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Uno de los requisitos esenciales en la técnica de LBA,
cuando se utiliza con el fin concreto de estudiar la respuesta
inmune o inflamatoria en patologia intersticial pulmonar, es
que las muestras obtenidas sean representativas del tracto
respiratorio inferior. Por ello, la seleccién de muestras ade-
cuadas es un paso obligado en el estudio de rutina.

Valorar la incidencia de muestras de LBA no iddneas
para estudio citolégico y determinar la relacion entre para-
metros relacionados con la técnica y patologia subyacente
con la calidad de especimenes.

Se incluyeron 161 pacientes: 72 infectados por el VIH con
infiltrados pulmonares difusos, 34 fibrosis pulmonar idiopa-
tica (FPI), 10 sarcoidosis, 10 neumonitis por hipersensibili-
dad, 19 con neumopatia intersticial asociada a enfermedades
del colageno, dos con eosinofilia pulmonar y 14 pacientes se-
leccionados como grupo control.

Para el estudio de calidad se realizé tincién de muestras
de LBA con técnica de Wright-Giemsa modificada y se em-
plearon los criterios de seleccion descritos por Chamberlain
et al (1987). Resultaron no iitiles para estudio el 53% de
muestras en pacientes infectados por el VIH, el 35% en pa-
cientes con fibrosis pulmonar idiopatica y el 21% en neumo-
patia intersticial asociada a conectivopatias. En el resto, to-
das las muestras fueron itiles para estudio. La intolerancia
del LBA con descenso del porcentaje de fluido recuperado
se asocio significativamente con la calidad de muestras so-
bre todo en el grupo con FPI. Los hallazgos citolégicos que
invalidaron las muestras fueron diferentes entre grupos.
Como dato comiin, las muestras inadecuadas mostraron una
baja concentracion celular. Por otro lado, la evidencia o no
de infeccién asociada en pacientes infectados por el VIH, al
contrario que en otras neumopatias, no parece ser un factor
que determine por si mismo la calidad de muestras.

Es previsible la obtencion de un porcentaje importante de
muestras de LBA no idéneas para estudio, sobre todo en
neumopatia difusa asociada a infeccién VIH, FPI y neumo-
patia intersticial asociada a conectivopatias. Por otra parte,
la tolerancia de la técnica, entre otros factores, influye en la
calidad del espécimen y, por tanto, ha de tenerse en cuenta
en la valoracién de los hallazgos citolégicos.
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Falta por homogeneizar la aplicacion de criterios de cali-
dad entre los distintos grupos de trabajo y determinar si la
exclusion de muestras no ttiles repercute en la composicion
final de los grupos de estudio.

Palabras clave: Lavado broncoalveolar. Calidad de muestras.
Enfermedad pulmonar intersticial.
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Quality study and screening of bronchoalveolar
lavage samples

Bronchoalveolar lavage (BAL) samples used to study im-
mune or inflammatory response in interstitial lung disease
must be representative of the lower respiratory tract. Thus,
the selection of suitable samples must be part of routine
practice.

To assess the incidence of unsuitable BAL samples used
for cytology and to determine the relation between parame-
ters related to underlying disease and the quality of samples.

One hundred sixty-one patients were enrolled. Seventy-
two were HIV positive and had diffuse pulmonary infiltra-
tes, 34 had idiopathic pulmonary fibrosis (IPF), 10 had sar-
coidosis, 10 had hypersensitivity pneumonitis, 19 had
interstitial lung disease and collagen diseases and 2 had pul-
monary eosinophilia. Fourteen individuals formed the con-
trol group.

The quality study was carried out by staining the BAL
samples following a modified Wright-Giemsa technique and
evaluating the samples by the selection criteria described by
Chamberlain and colleagues (1987).

We identified unsuitable samples from 53% of the HIV
positive patients, from 35% of the IPF patients and from
21% of the interstitial lung disease patients with associated
connective tissue disease. In the other groups, all samples
were suitable for analysis. Intolerance of BAL with decrea-
sing percentage of fluid recovered was significantly associa-
ted with sample quality, particularly in the IPF group. The
cytology results that invalidated the samples differed by
group. In all groups, unsuitable specimens had low cell
counts. The finding or not of evidence of associated infection
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in HIV-infected patients, on the other hand, did not appear
to determine sample quality in and of itself, although it did
in samples related to other entities.

We can predict that a high rate of unsuitable BAL sam-
ples will come mainly from patients with diffuse lung disea-
se associated to HIV infection, IPF and interstitial lung dise-
ase with associated connective tissue disease. Tolerance to
the technique influences quality of the specimen obtained
and, therefore, should be taken into account in interpreting
the findings of cytology.

The criteria applied by the various teams using BAL
should be unified, and it should be determined whether the
exclusion of inappropriate samples affects the final composi-
tion of study groups.

Key words: Bronchoalveolar lavage. Quality samples. Intersti-
tial lung disease.

Introduccién

Desde la descripcién de la técnica del lavado bron-
coalveolar (LBA) por Reynolds y Newball en 1974!,
ésta ha sido muy utilizada en el aislamiento de patdge-
nos oportunistas en pacientes inmunodeprimidos y en la
investigacion de los mecanismos patogénicos que ope-
ran en el tracto respiratorio inferior (TRI) en distintos
tipos de patologia intersticial. En estos casos, los hallaz-
gos pueden tener utilidad diagnéstica, estrechar el diag-
noéstico diferencial o bien orientar en la solicitud de
otros estudios.

