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El diagndstico microbioldgico de las infecciones
bacterianas del tracto respiratorio inferior (TRI) presenta
importantes limitaciones y controversias segun los
diferentes cuadros clinicos y los métodos diagnosticos,
y su valor depende, a su vez, de un diagnéstico clinico
correcto y de un tratamiento antibiético previo. Las
limitaciones estriban en la baja rentabilidad del
aislamiento del agente causal y en la dificil valoracion
de los microorganismos aislados en relacion con su
significacion clinica.

Se examina aqui el rendimiento actual del diagnéstico
microbioldgico de los principales cuadros clinicos y
agentes etiologicos, los procedimientos de recogida
invasivos o no invasivos de los diferentes tipos de
muestras, y su procesamiento y siembra en medios de
cultivo. Se establecen los criterios de aceptacion de las
muestras y la indicacion de realizacion de cultivos
cuantitativos. Se exponen los criterios para la
interpretacion de los resultados y, por ultimo, se describen
las técnicas de diagnéstico rapido actuales.

Palabras clave: Infeccion del tracto respiratorio inferior.
Diagnodstico microbiolégico. Agentes etioldgicos.
Tipos de muestras. Criterios de aceptacion de las
muestras. Indicacion de procedimientos invasivos.
Cultivos cualitativos y cuantitativos. Técnicas de
diagnostico rapido.

Microbiological diagnosis of bacterial lower respiratory
tract infections

Microbiological diagnosis of bacterial lower respiratory
tract infections has relevant limitations and related
controversy, depending on the clinical setting and
diagnostic methods used, and its value is contingent on
an accurate clinical diagnosis and previous antimicrobial
therapy. The limitations reside in a low diagnostic yield of
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the causative agent and the difficulty of determining

the clinical significance of the agents recovered.

This report examines the current microbiological
diagnostic yield of the main clinical entities and etiological
agents, indications for invasive or non-invasive specimen
collection procedures, and proper specimen processing
and culture in the appropriate media. Criteria regarding
specimen suitability and indications for quantitative
cultures are established. Criteria for evaluating the results
are provided, and the current fast diagnostic techniques
are described.

Key words: Lower respiratory tract infection.
Microbiological diagnosis. Etiological agents. Specimen
types. Specimen suitability criteria. Invasive procedure
indications. Qualitative and quantitative cultures. Rapid
diagnostic technique.

Introduccion

Las infecciones bacterianas del tracto respiratorio infe-
rior (TRI) se encuentran entre los cuadros infecciosos mas
frecuentes y con mayores tasas de morbimortalidad. El
diagnoéstico microbiolégico tiene, en la actualidad, impor-
tantes limitaciones en sus resultados y no pocas contro-
versias. Presenta un bajo rendimiento (en el 40-60% de los
casos no se aisla el agente causal) por la baja sensibilidad
de los cultivos debida, por una parte, a la contamina-
cién de las muestras del TRI con microbiota colonizadora
del tracto respiratorio superior (TRS) y, por otra parte, a
la dificultad de crecimiento de ciertos patégenos que re-
quieren medios y procedimientos especiales para su detec-
cién. Ademas, la valoracion clinica de los microorganismos
aislados resulta con frecuencia problematica por la dificul-
tad en atribuirles el papel de agentes etiolégicos de la in-
feccion o, por el contrario, de meros colonizantes, siendo
necesario, en ocasiones, recurrir a métodos invasivos para
la obtencion de las muestras y a realizar cultivos cuantita-
tivos. Con frecuencia, el cultivo de las muestras del TRI
supone uno de los trabajos microbiolégicos més innecesa-
rios y sus resultados, ademds de ser ineficaces para el
diagnéstico etiolégico, pueden inducir a una interpreta-
cién equivocada y a un diagnéstico y tratamiento erréneos
del pacientel.

Los estudios serolégicos, reservados para los patégenos
atipicos, permiten confirmar pero no establecer el diag-
noéstico con la rapidez deseable, lo que lleva a establecer
pautas terapéuticas empiricas. Los métodos moleculares,
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muy sensibles y especificos son atin poco utilizados. Por el
contrario, las técnicas rdapidas de deteccién de antigenos
bacterianos en orina y liquidos pleurales son ampliamente
utilizadas y abren nuevas perspectivas para el diagnéstico
de las infecciones del TRI. Todos estos aspectos, asi como
los correspondientes procedimientos normalizados de tra-
bajo pueden consultarse en el Procedimiento Microbiol6gi-
co SEIMC nimero 25: Diagnéstico microbiolégico de las
infecciones bacterianas del TRI (22 ed. 2007; disponible en:
http://www.seimc.org/protocolos/microbiologia/).

