ARTICULO ORIGINAL

Acta PepiatR MEx 2001;22(6):419-23

Identificacion de Pseudomonas
aeruginosa en pacientes pediatricos
con fibrosis quistica. Cultivo de
expectoracion vs lavado broncoalveolar
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Objetivo: Comparar los resultados de los cultivos de lava-
do broncoalveolar con los de expectoracién, en el aisla-
miento de Pseudomonas aeruginosa en pacientes
pediatricos con fibrosis quistica. Diseno: Estudio
prospectivo, comparativo, observacional y transversal.
Ubicacidn y fecha: Departamento de Neumologia y Ciru-
gia de Térax del instituto Nacional de Pediatria, de agosto a
diciembre del 2000. Material y método: Se estudiaron
todos los pacientes con diagndstico de fibrosis quistica.
Se tabularon edad, género y estado clinico. En cada pa-
ciente se cultivaron dos tipos de muestras: a) lavado
broncoalveolar obtenido por broncoscopia y b) expecto-
racién inducida con solucién salina hiperténica al 3%. Se

realizé citologia de la muestra. Las contrastaciones esta-
iy

: ABSTRACT

Objective: To compare the isolation of Pseudomonas
aeruginosa in samples obtained by two techniques:
bronchoalveolar lavage and expectoration, in pediatric
patients with cystic fibrosis. Design: Prospective,
comparative, observational, and cross-sectional study.
Location and date of study: Department of Neumology
and Thoracic Surgery of the Instituto Nacional de Pediatria
(National Institute of Pediatrics), from August to December,
2000. Material and method: We studied every patient
with cystic fibrosis under control in our Service. We
investigated age, gender and clinical state. In each patient
two samples were cultured: a) bronchoalveolar lavage
sample obtained by bronchoscopy; and b) expectoration

sample induced with hypertonic 3% saline solution. Sample
e

INTRODUCCION

Enlos pacientes con fibrosis quistica mas del 90%
de la morbi-mortalidad se debe a infeccién endobron-
quial crénica de bacterias.!® Pseudomonas aeru-
ginosa es la bacteria que més frecuentemente causa
una intensa respuesta inflamatoria del huésped, con
obstruccién progresiva de la via respiratoria, lo que
produce daiio permanente del tejido pulmonar, insufi-
ciencia respiratoria y muerte temprana.**

En los adultos, los métodos mds utilizados para ob-
tener una muestra para cultivo son el aspirado
broncoalveolar obtenido por broncoscopia y los culti-
vos de esputo.!*¢ En el caso de lactantes y nifios pe-
quefios, debido a que no expectoran, se desconoce
con certeza el valor de dichos cultivos,” aunque se
han publicado algunas series en donde se induce la
expectoracion mediante nebulizacién con cloruro de
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sodio hiperténico. !

La fibrosis quistica es la enfermedad genética letal
mds frecuente de la raza caucdsica (1 en 3500 naci-
dos vivos) y se produce por mutacién del gen que
codifica para la proteina reguladora de transmembrana,
causando mayor espesamiento y viscosidad de las
secreciones bronquiales con daiio en el aclaramiento
mucociliar y predisposicion a infecciones recurren-
tes.

El presente estudio se disefi6 con el objeto de com-
parar el aislamiento de Pseudomonas aeruginosa
mediante cultivo obtenido por lavado broncoalveolar
con respecto al de expectoracién inducida, en nifios
con fibrosis quistica.

MATERIAL Y METODO
Se realizé un estudio prospectivo, comparativo,
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disticas fueron de dos colas con «=0.05. Para comparar la
concordancia entre los resultados de ambos cultivos, se
calculd el estadistico k (kappa). Resultados: De los 20
pacientes en control, solamente se presentaron diez en el
lapso de estudio. En funcién de su estado clinico se clasi-
ficaron en: Grupo | (seis pacientes con recaida) y Grupo I
(cuatro pacientes sin recaida). No se detectaron diferen-
cias significativas en género, edad, ni en cantidad de
polimorfonucleares en la citologia. Al comparar los resulta-
dos de ambas técnicas mediante el estadistico k, se en-
contré una concordancia casi perfecta (prueba de k=0.84).
Discusion: Al parecer no hay diferencia en el aislamiento
de P. aeruginosa en las muestras para cultivo obtenidas
mediante dos técnicas: lavado broncoalveolar y expecto-
racion.

Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa, cultivo de
expectoracion, lavado broncoalveolar, fibrosis quistica.

—_
cytology was also performed. All statistical comparisons
were two-tailed with a=0.05. To evaluate the concordance
between the results of the two cultures, k (kappa) statistic
was calculated Results: Only 10 of the 20 patients under
control in the Service answered the summons in the study
lapse. In terms of their ciinical state, they were classified
as Group | (six patients with relapse) and Group II (four
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: bronchoalveolar lavage
and expectoration.

Key words: Pseudomonas aeruginosa, expectoration
culture, bronchoalveolar lavage, cystic fibrosis.

