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Discusion

La utilizacion de los métodos de amplificacion de acidos nucleicos para el
diagnostico de muchas enfermedades infecciosas ha venido siendo practica comun en fos
ultimos afios. La deteccion puntual de un determinado microorganismo mediante los
protocolos estandar de PCR no suele ofrecer ningin obsticulo que no pueda ser
superado facilmente con los niveles actuales de desarrollo de la técnica. Sin embargo, la
utilizacion rutinaria de la PCR en un laboratorio clinico para el diagndstico de
determinados sindromes tales como infecciones respiratorias o infecciones del SNC que
pueden obedecer a multiples etiologias, junto con la capacidad que debe tener la técnica
para dar una respuesta adecuada en el tiempo a la demanda de deteccion de otros
microorganismos implicados en otros tipos de infecciones (lo que constituye la practica
habitual en un laboratorio de diagnostico microbioldgico), obligan necesariamente a
plantearse el diagnostico por PCR mediante una estrategia que permita mantener los
niveles de sensibilidad y especificidad de la técnica. La PCR deberia ofrecer, ademas, sus

resultados en un tiempo util para el clinico.

La técnica de la PCR aplicada al diagnodstico de las enfermedades infecciosas
implica la realizacion de una serie de pasos que consumen mucho tiempo, como son las
técnicas de extraccion y purificacion de DNA o RNA de las muestras clinicas, el propio
proceso de amplificacion y las técnicas de deteccion e identificacion del producto
amplificado. Sin duda alguna, estos procedimientos lentos y trabajosos han contribuido a
obstaculizar la aplicacion general y rutinaria de las técnicas de amplificacion de acidos
nucleicos en los laboratorios clinicos. En los tltimos afios, sin embargo, se ha avanzado
mucho en el tratamiento de todos estos problemas y, aunque todavia no se ha alcanzado
el nivel deseado en todos los casos, el estado actual de desarrollo de las diferentes
técnicas relacionadas con el diagnostico por PCR permiten afrontar con optimismo su
aplicacion rutinaria al diagnostico microbiologico. Las técnicas rapidas de extraccion y
purificacion de DNA o RNA, los modernos termocicladores y las técnicas de hibridacion
en placa permiten actualmente la realizacion de un diagnostico por PCR en 5-6 horas, lo

que representa un notable avance sobre la metodologia inicial de la PCR.

La introduccion del diagnostico por PCR en nuestro laboratorio se realizé en 1992.
Inicialmente, su aplicacion se limité a una serie de patogenos muy concretos: M.

tuberculosis, Legionella, P. carinii, Toxoplasma y citomegalovirus. La complejidad de la
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técnica en aquellos momentos no nos hubiera permitido cubrir la demanda que habria
generado su aplicacion a otros microorganismos o patologias mas frecuentes. Incluso en
el caso de la tuberculosis, su diagnostico por PCR quedaba relegado a aquellas
situaciones con fuerte sospecha clinica o a la deteccion de M. tuberculosis en

determinados tipos de muestras (generalmente obtenidas por técnicas invasivas).

En los tltimos tres afios la introduccion de nuevos métodos en la estrategia de
diagnostico por PCR nos ha permitido abordar nuevos diagnosticos de patologias
consideradas frecuentes en un medio hospitalario, sin colapsar la actividad de la unidad
de PCRs y adelantando el tiempo de respuesta respecto de la mayor parte de métodos
diagnosticos convencionales. Estos avances (que no son todavia definitivos y que
indudablemente podran ser mejorados en el futuro) inciden sobre todo en los métodos de
extraccion de acidos nucleicos, siendo mucho mas sencillos que los métodos clasicos,
ademas de permitir el procesamiento simultaneo de varias muestras y sobre todo de
reducir extraordinariamente el tiempo de preparacion de la muestra (30-60 min frente a
las 3-5 horas de los métodos clasicos). Por otra parte, la llegada al mercado de nuevas
generaciones de termocicladores ha constituido también un notable progreso ya que
permiten reducir el tiempo de los ciclos de amplificacion de 5-6 horas a 1-2 horas. Como
resultado de todo ello la técnica puede realizarse, desde el inicio del procesamiento de la
muestra a la visualizacion final de los resultados por electroforesis, en tan solo tres horas,
o en seis horas si la identificacion del producto amplificado se realiza por hibridacion en

placa.

Mediante el analisis y discusion de los resultados obtenidos en este estudio
pretendemos demostrar que el disefio de una buena estrategia de diagnostico por PCR
permite no tan solo abordar aquelios microorganismos no detectables por los métodos
convencionales sino también mejorar el resultado de éstos en muchas otras situaciones y
sustituir con ventaja algunos métodos complejos en los laboratorios clinicos. Todo ello
es posible realizarlo sin romper la rutina del trabajo en el laboratorio y dando respuestas
diariamente a todas las demandas de diagndstico por PCR incluidas en nuestros

protocolos.
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En los ultimos afios han aparecido en el mercado algunas técnicas de diagnostico
microbiologico por PCR. Estas técnicas aportan una buena estandarizacion del método,
idéntica para todos los laboratorios que las utilizan, y unos resultados comparables y
reproducibles entre los diferentes centros. Sin embargo, no pretendemos en nuestro
estudio evaluar las mismas. La utilidad de la PCR que nosotros queremos resaltar es la
de la técnica convencional, no comercializada, estandarizada en el propio laboratorio y
que aporta a éste una capacidad diagnostica practicamente ilimitada. Probablemente en
algunos tipos de diagnésticos serd conveniente o habra razones para acudir a la
realizacion de alguna técnica comercializada, pero la base del diagnostico por PCR en un
laboratorio clinico ha de ser, segiin nuestro criterio, la técnica no comercial mediante la

cual el laboratorio mejora y amplia su capacidad diagnostica.

1. ANALISIS DE LOS METODOS DE EXTRACCION DE ACIDOS
NUCLEICOS.-

La extraccion y purificacion de DNA o RNA de los microorganismos presentes en
las muestras clinicas sometidas a estudio es un paso primordial de gran importancia en el
diagnostico por técnicas de amplificacion. La eleccion del método adecuado en cada
momento depende del tipo de muestra que se vaya a analizar y de los microorganismos
que se pretenda detectar en la misma. Es sabido que muchas muestras clinicas contienen
una gran cantidad de inhibidores del proceso de amplificacion que pueden afectar
seriamente al diagnostico por PCR, incrementando la proporcion de falsos negativos.
Maas et al. (1994) encontraron diferencias importantes en la sensibilidad de la PCR
dependiendo de los diferentes métodos utilizados para la preparacion de la muestra. Esto
implica que el método elegido debe garantizar la separacion de las sustancias inhibidoras
respecto del DNA extraido. La presencia de estas sustancias puede detectarse facilmente
mediante el procesamiento en paralelo de un control positivo mezclado con parte de la
muestra, lo que nos da informacion sobre el grado de purificacion de los acidos nucleicos
obtenidos con el método de extraccion (Zazzi ef al., 1992). La utilidad clinica de la PCR

en el diagnostico de las enfermedades infecciosas puede verse notablemente mejorada
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documentando el nivel de fiabilidad no s6lo de los resultados positivos sino también de

los negativos (Cone ef al., 1992).

En las paginas siguientes valoraremos los diferentes métodos de extraccion y
purificacion de DNA que hemos utilizado a lo largo de este estudio, resaltando las

ventajas e inconvenientes de cada uno de ellos.
1.1 Utilizacion de ultrasonidos.

Constituye una forma mecanica de lisis que permite romper las paredes celulares
sin introducir agentes inhibidores externos. Ehrlich ez al. (1994) han utilizado con éxito
este método en el procesamiento de algunas muestras clinicas. Nosotros lo hemos
utilizado desde el principio de nuestro estudio, pero aplicandolo solamente a la
preparacion de los controles positivos. La sonicacion de suspensiones bacterianas
permite extraer el DNA de una forma rapida y eficaz. La aplicacion de este método sobre
muestras clinicas simuladas (fundamentalmente secreciones respiratorias) nos ofrecio
resultados peores que otros métodos de extraccion, por lo que no lo hemos utilizado en

la preparacion de muestras clinicas.
1.2. Extracciéon con fenol-cloroformo.

Es el método de extraccion y purificacion de DNA mas comiinmente usado para la
practica de la mayor parte de técnicas moleculares (Sambrook ez al, 1989). Con la
utilizacion de este método hemos obtenido los mejores resultados de sensibilidad de la
PCR sobre cualquier tipo de muestra clinica. Su realizacion comporta la utilizacion de
algunos reactivos tales como EDTA, SDS o sustancias caotrdpicas que pueden ser, en
determinadas proporciones, inhibidores de los enzimas de amplificacion. Esto requiere en
primer lugar ajustar bien las proporciones y realizar pasos ulteriores para eliminar o
neutralizar tales sustancias (Persing ef al., 1993). El porcentaje de inhibiciones de la PCR
que hemos detectado en aquellos casos en que se utilizd este método de extraccion esta
alrededor del 3%, lo que puede ser una cifra bastante aceptable, ya que con toda
seguridad no todos los casos de inhibicion son imputables al método de extraccion. Por

lo que respecta al nimero minimo de microorganismos detectable por PCR en las
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condiciones anteriores, fue de alrededor de 25 UFC para M. tuberculosis sobre
secreciones respiratorias y de 5-15 UFC para otros microorganismos, 1o que representa,

como veremos, una mayor sensibilidad que la conseguida por otros métodos.

El principal inconveniente de la extraccion y purificacion con fenol-cloroformo es
el tiempo requerido en todo el proceso y la dificultad que conlleva el procesamiento de
varias muestras a la vez. En este sentido, no consideramos este método adecuado para
dar una buena respuesta a la presion diagnostica asistencial en un laboratorio de
Microbiologia. Su utilidad podria quedar relegada a determinados casos puntuales en los
que se sospeche una carga microbiana baja en alguna muestra clinica y se requiera al

mismo tiempo un nivel de sensibilidad elevado.
1.3. Extraccién mediante técnicas rapidas.

La capacidad del DNA para unirse al silice o a particulas de cristal en presencia de
agentes caotropicos esta ampliamente descrita en la literatura (Vogelstein ef al., 1979,
Yang ef al., 1979, Marko et al., 1989). Esta propiedad se ha utilizado como base para el
desarrollo de los métodos rapidos de extracciéon y purificacion de acidos nucleicos.
Boom et al. (1990) aplicaron por primera vez sobre muestras clinicas un método de estas
caracteristicas facilmente estandarizable, sensible, reproducible, rapido y simple. En los
ultimos afios han aparecido comercializados algunos métodos de extraccion que
incorporan pequefias modificaciones sobre el descrito inicialmente por los citados

autores.

Los métodos rapidos que hemos utilizado en este trabajo y que han sido expuestos
anteriormente en esta Memoria cubren el objetivo de poder procesar varias muestras al
mismo tiempo sin riesgo de contaminacion cruzada de una muestra a otra, y acortan
extraordinariamente el tiempo de procesamiento de las mismas (20-30 min frente a 3-5
horas de los métodos clasicos que utilizan fenol-cloroformo). Esto los convierte en
métodos muy adecuados a las necesidades diagnosticas del laboratorio clinico. Por otra
parte, el grado de purificacion de los acidos nucleicos es superior al obtenido por los
métodos clasicos, disminuyendo el porcentaje de inhibiciones enzimaticas a menos del

1%.