La aplicacion de esta técnica en cualquiera de estas
circunstancias requiere la utilizacién de un protocolo de
trabajo estricto. Pero, ademds, es requisito bésico que el
espécimen de LBA obtenido sea representativo del TRI
con minimos componentes de via aérea proximal. Aun-
que en la préctica habitual esta condicion tedrica es difi-
cil de valorar individualmente, si es posible establecer
criterios de seleccién que faciliten la identificacion de
muestras no representativas. Sin embargo, no existe una-
nimidad entre los distintos autores en cuanto a la necesi-
dad de esta seleccién ni en la forma de realizarla®?.

Lo factores que determinan la calidad de muestras
obtenidas son diversos y probablemente se asocian tan-
to con la realizacién de la técnica como con la patologia
subyacente.

El objetivo de este estudio ha sido valorar la inciden-
cia de muestras de LBA no iddneas para estudio en las
distintas neumopatias difusas y determinar su correla-
cién con los pardmetros asociados con la técnica (tole-
rancia y porcentaje del fluido recuperado), con el tipo
de patologia subyacente y grado de deterioro funcional.

Material y métodos

El estudio, de caricter prospectivo, fue realizado en el pe-
riodo comprendido entre enero de 1992 y septiembre de 1994
en el Servicio de Respiratorio del Hospital Universitario Vir-
gen del Rocio de Sevilla. Las muestras fueron procesadas y
estudiadas en el laboratorio de la seccién de endoscopia respi-
ratoria.
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Criterios de inclusion de pacientes

Los criterios de inclusién fueron la existencia de un patrén
radiolégico de predominio difuso y la ausencia de signos en-
doscépicos propios de inflamacion bronquial aguda (enrojeci-
miento, edema y secreciones mucopurulentas). Estos criterios
se aplicaron a todos los grupos estudiados.

Criterios de seleccion de muestras

De los pacientes incluidos inicialmente, fueron excluidas de
antemano las muestras con aspecto serohemorrdgico intenso o
mucopurulento con excesivo moco en suspension y/o escaso
volumen recuperado (< 25%). En nuestra experiencia, voli-
menes inferiores se asocian, entre otros factores, a dificultad
en la técnica con traumatismo de mucosa bronquial y sufusion
hemorragica por la presién de succién. En estos casos se ob-
serva, por lo general, un aumento de células epiteliales bron-
quiales (CEB) y escasez de células macrofagicas. Aunque el
aspecto de estas muestras excluidas no impide realizar estu-
dios de rutina, el uso de éstas con fines diagnésticos o de in-
vestigacion exige realizar varias hemolizaciones o incluso
afiadir a la muestra agentes mucoliticos. Por este motivo, para
homogeneizar la aplicacién de criterios de seleccién, hemos
considerado estas muestras como inadecuadas por requerir un
procesamiento especial.

Fueron incluidos definitivamente en el estudio 161 pacien-
tes (tabla I). Del total, 72 estaban infectados por el VIH (ND-
VIH). La sintomatologfa respiratoria y deterioro del intercam-
bio gaseoso fueron muy variables. La expresion radiolégica
oscilé entre tenue patrén intersticial y alveolointersticial muy
manifiesto. Se excluyeron los casos con predominio de afec-
tacién segmentaria o lobar o evidencia clara de cavitacion.

En 34 pacientes se estableci6 el diagnéstico de fibrosis pul-
monar idiopatica (FPI) y se basé en datos clinicos, radiolégi-
cos y funcionales en ausencia de otros hallazgos en la evolu-
cién orientativos de una enfermedad del tejido coldgeno. La
tomografia axial computarizada en todos los casos mostrd, en
distinto grado, un patrén de relleno alveolar, opacidades reti-
culares de predominio en zonas subpleurales y claro apanala-
miento en estas mismas zonas en los casos mds evolucionados.
Tan sélo en 12 de los 34 pacientes fue posible la confirmacion
histolégica mediante biopsia pulmonar abierta.

Fueron incluidos 10 casos con sarcoidosis y 10 con neumo-
nitis por hipersensibilidad. El diagnéstico se basé en datos cli-
nicos, radiolégicos, funcionales, serolégicos y en el estudio
histolégico.

En 19 se realizé LBA para valoracién de neumopatia inters-
ticial asociada a enfermedades del colageno (NI-EC): ocho
con esclerosis sistémica progresiva, ocho con lupus eritemato-
so sistémico (LES), uno con dermatomiositis, uno con artritis
reumatoide y uno con sindrome de Sjogren.

En otros 2 casos el LBA se realizé por la existencia de in-
filtrados pulmonares cambiantes y eosinofilia en sangre: uno
se diagnosticé de neumonia eosindfila crénica y otro de sin-
drome de Churg-Strauss.

Finalmente, fueron incluidos 14 como grupo control selec-
cionados entre los que acudfan a realizacién de broncofibros-
copia (BF) por otros motivos: hemoptisis, nédulos periféricos
o estudio de patologia de aspecto residual. Siete de ellos eran
fumadores y el resto no fumadores. Se procur6 realizar el LBA
en situacion de estabilidad clinica y en los casos de pacientes
con hemoptisis, generalmente de muy pequefia cuantia, se
efectud varios dfas tras el episodio. En todos los sujetos los es-
tudios citopatolégico y microbioldgico resultaron negativos.

