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INTRODUCCION

Ia infeccidn respiratoria, se encuentra entre las prnci —
pales causas de morbilidad, tanto en nifios caro en adul -
tos. Solanente la neuronia es causa ce casi el 10 % de los
irgresos en una Unidad de Cuidados intensivos. El enfo-
que del paciente estd dirigido a conseguir en primer lugar
un diagndstico etiolégico v efectuar un tratamiento basado
en lo posible, en la respuesta cel agente infectante a un de—
terminado farmaco, evitando el empleo indiscriminado de
antibidticos. Sin enbargo la utilizacién de los métodos
de aultivo habituales (el cultivo e alguno ce los aales es
dificil o incluso imposible en el laboratorio) y los métados
e identificacidn, estdn limitados por el tiempo, por su es—
pecificidad y por la sensibilidad. Ia goaricién de resisten—
cles frente a bacterias canamente involucradas en las in-—
fecciones en nifios (S. pneuroniae, H. influenzae, M.
Catarrhelis y S. areus),requiere infarmacién sdore la sus—
apetibilidad de los agentes aislados.

A pesar cel aempleo intensivo de métodos de diagndsti-—
co, mas del 50 $ de los casos de neumonia quedan sin
diagndstico etiolégico.

Iniciamos la exposicidn con un repaso a los medios més
idéneos para conseguir la muestra, las nuevas tecnologias
v su gplicacién clinical.

MUESTRAS PARA ESTUDIO

Secreciones nasofaringeas . Sus hallazgos se correlacio—
nan nmuy poco con los del parénquima pulmonar. Ios ail -
tivos de aspirados nasofaringeos, no tienen valor diagnds—
tico en pacientes en edad preescolar y deben ser
intenretados con cautela en pacientes mayorcitcs?.

Esputo. Pese a sus limitaciones en cuanto a la sensibili -
ded y especificidad, la tincidn de Gramy el cultivo consti-—
tuyen herramientas importantes en la evaluacién micro-
bioclégica. Htreel 25 yel 40 $ de las muestras no son aptas
para su estudio por diversos motivos. Ia presencia de mu—
chas cdlulas epiteliales es signo de contaminacidén, mien-—
tras que cuando estén en pequefic namero y dominan los

PMN, la sospecha de infeccién es mayor. lapresencia de
moco “strading” gpoya la existencia de un componente in-—
flamatorio evidente3. El hallazgo de 25 leucocitos y 10 Gé—
lulas epiteliales, puece amnsiderarse caro indicativo ce in—
feccidn. Existe la posibilidad de conseguir el esputo
mediante la inhalacién de suero salino hiperténico, en pa—
clentes incapaces ce expectorar (esputo inducido), su uti-
1lidad todavia no ha sidb establecida de forma concrea?.Ia
identificacién de 10°ufc/ml de un patégeno en un esputo
valido debe considerarse caro positivo.

Secreciones traquedor onquiales . Qotenidas por aspirado
lroncoscdpico o lavado braxuial, sdlo se justifican en el
medio hospitalario.

Lavado broncoalveolar (IRA). Se efectta también en el
medio hogpitalario en pacientes con evolucién térpida, en
pacientes ventilados e inmunocomprometidos. Es espe—
cialmente Util en la deteccidn de patdoenos geortunistas,
hongos o pardsitos. Positivided a partir de 104 ufc/ml. Te-
ne una elevada sensibilidad.

Cepillado bronquial mediante catéter telescooado (PBS) .
Tiere las mismas indicaciones que la anterior y su rendi-—
miento estd superado por el IRA. Se recomienda como
punto de corte para diferenciar entre patégenos y organis—
mos de bajo nivel de colonizacidn, la presencia de
103 ufc/ml>® . Su especificidad es elevada campardndola
con el IRA.

Liquido plaural. SAlo estd presente en una muy baja pro-—
porcidn de nifios con neuronia comnitaria, en cuyo caso
constituye el material dptimo para el examen microscdpi —
@ directo y para el cultivo bacteriano.

Puncién pulmonar.Un germen aislado de un aspirado
efectuado con aguja es una prugba contundente de la etio—
logia. Tiere una sensibilided cercama al 80 %, pero sdlo se
Justifica en el medio hogpitalario.