88



Discusion

El nivel de sensibilidad de la PCR practicada sobre 4cidos nucleicos extraidos y
purificados por estos métodos es inferior, en nuestra experiencia, al obtenido por los
métodos clasicos (alrededor de 50 UFC para M. tuberculosis y de 25 UFC para otros
microorganismos). Con todo, el nivel de sensibilidad de los métodos rapidos es suficiente
para el diagnostico clinico, ya que el inoculo microbiano presente en una muestra (si ésta
es realmente representativa del foco infeccioso) suele ser mucho mas elevado. Esto hace
que, si comparamos en su conjunto las ventajas y los inconvenientes de uno u otro
método, las técnicas rapidas resulten ser mucho mas apropiadas para la practica rutinaria

de laPCR.

2. UTILIDAD DE LA PCR EN EL DIAGNOSTICO CLINICO DE LAS
INFECCIONES RESPIRATORIAS.-

La incidencia de la infeccion pulmonar en la comunidad se situa alrededor del 1%
(Foy et al., 1979, Woodhead et al., 1987, Aguirre ef al., 1993; Almirall et al., 1993) y
continia siendo la mayor causa de hospitalizacion, una de las complicaciones mas
frecuentes y graves de la hospitalizacion y una causa comiin de muerte tanto en paises
desarrollados como en paises en vias de desarrollo (Musher e? al., 1996). Muchos de los
microorganismos implicados en las infecciones de las vias respiratorias bajas no son
abordados por las técnicas microbiologicas convencionales, por lo que las técnicas de
amplificacion de acidos nucleicos constituyen una herramienta muy util no sélo por la
capacidad de deteccion de cualquier microorganismo sino también porque sus resultados
no se ven afectados por tratamientos antibidticos previos y porque estos resultados

pueden ser aportados en un periodo de tiempo util para el clinico.

En nuestro estudio hemos incluido en el diagnéstico por PCR los tres
microorganismos mas frecuentemente implicados en infecciones pulmonares:
Streptococcus pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae y Chlamydia pneumoniae.
Ocasionalmente, y siempre bajo indicacion del clinico, se incluyé Legionella
pneumophila entre los microorganismos a detectar por PCR. El tipo de muestra utilizado

en casi la totalidad de los casos fue la PTA por el hecho de que los resultados obtenidos
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a partir de ella son representativos del foco infeccioso y no presentan problemas de

interpretacion.

De los 86 casos en los que se aplico simultaneamente la PCR para la deteccion de
los tres microorganismos incluidos en el protocolo, 64 presentaban infeccion por alguno
de estos tres gérmenes. La PCR permitio establecer el diagnostico en 37 casos (57,8%).
Los 27 restantes (42,2%) no fueron diagnosticados por PCR, lo que plantea la pregunta
de como una técnica que se muestra tan sensible incluso sobre muestras equivalentes a
las utilizadas en nuestro estudio inoculadas experimentalmente puede dejar sin
diagnostico un grupo de pacientes tan amplio. Es sabido que la PCR puede dar
resultados falsos negativos: conocemos los problemas de inhibicion enzimatica que
pueden ocasionar algunas sustancias presentes en muchas muestras clinicas y sabemos
también de los fallos de amplificacion que pueden producirse por problemas intermitentes
debidos a complicaciones durante los primeros ciclos de la amplificacion (Smith et al.,
1990), pero todos estos hechos dificilmente explican un nimero de falsos negativos tan
elevado. Las técnicas de purificacion de acidos nucleicos utilizadas en nuestro estudio,
asi como el procesamiento en paralelo de controles positivos y la utilizacion en muchos
casos de controles internos sobre las propias muestras clinicas, nos inclinan a pensar que
los falsos negativos imputables a la técnica en si probablemente sea un nimero muy
reducido. Evaluar la sensibilidad clinica de cualquier técnica microbiologica es
complicado si no se tiene en cuenta la calidad de la muestra. La muestra representativa
del foco infeccioso y que contiene el microorganismo no siempre resulta facil de obtener.
La PTA, que es el tipo de muestra que mayormente hemos utilizado en este estudio para
el diagnostico de las infecciones pulmonares, es aceptada como de muy buena calidad,
pero debe practicarse solo en aquellos casos en que el infiltrado pulmonar es denso y
periférico y no es tan 1til en infiltrados intersticiales. Por otra parte, cuando la técnica se
realiza sin control radioscopico o ecografico (como ha sido en nuestro estudio) la
sensibilidad de la muestra puede verse muy disminuida (Zabala et al, 1981, Dorca,
1988). Sin duda alguna, el establecimiento de unos criterios adecuados para la obtencion
de una muestra representativa puede contribuir en gran medida a mejorar la sensibilidad

clinica de las técnicas de amplificacion en infecciones respiratorias.
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El analisis de nuestros resultados por PCR para el diagnostico de las infecciones
neumococicas demuestra que esta técnica es superior al cultivo convencional,
probablemente debido a que éste se ve afectado de forma adversa por los tratamientos
antibidticos previos. De los 30 casos constatados clinicamente de infeccion pulmonar por
neumococo, la PCR detecté 20 (66,6%) mientras que el cultivo sobre las mismas
muestras detectd 9 (30%). Esta mayor sensibilidad de la PCR justifica su inclusiéon en un
disefio de diagndstico de la infeccion pulmonar por técnicas de amplificacion a pesar de
que el neumococo puede ser detectado por los métodos convencionales, en principio
menos complejos en su ejecucion y mas econdmicos. Por otra parte, la etiologia
neumocdcica de la neumonia de adquisicion comunitaria es la mas frecuente, por lo que
la aplicacion de técnicas diagnosticas sofisticadas para su diagnéstico debe ser
considerada favorablemente. No son, sin embargo, muy abundantes en la literatura los
estudios que describen la aplicacion de la PCR para el diagnodstico de la neumonia
neumocdcica. Algunos estudios intentan evaluar la PCR en las neumonias bacteriémicas
aplicando la técnica sobre suero o sangre total (Salo et al., 1995; Zhang et al., 1995), o
sobre cultivos de sangre donde se demuestra un incremento en la deteccion de
neumococo con respecto al cultivo (Hassan-King et al,, 1994, 1996). Gillespie et al.
(1994) disefiaron un protocolo de PCR para la deteccion de neumococo sobre muestras
de esputo, introduciendo en la serie experimental 30 casos de pacientes con neumonia en
los cuales el cultivo permiti6 detectar la presencia del gérmen en 14 pacientes y la PCR y
la deteccion de antigeno polisacarido en 13. Posiblemente, la dudosa representatividad
del neumococo en el esputo, ya que puede encontrarse en el 25-50% de la poblacion
preescolar y en 18% de la poblacion adulta sana (Joklik ef al., 1994), junto con el hecho
de que las neumonias bacteriémicas alcanzan sélo el 25-30%, no favorece la aplicacion
de una técnica compleja sobre tnas muestras cuyos resultados pueden presentar
problemas de interpretacion o seran positivos en contadas ocasiones. Por eso la
utilizacion de métodos invasivos como la PTA, que con las técnicas modernas no suele
provocar efectos secundarios importantes en €l paciente, cada vez se hace mas usual y es
sobre este tipo de muestras que nosotros creemos deben ser aplicadas las técnicas de

amplificacion para la deteccion de neumococo.
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Respecto de los otros agentes bacterianos (C. pneumoniae y M. pneumoniae)
incluidos en nuestro disefio de PCRs para el diagnostico de la infeccion pulmonar, los
criterios de su inclusion son mucho mas claros no sélo por la frecuencia de su
implicacion etiologica sino también por el hecho de que no se aislan en los medios de
cultivo convencionales. Aunque dichos agentes si pueden aislarse en medios especiales,
la aparicion de los resultados puede demorarse 2-3 semanas, por lo que su utilidad no se

ajusta a las necesidades del clinico.

M. pneumoniae aparece en nuestro estudio como el segundo agente causal en
orden de frecuencia de la neumonia adquirida en la comunidad. Su deteccion en frotis
faringeos o esputos, sin embargo, no es suficiente para relacionar su presencia con un
proceso de infeccion pulmonar de esta etiologia y se requiere su confirmacion
verificando una respuesta serologica que demuestre que la infeccion es actual y no el
resultado de un estado de portador a causa de infecciones previas (Marmion et al.,
1993). Los resultados de la PCR en nuestro estudio corresponden a muestras obtenidas
por PTA, por lo que no plantean problemas de interpretacién al ser representativas del
foco infeccioso. El estudio serologico sobre dos muestras de suero revel6 el diagndstico
de infeccion pulmonar por M. pneumoniae en 20 pacientes. En dos ocasiones el
diagnoéstico pudo realizarse a partir de los resultados de la primera muestra de suero
(titulos superiores a 1/512) mientras que en el resto se hizo por deteccion de un
incremento del titulo de cuatro veces entre la primera y segunda muestra. De estos 20
pacientes con infeccion pulmonar por M. pneumoniae, la PCR aporto el diagnostico en
nueve casos (45%), siendo negativa en los once restantes (55%). Esta diferencia de
sensibilidad respecto a la obtenida por la misma técnica en el caso del neumococo podria
explicarse por las diferentes caracteristicas de presentacion de la neumonia entre los dos
gérmenes. La infeccion por M. pneumoniae suele dar con mayor frecuencia una
afectacion intersticial, situacion que no es la mas adecuada para la obtencion de buenos
resultados con la practica de la PTA. En efecto, de los 20 pacientes con infeccién por M.
pneumoniae, 12 de ellos presentaban signos radiologicos de consolidacion y el resto

signos de diseminacion intersticial.

La serologia, que tradicionalmente ha sido la técnica mas utilizada para el

diagnostico de la neumonia por M. pneumoniae, ofrece una buena sensibilidad pero sus
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resultados solo sirven, en la mayor parte de los casos, para hacer un diagnostico
retrospectivo que no puede influir en la toma de decisiones terapéuticas por parte del
clinico. Tan s6lo en dos pacientes (de un total de 20) de nuestro estudio se obtuvieron
titulos altos de anticuerpos en la primera muestra de suero. La PCR, en cambio, puede
aportar el diagnostico en menos de 24 horas, hecho que la convierte, en nuestra opinion,
en la técnica de eleccion para la deteccion de las infecciones pulmonares por M.

pneumoniae.

Algunos autores, utilizando la PCR sobre muestras respiratorias de vias altas
(frotis faringeos o aspirados nasofaringeos), han encontrado una sensibilidad en
comparacion con las pruebas serologicas del 60% (Jeroen e al., 1994), 83% (Williamson
et al., 1992) o resultados superiores a la serologia (Blackmore et al., 1995), si bien en
este ultimo caso el 56% de los pacientes fueron estudiados en una Gnica muestra de
suero. Todos estos autores sefialan la importancia de la PCR en el diagnéstico de la
infeccion pulmonar por M. pneumoniae, pero detectan en el tipo de muestras utilizadas
por ellos la presencia de portadores sanos, con lo que aconsejan utilizar la PCR en

combinacion con el estudio serologico para una correcta interpretacion de sus resultados.

