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La tcnica de esputo inducido consiste en la obtencion de
una muestra de procedencia bronquial para valorar la
inflamacion de la via aérea, constituyendo un marcador
no invasivo del perfil inflamatorio celular de las vias res-
piratorias inferiores. Se frata de una técnica bien tolerada,
eficaz, segura y reproducible, presentando mayor calidad
que el esputo esponféneo en pacientes asmdticos graves.

EQUIPO

e Nebulizador ulrasénico (1-3 ml/min de flujo de salida).
*  Suero salino hiperténico 3-5% o isotdnico en asmdticos
inestables.

Espirémetro.

Salbutamol inhalado (200-400 microgramos).
Recipiente de recogida (bofe estéril o placa de Petri).
Material necesario para el procesamiento del esputo
en el laboratorio: agitador, pipetas, microscopio, cen-
frifuga, ultracongelador, finciones, etc.

Se precisa de personal clinico con experiencia en funcion
pulmonar y formacién especifica en la técnica y procesa-
miento del esputo.

PROCEDIMIENTO
® Preparacién del paciente: comprension y colaboracion
en la técnica.
e Seguridad de la induccién:
— Espirometria basal.
— Administracién de broncodilatador.
— Registro del FEV1 post broncodilatacion.
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— Nebulizacion con suero salino, guiando el FEV1 el
numero de infentos de nebulizacion y la posible con-
centracion de suero salino, desde el 0,9% hasta el 5%:
- Si FEV1 post broncodilatacion = 1,5 litros: nebu-

lizacién con suero salino hiperténico al 3, 4y 5%
a intervalos de 5 minutos hasta conseguir la mues-
fra de esputo.

- Si FEV1 post broncodilatacion < 1,5 litros: nebu-
lizacién con suero salino isoténico al 0,9% durante
30 segundos, 1 minuto y 5 minutos progresivamen-
fe, hasta conseguir la muestra. En funcién del FEV1
y si no se ha conseguido muestra, se nebulizard
con suero salino al 3% con intervalos de 30 segun-
dos, 1y 2 minutos, o al 4y 5% durante 30 segun-
dos, 1, 2, 4y 8 minutos hasta conseguir la mues-
fra.

— Espirometria tras cada induccién: si hay un descenso
del 20% del FEV1 o sintomas de intolerancia, se
defendrd la induccién.

e Obtencion de la muestra fras la nebulizacién:

— El paciente deberd limpiarse la nariz y enjuagarse la
boca para evitar la contaminacién de la muestra con
secreciones provenientes de la via aérea superior.

— Se explica al paciente que el esputo debe proceder
de las vias aéreas bajas. Para ello, inclinando el
térax hacia delante se deben realizar maniobras de
fos y carraspeo profundo y progresivo tras una inspi-
racién méxima.

— Depositar la muestra de esputo en un bote estéril.
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— Valorar la calidad y cantidad de la muestra antes de
dar por concluida la induccién.

Manipulacién de la muestra:

— Visién macroscépica: seleccion de tapones mucosos
bronquiales.

— Pesar la muestra de esputo seleccionada.

Disgregacion con agente mucolitico, homogeneizacion

y filtrado:

— Aradir un volumen (ml) de la solucién de trabajo
Sputolysin® igual a cuatro veces el peso del espu-
to (g).

— Mezclar en Vortex® durante 10 segundos y agitar
durante 15 minutos a 10-15 °C.

— Afadir un volumen (ml) de PBS (solucién salina tam-
ponada con fosfatos) igual a cuatro veces el peso del
esputo (g) y agitar durante 30 segundos.

— Filtracién con una malla de 47 mem: humedecer el
filro con PBS y depositar la muestra, dejondo que por
gravedad pase a un nuevo fubo.

Recuento celular total y viabilidad celular (células via-

bles, no viables y escamosas):

— Colocar 10 mcl de la muestra en un tubo de centri-
fuga y afadir 10 mcl de azul tripan. Se tefirdn las
células no viables ya que poseen membrana deterio-
rada, mientras que las células viables apareceran
fransparentes.

— Mezclar suavemente e inundar la camara de Neu-
bauer con 10 mcl de la mezcla. Dejar reposar la
muestra un minuto.

— Recuento de las células presentes en los cuadrantes
de la cémara de Neubauer.

— Porcentaje de viabilidad (n° de células viables/n° de
células totales x 100): si es inferior al 50%, la muestra
debe ser descartada para su andlisis.

Recuento celular diferencial:

— Citocentrifugacion a 500 rpm durante 5 minutos.

— Secar al aire durante 20 minutos.

— Fijar las células del portacbijetos con metanol durante
10 minutos y dejar secar durante 20 minutos mds.

— Teiir la muestra con la tincién de WrightGiemsa.

— Colocar una gota del DPX sobre la muestra tefiida,
cubrirla con el cubreobietos y dejarla secar una hora
anfes de leerla al microscopio.

— AL Microscopio: por Uliimo se verifica una disfribucién
homogénea de la muestra y posteriormente se realiza
el recuento celular en un campo al azar, desplazando
el campo hasta confar un minimo de 400 unidades
celulares.

* \aloracion de los resultados. Algunos ejemplos de enti-

dades clinicas pueden ser los siguientes:

— la eosindfilia se define por un recuento > 2%, siendo
fipica del asma, bronquitis eosinofilica o causa ocu-
pacional, enfre ofras.

— la neutrofilia se define por un recuento > 61%, siendo
fipica en la bronquitis infecciosa, bronquiectasias y
fibrosis quistica, entre ofras.

— Un patrén mixto eosinofiliconeutrofilico puede verse
en el asma aguda y en el asma refractaria.

— Mas del 15% de lipsfagos hacen sospechar reflujo
gastroesofdgico o microaspiraciones.

— Un 30% o mas de hemosiderdfogos se asocia a insu-
ficiencia cardiaca izquierda.
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