TESTS DIAGNOSTICOS

Fh las tablas 1 y2 se exponen los distintos tests diagnds—
ticos v su utilizacién en los distintos niveles asistenciales.

ANALES ESPANOLES DE PEDIATRIA. VOL. 54, SUPLEMENTO 2, 2001

1



MESA REDONDA. PRUEBAS DIAGNOSTICAS EN NEUMOLOGIA PEDIATRICA: PUESTA AL DIiA

TABLA 1. Neumonias en pediatria

Tests diagnésticos Atencién primaria Urgencias Hospital
Rediografia de térax Cbligado Obligado Cbligado

PPD Cbligado Obligado Cbligado
Hemograma Sugerido Sugerido Recomendado
Hemocultivo No Sugerido Recomendado
Gram (esputo) Sugerido Sugerido Recomendado
Rotis faringeo No No No

Detec. antig. bacteriancs No No ?

Serologia (M. pneumoniae) No Sugerido Recomendado
Detec. antig./Cul. virus No Recomendado (VRS) Recomendado
Serologia virica No No Recomendado

PCR, camo orientacién etioldgica y camo medio de control ce la evolucidn.

TABLA 2. Tests diagnésticos

Neumonias no graves y sin riesgo de germen no habitual
Historia clinica + aeliticaa (recuento + PCR) + radiografia
e tdrax
No hay que efectuar ningin tipo de estudio

Neumcnias no graves con riesgo de germen no habitual
Hemocultivos
Detec. antigenos bacterianos (neumococo, H. Influenzae)
Detec. anticuerpos (seralogia: M. penumoniae, Coxiella,
Chlamydia, Iegionella)
Detec. e virus (VRS, influenza, parainfluenza, adenovirus)

Neuronias graves sin riesgo de germen no habitual
Hemocultivo?
Detec. antigenos
Detec. anticuerpos
Detec. ce virus
Si derrane pleural: toracccentesis (bicouimica, Gram, cultivo,
antigenos bacterianos)
Neuronias graves con riesgo de germen no habitual
Valorar segin la evolucién: técnicas invasivas (IBR)
Detec. de antigenos bacterianos (Iegionella-oring)

Deteccion de antigenos

Muchos antigenos polisacaridos solubles pueden ser de—
tectados mediante métodos inmunolégicos (anticuerpos
monoclonales o policlonales), camo coaglutinacién (coB),
contrainmunoelectroforesis (CIE), aglutinacidn con latex,
inmunocensayo enzimatico (EIA) y anticuerpos con inmu-—
noflucrescancia directa (OFR) 7. Ia témica de la deteccién
de antigenos estéd basada en la unién de un anticuerpo mo—
noclonal a una fase sélida o a un marcador fluorescente
om el fin de conseguir identificar el antigeno. Son méto—
dos casi tan rédpidos como la tincidn de Gram y mucho
mas rdgpidos que el cultivo cuantitativo aunque en contra—
posicidn son més carcsy requieren mas tienpo. Se gplican
a las muestras de esputo, aundque también pueden utilizar—
se en sero, orina y liquidos corporales.

Deteccidn de antigenos bacteriancs. Se efecttia median—
te CIE, aglutinacidn de particulas de latex o ELISA, siendo
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este Ultimo el método més sensible y especifico. Tiene va—
lor cuando las muestras analizadas se encuentran libres del
anticgeno.

1 Antigeno neumocdcico. Se han utilizado varios méto—
dos para poder identificar antigenos polisacaridos capsu—
Fres y polisacarido C e la pared. las muestras pueden ser
sangre, esputo y orira.

De entre sus ventajas, destacamos: mejor rendimiento,
mayor rapidez, menor modificacién por los antibidticos
reviarente administrados, no dependencia del estado in-—
mnitario cel paciente y su relacién con la gravedad ce la
neuronia en el caso de positividad en sangre

Sin enbargo, ua serie ce incovenientes: posibilidad de
persistencia de los antigencs largo tiempo (semanas o me—
ses) en sangre y en oring, asi aao los prdolemas de su es—
pecificidad en su determinacién en esputo por la presen—
cia de antigenos de neumococo no infectantes en la
aofaringe (20 % en sanos) y por la posibilidad de reaccio—
nes cruzadas con H. influenzae y dros, ha hecho que su
uso no esté generalizado.

