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A) Introduccion
1. Neumonia adquirida en la comunidad

La neumonia adquirida en la comunidad (NAC) constituye una entidad en estrecha
relacion con el clinico. Por no ser una enfermedad de declaracion obligatoria resulta dificil
encontrar una equivalencia numérica para esta afirmacién. Woodhead y colaboradores
(1987), estiman que un médico general asiste a una media de 10 casos por cada 1000
habitantes y afio. En nuestro pais, dos estudios realizados recientemente (Almirall et al, 1993
y Aguirre et al, 1993), arrojan una incidencia de 2.6 y 8.8 casos por 1000 adultos y afio,
respectivamente.

El desarrollo de la terapéutica antimicrobiana, iniciado en la década de los cuarenta
con el descubrimiento de la penicilina, mejor6 de manera espectacular la supervivencia por
neumonia neumococica (del 17% al 85%) (Pennington, 1994), lo cual condujo a la
abdicacion de la neumonia como *"Captain of the men of death (Osler, 1901); esto ha
permitido que, en la actualidad, tres de cada cuatro casos de NAC puedan ser tratados
correctamente de manera ambulatoria (Garibaldi, 1985).

Cifras tan optimistas para la poblacion general quedan ensombrecidas cuando
centramos nuestra atencion sobre la poblacion anciana, donde la NAC constituye la primera
causa de muerte por infeccion. EIl hecho de que el 90% de los pacientes con NAC y edad
superior a los 65 afios requieran hospitalizacion, con un tiempo de estancia medio dos veces
superior al de los adultos (Fedullo, 1985), junto con el envejecimiento progresivo de la
poblacién, han permitido que la NAC se convierta de nuevo en un problema sanitario de
creciente actualidad.

La tasa de mortalidad de la NAC -aunque baja- ha permanecido invariable a lo largo
de los ultimos treinta afos, situdndose alrededor del 15% para los casos que requirieron
hospitalizacion (Tabla 1-1). La tasa de mortalidad para los pacientes atendidos en unidades de
vigilancia intensiva alcanza el 54% (Woodhead et al, 1985).

Series Casos Mortalidad
Austrian, 1964 1130 13
Mufson, 1967 427 10
Sullivan, 1972 292 24

Dorff, 1973 148 17.5
Ebright, 1980 106 13
MacFarlane, 1982 127 15
Marrie, 1989 719 21
Pachon, 1990 67 20.8

Tabla 1-1. Mortalidad por neumonia adquirida en la comunidad

En consecuencia, la existencia de una posible evolucién fatal genera una sensacion de
urgencia que acompafa al clinico cada vez que se enfrenta con una NAC. Sensacion mas
acentuada si cabe, en el anciano, en quien una accion terapéutica en las primeras veinticuatro
horas puede ser critica en la posterior evolucion de la enfermedad (Pennington, 1994).
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2. Epidemiologia de la NAC
2.1. Estudios epidemioldgicos

Son numerosos los estudios realizados con el fin de conocer los agentes causantes de
NAC vy la homogeneidad de sus resultados dependen, en gran parte, de la poblacion
seleccionada, de las técnicas microbiologicas empleadas, de los criterios diagnosticos
utilizados y del ambito geogréfico donde se desarrolle el estudio.

Un analisis no pormenorizado de los resultados de diversos estudios realizados en los
Gltimos afos (busqueda con base de datos tipo MEDLINE que contiene citas de las revistas
cientifico-médicas incluidas en el Index Medicus. Palabras clave: pneumonia/community-
acquired/etiology. Restriccién de busqueda: articulos originales en lengua inglesa publicados
durante los afios 1990-1994) (Tabla 1-2), nos permite realizar las siguientes afirmaciones:

La mayor parte de los estudios coinciden en afirmar que el S. pneumoniae es
protagonista indiscutible de la NAC con porcentajes que varian entre el 5% y el 46% sobre el
total de casos diagnosticados. Tan amplias diferencias son consecuencia de utilizar o no el
cultivo de esputo como criterio diagndstico (Antela et al, 1993). En menor proporcion
participan H. influenzae, L. pneumophila, S. aureus, bacilos gramnegativos, virus y agentes
pertenecientes a los géneros mycoplasma, chlamydia y coxiella.




% sin

Serie n° pacientes Microorganismos diagnostico Comentario
Primero Segundo Tercero
Ostergaard 254 Neumococo H. influenzae Mycoplasma 65.8% utilizacion de
puncién
(1993) (13.7%) (6.2%) (3.9%) transtraqueal
Fang 359 Neumococo H.influenzae Legionella 49%
(1990) (EPOC: 31 %) (15.3%) (10.9%) (6.7%)
Pachon 67 Neumococo gram - Legionella 52.2% seleccion:
(1990) (E. base 46%) (37.5%) (25%) (21.8%) neumonia grave
Bates 154 Legionella Chlamydia Neumococo 49%
(1992) (8.4%) (5.1%) (5.1%)
Almirall 105 Chlamydia Neumococo Mycoplasma 51.5%
(1993) (EPOC: 17%) (15.2%) (12.3%) (7.6%)
Moine 132 Neumococo gram - H. influenzae 28% ingresados UCI.
(1994) (E. base 92%) (45%) (15%) (15%) Utilizacién de
broncoscopia
Ortquist 277 Neumococo Mycoplasma virus 32% 25%
(1990) (46%) (10%) (5%) infeccion mixta

Tabla 1-2. Estudios epidemioldgicos prospectivos sobre NAC.




La importancia del neumococo como agente responsable de la NAC queda fuera de
toda duda, con independencia de la seleccion de enfermos o de las técnicas diagndsticas
empleadas (Moine et al, 1994). En cambio, el protagonismo de H. influenzae se encuentra en
estrecha relacion con el criterio de seleccion de poblacion. Asi, en estudios donde el grupo de
enfermos con EPOC de base representa un porcentaje alto (Fang et al, 1990), H. influenzae
aparece como uno de los agentes principales, mientras que en estudios con escasa
representatividad de enfermos con EPOC (Almirall et al, 1993), dicho germen no aparece
como agente principal. Los gérmenes gramnegativos deben ser tenidos en cuenta en enfermos
con enfermedad subyacente grave (Pachon et al, 1990). La existencia de infecciones mixtas
no es infrecuente, alcanzando en algunas series, el 25% del total de casos (Ortqvist et al,
1990).

Las tendencias demograficas actuales, han incrementado el interés de los clinicos por
la microbiologia de la NAC en el anciano. Tanto Venkatesan y colaboradores (1980), como
Llorente y colaboradores (1993) utilizando la puncidn transtoracica como técnica diagnostica,
hallaron a S. pneumoniae y H. influenzae protagonistas de la neumonia en el anciano.
Estudios realizados con anterioridad y que concedian cierto protagonismo a los bacilos
gramnegativos (Verghese y Berck, 1983), podrian haber considerado microorganismos
colonizantes como verdaderos patogenos (Venkatesan et al, 1990).

Por ultimo, cabe resaltar el elevado porcentaje de NAC sin diagnostico etioldgico que,
en la mayoria de las series gira en torno al 50% de los casos.

2.2. Microbiologia de la NAC
Son numerosos los microorganismos que son capaces de causar NAC, y no es nuestro
objetivo una exhaustiva enumeracion de cada uno de ellos sino, al contrario, realizar una
somera puesta al dia de los microorganismos que con mas frecuencia se relacionan con la
NAC.

2.2.1. Streptococcus pneumoniae

Desde el descubrimiento del neumococo en 1881, este microorganismo se ha asociado
con la infeccion del tracto respiratorio. La neumonia neumocaocica se produce como resultado
de la microaspiracion de los microorganismos que han colonizado la nasofaringe, siendo
posible en epidemias en comunidades cerradas la inhalacion de bacterias suspendidas en el
aire tras la evaporacion de goticulas de secrecién (Musher, 1991). Los anticuerpos frente al
polisacarido capsular del neumococo son considerados generalmente como el mecanismo
inmunoldgico principal de resistencia a la infeccion. No obstante, la escasa prevalencia de
anticuerpos IgG frente al neumococo (15% en establecimientos militares y 33% en varones
adultos) contrasta con el hecho de que la neumonia neumocdcica no aparezca con mayor
frecuencia. El motivo puede ser que la colonizacion nasofaringea por neumococo se sigue de
la aparicion de anticuerpos frente al polisacarido capsular, probablemente en una o dos
semanas en la mayoria de las personas. Los individuos que no tienen factores predisponentes
desarrollarian inmunidad antes de que pueda aparecer neumonia; en cambio, las personas que
tienen alguna alteracién de los mecanismos de defensa respiratorios, como los portadores de
enfermedades cronicas o los afectos de enfermedades viricas como la gripe, tienen mayor
probabilidad de desarrollar neumonia antes de la respuesta de anticuerpos (Musher et al,
1993).
Recientes avances en el estudio de la patogenicidad del neumococo apoyan la utilizacion de
inhibidores de la respuesta inmune como coadyuvantes de la terapia antibidtica (Tuomanen et
al, 1995). Estudios de laboratorio sobre animales infectados por cepas de neumococo que
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mueren pero no sufren lisis celular -con la consiguiente reduccion de la respuesta
inflamatoria por parte del huésped-, demuestran la escasa aparicion de sintomas y la
existencia de menor dafio tisular (Tuonamen et al, 1988). Estos avances supondrian la
fundamentacion teorica de algo ya conocido en la practica: la administracion de corticoides
junto con penicilina suprime los sintomas y signos de pacientes con neumonia neumocdcica
(Wagner et al, 1956).

Determinadas enfermedades subyacentes crdnicas condicionan un alto riesgo de
infeccion neumococica. Asi, la infeccién por VIH, la enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, el etilismo cronico, neoplasias y diabetes mellitus constituyen las enfermedades
cronicas que se asocian con mayor frecuencia a neumonia neumocdcica (Gaztelorrutia,
1994). Tambien los ancianos son mas susceptibles de infectarse por S. pneumoniae (Esposito,
1984).

Aunque el neumococo se asocia tradicionalmente con la NAC, no le podemos negar
cierto papel protagonista en las neumonias nosocomiales que, segun las series, oscilan entre
el 10% y el 25% de los casos diagnosticados (Tabla 1-3).

Casos |[Casos con |Organismo

Autor totales |diagnostico | mas frecuente Neumococo
Pseudomona

Celisi (1988) 120 48 (39%) 10%
Pseudomona

Fagon (1989) 52 52 (31%) 6%

Rello (1991) 67 47 S. aureus (32%) 6%

Potgieter(1992) |31 16 S. aureus (33%) 25%

Sirvent (1994) |20 20 S. aureus (30%) 15%

Tabla 1-3. Protagonismo de Sreptococcus pneurnoniae como agente etioldgico de la
neumonia nosocomial.

La reciente expansion del infeccion por VIH ha llevado consigo un renovado
protagonismo del neumococo: este microorganismo constituye el agente etiolégico mas
frecuente de las neumonias bacterianas que ocurren en los infectados por el VIH, con una
frecuencia de hasta el 50% de las neumonias con agente etiolégico demostrado (Teira et al,
1992), con una tasa de ataque seis veces superior a la de la poblacion general (Polsky et al,
1986). La causa de este aumento de la enfermedad neumocdcica entre los infectados por el
VIH parece estar en una respuesta deprimida de los anticuerpos especificos y en una
alteracion de la inmunidad de la mucosa respiratoria (Janoff et al, 1992).

Los pacientes con neumonia e infeccion por VIH tienen sintomas y signos clinicos
similares a los de la poblacion general. Sin embargo, no es excepcional encontrar infiltrados
intersticiales en la radiologia, haciéndose necesario realizar el diagnostico diferencial con
patdgenos oportunistas que tambien causan neumonia en estos pacientes (Roca et al, 1991).

La neumonia neumocdcica puede ser bacteriémica hasta en el 37% de los casos
(Gransden et al 1985). La frecuencia de bacteriemia varia en relacion con el serotipo, siendo
del 62% en un brote de neumonia por S. pneumoniae serotipo 1 (Mercat et al, 1991).
Tambien resulta significativamente mas frecuente entre aquellos con enfermedad subyacente
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(66%) que entre los que no la presentan (Gudiol, 1977). Entre los infectados por el VIH la
bacteriemia puede ocurrir hasta en el 76% de los casos (Janoff et al, 1992). La neumonia
neumocadcica bacteriémica esta agravada con una mortalidad que en algunas series alcanza el
45% de los casos (Austrian, 1986). Diversas caracteristicas clinicas de la poblacion estudiada
se asocian con una mayor mortalidad, como la presencia de empiema inicial, la afectacién
multilobar, el shock séptico y la inmunodeficiencia previa (Gransden, 1985). La presencia de
coinfeccion por el VIH parece agravar el prondstico de la infeccién neumocdécica. En un
estudio llevado a cabo por Pesola y Charles (1992), la mortalidad de la neumonia
neumocdcica entre los infectados y no infectados por el VIH fue de 57% y 25%
respectivamente. Recientemente, Marfin y colaboradores (1995) han analizado la existencia
de factores de riesgo en 102 pacientes con neumonia neumocdcica bacteriémica: una edad
superior a 48 afos, la existencia de enfermedad pulmonar previa, la adquisicion nosocomial
de la infeccion, asi como una temperatura inferior a 38°C, sirvieron para predecir fallo
respiratorio o muerte en el 67% de los casos.

2.2.2. Mycoplasma pneumoniae

Mycoplasma pneumoniae constituye una causa frecuente de infeccidén del tracto
repiratorio inferior entre la poblacion joven. Se manifiesta como brotes epidémicos cada 4
afios en forma de faringitis o traqueobronquitis (Manresa y Dorca, 1994). Otras
caracteristicas epidemiologicas quedan expuestas en la tabla 5. Un 10% de los pacientes
afectados desarrollaran neumonia. Aunque su protagonismo entre la poblacién mayor de 65
afios se considera escasa, son pocos los estudios realizados a este respecto. Recientemente,
Marrie (1993) entre 1.300 casos de NAC, encontré 64 casos de infeccion por Mycoplasma
pneumoniae, de los cuales 6 (9.4%) correspondian a individuos mayores de 65 afios. Sus
manifestaciones clinicas y radioldgicas no se diferenciaron de las causadas por otros
microorganismos en este grupo de edad y la evolucion fue favorable en todos los casos. A
este respecto conviene recordar que, aunque la mayoria de las neumonias causadas por
Mycoplasma pneumoniae son bien toleradas por el paciente, casos descitos de insuficiencia
respiratoria asociada y evolucion fatal ya han sido descritas con anterioridad (Jastremsky,
1979).

Ambito de adquisicién comunidad (escuelas, bases militares)
Epidemias cada 4 afnos

Predominio estacional no

Periodo de incubacion 3 semanas

Edad de maxima incidencia |4-20 afos

Prioridad de sexo no (1/1 attack ratio)

Tabla 1-4 Caracteristicas epidemioldgicas de la infeccion por Mycoplasma pneumoniae.
Modificado de Wallace (1993).

2.2.3. Chlamydia pneumoniae
Hace casi diez afios, Grayston y colaboradores (1986) aislaron lo que denominaron
una nueva cepa de Chlamydia psitacci de la faringe de ocho estudiantes de la Universidad de
12




Washington, que tenian una infeccion aguda del tracto respiratorio. Chlamydia pneumoniae
es el nombre que finalmente se ha adoptado (Grayston, 1989) para el microrganismo hasta
hace poco conocido como Chlamydia psitacci variedad TWAR, una bacteria que, al igual que
las otras dos especies del género, es gramnegativa, inmovil, no crece en medios de cultivo
ordinarios y requiere células vivas para su multiplicacion. La anterior designacion de este
microorganismo como variedad TWAR, viene de las letras con las que se denominaron los
dos primeros aislamientos, en los laboratorios donde fueron reconocidos: TW-183 y AR-39.
TW-183 fue aislado en 1965 del ojo de un nifio en un estudio de tracoma realizado en Taiwan
y AR-39 fue aislado en 1986 de la faringe de un estudiante con faringitis de la Universidad de
Washington, Seattle.

A diferencia de C. psitacci que es una zoonosis cuyo reservorio principal son los
pajaros y animales domésticos, C. pneumoniae no tiene reservorio animal, siendo su Unico
huésped natural el hombre.

En un principio se pensé que C. pneumoniae era otra cepa de C. psitacci , pero

estudios posteriores (Marrie, 1993) demostraron que se trataba de una nueva especie (Tabla
1-5).
Se han descrito infecciones endémicas y epidémicas causadas por C. pneumoniae en
diferentes localizaciones. Especialmente sobresalientes son los trabajos publicados que
refieren datos de esta infeccion en Norteamérica y en los paises nérdicos de Europa. En
cuanto a las zonas endémicas podemos destacar: infeccién por TWAR en Seattle 1963-1976
(Grayston et al 1989); infecion por C. pneumoniae en el Victoria General Hospital en
Halifax, Nueva Escocia, entre 1981 y 1984 (Marrie et al, 1987), y enfermedad del tracto
respiratorio en estudiantes de la Universidad de Washington en 1983-1987 (Grayston, 1986).
En relacion a las epidemias, éstas se han producido en Dinamarca, Noruega y Suecia en
1981-1983. Estudios de infeccion en Dinamarca sugieren que hubo una epidemia a principios
de los afios ochenta. En Noruega, en 1981, hubo un gran aumento de casos de ornitosis y lo
mismo ocurri6 en Suecia durante 1981-1982 (Grayston et al, 1989), y epidemias de neumonia
por TWAR en cuarteles militares en Finlandia (Kleemola, 1988). Tambien en Finlandia ha
habido otras epidemias entre la poblacion civil, jovenes estudiantes en su mayoria (Saikku et
al, 1985).

C. tracomatis C. psitacci C. pneumoniae

Homologia de DNA con C. pneumoniae <5% < 10% 94%-100%
Sensibilidad a la sulfonamida Si no no
Portador de antigeno de especie

especifico en membrana exterior Si Si no
Numero de cepas 18 desconocido al menos 2
Existencia de plasmidos Si Si no
Biosintesis de folato Si no no
Glicdgeno en inclusion Si no no

Tabla 1-5 Similitud entre las tres especies de Chlamydia.

Estudios de prevalencia basados en la deteccion de anticuerpos especificos frente a C.
13



pneumoniae en poblacién general, sugieren que esta infeccidn esta ampliamente distribuida.
Se han encontrado IgG especificas en, aproximadamente, el 50% de los adultos investigados
segun estudios realizados en siete ciudades, variando desde un 49% en Canada a mas de un
60% en Taiwan y Panama (Grayston, 1990). Se ha encontrado que la prevalencia de
anticuerpos frente a C. pneumoniae en adultos es de 5 a 10 veces mayor que para C.
tracomatis (Wang, 1986), y la prevalencia es de un 10-25% mayor en varones que en
mujeres. Afecta a personas de todas las edades aunque parece menos frecuente en nifios
menores de 5 afios (Marrie, 1990).

Se ha encontrado evidencia de infeccién por C. pneumoniae en, aproximadamente, el
10% de los adultos con neumonia (Tabla 1-6). Otras infecciones menos frecuentes interesan
el tracto respiratorio en forma de faringitis, bronquitis y sinusitis (Pérez Trallero y Montes,
1991). Especialmente provocadores son los trabajos que relacionan la C. pneumoniae con la
cardiopatia isquémica (Saikku et al, 1988) y la sarcoidosis (Gronhager, 1988).

Series Lugar Pacientes | C. pneumoniae | Diagnostico
Fang 1990 Estados Unidos | 359 22(6%) serologia
cultivo
Campbell, 1991 | Estados Unidos | 49 3(6%) serologia
Blasi 1993 Italia 142* 6(40%) serologia
serologia
cultivo
Grayston, 1993 | Estados Unidos | 54** 12(22%) PCR

Tabla 1-6 Neumonia adquirida en la comunidad causada por C. pneumoniae.
*Exacerbaciones en pacientes con EPOC.
**Infeccion aguda M tracto respiratorio.

Hasta el momento, son escasos los trabajos realizados en nuestro pais con el fin de
conocer el protagonismo de la C. pneumoniae como agente etioldgico de la NAC. Asi, un
estudio retrospectivo sobre 103 pacientes con NAC (Guerrero et al, 1991), se demostré la
existencia de contacto previo con el microorganismo e infeccion previa en el 57.3% y 4% de
los casos, respectivamente. En un analisis de prevalencia realizado entre nifios y jovenes del
Pais VVasco (Montes et al, 1992), se hallaron datos de infeccidn por C. pneumoniae en mas del
40% de los mayores de siete afios. Por otro lado, dos estudios prospectivos, uno en el area de
Barcelona (Almirall et al, 1993) y el otro en Madrid (Antela et al, 1993) atribuyen a la C.
pneumoniae el 15.2% y el 4.9% de los casos de NAC, respectivamente.

Recientes publicaciones, sin embargo, sugieren que la relacion entre C. pneumoniae e
infeccion no estd completamente aclarado. Gnarpe y colaboradores (1991) aislaron C.
pneumoniae en el esputo del 5% (11 de 234) de los adultos sanos, lo que traduciria una
situacion de portadores cronicos asintomaticos. Por otro lado, Chirgwin y colaboradores
(1991) encontraron evidencia de infeccion mixta en, al menos, 2 de los 16 casos con cultivo
positivo para C. pneumoniae . La evidencia de infeccion por otro germen (uno con
hemocultivo positivo a H. influenzae y otro con la tincion de gram positiva para neumococo),
junto con la buena respuesta observada tras la aplicacion de [-lactdmicos -farmacos
considerados ineficaces frente a C. pneumoniae-, sugeriria, en el mejor de los casos, un
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escaso papel patdgeno de C. pneumoniae en el desarrollo de estas infecciones.

2.2.4. Legionella pneumophila

Un brote epidémico de neumonia entre los participantes en una convencion de la
Legion Americana en un hotel de Filadelfia en 1976 dio lugar al reconocimiento e
identificacion de la Legionella pneumophila como agente causante de NAC (Fraser et al,
1977). La elevada mortalidad atribuida a este germen -29 de los 182 pacientes afectados
durante aquel brote fallecieron-, ha contribuido a una exhaustiva investigacion durante los
altimos afios con el fin de conocer con detalle aspectos epidemioldgicos, clinicos vy
terapéuticos relacionados con este microorganismo. Asi, la asociacion entre los brotes
epidémicos de neumonia por Legionella pneumophila con la cercania a las torres de
refrigeracion de aire acondicionado ha sido recientemente reevaluada. Stout y colaboradores
(1992) encuentran que el 40% de las NAC producidas por este microorganismo pueden
asociarse, mediante estudio molecular, a los sistemas de distribucion de agua potable de la
residencia o lugar de trabajo del individuo afectado. Por otro lado, los resultados de un
estudio prospectivo realizado en nuestro pais durante 7 afios con mas de 4.500 casos (Tellez
et al, 1990), confirman la apetencia geografica de la L. pneumophila por la cuenca
mediterranea.

La presentacién clinica de la neumonia por L. pneumophila resulta extremadamente
variable no lograndola incluir entre los patrones clinicos clasicos de neumonia tipica o
atipica. La experiencia de algunos autores (Pennington, 1994), atribuyen a la neumonia por L.
pneumophila una forma de presentacion bifasica: Durante los primeros dias de enfermedad,
los sintomas generales como malestar, cefalea y mialgias protagonizan el cuadro clinico, para
dar paso en una segunda fase, a un cuadro clinico superponible al originado por el S.
pneumoniae: fibre elevada con escalofrios, tos purulenta, dolor toracico de caracter pleuritico
y leucocitosis. La presencia de diarrea no resulta suficientemente especifica como para
descartar otros patdgenos (Girod et al, 1982). Un infiltrado alveolar, bien sea parcheado,
segmentario o lobar, caracteriza la presentacion radioldgica de la enfermedad.

En la actualidad disponemos de diversos métodos para detectar la presencia de L.
pneumophila como agente causal de NAC (Tabla 1-7) y la elecciéon de uno u otro queda
subordinada a las estrategias econémicas de cada laboratorio de microbiologia.

Test Sensibilidad |Especificidad |Comentario

(%) (%)
Serologia 75 95-99 sensibilidad éptima a las 6-9 semanas
Deteccion de Antigeno |25-75 95-99
(inmunofluorescencia) no se negativiza en presencia de antibiotico
cultivo medio de cultivo selectivo BCYE«
- esputo 25-75 100
- sangre 10-30 100
Sondas de DNA 50-70 95-99 no se negativiza en presencia de antibidtico
Antigeno en orina 80-99 99 no se negativiza en presencia de antibidtico
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Tabla 1-7 Diagndstico de laboratorio de la infeccidn por Legionella neumophila (modificado
de Edelstein y Meyer, 1994).

