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RESUMEN

Introduccion: Streptococcus pneumoniae es el principal agente etioldgico de la
neumonia adquirida en la comunidad.

Objetivo: evaluar muestras de plasmas, sangre entera, glébulos blancos y suero para
detectar acido desoxirribonucleico de Streptococcus pneumoniae.

Métodos: la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa anidada, detectd
fragmentos del gen de la nheumolisina en distintos componentes de la sangre en
pacientes con neumonia adquirida en la comunidad.

Resultados: la técnica de reaccidon en cadena de la polimerasa fue positiva en

69 (27,7 %) de los 249 pacientes con neumonia adquirida en la comunidad. Sangre
total fue positiva en 36 (14,4 %; IC del 95 %, 10-19 %) de 249 pacientes, plasma en
31 (12,4 %; IC del 95 %, 8-16 %), la capa leucocitaria en 29 (11,6 %; IC del 95 %,
8-16 %) y suero en 22 (8,8 %; IC del 95 %, 5-12 %). La positividad aumenté con la
mayor utilizacién de tres o cuatro componentes de la sangre, y se observaron
diferencias estadisticamente significativas. Mediante el uso de una Unica muestra
(sangre entera), el 48 % de los casos confirmados hubiera permanecido sin
confirmar; mientras que, utilizando suero, solo el 30 % de los casos habria sido
diagnosticado.
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Conclusién: este estudio muestra que el diagndstico de la infeccion neumocdcica
invasiva en nifos con neumonia adquirida en la comunidad requiere el uso de una
combinacidn de varios componentes de la sangre. Las cuatro fracciones de la sangre
son vitales para alcanzar la sensibilidad éptima y lograr el diagndstico definitivo de
todos los casos.

Palabra clave: Streptococcus pneumoniae; PCR; neumonia; sangre.

ABSTRACT

Introduction: Streptococcus pneumoniae is the main etiologic agent for community-
acquired pneumonia.

Objective: to test plasma, whole blood, white blood cells and serum samples in order
to detect Streptococcus pneumoniae deoxyribonucleic acid.

Methods: nested polymerase chain reaction technique detected pneumolysin gen
fragments in several blood components from patients with community-acquired
pneumonia.

Results: polymerase chain reaction was positive in 69 (27.7 %) of 249 patients with
community-acquired pneumonia. Whole blood was positive in 36 patients (14.4 %;
95 % CI, 10-19 %) plasma in 31 (12.4 %; 95 % CI, 8-16 %), buffy coat in 29

(11.6 %; 95 % CI, 8-16 %) and serum in 22 (8.8 %; 95% CI, 5-12 %). Positivity
increased with greater use of three or four blood components and statistically
significant differences were found. By using a single sample (whole blood), 48 % of
confirmed cases would have been undetected whereas the serum sample would have
just diagnosed 30 % of cases.

Conclusions: this study proves that diagnosis of invasive pneumococcal infection in
children suffering community-acquired pneumonia requires a combined use of several
blood components. The four blood fractions are vital to attain optimal susceptibility
and to make definitive diagnosis of all the cases.

Keywords: Streptococcus pneumoniae; polymerase chain reaction; pneumonia;
blood.