Consideraciones clinicas

Los pasos previos a la infeccién del TRI son el cambio
cualitativo de la microbiota normal de la orofaringe (espe-
cies mds invasivas o resistentes), cuantitativo (incremento
de las bacterias colonizadoras) o una combinacién de am-
bos. Los factores que propician la dindmica de las pobla-
ciones bacterianas de la microbiota del TRS son la propia
patologia y el medio ambiente que rodea al paciente. Asi,
en los pacientes intubados y en los hospitalizados con tra-
tamiento antibidtico se produce una drastica sustitucion
de los organismos grampositivos de la microbiota orofarin-
gea normal, por microorganismos gramnegativos. Los
cambios en la microbiota orofaringea conducen a la selec-
cién de diferentes microorganismos, como ocurre en los pa-
cientes con enfermedades subyacentes (inmunodepresion,
diabetes mellitus, alcoholismo, enfermedad pulmonar
obstructiva crénica [EPOC], fibrosis quistica) durante el
tratamiento con antibi6ticos de amplio espectro y en pa-
cientes con exposicién a otros pacientes colonizados con
microorganismos multirresistentes a los antibiéticos.

La infeccién del TRI se produce cuando se rompe el equi-
librio entre la disminucién de las defensas del huésped (in-
munidad humoral, local, celular, fagocitos y mecanismos
de limpieza del aparato mucociliar bronquial) y el aumen-
to de las caracteristicas de virulencia y/o tamarno del
inéculo de la especie bacteriana inspirada.

De los mecanismos por los cuales los microorganismos
alcanzan el TRI, la aspiracién de la microbiota de la oro-
faringe es el més frecuente (neumonia por Streptococcus
pneumoniae y neumonia nosocomial por bacilos gramne-
gativos). El segundo es la inhalacién de microorganismos
aerosolizados (neumonias atipicas). El tercero, y menos
frecuente, por diseminacién sanguinea desde un foco in-
feccioso distante (hemodidlisis, usuarios de drogas por via
parenteral) o por translocacion bacteriana a partir de la
microbiota intestinall.

A continuacion se enumeran los diferentes sindromes
clinicos que se incluyen dentro de la infecciéon del TRI, re-
saltando los agentes etiolégicos y el papel del diagnéstico
microbiolégico en cada uno de ellos?.

La bronquitis, proceso inflamatorio y de hiperreactivi-
dad del epitelio ciliado del arbol bronquial, se clasifica por
la duracion de los sintomas en aguda (varias semanas) y
cronica (episodios de 3 meses de duracién durante 2 afios
consecutivos).

La etiologia de la bronquitis aguda’ es bacteriana en
s6lo una pequena proporcion, ya sea como infeccion pri-
maria o, mas frecuentemente, secundaria a una infeccién
virica previa. Los agentes bacterianos més frecuentes son
Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae,

Bordetella pertussis y B. parapertussis. Por el contrario,
en la bronquitis crénica, Haemophilus influenzae (50%),
S. pneumoniae (15-25%) y, en menor proporciéon, Moraxe-
lla catarrhalis (10-20%) y bacterias anaerobias son los
principales agentes etiolégicos primarios, asi como de las
exacerbaciones agudas de los pacientes con EPOC, bron-
quiectasias y en las primeras fases (infancia) de la fibro-
sis quistica. Con menor importancia participan Pseudo-
monas aeruginosa y enterobacterias.

La bronquitis por B. pertussis® se presenta en nifos me-
nores de 6 meses, no vacunados o parcialmente vacunados,
pero también en pacientes adultos y adolescentes, ya que
la inmunidad posvacunal es limitada. B. parapertussis
produce un cuadro clinico similar. B. bronchiseptica pue-
de producir infecciones respiratorias cronicas, especial-
mente en pacientes inmunocomprometidos. El diagnéstico
definitivo de B. pertussis es el aislamiento en cultivo, que
aunque poco sensible (50%) es el método diagnoéstico de re-
ferencia. La prueba de la reaccion en cadena de la polime-
rasa (PCR), més rapida y sensible, no se encuentra al al-
cance de la mayoria de los laboratorios clinicos. El
rendimiento del cultivo depende del tratamiento antibi6ti-
co previo, la duracién de los sintomas, la edad y la vacuna-
cién del paciente, las condiciones de transporte y recogida
de la muestra, siempre nasofaringea, asi como de los me-
dios especiales empleados. La inmunofluorescencia directa
sobre la muestra tiene una sensibilidad muy variable
(30-71%), por lo que no es aconsejable. Las pruebas serolo-
gicas, de rendimiento muy limitado (seroconversién de la
IgG frente a la toxina pertisica) no estan estandarizadas.

La bronquitis por M. pneumoniae® se presenta como tra-
queobronquitis, que puede progresar a bronquiolitis en ni-
nos pequenos, y a neumonia en el 10-15% de los casos.
M. pneumoniae requiere medios especificos y su cultivo
no es recomendable para el diagnéstico debido a su baja
sensibilidad (60%) y al largo periodo de crecimiento del
microorganismo (7-35 dias). El diagnéstico seroldgico re-
quiere la demostracion de una seroconversion en los valo-
res de IgG. Las concentraciones elevadas de IgM en suero
de la fase aguda pueden significar infeccion actual, pero
también pueden corresponder a concentraciones residua-
les de otro proceso infeccioso anterior.