La alta eficacia del tratamiento de la legionelosis con eritromicina ha sido validada
por numerosos estudios clinicos en los ultimos 15 afios (Domingo et al, 1991). Esta solida
evidencia clinica en favor de la eritromicina como tratamiento de eleccion en la legionelosis
tiene que ser valorada a la luz del hallazgo de nuevos antimicrobianos con una superior
actividad in vitro y diversas ventajas farmacocinéticas. En atencion a las peculiares
caracteristicas patogénicas de Legionella el tratamiento optimo deberia combinar la mejor
actividad intrinseca frente al microorganismo y una buena capacidad para penetrar en el
interior de las células fagocitarias. Algunos farmacos que muestran una buena potencia in
vitro no son capaces de alcanzar una buena concentracion intracelular. Por este motivo, se
explica la baja eficacia clinica de antibidticos que son altamente eficaces in vitro como
amoxicilina-clavulanico o imipenem. Josamicina y la mayoria de los denominados nuevos
macrolidos, como claritromicina, azitromicina, midecamicina, rokitamicina y roxitromicina,
muestran una mejor actividad in vitro frente a legionella que eritromicina (Jones et al, 1992).
Los primeros estudios clinicos publicados (Hamedani, 1991) sobre un total de 87 casos de
legionelosis, muestran una eficacia clinica superior al 95% despues de la administracién oral
de claritromicina a dosis de 500 mg cada 12 horas por via oral. En base a la experiencia
clinica previa, parece prudente mantener el tratamiento hasta completar tres semanas en los
siguientes casos: huésped inmunocomprometido, existencia de enfermedad de base y casos de
legionelosis clinicamente grave, dado que tratamientos mas cortos en dichas circunstancias se
han asociado a recrudescencia de la enfermedad (Roig et al, 1991).

2.2.5. Haemophilus influenzae

Aunque la primera descripcion de Haemophilus influenzae se remonta a 1893, su
relacién con la NAC fue escasa hasta los afios setenta (Levin et al, 1977). A partir de
entonces, aumento considerablemente el nimero de casos informados. Se ha sugerido que
este aumento en la incidencia podria deberse a una disminucion del estado de inmunidad
aparecida durante los ultimos afios. Asi, se ha propuesto que el tratamiento antimicrobiano
precoz de las infecciones infantiles seria la causa de la reduccion de anticuerpos protectores
(Pierce, 1991).

Tanto las caracteristicas clinicas, analiticas y radiologicas resultan ineficaces para
diferenciar entre la neumonia causada por Haemophilus influenzae y la causada por
Streptococcus pneumoniae,
si no es por la mayor predisposicion del primero a originar derrame pleural (Pierce, 1991).
Recientemente (Kirtland et al, 1994), se ha relaciondo a Haemophilus influenzae con la
neumonia cronica, arbitrariamente definida como aquella infecccion respiratoria que genera
sintomas respiratorios y anomalias radioldgicas de mas de un mes de duracion (Kirtland y
Winterbauer, 1991).

Existen seis cepas encapsuladas y, por lo tanto, tipificables de Haemophilus
influenzae. Hasta hace poco se pensaba que la mayoria de las neumonias del adulto se debian
a la cepa tipo b, la responsable con mayor frecuencia de las infecciones infantiles. Sin
embargo, recientemente se ha descubierto que en el adulto la enfermedad puede estar causada
por cepas no encapsuladas y, en consecuencia, no tipificables. Este hecho podria influir en la
eleccion del tratamiento puesto que, a diferencia de las cepas tipo b, la mayoria de las cepas
no encapsuladas resultan sensibles a la ampicilina (Pierce, 1991).

2.2.6. Klebsiella pneumoniae
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El papel de la Klebsiella pneumoniae como agente comdn causante de NAC ha sido puesto
en tela de juicio recientemente (Carpenter, 1990). Numerosos estudios realizados antes de
1960 asociaban este microorganismo con NAC en alcohdlicos, y se caracterizaba por la
produccion de un esputo gelatinoso e imagenes radioldgicas con abombamiento de cisuras.
Tales casos resultan enormemente infrecuentes en la actualidad y la creencia de que dichos
casos fueran protagonizados por anaerobios de la orofaringe esta cada vez mas extendida
(Norvick et al, 1991).

2.2.7. Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus es una causa poco comun de neumonia fuera del hospital, salvo en
circunstancias muy concretas. Es bien conocida la predisposicion de los pacientes con gripe a
la sobreinfeccion por este microorganismo. Las neumonias por S. aureus mas frecuentemente
diagnosticadas en pacientes ambulatorios suelen ocurrir en enfermos adictos a drogas por via
parenteral con bacteriemias y endocarditis causadas por S. aureus que secundariamente
siembran el pulmén.

2.2.8. Coxiella Burnetti

La neumonia causada por Coxiella burnetti se ha denominado clasicamente "Fiebre Q.
Descrita por primera vez en Australia (Derrick, 1937), donde un microrganismo desconocido
hasta entonces -"Q": query (interrogacion)- fue aislado en la sangre y orina de 9 trabajadores
de un matadero. Como zoonosis ampliamente distribuida, la NAC causada por C. burnetti
constituye una curiosidad médica en el &mbito urbano. En nuestro pais, el pais vasco aparece
como una zona donde la fiebre Q constituye una entidad frecuente, contribuyendo en un 18%
a los agentes etiologicos de NAC (Sobradillo et al, 1989). Esto, unido al hallazgo de
evidencia seroldgica de infeccion pasada en el 28% de los granjeros del norte de Irlanda
(Standford et al, 1990), con un incremento estacional entre Abril y Junio, apoya la asociacion
de la neumonia por C. burnetti con practicas ganaderas Yy, en concreto, con el pastoreo de
ovejas.

Un reciente trabajo de Sobradillo y colaboradores (1992) ha contribuido a despejar
ciertas dudas en referencia al tratamiento de la infeccion por C. burnetti. El trabajo fue
disefiado con el fin de conocer la evolucién clinica de 48 pacientes con infeccion por C.
burnetti serologicamente confirmada. Se randomizaron dos grupos para recibir tratamiento
con doxiciclina y eritromicina. Aunque la fiebre desaparecio estadisticamente mas pronto en
el grupo tratado con doxiciclina, no se observaron diferencias al comparar otros parametros
evolutivos.

2.2.9. Virus

Los virus responsables de la gripe, algunas enfermedades exantematicas y el virus
respiratorio sincitial, pueden ser responsables de algunos casos de NAC en la edad adulta. Su
diagnostico tiene interés por razones epidemioldgicas, por existir para ellos algunas ofertas
terapéuticas y por la asociacion que algunos de estos agentes guardan con la predisposicion a
ciertas sobreinfecciones bacterianas. Recientemente, Cartwright (1991) y Reilly (1991) han
demostrado un marcado aumento de la infeccion meningococica varias semanas despues de
un brote de gripe A. Por otro lado, aunque la neumonia causada por el virus respiratorio
sincitial no suele ser grave, algunos casos de neumonitis grave ya se han descrito. En estos
casos, la ribavirina en forma de aerosol podria ser efectiva (Aylward et al, 1991).

3. Pronéstico de la NAC
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El prondstico de la NAC varia ampliamente, desde la recuperacion completa con
tratamiento domiciliario, hasta la muerte, a pesar del ingreso del paciente en unidades de
cuidados intensivos. Se han propuesto varios indices prondsticos que han sido validados
prospectivamente. Sin embargo, desde el punto de vista practico interesa conocer a priori qué
grupo de pacientes puede ser tratado de forma segura en régimen ambulatorio.

Diversas comisiones de control de calidad han sugerido una conjunto de criterios para
calificar como "apropiado" el ingreso de los pacientes con neumonia (Tabla 1-8).

1. Signos vitales de enfermedad definidos por:
-pulso > 140/min.

-presion arterial sistolica < 90 mmHg o
-frecuencia respiratoria > 30/min.

2. Trastorno del nivel de conciencia, definido como reciente aparicién de desorientacion
temporoespacial, estupor o coma.

3. Hipoxemia arterial pO2 < 60 mmHg en gasometria basal con aire ambiente

4. Infeccion supurada asociada a la neumonia (ej: empiema, artritis, meningitis,
endocarditis)

5. Grave trastorno electrolitico, hematologico o metabdlico recientemente descubierto:
-Na < 130 mEqg/1

-Hct <30 %

-Neutrdfilos < 1000/mm3

-Creatinina > 2.5 mg/dI

6. Enfermedad médica coexistente que requiera ingreso independiente de la neumonia (ej:
sospecha de infarto agudo de miocardio

Tabla 1-8 Definicion de las indicaciones de ingreso bospitalario segun las cornisiones de
control de calidad de EEUU (Medisgroups database).

Sin embargo, los protocolos de actuacion deben ser considerados como orientativos
para el clinico, y nunca sustituir su juicio que individualiza cada caso; de lo contrario, la
decision tomada puede no ser beneficiosa para el paciente. Asi, Fine y colaboradores (1993)
encontraron que un 37% de los pacientes que fueron clasificados como susceptibles de
tratamiento ambulatorio sufrieron una evolucion complicada. El término evolucién
complicada fue definido como: muerte en las siguientes 6 semanas, desarrollo de una
complicacion médica, fiebre persistente, necesidad de fluidoterapia intravenosa,
oxigenoterapia durante mas de 3 dias u hospitalizacién tras iniciar tratamiento ambulatorio.
Fine y colaboradores (1993), describieron 5 factores adicionales predictores de evolucion
complicada en el grupo de pacientes susceptibles de tratamiento ambulatorio. Los factores
hallados fueron: edad mayor de 65 ofios, presencia de enfermedad de base (comorbilidad),
temperatura superior a 38.3 °C, inmunosupresién o neumonia de alto riesgo (causada por
estafilococos, bacilos gramnegativos, aspiracion o postobstruccion). La probabilidad de
evolucion complicada se incrementd de forma lineal desde un 12% hasta un 100%
dependiendo del nimero de factores existentes.

Dos amplios estudios (British Thoracic Society, 1987 y Farr, 1991), han demostrado
que las 3 variables que predicen de forma independiente la mortalidad de la NAC en el adulto
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son: concentracién de nitrégeno uréico superior a 20 mg/dl, presion arterial diastélica igual o
inferior a 60 mmHg y frecuencia respiratoria superior a 30 por minuto. La combinacién de 2
de estas variables implica un riesgo de muerte 21 veces superior al grupo de referencia
(sensibilidad: 88%; especificidad: 79%). Brancati y colaboradores (1993), han demostrado
que, junto a la frecuencia respiratoria y la concentracion de nitrégeno uréico, la enfermedad
de base del paciente fue el factor predictivo mas importante de mortalidad tanto hospitalaria
como en los 2 afos siguientes (Tabla 1-9).

Farr BM Brancati FL

(n= 245 pacientes) |(n= 141 pacientes)
Variable RR (IC 95) RR (1C95)
Nitrégeno uréico > 20 mg/dl 8.93 (2.66-30.00) 4.02 (1.75-9.17)
Presion arterial diastolica < 60
mmHg 3.67 (1.23-10.90)
Frecuencia respiratoria > 30/min 3.16 (1.07-9.31) 2.86 (1.37-5.95)
Comorbilidad 2.58 (1.17-5.67)

Tabla 1-9 Factores relacionados con la mortalidad en la NAC. RR: riesgo relativo. 1C95:
intervalo de confianza al 95%.

4. Tratamiento de la NAC

Para pacientes que no reunen criterios de ingreso hospitalario es recomendable, por su
comodidad, utilizar tratamientos por via oral. La eritromicina, por su actividad frente a S.
pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia spp y Legionella spp, ha sido considerada
durante un largo tiempo el antimicrobiano de eleccion en tratamientos empiricos de NAC. Sin
embargo, su principal inconveniente es la elevada proporcion de efectos adversos
gastrointestinales. Dichos efectos fueron tan intensos que obligaron a suspender el
tratamiento en 16.7%, 10.8% y 8% de los pacientes que recibieron tabletas entéricas,
estearato y etilsuccinato, respectivamente (Carter et al, 1987). Otros inconvenientes asociados
con el tratamiento con eritromicina se refieren a los derivados de su espectro y
farmacocinética: su reducida actividad frente a Haemophilus influenzae y la dificultad para
seguir un régimen de tratamiento oral cada 6 horas. Los nuevos macrolidos (roxitromicina,
claritromicina, diritromicina, azitromicina) presentan mejoras en cuanto a farmacocinética y
tolerancia gastrointestinal respecto a su predecesor. Roxitromicina y claritromicina permiten
la administracion cada 12 horas con una menor frecuencia de efectos secundarios (Bahal y
Nahata, 1992). Claritromicina ha demostrado una mejor tolerancia gastrointestinal que
roxitromicina (Chien et al, 1993). Azitromicina muestra, ademas, actividad in vitro frente a
Haemophilus influenzae y por su larga vida media puede ser administrada en una dosis diaria.
Un estudio aleatorizado (Schonwald et al, 1991), sugiere que una dosis total de 1.5 gr de
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azitromicina resulta igual de efectiva administrado tanto en regimenes de 3 como de 5 dias,
en el tratamiento de la neumonia atipica.

Los antibidticos betalactamicos han sido ampliamente utilizados en el tratamiento de
la NAC. Tanto cefaclor como amoxicilina- ac. clavulanico han demostrado en algunos
ensayos clinicos tener una eficacia clinica similar a la de los macrélidos (Tilyard y Dovey,
1992). Para algunos autores, los betalactdmicos serian los antimicrobianos de eleccién en los
casos de sospecha clinica de neumonia neumocacica.

El inconveniente de los ensayos clinicos que comparan betalactamicos frente a
macrolidos en el tratamiento de la NAC es su falta de poder estadistico (inferior al 50%) para
permitir detectar diferencias significativas entre ambos grupos de antimicrobianos. Un
estudio suficientemente amplio es probable que favoreciera la utilizacién de macrolidos, ya
que resultan activos frente, al menos, el 80% de las cepas de S pneumoniae y, en teoria,
frente al 100% de las bacterias causantes de neumonia atipica (Ena, 1995).

Se han comunicado diversos estudios de tratamiento de NAC con quinolonas; sin
embargo, la actividad de ciprofloxacino frente a estreptococos y Mycoplasma spp varia de
pobre a moderada (Frieden y Mangi, 1990). En la préactica clinica se ha observado mala
evolucion de los pacientes en tratamiento con 750 mg de ciprofloxacino cada 12 horas
cuendo el microorganismo implicado en la neumonia era S. pneumoniae (Mouton et al,
1991). Queda aun por conocer el papel que tendran las nuevas quinolonas, de mayor
actividad frente a microorganismos grampositivos, en el tratamiento empirico de la NAC.

La seleccion del antimicrobiano para los pacientes que deben ingresar en el hospital
depende esencialmente de dos factores: proporcion de resistencia de S. pneumoniae a
penicilinas y gravedad del paciente en el momento del ingreso.

El interés en el tratamiento de la neumonia neumococica viene motivado por la
creciente proporcion de neumococos con sensibilidad disminuida a la penicilina. Las dos
primeras cepas de neumococos con resistencia a la penicilina fueron referidas hace ya treinta
afios (Kislak et al, 1965), describiéndose el primer caso clinico en un paciente pocos afos
despues (Hansman y Bullen, 1967). Desde entonces, el fendbmeno de resistencia a la
penicilina se ha extendido universalmente, afectando tambien a nuestro pais, con unos
porcentajes de resistencia intermedia a la penicilina que han aumentado desde un 4.3%-6% en
1979 a 18%-26.6% en 1992, evolucionando las cepas altamente resistentes desde el 0% al
8.3%-14.9% en las mismas fechas. Para la eritromicina, el neumococo tambien muestra
niveles elevados de resistencia, los cuales oscilan en nuestro pais entre el 12%-19% en los
altimos afios (Bouza, 1993). Los neumococos en nuestro pais presentan diversos niveles de
resistencia a otros antimicrobianos: son uniformemente sensibles a vancomicina y comienzan
a aparecer cepas aisladas con resistencia a cefotaxima, ceftriaxona y cefuroxima (Lifiares et
al, 1993). Por todo esto, mientras la penicilina permanece como antibidtico de eleccion frente
al neumococo sensible, es motivo de discusion en la actualidad el antibidtico de eleccion
cuando el neumococo responsable presenta una resistencia intermedia a la penicilina. En
estos casos, se ha sugerido que las neumonias neumocdcicas causadas por cepas con
concentracion minima inhibitoria (CMI) no superior a 2 wg/ml, pueden ser tratdas con
penicilina intravenosa en dosis entre 150.000 y 250.000 Ul por kg de peso y dia (Pallarés et
al, 1987). La neumonia causada por cepas con CMI de penicilina superior a 2 ug/ml debe ser
tratada con antimicrobianos alternativos. En estos casos, la eleccién podria recaer en la
eritromicina, aunque la elevada proporcion de resistencia a este farmaco probablemente
obligard a escoger entre antibidticos [B-lactdmicos més activos frente a neumococo, como
cefuroxima, cefotaxima o ceftriaxona (Palomino et al, 1994).

En cualquier caso, la penicilina posee como, tratamiento empirico, un espectro muy
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limitado. En nuestro pais, parece aconsejable la utilizacion de cefalosporinas de 3? generacion
para el tratamiento empirico inicial de la NAC que requieren hospitalizacion. Ceftriaxona y
cefotaxima poseen una actividad sobresaliente frente a S. pneumoniae, S. aureus, H.
influenzae y enterobacterias. El intervalo de CMI para cefotaxima y ceftriaxona en los
neumococos con alta resistencia a penicilina varia de 0.5 a 2 pg/ml (Lifiares et al, 1992). La
administracion de 1g de cefotaxima consigue un pico serico de 42 wg/ml y la de 1g de
ceftriaxona, de 169 wug/ml, lo que supone de 20 a 80 veces la CMI de los neumococos mas
resistentes (Scully et al, 1984).

En pacientes con NAC e insuficiencia respiratoria grave, hay que tener en cuenta que
S. pneumoniae y Legionella pneumophila constituyen los patdgenos mas frecuentes, con el
59% de los casos (Rello et al, 1993). El tratamiento de eleccion estaria constituido por la
asociacion de una cefalosporina de 32 generacion mas eritromicina (Torres et al, 1991).

5. Técnicas diagnosticas en la NAC
5.1 Técnicas de diagnostico clinico
Los criterios clinicos que clasifican la neumonia en tipica (comienzo brusco, dolor
pleuritico, tos productiva purulenta y semiologia de condensacion) -con el S. pneumoniae
como agente protagonista- y atipica -con el M. pneumoniae como agente protagonista-, han
sido ampliamente utilizados y recientemente reevaluados por diversos autores. Farr y
colaboradores (1989) fueron capaces de filiar correctamente tan solo 42% de los 441 adultos
con NAC utilizando variables como la edad, nimero de dias de enfermedad anteriores al
ingreso, existencia de esputo hemoptoico,condensacion alveolar en la radiografia de torax y
cifra de leucocitos totales en sangre periférica. Por otro lado, Fang y colaboradores (1990) en
un estudio multicéntrico sobre 359 casos, realizaron una comparacion entre los casos de
neumonia atipica (virus, M. pneumoniae, C. pneumoniae) y neumonia tipica (S. pneumoniae,
H. Influenzae, S. aureus y bacilos gramnegativos). Hallazgos considerados como "atipicos™
(aparicion gradual de sintomas, ausencia de ascalofrrios, tos no productica, bajo grado de
fiebre, ausencia de dolor pleuritico o de consolidacion radiolégica) no ocurrieron con mas
frecuencia -de manera estadisticamente significativa- en aquellos pacientes con neumonia por
virus, M. pneumoniae o C. pneumoniae. Los autores consideran obsoleta esta terminonogia y
sugieren su abandono en la practica clinica.

5.2. Técnicas de diagnostico microbiologico
5.2.1. Técnicas relativas a la obtencion de muestras
5.2.1.1. Técnicas no invasivas

El cultivo de esputo, los hemocultivos y la serologia constituyen los métodos de
diagnostico microbioldgico habitualmente utilizados. EI valor del cultivo de esputo como
criterio de diagndstico etiolégico de neumonia esta sujeto a continuo debate. Numerosos
gérmenes colonizan la via aerea superior. Asi, es ya conocido que la orofaringe puede estar
colonizada por Streptococcus pneumoniae en el 35% de los nifios, en el 20% de los adultos
sanos y en 40% de los individuos con bronquitis cronica (Hendley et al, 1975). Asimismo,
existe la posibilidad de aislar gérmenes gramnegativos -como se muestra en la Tabla 1-10-
entre el 8% y el 60% de individuos no sometidos a tratamiento antibiotico previo (Valenti et
al, 1978), generando cultivos de esputo con resultados falsamente positivos caundo se trata de
conocer el agente etiologico de la NAC.

Poblacion % gramnegativos
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Adultos < 65 afios 8

Ancianos independientes 19

Ancianos en residencias 23

Ancianos ingresados en unidades de larga
estancia 42

Ancianos ingresados en unidades de agudos 60

Tabla 1-10 Portadores asintomaticos de bacilos gramnegativos en orofaringe de individuos
no sometidos a tratamiento antibiotico durante las 4 semanas previas al estudio.

Con el fin de minimizar los efectos contaminantes de la flora orofaringea sobre las
secreciones procedentes del tracto respiratorio inferior, tanto Bartlett (1974) como Murray y
Washington (1975) definieron los criterios de pureza del esputo basados en la cuantificacion
de leucocitos y de células epiteliales de la muestra. Segun estos criterios, Mizrachi y
Valenstein (1987) encontraron que el 62% de las muestras enviadas al laboratorio para su
procesamiento no eran representativas del foco inflamatorio pulmonar. Ademas, existe la
posibilidad de no obtener muestra de esputo para estudio. Asi, hasta el 30% de los pacientes
pueden ser incapaces de expectorar (British Thoracic Society, 1987).

Por otro lado, los hemocultivos son capaces de aislar el agente causal de NAC en, tan
solo, el 25-30% de los casos (Venkatesan y Macfarlane, 1992), y se requieren varios dias para
la obtencion de los resultados.

Asimismo, diversos microorganismos dificiles de cultivar como M. pneumoniae, C.
pneumoniae, L. pneumophila y algunos virus, pueden ser identificados mediante técnicas
serologicas. Estas técnicas, aplicadas a series de adultos con NAC, suelen proporcionar el
diagnostico microbiolégico en, aproximadamente, el 25% de los casos (Marrie, 1994).
Desafortunadamente, estas técnicas estan sujetas a la respuesta inmunitaria del paciente que,
en la mayoria de los casos, se retrasa entre una y cinco semanas en aparecer (Pennington,
1994).

En suma, las inherentes dificultades en la interpretacion de los hallazgos del cultivo
de esputo junto con el retraso en la obtencion de resultados definitivos de los hemocultivos y
de la serologia, no permiten al clinico depositar su confianza en estas técnicas en el momento
de elegir una pauta antibiotica eficaz.

5.2.1.2. Técnicas invasivas
5.2.1.2.1. Generalidades

Existe controversia en la actualidad sobre la utilizacion de técnicas diagnosticas
invasivas en el manejo de pacientes con NAC. Por un lado, la falta de sensibilidad del
hemocultivo y tanto, el escaso nimero de ocasiones en que el esputo se encuentra disponible
para estudio, como su discutida especificidad, apoyarian el empleo de métodos mas sensibles
y especificos. En el otro extremo, se sitdan autores como Woodhead y colaboradores (1991);
en su estudio sobre 122 casos de NAC, los resultados microbioldgicos obtenidos solo
sirvieron para cambiar el 8% de los tratamientos empiricos comenzados, rechazando asi la
opinion de realizar estudios microbioldgicos exhaustivos en el manejo de la NAC. Posturas
mas eclécticas (Torres, 1994), sugieren el empleo de pautas antibidticas empiricas basadas en
estudios epidemioldgicos en cada comunidad, donde el empleo de técnicas diagndsticas
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invasivas tendrian su cabida con el fin de ampliar la escasa rentabilidad diagndstica de los
métodos microbioldgicos convencionales.

Es el caso de Ostergaard y colaboradores (1993), que introdujeron en su estudio la
puncion transtraqueal (PTT) como técnica diagndstica, mostrando una sensibilidad no
despreciable del 58.8%. Sin embargo, el escaso porcentaje de casos en que la situacion del
enfermo permitio la realizacion de la técnica (46.8%), junto con la posibilidad de obtener
falsos resultados positivos en pacientes con enfermedad pulmonar previa (se aisl6 H
influenzae en el 78.8% de enfermos EPOC frente al 45.3% de aislamientos en enfermos sin
EPOC), no permite depositar nuestra confianza en la PTT como técnica diagnostica estandar.

