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RESUMEN

Objetivo: Comprobar la utilidad de técnicas no invasivas para el diagnodstico de la neumonia bacteriana en
pacientes con VIH/sida.

Métodos: Se realizd en el Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”, un estudio descriptivo de 85 pacientes
con VIH/sida y diagndéstico presuntivo de neumonia bacteriana (comunitaria o intrahospitalaria), por criterios
clinicos y radiolégicos, desde noviembre de 2007 hasta abril de 2008. Antes de instaurar el tratamiento anti-
microbiano, se coleccionaron 84 muestras de esputo (un paciente present6 incapacidad para expectorar) y 85
muestras de sangre para cultivo. La identificacion de las bacterias aisladas se realizo por el sistema semiauto-
matizado miniApi (bioMérieux, Francia).

Resultados: El diagnostico microbiolégico permitié confirmar la etiologia bacteriana de la neumonia en 72 pa-
cientes (84,7%). Los microorganismos mas frecuentes fueron: Streptococcus pneumoniae (40,5%), Klebsiella
pneumoniae (14,8%) y Pseudomonas spp. (10,8%). La positividad del cultivo de esputo bacteriolégico fue alta
(84,5%), en contraposicion con los resultados de la tincién de Gram del esputo (9,5%) y el hemocultivo (2,3%).
Conclusiones: Se comprobé que el cultivo del esputo es una técnica util para el diagnodstico de la neumonia
bacteriana en los pacientes con VIH/sida, en los que S. pneumoniae fue el principal agente etiol6gico identifi-
cado.
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INTRODUCCION

n los pacientes infectados con el virus de la in-

munodeficiencia humana o con el sindrome de in-

munodeficiencia adquirida (VIH/sida), el riesgo de
padecer una neumonia bacteriana (NB) aumenta de 10
a 30 veces, lo que reduce la supervivencia con respecto
a los individuos que no presentan un episodio previo de
esta infeccion respiratoria (1, 2). El Centro para el Con-
trol y la Prevencion de Enfermedades (CDC, siglas en in-
glés) reconoce a la NB recurrente (mas de dos episodios/
afo) como una enfermedad marcadora del sida (3). El
diagnostico presuntivo de la NB se basa en los criterios
clinicos y radioldgicos; no obstante, el estudio microbio-
l6gico permite identificar al agente causal y confirmar el

diagnostico, porque frecuentemente la ausencia o pre-
sencia de una consolidacion alveolar en la radiografia de
torax, no distingue la NB de la ocasionada por Pneumo-
cystis jirovecci (PCP) o por virus, que pueden exhibir
patrones radiolégicos semejantes (4).

Identificar el microorganismo permite conocer su sen-
sibilidad antimicrobiana y dominar su epidemiologia,
aspectos imprescindibles para establecer una terapia
adecuada (5). Las técnicas invasivas (lavado bronquial,
aspiracion transtraqueal) son sensibles; sin embargo, su
empleo se justifica en los pacientes hospitalizados con
una evolucion térpida, por lo que el hemocultivo, la tin-
cion de Gram y el cultivo del esputo, constituyen méto-
dos no invasivos esenciales para el diagnostico de la NB
(6-8). Estos aspectos motivaron la realizacion de este
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estudio con el objetivo de comprobar la utilidad de esas
técnicas no invasivas para el diagnoéstico de la NB en
pacientes con VIH/sida.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6, en el Instituto “Pedro Kouri” (IPK), en el pe-
riodo noviembre de 2007 hasta abril de 2008, un estudio
descriptivo prospectivo en 85 pacientes adultos con VIH/
sida, que presentaban una sintomatologia respiratoria
compatible con el diagnéstico presuntivo de NB (comu-
nitaria o intrahospitalaria), por criterios clinicos (tos, ex-
pectoracion, fiebre, disnea, dolor en punta de costado,
leucocitosis, velocidad de sedimentacion globular ace-
lerada) o radioldgicos (infiltrados pulmonares focales o
difusos, alveolares o intersticiales, cavitacion o derrame
pleural).

Criterios de inclusion y exclusiéon: Se incluyeron los pa-
cientes adultos mayores de 20 afos, de ambos sexos,
seropositivos al VIH o en estadio sida y que brindaron su
consentimiento informado de participacion por escrito.
Se excluyeron aquellos que habian recibido tratamiento
antimicrobiano en los siete dias previos al ingreso.