Los tests de deteccidén de antigenos neumnocdcicos en
orina y en sangre se han considerado tradicionalmente
caro de baja sensibilidad®. Recientes estudios han puesto
cde manifiesto la utilidad ce la basqueda de estos antigenos
en 1{iquido pleural ©.

2 Rntigeno de Legionella pneuncphila. Ia DFAenel es—
pato, es in test rdoido, Util incluso a los 24 dias de haber
iniciado el tratamiento antibidtico, con una especificidad
elevada, pero con una sensibilidad muy variable (25-75 %),
estando sélo al alcance de laboratorios experimentados y
con un rendimiento que disminuye mucho si no se utilizan
anticuerpos monoclonales?. Aumenta a un 80 % si esta téo-
nica se asocia al ailtivo (dificil, rango de sensibilided e
oscila etre el 11-80 %) o si se procesan otras secreciones

FEl 80 % e los pacientes excretan antigeno de Iegiaella
por orina. El método més eficaz de deteccidn parese serel
ELTISA policlonal, con una especificidad del 100 $ vy una
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sensibilidad > 80 %, aunque sélo detecta la Legicrella
pneumophila srotipo 1, lamés frecuente. Dado que el an—
tigeno es capaz de persistir un tiameo en la orina, puede
falsear el diagndstico en los casos ce recaidas. No dostan—
te las ventajas superan a los incorwenientes.

3 Otros antigenos. Existen tests para la deteccidn de
dros antigenos de algunos gérmenes respiratarics:

M. pneumoniae, germen de cultivo lento y en medios
egoeciales, se determina en secreciones respiratorias me—
diante antisuero policlonal, demostrandose una baja espe—
cificidad, ya que muchos individuos son portadores sancs.
Ia témica de ETA, damostrd una sensibilidad del 40-80 % v
ua especificidad del 60-100 $ dependiendo del método
utilizado caw referencia (cultivo/seralagia) .

H. influenzae, aunque en el mercado existen métodos
para su deteccidn en esputo, suero y orina no mantiene
una buena relacidn coste/keneficio.

C. pneumoniae, aungue su diagndstico se basa en el cul -
tivo, se ha desarrollach recientemente un test ce ID. Ia ex—
periencia de algunos autores cifra la sensibilidad en in
20 % con una especificidad cercana al D0 %.

Deteccion de antigenos viricos

Ios aultivos son algo tardics (entre 5-7 dias), es por ello
que se han desarrolladb diferentes métodos, para la detec—
cidn de antigenos viricos, fundamentalmente para el VRS,
QW y virus influenza A. Para el primero ce ellcs se utili —
za la IFD, efectuada en aspirado nasotraqueal y con una
sensibilidad que varia entre el 75-85%. Para el QW, 1o-—
denos detectar los antigencs precoces en unas 16 horas,
mediante anticuerpos monoclonales, alcanzando una sen—
sibilided del 9B %.

Deteccion de antigenos para Pneumocystis carinii

Ias tinciones citoquimicas tradicionales, aunque, men-—
tieren ua alta rentabiliced, requieren mucho tienpo, sien—
do ésta 1a razén por la aual se han desarrollado témicas de
tinciones inmunolégicas con anticuerpos monoclonales
(3F6) tanto para las muestras dotenidas por IBA camo por
el esputo inducido. Ia sensibilidad de la TFDes el 95 % 1.

Tests seroldgicos

Habitualmente no son de utilidad para el diagndstico
etiolégico en su fase inicial, amnaquee si pueden geortar in-—
firmacién rerospectiva, de interés epidemiolégico’. Ias
témnicas clasicas incluyen la dotencidn de dos maestras de
sercs, el prmero en la fase aguda y el segundo, semanas
después. El aurento durante la convalecencia de la tasa
de anticuerpos a concentraciones cuatro veces superiores
a las cel inicio de la enfermedad, orienta el diagndstico
etioldégico en casos de neunonia atipica, por M. pneumo—
niae, Coxiella, Iegiorella o Chlanydia.