Fueron también incluidos en el estudio los datos de funcién
respiratoria disponibles al tiempo de realizacion del LBA.
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TABLA1
Grupos incluidos en estudio y datos funcionales respiratorios
. P Fumador, FV FEV1 FEVI/FVC

Diagnoéstico N.° Edad No fumado/r (%s (%) (%) (%)
Neumopatia difusa asociada a infeccién por VIH 72 33+ 10 50/22 ND ND ND
Fibrosis pulmonar idiopatica 34 57+ 15 18/16 70,5 + 22 72,5 20 90,3+ 18
Sarcoidosis 10 42+ 8 3/10 78,7+ 22 758 +22 842+ 6
Neumonitis por hipersensibilidad 10 43+ 17 0/10 679+ 17 66,3+ 17 90,3+ 18
Neumopatia intersticial asociada a enfermedades

del colageno 19

Esclerodermia sistémica progresiva 8 50+ 15 2/6 73.1 £ 17 66,2+ 17 767+ 8

Lupus eritematoso sistémico 8 40+ 13 0/8 78,0+ 18 78,0+ 18 86,3+4

Dermatomiositis 1 56 0/1 ND ND ND

Artritis reumatoide 1 48 0/1 122 111 91

Sindrome de Sjogren 1 44 0/1 40 35 87
Sindrome de Churg-Strauss 1 67 0/1 ND ND ND
Neumonfa eosinofilica crénica 1 48 0/1 65 62 95
Grupo control 14 48 £ 16 7/7 85,2+ 22 74,3 + 27 72,8+ 16

Todos los datos se muestran como media + desviacién estandar.

ND: datos de funcidn respiratoria no disponibles al tiempo de realizar el lavado broncoalveolar.

Broncofibroscopia y lavado broncoalveolar

La BF se realizé segtn técnica habitual utilizando un bron-
cofibroscopio tipo Olympus 1T20D u otro modelo similar. El
LBA se hizo antes de cualquier otra técnica para evitar conta-
minacidn con sangre. El volumen empleado oscil6 entre 120 y
200 ml de suero fisiolégico a temperatura ambiente instilado
en 6 alicuotas de 20 ml o 4 de 50 ml. La recuperacién de flui-
do se realiz6é mediante aspiracién suave con conexién a fuente
de vacio. En todos los casos se separé la primera fraccién de
fluido recuperado por ser mds representativa de la via aérea

TABLA 11
Criterios empleados para evaluar la calidad de las muestras

1. Escasez de macréfagos alveolares, con > 10 por campo de
alta resolucién a < 25 en combinacién con los criterios 2 0 3

2. Excesivo niimero de células epiteliales, sobre todo si supera
el de macrdfagos alveolares

3. Exudado mucopurulento de células polimorfonucleares

4. Excesiva contaminacién de hematies en combinacién con al
menos uno de los anteriores criterios

5. Cambios degenerativos y/o artefactos inducidos en el
procesamiento que dificulten la identificacién celular

Criterios basados en los de Chamberlain et al’.

proximal*. Las muestras se filtraron a través de una gasa esté-
ril de 2 capas para evitar el moco y depositadas en tubos de
50 ml de pldstico siliconado para retardar la adherencia de las
células. El procesamiento de éstas, o bien se realizé inmedia-
tamente o en un tiempo no superior a una hora. Una parte se
destind para estudios habituales segiin el contexto clinico.

Valoracion del grado de tolerancia del lavado
broncoalveolar

Se consideré como buena tolerancia la relativa ausencia de
sintomas y la posibilidad de realizar la técnica sin dificulta-
des. La mala tolerancia se definié por la presencia de disnea
con caida de la saturacién, tos intensa de dificil control con
descolocacién del BF o dificultad para la ejecucién completa
de la técnica.

Procesamiento de muestras

Tras anotar el volumen total y porcentaje de fluido recupe-
rado (PR), se realizé una primera centrifugacién a 2.000 rpm
(400 g) durante 10 minutos para separar las células. El botén
celular se resuspendi6 hasta el volumen inicial con solucién
buffer salina sin CA2* ni Mg** (PBS, pH 7,20). Se realizé una
nueva centrifugacién a la misma velocidad. El pellet de célu-

TABLA III
Parametros valorados en relacion con la técnica
Pacientes
ND-VIH FPI Sarc NH NI-EC ‘ SChStr | NEC I Control

Nimero 72 34 10 10 19 1 1 14
BT 47 (65%) 22 (65%) 8 (80%) 8 (80%) 14 (74%) 1 1 11 (78%)
MT 25 (35%) 12 (35%) 2 (20%) 2 (20%) 5 (26%) - - 3(22%)
PR grupo (%) 41,8 £ 10# 46,1 £ 14 51,4+ 10" 492 + 15 50,8 + 13* 48 50 50,2 13+

PR BT (%) 44,7 + 9° 50,2 + 3¢ - - 53,0x 12 - - -

PR MT (%) 37,8+9° 36,3 £2° - - 458+ 13 - - -

PR: porcentaje de tluido recuperado en cada grupo y en condiciones de buena y mala tolerancia; ND-VIH: neumopatia difusa asociada a infeccién por VIH: FPI: tibrosis
pulmonar idiopdtica; Sarc: sarcoidosis; NH: neumonitis por hipersensibilidad; NI-EC: neumopatia intersticial asociada a enfermedades del coldgeno: SChStr: sindrome de
Churg-Strauss; NEC: neumonia eosindtila crénica; Control: grupo control; BT: buena tolerancia; MT: mala tolerancia.
“Diferencia significativa (p < 0,05) en PR entre pacientes VIH+ y los otros grupos sefialados.