Una vez mas, todo lo anterior pone de manifiesto la importancia de la obtencion de
una muestra representativa del foco infeccioso. En nuestro caso, los resultados obtenidos
por PCR no presentan dudas de interpretacion y pueden ser utilizados de forma fiable en
el manejo del paciente. El uso complementario de la serologia servirda aqui para
diagnosticar, aunque sea de forma retrospectiva, aquellos casos no detectados por PCR,

bien sea por fallos de la técnica o por falta de calidad de la muestra.

El tercer microorganismo incluido en nuestro estudio de las infecciones
respiratorias por PCR es Chlamydia pneumoniae. En nuestro medio posee una
incidencia del 12% de todas las neumonias adquiridas en la comunidad. El estudio
serologico de los pacientes (dos muestras de suero en paralelo) aporto el diagnostico de
neumonia por C. pneumoniae en 14 casos. De estos, 8 (57%) fueron diagnosticados
también por PCR sobre muestras obtenidas por PTA mientras que en los seis restantes
(42%) los resultados fueron negativos. El papel patogeno de C. pneumoniae ha sido

documentado en los ultimos afios y las técnicas habituales para su diagnéstico han sido
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las serologicas. Los cultivos celulares para el aislamiento de C. pneumoniae no tienen
una sensibilidad elevada y requieren tiempo para ofrecer resultados positivos. Es por
estos motivos que la PCR aparece como una técnica adecuada para suplir las deficiencias
de las técnicas convencionales. Aunque existen varios estudios que demuestran que la
PCR es util para la deteccion de C. pneumoniae (Campbell et al., 1992; Gaydos et al.,
1992, 1993; Ouchi et al., 1994, Maass et al., 1994; Yamada ef al., 1995; Ramirez ef al.,
1996), sin embargo todos estos estudios no determinan la sensibilidad clinica de la PCR
estudiando series amplias de pacientes con infeccion demostrada por este
microorganismo. De hecho, es dificil la evaluacion de la técnica ya que no se dispone de
un método de referencia claro que pueda ser utilizado como estandar fiable. El intento
mas solido de evaluacion de la técnica fue realizado por Gaydos et al.(1994), utilizando
como referencia patron los resultados positivos obtenidos por dos o mas técnicas
(cultivo celular, PCR, inmunofluorescencia directa y serologia). En estas condiciones, la
sensibilidad de la PCR para el diagnostico clinico de la infeccion por C. pneumoniae fue

del 76,5% con una especificidad del 99%.

Hay concordancia en la mayor parte de estudios publicados en que la PCR detecta
entre un 10-20% mas casos que el cultivo y en que la serologia (solo si se aplica sobre
dos muestras) detecta a su vez entre un 10-20% de casos mas que la PCR (Ieven ez al.,
1997). Segin esto, parece claro que las técnicas de amplificacion han de considerarse de
eleccion en el diagnostico de la infeccion por C. pneumoniae tanto por su aceptable

grado de sensibilidad como por la rapidez de obtencion de sus resultados.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio refuerzan también este planteamiento
a la vez que plantean la necesidad de determinar en el futuro cuales deben ser la muestras
de eleccion para la deteccion de C..pneumoniae. Las técnicas invasivas utilizadas por
nosotros tales como la PTA ofrecen buenos (aunque no optimos) resultados, y seria
interesante comprobar la sensibilidad y especificidad de otras muestras, como las de vias
respiratorias altas o la utilizacion paralela de varios tipos de muestras, con la finalidad de
mejorar las posibilidades de deteccion del microorganismo en aquellos casos de infeccion

pulmonar.
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Con el animo de facilitar la estrategia del laboratorio en el diagnostico de las
infecciones respiratorias hemos probado la utilizacion simultanea de los tres juegos de
cebadores en una técnica de PCR multiple con resultados excelentes sobre muestras
inoculadas experimentalmente. Esta posibilidad simplificaria notablemente el trabajo de
laboratorio, aunque evidentemente se requieren estudios complementarios para
demostrar que la sensibilidad y especificidad se mantienen en los mismos niveles

conseguidos en nuestro estudio.

Para completar el espectro de microorganismos incluidos en nuestro panel de
diagnodstico de infecciones respiratorias por PCR analizaremos los resultados para
deteccion de L. pneumophila. En nuestro medio, la infeccion pulmonar por L.
pneumophila no es muy frecuente, con una incidencia inferior al 1% del total de
neumonias de adquisicion comunitaria. Este hecho nos ha llevado a no incluir
rutinariamente las pruebas de deteccion de L. pneumophila en el diagnostico etiologico
de la infeccion respiratoria, aplicandola sdlo cuando se nos sugiere por parte del clinico.
En tres ocasiones se detectd esta especie por PCR (en muestras de esputo), siendo los
cultivos sobre las mismas muestras negativos, asi como la serologia correspondiente a
una Unica extraccion de suero. Los resultados sobre un numero tan corto de muestras no
permiten extraer demasiadas conclusiones, pero si apuntan la utilidad de la PCR en el
diagnéstico de las infecciones por L. pneumophila en base a la rapidez de obtencion de
sus resultados, muy superior a la obtenida mediante cultivo microbiolégico (3-5 dias) o

mediante serologia.

3. UTILIDAD DE LA PCR EN EL DIAGNOSTICO CLINICO DE LA
INFECCION TUBERCULOSA. .-

Las técnicas de amplificacion para el diagnostico de la tuberculosis han sido
acogidas con interés debido fundamentalmente a la necesidad existente de acortar el
tiempo de identificacion del microorganismo sin tener que esperar a los resultados del

cultivo. Prueba de ello es la gran cantidad de estudios publicados, sefialados en el
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apartado de Introduccion, evaluando la utilidad de estas técnicas en el diagnostico de la

tuberculosis.

Para evaluar en nuestro estudio la rentabilidad de las técnicas de amplificacion en el
diagnostico de la tuberculosis hemos utilizado solamente aquellas muestras que fueron
procesadas paralelamente por cultivo en medio de Lowenstein y PCR de la misma
muestra, considerando pacientes con infeccion tuberculosa a aquellos en los que una u
otra técnica ofrecia resultados positivos y al mismo tiempo fueron diagnosticados
clinicamente como pacientes tuberculosos y tratados con tuberculostaticos durante al
menos tres meses. Bajo estas premisas fueron catalogados como pacientes con infeccion
tuberculosa 70, de los cuales la PCR detecté 63 (90%) y el cultivo 56 (80%). En
muestras respiratorias el cultivo detectdé 39 casos de infeccion (100%) y la PCR 37
(94,8%), mientras que en otro tipo de muestras (aspirados gastricos de pacientes
pediatricos, médula 6sea, PTA, orina y exudados) la PCR se mostr6 superior al cultivo,
aunque el pequefio nimero de tales muestras no es suficiente para que sus resultados
sean estadisticamente significativos. La especificidad de los resultados discordantes de la
PCR con el cultivo (8 casos de PCR positiva y cultivo negativo) se evaluaron en base a
los datos clinicos como se ha indicado anteriormente. Hubo, ademas, siete casos en los

que el cultivo fue positivo y la PCR negativa.

El analisis de los resultados obtenidos por otros autores es muy parecido al
descrito aqui. Asi, Brisson ef al. (1991) obtuvieron una sensibilidad del 97,4% vy
Schluger er al. (1994) del 87,5%; Bennedsen et al. (1996), en pacientes con tincion y
cultivo positivo obtuvieron una sensibilidad del 91,4% y en pacientes con tincion
negativa y cultivo positivo del 62%. Por otra parte, Maher ef al. (1996) y Dilworth ez al.
(1996), sobre muestras de esputc;, reportaron una sensibilidad del 91% y 92%
respectivamente. La diferencias en cuanto a la sensibilidad diagnostica de la técnica entre
estos autores son dificiles de evaluar puesto que en cada caso se utilizan diferentes
metodologias que afectan no tan solo al proceso de preparacion de las muestras sino
también a los métodos de deteccion del producto amplificado y, en algunos casos, a la
utilizacion de cebadores diferentes. Con todo, y a pesar de las diferentes metodologias
usadas, el grado de sensibilidad no difiere notablemente y esta situado alrededor del

90%.
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La aparicion, en los ultimos afios, de algunas técnicas comercializadas permite la
consecucion de resultados mas homogéneos entre los diferentes centros, pero no es
objeto de nuestro estudio evaluar estas técnicas ni hacer referencia a los numerosos
estudios de evaluacion que existen en la literatura. Todos nuestros datos estan basados
en la aplicacion de una PCR convencional no comercializada y descrita en esta Memoria.
Estos resultados nos permiten confirmar la utilidad de la PCR en el diagnéstico de la
tuberculosis, si bien, por el momento, no como una técnica unica sino complementaria a

los métodos microbioldgicos habituales para la deteccion de micobacterias.

4. UTILIDAD DE LA PCR EN EL DIAGNOSTICO CLINICO DE LAS
INFECCIONES BACTERIANAS DEL SNC.-

De los 48 LCRs procesados en paralelo por PCR y cultivo convencional, aquella
dio 41 resultados positivos y el cultivo 30. Si asumimos que el diagnostico clinico de
meningitis bacteriana es correcto en un 95% de los casos, esta prevalencia de la
enfermedad nos daria una sensibilidad para el diagnostico de la PCR del 91,1% mientras
que el cultivo aporta una sensibilidad del 65,7%. Los mejores resultados aparecen en las
meningitis meningocdcicas, cuyo diagndstico se ve mejorado un 22,6% si lo comparamos
con los datos aportados por el cultivo. La labilidad del gérmen y su sensibilidad a los
tratamientos antibidticos previos que afectan notablemente al cultivo pueden ser un
factor determinante en la mejor sensibilidad de la PCR. Por otra parte, las caracteristicas
de un laboratorio que no ofrezca una actividad microbiologica continuada las 24 horas
del dia puede causar una disminucion importante de la sensibilidad de los cultivos. La
introduccion de una técnica como la’ PCR que no se ve influenciada en su sensibilidad
por todos estos factores constituye un elemento importante en el mantenimiento del nivel
de eficacia diagnostica en meningitis bacterianas. En el caso de las meningitis
neumocdcicas, también la PCR confiere resultados superiores a los del cultivo (siete
diagnosticos por PCR frente a tres por cultivo convencional). Cabe destacar, ademas,
que todas las discrepancias entre las dos técnicas han sido PCR positiva-cultivo negativo.
En ningun caso de aislamiento del gérmen por cultivo se ha producido un resultado

negativo por PCR.
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Los limites mas bajos de deteccion de neumococo y meningococo mediante las
técnicas de amplificacion utilizadas en nuestro estudio oscilaron entre 15 y 50 UFC. Esto
confirma la PCR como un instrumento poderoso para el diagnostico de aquellas
infecciones con escaso nimero de gérmenes en el LCR. Asi parecen sugerirlo en nuestra
serie los tres casos de sepsis meningococica con tincion de Gram y cultivo del LCR
negativos en los que la PCR sobre la misma muestra fue positiva ademas de aislarse el

meningococo en el hemocultivo.

Por otra parte, la rapidez de obtencion de resultados mediante la PCR (seis horas
incluyendo la identificacion del producto amplificado por sondas de hibridacion)
constituye un importante argumento para su introduccion sistematica en el diagndstico
de las meningitis bacterianas dada la urgencia terapéutica de estas situaciones clinicas o

la importancia de un cambio a tiempo del tratamiento, orientado al agente causal.