La broncoscopia con obtencion de muestras del tracto respiratorio inferior, bien por
cepillado bronquial (BAS) o lavado broncoalveolar (BAL), ha demostrado su eficcia en el
diagnostico de NAC no filiadas por métodos convencionales. Asi, Ortqvist y colaboradores
(1990) utilizaron la broncoscopia con BAS en 24 pacientes con NAC; de éstos, trece (54%)
fueron diagnosticados etiolégicamente por métodos convencionales, mientras que la
broncoscopia verifico el diagnostico en 7, afiadié un patdgeno en un caso, y reveld la
etiologia en 6 casos adicionales.

Existe un consenso general en utilizar la broncoscopia en aquellos casos graves, que
requieren ingreso en unidades de cuidados intensivos, o situaciones que no responden a
terapias empiricas habituales. En este sentido, Sorensen y colaboradores (1989) obtuvieron el
diagnostico por broncoscopia (BAS y BAL) en el 81% de 29 pacientes ingresados en UCI y
que habian recibido tratamiento antibidtico previo; los cultivos del material obtenido por
broncoscopia, esputo y hemocultivos, fueron positivos en el 48%, 42% y 22% de los casos
respectivamente. Torres y colaboradores (1989), por otro lado, analizaron 9 pacientes con
insuficiencia respiratoria que habian recibido tratamiento antibiotico previo y obtuvieron un
crecimiento cuantitativamente significativo, tanto en BAS como en BAL, tan s6lo en 2
pacientes (21%). Feinsilver y colaboradores (1990) sometieron a broncoscopia con BAL a 35
pacientes con NAC no resuelta tras 7 dias de terapia antibiotica empirica. Catorce (40%)
pacientes fueron diagnosticados de una patologia diferente de NAC y la broncoscopia fue
diagnostica en 12 (34.25); ocho casos fueron diagnosticados mediante citologia del BAL: 4
carcinomas, 3 Pneumocystis carinii, 1 Citomegalovirus; los cultivos del BAL fueron
positivos en 3 casos: 2 tuberculosis y 1 actinomicosis; un paciente fue diagnosticado de
neumonia eosinofilica por biopsia transbronquial. De los 21 pacientes restantes, no se obtuvo
un diagnostico especifico y se consiguié una resolucién radiolégica completa con
antibidticos, por lo que fueron consideradas como neumonias bacterianas.

Recientemente, Jiménez y colaboradores (1993) han comparado el lavado
broncoalveolar (BAL) con el cepillado bronquial (BAS) en 40 pacientes con NAC grave sin
tratamiento previo, obteniendo en ambos casos una eficacia similar en torno al 70%, con 103
UFC/ml de dilucién como punto de corte.

Sin embargo, la broncoscopia no esta exenta de riesgos para el paciente: se ha descrito
fiebre autolimitada (16%), neumonia (6%) y fallecimiento (1%) relacionados con la técnica
(Pereira et al, 1975). Ademaés, precisa considerables medios técnicos y personal
especializado, limitando su empleo como técnica invasiva de uso clinico habitual.

De entre todas las técnicas diagndsticas invasivas, la puncion transtoracica aspirativa
(PTA) es la que ocasiona menor disconfort para el enfermo y no precisa personal
especializado para su ejecucion (Zalacain et al, 1993).

5.2.1.2.2. La puncidn transtoracica aspirativa (PTA)
La puncidn transtoracica aspirativa (PTA) ha sido utilizada para el diagnéstico de
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enfermedades pulmonares desde el siglo pasado. En 1883, Leyden obtuvo microorganismos
de un paciente con neumonia (Leyden, 1883). Tres afios mas tarde, Menetrier fue el primero
en dignosticar un cancer de pulmon mediante esta técnica (Menetrier, 1886). Desde entonces,
la PTA ha sido utilizada con variable entusiasmo -por sus potenciales complicaciones- y
diferentes resultados -dependiendo de la poblacion seleccionada-, a lo largo de este siglo
(Tabla 1-11).
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Casos | Aguja Poblacion Diagnndstico | Neumotdrax

Serie (n) (calibre) | seleccionada (%.) (%)
Sappington, 1936 | 68 18G neumonia lobar 79 1

neumonia
Disney, 1956 17 16-18G estafilococica 82 24
Gherman, 1965 11 22G inmunodeprimidos | 82 36
Johnson, 1970 35 22G nifios con neoplasia | 57 6*
Greenman, 1975 | 15 18G inmunodeprimidos | 60 9*

nifios
Chaudary, 1977 228 20G inmunodeprimidos | 53 32

Tabla 1-11 Eficacia y complicaciones de la PTA en diversos estudios.
*Neumotdrax drenados (%).

En la década de los sesenta, LA PTA experimenté un importante auge con la
introduccién de la radioscopia biplana y las agujas finas de calibre 18-20G, al comprobarse
una drastica reduccion en el numero y gravedad de las complicaciones (Ayerbe y
colaboradores, 1993).

En los Gltimos afios, la introduccion de agujas de puncién ultrafinas (calibre 25G),
han llevado, primero a Zavala y Schoell (1981), y despues, a Manresa y Dorca (1991), a una
revision en detalle de su metodologia, eficacia y seguridad. La drastica reduccion de efectos
secundarios asociada a una sensibilidad mantenida, han favorecido que diversos grupos de
trabajo depositen su confianza en la PTA como técnica invasiva de obtencion de muestras
respiratorias.

El valor diagnostico de la PTA frente a técnicas broncoscopicas fue confirmado por
Moser y colaboradores (1982) en un modelo canino experimental de neumonia por
Streptococcus pneumoniae, en el que la PTA alcanz6 la mejor relacion
sensibilidad/especificidad comparada con las otras técnicas.

Las distintas series revisadas ofrecen datos tan dispares en cuanto a la sensibilidad de
la técnica como el 29% de Burt y colaboradores (1981) y el 91% de Wallace y colaboradores
(1985), estando la media, segun la revision de 1440 punciones realizada por Bartlett (1994),
en un 56%. Dicha variabilidad es atribuida al tipo de poblacion seleccionada, la metodologia
aplicada, el tipo de afeccion radioldgica, el control radioscopico o al tratamiento antibidtico
previo. Asi, mientras Zavala y Schoell (1981) obtuvieron una sensibilidad del 83%
empleando control radioscopico, en el analisis de Dorca (1988), la sensibilidad alcanzé el
56.6% sin ayuda radioscopica. Por otro lado, Davison y colaboradores (1976) incluyen en su
serie pacientes no tratados previamente, alcanzando una sensibilidad del 80%, mientras que
en la serie de Palmer y colaboradores (1980), con una sensibilidad del 46%, el 81% de los
pacientes habian recibido tratamiento antibidtico previo. Recientemente, Zalacain y
colaboradores (1995), han establecido una relacion causal directa e independiente entre la
positividad de la técnica y, tanto la no existencia de tratamiento antibidtico previo, como el
tamano del infiltrado pulmonar (mayor porcentaje de positividades en infiltrados lobares que
segmentarios).

La especificidad de esta técnica alcanza rangos cercanos al 100%, si se excluyen los
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contaminantes de la piel. Resultados falsos positivos, como un Unico caso descrito en la serie
de Palmer y colaboradores (1980), s6lo han merecido una atencidn anecddtica en la literatura.

El aspecto més controvertido de la PTA hace referencia a sus complicaciones. Sin
embargo, el nimero e importancia de éstas, ha disminuido considerablemente desde que se
introducen agujas de pequefio calibre para la realizacion de la técnica. Asi, en los casos en
que se emplearon agujas de calibre grueso, el porcentaje de neumotorax se situd en torno al
20%, aunque algunas series alcanzaron el 31%, y la incidencia de hemoptisis oscilé entre el
3% y el 10%. Con la introduccion de agujas ultrafinas, en la serie de Zavala y Schoell (1981),
las cifras de neumotorax y hemoptisis son del 8% y 4% respectivamente, mientras que Dorca
(1988), con una serie mas amplia, alcanza niveles del 4% y 4% respectivamente. La
tolerancia a la técnica, por otro lado, ha sido escasamente valorada en las series publicadas.
Un reciente estudio en el que se valora este aspecto, sugiere que la técnica fue bien tolerada
por los pacientes, pues s6lo el 2% tuvo dolor toracico post-puncion (Zalacain et al, 1993).

Recientes trabajos han determinado la eficacia de la PTA entre grupos de poblacion
seleccionados. Asi, Llorente y colaboradores (1993), analizaron 36 enfermos con edad
superior a 65 afios y NAC, consiguiendo una eficacia diagnostica del 42%. Falguera y
colaboradores (1993) por otro lado, estudiaron la eficacia de la PTA en 45 pacientes con
infeccion por VIH y neumonia, obteniendo una sensibilidad global del 61.7%.

5.2.2. Técnicas relativas al procesamiento de muestras
5.2.2.1. Deteccidn de antigenos bacterianos
5.2.2.1.1. Generalidades

Tradicionalmente, el microbi6logo ha pretendido aislar los organismos patdgenos en
cultivos puros, en un medio artificial fuera del organismo humano. De este modo, la
morfologia, actividad bioquimica y patrén de sensibilidad a los antimicrobianos podrian ser
examinados y evaluados. En el caso de las enfermedades virales, la identificacion del
patdgeno requiere la observacion de un efecto citopatico particular en un cultivo celular
predefinido. Este es un criterio que demanda un alto grado de complejidad en el laboratorio y
con frecuencia un periodo de incubacion relativamente largo. Sélo se podia determinar la
etiologia de una infeccion o enfermedad mediante la identificacion definitiva. Un segundo
método de diagndstico, menos satisfactorio, ha sido la demostracién -mediante un aumento
significativo del titulo- de una respuesta de anticuerpos especificos humorales contra el
microorganismo en cuestion. Por lo tanto, para un diagnostico 1dgico eficiente, el clinico debe
poder reducir las opciones con respecto a las posibles causas de enfermedad, de modo que
puedan probarse los antigenos correspondientes con el suero del paciente. Es obvio que seria
prohibitivo probar el suero del paciente con todos los antigenos posibles. Ademas, los
anticuerpos tardan con frecuencia dos semanas en aparecer. Por otra parte, el uso de la
elevacién del titulo de anticuerpos como criterio para el diagnostico ha dejado de ser
universalmente aplicable a medida que cada vez sobreviven mas pacientes
inmunocomprometidos en quienes la produccién de anticuerpos esta severamente deprimida
0 anulada. Ademas, se ha observado que muchos pacientes pueden presentar como repuesta a
ciertos estimulos antigénicos una elevacion no especifica del titulo de anticuerpos,
complicando la interpretacion de las pruebas serologicas (Finegold y Baron, 1989). La
ciencia moderna ha desarrollado técnicas nuevas, inconcebibles en los tiempos de Pasteur,
que facilitan la tarea de los microbiologos actuales. Las exigencias que se plantean tienden a
pruebas de diagndstico especificas mas rapidas, evitando el clasico periodo de espera del
desarrollo de los microorganismos, y a pruebas para detectar antigenos producidos por los
patogenos sin esperar la respuesta de anticuerpos.
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En 1896, Gruber y Durham observaron que el "antisuero" tenia la capacidad de
agrupar algunas células bacterianas, sugiriendo la posibilidad de utilizar con fines
diagnosticos este fendmeno. Fueron Topley, Wilson y Duncan, los que pocos afios despues
realizaron lo que se ha denominado el primer test diagnostico de aglutinacion. Almacenaron
"antisueros™ contra los principales microorganismos; cuando se pensaba que uno de estos
gérmenes se encontraba presente en un cultivo mixto, se afiadia el antisuero contra dicho
germen aglutinando sélamente la zona donde se encontraba el microorganismo. Sugirieron
que esta técnica podia ser aplicada para el diagnostico de enfermedades pulmonares o
entéricas incluso antes de obtener una identificacion por cultivo (Willians, 1970).

Dejando a parte estas optimistas consideraciones, la experiencia aportada por Topley,
Wilson y Duncan supuso la base para el posterior desarrollo de las técnicas de deteccion de
antigeno bacteriano.

5.2.2.1.2. Técnicas de Aglutinacion de particulas

La aglutinacion es una prueba seroldgica que implica la interaccion del anticuerpo con
antigenos insolubles o particulados, como bacterias, células de mamiferos, eritrocitos o
antigenos solubles acoplados a particulas mayores que ellos. La adicion de un anticuerpo
multivalente a un antigeno tiene como resultado la aglutinacion de las particulas que llevan el
antigeno. En esta reaccion, el anticuerpo es conocido con el nombre de aglutinina. Dos tipos
de inmunoglobulinas pueden participar en las reacciones de aglutinacion: la inmunoglobulina
M (IgM) y la IgG. La IgM aparece en cantidad suficiente 1 o 2 dias despues de la infeccion.
Su gran tamarfio (850.000 dalton) y sus 10 lugares posibles de union, hacen que la IgM sea
muy eficaz a la hora de agrupar bacterias para su posterior fagocitosis por células del sistema
mononuclear-fagocitico. 1gG aparece mas tarde en el curso de la infeccion. A diferencia de la
IgM, la IgG puede encontrarse en el suero durante afios comportandose como una particula
de defensa continua o vacuna. Su menor tamafio y sus 2 lugares de union le hacen unas 850
veces menos eficiente a la hora de aglutinar particulas.

La aglutinacion se produce en dos etapas: en la primera etapa, el anticuerpo se une al
determinante antigénico; en la segunda, las particulas adyacentes se unen entre si hasta que se
forman grandes agregados visibles.

Las moléculas de anticuerpos pueden fijarse a la superficie de particulas de latex.
Dado que en cada particula de latex se fija un gran nimero de moléculas de anticuerpos,
existen en consecuencia NnuMerosos sitios expuestos capaces de unirse al antigeno. Si la
solucion en estudio contiene el antigeno, este se fijara a los sitios activos del anticuerpo
expuestos sobre las particulas de latex, formando agregados unidos por reacciones cruzadas
entre varias particulas. EI mayor tamafio de las esferas de latex facilita la visualizacion de la
reaccion. Las reacciones de aglutinacion que utilizan eritrocitos como soporte se denominan
reacciones de hemaglutinacion. La técnica de coaglutinacion permite una mejor
visualizacion de las reacciones de aglutinacion utilizando, en lugar de particulas de latex,
células de S. aureus (cepa Cowan I) que contienen en la pared celular una alta proporcion de
proteina A, que fijan sélo el extremo de las cadenas pesadas de los anticuerpos, dejando
libres los dos extremos reactivos para fijarse a los antigenos.

Las pruebas de aglutinacion pueden ser de dos tipos: en portaobjeto y en tubo. En el
primero, se mezclan las suspensiones de antigeno y antisuero en un portaobjetos de cristal y
se observa el agrupamiento rapido de las particulas. Las técnicas de aglutinacion en tubo son
semicuantitativas, ya que la suspension del antigeno se afiade a diluciones seriadas del
antisuero. Despues de la incubacidn, las particulas se aglutinan y rompen la suspension.

El pH, osmolaridad y concentracion ionica de la solucion afectaran al grado de
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aglutinacion, de modo que las condiciones en las que se realiza este procedimiento deben ser
estandarizadas. Heidelberger y colaboradores analizaron los pardmetros que gobiernan la
aglutinacion (Tinghitella y Edberg, 1991). Estos, emplearon en un principio el método de
precipitacion cuantitativa para medir la cantidad de anticuerpo que estaba presente en un
antisuero. Se realizaba utilizando un antigeno de la capsula de polisacéaridos del neumococo y
antisuero de conejo sensibilizado contra él. Puesto que el antigeno de naturaleza polisacarida
no contiene nitrégeno, en este sistema se podia medir la cantidad de anticuerpos presentes en
el precipitado midiendo su contenido en nitrogeno. Para obtener medidas precisas era
necesario, en primer lugar, eliminar el resto de las proteinas del suero que participan en
reacciones antigeno-anticuerpo (por ejemplo, el complemento); ademas, los sobrenadantes
procedentes de cada mezcla de antigeno y anticuerpo se analizaban mediante la prueba del
anillo para averiguar la cantidad de antigeno o anticuerpo residual. De esta manera, fue
posible identificar tres zonas principales en la reaccién de precipitacién: la zona de exceso de
anticuerpo o prozona, la zona de proporciones Optimas 0 zona de equivalencia, y la zona de
exceso de antigenos o postzona.

En la zona de exceso de anticuerpo hay una gran cantidad de anticuerpo en proporcion
a la cantidad de antigeno presente. En esta situacion, sélo hay una pequefia cantidad de
precipitacion y en los sobrenadantes se detecta anticuerpo libre, pero no antigeno libre.; ello
se debe a la saturacion de los sitios antigénicos por el exceso de anticuerpos: se forman
complejos antigeno-anticuerpo pero no tiene lugar la formacion de reticulos, necesaria para
que haya precipitacion. Segin aumenta la concentracion de antigeno en presencia de una
cantidad constante de anticuerpo, tambien aumenta la cantidad de precipitacion hasta que se
alcanza la equivalencia, es decir, las propociones éptimas. En este punto, la precipitacion es
méaxima y no se detectan antigenos ni anticuerpos libres en el sobrenadante de dichas
mezclas; asi pues, todo el antigeno y todo el anticuerpo se habran combinado y habran
precipitado.

La cantidad de anticuerpo presente en el antisuero podrd determinarse con exactitud
midiendo el contenido en proteinas del precipitado formado en estado de equivalencia. Si se
incrementa la concentracion de antigeno, disminuira la cantidad de precipitado y se detectara
antigeno libre, pero no anticuerpo libre, en los sobrenadantes. Esta es la zona de exceso de
antigeno.

La disminucion de la formacion de precipitado en ella se debe a la saturacion de los
sitios del anticuerpo por el exceso de antigeno, que evita de nuevo la formacién de reticulos

(Figura 1-1).

5.2.2.1.3. Técnicas de deteccidn de antigeno y NAC

Hemos tenido la oportunidad de asistir, en los ultimos quince afios, a la fabricacion y
comercializacion de una ingente cantidad de "Kits" o preparados para la relizacion de
técnicas de deteccidon de antigenos bacterianos y, en consecuencia, la literatura médica se
encuentra invadida por numerosos trabajos que intentan validar estos "kits" comerciales para
el uso clinico (Tinghitella y Edberg, 1991).

En el ambito de la NAC donde el S. pneumoniae se considera protagonista, la
busqueda por encontrar una técnica que mejore el rendimiento de los métodos de diagnostico
tradicionales y proporcione al clinico un diagnostico rapido, ha desencadenado un aluvion de
trabajos encaminados a detectar el antigenos de neumococo en diversos fluidos del
organismo.

Streptococcus pneumoniae elabora toxinas y diversos marcadores de superficie, que
son inmundgenos y, por tanto, pueden ser detectados mediante inmunoensayos (Tabla 1-12).
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Cépsula

antigenos capsulares polisacaridos

Pared celular

polisacéarido C
proteina M

proteina R

Toxinas

pneumolisina
particula productora de parpura

neuraminidasa

autolisinas

Tabla 1-12 Antigenos de superficie y toxinas de S. pneumoniae

La mayoria de los trabajos realizados hasta el momento se han encaminado a la
deteccion de dos antigenos: el polisacarido C neumocdcico, que es un acido teicoico,
importante constituyente de la pared bacteriana y ligando de la proteina C reactiva; por otro
lado, el polisacarido capsular neumocécico forma parte de la cara externa de la pared
bacteriana y consta de 83 serotipos diferentes, 23 de los cuales constituyen la actual vacuna

antineumocaocica.

Resulta dificil comparar los diferentes trabajos realizados hasta el momento, debido a
la variedad de las técnicas empleadas, los antigenos investigados y la poblacion seleccionada

(Tabla 1-13).
Autor % de deteccion de antigeno neumococico
esputo |suero |orina |liquido pleural

BTS*(1987) 86 9 45 -

Macfarlane (1982) 72 11 64 -

Tugwell (1975) 79 29 54 -

Ortqvist (1989) 68 - - -

Boersma (1991) 94 - - -

Coonrod (1976) - 41 - -

Boersma (1993) - - - 88

Tabla 1-13 Deteccion de antigeno capsular de Streptococcus pneumoniae en diversas

muestras clinicas de sujetos con neumonia adquirida en la comunidad.
*: British Thoracic Society
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Del estudio de estas investigaciones logramos obtener la siguiente informacion:

a) Son tres las técnicas de deteccion de antigeno empleadas con mas frecuencia: La
contrainmunoelectroforesis (CIE), la aglutinacion y la técnica de enzimoinmunoanalisis
(ELISA). Se han realizado estudios comparativos con las tres técnicas concluyendo que la
técnica de ELISA es la mas sensible y la CIE la menos sensible. In vitro, la ELISA es 5-10
veces mas sensible que las técnicas de aglutinacion, y éstas, a su vez, son 5-10 veces mas
sensibles que la CIE (Farrington y Rubenstein, 1991). Cada técnica, por otro lado, tiene sus
propias limitaciones. Asi, la CIE no es capaz de detectar los serotipos neumocdcicos 7 y 14.
Las técnicas de aglutinacion aplicadas en orina resultan poco sensibles; Coonrod (1974)
demostro que el antigeno polisacéarido capsular de neumococo en orina difiere bastante en sus
caracteristicas fisicoquimicas (menor peso molecular) de la forma nativa presente en los
focos de infeccion; se ha sugerido tambien (Congeni et al, 1984), que la orina puede
representar un entorno poco adecuado (pH, concentracion ionica, etc) para las reacciones de
aglutinacién, mientras que quedaria neutralizada en la CIE que tiene lugar en el interior de un
gel. La ELISA por fin, es la técnica mas costosa en términos de tiempo y dinero, quedando
reservada para trabajos especificos de investigacion.

b) Queda demostrada la posibilidad de encontrar antigeno neumococico en una gran
variedad de liquidos organicos en el transcurso de una neumonia neumococica. Con mayor
facilidad se encuentra antigeno neumocdcico en esputo, seguido de la orina. La facilidad para
encontrar antigeno neumococico en suero varia considerablemente entre los diversos
estudios, diferencias probablemente derivadas de la variable metodologia empleada. La
especificidad de la deteccion de antigeno neumocdcico en orina y suero no ofrece lugar a
dudas. En cambio, un resultado positivo en esputo debe ser contemplado bajo la sospecha de
corresponder a un colonizante mas que a un patdégeno. Asi, se han detectado reacciones
positivas en el 20% de voluntarios sanos (Venkatesan y Macfarlane, 1992). La posibilidad de
reducir el porcentaje de falsos positivos mediante el lavado del esputo queda aun por resolver
mediante estudios especificos. La facilidad con que el antigeno neumocaocico es detectado en
el liquido pleural, queda ensombrecida por la posibilidad de realizar esta técnica en las
neumonias neumocacicas con derrame pleural, que en el mejor de los casos, no alcanza el
50% (Light, 1980). Recientemente, Jiménez y colaboradores (1994) han detectado antigeno
neumocaocico en el 54% de las neumonias neumocdcicas mediante lavado broncoalveolar por
broncoscopia y en el 53% de las neumonias de origen desconocido. El escaso numero de
ocasiones en que se requiere el uso de la broncoscopia para el diagnostico de la NAC,
empobrecen tan buenos resultados. En cambio, la utilizacion de la PTA, técnica mas sencilla
y comoda para el paciente, ha llevado a Bella y colaboradores (1993), a detectar antigeno
neumocaocico en el 83.3% de los pacientes con neumonia neumocaocica.

c) La sensibilidad de las técnicas de deteccion de antigeno no parecen afectarse por el
tratamiento antibidtico previo. En presencia de 10s-10; neumococos por ml, Holloway y
colaboradores (1993), obtuvieron reacciones positivas durante las 72 horas de duracion del
experimento, independientemente de la adicion de penicilina, e incluso cuando no existia
ningun neumococo viable.

d) La posibilidad de detectar antigeno neumocécico hasta 25 semanas tras el
comienzo de los sintomas (Van der Auwera, 1983) facilita el empleo de estas técnicas en
cualquier momento evolutivo de la NAC.

5.2.2.2. Técnica de deteccion de genoma bacteriano por reaccion en cadena de la polimerasa
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(PCR)
5.2.2.2.1. Generalidades

La historia de la PCR aparece intimamente relacionada con el conocimiento de los
acidos nucleicos y constituye, en la actualidad, el punto final de los avances de la biologia
molecular en este campo.