"Diferencia significativa (p < 0,01) en PR entre pacientes VIH+ segtin tolerancia.
‘Diferencia significativa (p < 0,01) en PR entre pacientes con NII segin tolerancia.
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las se resuspendié nuevamente en 1 ml de PBS para el re-
cuento de células totales, concentracién celular y viabilidad
con azul Trypan en cdmara de Neubauer. Tras ello se afiadié
PBS hasta el volumen original, del cual se emplearon peque-
fias alicuotas (200-400 pl) para obtener las preparaciones ce-
lulares (centrifugas Hettich D-7200; Tuttlinguen, Alemania).

Fueron secadas a temperatura ambiente durante 2 horas, te-
fiidas con tincién de Wright-Giemsa modificada (Quick Pa-
n6ptico®, QCA) y cubiertas con DePeX. Se realizd estudio
de calidad y de distribucién celular mediante identificacion de
300-400 células a 400x (Olympus BH-2). Se utiliz6 el objeti-
vo de 100x (1.000x total) en los casos de dificultad en la iden-
tificacién celular. La seleccién final de muestras se realizd
aplicando los criterios de calidad descritos por Chamberlain et
al (1987)° (tabla II).

Andlisis estadistico

Las diferencias entre medias se valoraron mediante la prue-
ba U de Mann-Whitney. La asociacién entre variables cualita-
tivas se valoré mediante el test de %* o la prueba exacta de
Fisher segun el tamafio de la muestra en cada ocasién. El gra-
do de correlacion entre variables cuantitativas se determind
con el test de coeficiente de correlacién de Pearson. Se consi-
deré como significativo un valor de p < 0,05.

Resultados

Relacion entre tolerancia de la técnica
v calidad de muestras

En los casos con ND-VIH, 1a técnica fue bien tolerada
por el 65% de pacientes; el PR en este grupo fue supe-
rior que el obtenido con mala tolerancia (44,7 + 9 frente
a 37,8 +9; p<0,01) (tabla III). Del grupo con buena to-
lerancia fueron excluidos 13 (27%) por su aspecto sero-

hemorragico o con excesivo moco en suspension y siete
(15%) por no cumplir criterios de calidad. Del grupo con
mala tolerancia se excluyeron 13 muestras (52%) por su
aspecto macroscopico y cinco (20%) seglin criterios ci-
tologicos. Se comprobé una asociacién de la calidad de
muestras con el grado de tolerancia (p < 0,05).

En el grupo con FPI, la técnica fue bien tolerada por
el 65% de los pacientes y mal tolerada por el 35%. Se
observd una diferencia significativa en el PR entre am-
bos subgrupos (50,2 + 3 frente a 36,3 + 2; p < 0,01) (ta-
bla III). El 35% (12/34) de muestras obtenidas en estos
casos no fueron utiles para estudio de LBA segtin proto-
colo establecido. El PR en estos casos fue significativa-
mente menor que el obtenido en muestras adecuadas
(39 + 3 frente al 50 = 3; p < 0,05) (tabla I'V). Se obser-
vé una asociacion significativa de la calidad de mues-
tras con el grado de tolerancia (p < 0,05).

En los casos con sarcoidosis y neumonitis por hiper-
sensibilidad, la técnica se toleré bien en el 80% de los
casos en ambos grupos y todas las muestras fueron uti-
les para estudio.

Del grupo de pacientes con NI-EC, la técnica fue bien
tolerada por el 74%. El PR fue mayor en estos casos que
en los que mostraron mala tolerancia (53 + 12 frente a
45,8 £ 13) aunque sin diferencia significativa (tabla III).
Del total de muestras, 15 (79%) fueron adecuadas. El
PR en éstas fue mayor que el obtenido en los casos con
mala calidad (53,7 + 12 frente a 40 £ 12; p < 0,05) las
cuales correspondian a pacientes con LES (tabla IV).

En los 2 casos con eosinofilia pulmonar, ambas
muestras fueron aptas.

En el grupo control, la tolerancia del procedimiento
fue buena en el 78% y el PR fue de 50 £ 12%. Todas las
muestras fueron idéneas para estudio.

