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Objetivo

Validar la determinacion de la fraccion exhalada de 6xi-
do nitrico (FEyo) con tiempo de espiracion de 6 s con un
analizador de quimioluminiscencia estacionario (NIOX®,
Aerocrine) y con un analizador electroquimico portatil
(NIOX-MINO®, Aerocrine).

Material y métodos

Determinaciones de la FEy, en 60 pacientes entre 5y
17 aflos. Grupo 1 (n = 30, NIOX®): tres medidas validas
para cada tiempo de espiracion (10 y 6 s) y célculo de la
media de las tres determinaciones. Grupo 2 (n = 30,
NIOX-MINO®): una determinacion valida con cada tiempo
de espiracion. Variables: edad, sexo, peso, talla, diagnosti-
co, tratamiento, FEyo y nimero de intentos con cada tiem-
po de espiracion en cada analizador. Analisis de concor-
dancia y grado de acuerdo entre los valores de FEyq
obtenidos con cada dispositivo, con tiempos espirato-
rios de 10 y 6 s mediante el método Bland y Altman y la
kappa de Cohen (k).

Resultados

Grupo 1 (NIOX®), edad media 10,1 = 3,07 afios. Grupo 2
(NIOX-MINO®), edad media 10,43 + 2,94 afios. Existe una
buena concordancia entre los valores obtenidos con
NIOX® y con NIOX-MINO® a 10 y 6 s. Hubo un acuerdo sus-
tancial entre los valores obtenidos con NIOX®*a10y 6s
(k = 1) y con NIOX-MINO® a 10 y 6 s (k = 0,93).

Conclusiones

El tiempo de espiracion de 6 s es valido para la determi-
nacion de la FEy, con cada uno de los dispositivos de me-
dida en nifios mayores de 5 afios.
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FRACTIONAL EXHALED NITRIC OXIDE:
VALIDATION OF A 6 SECOND EXHALATION
TIME WITH TWO DIFFERENT ANALYSERS

Objective

To validate the measurement of fractional exhaled nitric
oxide concentration (FEyo) using a 6-sec exhalation time
in patients aged between 5 and 17 years with a stationary
chemiluminescence analyser (NIOX®, Aerocrine) and a
portable electrochemical analyser (NIOX-MINO®, Aero-
crine).

Material and methods

FEyo Was assessed in 60 patients randomised into two
groups. In Group 1 (n = 30, NIOX® analyser), three valid
FEyo measurements were obtained for two exhalation
times (10 sec and 6 sec); the mean of the three measure-
ments was recorded. In Group 2 (n = 30, NIOX-MINO®), a
single valid measurement of FEy, was obtained for each
exhalation time. We analysed age, gender, weight, height,
diagnosis, treatment, FEyo and the number of attempts
with both exhalation times in each analyser. Agreement
between FEy, assessed using 10-sec and 6-sec exhalations
was assessed by Bland-Altman analysis and Cohen’s kappa.

Results
The mean (SD) age in Group 1 was 10.1 (3.07) years. The
mean age in Group 2 was 10.43 (2.94) years. Bland-Altman
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analysis demonstrated good agreement between FEy, val-
ues obtained with both exhalation times and with both de-
vices. Cohen’s kappa, also demonstrated good agreement
(NIOX®, k = 1; NIOX-MINO®, k = 0.93).

Conclusions
A 6-sec exhalation time is valid for measuring FEy, with
both analysers in children aged over 5 years.

Key words:
Fractional exbhaled nitric oxide concentration. Portable
analysers. NIOX-MINO®. NIOX®. Exhalation time.