Nuestros resultados son similares a los publicados por otros autores en parecidos
estudios. Knight e al. (1992), utilizando cebadores especificos para N. meningitidis
sobre una serie de 54 LCRs de pacientes con enfermedad meningococica y pacientes
control, encontraron una sensibilidad de la PCR del 91% la cual no se veia afectada por
tratamientos previos. Ketel et al. (1990), en un estudio para detecéi(')n por PCR de H.
influenzae en LCR, consiguieron el diagnostico en 39 de 40 casos de meningitis por H.
influenzae (97,5%). Finalmente, Radstrom et al. (1994), en una estrategia de deteccion
simultanea de N. meningitidis, H. influenzae y S. agalactiae muy similar a la que
nosotros hemos utilizado en nuestro estudio, consiguieron el diagnostico en 117

pacientes de los 125 estudiados (93,6%).

Nuestros resultados, junto a los de otros autores, confirman la utilidad y la eficacia
de la PCR en el diagnostico de la meningitis bacteriana, por lo que creemos que esta
técnica debe ser incorporada a los métodos diagnésticos rutinarios de los laboratorios de

Microbiologia.
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5. UTILIDAD DE LA PCR EN EL DIAGNOSTICO CLINICO DE LAS
INFECCIONES EN INMUNODEPRIMIDOS -

Las infecciones por P. carinii y las reactivaciones de infecciones latentes por
Toxoplasma y citomegalovirus son frecuentes en los enfermos inmunodeprimidos.
Algunos de los métodos clasicos comunmente utilizados para el diagnostico de este tipo
de infecciones, como los estudios serologicos, no son utiles en estos casos dada la escasa
respuesta inmunologica de dichos pacientes. Es por ello que la utilizacion de técnicas de
deteccion directa o de aislamiento del agente causal son preceptivas para su correcto
diagnostico. Los cultivos celulares aptos para el aislamiento de 7. gondii y
citomegalovirus son lentos en la obtencion de resultados mientras que en el caso de P.
carinii no existen. Por otra parte, los métodos convencionales de deteccion directa
(tinciones o técnicas de inmunofluorescencia) presentan fallos de sensibilidad. Esto ha
llevado a que las técnicas de amplificacion de acidos nucleicos se hayan prodigado en los
ultimos afios, como lo demuestran los numerosos estudios aparecidos en la literatura con
la finalidad de suplir las deficiencias de los métodos convencionales en el diagnostico de

las infecciones por este tipo de gérmenes.

En nuestro estudio hemos utilizado la PCR en el diagnostico de las infecciones por
P. carinii comparando inicialmente sus resultados con los obtenidos por la tincidon con
metenamina de plata. Sobre 29 pacientes con manifestaciones clinicas compatibles con
infeccion pulmonar por P. carinii la PCR fue positiva en 20 casos y la tincion en 12. Es
dificil establecer la sensibilidad clinica de la PCR en estas situaciones, dado que no se
dispone de una técnica que pueda ser utilizada como patron estandar. Como
contrapartida, si se puede establecer la correlacion de un resultado positivo por PCR y la
existencia o no de enfermedad en.base a las manifestaciones clinicas en pacientes
inmunodeprimidos (Weig et al,, 1997), lo que nos daria una informacion importante
acerca del valor predictivo de la técnica. De los 65 resultados positivos, 19 corresponden
a muestras obtenidas por técnicas invasivas consideradas como las de eleccion para la
correcta correlacion de sus resultados con la infeccion clinica en el paciente (Tamburrini
et al., 1993). El resto de resultados positivos (46 esputos) se correlacionaron con

infeccion del paciente clinicamente demostrada en 45 casos (97,8%), mientras que en un
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caso la deteccion de P. carinii no pudo correlacionarse con enfermedad actual del
paciente. Unos meses antes este paciente habia sido diagnosticado de neumonia por P.

carinii y recibié tratamiento por esta causa.

Los resultados obtenidos por la PCR en comparacion con la tincion de plata
demuestran que aquella detecta un 40% mas de casos de presencia de P. carinii que la
tincion. En un estudio reciente realizado por Weig et al. (1997), se refiere que la PCR
mejora los resultados de la tincion de plata en un 63%. Otros autores resaltan también la
superioridad de la PCR sobre los métodos convencionales en la deteccion de P. carinii
(Cartwright et al.,1994; Roux et al., 1994; Leibovitz ef al., 1995), con lo que creemos
queda demostrada la utilidad de 1a PCR en el diagnostico de la neumonia por P. carinii y
la conveniencia de que sea considerada como la técnica de eleccion por los laboratorios

de Microbiologia clinica.

En cuanto a la aplicacion de la PCR para el diagnostico de las infecciones por 7.
gondii, su eficacia diagnostica depende del organo afectado. Asi, en el diagnostico de las
encefalitis por 7. gondii la utilizacion del LCR como muestra para detectar la presencia
del parasito tiene una sensibilidad en nuestro estudio del 40%. La muestra adecuada seria
en estos casos la biopsia cerebral, que no suele practicarse en condiciones ordinarias por

el grado de agresividad que representa para el paciente.

Grob et al. (1992) detectaron el parasito en LCR en tres pacientes (37,5%) de los
ocho sometidos a estudio con infeccion en el SNC comprobada. Khalifa ef al. (1994)
encontraron el parasito en 15 de 52 pacientes (28,8%) con sospecha clinica de
toxoplasmosis cerebral. Por su parte Parmley e al. (1992), describen una sensibilidad del
44,4% en el diagnostico de la toxoplasmosis cerebral. Estos autores utilizan juegos de
cebadores diferentes para la amplificacion del gen B1 de T. gondii , asi como diferentes
métodos de extraccion y purificacion del DNA, por lo que sus resultados de sensibilidad
de la técnica son dificilmente comparables. Sin embargo, aunque los trabajos publicados
carecen todos ellos de series amplias de pacientes sometidos a estudio, parece posible
concluir que el LCR como muestra comunmente utilizada para el estudio de la
toxoplasmosis cerebral ofrece una rentabilidad inferior al 50%, lo que también se

confirma en nuestro estudio.
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La infeccion o reactivacion de una infeccion latente localizada en otros 6rganos
puede ser mas facilmente detectable por la mayor facilidad de abordar el foco infeccioso
o por la deteccion del parasito en sangre u orina,ya que en estos casos se produce una
fase de diseminacion general (Huskinson er al, 1989; Fuentes er al, 1996). Asi,
Bretagne et al. (1993) detectaron seis casos de toxoplasmosis pulmonar sobre lavados
broncoalveolares, todos los cuales presentaban reaccion serologica positiva. En nuestra
serie de los siete casos de toxoplasmosis detectados por PCR, cinco corresponden a

afecciones del aparato respiratorio.

El tratamiento profilactico que se ha generalizado en los ultimos afios en pacientes
HIV positivos es un factor importante en la disminucion de la frecuencia de deteccion de
T. gondii en estos pacientes (Bretagne et al., 1995). En nuestra serie de los siete casos
diagnosticados por PCR, cinco corresponden al afio 1994, uno a 1995 y uno a 1997, lo

que parece confirmar también esta tendencia.

A la vista de nuestros resultados y los aportados por muchos otros autores,
podemos concluir que la PCR es una buena aportacion al diagndstico microbiologico de
la infeccion por 7. gondii y, en pacientes inmunodeprimidos, el instrumento mas valioso

de que se dispone hasta el momento para la deteccion del parasito.

Otro tipo de infecciones que afectan frecuentemente a los pacientes
inmunodeprimidos son las producidas por citomegalovirus. A diferencia de lo que suele
pasar en pacientes inmunocompetentes, la infeccion por citomegalovirus en aquellos
puede ser grave y afecta a organos importantes como el higado, pulmon, ojos, SNC, etc.
La caracteristica de persistencia del virus durante mucho tiempo después de una
infeccion aguda o reactivacion de una infeccion latente constituye una dificultad
importante a la hora de correlacionar la deteccion del virus (cualquiera que sea el método
que se utilice) con el cuadro clinico actual del paciente y, probablemente, antes de hacer
esta correlacion habra que descartar otras causas que puedan estar implicadas en la
enfermedad. El valor predictivo positivo de la infeccién por citomegalovirus es mas
elevado cuando éste se detecta en determinado tipo de muestras como, por ejemplo, en
LCR, donde la deteccion de citomegalovirus por PCR alcanza un valor predictivo de

enfermedad del 100% (Wolf ef al., 1992; Cinque et al., 1992; Studahl et al.,, 1995).

101



Discusion

Parecida situacion encontramos en las infecciones pulmonares cuando las muestras para
deteccion de citomegalovirus se obtienen por métodos invasivos tales como el lavado

broncoalveolar (Cathomas ef al., 1993; Eriksson et al., 1993; Liesnart et al., 1994).

En nuestra serie, de los 37 casos en que se detecté citomegalovirus en muestras
clinicas tan s6lo pudieron correlacionarse con infeccion actual del paciente un caso de
afectacion del SNC (deteccion en LCR), dos casos de infecciones respiratorias
(deteccion en PTA) y dos infecciones de mucosa rectal (deteccion en tejido obtenido por
biopsia), mientras que los resultados obtenidos en orina (cuatro casos) y esputo (cinco
casos) no pudieron ser correctamente interpretados. Algunos autores (Miller et al.,
1994) propugnan intentar la deteccion simultaneamente en diferentes muestras del
paciente como método para mejorar la correlacion de los resultados con el estado del

paciente.

La deteccion de citomegalovirus en sangre en 23 de nuestros pacientes estudiados
se realizo en casos que no presentaban ninguna manifestacion clinica de infeccion por
este virus, siendo pacientes integrados en un estudio prospectivo no concluido en el que
se pretende evaluar el mayor riesgo que puedan tener estos pacientes PCR positivos de
desarrollar enfermedad grave por citomegalovirus en el futuro. Con ello la deteccion
precoz por PCR podria constituir un signo predictivo importante que podria sentar la
base para un tratamiento preventivo de aquellos. En resumen, la aplicacion de la PCR
para la deteccion de citomegalovirus se muestra util aunque a veces se haga dificil la
interpretacion de sus resultados, pudiendo sustituir con ventaja a cualquiera de los
métodos convencionales comunmente utilizados para el diagnostico de este tipo de
infecciones. La disponibilidad en la actualidad de un tratamiento especifico justifica la

necesidad de un diagndstico rapido y, por tanto, la inclusion de una técnica adecuada

para la obtencion de tales resultados.
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6. UTILIDAD DE LA PCR PARA EL DIAGNOSTICO CLINICO DE
OTROS AGENTES INFECCIOSOS.-

La aplicacion de la PCR en nuestro estudio para el diagnostico de otros agentes
infecciosos que pueden afectar a pacientes  inmunodeprimidos o pacientes
inmunocompetentes se ha demostrado también util y ofrece ventajas sobre los métodos

convencionales.

