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Introduccion

La supresiéon de las causas pre-
disponentes, es en nuestro criterio,
uno de los pilares fundamentales en
la lucha contra la bronquitis crénica.
Siendo la polucion#, el medio de
vida’, el tabaco's3, y las infecciones
de las vias respiratorias'?s, frente a
los que hay que plantearla mas enér-
gicamente.

Al considerar el tratamiento de la
infeccion bronquial en los enfermos
con bronquitis cronica, y siendo cons-
cientes de la importancia de la correc-
ta valoracion de la terapéutica anti-
bidtica a largo plazo y del problema
que un criterio de administracién ina-
decuado puede crear, es necesario
disponer de un método sencillo y
practico, que nos indique en qué mo-
mento la antibioterapia es necesaria,
y fijar cudndo se puede suprimir, a fin
de evitar:

a) Causar resistencias y disbacteriosis
b) Su elevado costo (long term terapy) y
¢) Dar lugar a reacciones alérgicas.

En consecuencia, la evidencia de
infecciéon bronquial y la identifica-
cion del germen causante, condicio-
nan y crean la necesidad del trata-
miento antibidtico adecuado.

Vergez, en un extenso estudio de la
flora bacteriana, aislada del esputo
concluye que los gérmenes que se
aislen en una cantidad mayor de
96 x 10¢bacterias/ml. de esputo, son
gérmenes patdégenos con seguridad

mientras que aquellos cuya cantidad
fuera menor de 48 x 10%/ml de es-
puto, corresponderian a gérmenes
saprofitos o habituales, estableciendo
un tercer grupo, entre ambas cifras,
en el que los gérmenes podrian ser
indistintamente patogenos o habi-
tuales'2.

Monroe, por otra parte afirma que,
solamente son patogenos aquellos
cuya concentracién sea mayor de 107
gérmenes/ml de esputo previamen-
te lavado con suero fisiologico.

Para el aislamiento de los gérme-
nes, se han propuesto técnicas, que
van desde la obtencién del esputo
por drenaje postural, con lavado del
mismo con suero fisiolégico, hasta
técnicas como la broncoaspiracién
con broncoscopio con catéter tras
intubacién, y otras como la puncién
transtoracica 6 transtraqueal'+'s, estas
ultimas no se han mostrado mucho
mas eficaces que la obtencion del
esputo por drenaje postural, previo
enjuague con antisepticos de la cavi-
dad orofaringea, para el aislamiento
de los gérmenes. De tal suerte que
Schoutens, en 100 casos estudiados,
en los que se realizaron punciones
transtraqueales, aspiracién con caté-
ter, y drenaje postural, para la ob-
tencion del esputo, encuentra una
coincidencia del 75 % en los gér-
menes aislados, aconsejando que, los
dos primeros métodos indudable-
mente muy agresivos, se reserven
solamente en casos de extremada

urgencia, 0 como trabajo experimen-
tal, para probar la eficacia de un an-
tibioticoe

Todos estos métodos, en cualquie-
ra de los casos, son secundarios a
la evidencia de infeccidon bronquial;
no pudiendo proponerse como ade-
cuados para una camparfa extensa en
la que se quiera establecer que enfer-
mos son suceptibles de tratamiento
antibiotico, y cuando debe ser suspen-
dido.

Rawlins, y Miller, describieron co-
rrelaciones entre el niimero de células
en esputo, y grado de agudizacion en
un momento determinado, de un
bronquitico crénicoe El primero
de ellos observa, que los bronquiticos
croénicos con caracter estable, tienen
un namero de células en el esputo
que se mantiene constante; tomando
como indice de reagudizacién y de
eficacia antibioterapica el recuento
celular en esputo.

Elmes y White, asi como Miller,
observaron que la purulencia macros-
copica del esputo, depende tanto del
nuamero de células, como de las fi-
bras de DNP, derivadas de la desinte-
gracién celular, y que solo en las rea-
gudizaciones de los bronquiticos cré-
nicos la mayor parte de la purulen-
cia macroscépica del mismo, refleja-
ria fundamentalmente un aumento
en el nimero de célulasize

En el Simposium Internacional
sobre bronquitis cronica, en 1960,
se acordd que la enfermedad que-
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Fig. 1. Comprobacién de la homogeneidad del esputo. Se tomaron tres muestras de un mismo esputo a
distintos niveles del tubo de ensayo.
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Fig. 2. Media y desviacion estdndar del nimero de leucocitos en el esputo en cinco casos de bronquitis

cronica. Tres en situacion de estabilidad y dos con reagudizaciones al 5.° dia de observacion.

daba definida en el laboratorio por:
Infeccién, aumento del mimero de
leucocitos y eosinofilos en el esputo y
obstruccién generalizada de la via
aérea.