INTRODUCCION

Streptococcus pneumoniae 0 S. pneumoniae es un patdgeno relevante en la etiologia
de la neumonia adquirida en la comunidad (NAC). El mejor conocimiento de la
etiologia de la neumonia es de vital importancia para la decisidn terapéutica mas
apropiada.'-3 Debido a que solo una proporcidén de casos pueden ser confirmados por
técnicas convencionales, muchas veces, la neumonia neumococal puede estar
subdiagnosticada. El aislamiento de Streptococcus pneumoniae en cultivo de sangre
es una evidencia indirecta aceptable de la presencia de neumonia neumococal. El
cultivo de sangre posee baja positividad (15-30 %), debido a la baja prevalencia de
bacteriemia en la NAC, a la baja concentracién de neumococo y a la terapia de
antibidtico previa a la toma de muestra.*>
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Estudios previos evaluaron el uso de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
para la deteccion de acido desoxirribonucleico (ADN) de S. pneumoniae en sangre
entera (SE), con resultados variables. Los métodos moleculares pueden facilitar la
deteccién temprana de bacterias viables y no viables, y pueden detectar una pequefia
proporcion de patégenos en la muestra.® El uso de PCR en SE para la deteccion de
Streptococcus pneumoniae en pacientes con NAC, reportd una sensibilidad entre 55 y
100 %, dependiendo de los cebadores utilizados, del disefio de la PCR y del tipo de
muestra clinica.”-!3 La etiologia no identificada provoca el uso inapropiado de
antibidticos, la resistencia antibidtica, las reacciones adversas y aumenta los costos
en salud.

Con el propésito de estudiar la fraccion de sangre mas apropiada para la deteccién de
Streptococcus pneumoniae en pacientes con NAC, nuestro objetivo es evaluar
muestras de plasmas (P), SE, glébulos blancos (GB) y suero (S), para detectar ADN
de Streptococcus pneumoniae por una técnica de PCR basada en el gen de la
neumolisina en pacientes con NAC.

METODOS

Un total de 249 ninos con evidencia de NAC fueron admitidos en dos hospitales de la
ciudad de Santa Fe, durante el periodo 2009-2012. En el estudio se incluyeron
prospectivamente pacientes hospitalizados menores de 14 afios, con signos clinicos
compatibles y anormalidades radioldgicas consistentes con NAC, y pacientes en los
cuales no se identificaron los virus respiratorios clasicos por inmunofluorescencia.

La NAC fue definida como una enfermedad respiratoria aguda, asociada con, al
menos, dos de los sintomas siguientes: tos, disnea, dolor toracico, fiebre o
hipotermia; asi como hallazgos de auscultacion de sonidos respiratorios anormales y
rales, con signos clinicos de ocupacion alveolar y confirmacién radiolégica. La
evidencia radiolégica de neumonia fue definida como la presencia de consolidacion
(opacidad densa o difusa, con o sin broncograma aéreo), otros infiltrados (densidad
intersticial o alveolar irregular y lineal) o derrame pleural.

De cada paciente, fueron recolectados 3 mL de sangre para la obtencién de la
muestra de S y 6 mL de sangre en un tubo conteniendo acido
etilendiaminotetraacético (EDTA). La fraccidn leucocitaria fue separada por
centrifugacién en gradiente de densidad (Ficoll hypaque), para separar los GB y el P,
el mismo dia de extraccion de la muestra. El ADN bacterial fue extraido de P, S, SE y
GB, usando el kit QIAampBlood (Qiagen), siguiendo el protocolo del fabricante con un
equipo automatizado QIAcube (Qiagen), dentro de las 24 h de admisién, y que luego
fueron conservados a -20 °C.

Se empled una técnica de PCR anidada, que detectdé fragmentos del gen de la
neumolisina. El primer round amplificé un fragmento de 348 pares de bases (pb), y el
segundo de 208 pb. La mezcla de reaccién de 20 pL contenia buffer PCR 1X, CloMg

2 mM, 0,2 mM de cada deoxynucleétidotrifosfato, 0,5 UM de cada cebadory 1 U Taq
ADN polimerasa y 3 pL de ADN. La amplificacién fue realizada con los parametros
siguientes: 94 °C por 7 min, seguido de 30 ciclos de 94 °C por 30 s, 55°C por30sy
72 °C por 30 s, con un ultimo ciclo de 72 °C por 7 min. El segundo round fue llevado
a cabo usando las mismas condiciones, pero con los cebadores IIa y IIb.1% La PCR fue
analizada usando electroforesis en gel de agarosa al 2 %, con visualizacidn de los
amplicones en equipo de deteccién y fotografia.
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En cada reaccidn se incluyd un control positivo (S. pneumoniae ATCC 49619) y un
control negativo (agua calidad molecular). Las muestras también fueron testeadas
para la presencia del gen de la B-globina humano. Este gen es encontrado en células
humanas, y fue utilizado como control interno en cada amplificacidon. Para este
propdsito, se utilizaron los cebadores BGF (5 -GCCAGTGCCAGAAGAGCCAA-3") y BGR
(5 -TTAGGGTTGCCCATAACAGC-3 "), que amplifican una region de 500 pb del gen de
la B-globina humano.!® Se emplearon los procedimientos recomendados para evitar la
contaminacion. Una muestra conveniente de nifios asintomaticos sin neumonia, fue
evaluada para la deteccion de Streptococcus pneumoniae.