En las infecciones producidas por el virus herpes simplex hemos aplicado la técnica
fundamentalmente para el diagnostico de las infecciones genitales o bucales de pacientes
sin inmunodeficiencia con resultados excelentes, ya que ofrece una sensibilidad y
especificidad del 100% en todos aquellos casos clinicamente sugestivos de infeccion
herpética. Thomas ef al. (1992), en uno de los pocos estudios que existen en la literatura
sobre la aplicacion de la PCR en este tipo de muestras, encontraron una sensibilidad
supertor al cultivo identificando 55 casos de infeccion herpética detectados por cultivo y
seis casos mas en que el cultivo dio resultados negativos. Asi mismo, Saftin ef al. (1997)

reflejan la superioridad de 1a PCR sobre el cultivo en muestras genitales.

En pacientes inmunodeprimidos la PCR ha sido particularmente util en el
diagnostico de las infecciones del SNC (meningitis 0 meningoencefalitis) permitiendo la
realizacion del diagnostico en 9 pacientes. En tres de estos pacientes se hizo estudio
serologico con resultados positivos en dos de ellos y negativo en el tercero. En uno de
estos casos se registré IgM positiva mientras que en el otros solamente se detectd un
titulo alto de IgG dificil de interpretar sin tener en cuenta el resultado de la PCR. En
ausencia de la practica de cultivos celulares para el aislamiento del virus, los resultados
obtenidos por PCR son importantes dada la urgencia en el inicio del tratamiento para
conseguir una buena evolucion de la enfermedad. Nuestros resultados en las infecciones
del SNC concuerdan con los obtenidos por otros autores sobre pacientes
inmunodeprimidos (Rozemberg et al., 1991; Aslanzadech ef al., 1992; Koskiniemi et al.,

1996).

Aunque existen técnicas convencionales rapidas para la deteccion de herpes

simplex, utiles sobre todo en muestras cutaneas, la PCR constituye una buena alternativa
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aplicable a todo tipo de muestras pudiendo suplir con ventaja incluso los cultivos

celulares.

Otro tipo de infecciones, comunes sobre todo en pacientes pediatricos, son las
producidas por enterovirus. Estas afecciones aparecen en pequefios brotes epidémicos
durante los meses de verano y se manifiestan por un sindrome febril a veces acompafiado
de exantemas y en algunos casos con afectacion del SNC. Las técnicas diagnosticas
habituales de las infecciones por enterovirus recaen sobre todo en la serologia (reaccion
de fijacion del complemento) o en el aislamiento mediante cultivos celulares. La
serologia tiene una sensibilidad baja debido sobre todo a la dificultad de englobar en una
sola técnica la gran cantidad de serotipos diferentes y la ausencia de serotipos comunes
para todos los enterovirus (Rotbart, 1991) El cultivo celular es considerado como el
estandar de oro para la deteccion de enterovirus a pesar de sus limitaciones, como son la
imposibilidad de algunas cepas de replicarse en los cultivos y el crecimiento lento de

algunos serotipos (Wilden et al., 1987, Chonmaitre ef al., 1992).

La utilizacién de una estrategia de diagnostico por PCR basada en unos cebadores
que amplifican fragmentos de la region S'NTR del genoma de enterovirus, que constituye
la region mas conservada del genoma de los mismos (Rueckert, 1990), permite aplicar
esta técnica para su diagnostico con grandes ventajas sobre los otros procedimientos
microbiologicos. Nosotros hemos utilizado la PCR sobre 96 muestras procedentes de 40
pacientes con clinica compatible con infeccion por enterovirus con resultados positivos
sobre 25 muestras (16 pacientes). El hecho de no disponer de una técnica de referencia
en todos los casos no nos permite establecer datos comparativos para valorar la
sensibilidad clinica de la PCR. Por otra parte, la inespecificidad del cuadro clinico
tampoco permite establecer cuantos de estos pacientes estudiados presentaban con
certeza una infeccion por enterovirus. En 12 pacientes en los que se realizaron
paralelamente cultivos celulares para el aislamiento de enterovirus (correspondiendo en

todos los casos a LCRs) los resultados fueron negativos al igual que la PCR.

Otros autores, en el diagnostico de las meningitis por enterovirus, han encontrado
que la sensibilidad de la PCR es superior a la del cultivo en un 8% (Glimaker et al,,

1993) o en un 20% (Sawyer et al., 1994). Sabine ef al. (1996), utilizando una técnica
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comercial, detectaron una diferencia del 32% a favor de la PCR. Por otra parte los
resultados de la PCR pueden obtenerse en menos de 24 horas, mientras que el cultivo
necesita una media de 6-7 dias. El nivel de sensibilidad y especificidad de la PCR, junto a
la posibilidad de hacer una deteccion rapida que permita establecer el diagnostico en las
primeras horas, avalan la introduccion de esta técnica para el diagnostico de la infeccion
por enterovirus como meétodo de eleccion, pudiendo sustituir perfectamente y con

ventaja tanto la serologia como los cultivos celulares.

La aplicacion de la PCR, utilizando en cada caso los cebadores especificos
correspondientes, nos ha permitido poder realizar el diagnostico microbiologico en tres
casos de infeccién por Parvovirus B19 en sendos pacientes inmunodeprimidos con un
cuadro severo de anemia, asi como el diagnostico de una infeccion por Leishmania en un
paciente HIV positivo con un cuadro de fiebre de origen desconocido. Otro paciente que
presentaba trastornos neurologicos fue diagnosticado por PCR de infeccion por virus JC.
Aunque el nimero de estos casos es reducido para poder llegar a conclusiones
estadisticas en este tipo de infecciones, queda demostrada la utilidad de la PCR al menos
como una herramienta que posibilita la deteccion directa de estos microorganismos
cubriendo el déficit de las técnicas microbiologicas clasicas por lo que se refiere a
Parvovirus B19 y virus JC, y paliando la baja sensibilidad de las tinciones para el

diagnostico de las leishmaniasis sistémicas (Laskay ez al., 1995).

Finalmente, la PCR se muestra también en nuestro estudio como una técnica
alternativa excelente para la deteccion de Plasmodium en sangre. Se obtuvieron cinco
resultados positivos todos ellos confirmados por visualizacion directa del parasito
mediante extensiones en porta de sangre periférica. La hibridacion con sondas especificas
permitioé la identificacion de especie en los cinco casos: dos de infeccion por P.
Jalciparum y tres por P. vivax. Otros cuatro pacientes fueron estudiados con las dos
técnicas en paralelo con resultados negativos, y tres pacientes solo por PCR con
resultados también negativos. En comparacion con las técnicas clasicas, la PCR se
muestra tan eficaz como estas ofreciendo, ademads, la ventaja de poder realizar una
identificacion de especie altamente especifica, Gtil sobre todo en aquellos casos en que el

estudio morfolégico puede ser dudoso.
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En zonas endémicas de paludismo y con series estudiadas mucho mas amplias,
Felger et al. (1995) han demostrado que la PCR es mas sensible que las técnicas

microscopicas tanto en la deteccion de Plasmodium como de infecciones mixtas.

7. ANALISIS DE LA CONTAMINACION MOLECULAR.-

El problema mas importante de la utilizacion rutinaria de las técnicas de
amplificacién en el diagnostico clinico lo constituye la aparicion de falsos positivos
debido a la contaminacion molecular. La acumulacion de productos de PCR
(amplicones) en el laboratorio producida por amplificaciones repetidas de una misma
secuencia junto con la enorme sensibilidad de la técnica, hacen que la transferencia de
pequefias cantidades de esta secuencia de un tubo a otro pueda dar lugar a estos
resultados falsos positivos (Kwok ef al.,, 1989). Para evitar este grave problema los
laboratorios que utilizan sistematicamente la PCR como herramienta diagnostica deben
adoptar una serie de medidas preventivas previamente sefialadas en el capitulo de
Introduccion de esta Memoria. Si el laboratorio adopta todos estas medidas desde el

principio el problema de la contaminacion queda muy minimizado.

En nuestro caso, utilizando la PCR como método diagnostico rutinario desde
1992, hemos tenido a lo largo de estos cinco afios dos episodios de contaminacion
molecular, afectando al proceso de amplificacion de la secuencia de insercion de M.
tuberculosis y de la secuencia especifica de herpes simplex. El problema se solventd
desechando todos los reactivos utilizados en la PCR y preparando nuevos lotes. En
ninguno de estos casos los resultados falsos positivos transcendieron al clinico y la

repeticion de la técnica aport6 finalmente los resultados validos.

En nuestra experiencia, creemos que si bien el peligro de la contaminacion
molecular es realmente muy importante y en modo alguno puede ser pasado por alto, sin
embargo la aplicacion de una técnica depurada y de las medidas de prevencion habituales
reducen este problema a niveles minimos no diferentes de los encontrados en otras
técnicas microbiologicas, por lo que no debe ser obstaculo este problema para la

utilizacion rutinaria de la PCR en el diagndstico microbioldgico.
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8. ANALISIS DEL COSTE ECONOMICO DE LA PCR.-

Las consecuencias econdmicas de Ia introduccion de nuevas tecnologias en los
laboratorios de Microbiologia deben ser tenidas en cuenta siempre a fin de no contribuir
a disparar el coste sanitario publico que ya de por si constituye una carga econémica
importante para los paises. En este sentido son validas las indicaciones del Center for
Disease Control and Prevention (CDC, 1993): "una técnica concreta no debe ser
reemplazada por otra diferente si esta Gltima no es al menos equivalente en sensibilidad y
especificidad a la antigua y su coste no difiera substancialmente de ella”. A diferencia de
las técnicas de amplificacion comercializadas que hasta el momento tienen unos precios
prohibitivos, la PCR convencional (conocida habitualmente como "casera") es asequible
economicamente a cualquier laboratorio ya que su coste no difiere substancialmente de
otras técnicas similares (en muchos casos esta por debajo) comunmente utilizadas en los
diagnosticos convencionales (deteccion de antigeno por técnicas de latex,
inmunofluorescencia o ELISA). El coste calculado para cada reaccion de PCR realizada
en nuestro laboratorio esta situado entre 1a 300 pts, si se realiza el proceso de extraccion
clasico y la deteccion del producto amplificado por electroforesis, y las 850 pts en el
caso de que el método de extraccion sea una técnica rapida comercializada. En el caso de
deteccion del producto amplificado mediante sondas de hibridacion comercializadas

habria que sumar al coste anterior otras 1600 pts.

Por otra parte, la eficacia diagnostica de la PCR hace que el clinico prescinda de la
realizacion de otras técnicas microbioldgicas, en ocasiones mas costosas y menos
rentables que la PCR, lo que necesariamente se refleja en el coste final del laboratorio.
Desde 1992, afio en que iniciamos la aplicacion de las técnicas diagnosticas por PCR, se
han realizado las siguientes determinaciones: 192 en 1992, 345 en 1993, 1296 en 1994,
1356 en 1995 y 1496 en 1996. Sorpresivamente, el coste global economico de nuestro

laboratorio ha ido descendiendo desde 1992 a 1996 (de 32 a 26 millones de pesetas).

En nuestro caso, pues, la introduccion de la PCR como método rutinario no ha

supuesto un incremento presupuestario adicional a pesar de que el nimero de PCRs
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realizadas se va incrementado afio tras afio. Ello es debido en primer lugar a que el coste
de 1a PCR convencional es razonable y en segundo lugar a que su utilizacion permite

sustituir a otras técnicas habituales con lo que el balance final es netamente positivo.
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El analisis de los resultados reflejados en esta Memoria nos permiten extraer las

siguientes conclusiones:

1.- La utilizacion de la PCR "casera” combinada con un método rapido de
extraccion de acidos nucleicos permite dar una respuesta adecuada a las necesidades
diagnosticas de una laboratorio clinico frente a todos aquellos microorganismos que se
incluyan racionalmente en un protocolo de diagndstico por esta técnica, ofreciendo la

posibilidad de dar resultados utiles para el clinico en 24 horas.

