Utilidad de los criterios de Murray para el procesa-
miento de esputo en pacientes con fibrosis quistica.
Laboratorio de Infectados de la Universidad de
Antioquia (Medellin/Colombia)

>>> La fibrosis quistica (FQ) es una enfermedad autosémica recesiva, progresiva y
potencialmente mortal, caracterizada por aumento en la viscosidad del moco,
inflamacion y colonizacién/infeccion de la via aérea. En los pacientes con FQ la

persistencia del fendmeno inflamatorio en la via aérea auln sin colonizacién
bacteriana, generadificultades para el reconocimiento de una muestrarespiratoriade
"calidad”. En el siguiente trabajo se aborda la utilidad de los criterios de Murray parael
procesamiento de esputo en fibroquisticos.
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RESUMEN

Introduccioén: la fibrosis quistica (FQ) es una
enfermedad autosdmica recesiva que aumenta la
viscosidad de las secreciones, en especial las del



Tecnologia escalable que acompana su crecimiento

Mddulo WEB, parte de la familia de NextLAB, que permite gestionar amigablemente a Pacientes,

Doctores y Laboratorios derivantes

* Consulta de Resultados on line
* Ingresar ordenes en entorno Web
e Solicitar analisis a pie de cama

Pacientes

Médicos

Lab. Derivantes

Detalle del médulo WEB. ﬂ NeXt LA B®

Concentra la informacion del laboratorio en un solo sitio de internet.
SOFTWARE INTELIGENTE

p-WEB Brinda la posibilidad para que el paciente, desde cualquier lugar,

acceda a sus resultados/ descargar/ imprimir, ingresando un usuario y clave

de acceso.

i-WEB Mdédulo que permite la solicitud a pie de cama de nuevos analisis.

d-WEB Permite administrar la carga, el seguimiento y el resultado,

siendo la mejor herramienta para los laboratorios derivantes.

NextLAB BY Genetrics S.A

Av. del Libertador 8630 6to Piso'1”
C1429EIB NUnhezBuenos Aires

T. (+5411)52 63 02 75 Rot

F. (+5411)52 63 02 75 Ext100

info@nextlab.com.ar




arbol respiratorio; genera inflamacién crénica y
colonizacidn/infeccién por microorganismos, con-
duciendo a deterioro de la funcién pulmonar y
muerte. Nuestro estudio evalud la calidad del
esputo de pacientes con FQ que ingresaron al
Laboratorio de Infectados de la UdeA con base a
los criterios de Murray.

Metodologia: estudio descriptivo coninformacién
retrospectiva, incluyendo todos los esputos de
pacientes con FQ, recolectados entre enero de
2015adiciembre de2018.

Resultados: se analizaron 686 muestras de 85
pacientes, de las cudles se obtuvo cultivo positivo
en 501 (73 %) y el 21 % no cumplian los criterios de
calidad segin Murray. De 908 aislamientos
identificados, 823 (90.6 %) corresponden a micro-
organismos considerados como patdgenos en la
via aérea de los pacientes con FQ donde se inclu-
yen S aureus, Pseudomonas spp, H influenzae,
Burkhordelia spp, A. xylosoxidans, S maltophilia, A
fumigatus, entre otras.

Conclusiones: los criterios de Murray no se deben
utilizar para definir el procesamiento o no del
esputo enpacientescon FQ.

Palabras clave: Fibrosis quistica, esputo, criterios
de Murray.

>>> INTRODUCCION

La fibrosis quistica (FQ) es una enferme-
dad autosomica recesiva, progresiva y potencial-
mente mortal', caracterizada por aumento en la
viscosidad del moco, inflamacién y coloniza-
cionf/infeccién de la via aérea”; lo que lleva a
bronquiectasias, exacerbaciones frecuentes con
deterioro en la funcién pulmonar y muertes
prematuras””’. El seguimiento de las muestras
respiratorias debe ser cuidadoso dado que los
gérmenes que infectan y colonizan la via aérea,
modifican sus caracteristicas morfoldgicas®.