Los datos de los pacientes fueron recolectados de las historias clinicas, usando una
planilla estandarizada que incluyd datos demograficos, curso y presentacion clinica,
enfermedades asociadas, hallazgos radioldgicos y tratamiento. Este estudio fue
aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas de
la Universidad Nacional del Litoral.

El analisis estadistico fue realizado mediante el software SPSS 20.0. La asociacion
entre resultados y variables clinicas fue determinado por la prueba chi cuadrado
Mantel-Haenszel para comparar variables discretas, y la prueba Mann-Whitney para
comparar variables continuas. Un valor de p< 0,05 fue considerado de significancia
estadistica.

A fin de comparar las proporciones de resultados positivos de PCR entre los diferentes
componentes de la sangre, se utilizd la prueba para muestras independientes con el
ajuste de Bonferroni. El nivel de significacién se calculd dividiendo el error global de
tipo I, entre el nUmero de pruebas a realizar.

RESULTADOS

Un total de 249 nifos con NAC fueron incluidos en este estudio. La edad media de los
pacientes fue 40,4 meses (rango 1-168); y 132 fueron del sexo masculino (53 %).
Los grupos etarios se distribuyeron de la manera siguiente: 28 (11,2 %)< 6 meses;
129 (51,8 %) de 6 meses a 2 afos; 33 (13,3 %) de 2 a 5 anos; y >5 afos, 59

(23,7 %).

Antes de la admision al hospital, 68 pacientes (27,3 %) recibieron terapia antibidtica.
El 79 % de los pacientes (197) recibid antibidticos previo a la toma de muestra. El
21,2 % presentd enfermedades preexistentes (53); 8 (3,2 %) requirieron remision a
la unidad de cuidados intensivos y uno fallecié. En la tabla 1 se detallan los hallazgos
clinicos.

Todos los pacientes recibieron antibioticos durante la hospitalizacion; y los mas
frecuentemente usados fueron: ampicilina, penicilina, ceftriaxona y cefotaxima.

Analizando el total de 249 nifios, el patréon alveolar estuvo presente en 207 nifios
(83,1 %), el patron intersticial en 82 (32,9 %) y la atelectasia en 22 (8,8 %). En el
grupo de pacientes con resultado de PCR positivo, el 84 % presentd un patron
alveolar, pero 16 % un patron intersticial. El valor promedio de leucocitos al momento
de la admision fue de 18 290 leucocitos/mm?3 (rango 500-88 300 leucocitos/mm?3).

A todos los pacientes se les realizé cultivo de sangre, de los cuales, 4 (1,6 %)
resultaron positivos para Streptococcus pneumoniae.
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas y resultados de PCR en pacientes con NAC