INTRODUCCION

La fraccion exhalada de 6xido nitrico (FEyp) se consi-
dera un buen marcador reproducible y no invasivo de
inflamacion eosindfila de la via respiratoria, que resulta
de utilidad en el diagndstico de asma, en el control de la
enfermedad y en la monitorizacion del tratamiento en ni-
fiosh2. El NO es un radical libre endégeno simple y difu-
sible, que actta en el sistema respiratorio como bronco-
dilatador débil, vasodilatador potente y neurotransmisor
del sistema no colinérgico y no adrenérgico. Se sintetiza a
partir de L-arginina y de tres isoformas del enzima 6xido
nitrico-sintetasa (NOS), dos constitucionales (neuronal o
NOS; y endotelial o NOS;) y una inducible (iNOS o
NOS,).

Existen diferentes formas de medir el NO a nivel bron-
quial y distintos dispositivos de medida. Actualmente, de
acuerdo con las recomendaciones publicadas por la Eu-
ropean Respiratory Society (ERS) y la American Thoracic
Society (ATS) en 20053 se recomienda, en el nifio cola-
borador, la determinacién de FEyo mediante registro
on-line de respiracion Unica (single-breath on-line mea-
surement, SBOL) con un tiempo de espiracion de 10 s
con analizadores estacionarios de quimioluminiscencia
(NIOX®, Aerocrine, Suecia) y electroquimicos portatiles
(NIOX-MINO®, Aerocrine, Suecia).

El objetivo de nuestro estudio ha sido validar la deter-
minacion de la FEyg con tiempo de espiracion de 6 s
frente a 10 s, en ninos mayores de 5 anos, con un anali-
zador de quimioluminiscencia estacionario NIOX® y con
un analizador electroquimico portatil NIOX-MINO®.

MATERIAL Y METODOS

Estudio observacional y transversal de una muestra ob-
tenida al azar en consultas externas de neumologia infan-
til, de ninos entre 5y 17 anos desde marzo de 2006 has-
ta julio de 2007. Los pacientes fueron distribuidos en dos
grupos para la determinacion de la FEyq con cada uno de
los dispositivos de medida, sistema estacionario y sistema
portatil. Se ha cuantificado la FEyo mediante SBOL y re-
comendaciones actuales, inhalando aire libre de NO
(< 5 partes por billon [ppb)) a través de la boquilla de am-
bos aparatos durante 2-3 s hasta la capacidad pulmonar
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total, en posicion de sedestacion sin pinza nasal, con flu-
jo espiratorio constante de 50 ml/s, meseta alcanzada du-
rante la exhalacion de un tiempo minimo de 3 s y presion
durante la exhalacion entre 5y 20 cmH,O. Medicion de la
FEyo directamente del trazador con una variablidad de
3 medidas = 10%.

En el grupo 1, NIOX®, con tiempo de espiracion de
10 s, se han obtenido tres medidas vilidas de FEyq con
un maximo de seis intentos, y se ha calculado la media
de las tres (valor NIOX® medio); se ha repetido la mis-
ma metodologia con tiempo de espiracion de 6 s. En el
grupo 2, NIOX-MINO®, se ha establecido la FEyg con
una Unica medicion valida y con un maximo de seis in-
tentos, con tiempo de espiracion de 10 y 6 s. A la hora
de realizar las mediciones, se fueron alternando las téc-
nicas a 6 y 10 s, para evitar el sesgo por aprendizaje de
la misma.

Se han analizado las variables cualitativas de sexo,
diagnostico y tratamiento. Las variables cuantitativas han
sido la edad, talla, peso, nimero de intentos con el siste-
ma NIOX®a 10 s, FEyo con NIOX® a 10 s, nimero de in-
tentos con el sistema NIOX® a 6 s, FEyo con NIOX® a
6 s, nimero de intentos con el sistema NIOX-MINO® a
10 s, FEyo con NIOX-MINO® a 10 s, nimero de intentos
con NIOX-MINO® a 6 s y FEyo con NIOX-MINO® a 6 s.

