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Papel del laboratorio en el diagnostico de
infecciones respiratorias agudas
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El grupo Técnico Asesor sobre Infecciones Respirato-
rias Agiidas (IRA) de laOMS celebré su primera reunion
en marzo de 1983 y determiné la importancia epidemio-
16gica de la IRA en los paises en desarrolloy la participa-
cién de diversos agentes microbianes como los virus,
bacterias, hongos y pardasitos en la etiologia del padeci-
miento, siendo los mas importantes los dos primeros .

La mortalidad en IRA es elevada, sobre todo cuando la
infeccion se situa en vias respiratorias bajas *.  Eldiag-
noéstico oportuno, el tratamiento eficaz, las diferentes
medidas preventivas: vacunacién contra el sarampion,
difteria y tuberculosis ayudan a disminuir las defunciones
que se presentan en la IRA *. La magnitud del pro-
blema se debe analizar desde diversos puntos de vistayes
necesario implementar servicios de diagnoéstico eficaces
para dar atencion primaria adecuada por promotores de
salud y difundir y promover el adiestramiento, epidemio-
logico v de laboratorio, que permita reducir la mortali-
dad *.

El papel del Laboratorio de Microbiologia en el diag-
nostico y la investigacién en IRA, en relacién a la etiolo-
gia de estos padecimientos, tiene el problema de la gran
diversidad de agentes, ya que no solo bacterias sino tam-
bién virus, hongos y pardsitos estan involucrados; por
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motivo el médico y el microbidlogo deben estar concien-
tes de la importancia de la IRA.3 31 32

Las infecciones virales asociadas con bronquiolitis, en
nifios de varios paises, ocup6 de 22 a 539 de positividad
en IRA ?  Las bacterias en aspirados tomados a nifios
sin tratamiento con antibidticos, pero con IRA, reveld un
porcentaje de positividad del 50 al 929 siendo los princi-
pales agentes: Haemophilus influenzae, Streptococcus
pneumoniae y Staphylococcus aureus; enterobacterias
como Escherichia coli, Enterobacter y Klebsiella; asi
como otros bacilos gram negativos en individuos com-
prometidos o con fibrosis quistica con Pseudomonas
aeruginosa 3 %

Si consideramos también vias respiratorias altas, debe-
mos incluir a Streptococcus pyogenes y otros estreptoco-
cos beta hemoliticos y para aquellas zonas en donde no
llega la cobertura de vacunacion con DPT, Bordetella
pertussis y Corynebacterium diphtheriae '* .

Entre otros agentes etioldgicos tenemos a: Mycoplasma
pneumoniae, Chlamidia trachomatis, Coxiella burnettiy
Legionella pneumophila, estd ultima fue descrita, en
1978, como patdégeno de vias respiratorias bajas
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El clinico puede inferir el agente etioldgico probable y



analizar las condiciones predisponentes, como antece-
dentes de alcoholismo, tabaquismo, drogadiccién, anes-
tesia profunda o factores que favorezcan la neumonia por
aspiracion, ya que los agentes pueden ser de origen intra-
hospitalario o presentarse en forma de brotes esporadi-
cos dentro de una comunidad '

La localizacién de IR A alta o baja determina la eleccién
y toma correcta de la muestra: su transporte inmediato al
laboratorio como requisito indispensable para que los
resultados que se obiengan sean relevantes' *. )

En el estudio microbioldgico de IRA se deben conside-
rar algunos puntos para poder interpretar los resultados,
estos son:

I. Flora normal de cavidad oral *'.

2. Tipo de producto para el diagnéstico de infecciones en
vias respiratorias altas o bajas. La importancia del
estudio microbiolégico del esputo. El lavado bron-
quial, el aspirado transcricotiroideo y la puncion
transtoracica; para aquellos casos cronicos o localiza-
dos en vias bajas y la busqueda de bacterias anaerdbi-
cas [ E S

3. Criterios y valor del examen en fresco y de la colora-
cion directa de Gramy Ziehl Neelsen %, asicomo las
pruebas rapidas de diagndstico **.

4. Diagnostico de laboratorio de infecciones bacterianas
5

5. Diagnostico de laboratorio de infecciones virales
1718
A continuacion se discute brevemente la importancia y
criterios relacionados con cada uno de estos puntos.