Caracteristicas clinicas

Muestras positivas por

Muestras negativas por

PCR PCR
n= &% n= 180
| Edad, meses y media (rango) [ 26,9 (2-156) [ 45,6 (1-168)
| condiciones preexistentes (no. v %)
| Enfermedad cardiaca congénita | 4 (5,7) | 4 (2,2)
| Desnutricién [ 11 (15,9) [ 25 (13,9)
[ Inmunodeficiencia [ 2(2,8) [ 5 ([2,8)
| Sindrome de Down | 5(7.2) | -
| Prematuridad [ 2 (13,0} [ 18 (10)
| Internaciones previas por IRA [ 27 (39,1) [ &1 (435)
| Signos v sintomas (no. y %)
Duracion de sintomas previo toma de muestra, media y 5.6 (1-42) 5.4 (1-28)
dias [rango)
| Taquipnea | 52 (75.3) [ 160 (828,8)
| Frecuencia respiratoria, minuto v madia (rango) | 50 [(14-30) | 43,5 (15-80)
| Murmulle vestibular reducide [ &0 (86,9) [ 163 (90)
| Rales subcrepitantes [ 49 (71,00 [ 104 (57.7)
| Rales crepitantes [ 17 (24,8) [ 55 (30.5)
[ Tos | 51 (732,9) [ 120 (65,6)
| Saturacion de oxigeno, media {rango) | 53,9 (B7-99) | 54,1 (B1-993)
| Retracciones [ 39 (58,2) [ 50 (50,0)
| Soplo tubaric [ 3 (4,3) [ 11 ()
| Distensién abdominal [ 3 (4,3) [ 11 (8]
| Fiebre [ 58 (84) [ 150 (83,3)
| Hallazgos radiclégicos (no. v %)
| Broncograma agreo | 30 (43,5) | B8 (48,9)
| Patrén intersticial [ 11 (16) [ 71 (39,4)
| Derrame plaurzal | 5 (8,7) | 19 (10,8)
| Patron multilobular alveolar | 18 (26,0} | 45 (25)
| Patrén unilobular alveclar [ 40 (57,9) [ 104 (57.7)
| Consolidacidn | 54 (78,2) | 20 (17)
[ Atelectasias [ 7 (10,1} [ 15 (8.,3)
| Hallazgos da laboratorio {no. v %)
| Leucocitosis con neutrofilia [ 59 (85,5) [ 150 (83,3)

Recuente de leucocitos
x 10%/mm?, media {rango)

18,8 (11-41,3)

20,7 (10,4-64)

Recuento de leucocitos 33 (47,8) 70 (38,8)
> 15x10%'mm?
| Tratamiente (no. y %)
| oxigenc | 44 [63,7) | 110 (61,1)
| Duracién de oxigeno, mediana v dias (rango) [ 4 (1-12) [ 4 (1-30)
| Admisidn a cuidados intensives | 3 (4.3) | 5(2,7)
| ventilacidn asistida [ 1(1,4) [ 2 (1,1)
| Antibigticos | &9 (100} | 180 (100)
| Tiempeo de hospitalizacidn mediana v dias (rango) | & (1-33) | 5 (1-41)
| Tratamiente previc con antibidticas [ 52 (75.4) [ 145 (80,8)

PCR: reaccion en cadena de |la polimerasa, NAC: neumonia adquirida en la comunidad, IRA: infeccion
respiratoria aguda.
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La técnica de PCR fue positiva en 69 (27,7 %; 95 % IC, 22-33 %) de 249 pacientes
con NAC; y 28 nifios (11,2 %; 95 % IC, 7-15 %) tuvieron mas de un resultado
positivo de PCR. La tasa de positividad disminuyd con la utilizacion de tres
(24,1-22,9 %), dos (20,4-16,8 %) o un (14,4-8,8 %) componente de la sangre,
variando de acuerdo con la fraccién utilizada. En ninguno de los pacientes controles
sanos fue encontrada positiva la PCR.

Un total de 41 pacientes presentaron un resultado positivo de PCR: 10 fueron

P, 12 GB, 8 Sy 11 SE. En la tabla 2 se muestran los resultados de PCR positivos con
el empleo de SE, P, S o GB como Unicas muestras, o con combinaciones de dos, tres o
cuatro de los diferentes componentes de la sangre. La SE fue positiva en 36 (14,4 %;
95 % IC, 10-19 %), de 249 pacientes, P en 31 (12,4 %; 95 % IC, 8-16 %), GB 29
(11,6 %; 95 % IC, 8-16 %) y S en 22 (8,8 %; 95 % IC, 5-12 %).