Ia deteccién de anticuerpos inmmunofluorescentes (IFA)
el FLIRA y la micrcaglutinacién son las técnicas més habi -
tigles en lo referente al diagnéstico rdpido e la Iegione—

1la pneuncphila . El tienpo para la seroconversién oscila
atre las 4-8 samanas. Hay que tener en cuenta que casi el
30 % de los casos con infeccidn aguda por este germen no
muestran un aurento de los anticuerpos. Se atribuye al
test de TA una sensibilidad de alrededor del 85 % vy una es—
pecificided del 95 % cuando se determinan tanto IgG como
IgMB.

En los casos ce infeccién por Mycoplasma pneumoniae,
la ceterminacién de la fijacién de caplarento es la téc—
nica clasicarente utilizada. Si se digpone de una determi—
nacidn en fase de convalecencia, con un titulo = 1:4 s
considera de alta sospecha. Ia fijacién del camplerento
tiere una sensibilided varidble aon cifras que oscilan entre
el 30 yel NV %. Mas interesante es el uso de un ELISA para
la ceteccidn de IM especifica, puesto que aparece en los
primeros dias de la enfermedad, siendo capaz de diagnos-—
ticarel 75 % de los pacientes en los 10 primeros dias del
canienzo de los sintamas, en una serie de nifios con neu—
monia por M. pneumoniae. No dbstante dado que la res—
puesta IgY, se produce en la primoinfeccidn, es ce escasa
utiliced en las reinfecciones, en las que se desencadena di—
rectamente una respuesta IoG. Los titulos de IgM pueden
persistir durante mucho tiempo después de la fase agquda,
coincidiendo aon 1a elevacién ce las cifras de I9G, datos a
tener en cuenta para el diagnéstico de M. pneumoniae, Co-—
xiella, Iegiaella o Chlamydias. Como resumen, podemos
decir que no disponemos por el momento, salvo excep—
ciaes, ce tests serolégicos que sirvan ce orientacién fia-—
ble para el tratamiento ce las infecciones agudas debidas
a estos ggrmenes. El EIA, es considerado camo el més se—
quro, permitiendo la titulacién de IgG e IgM con una sen—
sibiliced cel R % y una especificidad del 95 % y un tiem-—
o de seroconversion entre las 3 y las 8 semanas.

Para idatificar Chlamydia pneumoniae, se habia uti-—
lizado la fijacién del complemento, aundue no permite
diferenciar anticverpos e C. Psittaci, tradharetis o preu—
moniae. Actualmente el “gold standard test” es lamicroin—
munofluorescencia, con una elevada sensibilidad y espe—
cificidad al campararlo con el cultivo, permitiendo la
identificacién de las fracciones especificas de IoG, IgM e
TIgA en suero. la ssroconversidn tarda entre 3-6 semanas.
Mas recientemente se han puesto en marda ctros tests s=—
mlégicos caro el EIA, que permite la determinacién de
anticuerpos IoG especificos con una buena sensibilidad y

Para Mycobacterium tuberaicsis, es un campo amplia-—
mente prometedor, sdre tod en las formas de tubercu-
losis infantil, que no acostutbran a ser baciliferas. Intenta
la identificacidn y asantificacién de anticuerpos especificos
para los antigenos cel M. tuber ailosis o bien la deteccidn
e antigenos bacilares en muestras orggnicas utilizando an—
tiaerpos.

Actualnente, se desconoce cudl es la dindmica de la apa—
ricién y vida media de las imunogldoulinas, asi camo los
antigenos de mayor utilidad en el curso de la tuberailcsis.

ANALES ESPANOLES DE PEDIATRIA. VOL. 54, SUPLEMENTO 2, 2001



MESA REDONDA. PRUEBAS DIAGNOSTICAS EN NEUMOLOGIA PEDIATRICA

: PUESTA AL DIiA

Desconocemos también por qué pacientes con formas ac—
tivas e la enfermedad no tienen en el momento de su
diagndstico, concentraciones detectables de anticuerpos.
Ia cuantificacién de anticuerpos IoG e 19V, no ha sido ca—
raz ce diferenciar la tuceradlosis activa ce la residal. Ia
ténica de ELISA (enzimoimmnocanadlisis), rdpida, con re—
sultados reproducibles v buenas sensibilidades, es la que
por el momento parece ofrecer unas mejores pergeectivas.
No dostante, por el momento no es un sistema que pueda
utilizarse para uso gereral M.
Fh lo referente a los virus, disponamos de algunos tests,

siendo el més utilizado el (FA

Amplificacién enzimatica del ADN, mediante la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR)

