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La detección de bacterias recubiertas de anticuerpos,
mediante antigammaglobulinas humanas marcadas, en las
secreciones del tracto respiratorio, ha sido propuesta
como una técnica para identificar la infección bacteriana
pulmonar. Este trabajo ha sido planificado para estudiar
su valor diagnóstico en el esputo. Se estudian 14 muestras
de esputos procedentes de pacientes con neumonía bacte-
riana y otras 14 de pacientes con otras bronconeumopa-
tías. La sensibilidad de la técnica para el diagnóstico de
las neumonías bacterianas fue del 86 %, con una especifi-
cidad del 43 %. Ello sugiere que dicha técnica no diferen-
cia las bacterias que infectan las vías respiratorias de las
que lo hacen en el parénquima pulmonar; aunque sí dife-
rencia las bacterias que contaminan las muestras de es-
puto de las que causan infección. En nuestra serie, la toma
previa de antibióticos no modificó los resultados. Las
muestras más aptas para este estudio son las que contie-
nen más de 25 leucocitos por campo (x 100). Finalmente,
no se observaron diferencias en los resultados obtenidos
en cada muestra empleando anti-IgG, anti-IgA y anti-IgM
y el tiempo requerido para su positivización no incidió en
el resultado, todo ello sugiere que la respuesta inmunitaria
local pulmonar fue de tipo secundario.
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Bacteria coated with antibodies in the sputum

The detection by labeled human anti-gamma globulins
of bacteria coated with antibodies in the secretions of the
respiratory tract has been proposed as a method for iden-
tifying bacterial infections of the lung. The aim of the pre-
sent work is to assess its diagnostic valué in sputum sam-
ples. Fourteen sputum samples obtained from patients
with bacterial pneumonía and 14 sputum samples from
patients with other bronchopneumopathies were studied.
Sensitivity and specificity of the method for diagnosing
bacterial pneumonia were 86 % and 43 %, respectively,
suggesting that such method do not distinguish between
bacteria infecting airways from bacteria infecting lung pa-
renchyma, bul it allows to differentiate bacteria contami-
nating sputum samples from those causing infection. In
our series, the previous treatment with antibiotics did not
modify the results. The niost appropriate samples for be-
ing studied are those containing more than 25 leukocytes
per field (X 100). Finally, there were no differences in the
results obtained in each sample employing anti-IgG, anti-
IgA, or anti-IgM. The time required for positivation did
not have any influence on the result, suggesting that the
local immune response of the lung was of secondary type.

Introducción

El estudio microbiológico del esputo en el diagnóstico de
la infección pulmonar, la mayoría de autores lo consideran
de poca utilidad por la contaminación que se produce a su
paso por la cavidad orofaríngea'. Por ello, se han propuesto
diferentes técnicas para obviar dicha contaminación. Sin
embargo, estas técnicas se han empleado de forma indistinta
en pacientes con infección de las vías aéreas y del parén-
quima pulmonar con resultados similares2"5. La detección de
bacterias recubiertas de anticuerpos (BRA), inicialmente se
aplicó a muestras de orina, para diferenciar las infecciones
urinarias altas de las bajas, con buenos resultados6'7, aunque
no todos los autores están de acuerdo con ello8. Winter-
bauer et al9 fueron los primeros en aplicar esta técnica a
muestras de secreciones respiratorias, con excelentes resul-
tados. Para estudiar su rentabilidad diagnóstica, nosotros la
hemos aplicado a muestras de esputo de un grupo de pa-
cientes con neumonía bacteriana, tomando como control a
un grupo de pacientes con otras bronconeumopatías.

Recibido el 18-7-1988 y acoplado el 19-10-1988.
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Material y métodos

La población estudiada ha sido de 14 pacientes afectos de neu-
monía bacteriana, cuyo diagnóstico etiológico se obtuvo mediante
hemocultivo, cultivo del líquido pleural o de la punción pulmonar.
Sus características están descritas en la tabla I. Como grupo control,
se estudiaron 14 muestras de esputo procedentes de pacientes con
otras patologías respiratorias, cuyas características están descritas en
la tabla II.