Chlamydophila pneumoniae, Chlamydophila psittaci y
Chlamydia trachomatis pueden causar bronquitis, pero en
contextos muy diferentes. C. pneumoniae produce un cua-
dro bronquial parecido al de la tos ferina, exacerbaciones
agudas en pacientes con bronquitis crénica, asma y EPOC.
La infeccion por C. psittaci se asocia con la exposicién a
pajaros infectados y C. trachomatis es causa de infecciéon
bronquial en lactantes que la adquieren partir de la madre
infectada. Dado que C. pneumoniae es un patégeno muy
ubicuo, més del 50% de la poblacién adulta tiene concen-
traciones de IgG por infeccion previa.

El papel del diagnéstico microbiolégico en la bronquitis
cronica® es muy limitado, ya que ni el examen microscopi-
co ni el cultivo del esputo permiten diferenciar la coloni-
zacion de la infeccion del tracto respiratorio. No obstante,
puede estar indicado el estudio en las exacerbaciones con
fracaso del tratamiento empirico.

La neumonia aguda, inflamacién y consolidacién del pa-
rénquima pulmonar, causada por una amplia gama de
agentes, es la infeccién del TRI en la que el diagnéstico mi-
crobiolégico alcanza el mayor rendimiento. Cuanto mas
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afectado esté el paciente, mas amplio debera ser el estudio
(hemocultivos, liquido pleural, muestras obtenidas por
métodos invasivos).

La neumonia adquirida en la comunidad (NAC)%“4, enti-
dad clinica muy frecuente en nuestro pais (2-10 casos/
1.000 habitantes adultos/ano), conlleva una morbilidad
(35% de hospitalizacion) y una mortalidad (5-30%) impor-
tantes'. En el 40% de los pacientes se desconoce el agen-
te causal. S. pneumoniae es el agente més frecuente de la
NAC (prevalencia del 20-65%). Afecta preferentemente a
ninos pequenos, ancianos y adultos con enfermedad bron-
copulmonar, inmunodeficiencia, enfermedad crénica sub-
yacente y en los pacientes esplenectomizados adquiere
una especial gravedad. El diagnéstico microbiolégico pue-
de ser de gran ayuda. La presencia de diplococos grampo-
sitivos como morfotipo predominante en la tincion de
Gram de un esputo que cumpla los criterios de calidad de
la muestra es muy sugestiva de neumonia neumocécica
(sensibilidad del 57% y especificidad del 82%). La detec-
ci6n por inmunocromatografia de membrana de la pre-
sencia del antigeno polisacarido neumocécico en orina®
(sensibilidad del 80-90% y especificidad del 70-90%) orien-
ta de forma rapida el diagnéstico etioldgico. Se recomienda
la obtencién de hemocultivos (positivos en el 20%). Igual-
mente, la NAC por H. influenzae (prevalencia del 3 al
10%) afecta preferentemente a pacientes adultos y ancia-
nos con EPOC y a pacientes con sida, por lo que se incluye
entre las NAC categorizadas como graves. El diagnéstico
microbioldgico se basa en el aislamiento del microorganis-
mo y en la tincién de Gram de un esputo de calidad, que
muestra una elevada especificidad (> 90%) cuando se ob-
serva la presencia predominante de bacilos gramnegativos
pequenos extraleucocitarios e intraleucocitarios.

El “sindrome de neumonia atipica” incluye las causadas
por M. pneumoniae, C. pneumoniae, en ocasiones Legio-
nella pneumophila y las relacionadas con zoonosis, como
las producidas por C. psittaci y C. burnetii.

La neumonia por L. pneumophila* (serogrupos 1, 4 y 6)
se presenta en brotes epidémicos o casos esporadicos y su
prevalencia varia segun las areas geograficas. Patégeno
intracelular, son factores predisponentes las situaciones
de déficit de inmunidad celular. El diagnéstico microbio-
logico se basa en aislamiento de la bacteria a partir de las
secreciones en el medio especifico agar BCYE«. La detec-
cién del antigeno de Legionella en orina’ permite un diag-
néstico rapido sensible y especifico de L. pneumophila,
aunque s6lo del serogrupo 1 (sensibilidad del 70-90% y es-
pecificidad mayor del 99%). En cuanto al estudio serol6gi-
co, se considera diagnéstica la seroconversion (valores de
1:128 o mayores) por inmunofluorescencia indirecta.

M. pneumoniae es el segundo agente etiolégico de la
NAC (incidencia mayor del 20%)3. De presentacién endé-
mica, tiene mayor incidencia en los brotes epidémicos y
en poblaciones de instituciones cerradas. Afecta a ninos
durante la edad escolar y a adultos jévenes, pero también
a ninos menores de 5 afios y ancianos. En ocasiones se
acompana de manifestaciones extrapulmonares (neurolo-
gicas, cardiacas, cutaneas, hematolégicas), de gravedad
superior a la de la neumonia. El diagnéstico microbiol6gi-
co es fundamentalmente serolégico por técnicas de ELISA
(concentraciones elevadas de anticuerpos IgM en el suero
de la fase aguda y/o seroconversion del valor de anticuer-
pos IgG en el suero de la fase de convalescencia y/o con-
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centraciones de anticuerpos IgG altas y estacionarias en
ambos sueros). La técnica de Western blot es otra buena al-
ternativa. El aislamiento del M. pneumoniae en medios es-
pecificos (sensibilidad inferior al 60%) es lento. Las prue-
bas rapidas para la deteccién antigénica directa de
M. pneumoniae en las muestras respiratorias (inmuno-
fluorescencia, ELISA de captura) tienen una sensibilidad
baja y no son recomendables. Por el contrario, las técnicas
con sondas de ADN y, sobre todo, la PCR poseen una im-
portante superioridad diagnéstica y se encuentran comer-
cializadas.