TABLA 1V
Parametros valorados en relacion con la calidad de las muestras
Pacientes
ND-VIH FPI Sare NH NLEC l SChStr | NEC ‘ Control

Numero 72 34 10 10 19 1 1 14
Muestras adecuadas 47% 65% 100% 100% 79%° 100% 100% 100%
PR (%)

Adecuadas 439+ 12 50+ 30 51,4+ 10 492+ 15 53,7+ 12¢ 48 50 502+ 13

No adecuadas 39,1+9 30+3 - — 40,0 £ 128 -
Tabaquismo (%)

Adecuadas 73% 27% 30% - - - - 56%

No adecuadas 68% 42% - -
Infeccién asociada 51 (70%)* 1 (3%)° - - L (5%)" - — -
PaO, basal

Adecuadas 71,7+ 18 66,4 + 11¢ 76,1 £ 14 875+ 11 828+ 13 - - 762+ 13

No adecuadas 77+ 17 80,0+ 11¢ - - - — - -
AAaPO,

Adecuadas 332+ 15 333+£12¢ 232+11 184 + 11 169+ 11 - - 154+ 12

No adecuadas 278+ 15 19,0+ 11¢ — - - -

Abreviaturas como en la tabla III. PR (%): porcentaje de fluido recuperado obtenido segtin calidad de las muestras.

“No hay diferencias entre ttiles y cxcluidos en cuanto a frecuencia de aislamiento de patégenos o de coinfecciones (véase texto).
"Diferencia significativa (p < 0,05) en PR entre pacientes con FPI segiin la calidad de muestras.

“Aislamiento de Staphylococcus pneumoniae en muestras de lavado broncoalveolar y necropsia.

Diferencias significativas (p < 0,05) en Pa0, basal entre pacientes con FPI scgiin la calidad de muestras.

*Diferencias significativas (p < 0,05) en AAaPO, entre pacientes con FPI segin calidad de muestras.

'Las muestras excluidas (4) corresponden a pacientes con LES.

*Diferencia significativa ( < 0,05) en PR entre pacientes con NI-EC segin la calidad de muestras.

"Aislamiento de M. tuberculosis en estudio necrdpsico.
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Fig. 1. Correlacién entre porcentaje de fluido recuperado y datos espirométricos en pacientes con buena tolerancia del procedimiento; A, By C corres-
ponden al grupo control, D, E y F a enfermos con fibrosis pulmonar idiopatica.

TABLA V
Concentracion celular y distribucién celular en el lavado broncoalveolar
N Concentracién celular Macroéfagos Linfocitos Neutrdfilos Eosinofilia
(x10*/ml) (%) (%) (%) (%)
ND-VIH
Fum 50 6924 + 150 69 + 3,0 21,720 85+20 <1
No fum 22 3154+ 483 66+ 4,7 29,6 £ 3,7 76+25 <
No adec* 953+52 - - - —
FPI
Fum 18 500,0 + 256 64 + 10 8,629 25+5.2 2,109
No fum 16 276,0 + 62,1 74+4.2 12,6 + 2,6 12+32 23+07
No adec* 81,0+ 49 - - - -
SARC
Fum 3 4053 + 169 52+54 433+6,7 3.6+0,6 1,2+0,3
No fum 7 346,2 + 60,1 52+ 4,7 450+ 4,6 20x04 1,1 £0,1
NH
No fum 10 404,7 £ 76 4177 56,0+ 6,6 29+07 1.7+ 0,6
NI-EC
No fum 17 448,0 £ 15,2 78+£5,2 16,1 £33 53+30 1,305
No adec* 65,6 +4,6 — — — -
SChStr
No fum 1 450,0 10 10 20 60
NEC
No fum 1 703,0 21 5 19 55
Control
Fum 7 724,1 £ 227 88+ 3 52+13 6,628 <l
No fum 7 1433+ 11,6 90+ 2 82+18 1,2+0,2 <l

*No adec: muestras no adecuadas para estudio. Los datos de celularidad se muestran como media + error estdndar.

Abreviaturas como en tabla III. Fum: fumador; No fum: no fumador.
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El hébito tabdquico no mostré en ninguno de los gru-
pos asociacion significativa con la calidad de las mis-
mas.

Relacién entre porcentaje de fluido recuperado
v funcion respiratoria

La correlacion entre ambas variables en los pacientes
con buena tolerancia se muestra en la figura 1. En el
grupo control se encontrd una correlacidn significativa
del PR con la FVC (r = 0,64; p < 0,05), con ¢l FEV1 (r
= 0,63; p < 0,01) y con el indice FEVI/FVC (r = 0,81;
p < 0,01). En el grupo con FPI sélo se observg correla-
cién entre el PR y la FVC (r = 0,63; sin significacién).
En el resto de grupos no se evidencié ninguna correla-
cion.

Asociacion entre porcentaje recuperado
v calidad de muestras

En la figura 2 se representa la asociacién entre PR y
calidad de muestras. El limite de corte utilizado corres-
ponde al valor inferior del intervalo de confianza del
95% del PR en el grupo control. En pacientes con ND-
VIH se observé una asociacién de la calidad de mues-
tras con la tolerancia de la técnica (p < 0,05) pero no
con el PR, mientras que en sujetos con FPI se compro-
b6 una asociacién de la calidad de muestras tanto con la
tolerancia del procedimiento (p < 0,05) como con el PR
(p < 0,005).