—

observacional y transversal,!? para estudiar a los pa-
cientes de fibrosis quistica del Servicio de Neumologia
y Cirugfa de Térax del Instituto Nacional de Pedia-
tria, entre agosto y diciembre del 2000, que acepta-
ran participar en el estudio previo consentimiento in-
formado de los padres o tutores.

El diagndstico de fibrosis quistica se realiz6 me-
diante dos resultados con valores mayores de 60 mEq/
L de electrdlitos en sudor, la identificacién de 1a mu-
tacién genética, o ambos datos. Se consideré que un
paciente presentaba colonizacién crénica de la via
respiratoria inferior por alguna cepa de Pseudomo-
nas aeruginosa cuando se aislé dicha bacteria en
cultivos de lavado broncoalveolar por més de seis
meses consecutivos. '’

1 Beca otorgada por el gobierno de México a través del Insti-
tuto Mexicano de Cooperacién Internacional (IMEXCI) de la
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En cada paciente se tabularon edad, sexo, estado
clinico (con o sin recaida). Se realiz6 una micronebuli-
zacion con 3 mL de solucidn de cloruro de sodio al
3%, durante 10 minutos, para inducir la expectora-
cién. Con el fin de recolectar la muestra de expecto-
racion se realizé la fisioterapia y drenaje postural. En
el caso de los lactantes, ésta se obtuvo introduciendo
una sonda en la nasofaringe conectada a una trampa
de Lee. A continuacién se realizé broncoscopia para
obtener la muestra de lavado broncoalveolar utilizan-
do fibrobroncoscopios Olympus 3.5 en los pacientes
menores de dos afios de edad y de 4.7 mm en el res-
to. La muestra de aspirado broncoalveolar se tom¢
llevando la punta del broncoscopio al 16bulo medio e
instilando 5 mL de solucién salina fisiolégica. En am-
bas tomas, el material recuperado se colocd en un
frasco estéril para cultivo bacteriano para ser proce-
sado por el Laboratorio de Microbiologia Experimen-
tal y la citologia de la muestra de expectoracién, por
el de Quimica Clinica.

Para la identificacién del género y especie
bacteriana se cultivé cada muestra en gelosa sangre,
agar Mac Conkey y agar SS. Asimismo, se realiza-
ron cultivos cuantitativos mediante diluciones en PBS
y siembra en gelosa sangre de carnero, incubando a
37° C durante 72 h, de acuerdo con las normas y
recomendaciones para la identificacién de P.
aeruginosa de la American Society for Microbiology
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(ASM)." La cepa se clasificé como mucoide o no-
mucoide, en funcion de [a morfologfa de la colonia
observada en el primer aislamiento. Cabe sefialar que
a priori, cada aislamiento se consider6 como una
cepa diferente. Para el recuento diferencial celular
se realizé tincion de Wright.'®

Se considerd que una muestra era adecuada para
cultivo bacteriolégico cuando tenfa un volumen de
entre 4 y 5 mL y era lo suficientemente homogénea y
fluida para llevar a cabo cultivos cuantitativos;' y
para la citologfa, si no se hallaba una cantidad mayor
de 10 células epiteliales por campo en la muestra de
expectoracidn, siguiendo los lineamientos estableci-
dos."”

La informacién se recabd en formas disefiadas ex
profeso y se digit6é en Excel 97. El andlisis estadisti-
co se hizo con el paquete de programas de cémputo
denominados Biomedical Computer Programs
(BMDP), versién 7. En funcién de la escala de medi-
cion de las variables se obtuvieron estadisticas des-
criptivas. La variable presencia o ausencia de recai-
da fungié como variable explicativa. Cuando la varia-
ble respuesta era de tipo categdrico se utilizo la prue-
ba exacta de Fisher y cuando fue de tipo continuo, la
prueba de Mann Whitney. En todas las contrastacio-
nes las pruebas fueron de dos colas con a=0.05.1
Para investigar la concordancia entre los resultados
de ambos cultivos se utilizé la prueba de Kappa.'’

RESuULTADOS

De los 20 pacientes con fibrosis quistica en con-
trol por el Servicio de Neumologia y Cirugia de T6-
rax, solamente aceptaron participar diez durante el
lapso del estudio. Respecto al estado clinico de los
pacientes, seis estaban en fase de recaida. Dos pa-
cientes de cada grupo fueron del género masculino y,
al contrastar estadisticamente su proporcion, no se
detectaron diferencias significativas (prueba exacta
de Fisher = 1). Se aislaron ocho cepas de Pseudomo-
nas aeruginosa (Cuadro 1) que se clasificaron como
mucoides o rugosas en funcién de su morfologia ce-
lular. Aunque se identificaron otros géneros y espe-
cies, para el propésito del presente estudio, solamen-
te se hablaré de la bacteria mencionada.

El cuadro muestra los resultados obtenidos res-
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pecto alaedad de los pacientes; la densidad bacteriana
de cepas de P. aeruginosa clasificadas como rugoides
0 mucosas, tanto del cultivo de expectoracién como
del lavado broncoalveolar, asi como el porcentaje de
polimorfonucleares en ambos tipos de muestra; no se
detectaron diferencias significativas. En algunos ca-
sos, debido al reducido tamarfio de la muestra no fue
posible realizar la contrastacién estadistica propues-
ta.