Las dos especies del nuevo género Chlamydophila com-
puesto por C. pneumoniae 'y C. psittaci, asi como la especie
C. trachomatis, son agentes etiolégicos de la NAC. El cul-
tivo en lineas celulares es muy insensible, por lo que las
pruebas serolégicas se utilizan mucho més ampliamente®.
De todas ellas, la microinmunofluorescencia es la tinica
recomendada en la actualidad para el diagnéstico sis-
tematico. Permite establecer los criterios de evidencia
seroldgica de infeccion aguda (anticuerpos IgM > 16 o an-
ticuerpos IgG > 512 en el suero de la fase aguda o sero-
conversion del valor de IgG) y de la exposicién ya pasada
al microorganismo (indicada por un valor de IgG entre 8 y
256; IgM < 16). Presenta algunos inconvenientes, como la
variabilidad de los reactivos y la subjetividad de la inter-
pretacion de los resultados. Técnicas serolégicas alternati-
vas, como ELISA y Western blot, no estédn comercializadas
o su especificidad no esta evaluada. Importantes limita-
ciones del diagnéstico serolégico son la alta prevalencia
de anticuerpos frente a C. pneumoniae en la poblacién ge-
neral, las frecuentes infecciones créonicas y reinfecciones
en el adulto, asi como los frecuentes portadores asintoma-
ticos. Los métodos moleculares ofrecen mayor sensibilidad
que el cultivo.

La neumonia producida por aspiracién (10-15% de las
NAC) de secreciones orofaringeas o del tracto digestivo!
cuando los mecanismos defensivos del huésped estan al-
terados (deglucién, inconsciencia y boca séptica) tiene una
etiologia polimicrobiana (anaerobios, estreptococos micro-
aerofilicos de la orofaringe, S. aureus y bacilos gramnega-
tivos) y requiere técnicas invasivas para su diagnéstico.

La neumonia nosocomial®!® (segunda causa de infec-
cién hospitalaria) se presenta después de las 48 h de hos-
pitalizacién (incidencia del 10-20%). Se origina por micro-
aspiracién de la microbiota colonizante de la orofaringe
modificada por sobrecrecimiento o tratamiento antibi6ti-
co previo, y esté favorecida por alteracién de los mecanis-
mos defensivos del tracto respiratorio, inmunosupresion,
enfermedades subyacentes, enfermedad cardiopulmonar,
diabetes, EPOC, cirugia previa, tratamiento antibiético
previo, sedacién o pérdida de conciencia.

En las neumonias nosocomiales de aparicién temprana
(menos de 5 dias), los agentes etioldgicos son los prevalentes
en la comunidad y en la microbiota del paciente (S. pneumo-
niae, H. influenzae, bacilos gramnegativos entéricos sensi-
bles a los antibidticos y S. aureus sensible a la meticilina).
En las neumonias de aparicién tardia predominan microor-
ganismos con multirresistencia antibiética (P. aeruginosa,
Acinetobacter spp., enterobacterias resistentes y S. aureus
resistente a la meticilina). Los microorganismos anaerobios
son infrecuentes. Con frecuencia, la etiologia es polimicro-
biana. El diagnéstico microbiol6gico se basa en la presencia
de un morfotipo bacteriano predominante en la tincién de
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Gram de un esputo de calidad y coincidente con el aislado
del cultivo o con un recuento de colonias valorable en las se-
creciones traqueales. Deben realizarse hemocultivos (sensi-
bilidad inferior al 25%) y determinacion de antigenurias. La
realizacion de técnicas invasivas debe reservarse para los
pacientes con neumonia grave, inmunosupresion o falta de
respuesta al tratamiento.