Se han considerado puntos de corte de normalidad
20 ppb para el analizador NIOX® y 30 ppb para el anali-
zador NIOX-MINO® 45,

Los datos obtenidos se han descrito mediante los esta-
disticos mds apropiados a la naturaleza y escala de medi-
cion de cada variable. Se ha analizado la concordancia
entre los dos procedimientos de medida (tiempos espira-
torios de 10 y 6 s) para cada uno de los dispositivos de
medida, mediante el método grifico de Bland y Altman®7.
Los resultados de la FEyg obtenidos a 10 y a 6 s con am-
bos dispositivos de medida se han categorizado en valo-
res normales o anormales en relacion con los valores de
normalidad publicados en la bibliografia, y se ha analiza-
do el grado de acuerdo entre ambos, mediante el esta-
distico kappa de Cohen (k).

Ademas, se ha estudiado la relacion de edad, talla y
peso con el valor de FEyo obtenida con ambos dispositi-
vos de medida a 10 y 6 s mediante analisis de regresion
lineal multiple.

Para conocer si el nimero de intentos para conseguir
mediciones optimas de FEyq con el sistema NIOX® y con
el sistema NIOX-MINO® difiere entre los dos procedi-
mientos de medicion (10 y 6 s) se compard el nimero
de intentos mediante la prueba de t de Student pareada.

En todos los casos se ha establecido un nivel alfa del
5%. Se ha empleado el paquete estadistico SYSTAT 9.0.

El protocolo del estudio realizado fue aprobado por
el Comité de Etica del hospital y los padres o tutores de
los pacientes incluidos firmaron el consentimiento infor-
mado.
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RESULTADOS

Se han estudiado 60 ninos distribuidos en dos grupos,
grupo 1 (n=30) y grupo 2 (n=30) (tabla 1).

Las diferencias observadas entre los valores de FEyq
obtenidos con el sistema NIOX® y con el sistema
NIOX-MINO®a 10 y a 6 s, tanto en valores absolutos
como relativos, fueron de escasa magnitud en todo el
rango de valores y, por lo tanto, de escasa relevancia cli-
nica (figs. 1y 2).

Hubo un acuerdo sustancial entre los valores obtenidos
con el analizador NIOX® a 10 y 6 s (k= 1) y con el anali-
zador NIOX-MINO® a 10y 6 s (k = 0,93) (figs. 3y 4). No
se han encontrado diferencias estadisticamente significa-
tivas entre edad, peso, talla y FEyo con NIOX® a 10y 6's,
ni con NIOX-MINO® a 10 y 6 s (p < 0,05). Tampoco se
encontraron diferencias en el nimero de intentos nece-
sarios para obtener mediciones vilidas de la FEyo con sis-
tema NIOX® a 10 y 6 s (p=0,51), ni con el sistema
NIOX-MINO® a 10y 6 s (p = 0,30).

DiscusioN

El NO es un marcador subrogado de inflamacion eosi-
nofilica de la via respiratoria. En diversos estudios se des-
cribe un incremento en la FEyg en adultos y ninos asma-
ticos, y una correlacion positiva con la inflamacion
eosinofilica medida en la mucosa de la via respiratoria
de dichos pacientes®. Dada su alta capacidad discrimina-

TABLA 1. Comparacion entre dos grupos de individuos

en los que se han realizado mediciones de FEyo

con NIOX® y con NIOX-MINO®a 10y 6 s

NIOX® NIOX-MINO®
(grupo 1) (grupo 2)
N 30 30
Edad media (anos) (DE) 10,1 (3,07) 10,4 (2,9)
Sexo
Varones 17 (56,7 %) 18 (60 %)
Mujeres 13 (43,3 %) 12 (40%)
Mediciones con éxito
al0yb6s 29 (96,7 %) 28 (93,3%)
Numero de intentos (DE)
A10s 4,3 (1,3) 1,93 (1,6)
AGs 4,6 (1,6) 1,67 (1,4
Media FEyo (ppb) (DE)
A10s 24,6 (25,2) 28,3 (26,2)
AGs 24,9 (25,3) 29,6 (26,5)
Diagndstico
Asma episodica ocasional 7 (23,3%) 1 (3,3%)
Asma episodica frecuente 13 (43,3%) 14 (46,7 %)
Asma persistente 7 (23,3%) 11 (36,7 %)
Sin patologia pulmonar 3 (10%) 4 (13,3%)
Tratamiento
GCI 16 (53,3%) 13 (43,3%)
GCI + LABA 8 (26,7 %) 13 (43,3%)
Sin tratamiento 6 (20%) 4 (13,3%)

