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IIl. PACIENTES Y METODOS
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[ll.1. PACIENTES

El presente estudio se llevé a cabo en todos los pacientes con infeccion
por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) que ingresaron, por
episodios de neumonia, en las Unidades de Infecciones de los Servicios de
Medicina Interna de los Hospitales Universitarios “Virgen de las Nieves”
(Granada) y “Ciudad de Jaén” (Jaén), durante el periodo comprendido entre

Enero de 1991 y Diciembre de 1998.

[1.1.1.CRITERIOS DE INCLUSION
- Pacientes mayores de 14 afos.
- Pacientes usuarios de drogas por via parenteral infectados por VIH.

- Pacientes con evidencia clinica y radiolégica de neumonia.

[1.1.2. CRITERIOS DE EXCLUSION

- Pacientes con neumonia nosocomial.

- Pacientes con neumonia por Pneumocystis carinii (NPC),
micobacterias, hongos o virus.

- Pacientes con neumonia no filiada y tratados con cotrimoxazol.

- Pacientes con endocarditis derecha, infeccion pulmonar metastasica
0 neumonitis obstructiva por neoplasia.

- Pacientes con alteraciones radiolégicas atribuibles a insuficiencia
cardiaca congestiva, embolismos pulmonares o enfermedad
pulmonar crénica subyacente.

- Pacientes con neumonia por aspiracion
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l.2. METODOS
111.2.1. DISENO DEL ESTUDIO

Se llevo a cabo un estudio observacional mixto. Asi se realiz6, por una
parte, un andlisis retrospectivo de las historias clinicas de todos los pacientes
ingresados desde Enero de 1991 hasta Diciembre de 1997 y, por otra parte, se
establecié un protocolo prospectivo de recogida de datos para los todos

pacientes ingresados entre Enero de 1998 y Diciembre de 1998.

[11.2.2. PROTOCOLO
Los sujetos que cumplieron los requisitos anteriormente citados fueron
reclutados y en base a un protocolo diseflado se recogieron de las historias
clinicas de cada paciente, los siguientes datos:
1) Datos demograficos:
a) Edad.
b) Sexo.
2) Datos relacionados con la infeccion por VIH y antecedentes:
a) Practica o conducta de riesgo para la adquisicion de la
infeccion por VIH.
b) Tiempo de evolucion desde el diagndstico de la infeccién por
el VIH (meses) hasta el momento del ingreso.
c) Infecciones oportunistas pulmonares previas (neumonia por
Pneumocystis carinii y tuberculosis).
d) Estadio clinico previo al ingreso segun la clasificacion de los

Centers for Disease Control and Prevention .
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f)

g)

h)

)

)
K)

Recuento de linfocitos CD4 obtenido en los tres meses
anteriores al ingreso o durante el ingreso en el caso de no
disponer de una cifra previa.

Tratamiento antirretroviral actual que realizaba el paciente,
siempre gue tuviera una duracion superior al mes.

Profilaxis primaria o secundaria frente a P. carinii que realizaba
el paciente, siempre que tuviera una duracién superior al mes.
Estado funcional del paciente determinado por la escala de
Karnofsky °8.
Consumo de tabaco.

Ingesta endlica.

Antecedente de neumonia previa.

3) Sintomas y signos clinicos de neumonia al ingreso:

a)
b)
C)
d)
e)
f)

9)
h)
)

)

Fiebre.

Escalofrios.

Tos.

Expectoracion.

Dolor torécico.

Disnea.

Tension arterial (mm Hg).
Frecuencia cardiaca.
Frecuencia respiratoria.

Alteracion del estado mental.
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4) Caracteristicas radiolégicas al ingreso:
a) Patrén radioldgico (alveolar, intersticial o mixto).
b) Localizacion del infiltrado (unilobular, multilobular, unilateral o
bilateral).
c) Derrame pleural.
d) Cavitacion.
e) Absceso.

f) Neumotorax.

5) Pruebas complementarias de laboratorio al ingreso:
a) Estudio hematimétrico (hemoglobina, hematocrito, férmula y
recuento leucocitario, plaquetas).
b) Estudio de coagulacion.
c) Bioquimica general (glucosa, urea, creatinina, sodio, potasio,
LDH, proteinas totales, albumina, triglicéridos y VSG).

d) Gasometria arterial.