La historia del conocimiento de los acidos nucleicos comienza en el afio 1869 cuando
Miescher descubri6 en el nucleo de las células una sustancia de caracter acido a la que llamo
acido nucleico (Dasi, 1994). En los afios veinte de nuestro siglo, Feulgen, utilizando una
tincion especifica, descubrié que el DNA estaba situado en los cromosomas. A partir de este
descubrimiento todo sucedid rapidamente. En 1944, Avery, McCleod y Mc Carty
comprueban que el DNA es el portador de la informacion genética (Avery et al, 1944). En
1953, Watson y Crick revelan la estructura del DNA como una doble hélice complementaria
que recuerda la estructura de una escalera de caracol (Watson y Crick, 1953). Durante la
ltima década, un equipo de investigadores de Cetus Corporation desarrollan una técnica
enzimética que le permite fabricar un numero tedricamente ilimitado de copias de un
fragmento de DNA (Eisenstein, 1990). Esta técnica, denominada por algunos autores, la
fotocopiadora bioldgica, es la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Basicamente, la PCR es un método in vitro para la sintesis enzimatica de secuencias
especificas de DNA, utilizando para ello 2 oligonucleétidos llamados cebadores, que hibridan
en hebras y flancos opuestos del fragmento de DNA a amplificar. Este proceso se realiza
mediante ciclos en los que varia la temperatura. En general, cada ciclo se divide en 3 pasos:
1) Desnaturalizacion del DNA (separacién de las dos hebras, elevando la temperatura hasta
los 95°C). 2) Union de los cebadores a sus secuencias complementarias por descenso de la
temperatura. 3) Adecuacion de la temperatura para que pueda actuar la polimerasa y, de esta
forma, sintetizar el fragmento de DNA que interese.

En cada ciclo se obtienen el doble de cadenas del ciclo anterior. En el supuesto de
haber empezado con una sola doble cadena de DNA, despues de 20 ciclos se dispondria de un
millon de copias del fragmento amplificado (Oriola, 1991).

5.2.2.2.2. Componentes de la PCR

Para que pueda realizarse la PCR, son necesarios 5 elementos basicos: una solucion
de nucledtidos, una enzima polimerasa, unos iniciadores o primers, una solucién tampon
cuyo principal componente es el magnesio y el DNA diana.

a) Taq Pol I.

La enzima utilizada inicialmente en la PCR era el fragmento Klenow, procedente de
la DNA polimerasa de E. coli (Mullis, 1987) y que posee una temperatura 6ptima de reaccién
de 37°C. Por ser termolabil se destruia a la temperatura requerida para separar las hebras del
DNA, por lo que era necesario reponerla en cada ciclo de PCR. Este inconveniente pudo
subsanarse gracias al descubrimiento de una DNA polimerasa de la bacteria Thermus
aquaticus que vive en aguas calientes a 75°C de temperatura. De esta bacteria se pudo extraer
y clonar el gen que codifica su polimerasa, denominada Taq polimerasa, cuya estabilidad a
94°C le permite permanecer activa durante toda la reaccion de PCR. El rendimiento de
polimerizacion es de 35-100 nucleotidos por segundo y molécula a 72°C, incorporando un
nucledtido erréneo cada 2 x 104 nucle6tidos.

b) Iniciadores.

Tambien llamados "primers" o cebadores. Son moléculas de DNA monocatenario
formadas por 15-20 nucleétidos. En la PCR se suelen utilizar 2, de manera que cada uno se
acopla a cada hebra complementaria del DNA diana. Los iniciadores son necesarios porque la
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polimerasa requiere pequefias porciones de DNA doble para comenzar a polimerizar; asi
pues, el punto de inicio de la sintesis de nuevas moléculas de DNA lo establece la posicion
del iniciador. Los iniciadores, cuya secuencia es conocida, flanquean la region de DNA que
interesa amplificar. Es condicion indispensable que los iniciadores sean especificos del DNA
a amplificar.

¢) Solucién de nucledtidos.

En la reaccion de amplificacion son necesarios los 4 nucleétidos que componen el
DNA: dATP, dTTP, dCTP y dGTP. Se utilizan en solucion a pH 7.0 y a concentraciones de
cada uno equivalentes minimizando de esta forma los errores durante la polimerizacion.

d) DNA diana.

La concentracién y la calidad del DNA obtenido del microorganismo son importantes
para la eficacia de la PCR: el exceso o defecto del DNA diana provoca una disminucion en el
rendimiento de la reaccion. Por ejemplo, en la amplificacion de un segmento de 110 pb de la
B-globina, si partimos de una concentracion de 5x10.,9 moles, observamos que el nimero de
copias obtenido aumenta unas 200.000 veces con respecto a una concentracion inicial de
5x10.15 moles.

e) Tampon de amplificacion.

Sus componentes fundamentales son Tris-HCI, Kcl y MgCl,. La importancia de este
altimo estriba en que una ligera variacion en su concentracion puede afectar al rendimiento
de la poblacién, al acoplamiento de los primers, a la temperatura de disociacion del DNA
diana, a la formacion de uniones inespecificas entre primers y a la actividad de la enzima.

5.2.2.2.3. Lareaccion
Son 3 las fases componentes de la reaccion: desnaturalizacion, acoplamiento y
polimerizacion.

Estas fases se repetiran n ciclos para obtenerse 2, copias de una zona concreta del
genoma.

a) Desnaturalizacion.

Se basa en la sensibilidad del DNA a la temperatura.

Cuando el DNA se calienta a elevadas temperaturas, se separan las 2 hebras que
forman la cadena debido a la rotura de los enlaces de puentes de hidrogeno. Esta fase se lleva
a cabo a una temperatura de 93-95°C durante 30"-2' (Figura 1-2).

b) Acoplamiento.

Por este procedimiento, los iniciadores buscan la molécula de DNA diana y se unen,
cada uno al lugar especifico de las hebras separadas del DNA desnaturalizado previamente.
La temperatura para este proceso oscila entre 45-65°C y se aplica durante 30"-2' (Figura 1-2).

¢) Polimerizacion.

En este paso, la enzima de polimerizacion comienza a copiar la hebra de DNA diana a
partir del extremo 3' que le indica el iniciador. Este proceso se lleva a cabo a una temperatura
de 70-74°C durante 30"-3' (Figura 1-2). EI nimero de ciclos que se suelen realizar en cada
PCR oscila entre 25-40. Con maés de 40 ciclos no se aumenta el rendimiento de la reaccion,
incrementandose la cantidad de productos indeseables que causan "ruido de fondo" (efecto
Plateau). Con 40 ciclos se pueden detectar amplicones generados a partir de 50 moléculas de
DNA diana; con 30 ciclos, se deberia partir de 10.000 moléculas de DNA diana para que sea
detectable. La deteccion de los productos de PCR puede realizarse de diferentes formas; las
mas utilizadas son: 1) deteccion simple de los amplificados separados mediante electroforesis
en geles de agarosa tras tincién con bromuro de etidio; 2) Deteccion mediante ELISA tras
hibridacién del amplificado con la sonda correspondiente.
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5.2.2.2.4 Aplicacion de la PCR en muestras de pacientes con NAC
La literatura médica de los altimos cinco afios se encuentra invadida por trabajos que
intentan estandarizar la PCR en el manejo de pacientes con NAC (Tabla 1-14).
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Productos
Serie Bacteria Gen codificado amplificados (en pb*) |Muestra estudiada (n)|% PCR + Especificidad
Hassan-King et al,1994 neurnococo Lyt A (autolisina) 247 sangre (25) 100% -
Lyt A (autolisina) 445,553 63%

Rudolph KM et al, 1993 Nneumococo Pneurnolisina 559,649 sangre (30) 75% 93%

Salo et al, 1994 Neumococo pneumolisina 348,208 suero (120) 100% 94%

Gillespie SH et al, 1994 Nneumococo Lyt A (autolisina) esputo (33) 92.8% 100%
Chlamydia 100% cultivo

Campbell LA et al, 1992 pneumoniae  |Pstl 437,229 frotis faringeo (36) 50% serologia 100%
Chlamydia 100% cultivo

Grayston JT et al, 1993 pneumoniae  |Pstl 437 frotis faringeo (54) 75% serologia 100%
Chlamydia 76.5% cultivo

Gaydos CA et al,1994 pneumoniae  |16S rRNA 270 frotis faringeo (136) + DFA** 99%
Mycoplasma

Kai M et al, 1993 pneumoniae  |16S rRNA 88,172 frotis faringeo (95) 73% cultivo 94%
Mycoplasma | Tu (tuf) 90% cultivo

Luneberg E et al, 1993 pneumoniae  |(factor de elongacién) |950 frotis faringeo (102)  |73.6% serologia |97%
Mycoplasma frotis+esputo+BAL 88.1% deteccidén

Tjhie JH et al, 1994 pneumoniae  |16S rRNA 326 (79) de antigeno
Legionella

Matsiota-Bernard P et al, 1994 |pneumophila |5S rRNA esputo+ BAL (31) 91% 100%

Tabla 1-14 Deteccion de genoma bacteriano en muestras obtenidas de enfermos con NAC.
*pb: pares de bases.
**DFA: test de inmunofluorescencia directa.
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Una revision no exhaustiva de tales estudios, permite realizar las siguientes
afirmaciones:
a) Es posible detectar genoma de Streptococcus pneumoniae en muestras de esputo, sangre y
suero de pacientes con neumonia neumocaocica con una sensibilidad variable dependiendo de
la muestra elegida y de los primers seleccionados. Asi, Hassan-king y colaboradores (1994)
obtuvieron 20 resultados positivos de 20 hemocultivos positivos a Streptococcus
pneumoniae. Se ha analizado la eficacia de distintos primers para detectar genoma
neumococico en 30 hemocultivos positivos: resulta mas sensible amplificar el gen que
codifica la pneumolisina (75%) que el de la autolisina (63%) (Rudolph et al, 1993).
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Productos
amplificados
Serie Bacteria Gen codificado (en pb*) Muestra estudiada (n) % PCR + Especificidad
Hassan-King et al, 1994 Nneumococo Lyt A (autolisina) 247 sangre (25) 100%
Lyt A (autolisina) 445,553 63%
Rudolph KM et al, 1993 Nneumococo Pneumolisina 559,649 sangre (30) 75% 93%
Salo et al, 1994 Nneumococo pneumolisina 348,208 suero (120) 100% 94%
Gillespie SH et al, 1994 Neumococo Lyt A (autolisina) esputo (33) 92.8% 100%
Chlamydia 100% cultivo
Campbell LA et al, 1992 pneumoniae Pstl 437,229 frotis faringeo (36) 50% serologia 100%
Chlarnydia 100% cultivo
Grayston JT et al, 1993 pneumoniae Pstl 437 frotis faringeo (54) 75% serologia 100%
Chlamydia 76.5% cultivo
Gaydos CA et al, 1994 pneumoniae 16S rRNA 270 frotis faringeo (136) + DFA** 99%
Mycoplasma
Kai M et al, 1993 pneumoniae 16S rRNA 88,172 frotis faringeo (95) 73% cultivo 94%
Mycoplasma  |Tu (tuf) 90% cultivo
Luneberg E et al, 1993 pneumoniae (factor de elongacion) |950 frotis faringeo (102) 73.6% serologia 97%
Mycoplasma frotis+esputo+BAL 88.1% deteccion
Tjhie JH et al, 1994 pneumoniae 16S rRNA 326 (79) de antigeno
Legionella
Matsiota Bernard P et al, 1994 pneumophila  [5S rRNA esputo+BAL (31) 91% 100%

Tabla 1-14 Deteccion de genoma bacteriano en muestras obtenidas de enfermos con NAC.
*pb: pares de bases.
**DFA: test de inmunofluorescencia directa.
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Salo y colaboradores (1994) analizaron la presencia de genoma neumocécico en 20
sueros de pacientes con infeccion neumocaocica y hemocultivos positivos y en 100 sueros de
individuos asintomaticos. Utilizando el gen que codifica la pneumolisina, la PCR fue positiva
en los 20 (100%) enfermos y negativa en 94 (94%) de los 100 individuos asintomaticos. Al
parecer, la excelente correlacion encontrada entre PCR, hemocultivos y sueros queda
ensombrecida por el escaso nimero de ocasiones en que se aisla el neumococo en sangre. Sin
embargo, es posible que en infecciones neumocdcicas invasivas, el neumococo alcance el
torrente sanguineo en escasa cantidad, probablemente inviable por la accion de los
mecanismos de defensa del huesped o por la accién de los antibi6ticos; en esta situacion, los
hemocultivos permanecerian negativos mientras que la PCR podria detectar genoma
bacteriano (Salo et al, 1994).

Son necesarios nuevos estudios que traten de valorar la eficacia de la PCR en sangre
de pacientes con neumonia neumocdcica y hemocultivos negativos (Hassan-King et al,
1994). La deteccion de genoma neumocaocico en esputo, por otro lado, mostrd una excelente
correlacion con los cultivos (92.8%) y con la deteccidén de antigeno capsular neumocécico
(100%); sin embargo, queda sujeta a discusion la especificidad de sus resultados (Gillespie et
al, 1994).

b) La eficacia con que la PCR detecta genoma de Mycoplasma pneumoniae en el
frotis faringeo de pacientes infectados ha sido analizada por diversos autores. Bernet y
colaboradores (1989) han obtenido resultados positivos con 10%-10° microorganismos,
mientras que Jensen y colaboradores (1989) encontraron el limite de deteccion en
Mycoplasma pneumoniae encontrando una correlacion del 73%; la PCR fue negativa en las
32 muestras con cultivos negativos y en 33 muestras de individuos asintomaticos (una de las
cuales, con cultivo positivo). El gen que codifica el factor de elongacion Tu (tuf), ha sido
utilizado por Lineberg y colaboradores (1993) para detectar Mycoplasma pneumoniae en 102
muestras de frotis faringeo de pacientes con infeccion respiratoria. De las 21 muestras con
cultivos positivos a Mycoplasma pneumoniae, 19 fueron confirmadas por PCR (sensibilidad:
90%); de las 62 muestras con cultivos negativos, la PCR fue negativa en las 62 ocasiones
(especificidad: 100%); Ademas, 14 de 19 casos con serologia positiva y cultivos negativos,
dieron una sefial positiva para PCR. Tjhie y colaboradores (1994), encontraron una
correlacion entre PCR y deteccion de antigeno de Mycoplasma pneumoniae del 88.1% en 79
muestras respiratorias, 24 de las cuales correspondian a lavados broncoalveolares. La
existencia de PCR y cultivos positivos en muestras faringeas de individuos sin enfermedad,
sugeriere la existencia de portadores asintomaticos de Mycoplasma pneumoniae. En tales
casos, la utilizacion adicional de la serologia permitiria distinguir entre infeccion aguda e
infeccion persistente (Kuppeveld et al, 1994).

c¢) Chlamydia pneumoniae puede ser detectado, mediante PCR, en muestras faringeas
con una concordancia variable con los cultivos y la serologia. Asi, Campbell y colaboradores
(1992) han amplificado el fragmento Pstl en el frotis faringeo de 8 pacientes con cultivo y
serologia positiva, 8 pacientes con cultivo negativo y serologia positiva, y 20 pacientes con
cultivo y serologia negativos, mostrando una correlacion del 100%, 50% y 100%
respectivamente. Por otro lado, Grayston y colaboradores han utilizado el mismo primer para
detectar Chlamydia pneumoniae en el frotis faringeo de 54 estudiantes con infeccion
respiratoria aguda, encontrando una correlacion del 100% con los cultivos y del 75% con la
serologia. Por ultimo, Gaydos y colaboradores (1994) utilizaron primers que amplifican el
gen 16S rRNA en estudio comparativo con cultivo, serologia y deteccion de antigeno en 56
pacientes con infeccion respiratoria y 80 individuos sanos. Utilizando el cultivo y la
deteccidn de antigeno como "gold standard", la sensibilidad y especificidad de la PCR fue de
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76.5% y 99% respectivamente. Sin embargo, es escasa la concordancia observada entre PCR
y serologia que, en algunos estudios solo alcanza el 50% de los casos (Campbell et al, 1992).
De todas formas, el hecho de que la serologia de C. pneumoniae sea positiva en el 18.8% de
individuos asintomaticos y negativa en el 20% de enfermos permite dudar de los actuales
valores diagndsticos de infeccion aguda por serologia y de su comparacion con los resultados
de la PCR (Gaydos et al, 1994).

d) El genoma de Legionella pneumophila puede ser detectado tanto en esputo como
en muestras obtenidas por lavado broncoalveolar (BAL), con una sensibilidad y especificidad
del 91% y 100% con respecto al cultivo (Matsiota-Bernard et al, 1994). Estos resultados no
permiten prescindir del cultivo de Legionella pneumophila como técnica estandar. Sin
embargo, Martin y colaboradores (1993) analizando muestras ambientales, encontraron que el
numero de resultados positivos era mayor cuando se utilizaba la PCR (61 frente a 35).

Otros microorganismos implicados en infecciones respiratorias han sido estudiados
mediante PCR. Asi, Brisson-Noel y colaboradores (1991) encontraron un correlacion del
97.4% entre PCR y cultivo para el diagndstico de tuberculosis en 489 muestras clinicas.
Wakefield y colaboradores (1991) por otro lado, fueron capaces de detectar genoma de
Pneumocystis carinii en el 95% de las muestras obtenidas por BAL y en el 90% de las
muestras de esputo mejorando sensiblemente los resultados de la tincion de plata.
Recientemente, Nogués y colaboradores (1992) han conseguido mediante esta técnica
incrementar el rendimiento de la tincion de plata en cerca del 30%, logrando diagnosticar el
92% de las infecciones por P. carinii en 25 muestras clinicas (12 de las cuales correspondian
a punciones transtoracicas).
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B) Objetivos del estudio

La mayoria de los estudios epidemioldgicos sobre NAC no complicada realizados
hasta el momento, han depositado su confianza en métodos tradicionales de diagnostico
microbiologico, como son: el cultivo de esputo, los hemocultivos y la serologia. La escasa
sensibilidad de sus resultados asi como la controvertida especificidad de alguno de ellos, ha
dado lugar a la existencia de estudios epidemioldgicos con escaso porcentaje de casos
diagnosticados, generando incertidumbre en el clinico en el momento de plantearse una
conducta terapeutica determinada. Este hecho, plantea la necesidad de encontrar métodos de
diagnostico -tanto en la obtencion de muestras como en su procesamiento- que mejoren el
rendimiento de las técnicas convencionales.

Concretamos nuestros objetivos en los siguientes puntos:

1. Conocer el ambiente epidemiolégico de la neumonia adquirida en la
comunidad de Lleida.

2. Valorar la eficacia de la puncion transtoracia aspirativa como técnica de
obtencion de muestras respiratorias no contaminadas de pacientes con neumonia
adquirida en la comunidad no complicada.

3. Evaluar la utilidad de la deteccion de antigenos bacterianos como técnica de
procesamiento de muestras obtenidas por puncién transtoracica aspirativa.

4. Documentar la eficacia de la deteccion de genoma bacteriano como técnica de
procesamiento de muestras obtenidas por puncién transtoracica aspirativa.

5. Analizar el impacto diagnostico de la inclusién de la puncion transtoracica
aspirativa y de las nuevas teécnicas de diagnéstico microbiolégico en estudios
epidemioldgicos sobre la neumonia adquirida en la comunidad.
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C) Material y métodos
1. Poblacion a estudiar
Este estudio ha tenido lugar en el hospital universitario "Arnau de Vilanova" de
Lleida, centro dotado de 500 camas, que constituye el centro hospitalario de referencia de
400.000 habitantes pertenecientes a la region sanitaria de Lleida (120.000 pertenecientes a
Lleida capital), con un volumen de urgencias anuales en torno a las 50.000.

1.1. Criterios de inclusion en el estudio

Fueron incluidos en el estudio aquellos pacientes que cumplian los siguientes
requisitos:

1. Pacientes con edad superior a los 14 afios.

2. Atendidos en el area de urgencias de nuestro hospital.

3. Atendidos en el periodo comprendido entre 1.01.93-31.03.93.

4. Diagnosticados de neumonia adquirida en la comunidad.

El diagndstico de neumonia adquirida en la comunidad se fundament6 en el
cumplimiento de los siguientes criterios:
1. Presencia simultanea de fiebre o dos de las siguientes manifestaciones:

- tos

- expectoracion purulenta

- semiologia de condensacion

- leucocitosis (>10.000 /mm3)

- deterioro gasometrico (pO2 < 80 mmHg)
2. Aparicion radiologica de un infiltrado pulmonar.
3. Comienzo de los sintomas en los 10 dias previos al ingreso.
4. Ausencia de ingreso hospitalario en los 7 dias anteriores al estudio.

1.2. Parédmetros clinicos analizados
Las caracteristicas clinicas, analiticas, radioldgicas y evolutivas de los pacientes
seleccionados fueron almacenadas en una ficha de recogida de datos (Figura 3-1).

2. Obtencion de muestras clinicas

2.1. Muestras clinicas habituales
Se intentd activamente conseguir una muestra de esputo. Al ingreso, y antes de
comenzar la terapia antibidtica, se efectuaron dos hemocultivos. Asimismo, se obtuvieron
muestras para serologia en los dias 1 y 30 del ingreso hospitalario. En aquellos casos con

derrame pleural, se obtuvo una muestra mediante toracocentesis.

2.2. Muestra obtenida por puncidn transtoracica aspirativa

Fueron sometidos a puncion transtoracica aspirativa (PTA) todos los pacientes
incluidos en el estudio que no presentaron las siguientes contraindicaciones para la
realizacion de la técnica:
1. Antecedentes de neumotoérax
2. Presencia de bullas en la Rx de torax
3. Alteraciones de la hemostasia, definida por una de las siguientes:

- Tiempo de protrombina < 60%

- Cifra de plaquetas < 50.000 /mm3
4. Tos no controlada
5. No obtencion del consentimiento formal del paciente
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Se empled una aguja de puncion lumbar calibre 25 G (Spinocan-R) sin utilizar pre-
medicacion ni control radioscépico. Se realizaron algunas modificaciones en la metodologia
descrita por Dorca (1988), con el fin de simplificar la técnica, de la siguiente forma:

1. Localizacion de la condensacion mediante semiologia y radiologia convencional.
Para la puncion de segmentos superiores de Iébulos superiores, el paciente permanecera
sentado con la mano en la cintura y el hombro hacia delante, introduciendo la aguja en la
linea paraescapular posterior. Para la puncion de segmentos anteriores de I6bulos superiores,
se introducirad en la interseccion entre la linea medioclavicular y el 2° espacio intercostal
anterior. Para la puncion del 16bulo medio derecho, se
introducira la aguja en el 5°-6° espacio intercostal anterior, aproximadamente 1 cm por
encima de la matidez hepatica, en la linea mamilar. Para la puncién de la lingula, la aguja se
introducira en el 5°-6° espacio intercostal anterior, en la linea axilar anterior. Para la puncion
de lébulos posteriores, la aguja se introducira en regiones posteriores, guiandose por la
percusion y la auscultacion.

2. Aplicacion de las medidas habituales de asepsia cutanea en el lugar elegido para la
puncion.

3. Introduccidn de la aguja de puncién lumbar con el mandril puesto, hasta llegar al
punto deseado.

4. Retirar el mandril y conectar a una jeringa de 20 ml cargada con 8 ml de suero
fisioldgico.

5. Inyectar 6 ml en el punto elegido.

6. Mantener la aspiracion efectuando movimientos rotatorios y de vaivén durante 30
segundos, a fin de recuperar un minimo de 3 ml del suero inyectado.

7. Dejar de aspirar y retirar la aguja.

8. Conectar una aguja de cargar a la jeringa de 20 ml.

9. Inyectar el contenido recuperado del parenquima pulmonar en un tubo al vacio con
anticoagulante, para su transporte y posterior almacenamiento.

10. Colocar al paciente en decubito homolateral durante una hora.

Con el fin de cuantificar la yatrogenia y conocer asi su grado de aplicabilidad, se
practico una radiografia de control a todos los pacientes sometidos a PTA y se realizd una
exhaustiva encuesta de efectos secundarios (Figura 3-2).

3. Procesamiento de muestras obtenidas
3.1. Procesamiento de muestras habituales

En aquellos casos en que se recuper0 esputo, las muestras con criterios de no
contaminacion mediante la tincion de gram (< 10 células epiteliales por campo y > 25
polimorfonucleares por campo), fueron cultivadas en los siguientes medios: agar sangre, agar
chocolate, McConkey, tio-glicolato y medio especifico para Legionella pneumophila.
Ademas, en pacientes con infeccion por VIH, se llevé a cabo una tincion de Zhiel-Neelsen y
de plata-metenamina, asi como el cultivo en medio de Lowenstein-Jansen y PCR para
Pneumocystis carinii. Tanto los hemocultivos obtenidos como aquellos casos en que el
liquido pleural se encontrd disponible para estudio, fueron procesados segun la técnica y
medios de cultivo habituales en nuestro Centro.