Las muestras de esputo estudiadas llegaron al Laboratorio de Mi-
crobiología de forma rutinaria. De todas ellas se tomó una muestra
de la zona de máxima purulencia macroscópica, y se practicó una
tinción de Gram. Esta se leyó a 100 aumentos, con la que se realizó
un contaje de los leucocitos y células epiteliales presentes, según la
clasificación descrita en la tabla III1 0 " y luego era leída a 1.000 au-
mentos para el estudio microbiológico. Cuando el clínico así lo había
solicitado y la lectura a 100 aumentos evidenciaba que era represen-
tativa del foco infeccioso, se cultivaba en agar-sangre, agar-choco-
late y McConkey. La identificación de los microorganismos se re-
alizó según las técnicas habituales. Sin conocer la orientación
diagnóstica del paciente, ni el resultado de los cultivos, se practicó la
técnica de inmunofluorescencia. La metodología seguida fue la si-
guiente: se recogieron 0,5 mi de la muestra de esputo, escogiendo la
zona de máxima purulencia macroscópica, a los que se añadió 5 mi
de una solución tamponada de fosfato (PBS) a pH de 7,3. Se homo-
geneizó vigorosamente en un mezclador (Gri Celr) y se centrifugó a
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TABLA I
Características de los pacientes con neumonía y resultados

Casos

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

Edad

76

60

42

53

77

88

52

54

83

83

34

48

35

40

Enfermedades
subyacentes

Psicosis

No

Bronquitis cr.
Enolismo
Bronquitis cr.

Enolismo

No

Insuf. renal
Hemodiálisis
Enolismo

Bronquitis cr.

Neoplasia
de colon
Colecistectomía

Insuf. renal
Hemodiálisis
Bronquiectasias

Bronquiectasias
Enolismo

Días de
evolución

1

3

3

2

5

15

15

—

7

20

3

60

90

20

Tratamiento
previo

No

No

No

No

Cefamandol

Penicilina

No

Cefotaxima
Amikacina
Cefamandol

No

No

No

Cefotaxima
Netilmicina

Cefamandol
Clindamicina

Esputo:
Tinción (
Grado*

5

5

5

4

1

5

6

5

5

5

2

5

5

5

e Gram
Microbiología

CGP (Str y Stf),
BGN y CGN
CGP (Str)

CGP (Str), BGN
y CGN
CGP (Str), BGN
y CGN
CGP (Str y Stf),
BGN y levaduras
CGP (Str)

CGP (Str) y BGN

BGN, CGP (Str)
y CGN
BGN

CGP (Str), BGN
y CGN
BGN, CGP (Str
y Stf) y CGN
BGN

CGP (Str y Stf),
BGN y CGN

BGN, CGP (Str)
y filamentos

Cultivo

S. aureus

S. pneumoniae

S. pneumoniae

S. pneumoniae

estreptococo
a-hemolítico
S. pneumoniae

S. pneumoniae

K. pneumoniae

K. pneumoniae

estreptococo
a-hemolítico
No se realizó

í. marcescens

No se realizó

P. aeruginosa,
A. fumigatus y
estreptococo
a-hemolítico

BRA

(+) cocos

(+) cocos

(+) cocos
y bacilos
(+) cocos

(+) cocos

(+) cocos

Negativo

(+) bacilos

(+) bacilos

(+) cocos

Negativo

(+) bacilos

(+) cocos
y bacilos

(+) cocos
bacilos y
filamentos

Técnica de
referencia

Hemocultivo:
S. pneumoniae
Hemocultivo:
S. pneumoniae
Hemocultivo:
S. pneumoniae
Hemocultivo:
S. pneumoniae
Hemocultivo:
í. pneumoniae
Hemocultivo:
S. pneumoniae
Hemocultivo:
.9. pneumoniae
Hemocultivo:
S. pneumoniae
Hemocultivo:
S. pneumoniae
Hemocultivo:
S. faecalis
Hemocultivo:
B. fragilis
L. pleural:
S. marcescens
Punción
pulmonar:
S. aeruginosa
Punción
pulmonar:
P. aeruginosa
Serología:
A. fumigatus

CGP = Cocos gram-positivos; BGN = Bacilos gram-negativos; CGN = Cocos gram-negativos; Str = Estreptococos y Stf = Estafilococos;
(*) Según la citología presente.