En todos los pacientes, con excepcioén de uno que pre-
sentd incapacidad para expectorar, las muestras de
esputo se recolectaron en frascos estériles, tras un
enjuague previo bucal y antes de aplicar tratamiento an-
timicrobiano. La calidad de las muestras del esputo se
valor6 mediante la tincion de Gram y se consideraron
adecuadas, aquellas en las que se observé un niUmero de
células polimorfonucleares =25 y <10 células epiteliales
por campo menor 10x, segun los criterios de Murray y
Washington (9).

Las muestras de esputo se sembraron en placas Petri

con medio sélido de Agar Base (Biocen, Cuba), suple-
mentado con 5% de sangre de carnero, en Agar Mc-
Conkey (Biocen, Cuba) y Agar Chocolate; posterior-
mente, las placas inoculadas se incubaron (Incubadora
Telstar, Espafia) a 37 ©C durante 18-24 horas.
Para el estudio del hemocultivo, en cada paciente se co-
lectaron dos muestras de 10 mL de sangre antes del pico
febril, estas se inocularon en botellas con medio liquido
(Caldo Cerebro-Corazén, Biocen, Cuba) y se incubaron
durante 18-24 horas. Posteriormente, se realiz6 tincion
de Gram y se hicieron subcultivos en Agar Base Sangre
suplementada con 5% de sangre de carnero. Las bote-
llas de hemocultivo se reincubaron durante tres sema-
nas, se les realizaba observacion diaria y se descartaron
aquellas en las que no hubo crecimiento bacteriano du-
rante el periodo establecido.

La identificacién de los microorganismos se realizd me-
diante el sistema semiautomatizado miniApi (bioMérieux,
Francia), segun las recomendaciones del fabricante. Se
utilizaron las siguientes galerias: ID32 STAPH (para la
identificacion de Staphylococcus spp), rapid 1D32 STREP
(para Streptococcus spp) e ID32 GN (para bacilos Gram
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negativos). La identificacion de Rhodococcus equi y Hae-
mophilus influenzae se realizé por los métodos conven-
cionales descritos a continuacion:

- Rhodococcus equi: De las placas de Agar Sangre incu-
badas a 28° C o0 a la temperatura ambiente, por mas de
siete a 10 dias, se seleccionaron las colonias convexas,
de color asalmonado y con un aspecto mucoide. Se les
realizé tincibn de Gram (cocobacilos Gram positivos) y
de Ziehl-Neelsen modificada (bacilos débilmente acido
alcohol resistentes), asi como las pruebas de catalasa
(positiva) y oxidasa (negativa). Las colonias selecciona-
das se resembraron en Agar MacConkey, para comprobar
la ausencia de crecimiento de R. equi en este medio. Se
realizaron otras pruebas bioquimicas como el crecimien-
to en Agar Bilis (positiva), la hidrélisis de esculina (posi-
tiva), urea (positiva), indol (negativa) y la determinacion
del factor equi, que se realizd, trazando una sola estria
del cultivo de este microorganismo, en sentido perpendi-
cular a una cepa de S. aureus productora de beta lisina,
para observar el reforzamiento tipico de la hemolisis en
forma de flecha (10).

- Haemophilus influenzae: Se seleccionaron las colonias
grises y himedas, semejantes a gotas de rocio. Se ob-
servaron sus caracteristicas morfolégicas, tintoriales y el
agrupamiento mediante la coloracion de Gram (cocoba-
cilos pleomoérficos, Gram negativos). A las colonias que
mostraron esas caracteristicas, se les realizé la prueba
de oxidasa, segun el método de Kovacs (oxidasa positi-
va) vy la deteccion de la catalasa (positiva). Se comprobé
también el fendmeno de satelitismo: crecimiento satélite
de Haemophilus alrededor de una estria de S. aureus en
Agar Sangre. La determinacion de especie se comprobé
a través del requerimiento de los factores V y X. Para
esta comprobacion se hizo una suspension de las colo-
nias en Caldo Cerebro Corazén, equivalente al patron de
turbidez No.1 de la escala de Mcfarland. Posteriormente,
la suspension se inoculd con hisopo estéril en una placa
de Agar Muller Hinton, se realizaron estrias en varias di-
recciones, luego se colocaron los discos impregnados de
los factores (V y X) y las placas se incubaron durante 24-
48 horas para comprobar el crecimiento de las colonias
de H. influenzae alrededor de ambos discos (11)

Cepas control empleadas: Staphylococcus aureus ATCC
25923; Haemophilus influenzae ATCC 49766; Strepto-
coccus pneumoniae ATCC 49619; Klebsiella pneumoniae
700603; Escherichia coli ATCC 25922; Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853.