Ia golicacién clinica de esta témica, se inicid al princi -
pio de los afios ochenta, con el disefio ce las técnicas ce
hibridacién con sondas de ADN especifico para la detec—
cién e identificacién de ciertos agentes patégencs. Con la
reaccidn en cadena ce la polimerasa (PCR), se consigue la
multiplicacién de fragmentos concretos de genoma o lo
que es lo mismo, un aurento exponencial en el nimwero
de cadenas de un segmento de ADN especifico.

Esta témica amsta de tres etgoas diferenciadas: extrac—
cidn del AN, arplificacién y andlisis del praducto final.
Tiere una elevada sensibilidad y proporcioa resultados
e forma precoz en el contexto de un cuadro infeccioso,
facilitandb los resultados en unas pocas horas no estando
condicionados por la administracién previamente de anti-—
bidticos. Hemos de tener en cuenta unos aspectos impor—
tates: 1) no es polivalente cao los son los cultivos, sino
que por el contrario es egpecifica para cada especie que se
imvesticy; 2) su elevada sensibilicad propor cioma falsos po-—
sitivos ante pacientes no infectados sino colonizados, vy
3 asi mismo no es extrafia la presencia de falsos negati-—
wvos, debidos a la presencia de sustancias que pueden ac—
tuar caro inhibidores ce la reaccidn.

Las muestras con mayor indice de rentabilidad son las
que dbtenemos directamente del pulmdn, mediante técni-—
cas invasivas, aunque este hecho constituye por si solo wn
hédndicap importante, ya que exigen un material especial,
un personal adiestrado y no estén exentas de riesgos. la
dotenidas directarente del torrente cir allatorio, presentan
muy baja posibilidad de contaminacién por gérmenes co—
lonizantes, son faciles de aonsequir en todos los pacientes
y aon un bajo indice de riesgo.

Existen dos sistamas: el Amplicor TB (Roche Diagnostic
Systems) que amplifica por PCR un fragmento del gen que
codifica el ARN ribosémico 16S, con posterior deteccidn
ckl producto amplificado por una reaccidén colorimétrica y
el sistema GEN-Probe-Amplified MID, que amplifica el
BRNr23S mediante la sintesis de ADNc y ARN, utilizando
una mezcla enzimética de transcriptasa inversa y 2RN po-—
limerasa. Este ultino no requiere uas instalaciones sofis—
ticadas, utilizable en la mayoria de los laooratorios y an
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una sensibilidad sucerior al cultivo y muy buena especifi -
cidad. Ia PR es altarente especifica y sensible en los ca—
sos en qee los acultivos y la tincidn tienen ua baja sensi—
bilidad (IRA, TBC miliar o nuestras mal dbtenidas) es
cdecir, cuando se dan falsos negativos.

Su muy elevada sensibilidad, camporta que una minima
contaminacién de la muestra con una sola copia de la se—
cuencia a ampliar, pueda dar falsos positives.

Para el S. pneumoniae, constituye una prueba en fase
experimental . Ios trabajos de Gillespie!® desarrdlaron una
témica para la deteccidn de una porcidn el gen de la au—
tolisina 1lytA. Al copararla con el aultivo de esputo v la
antigenamia, los autores encontraron una sensibilidad del
93 % y una especificidad del 100 $ con un valor predictivo
positivo el 100 $ v negativo del 95 %. Otros atores®, han
efectuado con buenos resultados, estudios lkasados en la
arplificacién de fragrentos del gen de la neurolisina.

Por lo qe regpecta al H. influenzae, la prudoa tiene ua
elevada positividad cuando se efectiia sdore aultivos san—
quineos!’.

Para la L. prneuncphila, también se ha demostrado una
sensibilidad aplicada a meestras de sangre y orimna de cer—
c;acel 75%, cuando se realiza en muestras extraidas en los
aBtro primerocs dias del inicio de los sintamas'®.

Se han desarrollado sondas de ADN-ARN que demues-—
tran una elevada sensibilidad pero una baja especificidad
en miestras faringeas. 1a PCR parece ser adecuada para la
deteccidn de este germen.