Las muestras obtenidas para serologia fueron analizadas, de manera pareada, para la
existencia de anticuerpos contra los microorganismos expuestos en la Tabla 3-1.
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Microorganismo Test serologico kit comercial

VIRCELL SL
Mycoplasma pneumoniae |Inmunofluorescencia indirecta (IFI) (Esparia)

Microinmunofluorescencia  indirecta|VIRCELL SL
Chlamydia pneumoniae (McIFI) para IgG (Esparia)
BEHRINGWERKE
Chlamydia psitacci Fijacion del complemento (Germany)
VIRCELL SL

Legionella pneumophila  {Inmunofluorescencia indirecta (IFI) (Espaiia)
BEHRINGWERKE

Coxiella Burnetti Fijacion del complemento (Germany)
BEHRINGWERKE
Virus Influenza A Fijacion del complemento (Germany)

Tabla 3-1 Técnicas seroldgicas empleadas en el estudio

3.2. Procesamiento de muestras obtenidas por PTA
3.2.1. Métodos convencionales
Parte de la muestra obtenida por PTA fue cultivada en los siguientes medios: agar
sangre, agar chocolate, Mc Conkey, tio-glicolato y medio enriquecido para Legionella

pneumophila.

3.2.2. Técnica de deteccion de antigenos

Parte de la muestra recuperada por PTA fue utilizada para la deteccion de antigeno
polisacarido capsular de Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae tipo b,
mediante la técnica de aglutinacion con latex. Se utilizé un kit de reactivos (Slidex méningite
kit) comercializado por bioMerieux (Francia), siguiendo las indicaciones del fabricante:
calentamos 0.4 ml de la muestra a 95°C en un bloque térmico durante 5 minutos.
Centrifugamos a 12.000 rpm en una microcentrifuga durante 10 minutos, utilizando el
sobrenadante para la técnica de aglutinacion. Los resultados (positivo/negativo) fueron leidos
por dos observadores de manera simultdnea y se realizaron controles positivos en cada
determinacion.

3.2.3. PCR
Se realiz6 la técnica de PCR para la buasqueda de genoma de los siguientes
microorganismos: Streptococcus pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae y Chlamydia
pneumoniae. En caso de negatividad para las pruebas anteriores, se practicé PCR para la
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busqueda de genoma de Legionella pneumophila. En caso de infeccion por VIH y afectacion
pulmonar intersticial, se afadié a la bateria de pruebas convencionales la PCR para la
busqueda de genoma de Pneumocystis carinii. La técnica de PCR se efectud segun los pasos
siguientes:

a) Extraccion del DNA.

Tomamos 0.5 ml de la muestra y efectuamos 3 lavados con agua destilada con el fin
de provocar la lisis total de los hematies. A continuacion, resuspendimos el sedimento con
300 ml de tampon de lisis (0.01 M Tris pH 7.8, 0.005 M de EDTA, 0.5% SDS) afiadiendo 50
ml/ml de proteinasa K e incubando 1 hora a 37°C. Mezclamos la muestra con 400ml de fenol-
cloroformo y centrifugamos 5 minutos a 12.000 rpm con el fin de separar la fase organica de
la fase acuosa. Colocamos ésta en un nuevo tubo de 1.5 ml y afiadimos 0.6 volumenes de
alcohol isopropilico en presencia moderada de cationes monovalentes (acetato sodico y
cloruro sddico a una concentracion de 0.3 M y 0.2 M respectivamente), dejando precipitar los
acidos nucleicos durante 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, centrifugamos
el tubo durante 10 minutos, decantamos, lavamos con 1 ml de alcohol etilico al 70% vy
centrifugamos de nuevo durante 10 minutos. Decantamos nuevamente y procedimos a la
evaporacion de los restos de alcohol. Resuspendimos el DNA con 100 ml de agua destilada y
pasamos a realizar la fase de amplificacion.

b) Amplificacion del DNA.

Para la amplificacion del DNA se utilizdo un termociclador (modelo IHB 2024,
Cherlyn Electronics Ltd. Cambridge. England). La sintesis de nucledtidos para la elaboracion
de primers fue realizada por CRUACHEM Ltd (UK). Tanto la Taq polimerasa como los
nucledtidos difosfato fueron suministrados por GIBCO BRL, Life Technologies (USA). Los
primers utilizados, los ciclos y temperaturas empleadas, asi como los productos amplificados
fueron diferentes de acuerdo con el DNA diana (Tabla 3-2). La mezcla previa a la
amplificacion se realizé segun técnica previamente descrita (Saiki et al, 1988).

¢) Visualizacion.

Visualizamos el producto amplificado por separacion electroforética en un gel de
agarosa al 3% con bromuro de etidio incorporado y observando en un transiluminador. La
identificacion del tamafio de la banda se realiz6 mediante escalera de marcadores de pesos
moleculares (100 pb DNA ladder; GIBCO BRL, Life Technologies Inc, USA). Se realizaron
controles positivos y negativos en cada determinacion.
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Microorganismo |Ref Primers Temperaturas de amplificacion
Streptotococcus Dowson  [Pn2x up (CGTGGGACTATTTATGACCGAAATGG) -1 ciclo (4 min/ 95°C)
pneumoniae (1989) Pn2x down (AATTCCAGCACTGATGGAAATAAACATATTA)  |-40 ciclos
(1,5 min/95°C)
Gen codificado: PBP 2x (1.5 min/56°C)
Producto de amplificacién: 1.500 pb* (6 min/70°C)
- 1 ciclo (10 min/70°C)
Mycoplasma Bernet MP5-1(GAAGTTATGGTACAGGTTGG) - 1 ciclo (4 min/94°C)
pneumoniae (1989) MP5-2 (ATTACCATCCTTMGTAAGG) - 40 ciclos
(1 min/94°C)
Gen codificado: fragmento (1 min/55°C)
Producto de amplificacion: 144 pb* (1 min/72°C)
- 1 ciclo (10 min/72°C)
Chlamydia Campbell |HL-1(GTTGTTCATGAAGGCCTACT) - 1 ciclo (4 min/94°C)
pneumoniae (1992) HR-1 (TGGATAACCTACGGTGTGTT) - 40 ciclos

Gen codificado: fragmento Pst |

Producto de amplificacion: 437 pb*
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Legionella Starnbach |LEG-1 (GTCATGAGGAATCTCGCTG) - 1 ciclo (4 min/94°C)
Pneumophila (1989) LEG-2 (CTGGCTTCTTCCAGCTTCA) - 40 ciclos

(1 min/94°C)

Gen codificado: fragmento (1 min/55°C)
Producto de amplificacion: 800 pb* (1 min/72°C)

- 1 ciclo(10 min/72°C)

Pneumocystis Kitada 5S-Sense (AGTTACGGCCATACCTCAGA) - 1 ciclo (4 min/94°C)
carinii (1991) 5S-Antisense (AAAGCTACAGCACGTCGTAT) - 40 ciclos
(1 min/94°C)
Gen codificado: 5S ribosomal (rRNA) (2 min/55°C)
Producto de amplificacion: 120 pb* (2 min/72°C)

- 1 ciclo (10 min/72°C).

Tabla 3-2 Primers y temperaturas de amplificacion utilizados para la deteccion de genoma, de Streptococcus pneumoniae, Mycoplasina
pneumoniae, Chlamydia pneumoniae y Pneumocystis carinii*pb: pares de bases.
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Sensibilidad de la PCR.

Inoculamos muestras obtenidas por PTA de pacientes afectos de procesos
respiratorios no neumocacicos con diferentes diluciones de una suspension de Streptococcus
pneumoniae. Una parte de la muestra la sembramos en agar sangre y otra parte igual fue
procesada para PCR. La PCR fue positiva a diluciones de 150, 100, 54 y 5 UFC/ml y
negativa a dilucion de 11 UFC/ml. La falta de cultivos celulares del resto de
microorganismos impidid la practica de un estudio propio de sensibilidad.

4. Criterios diagndsticos
4.1 Criterios de diagndstico clinico
Fueron considerados como afectos de neumonia clinicamente tipica aquellos casos
que cumplian al menos 3 de los siguientes requisitos: Inicio brusco de los sintomas,
expectoracion purulenta, dolor pleuritico o semiologia de condensacién pulmonar. Fueron
considerados como afectos de neumonia clinicamente atipica aquellos casos que no
cumplian criterios para el diagnostico de neumonia tipica.

4.2. Criterios de diagndstico microbioldgico

Se consideré que existia un diagnostico microbioldgico de certeza cuando se
cumplian uno o mas de los siguientes criterios:
1. Aislamiento de un patégeno obligado por cultivo o tincion especifica en esputo
2. Aislamiento de un microorganismo por hemocultivo
3. Aislamiento de un microorganismo en liquido pleural
4. Aislamiento de un microorganismo en la muestra obtenida por PTA (en todos los casos se
ha considerado a Staphylococcus epidermidis, como germen contaminante)
5. Deteccidn de antigeno capsular de Streptococcus pneumoniae 0 Haemophilus influenza en
la muestra obtenida por PTA.
6. Deteccion de genoma perteneciente a Streptococcus pneumoniae, Mycoplasma
pneumoniae, Chlamydia pneumoniae, Legionella Pneumophila, Pneumocystis carinii 0
Citomegalovirus en la muestra obtenida por PTA
7. Deteccion de genoma de Pneumocystis carinii en el esputo
8. Diagnostico por serologia: evidencia de seroconversion 6 titulos estables >20(para fijacion
del complemento), > 128 (para IFI), > 512 (para MIF)

5. Andlisis estadistico

Tanto la PTA como las diversas técnicas de procesamiento microbiologico (cultivos,
deteccion de antigenos y PCR) fueron analizadas en base a los criterios clasicos de eficacia
diagnostica (Figura 3-3). La sensibilidad de una prueba se define como la proporciéon de
verdaderos positivos (VP) que se identifican correctamente como tales. La especificidad es el
porcentaje de verdaderos negativos (VN) clasificados como tales por la prueba. El valor
predictivo de una prueba positiva o valor predictivo positivo es la probabilidad de tener la
enfermedad cuando la prueba es positiva. El valor predictivo de una prueba negativa o valor
predictivo negativo es la probabilidad de no tener la enfermedad cuando la prueba es
negativa. La eficacia de una prueba (tambien llamada exactitud, eficiencia o precision global)
se definié como la proporcion de individuos clasificados correctamente como tales.

El analisis univariado ha sido realizado con el paquete estadistico SSPS/PC. Variables
cualitativas: para la comparaciéon de dos medias se ha utilizado la prueba de la t de student
para datos no apareados, siempre que se cumpliera la condicién de normalidad de la muestra
cuando no se cumplia este requisito se ha aplicado la prueba de U de Mann-Whitney.
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Variables cuantitativas: para la comparacion de dos proporciones se ha utilizado la prueba de
la Chi cuadrado, Chi cuadrado con correccion de Yates o la prueba exacta de Fisher, cuando
han sido necesarias. Los valores de p inferiores a 0.05 se consideraron estadisticamente
significativos.

En la préactica, los estrictos criterios diagnosticos elegidos, nos permiten obviar el
calculo de la especificidad y del valor predictivo positivo que, l6gicamente, seran del 100%.
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D) Resultados
1. Caracteristicas de la poblacion estudiada

Fueron incluidos en el estudio 118 pacientes consecutivos con el diagndstico de NAC.
La distribucion por grupos de edad fue: 14 (entre 15-29 afios), 37 (entre 30-49 afios), 32
(entre 50-69 afios), 35 (entre 70-89 afios); 68 (57.6%) correspondian a hombres y 50 (42.3%)
a mujeres. 41 (34.7%) tenian una edad superior a los 65 afios, 35 (85.3%) de los cuales
residian en su propio domicilio. 48 (40.6%) se encontraban afectos de enfermedad croénica
previa, cuyo desglose aparece expuesto en la tabla 17. 47 (39.8%) habian recibido tratamiento
antibidtico previo y 45 (38.1%) se encontraban en insuficiencia respiratoria aguda. 77
(65.2%) fueron ingresados en el hospital (dos en UCI) y 3 (2.5%) fallecieron (Tabla 4-2).

Enfermedad de base n° total |%
SIDA 18 15.2
EPOC 11 9.3
Cardiopatia 7 5.9
Neoplasia 4 3.3
Hepatopatia cronica 3 2.5
Diabetes 2 1.6
Insuficiencia renal cronica |1 0.8
Accidente vascular

cerebral 1 0.8
Lupus eritematoso 1 0.8

Tabla 4-1 Enfermedades subyacentes entre la poblacién estudiada.
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Edad media 51.3 (rango: 15-87)

Sexo Varones 68 (57.6%)/Hembras 50 (42.3%)
Enfermedad crénica de base 48 (40.60%)

Tratamiento antibiotico previo 47 (39.8%)

Insuficiencia respiratoria 45 (38. 1%)

Ingreso hospitalario 77 (65.2%)

Mortalidad 3(2.5%)

Tabla 4-2 Caracteristicas generales de la poblacion estudiada

De los 91 diagndsticos microbiolégicos por gérmenes no oportunistas, 41 (45%)
presentaban un sindrome clinico considerado como tipico, y 50 (55%) un sindrome atipico.
En la Tabla 4-3 se desglosan estos resultados en todos los microorganismos implicados.

Sindrome clinico tipico Sindrome clinico atipico
Microorganismos (% del total de casos tipicos) | (%del total de casos atipicos)
Streptococcus pneumoniae | 18 (43.9%) 11(22%)
Mycoplasma pneumoniae | 6(14.6%) 14(28%)
Chlamydia spp 8(19.5%) 16(32%)
Haemophilus influenzae | 3(7.3%) 4(8%)
virus Influenza A 4(9.7%) 2(4%)
Enterococcus faecium 1(2.4%) -
Streptococcus pyogenes - 1(2%)
Streptococcus viridans 1(2.4%) -
Coxiella burnetii - 2(4%)
TOTAL 41(45%) 50(55%)

Tabla 4-3 Distribucion de microorganismos no oportunistas por sindrorne de presentacion
clinica

2. Resultados microbioldgicos
2.1. Generalidades
De los 118 casos incluidos en el estudio, fueron diagnosticados un total de 99, lo que
supone el 83.8% del total (Figura 4-1).
En 3 ocasiones se considerd que existia una infeccion mixta (Tabla 4-4), lo que dio
lugar a un total de 102 diagnosticos microbioldgicos: 29 (24.5% del total de individuos en
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estudio) correspondian a infeccién por Streptococcus pneumoniae, 24 (20.3¢%) a infeccion
por microorganismos del género Chlamydia, 20 (16.9%) a infeccién por Mycoplasma
pneumoniae, 7 (5.9%) a infeccion por Haemophilus influenzae, 7 (5.9%) a infeccion por
Pneumocystis carinii, 6 (5%) a infeccion por virus de la Influenza A, 3 (2.5%) a infeccion por
Mycobacterium tuberculosis, 2 (1.6%) a infeccion por Coxiella burnetti, 1 (0.8) a infeccion
por Streptococcus viridans, 1 (0.8%) a infeccion por Streptococcus pyogenes, 1 (0.8%) a
infeccion por Enterococcus faecium y 1 (0.8%) a infeccidén por Cryptococcus neoformans
(Tabla 4-5).

Caso Microorganismos

1 Streptococcus pneumoniae + Chlamydia pneumoniae
2 Streptococcus viridans + Chlamydia pneumoniae

3 Mycobacterium tuberculosis + Pneumocystis carinii

Tabla 4-4 Casos de NAC con aislamiento microbiano doble

% del total de

Microorganismo NUmero [casos
Streptococcus pneumoniae 29 24.5
Chlamydia spp 24 20.3
Mycoplasma pneumoniae 20 16.9
Haemophilus influenzae 7 5.9
Pneumocystis carinii 7 5.9
Influenza A virus 6 5.0
Mycobacterium tuberculosis 3 2.5
Coxiella burnetti 2 1.6
Streptococcus viridans 1 0.8
Streptococcus pyogenes 1 0.8
Enterococcus faecium 1 0.8
Criptococcus neoformans 1 0.8

Tabla 4-5 Microorganismos aislados en nuestro estudio.

La distribucién de los microorganismos por edades de poblacién quedd de la siguiente
manera:

a) Individuos con edad inferior a 65 afios sin patologia de base.

De los 39 diagnosticos microbioldgicos realizados en este grupo de poblacion 15
(38.4%) correspondian a infeccion por Mycoplasma pneumoniae, 13 (33.3%) a infeccion por
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microorganismos del género Chlamydia, 6 (15.3%) a infeccion por Streptococcus
pneumoniae, 2 (2.5%) a infeccion por Coxiella burnetti, 1 (2.5%) a infeccion por
Haemophilus influenzae, 1 (2.5%) a infeccion por Streptococcus viridans, y 1 (2.5%) a
infeccion por el virus de la Influenza A (Figura 4-2).

b) Individuos con edad superior a 65 afios con o sin patologia de base.

De los 35 diagnosticos microbioldgicos realizados en este grupo de poblacid, 16
(45.7%) correspondian a infeccidn por Streptococcus pneumoniae, 8 (22.8%) a infeccion por
microorganismos del género Chlamydia, 4 (11.4%) a infeccion por virus influenza A, 2
(5.7%) a infeccion por Mycoplasma pneumoniae, 2 (5.7%) a infeccién por Haemophilus
influenzae, 1 (2.8%) a infeccion por Enterococcus faecium, 1 (2.8%) a infecccién por
Streptococcus pyogenes y 1 (2.8%) a infeccion por Pneumocystis carinii (Figura 4-3).

¢) Individuos con enfermedad de base.

De los 44 diagnoésticos microbioldgicos realizados en este grupo de poblacion, 14
(31.85) correspondian a infeccion por Streptococcus pneumoniae, 7 (15.9%) a infeccion por
Pneumocystis carinii, 6 (13.6%) a infeccion por Haemophilus influenzae, 5 (11.3%) a
infeccion por Mycoplasma pneumoniae, 4 (9%) a infeccion por Chlamydia pneumoniae, 3
(6.8%) a infeccion por el virus de la influenza A, 3 (6.8%) a infeccién por Mycobacterium
tuberculosis, 1 (2.2%) a infeccion por Streptococcus pyogenes y 1 (2.2%) a infeccion por
Cryptococcus neoformans (Figura 4-4).

El SIDA constituyé la enfermedad de base mas frecuente. De los 18 pacientes con
SIDA estudiados, 8 (44.4%) estaban infectados por gérmenes considerados como
convencionales (Streptococcus pneumoniae: 5, Haemophilus influenzae: 2, Chlamydia
pneumoniae: 1). Todos los casos de infeccion por Pneumocystis carinii y Mycobacterium
tuberculosis correspondian a individuos con infeccion por VIH.

2.2. Resultados de los métodos convencionales
Consideramos métodos convencionales a las tinciones y cultivo de esputo, los
hemocultivos, la serologia y el cultivo del liquido pleural.
Fue posible obtener muestra de esputo en 49 (41.5%) ocasiones y obtuvimos el
diagnostico microbiologico en 5/49 (10.2%) casos (Tabla 4-6).

tincion ZN*/cultivo | tincion  plata/PCR  P.

Casos | Microorganismo | micobacterias carinii

1 M. tuberculosis negativo/positivo negativo/negativo

2 P. carinii negativo/negativo positivo/positivo

3 M. tuberculosis negativo/positivo negativo/negatrivo

4 P. carinii negativo/negativo positivo/positivo

M. tuberculosis
5 P. carinii positivo/positivo positivo/positivo

Tabla 4-6 Resultados de las muestras diagnosticas de esputo.
* ZN: tincion de Ziehl-Neelsen

Se obtuvieron hemocultivos en los 118 pacientes incluidos en el estudio y sus
resultados ofrecieron un diagnoéstico microbiologico en 10/118 (8.4%) casos: 9 correspondian
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a Streptococcus pneumoniae y uno a Haemophilus influenzae.

Se obtuvo al menos una muestra para serologia en 110 (93.2%) pacientes; en 92
(77.9%) pacientes la muestra fue doble; la serologia proporciond el diagnostico
microbiologico en 48/110 (43.6%) casos, tal como queda expuesto en la Tabla 4-7.

n° de diagnosticos n° de diagndsticos
n°de por seroconversion  |por titulos elevados
Microorganismo diagndsticos (% del total) (% del total)
Chlamydia spp 21 18 (85.7%) 3 (14.3%)
Mycoplasma pneumoniae |19 15 (78.90%) 4 (21.1%)
virus Infuenza A 6 | (16.60%) 5 (83.4%)
Coxiella burnetii 2 0 (0%) 2 (100%)

Tabla 4-7 Casos con diagndstico positivo por serologia

Se practico toracocentesis en 4 casos en los que el derrame pleural era lo
suficientemente importante como para hacer imposible la localizacion de la condensacion
pulmonar para la practica de la PTA. Se obtuvo el diagndstico microbioldgico en los 3 (75%)
casos, 2 correspondian a Streptococcus pneumoniae y uno a Streptococcus pyogenes.

2.3. Resultados de la PTA
2.3.1. Generalidades

De los 118 pacientes incluidos en el estudio, 110 (93.2%) pudieron someterse a la
PTA (Figura 4-5). De los 8 pacientes que no se sometieron a PTA, 4 (3.3%) presentaban
derrame pleural lo suficientemente importante para hacer imposible la localizacion del
infiltrado parenquimatoso, 4 (3.3%) padecian una situacion clinica que no les permitia
colaborar y 1 (0.8%) presentd paro respiratorio requiriendo intubacion y ventilacion
mecanica.

2.3.2. Resultados de las tinciones y cultivos en la PTA

Se obtuvo un resultado positivo por cultivo de la PTA en 17 (15.4%) de las 110 PTA
realizadas. Los microorganismos aislados quedan expuestos en la Tabla 4-8. De los 17 casos
con cultivo positivo, 3 (17.6%) habian recibido tratamiento antibi6tico previo, mientras que
de los 20 casos con cultivo negativo (para germenes cultivables) 10 (50%) habian recibido
tratamiento previo. La existencia de un tratamiento antibidtico con anterioridad a la
realizacion de la PTA influyd de manera estadisticamente significativa (p < 0'05) en los
resultados de los cultivos.

Por otra parte, 10 pacientes con infeccion por SIDA y afectacion radioldgica
intersticial fueron sometidos a tincion de metenamina de plata y Ziehl-Neelsen, siendo
positivas en 3 (30%) y 0 (0%) casos, respectivamente.
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Microorganismo Numero (% sobre el total de aislamientos)

Streptococcus. pneumoniae |7 (41.1)

Haemophlius influenzae 6 (35.2)
Streptococcus viridans 1(5.8)
Enterococcus faecium I (5.8)

Mycobacterium tuberculosis |1 (5.8)

Cryiptococcus neoformans 1(5.8)

Tabla 4-8 Microorganismos aislados por cultivo de la PTA

2.3.3. Resultados de la técnica de deteccion de antigenos bacterianos en la PTA

Se realiz6 determinacion de antigenos de Streptococcus pneumoniae y Haemophilus
influenzae a 100 pacientes sometidos a PTA sin infeccion por VIH y afectacion radioldgica
intersticial, y los resultados fueron positivos en 26/100 (26%) y 4/92 (4%) casos,
respectivamente. De los 30 casos con resultado positivo para la deteccidn de antigenos, 13
(43.3%) habian recibido tratamiento antibiotico previo; de los 3 casos con resultado negativo
para la deteccién de antigenos (debiendo ser positivos), 1 (33.3%) habia recibido tratamiento
antibidtico previo. La existencia de un tratamiento antibiotico previo a la practica de la PTA,
no influyo, de forma estadisticamente significativa, en los resultados de los test de deteccion
de antigenos de Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae.