2.- Como norma general, y en un protocolo de aplicacion rutinaria de la PCR para
el diagnostico microbiologico, los métodos de extraccion rapidos deben ser considerados
como los de eleccion ya que son los que mejor se adaptan a las caracteristicas de un
laboratorio clinico. Aunque su sensibilidad es ligeramente inferior a la de los métodos
clasicos, sin embargo ésta es suficiente para detectar el microorganismo buscado en la
mayor parte de situaciones clinicas, siempre que se disponga de una muestra

representativa del foco infeccioso.

3.- La inclusion de los microorganismos mas frecuentes en las infecciones
respiratorias adquiridas en la comunidad dentro de un disefio diagnostico por PCR
permite no solo mejorar la sensibilidad de los métodos de cultivo convencionales sino
también aportar los datos microbiologicos en un tiempo util para el paciente. El
establecimiento de criterios para determinar en cada caso el mejor método de obtencion
de una muestra clinica de calidad repercutiria indudablemente en una mayor eficacia

diagnostica de la PCR.

4.- En la infeccion tuberculosa la PCR ofrece la ventaja de la identificacion de la
micobacteria sin necesidad de esperar el resultado del cultivo. Aunque, en nuestra serie,
hemos detectado por PCR casos de infeccion tuberculosa no confirmados por el cultivo,
también se ha dado el caso contrario, por lo que creemos que las técnicas de
amplificacion deben usarse de forma complementaria a los métodos convencionales, con

lo cual la eficacia clinica del diagndstico de la tuberculosis se ve mejorada notablemente.

5.- Dada la elevada rentabilidad diagnostica de la PCR en las infecciones

bacterianas del SNC y la importancia de un diagndstico etioldgico rapido es estos casos,
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los laboratorios clinicos deberian utilizar un disefio de PCR adecuado para este
diagnostico como complemento a las técnicas microbiologicas convencionales.
Particularmente eficaz se muestra la PCR en el diagndstico de meningitis meningococicas

o neumocacicas en aquellos pacientes que han recibido tratamientos antibi6ticos previos.

6.- En pacientes inmunodeprimidos, la PCR es una técnica muy util para el
diagnostico de muchas de las infecciones producidas por gérmenes oportunistas. La
escasa rentabilidad de los métodos serologicos en estos casos asi como la complejidad de
los cultivos para el aislamiento de algunos de estos microorganismos hacen que la PCR
se muestre como un método microbioldgico alternativo maés rapido y eficaz que los

métodos de la Microbiologia convencional.

7.- La disponibilidad de la PCR como técnica diagnostica permite dotar al
laboratorio de una herramienta muy util para la deteccion de posibles microorganismos
de interés puntual (patologias no habituales en nuestro medio, brotes epidémicos con
caracteristicas peculiares, etc.) ya que la infraestructura de un laboratorio de PCRs

permite montar un disefio diagndstico nuevo en pocos dias.

8.- La introduccion de la PCR "casera" en el diagnostico clinico habitual no se
traduce en un incremento de los costes finales del laboratorio ya que los gastos derivados
de 1a PCR se ven compensados por la eliminacion de otras técnicas y por la disminucion

de solicitudes de otros métodos diagnodsticos menos eficaces.
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Anexo

Se adjuntan las publicaciones sobre la utilidad de la PCR en el diagnostico

microbiologico, generadas durante la realizacion de este estudio.
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Funpamento: Valorar la téenica de reaccién en cadena de la
polimerasa en el diagndstico de infeccién por Preumocystis
carinii en enfermos inmunodeprimidos, compardndola con
los resultados obtenidos por la tincién de metenamina de plata.
Meronos: Hemos estudiado 25 muestras clinicas (10 esputos
inducidos, 12 aspirados transtordcicos y 2 lavados
broncoalveolares) de 17 pacientes afectados de sida y con
sintomatologfa respiratoria, En la amplificacién de ADN
hemos utilizado 2 cadenas de oligonucleétidos que
amplifican una larga secuencia mitocondrial ADNr del
genoma de P, carinii.

ResuLTapos: La sensibilidad de 1a reaccién en cadena de la
polimerasa sobre muestras clfnicas fue del 92,8 %, con una
especificidad del 100%, valor predictivo positivo del 100 %
y negativo del 92,3%. La tincién de plata nos dio una
sensibilidad del 65 %, especificidad del 100 %, valor
predictivo positivo del 100% y negativo del 63%.
ConcLusioN: La técnica de la reaccién en cadena de la
polimerasa se muestra mds sensible que 1a tincién de plata
en la deteccién de Preumocystis carinti en pacientes con
neumonfa, por lo que creemos puede ser una buena
alternativa a los métodos cldsicos en muchos laboratorios
de microbiologfa.

Palabras clave: Pneumocystis carinii. Reaccién en cadens de la
polimerusa. Tincién metenamina de plata.
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Detection of Pneumocystis carinii in clinical
specimens by polymerase chain reaction.
Comparison with methenamine silver stain

BacKGROUND: A comparison of polymerase chain reaction
(PCR) with methenamine silver stain was performed on
clinical specimens for diagnosis of Pneumocystis carinii
pneumonia in immunosuppressed patients.

Memhops: 25 clinical samples (10 induced sputa,

12 transthoracic needle aspirations and 2 bronchoalveolar
lavages) from 17 patients with AIDS and respiratory
symptoms were studied. We performed DNA amplification
by using 2 primers that amplify the mithocondrial large
1DNA sequence of P carinii.

Resuirs: The sensitivity and specificity of the PCR technique
were 92.8% and 100% respectively, with a positive
predictive value of 100% and negative predictive value

of 92.3%.

The sensitivity of the silver stain were 65 %, specificity
100%, positive predictive value 100 % and negative
predictive value 63 %.

Coxcrusion: The PCR technique is more sensitive than the

- methenamine silver stain for detecting Preumocystis

carinii in respiratory specimens from patients with
pneumonia. Consequently it could be a very good
alternative to classical methods in diagnosis of P. carinii
infections.

Koy words: Pneumocystis carinii. Polymerase chain reaction.

Methenamine silver stain.
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Introduccion

La neumonia por Preumocystis carirnii en enfer-
mos de sida es extraordinariamente frecuente!, dis-
poniéndose en la actualidad de muchos métodos mi-
crobiolégicos para hacer un diagnéstico répido y fiable.
Estos métodos van desde las cldsicas tinciones de
Giemsa o metenamina de plata (con sus muiltiples va-
riaciones) hasta las mds modernas técnicas de inmu-
nofluorescencia directa o indirecta con anticuerpos
monoclonales, quimiofluorescencia?, técnicas de hi-
bridacién in situ® y técnicas de amplificacién de
ADN#*¢,

Suelen ser varios los pardmetros que influyen en la
decisién de elegir uno u otro de estos métodos: sensi-
bilidad, especificidad, coste, sencillez de ejecucioén,
tiempo disponible, etc.?

Por otra parte la sensibilidad de algunas de estas téc-
nicas varfa, segun los diferentes autores®°, depen-
diendo del tipo y calidad de 1a muestra, asf como del
tiempo que el microbiélogo puede dedicar a ia obser-
vacién microscépica (entre 10 y 15 minutos en el caso
de las tinciones).

En el presente estudio valoramos la técnica de la
reacci6n en cadena de la polimerasa (PCR) en el diag-
nostico de la infeccién por P carinii en enfermos in-
munodeprimidos, compardndola con los resultados ob-
tenidos por 1a tincién de metenamina de plata.

Material y métodos

Hemos estudiado 25 muestras correspondientes a 17 pa-
cientes afectados de sida; 10 de estas muestras eran espu-
tos inducidos, 12 aspirados pulmonares obtenidos por pun-
cién transtordcica y 2 secreciones respiratorias obtenidas
por lavado bronquial. Todos los pacientes presentaban sin-
tomatologfa respiratoria de vias bajas.

Una vez recibidas en nuestro laboratorio, las muestras eran
fraccionadas convenientemente segiin las diferentes deter-
minaciones que se solicitaban. Una parte era reservada para
PCR y otra era enviada al servicio de anatomfa patoldégica
para la tincién de plata.

Preparacién de la muestra para la técnica
de Ia reaccién en cadena de la polimerasa

La extraccion de ADN de la muestra la realizamos median-
te un equipo comercial (Kit Extraccién DNA IV), fabricado
por Durviz SL (Valencia, Espafta) y distribuido por Unipath
SA, y siguiendo las instrucciones del fabricante.

Tomarmos 1,6 ml de muestra y realizamos 3 lavados éon
agua destilada estéril centrifugando a 13.000 rpm durante
5 minutos. A continuacién resuspendimos el sedimento con
283 ul de tampén de dilucién, transferimos a un tubo
con polfimero y aftadimos 16 ul de solucién de detergente
y 1,6 ul de enzima proteolftica, incubando durante 1 hora
a 37 °C. Posteriormente afiadimos 50 ul de solucién salina
y 40 de solucién de precipitacién, incubando durante 10 mi-
nutos a 66 °C. En un siguiente paso afiadimos al tubo 400 ul
de solucién de extraccion, mezclamos y centrifugamos 5 mi-
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nutos a 13.000 rpm para separar la fase acuosa de ADN del
resto de protefnas. Transferimos el sobrenadante a un tubo
nuevo y afiadimos 0,6 vohimenes de alcohol isopropflico
para precipitar los dcidos nucleicos. Mantuvimos 10 minu-
tos a temperatura ambiente y luego centrifugamos durante
10 minutos a 13.000 rpm, eliminando el sobrenadante por
decantacién. Lavamos el ADN con 1 mi de alcohol etflico
al 70 %, decantamos y secamos el sedimento al vacfo hasta
evaporar totalmente el acohol. A continuacién, resuspen-
dimos con 100 ul de agua destilada estéril, procediendo a
1a amplificacién del ADN.

Amplificacién del ADN

La zona amplificada corresponde a una regién genémica
de ADN codificadora de ARN ribosémico mitocondrial de
P carinii de rata!*2, Para su realizacién utilizamos el set
de amplificacién P, carinii, fabricado por Durviz SL (Valen-
cia, Espafia) y distribuido por Unipath SA, siguiendo las ins-
trucciones del fabricante.

En un tubo colocamos 100 ul de aceite antievaporacién,
50 ul de muestra y 50 de una mezcla compuesta por: 37,6 pul
de agua destilada estéril, 10 ul de tampdn de polimeriza-
cién, 1 ul de desoxinocleétidos trifosfato, 0,5 de los inicia-
dores 1y 2y 0,4 pl de polimerasa. A continuacién coloca-
mos la muestra en un termociclador, efectuando 40 ciclos
de 2 minutos a 94 °C, 1 minuto a 566 °C y 1 minuto a 72 °C.

La visualizacién del amplificado 1a hicimos por separacién
electroforética en un gel de agarosa al 3% con bromuro de
etidio incorporado y observando en un transiluminador de
luz ultravioleta.