Efecto de la infeccion asociada sobre la calidad
de muestras del lavado broncoalveolar

En el grupo con ND-VIH se aislé algin patégeno en
el 70% de los casos (tabla IV). Al comparar los casos
con muestras Gtiles y aquellos en los que fueron desesti-
madas, no se han encontrado diferencias en cuanto a
frecuencia de aislamiento de Pneumocystis carinii (28
frente a 29%), micobacterias (8,5 frente a 10%), bacte-
rias (17 frente a 12%), hongos (3 frente a 2,5%) y coin-
fecciones graves (11 frente a 15%). Tampoco hubo dife-
rencia en la frecuencia de aislamientos negativos (28
frente a 32%). En el grupo con FPI, sélo en un caso se
aislo Staphilococcus pneumoniae en muestras de LBA 'y
cepillo estéril; la muestra de LBA mostré incremento de
células epiteliales y claro exudado con mucina y neutré-
filos. En los casos con NI-EC, las 4 muestras excluidas
correspondian a pacientes con LES. En uno de ellos se
aislé Micobacterium tuberculosis. En el resto de grupos
no se aislé ningtin patdgeno.

Hallazgos citologicos en muestras idoneas y excluidas

En la tabla V se muestran los datos de celularidad. El
hébito tabdquico aumenta claramente la concentracién
celular en NI-VIH, FPI y en el grupo control y modifica
la distribucién celular. Los tipos de patologia en las
cuales el dafio pulmonar se aparece en el LBA por in-
cremento de neutrdfilos fueron en las que se observé
mayor frecuencia de muestras no adecuadas. En estos
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Fig. 2. Asociacién entre porcentaje de fluido recuperado (PR) y calidad
de muestras. La linea de puntos en el 43% corresponde al limite inferior
del intervalo de confianza del 95% para el PR obtenido en el grupo con-
trol. Sélo en el grupo con FPI existe una asociacién significativa (p <
0,005) entre ambas variables para el valor de PR sefialado (¢ muestras
adecuadas; @ muestras no itiles). Abreviaturas como en la tabla III.

casos, un numero importante de éstas presentaron una
concentracion celular < 100,000 céls/ml de fluido recu-
perado.

En procesos de tipo granulomatoso y en los casos
con eosinofilia pulmonar, {a concentracién celular re-
sultdé por lo general alta y se observé una expansion
muy evidente de la poblacién linfocitaria y de eosinéfi-
los, respectivamente.

En pacientes con ND-VIH las muestras excluidas
presentaron, por lo general, abundante detritus, escasa
viabilidad, fragmentacion nuclear, escasez de macréfa-
gos e incremento de CEB con frecuentes cambios mor-
foldgicos que dificultan su distincién de otras células no
epiteliales.

En los casos con FPI, las muestras no aptas presenta-
ron, de forma comun, escasa concentracion celular, in-
cremento de CEB, reduccion de células macrofagicas y,
en ocasiones, conglomerados de mucina y neutréfilos.

En el grupo con NI-EC, las muestras excluidas se ob-
tuvieron de pacientes con LES. En todos los casos el as-
pecto fue serohemorrdgico en mayor o menor intensi-
dad. En el estudio microscépico se observé gran
cantidad de hematies y un porcentaje importante de ma-
créfagos cargados con hemosiderina. La utilidad clinica
de este hallazgo es bien clara al definir una hemorragia
alveolar difusa y, por lo tanto, carece de relevancia el
estudio de otras series celulares.

Relacion entre deterioro funcional
v calidad de las muestras

Con el fin de determinar si el estudio de calidad exclu-
ye selectivamente a pacientes segtn el grado de deterioro
funcional, se valoraron las diferencias en pardmetros fun-
cionales en ambos tipos de muestras. El gradiente alvéo-
lo-arterial (AA-a) de O, mas elevado se observé en el
grupo de pacientes con neumopatia asociada a infeccién
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VIH y en el grupo con FPI (31,2 + 15y 29,1 + 13,2, res-
pectivamente). Solo en el grupo con FPI se observé una
diferencia significativa en el valor del AA-a de O, y en
los niveles de PaO, basal entre los casos con muestras
adecuadas y aquellos en los que no fueron idéneas para
estudio (33,3 + 12 frente a 19+ 10; p< 0,01 y 66,4 + 11
frente a 80,1 + 12; p < 0,05, respectivamente) (tabla IV).
Ningtn otro pardmetro funcional mostré diferencias sig-
nificativas.

Discusién

Aunque es dificil lograr la estandarizacién absoluta
de la técnica de obtencién y procesamiento de muestras
de LBA, cada vez son mdas conocidos los factores que
pueden originar variabilidad en su estudio®'¥. Sin em-
bargo, algunos aspectos esenciales de la metodologia,
como son el estudio de calidad de muestras de LBA y la
seleccién de las no representativas del tracto respirato-
rio inferior, no se han valorado suficientemente.

Tampoco hay unanimidad en cuanto a la forma de
realizar dicha seleccién. Rankin et al’> plantearon como
criterio para definir una muestra de LBA como no re-
presentativa del pulmén profundo, la que contenia un
nimero total de células < 2 x 10° Sin embargo, los
criterios descritos por Chamberlain et al? resultan més
exigentes ya que valoran los cambios en la morfologia
celular ademads de los criterios de representacién (pre-
sencia de macrofagos alveolares como marcador de
muestra alveolar y de CEB como marcador de muestra
bronquial). Con la aplicaciéon de ambos tipos de crite-
rios, la incidencia de especimenes no idéneos para estu-
dio fue del 5,1 y 30,4%, respectivamente.