La coloracidon de Gram en las muestras
respiratorias es indispensable para evaluar su
calidad en los laboratorios de microbiologia;
siendo una técnica rapida, econdmica y facil de
realizar’. Para establecer pardmetros de calidad en
el esputo en pacientes sin FQ, se han reportado
diferentes formas’; la mds aceptada es la descrita
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por Murray, quien considera un esputo de buena
calidad, cuando tiene menos de 10 células epite-
liales y mas de 25 leucocitos por campo de alto
poder (CAP)’. Existen otros criterios como los de

Barletty Kalim, siendo menos usados’*’.

Enlos pacientes con FQ la persistencia del
fenédmenoinflamatorio enlavia aérea adn sin colo-
nizacidon bacteriana, genera dificultades para el
reconocimiento de una muestra respiratoria de
"calidad". Nair et al., aplicaron los criterios de
Barlett en un grupo de pacientes con FQ y se
encontré que el 41 % de las muestras respiratorias
serian rechazadas, de las cuales, en el 90 % obtu-
vieron un cultivo positivo para patégenos Gram
negativos”.

Los criterios de Murray, Barlett (Q) y Ka-
lim, fueron establecidos para pacientes con neu-
moniay a pesar de su aceptacion en pacientes con
FQ por la Asociacién Americana de FQ'", en la
literatura’ y en nuestra experiencia, se rechazan
muestras respiratorias consideradas de "no cali-
dad" que pueden aportar informacién microbio-
|6gica relevante a la hora de tomar decisiones con
el paciente™”. El objetivo de este estudio fue
identificar las muestras de esputo que se dejarian
de procesar utilizando los criterios de calidad de
Murrayy el crecimiento bacteriano obtenido.

>>> MATERIALESY METODOS

Estudio observacional descriptivo de cor-
te transversal, con recoleccién de la informacién
de forma retrospectiva. Se incluyeron los esputos
de los pacientes con FQ, de enero de 2015 a
diciembre de 2018, analizados en el laboratorio de
infectados de la Universidad de Antioquia (U de A),
este laboratorio recibe aproximadamente 320
muestras respiratorias de pacientes con FQ por
afio provenientes de Antioquia, Chocd, Cérdoba'y
Sucre (Colombia). Se excluyeron los aspirados
nasofaringeosy lavado broncoalveolar (LBA)y las
muestras que no tenian los datos completos delas
variables del estudio.

Las muestras son recolectadas por profe-
sional en microbiologia y/o auxiliar de laboratorio,
siendo procesadas en su totalidad, indepen-
dientemente de su "calidad". Los pacientes ambu-
latorios se citan trimestralmente en diferentes
horarios para evitar contaminacién cruzada y en



los hospitalizados se toma al ingreso y segun
evolucidn clinica. Las muestras de esputo son sem-
bradas inmediatamente o refrigeradas maximo
por dos horas a 8 °C. La coloracién de Gram se
utilizé segun el protocolo del laboratorio con
recuento semicuantitativo de microorganismos
observados y la calidad del esputo, segun los
criterios de Murray.

Posteriormente en las muestras se evalda
la morfologia y predominio microbioldgico (cam-
po de 100X); los cultivos utilizados fueron medios
primarios (agar sangre y agar chocolate) y un
medio selectivo (agar Macconkey) con incubacidon
a temperatura de 37 °C y atmdsfera de CO2. La
lectura se realizé a las 24, 48 y 72 horas con segui-
miento hasta 8 dias por el lento crecimiento de
algunas bacterias; para la recuperacidon mas efec-
tiva de los microorganismos se utilizé caldo BHI
(Caldo Infusién Cerebro Corazén). Finalmente se
realizé aislamiento, identificaciony antibiograma.

La informacién de variables demogra-

ficas, calidad y resultado de cultivos fue recolec-
tada en una base de datos predisefada para esta
investigacion en Excel. Las variables cuantitativas
se analizaron segun lanormalidad de cada variable
evaluada por la prueba Shapiro-Wilk y se presen-
tan como medidas de tendencia central (media o
mediana) con su respectiva medida de dispersion
(desviacion estandar y rango intercuartilico). Las
variables cualitativas se presentan como frecuen-
ciasabsolutasy porcentajes.

Los datos se procesaron en el programa SPSS 20.

El estudio fue aprobado por el comité de
ética de la U de A (Medellin - Colombia), de
acuerdo con las regulaciones locales, clasifican-
dolacomoinvestigacion conriesgo minimo.