Resultados

De las 25 muestras estudiadas por PCR, en 12 (co-
rrespondientes a 9 pacientes) encontramos genoma
de P carinit (5 esputos, 6 punciones transtordcicas
y un lavado broncoalveolar). La metenamina de pla-
ta se aplicé sobre 22 muestras, siendo positiva en
6 muestras, correspondientes a 4 pacientes (tabla 1).

Los 9 pacientes en los que se detecté genoma de
P, carinii tenfan neumonfa por dicho agente causal
segiin se demostré por la clfnica, respuesta al trata-
miento y evolucién posterior. La metenamina de pla-
ta fue negativa en 5 de estos 9 pacientes.

La PCR nos permitié diagnosticar correctamente a
todos los pacientes con infeccién por P carinii
(p=~0,001)si bien en un paciente la PCR fue negativa
aplicada sobre la puncién pulmonar y positiva sobre
el esputo (tabla 2). La tincién de plata nos dio el diag-
néstico etiolégico en 4 de los 9 pacientes (p=0,05)
(tabla 3).

La sensibilidad de la PCR sobre las muestras clfni-
cas fue del 92,8 %, con una especificidad del 100 %,
un valor predictivo positivo del 100 % y un predictivo
negativo del 92,3 %. La tincién de plata, en cambio,
nos dio una sensibilidad del 656 %, especificidad del
100 %, valor predictivo positivo del 100 ¥ y negativo
del 63%.
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Comparacién con la $&cnica de metenamina de plata

Discusion

Los datos anteriores nos confirman la superioridad
de la PCR sobre la tincién de metenamina de plata
en lo que refiere al diagndstico de infeccién por P, ca-
rinit, aprecidndose una mayor sensibilidad sobre cual-
quiera de los tipos de muestra estudiados. Tiene como

TABLA 1. Resultados de la reaccién en cadena
de 1a polimerasa y tincién metenamina de plsta en los diferentes
tipos de muestras

Macstra “"‘i““

Paciente

B

ot et

12 PTA
13 PTA
14 PTA

16 PTA

16 El
17 BAL

MO W O] AL DM
>
FHtT it rt bl +++ 1 +4+4+++++++ 5

ULl LB B+++ 141+ 011

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa; TMP: tincidn metenamina de
plata; PTA: puncién transtordcica aspirativa; El: esputo inducido; BAL:
lavado broncoalveolar; NR: prueba no realizada,

TABLA 2. Resultados de 1a reaccién en cadens de Ia polimerass
en relacién con la presencia o no de infeccién por P. carinii

Muestra de Muoestra de Total
paciente infectado | paciente no infectado
PCR positiva 12 0 12
PCR negativa 1 12 13
Total 13 12 25

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa.

-

TABLA 3. Resultados de Ia tincién metenamina de plata
en relacién con la presencia o no de infeccién por P, carinii

Muestra do " Muestrs de Total
paciente infectado | paciente no infectado
TMP positiva 6 0 8
TMP negativa 7 9 16
Total 13 « 8 22

TMP: tincién de metenamina de plata.
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desventaja, en estos momentos, la mayor complejidad
de ejecucion y el mayor coste econémico, inconvenien-
tes que pueden verse superados con los actuales in-
tentos de automatizacion de la PCR. Pero tiene 1a ven-
taja de la enorme potencia en el incremento de la
sensibilidad y especificidad, y, en un iaboratorio me-
dio de microbiologfa, donde el microbiélogo debe res-
ponsabilizarse de miitiples y diferentes tareas es im-
portante que la sensibilidad recaiga sobre 1a técnica
mds que sobre el tiempo de observacién microscépi-
ca de 1a muestra, del cual el microbiélogo muchas ve-
ces no dispone,

En nuestra serie todos los casos positivos por PCR
han tenido una buena correlacién con la clfnica y evo-
lucién del paciente, siendo éste el criterio que hemos
utilizado para valorar los datos de sensibilidad y es-
pecificidad de las 2 técnicas utilizadas. Pero persiste
el interrogante de c6mo interpretar los resultados ver-
daderos positivos en aquellos pacientes sin enferme-
dad; es bien sabido que muchos adultos pueden ser
portadores de P, carinii en pequeflas cantidades que
pueden ser reveladas por PCR. ;Es deseable, enton-
ces, una técnica tan sensible? Probablemente la res-
puesta sea diferente segiin las circunstancias de cada
laboratorio. Nosotros hemos optado por la PCR para
el diagndéstico de infeccién por P carinit después de
haber probado muiltiples técnicas. Los resultados dis-
cordantes entre esta técnica y la clinica (en nuestro
caso no los ha habido pero puede haberlos) creemos
deben ser interpretados a la luz de la clfnica, segin
1a evolucién del paciente, teniendo siempre en cuen-
ta el dato microbiolégico aportado y actuando en con-
secuencia en el momento en que las circunstancias
clinicas lo requieran,

Concluimos, pues, que 1a PCR es una técnica sensi-
ble y especffica y que en muchos laboratorios de mi-
crobiologfa puede ser una buena alternativa a las téc-
nicas cldsicas para el diagnéstico de infeccién por
P, carinii en enfermos inmunodeprimidos.
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Valoracién de la especificidad en la deteccién
de antigeno capsular de Streptococcus
pneumoniae sobre muestras chmcas utilizando
la reaccion en cadena de la polimerasa

como técnica de referencia
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FunoamenTto: Estudiamos la sensibilidad y especificidad
de Ia técnica de 14tex sobre muestras obtenidas por
puncién transtorécica aspirativa en el diagnéstico de la
neumonia neumocécica, utilizando como técnica de
referencia Ia reacciéon en cadena de {a polimerasa.
Meropos: Hemos seleccionado 29 muestras
procedentes de otros tantos pacienm afectados de
neumonia de adquisicion extmhosphalaﬂa
procesindolas sn paralelo para cultivo, detsccién de
antigeno y reaccién en cadena de la polimerasa. Para
la técnica de latex utilizamos el kit de reactivos de
BioMérieux (Francia) y para la reaccién en cadena de la
polimerasa utilizamos los primers (iniciadores) Pn2x up
y Pn2x down que amplifican e} gen PBP2x de
Streptococcus pneumoniae.

Resuwrapos: El cultivo fue positivo en 5 pacientes, la
deteccién de antigeno en 15 y ia reaccién en cadena
de la polimerasa en 14. La especificidad de la

técnica de latex, utilizando la reaccién en cadena

de {a polimerasa como referencia, fue del 93%.
Conciusion: La técnica de l4tex para deteccién de
antigeno neumocdécico tiene una sensibilidad simifar a
la reaccién en cadena ds la polimerasa, poses una
buena especificidad y es de répida y facil ejecucion.

Paisbras clave: Streptococcus pneumonise. )
Reaccién en cadena de ia polimerasa.
Deteccion de antigeno.

Manuscrito recibido el 29-6-1894; aceptado el 5-10-1994.
Enferm Infecc Microbiol Clin 1995; 13: 288-291.
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Evaluation of specificity of pneumococcal antigen
detection in clinical samples by using the polymerase
chain reaction as reference method

BAckGrOUND: Sansitivity and specificity of latex
agglutination test on samples obtained by
transthoracic needle aspiration was evaluated for
diagnosis of pneumococcal pneumonia by using the
polymerase chain reaction as reference method.
Mernoos: Samples from 29 patients with community
acquired pneumonia were processed for culture,
antigen detection and polymerase chain reaction. The
iatex agglutination test was performed with a reagents
kit {Slidex méningite kit, BioMérieux, France) using the
procedure recommended by ths manufacturer.

The polymerase chain reaction was carried out by
using two primers: Pn2x up and Pn2x down that
amplify the PBP2x gene of Streptococcus pneumoniae.
Resuwrs: Culture was positive in 5 patients, antigen
dstection in 15 and polymecase chain reaction in 14
patients. The specificity of latex agglutination test was
93% compared with polymerase chain reaction as
reference method.

Concuusion: The pneumococcal antigen detection by
iatex agglutination test is as sensitive as the
polymerase chain reaction, it sesms to be highly
specific, and it is rapid and easy to perform.

Koy words: Streptococcus pneumoniss.
Polymerase chain reaction. Antigen detection.
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de Streptococeus pneumoniae sobre muestras clinicas utilizando la reaceién
en cadena de la polimerasa como técnica de referencia .

Introduccién

Las técnicas de deteccién de antigeno mediante
anticuerpos unidos a particulas de ldtex han veni-
~do utilizéndose en el diagnéstico microbiolégico des-
de la segunda mitad de los afios setentals, A pesar
de la buena acogida inicial, su utilizacién no ha con-
seguido desplazar a los métodos cldsicos en el diag-
' néstico microbiolégico, debido fundamentalmente a
dos causas: la dificultad de interpretacién cuando
se produce una reacci6n débil y la falta de demos-
' traci6n de especificidad cuando falla el aislamien-
to del germen. La utilizacién del cultivo como
patrén-oro (gold standard) para la valoracién de una
técnica tiene, como es sabido, muchas limitaciones,
motivadas, sobre todo, por su falta de sensibilidad
en muchas circunstancias: tratamiento previo, dis-
minucién de la capacidad de adaptacién del germen
al nuevo sustrato, problemas relacionados con el pro-
cesamiento de la muestra, etc.

La interpretacién del valor de la técnica cuando
se producen discrepancias entre ésta y el resultado
del cultivo se hace normalmente a favor del cuiti-
vo. En nuestra experiencia, los resultados de detec-
cién de antigeno neumocécico sobre muestras obte-
nidas por puncién transtordcica aspirativa (PTA) son
superiores a los obtenidos por cultivo, por lo que,
si esta supuesta mayor sensibilidad se acompafia-
ra de un alto indice de especificidad, dispondriamos
de una técnica potente, ripida y de fécil ejecucién
para el diagnéstico microbiolégico de la neumonia
neumocécica.

El objetivo de este estudio es comprobar la espe-
cificidad de los resultados obtenidos por 1a técnica
de latex comparéndola con los resultados obtenidos
por técnicas de amplificacién de DNA sobre la mis-
ma muestra.

Una estrecha concordancia entre la deteccién de
antigeno y la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) podria ser un argumento importante en fa-
vor de la especificidad de aquélla.

Material y métodos

Hemuos procesado para este estudio las muestras obte-
nidas por PTA*® de 29 pacientes afectados de neumonia
de adquisicién extrahospitalaria. Una parte de la mues-
tra fue sembrada en medios convencionales para aisla-
miento bacteriano y la parte restante fue congelada a
—T70 °C a la espera de practicar posteriormente la PCR
y la deteccién de antfgeno. A todos los pacientes se les
practicaron hemocuitivos seriados.

En 1a realizacién de la técnica de l4tex para la detec-
cién de antigeno polisacdrido utilizamos un kit de reac-
tivos (Slidex méningite kit) comercializado por BioMé-

7

rieux (Francia), siguiendo las indicaciones del fabricante:

calentamos 0,4 ml de la muestra a 95 °C en un bloque

térmico durante 5 minutos. Centrifugamos a 12.000 rpm

en una microcentrifuga durante 10 minutos, utilizando

el sobrenadante para la técnica de aglutinacién. .

Para la PCR utilizamos los primers (iniciadores) Pn2x

up (CGT GGG ACT ATT TAT GAC CGA AAT GG)y Pn2x

down (AAT TCC AGC ACT GAT GGA AAT AAA CAT ATT
A) que amplifican el gen PBP2x de Streptococcus pneu-
moniae’ siguiendo el protocolo que describimos a conti-

nuacién.