DE: desviacion estandar; FEyq: fraccion exhalada de oxido nitrico;
GCI: glucocorticoides inhalados; LABA: agonistas 8, de larga duracion;
ppb: partes por billén.
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Figura 1. Andlisis estadistico por el método Bland y Alt-
man con sistema NIOX® a 10y 6 s.
X FEyoa 10y 6 s: media de los valores de frac-
cion exhalada de oxido nitrico obtenidos con
NIOX® con tiempo de espiracion de 10 y 6 s;
DIF FEyp a 10y 6 s: diferencia entre los valores
de FEy obtenidos con un tiempo de espiracion
de 10y G s.

Figura 2. Andlisis estadistico por el método Bland y Alt-
man con sistema NIOX-MINO® a 10y 6 s.
X FEyoa 10y 6 s: media de los valores de frac-
cion exhalada de oxido nitrico obtenidos con
NIOX-MINO® con tiempo de espiracion de 10 y
6 s; DIF FEypa 10 y 6 s: diferencia entre los va-
lores de FEy, obtenidos con un tiempo de espi-
racion de 10y 6 s.
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Sistema NIOX® a6 s

Valor FEno Valor FEno
dentro de la superior a la
normalidad normalidad
1]
=) Valor FEno
« | dentro de la 18 0 18
% | normalidad
Q
Z | Valor FEno
£ | superior ala 0 11 11
Q q
% normalidad
2
18 11 29

s: segundos; FEyo: fracciéon exhalada de éxido nitrico

Kappa de Cohen: 1
Kappa de Cohen corregida por azar: 1

Sistema NIOX-MINO® a2 6 s

Valor FEno Valor FEno
dentro de la superior a la
® normalidad normalidad
(o)
© | Valor FEno
© | dentro de la 16 1 17
Z | normalidad
=
S | Valor FExo
Z | superior a la 0 11 11
g | normalidad
[}
@
%)
16 12 28

s: segundos; FEyo: fraccion exhalada de 6xido nitrico

Kappa de Cohen: 0,97
Kappa de Cohen corregida por azar: 0,93

Figura 3. Estudio del grado de acuerdo con el sistema
NIOX® a 10 y 6 s mediante el indice de kappa
de Coben.

tiva, se utiliza como complemento de la funcién pulmo-
nar en el diagnostico de la enfermedad®. Asimismo, se
ha utilizado en la monitorizacion del tratamiento con glu-
cocorticoides inhalados (GCI) en ninos asmaticos!%! de-
bido a su gran sensibilidad para detectar cambios en res-
puesta a las dosis recibidas y para detectar un deterioro
de la funcion pulmonar incluso en ausencia de sintomas
respiratorios!13.

El objetivo del estudio ha sido validar la determinacion
de la FEy, con un tiempo de espiracion de 6 s en ninos
mayores de 5 afos con el NIOX® y con el NIOX-MINO®,
En nuestra muestra, las diferencias observadas entre los
valores de FEyg obtenidos a 10 y 6 s con ambos disposi-
tivos de medida han sido de escasa magnitud en todo el
rango de valores y, por lo tanto, de escasa relevancia cli-
nica (figs. 1y 2). Asimismo, hubo un acuerdo sustancial
entre los valores de FEyq obtenidos con el analizador
NIOX® a 10y 6 s, y con el analizador NIOX-MINO® a
10 y 6 s con relacion a los valores de normalidad publi-
cados’. En consecuencia, ambas técnicas a 10 y 6 s resul-
tan validas para el manejo de los ninos en la practica cli-
nica diaria.