Definiciones: Se consideré como neumonia confirmada
a todos los casos en los que se obtuvo un crecimien-
to microbiano a partir del hemocultivo o del cultivo de
una muestra adecuada de esputo (=25 células polimor-
fonucleares y <10 células epiteliales por campo menor
10x, en tincidon de Gram). Se identific6 como neumonia
probable los que tuvieron predominio de un patégeno
potencial (por tincion de Gram) en el frotis del esputo,
y neumonia sin confirmar, aquellos en los que no hubo
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ratificacion del diagnostico por los métodos microbiold-
gicos realizados.

Analisis estadistico: Los datos se introdujeron en el Pro-
grama Microsoft Excel, version XP, Windows. Se calculo
el indice de positividad de las técnicas empleadas y los
resultados se expresaron en porcentajes.

RESULTADOS

Se procesaron un total de 169 muestras: 84 esputos y
85 hemocultivos (un paciente tuvo incapacidad para ex-
pectorar). Se confirmé la NB por diagndstico microbiold-
gico en 72 pacientes (84,7%), en 71 de ellos por cultivo
bacterioldgico del esputo y en dos por hemocultivo; uno
se correspondié con el caso que tuvo incapacidad para
expectorar, lo que definio la etiologia de la NB. En el otro
paciente donde el hemocultivo fue positivo, durante su
estadia hospitalaria se aisl6 también un microorganis-
mo a partir de la muestra del esputo (coinfeccion por
dos microorganismos). Un caso se definid como neumo-
nia probable (1,2%) y en 12 (14,1%) no se identifico el
agente etioldgico. Predomind la NB comunitaria (NAC)
en 82 pacientes y tres (3,5%) se consideraron como
neumonias nosocomiales, dos ocasionadas por K. pneu-
moniae y uno por Raoultella spp. (Figura 1).

De las 74 bacterias aisladas en el cultivo bacteriol6-
gico del esputo, predominé S. pneumoniae con 30 ais-
lamientos (40,5%), le siguieron K. pneumoniae con 11
cepas (14,8%) y Pseudomonas aeruginosa con ocho
(10,8%), que se aislaron principalmente en pacientes
con un conteo de linfocitos CD4 inferior a 200 cél/mm3
(58%). Se aislaron también, aunque con porcentajes
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inferiores, los siguientes microorganismos: E. coli iden-
tificada en cuatro casos (5,4%) y Raoultella spp. en tres
(4%). Ademas, se identificaron: S. aureus, S. hominis,
Enterococcus spp., Rhodococcus equi y Gemella spp.,
con una frecuencia de dos casos para cada uno (2,7%),
mientras que a Klebsiella oxytoca, H. influenzae, Serra-
tia marcences, Providencia rettgeri, Acinetobacter junni,
Enterobacter cloacae, Estreptococo del grupo D no Ente-
rococo y Bulkholderia cepacia les correspondi6é un aisla-
miento para cada uno de estos microorganismos (1,3%)
(tabla 1).

La técnica microbiolégica con mayor positividad diag-
nostica fue el cultivo bacteriolégico del esputo, que fue
positivo en 71 casos para un 84,5% (tabla 2).

La tincion de Gram del esputo fue positiva en ocho frotis
(9,5%), de ellas, seis mostraron diplococos lanceolados
Gram positivos presuntivos de neumococo (en todos los
casos confirmados por cultivo del esputo), excepto en un
paciente que se diagnostic6 como una neumonia proba-
ble por S. pneumoniae. Las otras dos ld&minas coloreadas
mostraron bacilos Gram negativos y cocobacilos pleo-
morficos Gram negativos, con un aislamiento posterior
de Raoultella spp. y H. influenzae, respectivamente. La
positividad del hemocultivo fue baja (dos casos para un
2,3%), y en en ambos se aislé S. hominis obtenido en
tres subcultivos; este microorganismo no se considerd
como contaminante por presentar también ambos pa-
cientes criterios clinicos y radiologicos de NB.