La neumonia asociada a ventilacién mecéanica (NAV)11-13,
primera causa de infeccion en el paciente ventilado, tiene
caracteristicas especiales y tasas de morbimortalidad muy
elevadas (33-72%). La informacién microbiolégica es esen-
cial, ya que un tratamiento inicial inadecuado conlleva un
aumento de la mortalidad. La presencia del tubo endotra-
queal favorece la abolicion de las barreras mecanicas de las
vias aéreas superiores, facilita el paso de las secreciones
orofaringeas y actia como reservorio bacteriano debido al
biofilm que lo recubre. Los agentes etiolégicos son simila-
res a los descritos en la neumonia sin ventilacién mecéanica
y también se establecen diferencias en relacién con la pre-
sentacién temprana o tardia. En la tardia son frecuentes
las bacterias prevalentes en la unidad de hospitalizacion,
con predominio de P. aeruginosa, Acinetobacter bauman-
nii, S. maltophilia, enterobacterias con frecuencia multi-
rresistentes y S. aureus (con frecuencia resistente a meti-
cilina). Tanto el diagnéstico clinico como el microbiolégico
son todavia controvertidos y se carece de un patron de re-
ferencia. El diagnéstico microbiolégico!!!® se basa en la
combinacién del cultivo cuantitativo de las secreciones del
TRI obtenidas mediante fibrobroncoscopia o técnicas cie-
gas. La fibrobroncoscopia permite obtener muestras, y
también el cepillado bronquial mediante catéter telescopa-
do protegido (CTP) y el lavado broncoalveolar (LBA), sin
contaminacion con microbiota orofaringea o, al menos, con
la menor posible. Las técnicas ciegas no broncoscépicas
(CTP ciego, aspiracién bronquial, mini-LBA ciego) realiza-
das por insercion a ciegas de un catéter en un bronquio dis-
tal son otra alternativa de mas facil realizacién y con un
valor diagnéstico de la NAV comparable al de las técnicas
broncoscoépicas (concordancia de entre el 73 y el 100%). El
cultivo cuantitativo del aspirado traqueal proporciona re-
sultados muy similares. En la actualidad no se ha podido
establecer una superioridad manifiesta de las técnicas in-
vasivas frente a las no invasivas, pero en cualquier caso es
esencial que los procedimientos aporten resultados con
cuantificacién bacteriana. La cuantificacion de los aislados
permite establecer puntos de corte en el crecimiento bacte-
riano que facilitan la diferenciacion entre colonizacién e in-
feccidn, por lo que para el diagnéstico de la NAV se requie-
re un crecimiento del agente o agentes etiolégicos por
encima de los puntos de corte establecidos para cada mues-
tra. El crecimiento por debajo de ese punto se asume como
colonizacién o contaminacion.

La tincion de Gram de las secreciones del TRI puede
orientar el diagnéstico etiolégico, aunque su valor diag-
nostico es controvertido (sensibilidad del 57-95% y especi-
ficidad del 48-87%): asi, en el aspirado traqueal tiene un
valor predictivo negativo alto (94%) y en el CTP muestra
una sensibilidad muy baja, pero una especificidad eleva-
da (95%). La deteccién de organismos intracelulares en la
tincién de Gram del LBA tiene un elevado valor predic-
tivo de NAV (especificidad = 90%). Los hemocultivos con
resultado positivo pueden indicar tanto la presencia de
neumonia como de una infeccion extrapulmonar. La fibro-

broncoscopia estd indicada ante la sospecha de NAV de co-
mienzo tardio, falta de respuesta al tratamiento antibioti-
co empirico, pacientes inmunodeprimidos o sospecha de
un diagnéstico alternativo.

La colonizacién-infeccion respiratoria crénica'® es una
entidad infecciosa que se produce en el contexto de enfer-
medades respiratorias crénicas de base, como la EPOC,
bronquiectasias crénicas y fibrosis quistica. Se caracteriza
por la disminucién de la capacidad de eliminacion de los
microorganismos de las vias respiratorias inferiores y su
presencia persistente que conduce a procesos inflamato-
rios locales, variantes bacterianas con alta resistencia a
los antimicrobianos y frecuentes exacerbaciones agudas.
El seguimiento microbiolégico de estos pacientes requiere
parametros cuantitativos.

La neumonia crénical es un proceso inflamatorio del pa-
rénquima pulmonar que persiste durante semanas o me-
ses. Afecta a personas con enfermedades debilitantes e
inmunodepresién. Los patégenos implicados pueden co-
rresponder a los de la NAC y a otros que tipicamente cau-
san neumonia crénica, entre los que se incluyen Nocardia
Spp., Rhodococcus equi, Burkholderia pseudomallei, Acti-
nomyces spp., P. aeruginosa y Enterobacteriaceae.

El absceso pulmonar, necrosis infecciosa del parénqui-
ma pulmonar, se produce como complicaciéon de una neu-
monia por aspiracion, por lo que suele ser polimicrobiano,
bacterias anaerobias (90%) acompanadas por estreptoco-
cos viridans microaerofilos. También pueden incluir S. au-
reus, K. pneumoniae, enterobacterias o Streptococcus pyo-
genes y en pacientes con alteracién de la inmunidad
celular, Nocardia spp., y R. equi. El diagnéstico microbio-
l6gico recae en la tincién de Gram del esputo, que muestra
abundantes neutréfilos y multiples morfotipos, asi como
en los métodos invasivos (aspiracion transtoracica, LBA,
CTP y liquido del empiema obtenido por toracocentesis).

El empiema, infeccién del espacio pleural, se produce
tras una neumonia previa (40-60%), una toracostomia
(20%) y por traumatismos (4-10%). Los agentes causantes
son bacterias anaerobias (35%) en los pacientes que sufren
aspiraciones; aerobias, como S. aureus y enterobacterias,
en los pacientes hospitalizados, y S. pneumoniae, S. pyo-
genes y H. influenzae en los pacientes con NAC. Con fre-
cuencia, la etiologia es mixta (41%). El diagnéstico se rea-
liza mediante toracocentesis.