Define  bronquitis  eosinofilica,
aquella que tiene mas de un 60 % de
eosinofilos en el recuento de leuco-
citos en el esputo, sin hallar bacterias
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patdgenas responsables; mientras que
en la bronquitis crénica solo el 5 %
de los leucocitos serian eosinofilos.
Miller y por otra parte Mulder, resal-
taron que no encontraban una rela-
cion entre eosinofilia en esputo y
bronquitis crénica, v que la eosinofi-
lia en esputo no tiene relacion con la
hipersecrecion bronquial que se pro-

duce en la bronquitis crénica; y ana-
den que, los casos en que hay hiper-
secrecion con aumento de células en
esputo, y eosinofilia, sin bacterias
identificables serian a causa de una
especial sensibilizacién del bronquio
a irritantes fisicos (humo, tabaco, po-
lucién...), o en otros casos a una pre-
disposicion atdpicass.

De todo ello se desprende que, el
recuento de leucocitos en esputo, es
un parametro que cuantifica la res-
puesta defensiva del bronquio ante
una agresion, que en caso de ser por
una irritacion fisica o en enfermeda-
des atopicas, el aumento de células
es paralelo al aumento porcentual de
eosindfilos (60 % ¢ mas), habiendo
por otra parte, en caso de agresion
bacteriana, un aumenno de células
sin aumento de eosinofilos.

Siendo el recuento de leucocitos en
el esputo una técnica sencilla, poco
costosa, y de gran rapidez, nos per-
mite estudiar grandes poblaciones
de bronquiticos crénicos, en los que el
comienzo de una expectoraciéon mas
abundante o de caracteristicas ma-
croscopicas de purulencia nos in-
vitan en principio a iniciar el trata-
miento antibiético, y determinar ob-
jetivamente por el recuento celular en
esputo, la forma adecuada de iniciar
0 suprimir la antibioterapia.

Material y método

Hemos seguido (con ligeras modificacio-
nes que comentaremos), la técnica empleada
por la Dra. Puchell en Nancy, de la cual recibi-
mos la comunicacién verbal, llevando para
la realizacion de la técnica la siguiente meto-
dica:

a) recogida, b) mantenimiento de la muestra
¢) homogeneizacion; d) tincién y ) recuento.

Los materiales requeridos en cada una de
estas etapas estan enumerados en la Tabla I.

La recogida del esputo la llevamos a cabo me-
diante expectoracidn asistida.

La conservacion del esputo ha de ser en

TABLA 1
Materiales y fases del método

1) Recogida del esputo
Lecho inclinado con angulo de 20° - 30°.
Recipiente estéril o no para el esputo.
2) Conservacion
Nevera con temperatura de 4° C.
3) Homogeneizacion
Agitador eléctrico enérgico.
Quimotrase inyectable de 50 mg.
Estufaa37°C.
Tubo de ensayo graduado.
Jeringa de 5 ml
4) Tincion
Solucion de Randolph.
Pipeta de Potain.
5) Recuento leucocitario.
Camara de Neubauer.
Microscopio Kremp Wetzlar con
ocular de 15 x.
Objetivo de 10 x y objetivo de 44 x.




TABLA II
Solucién de Randolph
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Agua destilada

Agua destilada

Solucion I: Azul de Metileno en Propilen- g,llcol al0,1 %

Solucion II: Floxina en Propilen-glicol al 0,1 %

Ambas soluciones deben ser mczcladas en partes 15,ualgs‘
La solucion definitiva tiene una duracion de 4 h.

. 50 ml.
50 ml

50 ml.
. 50 ml

TABLA III

Media y desviacién estandar de tres esputos diferentes tomando cinco
muestras de cada uno y observadas por cuatro técnicos distintos.

Observador Esputo «A» Esputo «B» Esputo «C»
(5 pipetas). (5 pipetas). (5 pipetas).
1 X = 4280 X = 3080 X = 17140
s= 438 s= 356 s= 680
11 X = 4300 X = 2920 X = 16860
s= 374 s = 402 s= 9965
IIT X = 4500 X = 2780 X = 16780
s = 380 s = 370 s= 887
v X = 4360 X = 2920 x = 17360
s= 207 s = 460 s= 477

una nevera a 4 °C, en caso de que la siguiente
fase no se realice inmediatamente.

La homogeneizaciéon la realizamos por
medio de la alfa-quimotripsina, modificando
en este punto la técnica de E. Puchelle. Ele-
gimos la alfa-quimotripsina, frente a otros
cuatro proteoliticos ensayados, ya que realizd
una destrucciéon mas efectiva de la trama mu-
cosa, respetando la integridad celular. La pro-
piedad utilizada de proteolitico g esputo fue
de 1/1, y para mayor exactitud utilizamos
tubos graduados.

La mezcla es sometida entonces a agita-
cién energica durante diez minutos, siendo
incubada posteriormente a 37 °C hasta lograr
la desaparicion absoluta de toda la trama,
requiriendo un tiempo de incubaciéon que
oscila entre 90 y 120 minutos.