6) Estudios microbiolégicos:
a) Tincién de Gram y cultivo de esputo.
b) Investigacion de micobacterias en esputo.
c) Hemocultivos.
d) Estudio serolégico (Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia
pneumoniae, Legionella pneumophila y Coxiella burnetti)
e) En presencia de derrame pleural significativo (mayor de 10 mm

de espesor de liquido en la proyeccion en decubito lateral del
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e)

mismo lado), se realizé toracocentesisy se determinaron en
liguido pleural: citologia (nimero de células totales, nimero
de neutréfilos y linfocitos y sus respectivos valores
porcentuales), bioquimica del liquido (pH, glucosa, proteinas,
LDH, ADA, y los correspondientes cocientes liquido
pleural/suero), tincion de Gram vy cultivo para aerobios y
anaerobios e investigacion de micobacterias.

En los casos en que se realizé fibrobroncoscopia, se
remitieron muestras para cultivo e investigacion de

micobacterias y P. carinii.

7) Tratamiento antibiotico inicial:

a) Tipo de antibidtico.

b)

Duracién del tratamiento.

c) Adecuacion del tratamiento al microorganismo identificado.

8) Datos evolutivos:

a)
b)
C)
d)
e)

f)

Duracién de los sintomas antes del ingreso.

Duracion de la fiebre tras inicio del tratamiento antibiético.
Necesidad de ingreso en Unidad de Cuidados Intensivos.
Dias hasta la curacion clinica.

Mortalidad y relacion con neumonia.

Numero de dias de hospitalizacion.
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[11.2.3. DEFINICIONES Y CRITERIOS ESTABLECIDOS

111.2.3.1. DEFINICIONES

1. Infeccion por VIH. Se establecio el diagndstico por la deteccion de
anticuerpos frente al VIH mediante enzimoinmunoanalisis (ELISA) (Dade-
Behring, Germany) con confirmaciéon por Western-Blot (Sorin, Italy). Para la
clasificacion de los diferentes estadios de la enfermedad se aplicaron los
criterios de los Centers for Disease Control and Prevention 2.

2. Fumador. Paciente que consume mas de 10 paquetes de
cigarrillos/afo.

3. Consumo excesivo de alcohol. Ingesta endlica superior a 40
gramos de alcohol al dia.

4. UDVP. paciente que reconocia usar drogas por via intravenosa y que
no tenia otros factores de riesgo conocidos para la adquisicion de la de
infeccién por el VIH %8159,

5. Taquicardia. Frecuencia cardiaca superior a 100 latidos por minuto.

6. Taquipnea. Frecuencia respiratoria superior a 30 respiraciones por
minuto.

7. Bacteriemia. Aislamiento de bacterias viables en sangre ®. En el
caso de los estafilococos coagulasa-negativos, los estreptococos del grupo
viridans, Bacillus spp., Corynebacterium spp., y Propionibacterium spp. es
necesaria la presencia de crecimiento en dos o0 mas tomas de hemocultivos .

Se definen las bacteriemias polimicrobianas como aquellas en las que

se aisla mas de un microorganismo en una de las tomas de hemocultivo.
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8. Hipotension. Tension arterial sistdlica inferior a 90 mm Hg o una
reduccion mayor de 40 mm Hg de la cifra basal, en ausencia de otras causas
distintas de la neumonia que lo justifiquen.

9. Shock séptico. Situacion definida por la existencia de hipotension
junto a la presencia de signos clinicos de disminucion de perfusion tisular
(taquicardia, acidosis lactica, diuresis menor a 20 ml/h, alteracion del estado
mental agudo y necesidad de farmacos vasopresores) en presencia de
infeccion 1%,

10. Neutropenia. Recuento de leucocitos polimorfonucleares inferior a
1.500/mm*

11. Linfopenia. Recuento de linfocitos inferior a 1.000 /mm?.

12. Insuficiencia respiratoria aguda. Diagndstico que se llevo a cabo
cuando existia una alteracion gasomeétrica con presion arterial de oxigeno
(respirando aire ambiente) inferior a 60 mm Hg o un cociente P,0,/FiO, inferior
a 250 %1%,

13. Presentacion clinica aguda. duracién de sintomas o signos
clinicos inferior o igual a siete dias contabilizados desde el inicio del cuadro
clinico hasta el ingreso del paciente.

14. Presentacion clinica subaguda. duracion de sintomas o signos
clinicos mayor a siete dias contabilizados desde el inicio del cuadro clinico
hasta el ingreso del paciente.

15. Insuficiencia renal aguda. Existencia de una cifra de creatinina
sérica por encima de 2 mg/dL al ingreso o un incremento de 1.5 mg/dL

respecto a una cifra previa en un paciente sin antecedentes de patologia renal.
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[11.2.3.2. CRITERIOS ESTABLECIDOS

111.2.3.2.1. CRITERIOS DIAGNOSTICOS

1. Neumonia. Para el diagndstico de neumonia se exigio la presencia de
criterios clinicos asociados a criterios radiolégicos **.