RESULTADOS
Las muestras que cumplian los criterios

de elegibilidad fueron 713. Se excluyeron 27 por
informacionincompleta, quedando para el analisis




en total 686 muestras. Estos especimenes corres-
ponden a 85 pacientes con FQ. Las caracteristicas
generales delapoblaciénse observanenlaTabla1.
La me- diana de la edad fue de 11 afios, con un
rango intercuartilico de 7 a 16 afios. Las muestras
procedentes de pacientes ambulatorios fueron de
582(84,8%).

Del total de las muestras procesadas, 539
(78.6 %) cumplian los criterios de Murray. Las
caracteristicas de los especimenes se reportan en
la Tabla 2. El cultivo fue positivo para algin germen
en 501(73 %) muestras de buena calidad. De las 147
(21.4 %) muestras que no tenian criterios de cali-
dad, se encontré que en 105 (71 %), el cultivo fue
positivo paraalgun germen.

El nimero de microorganismos aislados
por cada esputo segun los criterios de Murray, se
reportan en la Tabla 3 con ningun cultivo con mas
de 3 microrganismo en muestras de no calidad.

De 908 aislamientos identificados, 823
(90.6 %) corresponden a microorganismos consi-
derados como patdgenos en la via aérea de los
pacientes con FQ donde se incluyen S aureus,
Pseudomonas spp., H influenzae, Burkhordelia spp.,
A. xylosoxidans, S maltophilia, A fumigatus, entre
otras. Dentro de las bacterias patégenas, 138 (15.1
%) crecieron en especimenes sin criterios de cali-
dad. La identificacién de los demds microor-
ganismos se puede apreciar enlaTabla4.

En las muestras de mala calidad (105
muestras), se realizaron 138 aislamientos de los
cuales, los bacilos Gram negativos fueron 71 (51.4
%) y 30 (21.7 %) aislamientos fueron para Pseudo-
monas spp. que correspondian a 17 pacientes. Los
cocos Gram positivos se hallaron en 59 (42.7 %)
aislamientos, con presencia de S. aureus en 55 (93
%) de estos que corresponden a 33 pacientes. En 7
(5 %) pacientes se encontrd crecimiento de Asper-
gillus fumigatus y en uno de estos adicionalmente
Aspergillus niger. Se debe tener en cuenta que una
muestra puede tener mas de unaislamiento.

Al comparar la edad, ndmero y tipo de
gérmenes aislados en cultivo, se encontrd que, en
menores de 5 afos, 4 (4,7 %) muestras fueron
positivas, de las cuales 2 correspondieron a alguna
especie de Pseudomonas spp.
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> > Tabla 1. Caracteristicas generales de los
pacientes con FQ atendidos en el Laboratorio de
InfectadosdelaUdeA.

Laboratorio de Infectados de la U de A.

Variable n(%)
Sexo, n (%)
Masculino 42 (49.4)
Femenino 43 (50.6)

Grupo etario, n (%)

2 a4 anos 4. (4.7)
5a 11 afos 31 (36.5)
Mayor de 12 afos 50 (58.8)
Servicio, n (%)

Consulta Externa 582 (84.8)
Hospitalizacién 104 (15.2)

= > Tabla 2. Caracteristicas de los especi-
menesrespiratorios.

Variable n(%)
NUmero de muestras por paciente, 52-11)
mediana y RIC
Muestra de buena calidad 539 (78.6)
Cultivo positivo 606 (88.3)
NUmero de gérmenes por muestra
Ninguno 81(11.8)
1 341 (49.7)
2 225 (32.8)
3 34 (5)
4 5(0.7)

RIC: rango intercuartilico.
>>> DISCUSION

Este es el primer estudio en Latino-
ameérica sobre la utilidad de los criterios de Murray
en muestras respiratorias de pacientes con FQ.
Dichos criterios estan aceptados en esta pobla-
cion®””" aunque originalmente fueron estable-
cidos para pacientes con neumoniabacteriana’. En
FQ, el crecimiento de algunos microorganismos
estd relacionado con el deterioro de la funcidn
pulmonar, como se evidencia con Pseudomonas
aeruginosa™”, donde independientemente de los
sintomas, detectar su crecimiento es médica-
mente relevante e implica tratamiento antibid-

1,2,3

tico™™.