2.3.4. Resultados de la técnica de deteccion de genoma bacteriano por PCR

En 100 pacientes sin infeccion por VIH y afectacion intersticial radioldgica, se
efectué la PCR para la deteccion de genoma de Streptococcus pneumoniae, Mycoplasma
pneumoniae y Chlamydia pneumoniae, obteniendo resultados positivos en 15 (15%), 9 (9%)
y 7 (7%) casos, respectivamente. Se realizo la PCR para la deteccion de genoma de
Legionella pneumophila en 19 individuos con resultados negativos para todas las pruebas
microbiologicas, y fue positiva en 0 (0%) casos. Asimismo, se efectué la PCR para la
deteccion de genoma de Pneumocystis carinii a 10 individuas con infeccion por VIH y
afectacion radiologica intersticial, siendo positiva en 6 (60%) casos (Tabla 4-9). No
observamos ningun caso de amplificacion de DNA para mas de un microorganismo. De los
37 casos con PCR positiva, 16 (43.2%) habian recibido tratamiento antibidtico previo; de los
29 casos con PCR negativa (debiendo ser positiva), 10 (34.4%) habian recibido tratamiento
previo. En consecuencia, la existencia de terapia antibiotica previa no influyd, de forma
estadisticamente significativa, en los resultados de la PCR.
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n° de casos con PCR positiva/total

Microorganismo de casos sometidos a la prueba
Streptococeus

pneumnoniae 15/100

Mycoplasma

pneumoniae 9/100

Chlamydia pneumoniae | 7/100

Legionella
pneumophila 0/19
Pneumocystis carinii 6/10

Tabla 4-9 Resultados positivos para la PCR

2.3.5. Yatrogenia de la PTA

De los 110 pacientes con NAC sometidos a PTA, 14 (12.7%) sufrieron algun efecto
no deseable derivado de la PTA. De éstos, 7 (6.3%) tuvieron un episodio de hemoptisis
autolimitada, 4 (3.6%) se quejaron de dolor toracico, pero la aplicacion de analgesia sélo fue
necesaria en un caso, y 3 (2.7%) pacientes desarrollaron neumotdrax -dos de ellos, con
neumonia por Pneumocystis carinii-, aungue la colocacion de tubo de drenaje pleural no fue
necesaria por ser su tamafio inferior al 20% (Tabla 4-10). Tres pacientes fallecieron durante
el estudio: el primero no se sometido a PTA; el segundo, tenia 81 afios, neumonia por
Streptococcus pneumoniae con insuficiencia respiratoria, y en la radiografia de control no se
observo neumotorax tras la PTA,; el tercero, era portador del virus del infeccion por VIH, los
resultados microbiolégicos demostraron infeccidn por Pneumocystis carinii 'y en la
radiografia de control no se observo neumotdrax.

Efecto NUmero Porcentaje
Hemoptisis 7 6.3%
Dolor toracico |4 3.6%
Neumotérax |3 2.7%

Tabla 4-10 Yatrogenia de la PTA

3. Estudio comparativo de los resultados de las diversas técnicas microbioldgicas
empleadas
3.1. Neumonia por Streptococcus pneumoniae
En nuestro estudio, 29 (24.5%) pacientes tuvieron infeccion por Streptococcus
pneumoniae; ademas, en un caso, obtuvimos un resultado positivo para Chlamydia
pneumoniae por serologia, por lo que consideramos este caso como una infeccion mixta. De
los 29 pacientes, 19 (65.5%) correspondian a varones y 10 (34.5%) a hembras; 11 (58.6%)
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eran portadores de enfermedades cronicas (infeccion por VIH: 5, cancer de pulmén: 5;
EPOC: 3; hepatopatia alcohdlica: 2, insuficiencia cardiaca: 1, demencia: 1); 14 (48.2%)
habian recibido tratamiento antibidtico previo; 18 (62%) tenian un sindrome clinico
considerado como tipico; 11 (37.9%) presentaban insuficiencia respiratoria (ninguno requirié
ventilacion mecénica); La cifra media de leucocitos en sangre periférica era de 14.068/ mmg
(rango: 2000-24500).

Dos pacientes presentaron derrame pleural con cultivos positivos a Streptococcus
pneumoniae. Los 27 restantes se sometieron a PTA, cuyos resultados quedan expuestos en la
Tabla 4-11.
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Caso Hemocultivo PTA cultivo [PTAPCR PrA deteccion de antigeno
1 + + + +
2 - - + +
3 - + + +
4 - - + +
5 - - + +
6 - + + +
7 - + + +
8 - - - +
9 - - - +
10 - - - +
11 - - + +
12 - - > +
13 + - R +
14 + + + +
15 + - - +
16 - - 5 +
17 - - - +
18 - - + +
19 - - - +
20 + - + +
21 + - + +
22 - - + +
23 - - - +
24 + + + +
25 + - - -
26 + - - +
27* - - - +

Tabla 4-11 Resultados microbioldgicos de los 27 pacientes con NAC por Streptococcus
pneumoniae, sometidos a PTA.
* Caso con serologia positiva para infeccion por Chlamydia pneumoniae.

De los 27 pacientes con NAC por Streptococcus pneumoniae sometidos a PTA, el
cultivo de la PTA fue positivo en 7 (25.9%) casos, los hemocultivos en 9 (33.3%), la PCR
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demostr6 la existencia de DNA neumocdcico en 15 (55.5%) casos y la determinacion de
antigeno neumocdcico fue positiva en 26 (96.2%) casos.

En 10 (34.4%) casos se dispuso de cultivo para la practica de antibiograma: en 9/10
(90%) casos el neumococo era sensible a la penicilina (CMI<0'01 wg/ml), y en 1/10 (10%) se
demostré una sensibilidad intermedia (CMI=0.1-2 ug/ml). Para la eritromicina, 1/10 (10%)
neumococo fue resistente a la eritromicina. Todos los neumococos testados (100%) fueron
sensibles al cotrimoxazol.

3.2. Neumonia por microorganismos del género Chlamydia

24 (20.3%) pacientes fueron diagnosticados de NAC por microorganismos del género
Chlamydia. De éstos, 2 fueron considerados como portadores de una infeccién mixta: en un
caso se aislo Streptococcus viridans en la muestra obtenida por PTA, y en otro, se obtuvo un
resultado positivo para antigeno neumocaocico en la muestra de parénquima pulmonar.

De los 24 pacientes con NAC por microorganismos del género Chlamydia, 17
(70.8%) correspondian a varones y 7 (29.2%) a hembras; la edad media era de 54.2 (rango:
29-83); 8 (33.3%) presentaban enfermedad cronica previa (EPOC: 4, diabetes: 1, infeccion
por VIH: 1, insuficiencia cardiaca: 1, accidente cerebrovascular: 1); 5 (20.8%) habian
recibido tratamiento antibiotico previo; 8 (33.3%) eran portadores de un sindrome clinico
considerado tipico; 11 (45.8%) se encontraban en insuficiencia respiratoria; la cifra media de
leucocitos en sangre periferica era de 12050/mmjz (rango:4100-27500); 14 (58.3%)
requirieron ingreso hospitalario (uno en UCI); 12 (50%) recibieron tratamiento con
macrolidos y 12 (50%) con B-lactamicos; los 24 (100%) evolucionaron favorablemente
quedando afebriles en una media de 1.9 dias (rango: 1-6); cuando se analizaron el grupo
tratado con macrélidos y el grupo tratado con B-lactdmicos con respecto a los dias en que
tardaron en quedar afebriles, no observamos diferencias estadisticamente significativas entre
ambos grupos (p= 0.40).
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Serologia Serologia Otros Diagnéstico

Caso |[PCR | (P determinacion) (2* determinacion) diagnosticos | definitivo

1 1/256 1/1024 - M. pneumoniae
2 0 1/256 - M. pneumoniae
3 + 1/128 1/512 - M. pneumoniae
4 0 1/256 - M. pneumoniae
5 1/256 1/1024 - M. pneumoniae
6 + 0 1/256 - M. pneumoniae
7 + 0 1/256 - M. pneumoniae
8 + 1/256 1/1024 - M. pneumoniae
9 0 1/256 - M. pneumoniae
10 1/128 1/128 - M. pneumoniae
11 NR 1/512 1/512 - M. pneumoniae
12 0 1/256 - M. pneumoniae
13 + 0 1/256 - M. pneumoniae
14 + 1/256 1/1024 - M. pneumoniae
15 + 1/128 1/512 - M. pneumoniae
16 + 1/128 1/512 - M. pneumoniae
17 0 1/128 M. pneumoniae
18 1/512 1/512 - M. pneumoniae
19 1/512 NR - M. pneumoniae
20 + NR NR - M. pneumoniae

Tabla 4-13 Resultados de las diferentes técnicas rnicrobioldgicas en los pacientes con NAC

(40%) dicha evidencia fue confirmada por la técnica de PCR; 6 casos tuvieron serologia
positiva simultanea para Chlamydia pneumoniae y Chlamydia psitacci (con PCR negativa),
considerdndose esta situacion como reaccion cruzada, clasificando a los pacientes en esta
situacion como afectos de NAC por Chlamydia spp; 4 casos tuvieron serologia positiva para

por Mycoplasma pneumoniae.

Los resultados de los diferentes procedimientos microbiologicos quedan reflejados en
la Tabla 4-14. De los 24 pacientes con infeccion por microorganismos del género
Chlamydia, 11 tenian evidencia seroldgica de infeccion por Chlamydia pneumoniae y en 4/10

Chlamydia psitacci (con PCR negativa).
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Procedimiento Casos positivos/casos totales |Porcentaje
hemocultivo 1/7 14%
deteccion de

antigeno 4/6 66.6%
cultivo PTA 6/6 100%

Tabla 4-14 Resultados positivos en los pacientes con NAC por Haemophilus influenzae.

Por otra parte, en 3 ocasiones en que no se dispuso de muestras pareadas para
serologia, la PCR para Chlamydia pneumoniae fue positiva.

3.3. Neumonia por Mycoplasma pneumoniae

20 (16.9%) pacientes fueron diagnosticados de NAC por Mycoplasma pneumoniae. 9
(45%) correspondian a varones y 11 (55%) a hembras; tenian una edad media de 40 afios
(rango: 17-72); 8 (40%) padecian enfermedades cronicas (EPOC: 4, hepatopatia alcohdlica:
2, diabetes: 1, insuficiencia cardiaca: 1); 11 (55%) habian recibido tratamiento antibidtico
previo; 6 (30%) presentaban un sindrome clinico considerado como tipico y 2 (10%) se
encontraban en insuficiencia respiratoria; la cifra media de leucocitos en sangre periférica era
de 10500/mmg (rango: 4500-20300); 11 (55%) fueron ingresados en el hospital; 16 (80%)
recibieron tratamiento con macrolidos y 4 (20%) con [-lactamicos; todos (100%)
evolucionaron favorablemente, quedando afebriles en una media de 3.4 dias (rango: 1-8).
(Tabla 4-13).

De los 20 pacientes con infeccion por Mycoplasma pneumoniae, 19 fueron sometidos
a PTA. La serologia fue positiva en 19/19 (100%): 15 por seroconversion y 4 por titulos
establemente elevados. La PCR fue positiva en 9/19 (47.3%) (Tabla 4-13).

3.4. Neumonia por Haemophilus influenzae

7 (5.9%) pacientes tuvieron infeccion causada por Haemophilus influenzae. Con una
edad media de 45.8 afios (rango: 27-79), 6 (85.7%) con enfermedad cronica previa (EPOC: 2,
infeccion por VIH: 2, lupus eritematoso sistémico: 1, agranulocitosis: 1), 3 (42.8%) habian
recibido tratamiento antibidtico previo, 2 (28.5%) se encontraban en insuficiencia
respiratoria. Uno presentd paro respiratorio por lo que requirié intubacién y ventilacion
mecanica en UCI. Un paciente fallecio.

Los resultados de los diferentes métodos microbioldgicos quedan expuestos en la
Tabla 4-14. El hemocultivo fue positivo en 1/7 (14%), se detectd antigeno de Haemophilus
influenzae en 4/6 (66.6%) y el cultivo de la PTA fue positivo en 6/6 (100%) casos. (Tabla 4-
14).

3.5. Neumonia por Pneumocystis carinii

7 pacientes con infeccion por VIH tuvieron infeccidén por Pneumocystis carinii.

En un caso, el cultivo de la PTA permitio hacer el diagnéstico de tuberculosis, por lo
que consideramos este caso como infeccion mixta. Los resultados microbioldgicos quedan
expuestos en la Tabla 4-15. En el esputo, la tincion de metenamina de plata fue positiva en
3/6 (50%) y la PCR en 2/5 (40%). En la PTA, la tincion de metenamina de plata fue positiva
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en 3/7 (42.8%) mientras que la PCR fue positiva en 6/7 (85.7%) casos.

Tincion de plata PCR
Muestra | casos positivos/casos totales (%) casos positivos/casos totales (%)
Esputo 3/6(50%) 2/5(40%)
PTA 3/7 (42.8%) 6/7(85.7)

Tabla 4-15 Resultados de las diferentes técnicas microbiologicas en pacientes con infeccidn
por Pneumocystis carinii.

3.6. Neumonia por otros microorganismos

Citamos en este capitulo aquellos microorganismos con menor importancia numeérica
tal y como muestran los resultados del estudio.

Seis (5%) pacientes tuvieron evidencia serologica de infeccion por el virus de la
Influenza A. Con una edad media de 68.5 (rango: 46-82) afios, 3 (50%) tenian enfermedad
cronica subyacente y 3 (50%) se encontraban en situacion de insuficiencia respiratoria.

Fueron diagnosticados de tuberculosis 3 (2.5%) pacientes con infecciéon por VIH. En
el esputo, la tincion de Ziehl-Neelsen fue positiva en 1/3 (33.3%) casos y el cultivo de
micobacterias en 3/3 (100%). En la PTA, la tincion fue positiva en 0/3 (0%) casos y el cultivo
en 1/3 (33.3%) casos.

Dos pacientes tuvieron evidencia seroldgica de infeccién por Coxiella burnetti. En
ninguno de los dos casos pudo establecerse una relacion epidemiologica con practicas
ganaderas. En ambos casos, la infeccion no se acompafi6 de insuficiencia respiratoria y los
pacientes no requirieron ingreso hospitalario.

En un paciente con derrame pleural, el cultivo del material obtenido por
toracocentesis permitio aislar Streptococcus pyogenes.

Los casos de infeccion por Streptococcus viridans, Enterococcus faecium vy
Criptococcus neoformans fueron diagnosticados por cultivo de la PTA. En los 3 casos, los
hemocultivos resultaron negativos.

3.7. Vision global de los resultados de las diversas técnicas microbioldgicas empleadas
Los resultados obtenidos de las diferentes técnicas microbiolégicas empleadas en los
principales microorganismos quedan globalmente resumidos en la Tabla 4-16.
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Hemocultivo |Serologia Puncion transtoracica aspirativa
Antigeno Cultivo PCR
Streptococcus 15/27
pneumoniae  |9/29 (31%) - 26/27 (96.2%) |7/27 (25.9%) |(55.5%)
Mycoplasma 9/19
pneumoniae |- 19/19 (100%) (47.3%)
Chlamydia 7/12
pneumoniae |- 11/11 (100%) (58.3%)
Haemophilus
influenzae 1/7(14%) - 4/6 (66.6%) |6/6 (100%) 7/13

Tabla 4-16 Resultados de los diferentes técnicas microbioldgicos empleadas en los
principales microorganismos responsables de NAC.

4. Célculo de la eficacia diagnostica de las nuevas técnicas microbiologicas
4.1. Eficacia diagnostica de la determinacion de antigenos bacterianos

Para la determinacion de antigeno capsular de Streptococcus pneumoniae los

resultados fueron los contenidos en las tabla siguiente:

Resultados positivos negativos
verdaderos 26 67
falsos 0 1
Sensibilidad 96.2%
Valor predictivo negativo 98.5%
Tabla 4-17

Para la determinacion de antigeno de Haemophilus influenzae los resultados fueron
los contenidos en la tabla siguiente:

Valor predictivo negativo

Resultados positivos negativos

verdaderos 4 88

falsos 0 2
Sensibilidad 66.6%0

97.7%

61



Tabla 4-18
4.2. Eficacia diagnéstica de la PCR
Para el diagnostico de infeccidn por Streptococcus pneumoniae, los resultados fueron

los contenidos en la tabla siguiente:

Resultados positivos negativos
verdaderos 15 67
falsos 0 12
Sensibilidad 55.5%
Valor predictivo negativo 84.8%

Tabla 4-19

Para el diagnostico de infeccion por Chlamydia pneumoniae, los resultados fueron los

contenidos en la tabla siguiente:

Resultados positivos negativos
verdaderos 15 67
falsos 0 12
Sensibilidad 55.5%
Valor predictivo negativo 84.8%

Tabla 4-20

Los resultados de la PCR para el diagnostico de infeccion por Mycoplasma
pneumoniae, fueron los contenidos en la tabla siguiente:

Resultados positivos negativos
verdaderos 9 88
falsos 0 10
Sensibilidad 47.3%
Valor predictivo negativo 89.7%

Tabla 4-21

Los resultados de la PCR en la PTA para el diagnostico de infeccion por
Pneumocystis carinii, fueron los contenidos en la tabla siguiente:
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Resultados positivos negativos

verdaderos 6 4
falsos 0 1
Sensibilidad 85.7%

Valor predictivo negativo 80%

Tabla 4-22

En el esputo, los resultados de la PCR para el diagndstico de infeccion por
Pneumocystis carinii, fueron los siguientes: sensibilidad: 66.6%; valor predictivo negativo:
75%.

5. Aportacion diagndstica de los nuevos métodos de diagnéstico microbioldgico a la PTA

Este estudio se ha realizado en base a aquellos casos con diagnostico microbiolégico
gue pudieron someterse a PTA. Estos casos suman un total de 94.

Por métodos de diagndstico convencional, es decir, por cultivo y tincién del material

obtenido por PTA, se diagnosticaron 19/94, lo cual da una sensibilidad a la técnica del
25.3%. (17.2%)
La introduccion de las nuevas técnicas microbioldgicas como la deteccion de antigenos y la
PCR, ha permitido a la PTA realizar un total de 58 diagnosticos microbioldgicos, lo cual
determina una sensibilidad global a la técnica del 52.7% para el diagnéstico de NAC,
incrementando la sensibilidad diagnoéstica de la PTA en un 36.4% (Figura 4-6). Si analizamos
por separado la influencia de cada uno de los métodos empleados obtendremos que, de los 39
nuevos diagndsticos, 20 (51.2%) fueron confirmados par la deteccién de antigenos
bacterianos y 25 (64.1%) fueron confirmados por PCR.

6. Aportacion diagnostica de la PTA en el en el estudio etioldgico de la NAC
De los 102 diagndsticos microbioldgicos finales, 67 (65.6%) pudieron ser realizados por
métodos convencionales de diagnostico y 58 (56.8%) por PTA.

Ahora bien, consideramos como aportacion diagnostica de la PTA a aquellos casos
diagnosticados mediante PTA y que no lo fueron mediante el empleo de los métodos
convencionales.

Asi, de los 102 diagndsticos microbiologicos realizados durante el estudio, 35
(34.4%) fueron diagnosticados exclusivamente por la PTA. La aportacién diagnéstica de las
diversas técnicas microbiologicas a la PTA fue la siguiente: Los métodos microbioldgicos
convencionales (tinciones y cultivo), afadieron 12/35 (34.2%) nuevos diagnosticos
(Streptococcus pneumoniae: 3, Haemophilus influenzae: 6, Streptococcus viridans: 1,
Enterococcus faecium: 1, Cryptococcus neoformans: 1). Las técnicas de deteccion de
antigenos afadieron a los cultivos 15 (42.8%) nuevos diagndsticos (Streptococcus
pneumoniae: 15); La PCR afadié a los cultivos y a la determinacionn de antigenos
bacterianos 8 (22.8%) nuevos diagndsticos (Pneumocystis carinii: 4, Chlamydia pneumoniae:
3, Mycoplasma pneumoniae: 1) (Figura 4-7).

La aportacion de la PTA vista desde el punto de vista de cada microorganismo, queda
de la siguiente manera: De los 11 casos de infeccién por Streptococcus pneumoniae
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diagnosticados por métodos convencionales de diagndstico (MCD), la PTA confirm6 8
(72.7%) y afiadié 18 nuevos casos. De los 11 casos de infeccion por Chlamydia pneumoniae
diagnosticados por MCD, la PTA confirm6 4 (36.6%) y afiadié 3 nuevos casos. De los 19
casos de infeccion por Mycoplasma pneumoniae diagnosticados por MCD, la PTA confirmé
8 (42.1%) y afiadio 1 nuevo caso. La PTA no confirmé un caso de infeccion por Haemophilus
influenzae diagnosticado por MCD, pero afiadio 6 nuevos casos. De los 3 casos de infeccion
por Pneumocystis carinii diagnosticados por MCD, la PTA confirm6 2 (66.6%) y afiadi6 4
nuevos casos. De los 3 casos de infeccion por Mycobacterium tuberculosis diagnosticados
por MCD, la PTA confirm6é 1 (33.3%). La PTA afiadio, por otro lado, 3 nuevos
microorganismos no diagnosticados por MCD: Streptococcus viridans, Enterococcus faecium
y Cryptococcus neoformans (Tabla 4-23)

n° diagndsticos por [ n°® diagnésticos exclusivamente por
MCD*/confirmados por | PTA (% del total de casos del

Microorganismo PTA(%) microorganismo)

Streptococcus pneumoniae 11/8 (72.7%) 18 (62%)

Chlamydia pneumoniae 11/4 (36.6%) 3 (27.2%)

Chlamydia spp 6/0 (0%) 0

Chlamydia psitacci 4/0 (0%) 0

Mycoplasma pneumoniae 19/8 (42.1%) 1 (5.2%)

Hemophilus influenzae 1/0 (0%) 6 (85.7)

Pntumocystis carinfl 3/2 (66.6%) 4 (57.1%)

Mycobacterium tuberculosis 3/1 (33.3%) 0 (0%)

Influenza A virus 6/0 (0%) 0

Coxiella burnetti 2/0 (0%) 0

Streptococcus pyogenes 1/0 (0%) 0

Streptococcus viridans 0/0 (0%) 1 (100%)

Enterococcus faecium 0/0(00/0) 1 (100%)

Cryptococcus neoformans 0/0 (0%) 1 (100%)

TOTAL: 102 (100%) 67 (65.6%) 35(34.4%)

Tabla 4-23 Relaciéon de microorganismos diagnosticados por métodos convencionales de
diagnostico que fueron confirmados por PTA, y casos diagnosticados exclusivamente por
PTA. MCD: métodos convencionales de diagndstico.

La aportacion de las nuevas técnicas microbioldgicas al diagnoéstico de nuevos casos
por PTA, fue la siguiente: De los 18 nuevos casos de infeccion por Streptococcus
pneumoniae diagnosticados por PTA, 6 (33.3%) casos fueron aislados por cultivo, en 8
(44.4%) casos se detecté DNA bacteriano por PCR, y en los 18 (100%) casos, la deteccion de
antigeno bacteriano fue positiva. De los 6 nuevos casos de infeccién por Haemophilus
influenzae diagnosticados por PTA, 6 (100%) fueron diagnosticados por cultivo y 4 (66.6%)
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por deteccidn de antigeno bacteriano. De los 4 nuevos casos de infeccion por Pneumocystis
carinii diagnosticados por PTA, 1 (25%) fue positivo para la tincion de metenamina de plata
y los 4 (100%) obtuvieron resultados positivos para la PCR (Tabla 4-24).

n° casos diagnosticados|n® casos diagnosticados

Nuevos diagnosticos|por cultivo/tincion  de|por deteccion de|n° casos diagnosticados
Microorganismo  [por PTA plata (%*) antigeno (%%*) por PCR (%%*)
Streptococcus
pneumoniae 18 6(33.3%) 18(100%) 8(44.4%)
Haemophilus
influenzae 6 6(100%) 4(66.6%) -
Pneumocystis carinii (4 1 (25%) - 4(100%)

Tabla 4-24 Aportacion de las nuevas técnicas microbioldgicas a los casos diagnosticados
exclusivamente por PTA.
*: % del total de nuevos casos diagnosticados.
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E) Discusion
1. Caracteristicas generales del estudio

Durante 15 meses hemos tenido la oportunidad de analizar las caracteristicas clinicas
y microbiologicas de 118 individuos con NAC que fueron atendidos en el area de urgencias
de nuestro hospital, considerado como el centro de referencia de la comunidad de Lleida.

No hemos adoptado medidas restrictivas en cuanto a seleccion de pacientes por su
patologia de base se refiere. Incomprensiblemente, algunos autores excluyen a los pacientes
con infeccién por VIH de los estudios sobre NAC cuando, ademés de padecer infecciones
oportunistas, esta poblacion estd predispuesta a infecciones por gérmenes convencionales
(Marrie, 1995). Asi, el 15.2% de nuestra poblacion en estudio padecia infeccion por VIH,
constituyendo la enfermedad crdnica de base mas frecuente y, el 44.4% de estos enfermos
estaban infectados por gérmenes considerados como convencionales (Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae, Chlamydia pneumoniae). Creemos que el prejuicio de
algunos clinicos a considerar sélo los géermenes oportunistas como potenciales patégenos en
individuos con infeccion por VIH, puede conducir a errores graves en la terapia elegida
como, por ejemplo, tratar una neumonia por Chlamydia pneumoniae con tuberculostaticos.

La insuficiente ayuda proporcionada por los métodos convencionales de diagndstico
microbiologico para conocer la etiologia de la NAC, nos ha animado a incluir en nuestro
estudio nuevas técnicas con el fin de incrementar el porcentaje de casos etiolégicamente
filiados.