1.1. Criterios clinicos. Presencia de fiebre (temperatura igual o superior

a 38° C), tos, expectoracion purulenta, disnea, dolor toracico y/o

crepitantes en la auscultacién pulmonar.

1.2. Criterios radiolégicos. Aparicion de infiltrados pulmonares, con o

sin presencia de derrame pleural, que no existian previamente.

2. Neumonia adquirida en la comunidad. Infeccion pulmonar que
acontece en un paciente sin ingreso hospitalario en los 15 dias previos y que
no vive en residencias o casas de acogidas.

3. Neumonia recurrente. Se aplica al segundo episodio de neumonia
bacteriana que sufre un paciente en el mismo afo, habiendose objetivado la
resolucién clinica y radiolégica completa entre el primer y el segundo
episodio ®. Cuando un paciente presentd varios episodios de neumonia en el
mismo afio, se analizé Unicamente el primer episodio de neumonia recurrente.

4. Neumonia bacteriana.

4.1. Definitiva. Se establecié dicho diagndstico cuando se cumplieron
los criterios (clinicos y radiolégicos) de neumonia y en el estudio microbiolégico
se identific6 un agente etiolégico mediante cultivos o estudio seroldgico. Se
consideraron los siguientes puntos de corte para los patégenos habituales:

hemocultivos, liquido pleural, muestras apropiadas de esputo (=10° ufc/mL),
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lavado broncoalveolar (210* ufc/mL) 3% |as muestras de esputo se
consideraron apropiadas si contenian mas de 25 leucocitos polimorfonucleares
y menos de 10 células epiteliales por campo ®°. Los estudios serolégicos se
consideraron positivos cuando los titulos de anticuerpos séricos (para C.
pneumoniae, M. pneumoniae, C. burnetii o L. pneumophila) se cuadruplicaron
en un intervalo de 2-3 semanas. Los casos en los que se aisl6 mas de un
microorganismo se consideraron como coinfecciones.

4.2. Probable. Se catalog6 como tal cuando se cumplieron los criterios
para el diagnostico de neumonia, los estudios microbiolégicos fueron
negativos (incluidos Mycobacterium spp, P. carinii y hongos) y el paciente
respondié favorablemente al tratamiento antibidtico instaurado (distinto a
cotrimoxazol). En los pacientes que fallecieron sin diagndstico etiolégico se
consideré neumonia probable si el paciente Unicamente habia sido tratado con
antibidtico, distinto a cotrimoxazol, por el médico encargado del paciente.

5. Criterios de gravedad.

Se clasificaron como graves aquellas neumonias bacterianas que
cumplian al menos uno de los siguientes criterios de la American Thoracic
Society &,

a) Taquipnea.

b) Insuficiencia respiratoria aguda.

c) Necesidad de ventilacion mecanica.
d) Afectacion radiologica multilobar

e) Hipotension o shock séptico.

f) Insuficiencia renal aguda.
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6. Tratamiento antibiético adecuado

En base a los criterios del Nacional Committee for Clinical Laboratory
Standars (NCCLS) '° se consider6 que el tratamiento antibiético era el
adecuado cuando el tratamiento empirico inicial era activo frente al o los
microorganismos aislados y se prescribié en la dosis e intervalos 6ptimos y por

una via adecuada.

[11.2.3.2.2. CRITERIOS EVOLUTIVOS
1. Curacion. Resolucion total (clinica y/o radioldgica) del episodio.
2. Muerte. Fallecimiento en relacion directa con la neumonia o sus

complicaciones y no atribuible a ningln otro proceso patoldgico subyacente.

l1.2.4. METODOS DE LABORATORIO

1. Datos hematimétricos

El recuento de la serie roja (hematies, hemoglobina, hematocrito), de la
serie blanca (leucocitos, linfocitos, monocitos, polimorfonuclearaes, neutréfilos,
basdfilos y eosindfilos) y de las plaquetas se obtuvo mediante el analizador
Technicon H3 RTC/RTX system (Bayer, Switzerland).

2. Coagulacion

Se realiz6 mediante el analizador BCS Coagulation System (Dade
Behring, Germany)

3. Datos bioquimicos

Se determinaron mediante el autoanalizador Hitachi 917 (Boehringuer

Manheim, Germany).
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4. Velocidad de sedimentacion globular

Se cuantificé con el sistema Seditainer en el instrumento Sedisystem
(Becton Dickinson, Vacutainer Systems Division Europe) por medio de una
variante del método standard Westergren. Se consideré normal hasta 30 mm
en la primera hora.

