el caso de las muestras procedentes de lavado
broncoalveolar que de las de expectoracién, por haber sido obtenidas
directamente del tracto respiratorio inferior. Sin embargo, debido a la reducida
cantidad de pacientes estudiados, no fue posible contrastarlo estadisticamente, lo

cual es una limitacion del estudio.

Armstrong y cols,” sefialan que la infeccién de via aérea inferior debe ser

diagnosticada mediante un cultivo puroc de un organismo patéogeno, cuya
densidad bacteriana sea >106 UFC/ml y »50% de polimorfonucleares en el lavado
broncoalveolar. Ambos aspectos los encontramos en el presente estudio al
encontrar en el conteo celular de polimorfonucleares una mediana de 81.5% para
expectoracién v 83.5% para el lavado broncoalveolar. Cabe sefialar que al no
encontrar una cantidad mayor de 10 células epiteliales por campo todas las
muestras de expectoracién fueron adecuadas!s

Segin lo observado en nuestro estudio, parece ser que la expectoracién
inducida por nebulizacién con solucién salina hiperténica al 3% es un método
comparable con el lavado broncoalveolar para recoleccion de las muestras para

cultivo de Pseudomonas aeruginosa en pacientes con fibrosis quistica.
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EXPECTORACION VS. LAVADO BRONCOALVEOLAR

CUADRO 1.

EN DIEZ PACIENTES CON FIBROSIS QUISTICA

Estado
clinico
Con recaida
Grupo |
Mediana
Edad 6.5
Densidad bacteriana
Fenotipo rugoso:
Expectoracién 2380000
Lavado 23250000
broncoalveolar
Fenotipo mucolde:
Expectoracion 24690000
Lavado 4335000
broncoalveolar
% de
polimorfonucleares:
Expectoraciéon 81.5
Lavado 835

broncoalveolar

Minimo

2

21700
108000

7600
370000

8in recaida
Grupo li
Méximo n= Mediana Minimo
18 6 6.5 2
231000000 6 950600 1200
97000000 6 767500 35000
90000000 4
62000000 4 3200 3200
100 6 7 0

100 6 10

(*): Significancia estadistica; (t): Con distribucién de Ji-Cuadrada

Maximo

12

1800000
1500000

3200

70
70

n=

4

2
2

Whitn

1
12

ey

4.5
4.5

p=

0.109
0.108



CUADRO 2.
COMPARACION DE FENOTIPOS DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA
EN CULTIVOS DE EXPECTORACION VERSUS LAVADO
EN DIEZ PACIENTES CON FIBROSIS QUISTICA

Fenotipo en
expectoracion
Noseaisldé Rugosa Mucoide Ambas
No se aisld 2 0 0 0
Fenotipo en Rugosa 0 3 0 0
lavado
broncoalveolar Mucoide - - - -
Ambas 0 1 0 4

Prueba de Kappa = 0.84
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ANEXO 1.

" Hoja de captacién de la informacién del protocolo:072 /2000
"IDENTIFICACION DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA EN PACIENTES
PEDIATRICOS CON FIBROSIS QUISTICA.CULTIVO DE EXPECTORACION VS DE
LAVADO BRONCOALVEOLAR.

1.{ )Caso
2.-( ) Registro
3.-( ) Edad en afios
4.- ( ) Género; 0 : Masculing, 1: femenino
Muestra de Expectoracion
5.-{ )Fenotipo de Pseudomonas aeruginosa; 0: no se aisld, 1:rugosa,
2: mucoide, 3: ambas.
6.- ( ) Densidad bacteriana del cultivo de la cepa mucoide (UFC/ml)
7.-( ) Densidad bacteriana del cultivo para la cepa rugesa (UFC/ml)
8.-( )Conteo celular de la muestra de polimorfonucleares
Muestra de Lavado broncoalveolar
9.- ( ) Fenotipo de Pseudomonas aeruginosa; 0: no se aisld, 1:rugosa,
2: mucoide, 3: ambas.
10.-( } Densidad Bacteriana del cultivo para cepa mucoide (UFC/ml)
11.-( ) Densidad bacteriana del cultivo para cepa rugosa (UFC/ml}
12.-( ) Conteo celular de la muestra de polimorfonucieares

13. ( ) Estado clinico: 0= sin recaida; 1= con recaidaBIBLIOGRAFIA
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