Habitualmente el criterio mas empleado es el incre-
mento en el porcentaje de CEB. Su limite alto esta atin
por definir; no obstante, Klech y Pohl™ han sugerido
que = 5% de CEB indica una excesiva “‘contaminaciéon”
con contenido celular de via aérea proximal. Sin embar-
go, este parametro resulta simplista y en ocasiones difi-
cil de aplicar. En nuestra experiencia y en la de otros
autores', el recuento de estas células en determinados
casos es muy dificil por los cambios morfoldgicos ori-
ginados tras su procesamiento, lo que dificulta su distin-
cion de otras células no epiteliales y por lo tanto, es po-
sible que se infravalore su cuantia.

Con los criterios empleados en nuestro estudio’ se ha
observado un porcentaje alto de muestras de LBA no
idéneas para estudio, con especial incidencia en la neu-
mopatia asociada a infeccién por el VIH y en FPI. Tanto
en los pacientes con patologia granulomatosa como en
los casos aislados de eosinofilia pulmonar, en los cuales
histolégicamente es habitual que exista una participa-
cién bronquial en el proceso inflamatorio, todas las
muestras fueron utiles. También en el grupo control, a
pesar de estar constituido, en parte, por pacientes fuma-
dores con enfermedad obstructiva de la via aérea, todas
las muestras resultaron adecuadas.

La intolerancia del procedimiento determina un des-
censo significativo en el PR. Pero, ademas, otros facto-
res distintos pueden influir sobre este parametro. Asi,
hemos comprobado una correlacién entre éste y los da-
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tos espirométricos, sobre todo en el grupo control en el
que existian pacientes no fumadores y fumadores con
distintos grados de obstruccion. En estudios previos'®,
se ha observado también esta correlacién, lo que indica
que el PR estd determinado, al menos en parte, por el
grado de obstruccion de la via aérea. En otros grupos
(patologia predominantemente fibrética o de tipo granu-
lomatoso), con deterioro funcional de tipo restrictivo,
no se observo esta correlacion. Una posible explicacién
para ello es que en los casos mds evolucionados a fibro-
sis, la alteracion en la arquitectura pulmonar y la distor-
sion de la via aérea pueden permitir la entrada del flui-
do aunque no su adecuada recuperacion.

Existe, ademds, una gran variabilidad interindividual
en el PR. En un amplio estudio en poblaciéon homogé-
nea de sujetos normales no fumadores'?, la variabilidad
de este parametro parece explicar en parte las grandes
diferencias entre individuos en cuanto a recuperacion
celular.

Si la intolerancia se muestra por tos resistente al
efecto del anestésico local, el BF puede descolocarse y
provocar traumatismos en la mucosa con la consiguien-
te descamacion de CEB y reduccion de células macro-
fagicas. En este sentido, hemos comprobado también
una asociacién entre tolerancia de la técnica y calidad
de muestras. Como ha sido sugerido recientemente por
Taskinen et al (1992), la “contaminacidén” de CEB se
minimiza cuando la celularidad total que se recupera es
alta y se incrementa en los casos con PR y escasa celu-
laridad total'. Nuestros datos confirman estos resulta-
dos al observar que las muestras no utiles presentan es-
casa concentracion celular y altos porcentajes de CEB.
En los casos con porcentajes menores, cercanos a los
establecidos del 5%, creemos que el tanto por ciento de
CEB debe ser valorado en el contexto de la concentra-
cion y distribucion celular y no como un parametro ais-
lado excluyente.

Los criterios empleados en nuestro estudio® resultan
mds flexibles y al mismo tiempo mads dtiles ya que no
s6lo permiten definir la muestra como de “nivel alveo-
lar”, sino que ademds valoran aspectos como recupera-
cion celular, hemorragia, inflamacién de via aérea y
cambios celulares por procesamiento. La identificacién
de contenido de via aérea, aunque resta representativi-
dad a la muestra, tiene. sin embargo, gran utilidad clini-
ca al definir una inflamacién en la via aérea concomitan-
te'® y, por lo tanto. ha de ser valorada individualmente y
no necesariamente despreciada®.

La patologia subyacente muy probablemente deter-
mina la calidad de las muestras obtenidas. En los casos
de neumopatia asociada a infeccién por VIH, se debe
prever la obtencion de un porcentaje importante de
muestras no aptas para estudio. Aunque esto no es una
limitacién para el estudio microbiolégico, si lo es cuan-
do el LBA se realiza con el fin de acceder al estudio de
la inmunidad local pulmonar. En este sentido, algunos
patrones de “alveolitis™ en el fluido de LBA en esta po-
blacion (linfocitosis y/o neutrofilia) son utiles clinica-
mente ya que se han asociado con infeccién por deter-
minados tipos de patdgenos e incluso pueden tener
valor prondstico'”'. En esta poblacién, el incremento
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de CEB como tnico pardmetro para invalidar una mues-
tra de LBA no resulta itil ya que con frecuencia es difi-
cil distinguir estas células de otras no epiteliales, sobre
todo cuando presentan rotura con eliminacién de la par-
te ciliada, hiperplasia o atipia reactiva. En otros casos se
observan, ademds, detritus, rotura celular y pobreza ab-
soluta de macrofagos, hallazgos que inutilizan una
muestra para estudio. Por otra parte, en esta poblacion
no se han observado diferencias entre las muestras id6-
neas y excluidas en cuanto a frecuencia de aislamientos
unicos o de coinfecciones. Esto induce a pensar que
otros factores mas dificiles de valorar como la diferente
intensidad de la respuesta inflamatoria y por lo tanto del
dafio pulmonar pueden determinar la calidad del espéci-
men obtenido.