Queremos resaltar la importancia de una
buena homogeneizacion y correcta agitacion
de la mezcla. Nosotros encontramos que cuan-
do la agitacion no se realizé en todas direc-
ciones (agitacion manual en los tres planos
del espacio), sino que fue realizada por agita-
dores mecénicos (que solo pueden realizar la
agitacion en un plano del espacio) hubieron
pequefias diferencias segin la muestra fuera
tomada de la parte alta, media o baja del tubo
(fig. 1). Hallando en un estudio que realizamos,
con un esputo, del que se tomaron 7 muestras
del tercio superior, 7 del tercio inferior, y 8 del
medio (del tubo de ensayo al finalizar la homo-
geneizacion), que las tomadas del tercio medio
del tubo, dieron un valor promedio, entre las
tomadas del tercio superior y las del tercio in-
ferior, y presentaron una desviacion estandar
muy pequeia, siendo por tanto las mas homo-
géneas en la lectura.

Por lo que aconsejamos, bien hacer una -

agitacion manual en todas direcciones, bien
hacerla con un agitador mecanico, que rea-
lice la misma en los tres planos del espacio,
comprobando siempre si se encuentran diferen-
cias con la agitaciéon manual, recomendando
en caso de no conseguir una buena homoge-
neizacién que la muestra sea tomada del ter-
cio central del tubo.

La tincion de la muestra, ya homogeneiza-
da, la realizamos con la solucién de Randolph,
cuya composicién se expresa en la tabla II. La
duraciéon de este colorante es de dos horas
una vez se han mezclado sus componentes.
Empleamos a continuacioén la pipeta de Potain,

realizando su carga como en un rutinario re-
cuento de leucocitos en sangre periferica, man-
teniendola en agitacion energética durante
diez minutos.

Transcurrido este tiempo despreciamos
las 3-5 primeras gotas de la pipeta, y proce-
cemos a la carga de la cdmara de recuento.

El recuento de leucocitos lo realizamos
en una cadmara de Neubauer, utilizando los
recuadros de un mm? que hay en los vérticesy
que se destinan a este menester. El micros-
copio empleado fue un Kremp-Wetzlar, con
un ocular de 15x, v los objetivos de 10x, y
40x, sucesivamente; el primero de estos per-
mite comprobar la dispersion homogénea de
las células en la cdmara, mientras que el se-
gundo objetivo que abarca uno de los 16 sub-
recuadros del mm? nos permite contar las
células de este' (no deben ser recontadas las
células rotas).

Recontamos los cuatro recuadros de los
vertices y hallamos el valor medio, este lo
multiplicamos por 200 (multiplicamos por
100 para obtener el mm?, y por 2 porque el
puto fue diluido al 1/1 con el proteolitico),
obteniendo asi el nimero de leucocitos por
mm? de esputo.

Comprobacidn del método

Hemos intentado demostrar la fiabilidad
y reproductibilidad del método, para ello to-
mamos por una parte tres esputos diferentes
que fueron leidos por cuatro técnicos distin-
tos, cargando cada uno de ellos cinco pipetas
de cada esputo, para estudiar las posibles di-
ferencias debidas al error del observador
(tabla III).

Por otra parte hicimos una serie de recuen-
tos, en dias sucesivos, en bronquiticos crénicos,
en situacion estable, para estudiar las posibles
variaciones en un mismo enfermo, estando
asintomatico (fig. 2).

Resultados

En el estudio realizado por cuatro
observadores distintos, tomando cin-
co muestras de tres esputos diferen-
tes, comprobamos (tabla III), que las

variaciones individuales son mini-
mas de un observador a otro, y que
la desviacién estandar de las-e¢inco
muestras tomadas por cada observa-
dor, fue pequefia, descartando asi
errores importantes debidos al obser-
vador que realiza el recuento.

Los recuentos realizados en cinco
enfermos bronquiticos cronicos en
situacion estable en dias sucesivos,
mostraron una gran homogeneidad
en los valores obtenidos, exceptuando
dos que en el 5.° dia se presentaron
clinica de infecciéon bronquial, coinci-
dente con un notable aumento del
nimero de leucocitos (fig. 2).

Resumen

Queremos dar a conocer, la técnica
que venimos utilizando desde hace
dos afios en nuestro servicio, para el
control de las infecciones en los
bronquiticos crénicos; teniendo la
intenciéon de en sucesivas publicacio-
nes dar a conocer nuestra experiencia
en estos dos afios con la misma. Re-
sultando que por su sencillez y exac-
titud (guarda una buena correlacién
con el nimero de bacterias/ml de
esputo), es un método ideal para
aquellos que controlan grandes po-
blaciones de bronquiticos croénicos,
pudiendo acomodar en cada momen-
to el tratamiento antibiotico del en-
fermo a su situacion clinica.

Summary

CELLULAR RECOUNT IN SPUTUM AS AN
INDEX OF BRONCHIAL INFECTION.
PRELIMINARY STUDY

With this paper the authors want
to make known the technique they
have been using for the last two years
in their service, for the control of in-
fections in chronic bronchitics. Their
intention is to make known their ex-
perience during these two years with
this technique in successive papers.
They emphasize the fact that its sim-
plicity and exactitude (it maintains
a good correlation with the of bacte-
riae/ml of sputum), make it an ideal
method for whoever must control lar-
ge populations of chronic bronchities,
thus being able to accomodate the
antibiotic treatment of the patient
with his clinical situation at all times.
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