1. Flora normal de la cavidad oral

El contenido bacteriano de la cavidad oral sirve como
fuente de infeccion endogena en IR A, sobre todo cuando
se adquiere por aspiracion ' ' % . Los microorganis-
mos presentes son: acrobios, anacrobios facultativos y
anaerobios estrictos. Su distribucion varia de acuerdo
con ¢l nicho ecologico; asi. los encontramos en: el dorso
de la lengua, en la placa dental, en las crestas gingivales: el
namero y frecuencia varia de acuerdo con el potencial de
oxidorreduccion, con la dieta o la misma higiene dental.
La periodontitis se considera como factor predisponente
de la infeccion. La flora normal de la orofaringe consta de
aproximadamente 200 especies diferentes, en saliva se
tienen concentraciones de | x 10* UFC/mly en la cresta
gingival se alcanzan nimeros de 101°UFC;ml. La rela-
cion puede ser de 1000 bacterias anaerobias por una
bacteria aerobia y el potencial redox de menos 300 mV.
Los portadores transitorios o permanentes de bacterias
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patdgenas o potencialmente patogenas son frecuentes
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2. Tipo de productos

Exudado faringeo. Es el producto a eleccion para el
diagnostico de faringoamigdalitis; donde el principal
agente que se busca es Streptococcus pyogenes, cuya
eliminacidn tiene un significado importante en la preven-
cion de formas no supurativas de la infeccién, como son
la fiebre reumatica y la glomerulonefTitis '* **.

Exudado nasofaringeo o nasal. Este productoesel ideal
para el diagnostico de tosferina, de donde es posible
hacer el cultivo o la prueba de inmunofluorescencia
directa '®.  En difteria y en el estudio de portadores de
Staphylococcus aureus se puede emplear ademas del exu-
dado faringeo * L os gargarismos y el lavado nasal se
emplean para el diagnéstico de infecciones virales '™

Esputo. Es util para el diagnodstico de IR A en vias bajas,
se colecta al despertar, procurando que sea representa-
tiva y sélo se aceptan muestras con abundantes leucocitos
y escasas células epiteliales: en caso de que no cubra estos
criterios, es necesario solicitar nueva muestra. El valor de
la expectoracion es indiscutible cuando se procesa una
muestra representativa, de ahi que el diagndstico presun-
tivo puede orientar al bacteridlogo y al médico!* **.
Esta muestra se emplea para las pruebas rapidas de diag-
nostico si se dispone del reactivo adecuado ™.

Productos especiales. El lavado bronquial, el aspirado
transcricotiroideo y transtoracico se utilizan en el diag-
nostico de IRA en vias bajas y deben ser tomados por el
médico. algunas veces. se recurre a tomar estas muestras
cuando hay secuelas de neumonias, o bien. cuando la
evoluciones torpida acompafada de abscesos o empiema
0 €n neumonia necrotizante por microorganismos anae-
robios o en donde exista fistula broncopleural o se ori-
gine una coleccion subfrénica de pus. con diseminacion
transdiafragmatica; los resultados dptimos se obtienen si
se toma la muestra antes del tratamiento antimicrobiano
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Es posible que aquellos pacientes que se infectaronen el
hospital desarrollen secuelas en vias bajas causadas por
enterobacterias, Pseudomonas sp. Staphylococcus
aurcus. Algunos huéspedes comprometidos pueden de-
sarrollar infecciones por Candida, Aspergillus o pa-
rasitos como Pneumocystis carinii. La mayoria de estos
trastornos pueden ser polimicrobianos y requicren el
empleco de 2 o mas métodos de diagnodsticos de la-
boratorip™ 41,
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3. Criterios y valor del examen en fresco y la coloracién
de Gram y Ziehl Neelsen

Antes de los 60s se discutia su valor como prueba rapida
de diagnostico y, a la fecha, algunos microbiologos lo
siguen cuestionando; pero su valor es indiscutible sobre
todo en tuberculosis ** . El Gram directo del esputo
puede contribuir siempre y cuando se tome una muestra

adecuada y se busquen los morfotipos predominantes
28

4. Diagndstico de laboratorio de agentes bacterianos en
IRA.

El cultivo microbioldgico es Util si se procesa de inme-
diato vy si se utiliza una bateria completa de medios de
cultivo enriquecidos y selectivos, lo que da un resultado
confiable en 48 0 72 horas. Ademas, se puede proporcio-
nar la sensibilidad antimicrobiana de los agentes aisla-
dos

El cultivo de microorganismos anaerobios se realiza
solamente en casos complicados, con mds de dos semanas
de evolucion y se investiga en muestras tomadas por
puncién transcricotiroidea o transtoracica ' '3 ¥, La
metodologia que se sigue es integral y en ella se incluyen
los aerobios y los anaerobios facultativos, apoyandose
con el frote directo y tinciones especiales para el diagnds-
tico de Pneumocystis carinii o Chlamidias '**. La
identificacién de anerobios se confirma con pruebas pre-
suntivas en medio de Lombard y Dowell y la sensibilidad
a rifamicina, penicilina y kanamicina con discos diferen-
ciales '

En casos especiales se recomienda el cultivo de Myco-
plasma y Legionella ° ¢ .