Recogida de la muestra

Las muestras del TRI pueden obtenerse por procedimien-
tos invasivos o no invasivos!’. Los primeros incluyen: frotis
faringeo, para la deteccion de M. pneumoniae o C. pneumo-
niae; frotis nasofaringeo posterior, mediante escobillon fle-
xible y curvado de alginato calcico o dacrén, o lavado naso-
faringeo (instilacion de solucién salina) para la deteccién de
B. pertussis; esputo expectorado espontdneamente y esputo
inducido (con nebulizador ultrasénico); aspirado traqueal a
través del tubo endotraqueal; hemocultivos, y orina para la
deteccién de antigenos microbianos y las muestras de suero
(de la fase aguda y de convalescencia).

Los procedimientos invasivos obtienen las muestras del
TRI mediante fibrobroncoscopia'# y sus indicaciones son el
diagnéstico de la NAV, la neumonia del paciente inmuno-
comprometido y aquellas situaciones en las que no se ob-
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tenga respuesta al tratamiento o se sospeche otro diagnés-
tico no infeccioso. Las muestras més frecuentemente ob-
tenidas son el broncoaspirado selectivo (BAS), el CTP y el
LBA, y en menor proporcion el lavado bronquial y la biop-
sia transbronquial.

Las técnicas ciegas!! son variantes menos invasivas (no
requieren fibrobroncoscopia) para la obtencién de mues-
tras del TRI en los pacientes intubados e incluyen el aspi-
rado bronquial ciego, el minilavado broncoalveolar y el
catéter telescopado no broncoscépico. Su principal limita-
cion es la imposibilidad de seleccionar el segmento pul-
monar afectado radiolégicamente.

Otras técnicas invasivas son la aspiracion transtraqueal
(neumonia por anaerobios), la biopsia por puncién trans-
toracica, la biopsia a pulmén abierto y la puncién pleural.

Transporte y conservacion de la muestra

El transporte!” debe realizarse a temperatura ambiente
y de forma inmediata. En los casos en que no sea posible,
las muestras deben conservarse entre 2 y 8 °C durante
2 h y entre —60 y —80 °C para periodos superiores a 24 h.
Se utilizaran contenedores estériles de boca ancha y tapén
de rosca para las muestras de lavado nasofaringeo, esputo,
aspirado traqueal y LBA. El cepillo obtenido por CTP o la
biopsia pulmonar se introducirdn en tubos estériles con
1 ml de suero fisiolégico estéril. El liquido pleural se in-
troducird en un tubo cénico estéril.

Para el estudio de B. pertussis es trascendental la siem-
bra inmediata de la muestra en los medios de cultivo. En
su defecto, los escobillones deben inocularse inmediata-
mente en medio de Amies o Stuart, ambos con carbén
(hasta 24 h). Las torundas nasofaringeas para estudio de
M. pneumoniae y C. pneumoniae deben introducirse en
medios de transporte especificos o en el medio M4. Para
las pruebas moleculares deben utilizarse medios de trans-
porte especificos para mantener intactos los dcidos nu-
cleicos. Todas las muestras se conservaran congeladas
después de su procesamiento durante el periodo determi-
nado por el laboratorio.

Manejo de la muestra en el momento de su
recepcion en el laboratorio de microbiologia

Implica el cumplimiento de los requisitos de calidad ne-
cesarios para ser procesada, e incluye: correcta identifica-
cion de la muestra en recipientes, medios de transporte y
en los impresos acompanantes; valoracién del volumen de
muestra adecuado para el estudio solicitado; comproba-
cion del tiempo transcurrido y condiciones de transporte y
conservacién. Cada laboratorio debe elaborar los criterios
de aceptacion y rechazo de las muestras.

Procesamiento de la muestra

Debera basarse en el cuadro clinico del paciente y el pa-
tégeno sospechado. De ahi la necesidad de una informacién
apropiada, especialmente en las muestras obtenidas por
técnicas invasivas, cuando se requieran cultivos cuantita-
tivos, se sospechen patdégenos infrecuentes o se requiera el
empleo de medios selectivos o especiales. En las muestras
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se seleccionardn las zonas maés representativas (purulen-
tas, hemorrdgicas). Se prepararan extensiones uniformes e
improntas (biopsias pulmonares) sobre varios portaobjetos
para realizar las tinciones (Gram, Giemsa, Ziehl). Sélo se
procesardn para cultivo los esputos, aspirados traqueales y
secreciones bronquiales de calidad. Para ello se evaluar4!
por tinciéon de Gram la aptitud de la muestra aplicando cri-
terios cuantitativos basados en la presencia de numerosos
leucocitos y la ausencia o escasez de células epiteliales
(contaminacién orofaringea). Asi, se considera muestra de
calidad la que contiene: > 25 leucocitos/campo de 100x
y < 10 células epiteliales escamosas/campo de 100x'8. Los
criterios de seleccion de calidad no son aplicables a los es-
putos para cultivo de Legionella, Nocardia, Rhodococcus,
M. pneumoniae y C. pneumoniae, ni a los esputos de pa-
cientes con fibrosis quistica o granulopenia.

Para el cultivo cualitativo del esputo y secreciones bron-
quiales se realizara la siembra en placa reaislando con asa
estéril en, al menos, tres areas. La biopsia transbronquial
se homogeneizara con salino y el liquido pleural se centri-
fugara previamente a la inoculacién en los medios.