Asi, en cuanto a las técnicas de obtencion de muestras, nos hemos inclinado por la
PTA como técnica invasiva de obtencion de muestras no contaminadas procedentes del foco
inflamatorio pulmonar. A diferencia de otros estudios que han utilizado la PTA como técnica
invasiva de obtencion de muestras en un grupo seleccionado de enfermos -los mas graves,
desde el punto de vista clinico-, el nuestro no ha sido restrictivo en este sentido, sometiendo a
PTA a todos los individuos con NAC (quedando excluidos aquellos con contraindicaciones
absolutas para la técnica, obviamente). De esta forma, hemos tenido la oportunidad de
conocer el grado de aplicabilidad, rendimiento y los efectos adversos de la PTA en la
poblacién general con NAC.

En cuanto a los métodos de procesamiento de las muestras obtenidas conviene hacer
referencia a dos puntos. En primer lugar, y a diferencia de la mayoria de estudios
epidemioldgicos anteriores, hemos sido estrictos en los criterios de especificidad de los
resultados del cultivo de esputo, considerando como verdaderos positivos solo a los
patogenos obligados (en nuestro caso, Legionella pneumophila, Mycobacterium tuberculosis
y Pneumocystis carinii). En cuanto a las técnicas serologicas, hemos empleado la técnica de
inmunofluorescencia para la deteccion de anticuerpos frente a Mycoplasma pneumoniae,
técnica que ha mostrado con anterioridad una mayor sensibilidad que las técnicas de fijacion
del complemento y ELISA (Lee et al, 1989), y la técnica de microinmunofluorescencia,
considerada como la mas sensible para la deteccion de anticuerpos frente a Chlamydia
pneumoniae; sin embargo, hemos obviado en ésta Ultima, la deteccion de anticuerpos tipo Ig
M, técnica poco sensible para casos de reinfeccion y con problemas de especificidad (Ekman
et al, 1993). En segundo lugar, hemos afiadido nuevas técnicas microbiologicas a la bateria de
las ya utilizadas habitualmente.

Asi, la deteccion de antigenos bacterianos en suero y orina, aprobada como criterio de
seguridad diagnostica (Research Committee of British Thoracic Society and Public Health
Laboratory Service, 1987) y utilizada en diversos estudios epidemioldgicos (Tabla 1-13) ha
sido escasamente valorada cuando se emplean técnicas invasivas. De la misma manera, la
técnica de deteccion de genoma bacteriano mediante PCR, ha sido validada para su
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utilizacién en muestras de esputo, frotis faringeo, suero, sangre y, en un escaso nimero de
ocasiones, en muestras obtenidas por broncoscopia (Tabla 1-14). Hasta la fecha, no tenemos
informacion de que la PCR haya sido utilizada en muestras obtenidas por PTA (Medline:
1990-1995).

En consecuencia, nuestro estudio ha sido disefiado con el fin de ampliar los
conocimientos ya obtenidos sobre la deteccion de antigenos bacterianos y aportar los
primeros datos sobre el comportamiento de la PCR en muestras obtenidas por PTA.

La introduccion de las técnicas anteriormente citadas ha sido beneficioso para
alcanzar nuestro objetivo. Tan s6lo 19 (16.2%) casos han quedado sin filiar etiologicamente
en nuestro estudio. Si comparamos nuestros resultados con los obtenidos en estudios
anteriores -media de casos sin diagndstico: 46.7% (rango= 28-65.8%) (Tabla 1-2)-
observamos una reduccion significativa en la cifra de casos no filiados en torno al 30%.

Algunos autores, por otro lado, se inclinan por utilizar estrictos criterios no
considerando el cultivo de esputo como técnica diagndstica. Asi, y a pesar de reducir su
porcentaje de casos diagnosticados, consideran sus resultados mas fiables. Es el caso de Bates
y colaboradores (1992), que diagnostican aproximadamente la mitad de casos y no incluyen
el cultivo de esputo como criterio diagnostico. Asi, los microorganismos del género
Legionella son los protagonistas de la NAC en su estudio. Pero esta actuacion podria
introducir un sesgo que modificaria los verdaderos resultados considerando protagonistas de
la NAC a microorganismos cuyos resultados estan basados fundamentalmente en técnicas
seroldgicas, técnicas consideradas mas sensibles que el hemocultivo, el cual constituye el
unico método para diagnosticar NAC por Streptococcus pneumoniae, quedando relegado éste
Gltimo, a puestos de menor importancia. Asi, en nuestro estudio, los métodos convencionales
de diagnostico apuntaron a Mycoplasma pneumoniae y microorganismos del género
Chlamydia como protagonistas de NAC en nuestro medio, mientras que la introduccion de la
PTA permitio situar al Streptococcus pneumoniae en el primer lugar de los micoorganismos.
Consideramos este hecho, de considerables implicaciones terapéuticas en el manejo diario de
la NAC, insuficientemente valorado con anterioridad.

Los criterios clasicos de tipicidad o atipicidad en el diagnéstico clinico, han mostrado
un escaso valor predictivo, corroborando los resultados de estudios previos (Farr et al, 1989).
Asi, cumplian criterios de neumonia clinicamente tipica el 62% de los individuos con
infeccion por Streptococcus pneumoniae, mientras que el 70% y el 66.6% de los casos de
infeccion por Mycoplasma pneumoniae y Chlamydia pneumoniae respectivamente, cumplian
criterios de neumonia clinicamente atipica. Sin embargo, lejos de ser un criterio a abandonar
(Fang et al, 1990), consideramos el reconocimiento de las caracteristicas clinicas del enfermo
como orientativo en el manejo diario de la NAC.

Los métodos convencionales de diagnostico, aunque de manera desigual, han
contribuido al diagnostico microbioldgico en el 65.6% de los casos. Obtuvimos resultados
positivos de las tinciones-cultivos de esputo, los hemocultivos y la serologia en 10.2%, 8.4%
y 43.6%, respectivamente. ElI hemocultivo fue la técnica convencional mas aplicable
obteniéndose muestra en el 100% de los casos. El cultivo-tincion del esputo fue la menos
aplicable, puesto que sélo el 41.5% de los individuos expectoraban. En el 93.2% de los casos
se dispuso de una primera muestra para serologia, y en el 77.9% de los casos, de dos muestras
(con 4 semanas de diferencia entre una y otra). Este hecho aporta, de manera indirecta, una
cifra a cerca del correcto seguimiento clinico-radiologico de los individuos incluidos en el
estudio.

2. Caracteristicas de la NAC de Lleida
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2.1. Generalidades

La edad media de los individuos incluidos en nuestro estudio fue de 51.3 afios, cifra
similar a la obtenida en anteriores estudios (Antela et al, 1993), con un amplio margen de
edades comprendidas entre 15 y 87 afios y un 38% de los casos con edades superiores a los
65 afos. El relativamente bajo nimero de individuos con enfermedades cronicas subyacentes
(40.6%) ha podido condicionar el porcentaje obtenido de ingresos hospitalarios (65.2%), cifra
sensiblemente inferior a la obtenida por series previas, donde el alto porcentaje de
enfermedades previas condiciond un 91% de ingresos hospitalarios (Blanquer et al, 1991).
Una mortalidad del 2.5% resulta considerablemente inferior a la obtenida en estudios previos
(Tablal-1).

2.2. Microorganismos implicados en la NAC de Lleida

Son tres los microorganismos implicados con mayor frecuencia en la NAC en Lleida:
Streptococcus pneumoniae, microorganismos del género Chlamydia y Mycoplasma
pneumoniae. Este grupo, por si solo, constituye el 73.7% del total de microorganismos
aislados.

Sin embargo, si centramos la atencion sobre sectores concretos de poblacion, la
situacion cambia ligeramente. Asi, entre los individuos con edad inferior a 65 afios sin
enfermedades cronicas de base, los microorganismos mas comunmente implicados son, por
este orden, Mycoplasma pneumoniae, microorganismos del genero Chlamydia vy
Streptococcus pneumoniae. Los gérmenes considerados como atipicos constituyen el 79.4%
del total de microorganismos aislados en este grupo de poblacion. Sin embargo, entre los
individuos con edad superior a los 65 afos, los microorganismos implicados con mayor
frecuencia son, por este orden, Streptococcus pneumoniae, microorganismos del género
Chlamydia y el virus de la Influenza A. Los microorganismos considerados como atipicos
fueron causantes del 40% del total de microorganismos aislados en este grupo de poblacion.
Nuestros resultados en este grupo poblacional se asemejan a los obtenidos por Venkatesan y
colaboradores (1990), los cuales aceptan como microorganismos mas frecuentes
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae y Virus de la Influenza B. Estos autores
-al igual que nuestra serie- no encuentran evidencia de infeccion por bacilos gramnegativos, a
diferencia de los hallazgos de Ebright y Rytel (1980), donde el 21.2% de las infecciones en
individuos ancianos con enfermedad de base grave, estaban causadas por estos
microorganismos. Estudios en ancianos debilitados por enfermedades crénicas y NAC grave
utilizando la puncién transtraqueal aspirativa, han mostrado una alta incidencia de infeccion
por bacilos gramnegativos (Verghese y Berck, 1983). La situacion de debilidad extrema
podria conducir a la aspiracién de microorganismos de la orofaringe; Sin embargo, su
hallazgo en cultivos de esputo de individuos ancianos sin enfermedades de base y autdbnomos
desde el punto de vista funcional, traducirian un estado de contaminante en lugar de patégeno
(Valenti, 1978). En nuestro analisis, el 85.3% de los ancianos procedian de su propio
domicilio -83% en el estudio de Venkatesan (1990)-, lo cual aporta una idea del correcto
estado de salud previo de los ancianos estudiados.

Nuestros resultados no se alejan de los proporcionados por estudios previos, donde el
Streptococcus pneumoniae encabeza la lista de los microorganismos implicados en la NAC
(Tabla 1-2). En nuestro caso, el neumococo fue el protagonista de, aproximadamente, el 25%
de todos los casos. Su importancia en los diferentes estudios depende de lo estricto que se sea
para considerarlo agente causal. Asi, el neumococo fue causante del 5% de los casos cuando
no se considero el esputo como muestra aceptable (Bates et al, 1992), y del 46% cuando el
esputo encontrd un espacio entre las muestras a estudiar (Ortqvist, 1990). La elevada
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proporcién de individuos con infeccion por Streptococcus pneumoniae y enfermedades
cronicas (45%) sugiere una predisposicion de estos enfermos a la infeccion neumocdcica,
hecho citado con anterioridad (Gaztelorrutia, 1994). Ademas, algo mas de la mitad de los
enfermos tenian una edad superior a los 65 afos, predisposicion ya conocida en estudios
previos (Espdsito, 1984). ElI 31% de los casos fueron bacteriémicos, pero no se logrd
demostrar una mayor mortalidad entre los individuos con hemocultivos positivos, puesto que
s6lo falleci6 un (3.4%) paciente y el hemocultivo resultd negativo. Escasa informacion puede
obtenerse en referencia a la susceptibilidad antibiotica, puesto que en el 59% de los casos el
diagndstico de infeccion neumocdcica se baso en las técnicas de detecccion de antigenos o
PCR, las cuales no permiten el empleo de antibiogramas. Del escaso ndmero de
antibiogramas realizados -10- obtuvimos unos niveles de resistencia antibiotica a la penicilina
y eritromicina del 10%, niveles sensiblemente inferiores a los obtenidos en otras areas de
nuestro pais (Bouza, 1993), probable consecuencia de una menor presion antibidtica en
nuestro ambito. Con estos resultados, y centrando nuestra atencion sobre los enfermos con
infeccion por VIH, los resultados microbiolégicos nos hubieran permitido tratar
correctamente al 55.5% de los casos con cotrimoxazol.

Mycoplasma pneumoniae ocupé el segundo lugar de los protagonistas de NAC en
nuestra comunidad, con el 16.9% del total de individuos incluidos en el estudio. Este
porcentaje coincide con la mayoria de estudios previos que sitian el protagonismo de
Mycoplasma pneumoniae entre el 15-30% de los casos (Research committee of British
Thoracic Society and Public Health Laboratory Service, 1987). El escaso protagonismo del
Mycoplasma pneumoniae en otros exhaustivos trabajos (Korppi et al, 1993) no haria sino
traducir una predisposicion del microorganismo a generar infeccion en forma de epidemias
(cada 3-4 afios, aproximadamente), hecho ya conocido con anterioridad (Manresa y Dorca,
1994). Otro hecho que puede modificar el diferente protagonismo del Mycoplasma
pneumoniae es la técnica seroldgica empleada. Es un hecho comprobado que la técnica de
ELISA para el diagndstico de infeccion por Mycoplasma pneumoniae tiene una sensibilidad y
especificidad superiores a la de fijacion de complemento (Dussaix et al, 1983); y que la
inmunofluorescencia supera a las dos anteriores (Sin Hang Lee et al, 1989). Ejemplo de lo
anteriormente citado es un reciente estudio de caracteristicas similares al nuestro, en el que
33 pacientes seroconvirtieron por ELISA, mientras que sélo 3 lo hicieron por fijacion del
complemento (Antela et al, 1993). Por otra parte, en nuestra serie Mycoplasma pneumoniae
constituy6 el microorganismo protagonista de la NAC en individuos jovenes sin patologia de
base, contabilizando cerca del 40% del total de casos diagnosticados en este grupo de
poblacion. Mycoplasma pneumoniae afectdo al 10% de los ancianos, porcentaje similar al
obtenido por Marrie (1993). La mayoria de los enfermos presentaba una neumonia bien
tolerada, encontrandose sélo el 10% en insuficiencia respiratoria.

Chlamydia pneumoniae se consolida como agente principal en la NAC, con el
13.5% del total de enfermos estudiados, porcentaje similar al obtenido por Almirall et al
(1993) en un area cercana a la nuestra y sensiblemente superior a la obtenida por Antela y
colaboradores en otra zona del pais (1993). Aunque se tiende a considerar la infeccion por
Chlamydia pneumoniae de similares caracteristicas a la producida por Mycoplasma
pneumoniae, los resultados de nuestro estudio ofrecen una opinion diferente. EI 50% de los
casos afectaban a individuos con edad superior a los 60 afos; este resultado se acerca al
obtenido por Grayston (1992), el cual observo una incidencia bimodal de afectacion por
edades, una a los 9 afios, la otra en torno a los 70 afios. A diferencia de los infectados por
Mycoplasma pneumoniae, el 42.8% se encontraban en situacion de insuficiencia respiratoria
y uno de ellos requirié ventilacién mecénica en UCI. La co-infeccion con otros patdgenos no
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es una situacion infrecuente, habiéndose encontrado hasta en el 44% de los casos (Almirall et
al, 1993). Nuestros resultados ofrecen datos de co-infeccion en 2 casos con serologia positiva
para las dos especies de Chlamydia: En uno de ellos, el cultivo de la PTA permitié aislar un
Streptococcus viridans y, en otro, la determinacion de antigeno capsular de neumococo en la
PTA resulto positiva, considerando ambas situaciones como una infeccion mixta.

El escaso protagonismo que Haemophilus influenzae ha tenido en nuestro estudio es,
con toda probabilidad, consecuencia del escaso porcentaje de individuos con EPOC previa
(9.3%), a diferencia de otros estudios donde la elevada proporcion de individuos con EPOC
(31%) condiciono la presencia de este microorganismo como segundo agente causante de
NAC (Fang, 1990). El 5.9% de las NAC en nuestro ambito fueron atribuidas a infeccion por
Haemophilus influenzae. Una paciente presentd paro respiratorio requiriendo ventilacion
mecanica en UCI, falleciendo posteriormente. A pesar de no disponer de un serotipado del
microorganismo - la virulencia del germen es mayor cuando disponen de capsula (Weller et
al, 1978)-, consideramos que la evolucion fatal de este caso estuvo relacionada con la
situacion inmunitaria de la paciente: presentaba una agranulocitosis por farmacos.

Tuvimos evidencia de seroconversion para el virus de la Influenza A en el 5% de
nuestros pacientes con NAC. En la mayoria de los estudios realizados el porcentaje de
neumonias viricas no supera el 10% del total de casos, afecta a los méas jovenes y puede dar
lugar a compromiso respiratorio en individuos con enfermedades crénicas (Kauffman, 1994).
En nuestro estudio, sin embargo, el 66.6% de los casos afectaron a enfermos con edad
superior a los 65 afos. El 50% de los pacientes se encontraba en insuficicencia respiratoria,
de los cuales el 100% padecian alguna enfermedad crénica previa.

No hemos tenido evidencia seroldgica ni por cultivos de infeccion por Legionella
pneumophila. La exhaustiva blsqueda realizada nos llevo, de manera retrospectiva, a
practicar la técnica de la PCR en las muestras de PTA de los 19 individuos sin diagnostico
microbiologico definitivo, siendo los resultados negativos en todos los casos. Estos resultados
confirmarian la apetencia geografica de Legionella pneumophila por territorios costeros
(Téllez et al, 1990).

La infeccion por Coxiella burnetti afectd al 1.9% de nuestra poblacion, porcentaje
semejante al obtenido en otros estudios en nuestro pais (Antela et al, 1993), pero no tan
frecuente como en el pais Vasco donde las practicas ganaderas constituyen un sector de
actividad laboral importante (Sobradillo et al, 1989).

El cultivo del material obtenido por toracocentesis en un paciente con derrame
pleural, asi como el obtenido por cultivo del material obtenido por PTA, nos permitieron
aislar Streptococcus pyogenes y Streptococcus viridans respectivamente, microorganismos
aislados con diferente asiduidad entre pacientes con NAC (Farr y Mandell, 1994). Mas
excepcional es el hallazgo de Enterococcus faecium en un cultivo de PTA. La neumonia por
enterococo es excepcional y sélo se han descrito algunos casos de adquisicién nosocomial en
pacientes ancianos, con enfermedad debilitante o sometidos a tratamientos antibioticos de
amplio espectro (Berck et al, 1983). En nuestro caso, se trataba de un paciente anciano, sin
enfermedad de base conocida y no habia sido sometido a tratamiento previo alguno. Aunque
Enterococcus faecium puede producir enfermedad en el ser humano (Musher, 1990), hasta la
fecha solo tenemos conocimiento un caso mas de NAC por este microorganismo (Molinos et
al, 1995)(Medline, 1990-1995).

Aproximadamente, el 15% de nuestra poblacion estaba constituido por pacientes con
infeccion por VIH. Los diagnésticos microbioldgicos obtenidos en esta poblacion presentan
una distribucién similar a la obtenida en otras series que emplean la broncoscopia como
técnica diagndstica invasiva (Minguez, 1993). Entre las infecciones oportunistas, La
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neumonia por Pneumocystis carinii ocurrié con mayor frecuencia (64%), hegemonia
constatada por numerosos estudios y a pesar de las efectivas campafias de profilaxis
realizadas (Chien et al, 1992). Entre las bacterianas, Streptococcus pneumoniae fue el
protagonista del 70% de los episodios, protagonismo conocido ya con anterioridad (Miller y
Mitchell, 1995). Dos recientes estudios han comunicado 8 casos de infeccién por
Pneumocystis carinii con estudios de inmunidad repetidamente normales (Jaccobs et al, 1991
y Cano et al, 1993). Sin embargo, cuidadosos estudios post-mortem sobre tejido pulmonar de
individuos sanos, no han servido para demostrar colonizacion por Pneumocystis carinii
(Peters et al, 1991). Por ello, y dado lo excepcional de los casos comunicados, nuestra
investigacion sobre Pneumocystis carinii se ha centrado sobre individuos con infeccion por
VIH. La posibilidad de encontrar infecciones mixtas no es algo excepcional (Miller et al,
1994) y en nuestro estudio tuvimos la oportunidad de diagnosticar una: ElI material obtenido
de la PTA fue positivo para Pneumocystis carinii por PCR y permiti¢ aislar Mycobacterium
tuberculosis por cultivo. Por ultimo, la afectacién pulmonar por Cryptococcus neoformans
no se considera una situacion extraordinaria, llegando en algunas series a protagonizar el 45%
de todos los casos de infeccion pulmonar en pacientes con infeccion por VIH (Wasser y
Talavera, 1987). Aunque en la mayoria de los casos la afectacién pulmonar constituye una
manifestacion mas en el contexto de una criptococosis diseminada (Martos et al, 1992),
tuvimos la oportunidad de aislar este microorganismo por PTA sin evidencia de afectacion de
otro organo de la economia.

3. Valoracion de los resultados obtenidos con los nuevos métodos microbioldgicos
3.1. Valoracion de los resultados de los métodos de deteccion de antigenos bacterianos

La eficacia que mostraron el cultivo de la PTA, el hemocultivo, la PCR y la deteccion
de antigeno neumocaocico en el diagnostico infeccion por Streptococcus pneumoniae en los
27 pacientes sometidos a todas las técnicas fue, respectivamente del 25.9%, 33.3%, 55.5% y
92.6%; de tal forma que, en nuestra serie, la deteccion de antigeno neumocdcico aparece
como el test mas sensible para el diagndstico de infeccion por Streptococcus pneumoniae.

Nuestros resultados se asemejan a los aportados por Bella y colaboradores (1993), que
utilizando el mismo test en muestras obtenidas por PTA en un tamafio poblacional
sensiblemente inferior (n= 23), detectaron antigeno neumococico en el 83.3% de los
pacientes con NAC por Streptococcus pneumoniae.

La deteccion de antigeno neumocdcico ha sido utilizada en otro estudio en el que el
BAL por broncoscopia se ha empleado como técnica diagnostica invasiva en el manejo de
pacientes con NAC, siendo el Gnico criterio diagnostico - ademas del hemocultivo-, el cultivo
cuantitativo del BAL (>10°
UFC/ml) (Jiménez et al, 1994). Asi, la deteccion de antigeno neumocdcico confirmo el 54%
de las infecciones por Streptococcus pneumoniae y fue positiva en el 53% de los casos con
infeccion de origen no confirmado. Desde este punto de vista restrictivo, en nuestro estudio la
deteccién de antigeno neumocécico habria confirmado el 91.6% de las infecciones
neumocaocicas y habria sido positiva en el 44.1% de los casos con infeccion no confirmada
por cultivos. Desde este punto de vista, la determinacion de antigeno neumocdcico en
muestras obtenidas por PTA resulta méas eficaz que su determinacion en muestras obtenidas
por broncoscopia.

Resultados similares a los nuestros se han obtenido en algunos estudios donde el
esputo constituye la muestra donde se realiza la determinacion de antigeno neumocécico
(Boersma et al, 1991). Sin embargo, la posibilidad de que sus resultados traduzcan un estado
de portador por parte de Streptococcus pneumoniae, no permiten depositar toda la confianza
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en esta muestra (Venkatesan y Macfarlane, 1992). Nuestros resultados no ofrecen la
posibilidad de considerar falsos positivos de la técnica: En los 58 casos con diagnostico
microbioldgico y deteccion de antigeno practicada, el resultado fue negativo en 57 casos. En
uno, los resultados de la serologia para ambas especies de Chlamydia resulté positiva, y el
paciente evolucioné favorablemente tras la administracion de penicilina, habiendo
considerado este caso como infeccion mixta y no como un resultado falso positivo. Similares
resultados han obtenido Esteban y colaboradores (1992), que someten 61 pacientes con NAC
grave a PTA y determinacion de antigeno neumocdcico: ningun paciente con diagnostico
diferente de infeccion neumocdcica obtuvo un resultado positivo para dicha técnica.
Tampoco Jiménez y colaboradores (1994), encuentran en su serie evidencia de resultados
positivos falsos, serie que incluye pacientes sin infeccion pulmonar como controles
negativos.

Una eficacia del 88% obtenida en la determinacion de antigeno neumocdcico en
muestras obtenidas por toracocentesis (Boersma et al, 1993), queda ensombrecida por la
escasez de ocasiones en que esta muestra se encuentra disponible para estudio. Sin embargo,
una muestra obtenida por PTA pudo obtenerse, en nuestro estudio, en 93.2% de los pacientes
con NAC no seleccionados.

Los resultados de la determinacion de antigeno neumococico en muestras de orina o
suero, con una sensibilidad en torno al 50% (Tabla 1-13), no superan las ventajas obtenidas
por su determinacion en muestras de PTA.

Por otro lado, los resultados de la determinacion de antigeno capsular de Haemophilus
influenzae aportaron una sensibilidad a la técnica del 66.6%. La comparacion con otros
resultados resulta dificil, puesto que en la serie de Bella et al (1993) se diagnosticaron tan
solo 2 casos de infeccion por H. influenzae: en el primero, los cultivos fueron positivos con
determinacion de antigeno negativa; en el segundo, los cultivos fueron negativos y la
determinacion de antigeno positiva (por la tincion de gram se observaron cocobacilos
gramnegativos). Por tanto, si consideramos la tincibn como criterio diagnostico, la
sensibilidad de la técnica en la serie de Bella y colaboradores (1993) resulté ser del 50%. En
cualquier caso, estos resultados ofrecen una sensibilidad inferior a otras series que utilizan
muestras de orina o suero, con una eficacia del 100% y 92%, respectivamente (Ajello et al,
1987). En cuanto a la especificidad, no tuvimos evidencia de resultados falsos positivos, al
igual que Bella y colaboradores (1993). Sin embargo, en muestras de orina y suero, la
especificidad de la determinacién de antigeno de H. influenzae ha sido del 96%, inferior a la
obtenida por nuestra serie (Ajello et al, 1987).