1.000 g (Labofuge Hereausr) durante 10 minutos. Desechando el so-
brenadante se repitió la operación. El sedimento se extendió en un
portaobjetos con varios pocilios, se añadió una microgota de una so-
lución al 20 % de anticuerpos anti-gammaglobulina humana mo-
noespecífica (anti-IgG, anti-IgA y anti-IgM) marcados con fluores-
ceina (Instituto Berhing SA); y como control negativo, en un cuarto
pocilio se añadió una microgota de una solución al 20 % de anti-
cuerpos anti-albúmina humana, también marcados con fluoresceina
(Instituto Berhing SA). La preparación se dejó incubar en cámara
húmeda, en una estufa a 37 "C durante 30 minutos. Posteriormente
se lavó con PBS en un agitador (Agitador Rotativo Atom 80f) du-
rante 10 minutos, tres veces seguidas. La lectura se realizó en mi-
croscopía de fluorescencia (Leitz Wetziarr). Se consideraron positi-
vas aquellas muestras en las que se demostraron 5 o más bacterias
fluorescentes por campo (xl.OOO), siempre que en el control resul-
tara negativa.

Resultados

Los resultados obtenidos en las muestras de esputo proce-
dentes de los pacientes del grupo con neumonía, se presen-
tan en la tabla I. En todas las muestras estudiadas, la tinción
de Gram detectó la presencia de microorganismos. El cul-
tivo se realizó en todas las muestras excepto en la 12 y 13; y
aisló un predominio de microorganismos potencialmente
patógenos en 10 de los 12 cultivos, todos ellos coincidieron
con el resultado obtenido en la técnica tomada como refe-
rencia, excepto en el caso 1. La técnica de inmunofluores-
cencia resultó positiva en 12 muestras y la morfología de-

tectada coincidió con el microorganismo aislado en la
técnica de referencia, aunque en los casos 3, 13 y 14 se de-
tectaron además otras BRA. De las tres muestras (casos 5, 7
y 11) con menos de 25 leucocitos por campo (x 100), dos
resultaron negativas con la técnica de inmunofluorescencia,
pues aunque en ambas se detectaron BRA, lo fueron en
número inferior al exigido. En las seis muestras de esputo,
obtenidas de pacientes que habían iniciado el tratamiento
antibiótico, la técnica resultó positiva. Los pacientes de este
grupo con neumonía, que referían un menor tiempo de evo-
lución de la enfermedad eran, el caso 1 con 24 horas, el 4
con 48 y los pacientes 2, 3 y 11 con 72 horas, en todos ellos
la técnica de inmunofluorescencia resultó positiva.

Los resultados obtenidos en las muestras de esputo de los
pacientes del grupo control están descritos en la tabla II. La
tinción de Gram detectó la presencia de microorganismos en
todas las muestras. El cultivo se realizó en siete casos y en
tres de ellos (casos 3, 5 y 14) aisló bacterias potencialmente
patógenas. La técnica de inmunofluorescencia resultó posi-
tiva en 6 casos, de los que sólo la muestra del paciente 3 co-
rrespondía a las muestras con cultivo positivo para patóge-
nos potenciales. En las muestras de esputo de los pacientes
2, 5, 8 y 10 también se detectaron BRA, aunque en número
inferior al exigido para interpretar la técnica como positiva.
En este grupo control, se estudiaron 4 muestras con menos
de 25 leucocitos por campo (x 100), dos de ellas (casos 3 y
12) resultaron positivas y las dos restantes negativas, aun-
que en el caso 2, por detectar menos de 5 BRA por campo
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TABLAII
Caracteristicas de los pacientes del grupo control y resultados