Existen diferentes formas de medir la FEyo en pacien-
tes colaboradores y en no colaboradores, mediante ana-
lisis on-line y off-line, respectivamente. Los fundamentos
tedricos y la metodologia se publicaron en la década an-
terior por la ERS' y la ATS'5. Baraldi et al'® publicaron las
recomendaciones para la medicion en ninos, y reciente-
mente se han publicado los criterios unificados ATS y
ERS. El SBOL es la técnica de eleccion en el nino colabo-
rador. Silkoff et al'”7 propusieron un sistema de monitori-
zacion de la FEy, (NIOX®, Aerocrine, Suecia), siguiendo
las recomendaciones ATS/ERS y con un desarrollo técni-
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Figura 4. Estudio del grado de acuerdo con el sistema-
NIOX-MINO® a 10y 6 s mediante el indice kap-
pa de Coben.

co y metodolégico aprobado en el ano 2003 por la Food
and Drug Administration, para su aplicacion en ninos as-
maticos con inflamacion alérgica (fenotipo inflamatorio
eosinofilico). Las medidas estin basadas en un analizador
de quimioluminiscencia estacionario y se considera la téc-
nica de eleccion para la medicion on-line en ninos cola-
boradores!®. Se trata de una técnica validada, reproduci-
ble y precisa (+ 2,5 ppb para valores < 50 ppb y 5%
para valores = 50 ppb) en niflos con edad igual o supe-
rior a 5y 6 anos!'. Sin embargo, se trata de una técnica
compleja que limita generalmente su uso al ambito hos-
pitalario. En este contexto se ha propuesto un analizador
portatil de FEyo, NIOX-MINO®, validado en nifios y ba-
sado en analizadores electroquimicos, que cumple las
recomendaciones ATS/ERS. El sistema portitil analiza la
FEyo a través de una reaccion electroquimica con con-
trol de flujo, mediante sensor luminico y actstico. El tiem-
po total requerido para la medicion es inferior a 2 min. Se
trata de una técnica menos precisa (5 ppb para
valores < 50 ppb y = 10% para valores = 50 ppb), repro-
ducible y unicamente de representacion digital.

Recientemente se ha descrito una excelente concor-
dancia y grado de acuerdo entre los valores de FEyg ob-
tenidos con el analizador portatil NIOX-MINO® (una uni-
ca medicion) y con el analizador NIOX® (media entre tres
medidas vilidas) tanto en ninos (edad media: 12 anos)
como en adultos asmaticos con un tiempo de espiracion
de 10 s20-22, No obstante, los nifios incluidos en los cita-
dos estudios generalmente son ninos en edad escolar con
un rango de edad entre 11 y 14 anos.

En general, un tiempo de espiracion de 10 s, recomen-
dado en adultos por la ATS/ERS, daria lugar a una mese-
ta de FEyo con mayor estabilidad. Sin embargo, en com-
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paracion con los adultos, los ninos tienen una capacidad
pulmonar total menor, lo que en ocasiones les podria
impedir exhalar de forma correcta durante un tiempo su-
perior a 6 s. En este sentido, Menzies et al®? encontraron
una excelente correlacion entre los valores de FEyg ob-
tenidos con un analizador portatil NIOX-MINO® y los ob-
tenidos con un analizador NIOX®, en 101 adultos asmati-
cos 'y 50 controles sanos (r= 0,94 y 0,96, respectivamente)
con un tiempo de espiracion minimo requerido de 8 s.
McGill et al estudiaron a 55 ninos asmdticos de entre 4 y
15 anos (media de edad: 9 anos) y observaron una buena
correlacion y grado de acuerdo entre el analizador
NIOX® con tiempo de espiracion de 10 s y el analizador
portatil NIOX-MINO® con un tiempo de espiracion de
6 s (cociente de correlacion: 0,98).