Tabla 2. Positividad de PCR en diferentes combinaciones de sangre

Pacientes con

Muestras o combinaciones usadas 5. pneumoniae
Mo. (%)
Sangre entera-suero-gldbulos blancos-plasma 69 (100}
Sangre entera-plasma-glébulos blancos 60 (86,9)
Sangre entera-suero-plasma 57 (82,8)
Sangre entera-suero-gldbulos blancos 57 (82,08)
Sangre entera-gldbulos blancos 51 (73,9)
Sangre entera-plasma 48 (69,5)
Plasma-glébulos blancos 48 (69,5)
Sangre entera-suero 45 (65,2)
Suero-plasma 44 (63,7
Suero-glébules blancos 42 (60,8)
Sangre entera 36 (52,1
Plasma 31 (44,9)
Glébulos blancos 29 (42)
Suero 22 (31,8)

PCR.: reaccion en cadena de la polimerasa,
ADMN: Acido desoxirribonucleico.

La comparacion de la tasa de positividad, con el empleo de un Gnico componente en
cada reaccion de PCR, determind que para SE se obtenga el mayor porcentaje de
positividad; sin embargo, no se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre las tasas de los diferentes componentes (p> 0,0083). Con el uso de dos
componentes, con la combinacion de SE y GB, se detecté mayor cantidad de casos
que con las otras variantes de dos combinaciones, aunque estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas (p> 0,003). Con el empleo de tres componentes, con
la combinacion SE-P y GB, se detectdé mayor positividad que en las otras variantes de
tres combinaciones, aunque estas diferencias tampoco fueron estadisticamente
significativas (p> 0,016).
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Al comparar la positividad detectada con la utilizacién de los cuatro componentes de
la sangre, considerando solamente el componente de mayor positividad, ya sea en un
componente (SE: 52 %), dos componentes (SE-GB: 73,9 %), o tres componentes
(SE-GB-P: 86,9 %), se observaron diferencias estadisticas significativas (p< 0,0083),
al emplear cuatro componentes con respecto a tres, dos o un componente; o tres
componentes, con respecto a un componente. Sin embargo, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas en las tasas de positividad con la utilizacién
de tres con respecto a dos componentes, y dos con respecto a un componente.

Se evalué la presencia de inhibidores en las muestras. En SE y en la fraccién de GB la
presencia de inhibidores influyo en los resultados de PCR, y se observaron diferencias
estadisticamente significativas. Sin embargo, en P y S no se observaron diferencias
estadisticamente significativas (tabla 3).

Tabla 3. Deteccion de inhibidores en sangre
entera, glébulos blancos, plasma y suero

Muestras Deteccion de inhibidores | Valor de p
Mo. (%)

Sangre entera 11 (15,9} 0,0001

Glébulos blancos 28 (40,5) 0,0000

Plasma 3 (4,3) 0,11

Suero 7 (10,1) 0,06

No se encontré asociacion entre resultados de PCR (combinando SE, S, GBy P) y
tratamiento previo a la toma de muestra con antibidticos (p= 0,36), rales (p= 0,08),
fiebre (p= 0,89), duracion de los sintomas antes de la toma de muestra (p= 0,8),
saturacion de oxigeno (p= 0,3), o recuento de leucocitos > 15x103/mm?3 (p= 0,35).
Sin embargo, existié asociacidén con la edad (p= 0,001) y la presencia de taquipnea
(p= 0,007).

Los resultados de PCR positivos en SE (p= 0,53), S (p= 0,12), GB (p=0,63)0 P
(p= 0,18) no estuvieron asociados con tratamiento previo con antibioticos.