En nuestro estudio, el 21.4 % de las mues-
tras respiratorias no cumplian los criterios de
calidad segiin Murray y no serian procesadas para
cultivo segun los estandares de calidad de los
laboratorios en general®”. La calidad del esputo en
pacientes de FQ es poco estudiada en la literatura
mundial y los criterios utilizados son diferentes a
los de Murray, con unos porcentajes derechazo de
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muestras que van entre el 41 % para el grupo de
Nair et al, al aplicar el indice de calidad (Q) vs
concepto subjetivo de purulencia por parte del
técnico del laboratorio (10) y un 23 % con los
criterios de Kalim que evalda la relacion entre
leucocitos/células escamosas epiteliales lo que
compensa las diferencias en el grosor del frotis o
en la distribucion desigual de las células dentro de
la preparacion’. El valor clinico de los esputos que
se rechazan por no ser de buena calidad,
independiente del criterio utilizado, radica en la
pérdida de la oportunidad de aislar bacilos gram
negativosy cocos gram positivos como patdgenos
parapacientescon FQ.

Para la presente investigacion, la mayoria
de las muestras recolectadas en los 3 afos del
estudio, fueron positivas y como era de esperarse,
se obtuvieron mas cultivos positivos en las mues-
tras con criterios de Murray, pero el objetivo del
estudio, radica en aquellos esputos que aun sien-
do sin calidad aportaron un germen patégeno en
pacientes con FQ. Para el caso especifico de
Pseudomonas spp., se encontraron 17 pacientes
con muestras de no calidad. Si estas muestras se
procesaransegun los estandares de unlaboratorio
convencional, estos aislamientos no serian iden-
tificados de manera oportuna y por lo tanto los
pacientes no recibirian tratamiento, llevandolos a
deterioro de la funcién pulmonar y menor sobre-
vida™™". Esto sugiere que mds que la calidad de la
muestra es mas relevante el tipo de germen iden-
tificado ala hora de tomar decisiones conrespecto
al tratamiento. Lo anterior, se explica por las
caracteristicas del moco de los pacientes con FQ
ya que tiene mayor densidad y viscosidad con
disminucién de la fluidez, mayor concentracién de
microorganismos, con desplazamiento de la mi-
crobiota, por presencia de biopeliculas y uso
frecuente de antibidticos™.

El estudio microbioldgico de los especi-
menes respiratorios en pacientes con FQ, es
indispensable™”y hace parte del adecuado segui-
miento desde el momento del diagndstico y debe
realizarse cada 3 meses y en los momentos de
agudizacion independientemente de la edad. En
nuestro estudio la gran mayoria (84.8 %) de los
esputos obtenidos procedian de pacientes no
hospitalizados y solo 4 pacientes (4.7 %) menores
de 5 afos fueron incluidos y en 2 de ellos se aislé
Pseudomonas spp. Este nimero reducido de nifios
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menores de 5 anos se debe a la dificultad de
expectorar en este grupo de edad. Se ha identifi-
cado Pseudomonas spp. en mas del 80 % de los
pacientes al llegar a los 4 afios y en el 29 % de los
pacientes menores de 6 meses™. Tener este
aislamiento en edades tempranas, ofrece mayor
probabilidad de erradicacidn exitosa y aplaza el
tiempo de colonizacidén crénica con Pseudomonas
spp. con fenotipo mucoide™ por lo que se deben
emplear otros métodos para la recolecciéon de
muestras respiratorias como el aspirado nasofa-
ringeo o el esputo inducido en los pacientes que
no expectoran. Lo anterior cobraimportanciaenla
poblaciéon menor de 5 afios, ya que son los que
tiene menos defectos estructurales de la via aérea
y por la fisiopatologia de la enfermedad, no es
necesaria la alteracion anatdmica para la coloni-
zaciénbacteriana®.

> > Tabla 3. Comparacion entre la calidad y el
ndmero de microorganismos.

Muestras sin criterios de

Numero de Muestras de Calidad .
microrganismo n (%) calidad
n (%)
1 269 (45) 72 (11.9)
2-3 226 (37) 33 (5.5)
4 5(1) 0

Ya se ha establecido que los aislamientos
microbioldgicos de la via aérea superior (aspirado
nasofaringeo), se correlacionan con los de la via
aéreainferior en pacientescon FQ™*”.