DISCUSION

Diversos estudios sefialan la confirmacién del diagnds-

Figura 1. Distribucion de los pacientes con VIH/sida y neumonia bacteriana
segun el diagnoéstico microbioldgico. Instituto Pedro Kouri, 2008.
Fuente: Laboratorio de Microbiologia Clinica. IPK
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Tabla 1. Agentes etiolégicos de neumonia bacleriana identificados en los

pacientes con VIH/sida. IPK, 2008

Microorganismo identificado Nimero de cepas %
Strepfococcus pneurnoniae 30 40,5
Klebsiella pneumoniae 11 14,8
Pseudomonas aeruginosa 8 10,8
Escherichia coli 4 54
Raoultella spp. 3 4,0
Staphyloccoccus aureus 2 2,7
Sthaphyloccoccus hominis 2 27
Enferococcus spp. 2 27
Rhodococcus equi 2 27
Gemellaspp 2 2,7
Klebsiefla oxytoca 1 1,3
H. influenzae 1 1,3
Sermatfia marcences 1 1,3
Providencia refigern 1 1,3
Acinefobacterjunni 1 1,3
Enferobacfercloacae 1 1,3
Estrepiococo delgrupo D no Enterococo 1 1,3
Bulkholderia cepacia 1 1,3
Total 74 100

Fuente: Laboratorio de Microbiologia (Subdireccion Asistencia Médica). IPK

Tabla 2. Resultados de las técnicas microbiologicas utilizadas para el diagngstico de la
neumonia bacteriana en los pacientes con VIH/sida. IPK, 2008

Resultados Resultados Total
Técnica utilizada positivos negativos

n % n N %
Tincién de Gram del 8 895 76 905 84 100
esputo
Cultivo 71 845 13 15,5 84 100
bacteriolégico  del
esputo
Hemocultivo 2 23 83 97,7 85 100
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Fuente: Laboratorio de Microbiologia (Subdireccion Asistencia Médica). IPK
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tico de las NB por métodos microbiolégicos no invasivos
en una baja proporcion de casos (12, 13). También se
notifica que el uso de antimicrobianos influye de forma
negativa en el diagnéstico microbioldgico de las neumo-
nias (14). En este trabajo, el diagndstico microbioldgico
por técnicas no invasivas determino la etiologia de esta
afeccion en la mayoria de los pacientes. Es valido sefialar
que se excluyeron los casos que recibieron antibiotico-
terapia antes del ingreso, se insisti6 en una adecuada
toma de la muestra de esputo, desechandose aquellos
de mala calidad segun la tincion de Gram y se repitio
la toma de muestras en los casos necesarios; ademas,
se garantizé una estrecha comunicacion entre los médi-
cos de asistencia y el laboratorio, para asegurar que se
cumplieran cada uno de los aspectos a investigar. Este
algoritmo de trabajo quizas incidi6 favorablemente en
los resultados obtenidos.

Streptococcus pneumoniae esta incluido entre los agen-
tes etiolégicos mas frecuentes de las NB en pacientes
con VIH/sida (12, 15), ya que en estos casos, los mi-
croorganismos capsulados originan con frecuencia este
tipo de afeccion, debido a la menor producciéon de anti-
cuerpos opsonizantes, a una disminucién del receptor 2
del complemento en los linfocitos B y el deterioro de la
funcion de los macroéfagos y neutrofilos (16).

Diversos microorganismos como K. pneumoniae, otras
enterobacterias y P. aeruginosa, ocasionan NB intrahos-
pitalarias, sobre todo en los pacientes con un bajo con-
teo de linfocitos CD4 (<50 cél/mm3) (14, 17, 18). En
un estudio previo realizado en el Instituto “Pedro Kouri”,
se seflala a P. aeruginosa como un agente etiolégico
frecuente de NB en pacientes con VIH/sida (19). Este
microorganismo se describe también en las bacteriemias
de pacientes con neutropenia, en aquellos que reciben
un tratamiento previo con cefalosporinas y en los que
tienen un conteo bajo de linfocitos CD4 (14).

Los individuos con VIH/sida constituyen las dos terceras
partes de los pacientes con enfermedad por Rhodococ-
cus spp. (20), una bacteria oportunista que afecta sobre
todo a los individuos con un deterioro avanzado del sis-
tema inmune (21), comportamiento que se observo en
este estudio, donde los dos casos con NB causada por
Rhodococcus spp. presentaron un conteo de linfocitos
CD4 inferior a 200 cél/mm3.

En esta investigacion la incidencia de H. influenzae fue
baja, similar a la descrita por otros autores (22); sin
embargo, este microorganismo se identifica con frecuen-
cia en los pacientes con VIH/sida y NB (23), sobre todo
en aquellos que presentan factores de riesgo asociados
como el alcoholismo y el uso de drogas parenterales
(24), antecedentes que no se midieron en este trabajo.