En el Cuadro 2, al comparar los resultados de los
cultivos realizados mediante ambas técnicas y en caso
de aislamiento de P. aeruginosa, su fenotipo, median-
te el estadistico k (kappa), la concordancia fue casi
perfecta” como se ve en la informacion que aparece
en la diagonal de dicho cuadro.

DISCUSION

Al comparar los resultados del cultivo de expec-
toracion con los del lavado broncoalveolar, encontra-
mos una concordancia casi perfecta entre ambos
métodos de recoleccion de las muestras, tanto en los
casos en los que no se aislé la bacteria (dos pacien-
tes) como cuando en ambos cultivos fueron positivos
las dos cepas de Pseudomonas aeruginosa (4/5 pa-
cientes).

El Cuadro 1 muestra que en un paciente sin recai-
da se aislo P. aeruginosa de fenotipo rugoso en la
expectoracidn, mientras que se aislaron fenotipos ru-
goso y mucoide en el lavado broncoalveolar. Una
posible explicacién de esto es que dicho lavado es
mis eficiente en el aislamiento de cepas bacterianas
de las porciones inferiores de la via respiratoria
(mucoides), que en el de las muestras tomadas de
expectoracion, en donde se recuperan fundamental-
mente cepas de fenotipo rugoso (no-mucoide) que
poseen receptores que les permiten adherirse prefe-
rentemente a las células del epitelio de la via respira-
toria superior.'” Este caso es de una nifia escolar con
un cuadro no muy agresivo que se encontraba sin
recaida al momento de la toma de las muestras. La
explicacién de lo anterior fue que la densidad
bacteriana de ambas cepas fue escasa (<10° UFC/
mL).?

En el Cuadro 2, se observa que la mediana de la
densidad bacteriana de los pacientes con recaida fue
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tres veces mayor que la de los pacientes sin recai-
da. Lo anterior concuerda con lo referido en otras
series."” En los dos grupos de pacientes, cuando
se aislaron ambos fenotipos de Pseudomonas, la
densidad bacteriana fue diez veces mayor en el
caso de las muestras procedentes de lavado
broncoalveolar que en el de las de expectoracion,
por haber sido obtenidas directamente de la via
respiratoria inferior. Sin embargo, debido al nime-
ro reducido de pacientes estudiados, no fue posible
contrastarlo estadisticamente, lo cual es una limi-
tacion del estudio.

Armstrong y cols,’ sefialan que la infeccién de
via respiratoria inferior debe ser diagnosticada
mediante un cultivo puro de un organismo patége-

no, cuya densidad bacteriana seca >10° UFC/mL y
>50% de polimorfonucleares en el lavado bronco-
alveolar. Ambos hechos los encontramos en el pre-
sente estudio: la cuenta celular de polimorfonucleares
fue una mediana de 81.5% para expectoracion y 83.5%
para el lavado broncoalveolar. Al no encontrar una
cantidad mayor de 10 células epiteliales por campo,
todas las muestras de expectoracién se consideraron
adecuadas."

Segun lo observado en nuestro estudio, parece
ser que la expectoracion inducida por nebulizacidn
con solucién salina hiperténica al 3% es un método
comparable con el lavado broncoalveolar de reco-
lectar muestras para cultivo de Pseudomonas
aeruginosa en pacientes con fibrosis quistica.

Cuadro 1. Expectoracion vs. lavado broncoalveolar en diez pacientes con fibrosis quistica

Estado clinico

Con recalda Sin recaida
Grupo | Grupo I
Prueba de
Mediana Minimo Madximo Mediana  Minimo Maéximo n=  Whitney p=

Edad 6.5 2 18 6.5 2 12 4 12 1
Densidad bacteriana
Fenotipo rugoso:
Expectoracion 2380000 21700 231000000 6 950600 1200 1900000 2 {-) (-)
Lavado broncoalveolar 23250000 108000 97000000 6 767500 35000 1500000 2 (-) (-)
Fenotipo mucoide
Expectoracion 24690000 7600 90000000 4 (- -) (--) - -) =) ( -)
Lavado broncoalveolar 4335000 370000 62000000 4 3200 3200 3200 1 {- (-)
% de polimorfonucleares
Expectoracion 81.5 0 100 6 7 0 70 4 45 0.1087
Lavado broncoalveolar 83.5 0 100 6 10 0 70 4 4.5 0.1077

Cuadro 2. Comparacién de aislamiento de Pseudomonas aeruginosa mediante dos técnicas de obtencién de la muestra. Expectora-
cién versus lavado broncoalveolar en diez pacientes con fibrosis quistica

Muestra obtenida mediante expectoracion

No se aislo  Rugosa Mucoide Ambas
No se aisld 2 0 0 0
Muestra obtenida mediante Rugosa 0 3 0 0
lavado broncoalveolar Mucoide - - - -
Ambas 0 1 0 4
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