Se encontré asociacion entre los resultados positivos en muestras de GB con el valor
de leucocitos. No hubo asociacion entre los resultados de PCR en muestras de GB y
edad, duracion de los sintomas antes de la admision, o tiempo de hospitalizacién y
tratamiento previo a la toma de muestra con antibidticos (tabla 4).
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Tabla 4. Asociacién entre resultados de PCR en glébulos blancos y variables clinicas

Glébulos blancos Glébulos blancos
positivos negativos Valor de

Wariables clinicas n= 29 n= 40 p
Edad, mediana y meses (rango) 24,4 (2-96) 30 (2-156) 0,48
Duracién de sintomas
antes de toma de muestra, media y 5,4 (1-15) 5,3 (1-17) 0,98
dias (rango)
Terapia antibidtica previa (%) 21 (72.4) 31 (77,5) 0,62
> 48 h después del inicio (%) 13 (44) 12 (30) 0,2
Recuento de leucocitos 19,8 (11,7-41,8) 14,7 (1,6-30,8) 0,038
x10%/mm?, media (rango)
Tiempo de hospitalizacion,
mediana y dias (rango) 6 (1-14) 7(3-33) 0,1

PCR.: reaccién en cadena de |la polimerasa.

DISCUSION

En este estudio se evaluaron muestras de P, SE, GB y S para detectar ADN de S.
pneumoniae por la técnica de PCR en pacientes con NAC. La tasa de positividad de
27,7 %, disminuyd segun la fraccion utilizada, desde un 24,1 a 8,8 %, segun se
empleen tres, dos o un componente de la sangre. En la investigacion de Michelow y
otros® y Smith y otros,!? la tasa de positividad fue superior (44 y 56 %) utilizando P,
SE, GB y SE, respectivamente. Dagan y otros!* reportaron un valor de 38 % usando
muestras de S; mientras, Toikka y otros'®> encontraron 12 (5,9 %) muestras positivas
entre 201 muestras de S o GB. Abdeldaim y otros'® evaluaron la utilidad de la PCR en
tiempo real en pacientes con NAC en P para diferentes secuencias de cebadores y
sondas, y la tasa de positividad varié entre 26 y 42 %. La sensibilidad puede estar
limitada, ademas, por la ausencia de bacteriemia en los pacientes en el momento de
la extraccién de la sangre, por los cebadores utilizados y la técnica molecular
seleccionada.

El 59,4 % de los pacientes presentd un Unico resultado de PCR positivo, lo que implica
que, si no se hubieran empleado las diferentes combinaciones, en el 40,6 % de los
pacientes no se hubiera logrado obtener el diagndstico. La mayor positividad
utilizando un Unico componente, se obtuvo con SE, aunque la diferencia no fue
estadisticamente significativa con respecto a los demas componentes. A pesar de ello,
se puede sugerir que SE, podria ser la muestra mas apropiada para la deteccién de S.
pneumoniae, sobre todo, si se dispone de recursos econémicos limitados para el
diagndstico.

Considerando el componente de mayor positividad en cada grupo de combinaciones,
se observaron diferencias estadisticas significativas al emplear cuatro componentes
con respecto a tres, dos o un componente; o tres componentes con respecto a uno
solo. Estos hallazgos demuestran que la positividad aumenta con la mayor utilizacién
de componentes de la sangre.
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Escasos estudios evaluaron la utilidad de la PCR entre nifios con NAC
simultaneamente en diferentes componentes de la sangre, por lo cual, fue dificil
disponer de informacién suficiente para comparar nuestros hallazgos. Michelow y
otros® observaron tasas mas altas de resultados positivos entre GB y SE, que entre
muestras de P. En su estudio, Toikka y otros'® usaron P, GB y S, pero la sensibilidad
fue baja. Rudolph y otros’ reportaron una mayor tasa de positividad en GB que en
sangre entera, a pesar que evaluaron un bajo nimero de muestras clinicas.