5. Gasometria arterial

La determinacion de la gasometria arterial se realiz6 con el analizador
de gasometria arterial modelo 348 CHIRON DIAGNOSTICS (USA).

Se extrajo una muestra de sangre de una arteria periférica, normalmente
sangre de arteria radial, procesada antes de los diez minutos de extraccion,
con una jeringa heparinizada evitando que hubiera aire en contacto con la
sangre extraida.

6. Proteinograma

El proteinograma se realiz6 con soporte de acetato de celulosa y
colorante Rojo de Ponceau con tampon de barbitol sodico (pH= 8.6) en un
autoanalizardor OLYMPUS HITE-SYSTEM 600. Los valores de referencia para
la albumina son: 31-52 gJ/L.

7. Linfocitos T CD4

Las muestras fueron analizadas mediante el citometro de flujo Epies XL-
MCL de Izasa-Coulter (USA).

El porcentaje de cada subpoblacién linfocitaria (Sp) se expres6 en
relacion al nimero total de linfocitos, segun la siguiente formula:

% Sp= N° Sp por mm?® x 100/N° total linfocitos por mm?®
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111.2.5. METODOS MICROBIOLOGICOS

11.2.5.1. OBTENCION, TRANSPORTE Y CONSERVACION DE
MUESTRAS

1. Muestras respiratorias

Las muestras de esputo se recogieron lo mas precozmente posible y
antes de iniciar cualquier tratamiento antibiético, procesandose en el laboratorio
antes de las dos horas de la recogida y cuando no fue posible se conservaron
en frigorifico a 4° C.

Se realizé fibrobroncoscopia cuando el equipo médico que atendio al
paciente asi lo considerd necesario. La técnica del lavado broncoalveolar (LBA)
se ajusto a las recomendaciones de la Sociedad Espafola de Enfermedades
Infecciosas y Microbiologia Clinica y la Sociedad Espafiola de Patologia del
Aparato Respiratorio "% Asi, previa premedicacién con atropina, se procedié
a la realizacion de la fibrobroncoscopia. Posteriormente se instilé un volumen
total de 150 mL de suero fisiolégico a temperatura ambiente en bolos de 50
mL. El liquido recuperado, una vez desechados los primeros 20-30 mL
aspirados, se proceso a la mayor brevedad. Cuando no fue posible enviarlo al
laboratorio se conservo en frigorifico a 4°C.

2. Hemocultivos

Cuando el paciente presentaba fiebre (> 38° C), y antes de iniciar el
tratamiento antibidtico empirico, se extrajeron al menos dos muestras para
hemocultivos mediante puncién venosa en dos lugares distintos, de forma
aséptica y separadas por un intervalo de tiempo no inferior a media hora. Se
obtuvo un volumen de 15 a 20 mL de sangre por toma que fueron inoculados

en frascos de hemocultivos para microorganismos aerobios y anaerobios, que
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se enviaron inmediatamente al laboratorio de microbiologia y cuando no fue
posible se incubaron en estufa a 35-37° C *°’.

En aquellos pacientes que presentaron derrame pleural significativo se
realizd toracocentesis enviandose el liquido lo mas rapidamente posible al
laboratorio. En el liquido pleural se determinaron parametros bioquimicos y
citolégicos y microbiolégicamente se realizé tincion de Gram y cultivo para

deteccion de microorganismos aerobios y anaerobios.

111.2.5.2. PROCEDIMIENTOS MICROBIOLOGICOS

A su llegada al laboratorio, se realizé una tincion de Gram, valorandose
celularidad y presencia de microorganismos. En el caso de esputo Unicamente
fueron admitidas como validas las que tenian mas de 25 leucocitos
polimorfonucleares y menos de 10 células epiteliales por campo al

microscopio con objetivo débil (x 10) *°°

, valorandose también la presencia
(abundante o moderada) de un microorganismo predominante.

Las muestras respiratorias se sembraron cuantitativamente en agar CO,
sangre y agar CO; chocolate durante 48 horas y en medio de McConkey
durante 24 horas. Ante sospecha de anaerobios, y siempre en liquido pleural,
se utiliz6 agar sangre en anaerobiosis incubado a 35-37 © C durante 48-72
horas.