Enfermedades Dias de Tratamiento
Esputo:

Casos Edad
subyacentes evoluci6n previo

Tinci6n de Gram Cultivo BRA
Gradoo Microbiologia

1 55 Abdomen agudo 5 No 1 CGP (Str) Estreptococo Negativo
Atelectasia a-hemolftico

2 21 Asma 4 No 1 CGP (Str), BGN, CGN No se realiza Negativo
Atelectasia y levaduras

1 55 Abdomen agudo 5 No 1 CGP (Str) Estreptococo Negativo
Atelectasia a-hemolftico

3 76 Diabetes 7 AmoxiciIina 6 CGP (Str), BGN y CGN S. pneumoniae (+) cocos
Bronquitis cr.

4 56 Bronquiectasias 30 Ampicilina 5 CGP (Str), BGN y CGN No se realiza (+) cocos
5 50 Asma 15 No 5 CGP (Str y Stt), P. aeruginosa Negativo

BGNyCGN
6 67 Bronquitis er. 5 Amoxicilina 5 CGP (Str), BGN y CGN No se realiza (+) cocos
7 78 Bronquitis cr. 17 Amoxicilina 3 CGP (Str), BGN y CGN Estreptococo Negativo

a-hemolftico

8 24 Abdomen agudo 2 No 5 CGP (Str) y BGN Estreptococo Negativo
Atelectasia a-hemolftico

9 83 Insuf. cardiaca 7 No 5 CGP (Str y Stt) No se realiza Negativo
BGNyCGN

10 40 Bronquiectasias - No 5 BGN, CGP (Str) y CGN No se reaIiza Negativo
11 70 Bronquitis cr. 14 AmoxiciIina 5 CGP (Str), BGN y CGN No se realiza (+) cocos
12 74 Bronquitis er. 30 No 1 CGP (Str), BGN y CGN Estreptococo (+) cocos

Diabetes a-hemolftico y bacilos
13 81 Bronquitis cr. 2 Cefamandol 3 BGN, CGP (Str) y CGN No se realiza (+) cocos

Diabetes y bacilos
14 72 lAM 2 Cefamandol 5 CGP (Str) y BGN H. influenzae Negativo

Atelectasia

lAM = lnfarto agudo de miocardio; CGP = Cocos gram-positivos; BGN ｾ Bacilos gram-negativos; CGN = Cocos gram-negativos; Str = Estreptococos

y Stf = Estafilococos; (0) Segun la citologia presente.

Discusi6n

TABLA III
Criterios de evaluaci6n de la composici6n citol6gica

Winterbauer et al 9 son los primeros en aplicar esta tecnica
alas secreciones del tracto respiratorio. En esta primera se-
rie, las muestras estudiadas se obtienen mediante fibrobron-
coscopia y, tomando como referencia el resultado del cultivo
cuantitativo del cateter telescopado, obtienen una sensibili-

(x 1000). De los 7 casos que habfan iniciado el tratamiento
antibi6tlco at obtener la muestra de esputo, unicamente en
los casos 7 Y 14 la inmunofluorescencia result6 negativa al
no deteetar BRA.

Los resultados obtenidos con las tres inmunoglobulinas
ensayadas (anti-IgG, anti-lgA y anti-IgM) fueron similares
en cada muestra estudiada, excepto en el caso 5 del grupo
con neumonfa, en que la anti-IgG no detect6 BRA, la anti-
19A las detect6 en cantidad inferior a 5 por campo (x 1000),
y la anti-IgM result6 positiva; y en el paciente 3 del grupo
control, en que unicamente la anti-IgG detect6 la presencia
de BRA.