P. aeruginosa se detecta 88 veces mas en
muestras de via aérea superior de pacientes con
cultivos positivos en especimenes representativos
de via aérea inferior, en comparacién con pacien-
tes en quienes nunca se ha detectado este micro-
organismo™. Otro autor, identificé P. aeruginosa
solo en via aérea superior*y explica que puede
existir cierto tipo de infeccién cruzada donde los
senos paranasalesy la faringe sirven de reservorio
de patégenos que luego se extienden a traquea y
bronquios a través del escurrimiento posterior,
microaspiraciones o uso de sondas™. El trata-
miento antibidtico temprano ante un aislamiento
de Pseudomonas spp. en especimenes respira-
torios, incluso solo de via aérea superior, puede
prevenir la colonizacion de la via aérea inferior™.
Esto reafirma, la utilidad de muestras respiratorias
diferentes al esputo, incluyendo muestras que
podrian clasificarse como de mala calidad en el



seguimiento de pacientes con FQ.

Para Murray, larazén de calificarla calidad
en las muestras respiratorias fue la de garantizarla
procedencia del espécimen de las vias aéreas
inferiores y disminuir la posibilidad de crecimiento
microbiano por contaminacién® sin embargo, en
nuestro estudio, el 43.5 % de los cultivos positivos
con o sin criterios de calidad, tuvieron crecimiento
polimicrobiano. Para los pacientes con FQ, este
tipo de aislamiento multiple es el reflejo de las
caracteristicas del moco y del proceso inflama-
torio permanente de la via aérea que permiten Ia
presencia de varios microorganismos por lo que
no se debe considerar como especimen conta-
minado. El clinico debe ser el que determine Ila
relevanciadelos gérmenesidentificados.

Por todo lo anterior, ninguna muestra
respiratoria del paciente con FQ debe rechazarse
por su calidad puesto que asi sean de via aérea
superior, la relevancia clinica va a depender del
tipo de microorganismo que se aisle. Los criterios
para evaluar la calidad de una muestra respiratoria

©fincarossa

no son utiles en pacientes con FQ y ya algunos
autores han propuesto el procesamiento de todas
las muestras respiratorias con o sin criterios de
calidad’; esta condicidn es la utilizada en nuestro
laboratorio, que es de referencia para muestras
respiratorias.

La principal limitacion del estudio esta
dada por las fuentes de informacién secundarias
con datos retrospectivos, debido a que no se
pueden controlar los potenciales sesgos de infor-
macion.

Tabla 4. Microorganismos patdgenos
aislados en muestras respiratorias con y sin
criterios de calidad en pacientescon FQ.

Muestras de

calidad Muestras de no calidad

Microorganismo

S. aureus 341 55
Pseudomonas spp. 215 30
S maltophilia 31 10
S marcescens 29 2
A. xylosoxidans 28 4
A fumigatus 27 7




H influenzae 16 15
K pneumoniae 16 1

E coli 15 2
A baumannii 10 4
Burkhordelia spp 8 0
E cloacae 8 1

K oxytoca 5 0
M catarrhalis 4 0
A haemolitycus 3 0
E gergoviae 2 2
S pneumoniae 2 3

Neisseria spp 2 0
S pyogenes 1 1

K. aerogenes 1 0
M morganii 1 0
S agalactiae 1 0
B bronchiseptica 1 0
P esputorum 1 0
Haemophylus spp 1 0
P dispersa 1 0
A niger 0 1

En conclusidn, todas las muestras respira-
torias de pacientes con FQ deben ser procesadas
para cultivo, independiente del cumplimiento o no
de los criterios de calidad utilizados en los labora-
torios. La mayoria de los microorganismos
aislados en la totalidad de las muestras, fueron
patégenos para pacientes con FQ, por lo que ala
hora de tomar decisiones terapéuticas, es mas
relevante el tipo de germen aislado que la calidad
de la muestra. El aspirado nasofaringeo debe
considerarse como una opcion confiable para la
recoleccion de la muestra en el paciente que no
puedaexpectorar.
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