En los pacientes saretidos a trasplante pulmonar, lace—
teccidn répida de las infecciones por QW, permite iniciar
o rapicez el tratamiento egpecifico. Ia utilizacidn de la
PCR del AN en las células del IRA, es apropiado para
B deteccién répida v fiable del QW '?.

Estudios microbiol4gicos

Fl aislamiento rdpido y la identificacién valorable de wn
cermen integra el estudio ce los procesos infecciosos. En
los casos de neumonia comunitaria, podemos conseguir
unas cifras de hemocultivos positivos que oscilan entreel
5yel 20%, contempladas gldbalmente. En los casos de
S pneumoniae, las cifras sselevan al 0 %.

Tincién de Gram. 1a valoracién del Gram, dele hacerse
tanto en funcién de la presencia de cglulas que indican la
rocedencia y calidad de la muestra, caro cel tipo de flo-
ra y ce sus caracteristicas. Ante el neunococo, la mayoria
e los estudios sefialan para el Gram una sensibilidad cel
50-60 $ v una especificidad cel 80 %.

Qultivo de esputo. El arecimiento de un germen, no indi—
ca necesariamente una infeccidn por éste. Se interpreta en
funcién de los hallazgos de la tincidn de Gram.

Fl aultivo ce micdoacterias, previa digestidn de restes or—
ganicos y descontaminacién de la flora comensal, debe
efectuarse oon todas las muestras sospechosas de contener
bacilos. Los cultivos son mucho més sensibles, permitien—
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do la deteccidén en muestras con muy pocas bacterias
(10/ml) . Los métodos més utilizados son el medio de cul -
tivo clasico sélido Iowenstein-Jdensen y los samisintéticos
con agar 7H10 y 7H11 de Middlebrook. Con cualquiera de
los métados, el retraso en la emisidn de resultados no es
inferior a las 4-6 semanas.

Es por ello, que se han ideado nuevas técnicas que per—
mitan acortar este tiempo; los métodos radiarétricos (sis—
tema BACIEC), los medios de cultivo bifdsico (MB Sep—
t-Check) y técnicas especiales para hemocultivo. EL
primero de ellos, el sistema BACTEC, lbasado en la medi-
cidn de la cantidad de C 0, producido por la metaboliza—
cién de sustratos marcados con carbono-14, que acorta el
tiempo a 1520 dias (1 semana en muestras con un nume-—
10 importante de bacilos) y con una mayor sensibilidad. Su
principal inconveniente es la necesidad de permisos espe—
ciales para la menipulacién de estas sustancias. El sistema
M B-8#i -Check no utiliza isétgoos radiactivos, parece tener
una sensibilidad mayor, aunque la deteccién del creci-—
miento es algo més lenta.

Qultivo del liquidb pleural. El aislamiento de un germen
en esta cavidad, habitualmente estéril, se considera diag-—
néstico de certeza. Dae efectuarse uma tincidn y aultivo si
bien esta muestra puede utilizarse para cotras técnicas de
mayor sensibilidad caro la PCR, ADA, antigenos, etc.

Hemocultivo. Es aconsejable efectuarlo en dos ocasiones
durante el pericdo febril, a ser posible antes cel trata-—
miento antibiético y en lugares diferentes. Es una témica
de baja sensibilidad, goroximadamente entre un 10 y un
30 %.

Para las micdoacterias, las témnicas de herocultivo (14—
ds-centrifugacidn y radiavétricas), estan indicadas sdore
todo en pacientes con sida y cifras de Cd4 inferiares a 50,
oon una sensibilidad similar en ambas.

Ia utilizacién conjunta de métodos antiguos y de los més
novedosos basados en la deteccidn de antigenos y acidos
nucleicos permiten consequir el diagnéstico de las neu—
monias con una mayor facilidad vy sequridad. El futuro in-—
mediato en el campo del diagndstico dependera que los
ldooratorics liceres en el sector puedan poner en nuestras
manos una técnica de anplificacién autametizada de alto
rendimiento, que sea capaz de detectar no sdlo M. tuoer—
adlcsis sino tarbién los principales agentes patdgenos res—
piratorios en la misma miestra clinica, a wn precio relad —
varente bajo.
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