Para investigacion de L. pneumophila se realiz6 en primer lugar una
IFD (MONOFLUO Legionella pneumophila IFA Test Kit, BIO-RAD, USA) y

cultivo cualitativo en  medio Buffer Charcoal Yeast Extracte (BIOMEDICS,

Spain)
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Los hemocultivos se procesaron mediante sistema BACT-ALERT
(BioMérieux, France) manteniéndose en incubacion un minimo de siete dias.

En cuanto a la identificacion de los microorganismos se realiz6 mediante
morfologia microscépica, colonial y pruebas bioguimicas tanto manuales como
automatizadas (sistema Vitek-BioMerieux, France).

En los casos en que se solicitd estudio seroldgico, se determinaron
anticuerpos de C. pneumoniae (IgG; MRL, USA), C. burnetti, (IgG; BioMerieux,
France) y L. pneumophila (IgG; MRL,USA) por técnicas de inmunofluorescencia
indirecta mientras que para M. pneumoniae se utilizd la técnica de ELISA

(Sayvon diagnostic, Israel).

[11.2.5.3. TEST DE SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA

En todas las cepas aisladas se estudié la sensibilidad antibidtica. Se
utilizaron dos métodos distintos: 1) difusion en Disco-placa siguiendo las
recomendaciones del NCCLS ®° y 2) determinacién de CMI mediante E-test
(AB Biodisk, Sweden) segun las recomendaciones del fabricante.

Los puntos de corte para categorizar la sensibilidad antibiética de los

microorganismos aislados fueron los recomendados por el NCCLS .

111.2.6. CODIGO DEONTOLOGICO
El presente trabajo se ha atenido a las recomendaciones para guiar la
investigaciéon en seres humanos establecidos en la declaraciéon de Helsinky

(1964) y posteriormente en Tokyo (1975), Venecia (1983) y Hong-Kong (1989).
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111.2.7. ANALISIS ESTADISTICO

El tratamiento estadistico se realiz6 con el programa informatico
SPSS 9.0 para Windows previa introduccion de los datos en un archivo .sav de
datos de SPSS.

Para las variables cuantitativas se calcularon la media y la mediana
como medidas de tendencia central mientras que la desviacion tipica y el rango
intercuartilico fueron las medidas de dispersion consideradas. La mediana y el
rango intercuartilico se usaron cuando las variables no seguian una distribucién
normal o si existian valores extremos. Asi mismo se calcul6 el intervalo de
confianza del 95% para la media de las distintas variables cuantitativas
analizadas.

Se utilizé la prueba de Kolgomorov-Smirnov (correccion de Lilliefors) y la
de Shapiro-Wilk (para el caso de muestras con menos de 50 observaciones)
para determinar la bondad de ajuste a una distribucion normal y la prueba de
Levene para analizar la homogeneidad de las varianzas de cada una de las
muestras comparadas.

La comparacién de medias de dos grupos se realiz6 mediante la prueba
“t” de Student o la prueba no paramétrica “U” de Mann-Whitney, segun dichas
variables pudieran considerarse o no como normales, aplicando posteriormente
la correcciéon de Bonferroni (para un error a global de 0.05) debido a la
propagacion del error a a través de las distintas comparaciones.

Para las variables cualitativas se realiz6 la comparacion de proporciones
mediante la prueba de la x? modificada en caso necesario mediante la

correccion de Yates, o la prueba exacta de Fisher cuando no se cumplian los
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criterios de aplicacibn (frecuencias esperadas bajas por muestras
excesivamente pequefias).

Por udltimo, se realizé un analisis multivariante mediante la construccion
de un modelo de regresion logistica, por el procedimiento paso a paso
(stepwise). En este modelo se incluyeron las variables con significacion
estadistica o cercanas a la significacion en el analisis univariante con el fin de
ajustar los efectos de las variables de confusién. Para cada variable introducida
en el modelo se obtuvo la razén de ventajas, comunmente conocida como
odds ratio, para indicar el grado de influencia de cada variable como factor de
riesgo o de proteccidén a la hora de predecir la muerte o la recurrencia de los
sujetos.

Todas las pruebas fueron de dos colas y el nivel de significacién

estadistica se establecio para toda p < 0.05.

1.2.8. METODO DE OBTENCION BIBLIOGRAFICA

Para la revision bibliografica se utilizé el Sistema PubMed a través de
Internet usando el comando MeSH (Medical Subject Heading) del Index
Medicus. Los descriptores utilizados fueron: HIV infection; Mortality;
Pneumonia, bacterial; Prognosis; Risk factors; Substance abuse, intravenous y

Recurrence.