Asimismo, Vahlkvist et al24 estudiaron a 11 nifios asma-
ticos de entre 5y 15 anos (media de edad: 9 anos) y en-
contraron una correlacion Optima entre los valores de
FExo obtenidos con el sistema portitil NIOX-MINO® y
con el sistema NIOX® con un tiempo de espiracion de 6 s
(cociente de correlacion: 0,98). Asimismo, y de acuerdo
con lo publicado por otros autores, los valores obtenidos
con el sistema portitil fueron significativamente superio-
res a los obtenidos con el sistema de quimioluminiscencia
estacionario NIOX®, tanto mas cuanto mayor sea el valor
de FEyo obtenido (p < 0,005).

En nuestra muestra no se han encontrado diferencias
estadisticamente significativas entre el nimero de intentos
necesarios para realizar mediciones validas de FEy con
el sistema NIOX® a 10 y 6 s ni con el sistema portatil
NIOX-MINO® a 10 y 6 s. A pesar de que a priori un tiem-
po de espiracion de 6 s requeriria menos esfuerzo en los
ninos mds pequenos, en nuestra muestra no se han en-
contrado diferencias significativas entre las determinacio-
nes realizadas a 10 y 6 s. Sin embargo, debemos senalar
que la muestra de los pacientes incluidos en el estudio no
era demasiado extensa y que se trataba de nifos con una
edad media de 10 anos, y Gnicamente dos de ellos con
edad igual o inferior a 6 anos en cada uno de los grupos.
Quizd en ninos de edades inferiores, la determinacion de
la FEyo resultarfa mas sencilla con un tiempo de espira-
cion inferior a 10 s. Otra de las limitaciones del estudio
serfa la incapacidad de representar graficamente la deter-
minacion de la FEyo obtenida por el sistema portatil
NIOX-MINO®. Resultaria de gran interés poder medir,
con ambos dispositivos de medida, el tiempo de espira-
cion necesario de cada paciente para obtener una mese-
ta de FEyq estable, de al menos 3 s segin las recomen-
daciones publicadas en 2005 por la ATS/ERS, y poder
determinar asi el tiempo de espiracion minimo requerido.

Asimismo, y de acuerdo con otras publicaciones, he-
mos observado que mientras los nifos mayores de 9 anos
eran capaces de realizar ambas técnicas con garantias, los
menores de 9 anos obtenian mejores resultados con el
sistema NIOX®. De acuerdo con lo comunicado por otros

autores, la edad era un factor prondstico significativo para
la FExo (p =0,014) en nifos sanos, quiza por la correla-
cion de la FEyo con el volumen de espacio muerto ana-
tomico, que aumenta con la edad en ninos sanos
(r=0,68; p<0,0D). Por lo tanto, hay autores que propo-
nen que los valores normales deberian ir en relacion con
la edad y el peso en ninos escolares?>. Malmberg et al2
observaron que la FEyq se asociaba de forma significativa
a la edad, la altura, el peso y el indice de masa corporal
(p <0,0001), siendo la altura el mejor factor pronéstico
independiente. No encontraron diferencias en relacion
con el sexo del paciente (p =0,42). Asimismo, se ha des-
crito un incremento significativo de la FEyo con relacion
a la edad en ninos asmaticos (p < 0,0001) aunque en me-
nor grado en ninos preescolares de entre 2 y 5 anos?’%8,
Sin embargo, en nuestra muestra, y de acuerdo con da-
tos recientes publicados en la bibliografia, no se han en-
contrado diferencias estadisticamente significativas entre
la edad, el peso, la talla y los valores de FEyg obtenidos
con el analizador NIOX® y con el analizador portatil
NIOX-MINO® a los 10y 6 s.

En resumen, nuestros resultados sugieren que la deter-
minacion de la FEyo con el analizador NIOX® y con el
analizador portatil NIOX-MINO® con tiempo de espira-
cion de 6 s es igual de vilida que la determinacion de la
FEyo obtenida con ambos dispositivos de medida con
un tiempo de espiracion de 10 s, en ninos mayores de
5 anos.
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