Para la realizacion de los cultivos cuantitativos, las
muestras obtenidas por fibrobroncoscopia o por técnicas
ciegas se agitardn en vortex y no se centrifugaran. A con-
tinuacion se inocularan por el método de las diluciones
seriadas o por el método de las asas calibradas®.

Seleccion de medios y condiciones
de incubacion

La mayoria de las bacterias causantes de infecciones del
TRI crecen en los medios de cultivo comunes, como agar
sangre de carnero 5% o agar sangre de caballo; agar cho-
colate y agar MacConkey o agar EMB (para enterobacte-
rias). No estan indicados los caldos de enriquecimiento ni
medios para anaerobios excepto en el liquido pleural, la
biopsia y el absceso pulmonar. Los cultivos para anae-
robios se realizaran en las muestras de aspiracion percu-
tanea o en el CTP. Ante la sospecha de infeccién por
M. pneumoniae o C. pneumoniae se inocularan las mues-
tras en los medios de cultivo especificos; para Legionella
spp., en agar BCYE«; para B. pertussis, en agar Regan-
Lowe o similar.

Se incubarén las placas a 35-37 °C en 5% de CO; duran-
te 48-72 h, excepto los cultivos de muestras pulmonares,
que se incubaran durante 4 dias. Las placas de medio de
Legionella y de Regan-Lowe se incubaran 7 dias. Las pla-
cas para cultivo de Nocardia y Rhodococcus se incubaran
hasta 2 semanas.

Cultivos

El cultivo del esputo para el diagnéstico de la NAC tiene
una sensibilidad baja (40-60%), por lo que, en general, se
estima que el cultivo y la tincién de Gram del esputo sélo
deben realizarse en los pacientes que cumplen criterios
de ingreso hospitalario. Antes de su siembra, es necesario
determinar la calidad de la muestra mediante la aplica-
cion de criterios celulares cuantitativos, que permitan de-
terminar el grado de contaminacién orofaringea (nimero
elevado de células epiteliales) y establecer su rechazo para
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cultivo. Los criterios establecen como esputo de calidad la
muestra que contiene: > 25 leucocitos/campo de 100x y
< 10 células epiteliales escamosas/campo de 100x18.

Por otra parte, la deteccién en el Gram del esputo de un
morfotipo bacteriano predominante sobre el resto de la mi-
crobiota sugiere, con sensibilidad variable, el agente etio-
l6gico de la neumonia y ayuda a la valoracién de los aisla-
dos en los cultivos. Igualmente, un aumento significativo
de la microbiota mixta (> 50 microorganismos/campo de
1.000x) y la deteccién de microorganismos intracelulares
es claramente sugerente (valor predictivo del 79%) de neu-
monia por aspiracion.

La aplicacién de los cultivos cuantitativos al aspirado
traqueal, las muestras obtenidas por fibrobroncoscopia y a
los métodos ciegos ha rentabilizado significativamente el
diagnéstico microbiolégico de la neumonia nosocomial y en
particular de la NAV, permitiendo establecer puntos de
corte en los recuentos de colonias que diferencian las bac-
terias contaminantes, presentes concentraciones inferio-
res a 10*ufe/ml, de las bacterias potencialmente patége-
nas, presentes en altas concentraciones.

Criterios para la interpretacion
de los resultados

En los cultivos cualitativos de las muestras con micro-
biota del TRS, se utilizara como guia la informacion del
morfotipo bacteriano predominante observado en la tin-
cién de Gram. En ausencia de correlacion entre los resul-
tados de la tinciéon de Gram de la muestra y los aislados, la
mitad de la informacién que proporciona el cultivo del es-
puto conduce a una mala interpretacion clinica.

Se valoraran e identificardn? los microorganismos no
pertenecientes a la microbiota normal, como S. pyogenes,
estreptococos del grupo B en neonatos, Bordetella,
M. pneumoniae, C. pneumoniae, Legionella, Nocardia,
Cryptococcus neoformans y hongos filamentosos (no consi-
derados contaminantes).

En los pacientes hospitalizados y en los no hospitaliza-
dos con bronquiectasias o fibrosis quistica, se identificaran
e informarén los microorganismos de la microbiota de co-
lonizacién cuyo morfotipo esté presente de forma predomi-
nante en el Gram de la muestra y con crecimiento en can-
tidades significativas en los cultivos cualitativos en la
primera o segunda drea de reaislamiento de la placa, como
S. pneumoniae, H. influenzae, M. catarrhalis, P. aerugino-
sa, S. maltophilia, Acinetobacter spp. y Burkholderia spp.,
S. aureus, estreptococos betahemoliticos (grupos B, C 0 G),
bacilos gramnegativos cuando crezca un solo morfotipo (en
especial K. pneumoniae), especies de Corynebacterium y
R. equi (en pacientes inmunodeprimidos).

No se debe valorar el crecimiento de més de un morfotipo
de bacilos gramnegativos en el medio de MacConkey. Tam-
poco se valorara Enterococcus spp. (excepto en el crecimien-
to masivo que coincida con el morfotipo predominante en el
Gram), ni los aislados de especies de Haemophilus parain-
fluenzae y Streptococcus betahemoliticos del grupo F, ni las
especies de Candida (excepto en los pacientes con leucemia,
con trasplante pulmonar y neonatos).