Las pruebas rapidas como la coaglutinacién, la inmuno-
fluorescencia directa, ¢l radiotnmunoensayo y la con-
trainmunoelectroforesis permiten la identificacion de
antigenos y facultan al médico para establecer una tera-
péutica adecuada, mientras espera el resultado del exa-
men microbiologico *

5. Diagnoéstico de agentes virales en IRA

El diagnostico y el manejo de estos pacientes se hace en
la mayoria de los casos solamente desde el punto de vista
clinico basado en signos y sintomas, sin recurrir al diag-
nostico microbioldgico, ya que no se cuenta con suficien-
tes laboratorios capacitados que brinden un resultado
rapido, por lo que es importante adiestrar personal en el
manejo de muestras para el diagndstico bacterioldgico o
viral de infecciones respiratorias y desarrollar técnicas
que permitan el aislamiento e identificacién de los agen-
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tes etioldgicos ¥ '8 17,

La muestra para aislar o identificar agentes virales
puede ser desde un exudado faringeo hasta una puncién
pleural o transcricotiroidea; se debe depositar en un
medio de transporte como caldo soya tripticaseina con
0.5% de gelatina y manteneria a baja temperatura, para
que en el laboratorio se inocule inmediatamente en culti-
vos celulares y en embriones de pollo; si no se procesa de
inmediato, se recomienda congelarla a -70°C. A partir de
cultivos celulares, se observa la presencia de efecto cito-
patico o se hace hemadsorcion de eritrocitos de cobayo
sobre la monocapa del cultivo celular; o bien, con el
medio de cultivo se pueden desarrollar técnicas que permi-
tan la identificacion del agente viral involucrado. Las
técnicas pueden ser tradicionales como: fijacion de com-
plemento, hemaglutinacion, inhibiciénd 1 hemaglutina-
cién o la neutralizacién 7 '¥. En cambio, hay técnicas
modernas, especificas y sensibles que permiten obtener
resultados rapidos inmediatamente después de tomada la
muestra, entre estas tenemos: la inmunofluorescencia,
ELISA Y RIA, mediante las cuales se puede identificar al
virus completo o algunos de sus componentes. También
son utiles las pruebas serologicas a partir de suero que
permiten conocer la respuesta inmune inducida por el
virus en el huésped o la microscopia electrénica a partir
del cultivo 17 22 38,

A continuacién se describen brevemente algunos
microorganismos involucrados en IRA y su importancia.

Streptococcus pyogenes y otros estreptococos beta
hemoliticos. Son cocos gram positivos agrupados en
cadenas, que se han clasificado de acuerdo con sus pro-
piedades beta hemoliticas en placas de gelosa sangre. La
ulterior caracterizacion de Lancefield, en gruposdela A a
la V, se basa en las propiedades inmunolégicas del carbo-
hidrato C, que estd unido a la matriz mucopéptida de la
pared celular '3 . Otros estreptococos beta hemoliti-
cos pueden producir infecciones agudas y aislarse de
casos de endocarditis. El grupo D o enterococo es resis-
tente a la penicilina y junto con el grupo “milleri” solo se
investiga si se obtiene por puncidn .

Streptococcus pneumoniae. Son diplococos encapsula-
dos, gram positivos, lanceolados. La capsula posee un
polisacarido inmunologicamente diferente para cada uno
de los 83 tipos descritos. La presencia de la capsula se
relaciona con la patogenicidad, como lo indica la alta
proteccion que brinda la inmunizacién pasiva o activa
con el polisacarido especifico contra el tipo homoldgo
1937

Staphylococcus aurecus y otros Staphylococcus. Son



COCOs gram positivos, con agrupamiento en racimos irre-
gulares. Poseen una alta tolerancia a la sal y se encuen-
tran entre las bacterias no esporégenas mas resistentes.
Algunas cepas son capsuladas, producen enzimas extra-
celulares como la coagulasa, estafilocinasa, nucleasa,
lipasa y hialuronidasa. Producen diversas toxinas, cuatro
tipos diferentes de hemolisinas, leucocidinas, toxina epi-
dermolitica y enterotoxina ® . La importancia clinica de
algunas cepas de Staphylococcus coagulasa negativa,
principalmente en individuos comprometidos, es un
hecho aceptado !