En concordancia con otros autores,’? la alta positividad encontrada en GB es posible
debido a que las células fagociticas concentran bacterias y material nuclear en la
fraccion de leucocitos de la sangre. Ng y otros,!” en el modelo murino de neumonia
neumococal, demostraron que la PCR en muestras de GB fue mas sensible que la PCR
en P. En nuestro estudio, la PCR detecté ADN de S. pneumoniae en GB en 12 de los
pacientes (17,4 %), cuyo resultado en SE, S y P fue negativo. En nuestro estudio se
encontrd asociacion entre el recuento de leucocitos y la positividad en esa fraccion.

La presencia de inhibidores podria ser una de las causas de los resultados negativos
en alguna de las fracciones, tal como quedé demostrado en SE y en la fraccién de GB.
Otro factor que pudo haber contribuido a la variacidn de sensibilidad de la técnica, es
la baja concentraciéon de ADN, que no fue evaluado en el presente estudio.

La determinacion de la muestra mas apropiada para la deteccién de Streptoccoccus
pneumoniae tiene importancia para incrementar la deteccién de los casos; pero, por
otro lado, es necesario considerar que la utilizacion de uno o cuatro componentes de
la sangre aumenta el costo de la determinacién de la técnica de PCR, y ademas al
requerir un paso adicional (la separacién por gradiente de centrifugacion de los
diferentes componentes), la técnica es mas laboriosa y extensa. Sin embargo, con la
utilizacion de una Unica muestra, por ejemplo, usando SE, el 48 % de los casos
hubiera permanecido sin confirmar, mientras que, si se utiliza Unicamente S, se
hubiera diagnosticado solo el 30 % de los casos.

A pesar que el 80 % de los casos recibieron terapia antibidtica previa a la toma de
muestra, los resultados de PCR no se afectaron. Este hallazgo esta en consonancia
con otros autores,®181% que demostraron que los resultados de PCR no estan
asociados a la terapia antibidtica previa, pero si a la edad de los pacientes. Sin
embargo, Abdeldaim y otros,'®y Dagan y otros!4 encontraron que la sensibilidad de la
PCR disminuyé por el uso previo de antibidticos.

El 16 % de los pacientes con resultado de PCR positiva, presentd entre los hallazgos
radiolégicos un patrén intersticial, lo cual podria ser un marcador de un proceso viral.
Esto es factible, ya que si bien no se identificaron virus respiratorios en las muestras
respiratorias de estos pacientes, es conocido que la inmunofluorescencia posee una
sensibilidad limitada respecto de los métodos moleculares.

Nuestro estudio posee algunas ventajas. Evaluamos un grupo extenso de pacientes
con NAC y efectuamos un exhaustivo analisis clinico, y una alta proporcion de
determinaciones (996) mediante la técnica de PCR, ya que a cada paciente se le
realizaron cuatro ensayos de PCR con la incorporacion de la metodologia adicional de
separacion por gradiente de centrifugacion, para la obtencidn de las diferentes
fracciones de la sangre, lo cual implicd que la técnica fue mas laboriosa y de mayor
costo.
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La principal limitacién fue el escaso nimero de pacientes con cultivo de sangre
convencional positivo. Estudios previos evaluaron el uso de la PCR para la deteccion
de ADN en muestras de sangre, utilizando el cultivo de sangre como estandar de
referencia. Nuestro disefio experimental no planteaba utilizar el cultivo de sangre
como método de referencia, debido a su ya conocida baja sensibilidad, y por lo tanto,
a la dificultad para disponer de un nimero adecuado de muestras positivas. La PCR
anidada, descripta por Murdoch y otros,!? presenta una sensibilidad y especificidad
adecuada, y es util para la deteccion de ADN del Streptococcus pneumoniae en
muestras de sangre. Seria interesante utilizar una PCR en tiempo real,?° disponible en
la actualidad, para evaluar los distintos componentes de la sangre.

En conclusidn, la seleccién del componente de la sangre es fundamental en la
sensibilidad de la técnica de PCR. Una combinacidn de tres o cuatro componentes de
la sangre mejora la sensibilidad. Las cuatro fracciones de la sangre son vitales para
alcanzar la sensibilidad 6ptima, y lograr el diagndstico definitivo de todos los casos.
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