En los cultivos cuantitativos, la valoracién de los aisla-
dos se hard segun los puntos de corte fijados: 102 ufc/ml
para el CPT; 10 ufc/ml para el cultivo del LBA; = 105 ufc/

ml para el BAS y = 108 ufc/ml para el aspirado traqueal.
En el LBA, la presencia de > 5% de bacterias intracelula-
res es indicativa de neumonia (especificidad > 90%). En el
liquido pleural y las biopsias pulmonares se identificaran
todos los aislados.

Procedimientos adicionales en situaciones
especiales

Dentro de los cuadros infecciosos de presentacion infre-
cuente en nuestro medio cabe destacar la infeccién pul-
monar causada por bacterias del orden Rickettsiales
(R. prowazekii, C. burnetii), Francisella tularensis y Baci-
llus anthracis. Dada la extrema infectividad de estos
agentes y la peligrosidad en su manejo, el procesamiento
de las muestras sospechosas (secreciones, pulmoén, bazo,
ganglios linfaticos, tlceras) requiere medidas de biosegu-
ridad del nivel 3 para los cultivos, por lo que se recomien-
da realizar pruebas seroligicas en sueros pareados (medi-
das de bioseguridad nivel 2) con especial cuidado en la
manipulacién del suero, y enviar las muestras para culti-
vo a un laboratorio de referencia. Las técnicas molecula-
res, en proceso de perfeccionamiento, permiten una detec-
cién rapida y mas segura.

Informacion de los resultados

Se expresaran claramente diferenciados los aislados mi-
crobiolégicamente valorables de los que constituyen la
microbiota habitual de la muestra2. En las muestras de
esputo que no cumplan los criterios de calidad se indicara
su rechazo para cultivo como: “muestra no apta para culti-
vo” (se observan = 10 células epiteliales escamosas/campo
de 100x y < 25 leucocitos/campo de 100x).

En las muestras cultivadas se notificara el resultado de
la tincién de Gram, indicando el morfotipo predominante,
si lo hubiera, o en su defecto “se observa microbiota habi-
tual”. También se informaréd de la presencia de organis-
mos intracelulares. En el informe del cultivo, si no se ais-
lan bacterias valorables se hara constar como “crecimiento
de microbiota habitual”. Si se aislan microorganismos pa-
tégenos se notificardn la especie identificada y las pruebas
de sensibilidad.

En los cultivos cuantitativos se informara de los recuen-
tos obtenidos para cada morfotipo en cada tipo de mues-
tra. Recuentos inferiores a 10 ufc/ml se notificaran como
“contaminacién con microbiota orofaringea”. Se informa-
ra del porcentaje de bacterias intracelulares.

Técnicas rapidas de diagnostico

En la actualidad se dispone de técnicas rapidas (15 min)
inmunocromatograficas para la deteccion en orina y liqui-
do pleural de antigenos bacterianos de S. pneumoniae®y
L. pneumophila” del serogrupo 1, de gran valor para el
diagnéstico de la NAC. La técnica para S. pneumoniae
(sensibilidad del 90% y especificidad > 70%) presenta fal-
S0s positivos por vacunacién previa y en pacientes con colo-
nizacion bronquial (EPOC y nifnos). La técnica para
L. pneumophila tiene una sensibilidad del 97% y una espe-
cificidad del 100%. También se dispone, en la actualidad,
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de técnicas moleculares'® (PCR en tiempo real e hibrida-
cion de dcidos nucleicos) para la deteccion en pocas horas
de algunos patégenos (S. pneumoniae, M. pneumoniae,
L. pneumophila, C. pneumoniae, C. pittaci), con una alta
sensibilidad, incluso en fases tempranas de la infecciéon.

La prueba del E-test directo?, con antibidticos seleccio-
nados en funcién del morfotipo bacteriano observado en el
Gram, realizada sobre la muestra sembrada en agar Mue-
ller-Hinton, ofrece resultados en 18-24 h practicamente
concordantes en su totalidad con el antibiograma conven-
cional y resulta de gran utilidad para el tratamiento de las
infecciones nosocomiales graves. Las limitaciones son los
crecimientos polimicrobianos y los patégenos respiratorios
que no crecen en Mueller-Hinton, como S. pneumoniae o
H. influenzae.

Procedimientos no aceptables

No es aceptable para cultivo la muestra de traqueosto-
mia. No se realizara cultivo cualitativo en las muestras
de aspirado endotraqueal. No son aceptables para el culti-
vo de Bordetella los frotis nasales ni los faringeos, los es-
putos o la antigua “placa de tos”. Tampoco son aceptables
las tomas con escobillones de algodén.

Se rechazaran para cultivo los esputos y muestras endo-
traqueales que no cumplan los criterios de calidad. Sélo
se cultivaran para anaerobios el aspirado transtraqueal, el
CTP, biopsias y liquido pleural. No se realizara el cultivo
cuantitativo del CPT si el volumen de suero fisiolégico que
contiene el cepillo es inferior a 1 ml.
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