En los pacientes con patologia granulomatosa y en
los casos con eosinofilia pulmonar, a pesar de la ausen-
cia de hébito tabaquico, la celularidad obtenida fue muy
alta con una clara expansién de la poblacion linfocitaria
y de eosindfilos, respectivamente. En estos procesos la
alta concentracién celular recuperada puede minimizar
la influencia de factores metodolégicos o del contenido
de la via aérea mds proximal.

En los casos con FPI, el criterio de exclusién mads
frecuente fue un incremento de CEB y una escasa “al-
veolitis”. Las muestras excluidas se obtuvieron general-
mente de pacientes con intolerancia al procedimiento.

Aunque el grado de tolerancia parece un factor deter-
minante de la calidad de muestras en esta patologia,
otros factores pueden condicionarla.

El hdbito tabaquico fue mds frecuente entre los suje-
tos en los que se obtuvieron muestras no idéneas pero
no se ha observado asociacion con la calidad de las mis-
mas. Mas adn, el incremento de la celularidad total y
concentracion celular en fumadores puede minimizar el
componente celular de la via aérea proximal. Sin em-
bargo, cuando existe inflamacién de la via aérea afadi-
da, puede invalidarse la muestra para el estudio.

En pacientes con conectivopatias, sobre todo en
aquellos con LES es frecuente el desarrollo de dafio al-
veolar difuso con hemorragia pulmonar. El LBA facilita
el diagnéstico de esta y otras complicaciones. En otras
conectivopatias de curso mds cronico, la obtencién de
muestras adecuadas tiene interés dado que el LBA pue-
de detectar alveolitis subclinicas y puede resultar iitil en
el seguimiento terapéutico y en la valoracion prondstica
de la afectacién pulmonar®.

Desde el punto de vista funcional, s6lo en FPI hemos
encontrado diferencias significativas segin la calidad de
muestras. En los pacientes con muestras excluidas se
encontré una PaO, basal media significativamente ma-
yor que la observada en sujetos con muestras idéneas y
un menor gradiente alveoloarterial. Aunque estos datos
inducen a pensar que las muestras excluidas correspon-
den a pacientes con menor deterioro funcional, debe te-
nerse en cuenta que estos parametros funcionales son el
resultado final de diferentes mecanismos implicados en
la alteracidn del intercambio gaseoso en esta y en el res-
to de patologias intersticiales* y que su estudio, exclu-
sivamente en reposo, valora muy inespecificamente la
extension y gravedad de la anormalidad histopatolégica.
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En recientes estudios de relacién entre estructura y
funcién en pacientes con FPI** se ha observado una co-
rrelacion inversa entre el grado de “descamacién’” celu-
lar en el espacio alveolar y en la capacidad de difusién
y una correlacién dependiente del antecedente de taba-
quismo entre la celularidad en el espacio alveolar y el
gradiente A-a de O,. Aunque estos datos no son total-
mente extrapolables a nuestro estudio, es posible que
las muestras de LBA excluidas en esta patologia, por lo
general de escaso volumen y poca carga celular, proce-
dan selectivamente de zonas con menor componente
descamativo o bien de zonas con mayor distorsion don-
de el fluido de LBA es retenido y por lo tanto ineficaz.

Por otra parte, en estudios previos se demostré que el
LBA muestrea adecuadamente los tipos y la funcién de
las células existentes en el espacio alveolar e intersticio
pulmonar en FPI y en otras neumopatias®’. Sin embar-
go, es bien conocida la falta de homogeneidad de afec-
taciéon en muestras de biopsia pulmonar, tanto en
FPI**? como en otras neumopatias evolucionadas vy,
ademads, se ha observado una falta de correlacién en la
celularidad entre muestras de LBA obtenidas en distin-
tos segmentos®*™!. Dadas las implicaciones clinicas
que conlleva el estudio de muestras de LBA en esta pa-
tologfa junto a la biopsia pulmonar*>*, parece necesario
que éstas cumplan claramente criterios de calidad. Por
este motivo, en el estudio de una neumopatia evolucio-
nada a fibrosis, creemos necesario obtener muestras de
diferentes segmentos, mds atin cuando el LBA inicial es
mal tolerado y el PR es escaso.

En definitiva, es previsible un porcentaje importante
de muestras de LBA no adecuadas para estudio, sobre
todo en infectados por el VIH y en pacientes con FPIL
La calidad de muestras estd determinada tanto por la
patologia subyacente como por factores como la tole-
rancia de la técnica. Este ultimo factor debe tenerse en
cuenta durante la realizacién del procedimiento y en la
interpretacion de los resultados. Por otra parte, sugeri-
mos que el porcentaje de CEB no deberia ser empleado
como Unico criterio para determinar si una muestra de
LBA es o no representativa y, en todo caso, este dato
deberfa ser valorado individualmente teniendo siempre
en cuenta la tolerancia de la técnica, el porcentaje recu-
perado y la concentracion celular total.
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