El hacer un examen del esputo en los pacientes con
NAC, constituye un tema de debate permanente. Los ar-
gumentos que se esgrimen a favor o en contra de esta
prueba son la sensibilidad, la especificidad, asi como el
analisis costo/beneficio del mismo. El bajo rendimiento
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de la técnica puede explicarse, en parte, por la falta del
cumplimiento estricto de los métodos de calidad reco-
mendados para el procesamiento o el transporte de la
muestra que tiene ademas el inconveniente de su fre-
cuente contaminacion con las secreciones orofaringeas

(25). Sin embargo, el analisis del esputo no es un mé-
todo invasivo, su obtencion es facil y la interpretacion
micro y macroscopica, acorde con criterios especificos,
contribuye al diagnodstico etioldgico de las NB. Ademas,
cuando se realiza bien, tiene una buena correlacion con
el cultivo de las muestras estériles (12). El Protocolo de
la Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas re-
comienda el estudio del esputo para el diagnoéstico de
esta entidad (1).

La tincion de Gram valora la calidad de la muestra del
esputo, brinda un diagnéstico presuntivo y proporciona
una orientacion adecuada para la terapéutica inicial, por
lo que se expone su utilidad en el diagnéstico de las
NAC (26, 27). En esta investigacion, la tincion de Gram
demostré una utilidad limitada con respecto al diagnos-
tico de la NB y solo fue atil para valorar la calidad de las
muestras de esputo.

A pesar de que la incidencia de enfermedad invasiva
por diversas bacterias como S. pneumoniae y R. equi, es
mayor en los pacientes con VIH/sida que en los indivi-
duos inmunocompetentes, la positividad del hemocultivo
en este trabajo fue muy baja. Aunque se describe la alta
especificidad de esta técnica para el diagndstico de la
NB, la misma presenta de forma general una baja sensi-
bilidad para el diagndstico de dicha afeccion (28, 29, 30).

Muchas variables influyen en la sensibilidad de los he-
mocultivos. En primer lugar, hay que considerar la fisio-
patologia de los procesos, ya que algunas neumonias,
si cursan con bacteriemia, lo hacen de forma fugaz y se
dificulta la deteccién del microorganismo en el momento
de la extraccion de la sangre. Influyen también, el nUme-
ro de muestras recogidas, el volumen de sangre extraido
en cada ocasion y las medidas que se tomen para inhibir
0 neutralizar las propiedades bactericidas normales de
la sangre (30). Los medios que contienen resinas y po-
lianetol sulfonato de sodio (SPS, siglas en inglés), com-
puestos que poseen actividad antifagocitaria, anticoagu-
lante y anticomplemento, aumentan la sensibilidad de
los hemocultivos (31,32), algo similar se describe para
los sistemas automatizados como el Bact/Alert (33).

CONCLUSIONES

Este estudio demostrd la utilidad del cultivo bacterio-
l6gico del esputo para el diagnoéstico de la NB en los
pacientes con VIH/sida, sobre todo cuando se garan-
tiza el cumplimiento de las normas adecuadas para la
toma y el procesamiento de esta muestra bioldgica.
Se corroboré también el escaso valor de otras técni-
cas como la tincion de Gram del esputo y el hemocul-
tivo, para la deteccion de NB en este tipo de pacientes.
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Usefulness of microbiological tests by means of non-invasive methods to diagnose
bacterial pneumonia in patients with HIV/AIDS

SUMMARY

Objective: To determine the usefulness of non-invasive techniques for diagnosing bacterial pneumonia in
patients with HIV / AIDS.

Methods: A descriptive study of 85 patients with HIV/AIDS and a presumptive diagnosis of bacterial pneumonia
(community or hospital) for clinical and radiological criteria, was performed at the Institute of Tropical Medicine
“Pedro Kouri”, from November 2007 to April 2008. Prior to initiation of antimicrobial treatment, 84 sputum
samples (one patient had inability to expectorate) and 85 blood samples for culture were collected. The
identification of the isolated bacteria was performed by mini Api semiautomated system (bioMérieux, France).
Results: The microbiological diagnosis confirmed the bacterial etiology of pneumonia in 72 patients (84.7%).
The most common organisms were Streptococcus pneumoniae (40.5%), Klebsiella pneumoniae (14.8%) and
Pseudomonas spp. (10.8%). The positivity of bacteriological sputum culture was high (84.5%), in contrast to
the results of Gram staining sputum (9.5%) and blood culture (2.3%).

Conclusions: It was found that sputum culture is an useful technique for diagnosis of bacterial pneumonia in
patients with HIV / AIDS, in which S. pneumoniae was the main etiologic agent identified.

Keywords: Microscopy; Culture Techniques; Pneumonia; Bacterial; HIV Infections; Acquired Immunodeficiency
Syndrome.
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