Corynebacterium diphtheriae. Son organismos gram
positivos semejantes a bastones, que se encuentran dis-
puestos en forma de empalizadas con ensanchamientos
en forma de letras chinas, su tincién es irregular por la
presencia de abundantes granulos metacromaticos. Las
cepas que producen toxina son lisogénicas; si pierden su
fago especifico, son incapaces de producir toxina > '

Enterobacterias y Pseudomonas aeruginosa. Son bacte-
rias gram negativas que se encuentran en los intestinos o
en baja cantidad en el aparato respiratorio de individuos
sanos. Se considera que la mayoria de las infecciones
nosocomiales de IRA se producen por estos bacilos *
Se incluye también a: Klebsiella pneumoniae y Escheri-
chia coli "* "

Haemophilus influenzac. Son pequefios cocobacilos,
gram negativos, presentes en las vias respiratorias altas
en la poblacion normal, por lo general. no son capsula-
dos, hasta el 509% de los nifios suelen ser portadores. Las
cepas capsuladas poseen polisacdridos que permiten cla-
sificarlas en seis serotipos (del a al f) con pruebas de
coaglutinacion. El tipo b es el que se encuentra con mas
frecuencia en las infecciones y es la cepa capsulada que
normalmente se recupera en los portadores. Se han des-
crito como antigenos una proteina sdématica, comuin a
todos los tipos, y una endotoxina. La virulencia se rela-
ciona con la presencia de la capsula y se acepta la patoge-
nicidad de las cepas acapsuladas en individuos
comprometidos y en otitis media * %

Bordetella pertussis. Es un cocobacilo gram negativo,
pequenio, capsulado. Con su composicién antigénica
completa en organismos capsulados de la fase 1, tiene
vellosidades o pilis. Las resiembras frecuentes en el labo-
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ratorio producen organismos intermedios, fase 11 y 11I;
en la fase IV, se pierde la virulencia, la cdpsula y las
vellosidades. Las reacciones de aglutinacion sirven para
identificar los diversos antigenos; los cuales sen especifi-
cos de género, especie ¢ incluso de cepa. Las vellosidades
tienen hemaglutinina y la pared celular posee una téxina
termoestable y otra termolabil, las cuales son antigénicas.
Posee un factor promotor de linfocitosis (FPL), un factor
que sensibiliza la histamina (SH) y un factor que es
mitogénico para los linfocitos T. Produce una toxina o
pertusigeno. Parece ser que la proteccion es producida
por la hemaglutinina y por una lipoproteina que se
encuentra en la membrana plasmética * '¢

Legionella pneumophila. Son bacilos gram negativos
pleomorficos que se tifien débilmente. Requiere L-cistei-
na, sales férricas y medios ricos para crecer como el
medio de Feeley y Gorman y CYE. Puede sobrevivir por
meses en agua. Causa neumonia o legionelosis vy una
variante mas leve denominada Fiebre de Pontiac *

Mycoplasma pneumoniae. Son extremadamente poli-
formes; los esféricos suelen tener didmetros de 300 a 800
nm, mientras que las variedades filamentosas tienen un
didmetro de 100 a 300 nm y una longitud de 3 a 150 nm.
L.a mayor parte de las nueve especies que se pueden
encontrar en el aparato respiratorio son comensales. M.
pneumoniae produce neumonia y s¢ puede adherir a la
superficie del epitelio respiratorio uniendo su punta a los
receptores de dcido neuraminico. (ju'izé el dafio celular
sea consecuencia de que los organismos liberan peréxido
de hidrogeno ° ¢

Chlamidia trachomatis y Chlamidia psittaci. Son
microorganismos intracelulares obligados, que se repli-
can en el citoplasma de la célula huésped y no se pueden
cultivar en medios de laboratorio. para su aislamiento
que emplea la inoculacién en embrién de pollo o el cultivo
celular de Mac Coy. Producen cuerpos de inclusién que
se pueden tefiir por técnicas de inmunofluorescencia
directa '’

En conclusion, el diagnostico de laboratorio de IRA se
debe realizar y puede aportar datos importantes al
médico y al epidemiélogo, siempre y cuando se maneje
adecuadamente.
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