dad del 73 %, con una especificidad del 98 % para dicha
tecnica en el diagn6stico de la neumoma bacteriana. Noso-
tros hemos aplicado esta tecnica a muestras de esputo de 14
pacientes con neumonfa bacteriana, tomando como referen-
cia tecnicas de especificidad maxima reconocida, y a 14
muestras de esputo procedentes de pacientes sin criterios de
infecci6n parenquimatosa pulmonar. En nuestra serie, la
sensibilidad de la tecnica de inmunofluorescencia para el
diagn6stico de la neumonfa bacteriana ha sido del 86 %,
con una especificidad del 43 %. Esta falta de coincidencia
entre nuestros resultados y los obtenidos por Winterbauer et
a1 9

, los relacionamos con la tecnica de obtenci6n de la
muestra; mediante el fibrobroncoscopio se pueden obtener
secreciones del tracto respiratorio sin que exista una pato-
logfa broncopulmonar concomitante, sin embargo esta es
necesaria para que el paciente expectore. Una de las causas
que explican la presencia de esputo, es la infecci6n de las
vias respiratorias y el hecho de que la especificidad haya re-
sultado tan baja, sugiere que las bacterias que infectan las
vias respiratorias estan recubiertas de anticuerpos. Esta con-
clusi6n ya habfa sido apuntada por nuestro grupo 12 y Ve-
reen et al 13 han presentado un trabajo en pacientes con
bronquitis cr6nica, en los que se evidencia la presencia de
BRA en el esputo. En los pacientes con via aerea artificial,
en los que hay facilidad para la obtenci6n de secreciones
respiratorias, nuestros resultados 14 se asemejan a los presen-
tados por Winterbauer et a1 9

.

En la tinci6n de Gram de las muestras de esputo de los
pacientes con neumonfa, ademas de 105 microorganismos
responsables de la infecci6n, se evidencian otros, que con la
tecnica de inmunofluorescencia no se detectan recubiertos
de anticuerpos, excepto en los casos 3, 13 Y 14 que luego se
comentaran; y el hecho de que con el control (anticuerpos
anti-albumina) no se detecten bacterias fluorescentes. es sig-

>25
>25
>25
10-25

<10
<25

I Celulas epitelialeso

<10
10-25
>25
>25
>25
< 25

Leucocitos·I

I
2
3
4
5
6

Grado

° por campo (x 100)
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nificativo de que las bacterias responsables de la infección
están recubiertas de anticuerpos, en cambio, las que conta-
minan la muestra no lo están. El caso 3 del grupo con neu-
monía, en que la técnica de inmunofluorescencia detectó la
presencia de cocos y bacilos, había sido orientado clínica y
radiológicamente como neumonía por aspiración, en tal
caso la etiología polimicrobiana es frecuente y ello no
queda descartado porque el hemocultivo aislara únicamente
Streptococcus pneumoniae.ls En las muestras de esputo de
los casos 13 y 14 del mismo grupo, también se detectaron
formas bacterianas fluorescentes, que no coincidieron con
las bacterias aisladas en la técnica de referencia; ambos eran
pacientes sometidos a tratamiento antibiótico; y éste puede
enmascarar el resultado del cultivo16.

De las tres muestras de esputo del grupo con neumonía
con menos de 25 leucocitos por campo (x 100), dos resulta-
ron negativos, y de las cuatro del grupo control también re-
sultaron negativas dos; así pues, parece evidente que las
muestras con más de 25 leucocitos por campo (x 100) son
más adecuadas para la aplicación de esta técnica. El trata-
miento antibiótico previo no modificó los resultados.

El que la técnica de inmunofluorescencia haya resultado
positiva en las muestras de esputo de los pacientes que refe-
rían un menor tiempo de evolución de la enfermedad, su-
giere que la respuesta inmunitaria local pulmonar ha sido de
tipo secundario17; ello viene refrendado por el hecho de que
las tres anti-gammaglobulinas utilizadas han demostrado el
mismo resultado en cada muestra estudiada en la mayoría
de los casos, lo cual coincide con los resultados obtenidos
por Winterbauer et al9.
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