Por ultimo, los resultados ofrecidos por nuestra serie invitan a pensar que estas
técnicas no modifican sus resultados por la existencia de tratamientos antibi6ticos previos,
como Holloway y colaboradores (1993) ya han demostrado in vitro: la técnica de
aglutinacion con latex es capaz de detectar 10° neumococos/ml con independencia de la
adicion o no de penicilina tras 72 horas de duracion del experimento. El alto porcentaje de
pacientes incluidos en estudios de NAC que han recibido tratamiento antibiotico previo -en
nuestra serie el 40%, aproximadamente- dificulta enormemente la eficacia de los métodos
tradicionales basados en el cultivo de muestras, y obliga a pensar en la introduccion de
técnicas cuyos resultados no se vean modificados por la existencia de terapias previas.

3.2. Valoracion de los resultados obtenidos por PCR
La eficacia con que la PCR detectd6 genoma de Streptococcus pneumoniae, Mycoplasma
pneumoniae, Chlamydia pneumoniae y Pneumocystis carinii en muestras obtenidas por PTA
fue, respectivamente del 55.5%, 47.3%, 58.3% y 85.7%.
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En muestras de sangre y suero de pacientes con neumonia bacteriémica por
Streptococcus pneumoniae, la PCR ha sido eficaz entre el 63% y el 100% de los casos,
dependiendo de la muestra estudiada y del fragmento de DNA utilizado para su
amplificacion. Parece ser mas sensible amplificar el gen que codifica la Pneumolysina que el
de la Autolysina (Rudolph et al, 1993). En nuestro estudio, hemos amplificado el gen PBP
2X, que codifica la sintesis de proteinas de adhesion a la penicilina, utilizado con anterioridad
para estudios de resistencia antibidtica (Mufioz et al, 1991). La menor eficacia de la PCR para
detectar Streptococcus pneumoniae en muestras de paréngquima pulmonar puede atribuirse a
una menor sensibilidad del gen amplificado o a la existencia de inhibidores de la polimerasa
en la muestra, insuficientemente inactivados durante la extraccion de DNA. Es bien conocido
el poder inhibidor del grupo HEM (Higuchi, 1989), y la muestra obtenida por PTA suele
obtener gran cantidad de sangre. Los estudios de sensibilidad realizados en nuestra serie, en
los que la PCR fue positiva en muestras de PTA que contenian 5 UFC/ml y negativa en
muestras con 11 UFC/ml, indicando, con toda probabilidad, una insuficiente inactivacion de
los inhibidores de la polimerasa en esta Gltima muestra, apoyarian esta tesis. En cualquier
caso, el escaso porcentaje de casos bacteriémicos -en nuestro estudio, el 31%-, hace mas
eficaz en la actualidad, la deteccion de genoma bacteriano en muestras obtenidas por PTA
que en sangre. Son necesarios estudios para valorar la eficacia de la PCR en muestras de
sangre de enfermos con NAC y hemocultivos negativos (Hassan-King et al, 1994). La
sensibilidad demostrada en la deteccion de genoma neumococico en muestras de esputo en
una serie, del 92.8% (Gillespie et al, 1994), queda ensombrecida por la dudosa especificidad
de sus resultados. Ademas, el escaso numero de ocasiones en que el esputo se encuentra
disponible para estudio -en nuestra serie, 41.5% de la poblacion-, no permite depositar
nuestra confianza en la utilizacion de la PCR en estas muestras. Finalmente, la PCR confirmé
el 100% de los cultivos de la PTA pero no aportd ningun diagnéstico nuevo que no fuera
confirmado por la técnica de deteccion de antigeno.

La PCR logro confirmar el 47.3% de los casos de infeccion por Mycoplasma
pneumoniae. Tan so6lo aportd un diagnostico nuevo en un enfermo sin muestras de suero
disponibles para estudio. La PCR aplicada sobre otras muestras clinicas ha demostrado una
sensibilidad del 73-90% en diversas series (Tabla 1-14). Sin embargo, mientras que la
especificidad parece excelente en estudios experimentales, se han observado resultados
positivos en enfermos con serologia negativa, incluso en individuos asintomaticos (Llneberg
et al, 1993). Estos hallazgos podrian atribuirse a la existencia de portadores asintomaticos en
orofaringe, situacion que podria ser evitada con la determinacion de la PCR en muestras
obtenidas por PTA. La escasa sensibilidd de la PCR obtenida en nuestra serie, podria ser
debida a la escasa sensibilidad de la secuencia génica empleada. Sin embargo, la eficacia de
los primers utilizados -MP5-1 y MP5-2-, ya ha sido extensamente evaluada con anterioridad
(Bernet et al, 1989), con una especificidad demostrada al no haberse observado reacciones
cruzadas con otros miembros de la misma especie ni con otros patogenos responsables de
infecciones respiratorias. Tambien, la escasa sensibilidad de la PCR podria ser debida a un
fallo de la técnica de la PTA, no habiéndose conseguido muestras pulmonares no infectadas o
existiendo en éstas, inhibidores de la polimerasa (Higuchi, 1989). Por ultimo, la serologia
podria haber aportado resultados falsos positivos por reacciones cruzadas con otras especies
(Lind et al, 1984), o verdaderos positivos en infecciones de via aerea superior por
Mycoplasma pneumoniae y NAC por otro microorganismo. En cualquier caso, la
especificidad de esta técnica queda lo sufientemente bien establecida al no haberse
encontrado resultados positivos en enfermos con NAC por otro microorganismo.

La PCR obtuvo una sensibilidad del 58.3% para el diagndstico de infeccion por
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Chlamydia pneumoniae. La concordancia entra PCR y serologia -Unica técnica con la que se
comparé la PCR- fue del 40%. La PCR, por otro lado, aportd 3 nuevos diagnosticos no
obtenidos por serologia (por no disponer de muestras pareadas para estudio). En la
actualidad, el cultivo en muestras faringeas se considera como la técnica gold standart para el
diagnostico de infeccidn por Chlamydia pneumoniae, y la PCR ha demostrado una excelente
correlacion, que oscila entre el 76.5-100% en diversas series (Tabla 1-14), y ausencia de
reacciones cruzadas con Chlamydia trachomatis y Chlamydia psitacci (Campbell et al, 1991).
Sin embargo, el hallazgo de cultivos positivos en el frotis faringeo de individuos
asintomaticos (Hammerschlag et al, 1992), permite dudar del empleo de tales muestras para
el diagndstico de infecciones agudas. La PCR, por otro lado, ha demostrado una desigual
correlacion con la serologia en diversos estudios. Asi, cuando se han utilizado muestras
pareadas la correlacion ha sido del 75% (Grayston, 1993). Sin embargo, cuando solo se
estudiaba una primera muestra, la correlacion fue del 38.8% (Gaydos et al, 1992). Ademas, es
escasa la especificidad de la serologia en algunas series clasificando el 18.8% de individuos
asintomaticos como infectados (Gaydos et al, 1992). Por otro lado, algunos trabajos han
demostrado reacciones cruzadas entre diversas especies de Chlamydia utilizando la MIF
como técnica seroldgica (Ekman et al, 1993), por lo que algunos resultados de la serologia en
nuestro serie podrian ser falsos positivos. EI hecho de que en el 29% de los diagndsticos
seroldgicos para infeccion por microorganismos del género Chlamydia obtuviéramos
resultados positivos para ambas especies estudiadas (Pneumoniae y psitacci), apoyaria esta
observacion.

Por otro lado, el 50% de nuestros pacientes con diagnostico de infeccion por
Chlamydia pneumoniae evolucionaron favorablemente tras la instauracion de tratamiento con
B-lactamicos, situacion ya observada con anterioridad (Chirgwin et al, 1991). Esto, junto al
hecho de que en el 66.6% de las infecciones mixtas en nuestra serie estuviera implicada
Chlamydia spp, arroja una sombra de duda sobre el papel patdgeno de este microorganismo
en algunos casos (Chirgwin et al, 1991). Ante esta situacion la PCR practicada en muestras
obtenidas por PTA aparece como una técnica que eliminaria la posibilidad de obtener
resultados positivos de individuos asintomaticos, y confirmaria los diagnosticos de la
serologia.

La sensibilidad de la PCR para el diagnéstico de infeccion por Pneumocystis carinii
ha sido del 85.7% en muestras obtenidas por PTA y del 66.6% en el esputo, en ambos casos
superior a los resultados obtenidos por la tincién de plata de metenamina. La PCR en
muestras de PTA logr6 diagnosticar 4 nuevos casos -el 57% del total de casos- de infeccion
por Pneumocystis carinii. Estos resultados han sido confirmados en una serie mas amplia,
donde la PCR obtuvo una sensibilidad del 92.8% frente a la obtenida de la tincién de plata,
65% (Nogués et al, 1993).

No hemos logrado obtener datos fiables sobre la eficacia de la PCR para el
diagnostico de infeccion por Legionella pneumophila, puesto que fue aplicada en 19 casos sin
diagndstico microbioldgico establecido y result6 negativa en los 19 casos.

En resumen, podemos considerar la PCR en muestras obtenidas por PTA como una
técnica excelente para el diagnostico de infeccion por Pneumocystis carinii, mejorando las
técnicas empleadas hasta la fecha; buena para el diagndstico de infeccidn por Streptococcus
pneumoniae, con resultados superiores a los cultivos e inferiores a los obtenidos por las
técnicas de deteccion de antigenos; y regular para el diagndstico de infeccion por
Mycoplasma pneumoniae y Chlamydia pneumoniae, aunque la dudosa especificidad de
algunos resultados de la serologia, obliga a la realizacion de nuevos estudios en que la PCR
sea comparada con los resultados obtenidos por cultivo como técnica gold-standart.
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4. Valoracion de los resultados de la PTA

Hemos realizado un estudio donde, por primera vez, la PTA es utilizada como método
invasivo de obtencion de muestras en pacientes con NAC no seleccionados. Hasta la fecha,
los diversos estudios realizados intentaban valorar la eficacia diagnostica de la PTA en
individuos con enfermedad grave o que no respondian adecuadamente al tratamiento (Tabla
1-11).

En cuanto a su aplicabilidad, la hemos considerado Optima puesto que el 93.2% de
nuestros pacientes pudieron someterse a la técnica. Este porcentaje supera el obtenido por
Ostergaard y colaboradores (1993) en una poblacion similar, que utilizando la puncion
transtraquel como técnica invasiva, solo pudo ser aplicada en el 46.8% de los casos. No
podemos aportar datos sobre la aplicabilidad de la broncoscopia puesto que esta técnica
siempre se ha considerado en poblaciones seleccionadas (Jiménez et al, 1993).

Con el empleo de los métodos convencionales de diagnostico microbiolégico -
tinciones y cultivo-, la sensibilidad de la PTA ha resultado ser del 25.3%.

Nuestros resultados aparecen sensiblemente inferiores a la media, situada en torno al
56% (Bartlett, 1994). Diversos factores han podido contribuir a este hecho. Por un lado, el
alto porcentaje de enfermos tratado con anterioridad -cerca del 40%-, puede haber provocado
un descenso en la positividad de los cultivos. Es conocida la influencia que el tratamiento
antibidtico previo tiene sobre los resultados de los cultivos de la PTA. Asi, en la serie de
Zalacain y colaboradores (1993), con un porcentaje de enfermos tratado con anterioridad del
57%, la sensibilidad del cultivo de la PTA fue del 36%, sensibilidad que se elevo al 54.6% en
los enfermos sin tratamiento previo. Por otro lado, es ldgico pensar que los resultados de la
PTA en enfermos con NAC grave - probablemente, con mayor nimero de microorganismos y
afectacion radioldgicas de mayor tamafio- sean superiores a los obtenidos por la PTA en
enfermos con NAC no seleccionados por su gravedad. A este respecto, Zalacain vy
colaboradores (1995) han analizado la influencia del tamafio de la condensacién radioldgica
sobre los resultados de la PTA. La sensibilidad del cultivo de la PTA en enfermos con
afectacion pulmonar segmentaria fue del 15.8%, mientras que la sensibilidad en pacientes con
afectacion lobar fue del 53.8%, diferencia estadisticamente significativa. Por ultimo, la
proporcién de gérmenes cultivables con métodos convencionales en nuestro estudio no ha
superado el 49%, sin embargo en otras series, esta proporcion llega al 95% de los casos
(Zalacain et al, 1993). Resulta l6gico pensar que cuando no se seleccionan los pacientes para
la PTA, la proporcion de gérmenes atipicos, que originan procesos neumaonicos
tradicionalmente considerados leves -como Mycoplasma, Chlamydia y virus- (Pennington,
1994) aumente y, en consecuencia, la posibilidad de que los cultivos de la PTA sean
positivos, disminuya.

La introduccion de nuevas técnicas de diagndstico microbiolégico como son la
deteccidn de antigenos y la PCR, ha servido para incrementar la sensibilidad de la PTA hasta
un 61.7%. Si analizamos por separado la influencia de cada uno de los métodos empleados
obtendremos que, de los 39 nuevos diagnosticos, 51.2% fueron confirmados par la deteccion
de antigenos bacterianos y 64.1% fueron confirmados por PCR.

Desde este punto de vista parece que la aportacion de ambas técnicas fue similar. Sin
embargo, si analizamos la aportacion de estas técnicas al conjunto del estudio sobre NAC, la
situacién cambia sensiblemente. Asi, mientras la técnica de deteccidn de antigenos confirmé
el 84.2% de los diagndsticos realizados por cultivo y afiadidé 18 nuevos diagnosticos, la PCR
confirmg, tan solo, el 52.2% de los diagnosticos efectuados por cultivos y serologia, y afadid
13 nuevos diagndsticos. Esta situacion viene explicada por la eficacia superior que la
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deteccion de antigeno neumocdcico tiene, con respecto a la PCR y los cultivos, para el
diagnostico de infeccion por Streptococcus pneumoniae. Sin embargo, la PCR para el
diagnostico de infeccién por Mycoplasma pneumoniae y Chlamydia pneumoniae no fue tan
eficaz como la serologia.

De forma global, la PTA y el conjunto de técnicas microbioldgicas practicadas en la
muestra obtenida, lograron confirmar el 34.3% de los diagnosticos realizados por los métodos
convencionales de diagndstico, y afiadié 35 nuevos diagnosticos (Tabla 4-24). Desde otro
punto de vista podemos afirmar que de haber utilizado la PTA como Unica técnica
diagnostica, de los 102 diagndsticos microbioldgicos realizados, se habrian confirmado 58, lo
que supone el 56.8% del total. Este porcentaje supera sensiblemente el conseguido por el
conjunto de métodos de diagnostico convencional en la mayoria de las series que incluyen
enfermos con NAC (Tabla 1-2).

Aunque se trata de poblaciones diferentes, los resultados de la PTA no varian
enormemente de los obtenidos por la broncoscopia. Asi, la sensibilidad de la broncoscopia en
enfermos con NAC grave que habian recibido tratamiento previo fue del 21% (Torres et al,
1989), mientras que si la técnica se practica en enfermos que no han recibido tratamiento
previo, la eficacia de la técnica no supera el 70% (Jiménez et al, 1993).

Es obligado destacar los resultados de la PTA en el manejo de enfermos con infeccion
por VIH. Mientras que los métodos convencionales lograron diagnosticar el 42.8% de las
infecciones bacterianas (Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae), la PTA logro
diagnosticar el 85.7% de los casos. Si centramos nuestra atencién sobre las infecciones
oportunistas  diagnosticadas (Pneumocystis carinii, Mycobacterium tuberculosis 'y
Cryptococcus neoformans), los métodos convencionales diagnosticaron el 54.4% de los
casos, mientras que la PTA clasifico correctamente el 72.7% (\tab 40 Tabla 4-24\\). A este
respecto, la escasa eficacia de la PTA para diagnosticar tuberculosis (33.3%), contrasta con
los excelentes resultados para Pneumocystis carinii (85.7%). Es probable que la introduccion
de la PCR aplicada en muestras de PTA para el diagnostico de tuberculosis mejore el
rendimiento de las tinciones y el cultivo. En este sentido, Querol y colaboradores (1995) han
analizado la eficacia de la PCR en 314 muestras (28 de las cuales correspondian a BAL por
broncoscopia; con una sensibilidad para la PCR, cultivos y tincién del 97%, 88% y 65%, la
PCR detect6 genoma de Mycobacterium tuberculosis en el 22.7% de enfermos con lesiones
residuales, sin evidencia de infeccion activa. Es probable que proximos estudios con
cuantificacion de los resultados de la PCR sirvan para distinguir entre infeccion latente e
infeccion activa (Palomares et al, 1992). Finalmente, los excelentes resultados obtenidos por
la PTA en enfermos con infeccion por VIH ya ha sido confirmada en series mas amplias. Asi,
Falguera y colaboradores (1993) obtuvieron una sensibilidad del 61.7% aplicando esta
técnica sobre 45 pacientes. Estos resultados son comparables con los obtenidos por la
broncoscopia en series anteriores. Asi, Stover y colaboradores (1984), obtuvieron una
sensibilidad de la broncoscopia (BAL y biopsia transbronquial) del 65% en 72 enfermos con
infeccion por VIH. Recientemente, Cazzadori y colaboradores (1995) analizaron los
resultados del BAL vy biopsia transbronquial en 79 enfermos con infeccion por VIH,
obteniendo unas sensibilidades del 77.3% y del 47.6%, respectivamente.

En cuanto a los efectos indeseables, debemos apuntar que la técnica fue bien tolerada
en el 87.2% de los enfermos. Un episodio de hemoptisis autolimitada ocurrié en el 6.3% de
los enfermos, el 3.6% se quejo de dolor toracico (1 enfermo necesitd analgesia) y en el 2.7%
de los casos, observamos neumotdrax post-puncion, que en ningin caso requirié la
colocacion de tubo de drenaje pleural, ni afectd al curso clinico de la enfermedad (Tabla 4-
11). Las cifras son similares a las obtenidas en series previas con enfermos graves que
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utilizaron el mismo tipo de aguja de puncién. Asi, Dorca (1988) obtuvo un porcentaje de
neumotorax no drenados del 2.4% (ademdas, un neumotorax tuvo que ser drenado) y
hemoptisis leve en el 3.5% de los casos. En la serie de Zalacain y colaboradores, las cifras
son similares, con un 2% de casos con dolor toracico, 1.1% de casos con hemoptisis leve y
3.2% de casos con neumotodrax (en ningln caso hubo necesidad de colocar tubo pleural de
drenaje). Ya hemos analizado arriba (ver yatrogenia de la PTA) que no encontramos relacion
causa-efecto entre los 2 pacientes que fallecieron y la PTA.

De los 3 casos de neumotorax, 2 correspondian a enfermos con infeccion por VIH con
infeccion por Pneumocystis carinii. Con anterioridad a la epidemia del infeccion por VIH, ya
se habia descrito una estrecha relacion entre neumonia por Pneumocystis carinii y
neumotdérax (Walzer et al, 1974). La prevalencia de neumotérax entre individuos con
infeccion por VIH es del 2%, superior a la de la poblacion general (Miller y Mitchell, 1995).
En una revision de 100 radiografias de penfermos con neumonia por Pneumocystis carinii, el
10% presentaba areas quisticas y el 7% neumotdrax (De Lorenzo, 1987). En la actualidad,
hay autores que aconsejan pensar en Pneumocystis carinii como primera opcién en pacientes
con infeccion por VIH que desarrollan neumotdrax (Sepkowitz et al, 1991). Por otro lado,
Diaz y colaboradores (1992) han descrito afectacién pulmonar del virus del infeccion por
VIH en forma de cambios enfisematosos, constituyendo un factor de riesgo para el desarrollo
de neumotdrax, aunque otros autores sostienen que los cambios enfisematosos son
consecuencia del estado de malnutricion asociado a la infeccion (Sahabjami, 1992).

En consecuencia, si centramos nuestra atencion en individuos sin infeccion por VIH,
la frecuencia de neumotorax tras PTA en poblacion no seleccionada, no supera el 0.9% del
total de casos.

En la actualidad, la broncoscopia se considera la técnica invasiva de eleccion en
individuos con NAC grave. Sin embargo, esta técnica no se encuentra exenta de efectos
adversos. Asi, se han descrito episodios de fiebre autolimitada, neumonia, arritmias y paro
cardiaco tras la realizacion de la técnica (Pereira et al, 1978). En enfermos con infeccién por
VIH y otros inmunodeprimidos, la amplia variedad de microorganismos potencialmente
implicados, obliga a la practica de biopsia transbronquial durante la broncoscopia, técnica
con un riesgo de neumotorax no despreciable. Asi, Cazzadori y colaboradores (1995) han
obtenido un porcentaje de neumotdrax del 2.5% (3 de los 4 neumotdrax tuvieron que ser
drenados).

Ante esta situacion, la PTA aparece como una técnica invasiva, con una eficacia y
riesgo de efectos secundarios similar al obtenido por la broncoscopia, pero con un nivel de
tolerancia por parte del enfermo y sencillez técnica superior (Zalacain et al, 1993).
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F) Conclusiones
1 Los microorganismos protagonistas de la NAC de Lleida son, por este orden:
Streptococcus pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae y Chlamydia pneumoniae. El
importante porcentaje de casos diagnosticados, el 83.8% del total, concede a los resultados
de nuestro estudio una evidente seguridad en el manejo diario de la NAC.

Al considerar determinados subgrupos de poblacion constatamos que:

a) Para pacientes jovenes sin patologia de base los microorganismos responsables de NAC
fueron, por este orden: Mycoplasma pneumonia e, microorganismos del género Chlamydia y
Streptococcus pneumoniae.

b) Para pacientes con edad superior a 65 afios los microorganismos responsables de
NAC fueron, por este orden: Streptococcus pneumoniae, microorganismos del género
Chlamydia y virus Influenza A.

¢) Los enfermos con infeccion por VIH forman un subgrupo importante de poblacion,
constituyendo cerca del 40% de los pacientes con enfermedad cronica de base. Entre estos
pacientes los microorganismos responsables de NAC fueron, por este orden: Pneumocystis
carinii, Streptococcus pneumoniae y Mycobacterium tuberculosis.

En nuestro estudio, una busqueda exhaustiva no ha logrado relacionar Legionella
pneumophila con la NAC.

2 La PTA constituye una excelente técnica de obtencion de muestras respiratorias no
contaminadas, aplicable en nuestra serie, a un 93.2% de la poblaciéon con NAC no
seleccionada. La introduccion de nuevas técnicas microbiolégicas permitié incrementar la
sensibilidad global de la PTA de un 25.3% a un 61.7%.

3 La sensibilidad de las pruebas de deteccion de antigenos bacterianos en muestras
obtenidas por PTA para el diagnostico de NAC por Streptococcus pneumoniae Yy
Haemophilus influenzae, fueron del 96.2% y 66.6%, respectivamente. Para el diagndstico
de infeccion por Streptococcus pneumoniae, la determinacion de antigenos bacterianos
resultd ser la prueba mas sensible. Sin embargo, el cultivo de la muestra de PTA fue el
método mas sensible en el diagnostico de infeccion por Haemophilus influenzae.

4 La sensibilidad de la técnica de la PCR aplicada a muestras obtenidas por PTA para
el diagnoéstico de infeccibn por  Streptococcus pneumoniae, Chlamydia
pneumoniae,Mycoplasma pneumoniae y Pneumocystis carinii fue del 55.5%, 58.3%,
47.3% y 85.7%, respectivamente. Para el diagnostico de infeccion por Streptococcus
pneumoniae la PCR fue superior a los resultados de los cultivos pero se vid superada por la
técnica de deteccion de antigenos. Para el diagndstico de infeccién por Chlamydia
pneumoniae y Mycoplasma pneumoniae la PCR se vio superada por los resultados de la
serologia; sin embargo, la controversia existente en la actualidad sobre la especificidad de sus
resultados, permite situar a la PCR como técnica confirmatoria. Para el diagnostico de
infeccion por Pneumocystis carinii, la PCR result6 muy superior a las actuales técnicas de
diagnostico.

5 En nuestro estudio la incorporacion de la PTA junto con las nuevas técnicas
microbiologicas empleadas permitio incrementar el porcentaje de casos diagnosticados de un
54% a un 83.8%. El elevado porcentaje de nuevos diagnosticos -junto con el escaso numero
de efectos secundarios observado- justificaria su empleo, como técnica diagnostica invasiva,
en estudios epidemioldgicos sobre la NAC.
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