Extraccién del DNA

Tomamos 0,5 ml de muestra y efectuamos 3-4 lavados
con agua destilada a fin de provocar la lisis total de los
hematfes. A continuacién resuspendemos el sedimento
con 300 ul de tampén de lisis (0,01 M Tris pH 7,8, 0,006
M de EDTA, 0,6% SDS) afiadiendo 1,5 ul de proteinasa
K e incubando una hora a 37 °C. Mezclamos la muestra
con 400 xl de fenol-cloroformo y centrifugamos 5 minu-
tos a 12.000 rpm para separar la fase orgénica de la fase
acuoea. Colocamos ésta en un nuevo tubo de 1,6 ml y afia-
dimos 0,6 voliimenes de alcohol isopropflico en presencia
moderada de cationes monovalentes (acetato sédico y clo-
ruro sédico a una concentracién de 0,3 My 0,2 M, respec-
tivamente) dejando precipitar los 4cidos nucleicos durante
10 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente centrifugamos el tubo durante 10 mi-
nutos, decantamos, lavamos con 1 ml de alcohol etflico al
70% y volvimos a centrifugar otros 10 minutos. Decanta-
mos de nuevo y procedimos a la evaporacién de los restos
de alcohol®.

Resuspendimos el DNA con 100 ul de agua destilada y
pasamos a realizar la fase de amplificacién,

Amplificacién del DNA

Preparamos una mezcla 2x con los siguientes reactivos:
10 ul de tampén de PCR (200 mM Tris-HCI pH 8,4,
500 mM KCD), 3 4l de 50 mM MgC12, 2 xl de 10 mM mez-
clade dNTP, 1 ul de los primers 1 y 2 (100 pmol por reac-
cién), 2,6 unidades de Taq polimerasa y agua destilada
hasta completar 50 glb.

Para la amplificacién colocamos en un tubo de 1,5 ml:
100 ul de aceite mineral, 50 ! de mezcla 2x y 50 pl de la
muestra a estudiar, colocdndolo en un termociclador pro-
gramado de la manera siguiente: 1 ciclo de 4 minutos a
95 °C; 40 ciclos de 1,6 minutos a 95 °C, 1,6 minutos
a 56 °C y 6 minutos a 70 °C; finalizamos con un ciclo de
10 minutos a 70 °Cro,

Visualizamos el producto amplificado, un fragmento de
1,5 kb, por separaci6n electroforética en un gel de agaro-
sa al 3% con bromuro de etidic incorporado y observando
en un transiluminador de luz ultravioleta. Realizamos la
identificacién de la banda comparando con la de un con-
trol positivo extraido de una suspensién sonicada de Strep-
tococcus pneumoniae (fig. 1),

Para evaluar la especificidad de los primers utilizados
en la amplificacién del gen PBP2x de Streptococcus pneu-
moniae, utilizamos cepas de Staphylococcus aureus, Strep-
tococcus pyogenes, Streptococcus grupo viridans, Haemo-
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Figura 1, Visualizacién del amplificado en gel de agarosa al 3% con bro-
muro de etidio i Las bandas del amplificado corresponden

un fragmento de 1,5 kb del gen PBP2x de Streptococcus preumoniae. La
poulici6n2,dondenoneaprecianingunabanda,mespondeahdeleon-
trol negativo, »

philus influenzae, Neisseria spp., y Legionella pneumop-
hila. En ninguno de estos casos obtuvimos resultados po-
sitivos por la técnica de la PCR.

As{ mismo procesamos 11 muestras obtenidas por PTA
de otros tantos pacientes con neumonia de las siguientes
etiologias: 5 casos de neumonia por Mycoplasma pneumo-
nige (tftulo de anticuerpos superior a 1/512 por técnicas
de inmunofiuorescencia); 3 casos de neumonfa por
Chlamydia pneumoniae (tftulo de anticuerpos superior a
1/612 por inmunofluorescencia); 2 casos de neumonia vi-
rica (tftulo 1/160 frente a virus influenza A por técnica
de reacci6n de fijacién de complemento) y un caso de neu-
monia por Coxiella burnetii (seroconversi6n a 1as 3 sema-
nas por reaccién de fijacién de complemento).

La amplificacién del DNA procedente de tales muestras
con loa primers Pn2x up y Pn2x down de Streptococcus
preumoniae, asf como la deteccién de antigeno, fueron ne-
gativas.

Posteriormente pudimos confirmar la etiologia en 3 de
los 5 casos de neumon{a por Mycoplasma pneumoniae y
en 2 de los 3 casos de neumonfa por Chlamydia pneumo-
niae mediante técnicas de PCR utilizando primers espe-
cificos para la amplificacién de DNA de estos microorga-
nismos?!!,
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TABLA 1. Resultados obtenidos con las diferentes téenicas

Puneién transtordcica aspirativa
Positivo 5 15 14 7
Negativo 24 14 15 22
PCR: reaccién en cadena de la polimerass.
TABLA 2. Patrén de resultados por pacientes

Puncién transtorfcica aspirativa
2 - - - +
2 + + + +
3 + - + +
s + + + -
8 + - + -
1 + - - -
12 - - - -
PCR: resccién en cadena de 1a polimerasa,
Resultados

A los 29 pacientes se les practicé PTA y hemocul-
tivo, con los siguientes resultados: el cultivo de la
PTA fue positivo en 5 casos, la deteccién de antige-
no en 15 y la PCR en 14 casos (tabla 1).

En todos los casos en que el cultivo fue positivo
también lo fueron la deteccién de antigeno y 1a PCR.

~ La deteccién de antigeno fue también positiva en

los 14 casos en los que lo fue la PCR, siendo ade-
mé4s positiva en un caso en el que 1a PCR fue nega-
tiva.

En ninguna ocasi6én de deteccién de antigeno ne-
gativa tuvimos resultados positivos ni por cultivo
ni por PCR.

El hemocultivo dio resultados positivos en 7 pa-
cientes. En 2 ocasiones el hemocultivo fue la Gnica
prueba diagnéstica. De los 5 pacientes restantes con
hemocultivos positivos, dos tuvieron también la de-
teccion de antigeno, la PCR y el cultivo de la PTA
positivos y en los 3 restantes 1a PTA fue positiva sélo
para PCR y deteccién de antfgeno {tabla 2). Trece
pacientes habfan recibido tratamiento previo. En es-
tos casos el cultivo fue positivo en un paciente, la
deteccién de antigeno en siete y 1a PCR en seis. El
hemocultivo en pacientes con medicacién previa fue
positivo en 3 ocasiones.

Discusién
La deteccién de antigeno capsular de Streptococ-
cus pneumoniae se muestra como una técnica muy

sensible para el diagnéstico de la neumonia neumo-
cocica sobre muestras obtenidas por puncién trans-
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tordcica aspirativa, siendo esta sensibilidad tres ve-
ces superior a la del cultivo. Por lo que respecta a
su especificidad seria del 93% si la referimos a los
resultados de la PCR considerada como técnica de
referencia. El \inico caso de deteccién de antfgeno
positiva no confirmada por PCR podria muy bien
atribuirse a falta de sensibilidad de ésta, causada
por la presencia de factores inhibidores de la poli-
merasa. Los miiltiples lavados con agua destilada
para provocar 1a lisis de los hematies y los méto-
dos para separar posteriormente el grupo hemo de
la fase acuosa que contiene el DNA no siempre son
efectivos, por lo que pueden darse resultados falsos
negativosi243,

La correlacién entre la deteccién de antigenoy la
PCR es bastante buena por lo que creemos que los
resultados positivos obtenidos por aquélla deberian
interpretarse en favor de su especificidad.

Los limites de deteccién de la técnica estén situa-
dos en 100 ng/m] de antigeno purificado. Pero la sen-
sibilidad global en el diagnéstico de la neumonia
neumocécica en este tipo de muestras depende no
s6lo del poder de la téenica sino también de la cali-
dad de la muestra. En este sentido podria interpre-
tarse la discordancia entre los 2 hemocultivos posi-
tivos y los resultados negativos obtenidos a partir
de la PTA en estos mismos pacientes.

El pequeiio tamaiio de la muestra estudiada no
nos permite opinar acerca de la rentabilidad de la
PTA como procedimiento sistemético para estable-
cer el diagnéstico de la neumonia en general, aun-
que creemos que si se consiguiera dirigir la puncién
con precisién a la zona pulmonar afectada mejora-
ria mucho su sensibilidad, sobre todo si completa-
mos el cultivo con otras técnicas alternativas como
la deteccién de antigeno y/o 1a PCR.

Concluimos, pues, que la deteccién de antigeno
capsular por la técnica de l4tex es muy sensible, al-
tamente especifica, econémica y sencilla en su eje-
cucién.

Bibliografia

1. Coonrod JD, Rylko-Bauer B. Latex agglutination in the
gxalgéxaot;x;of pneumococcal infection. J Clin Microbiol 1976;

4

2. Leinonen M, Herva B. The latex agglutination test for the
diagnosis of meningococcal and Hoemophilus influenzae
meningitis. Scand J Infect Dis 1979; 9: 187-191.

3. Whittel HC, Tugwell F, Egler LS, Greenwood BM. Rapid
bacteriol ogxca.l of pyogenic meningitis by lam ag-
glutination. Lancet 1874; 2: 618-621.

4. Zabala DC, Schoell JE. Ultrathm needle aspiration of the
lung in infectious and malignant disease. An Rev Respir Dis
1981; 123: 125-131.

5. Wang KP, Kelly SJ, Britt JE. Percutaneous needle aspira-
tion biopey of chest lesions: New instrument and new techni-
que. Chest 1988; 93: 993-997.

6. Manresa F, Dorca J. Needle aspiration techniques in the
diagnosis of pneumonia. Thorax 1991; 46: 601-603.

7. Muiioz R, Coffey TJ, Daniels M, Dowson CG, Laible G, Casal
d et al. Intercontinental spread of a multiresistant clone of
serotype 23 F Streptococcus pneumoniae. J Infect Dis 1991;
164: 302-306.

8. Sambrook, Fritsch, Maniatis. Molecular cloning, 3* ed.
Nueva York: CSH, 1989.

9. Saiki RK, Golfand DH, Stoffel 8, Scharf 8J, Higuchi R, Horm
RT et al. Primer directed enzymatic amplification of DNA
g't,h g termostable DNA polymerase. Science 1988; 239:

-491.

10. Dowson CG, Hutchinson A, Spratt BG. Extensive remodel.
ling of the transpeptidase domain of penicillin-binding pro-
tein 2B of a penicillin-resistant South African isolate of Strep-
tococcus pneumoniae. Mol Microbiol 1989; 3 (1): 95-102.

11. Persing DH, Smith TF, Tenover FC, White TJ. Diagnostic
Molecular chmbxology Pruxcxples and Applications.

Washington: American Society of Microbiology, 1993.

12. Rudolph KM, Parkinson AlJ, Black CM, Mayer LW. Evalua-
txond‘polymensechmnmwtmnﬁordmgnwsd‘pneumoeoc-
cal pneumonia. J Clin Microbiol 1993; 31: 2.661-2.666.

13. Giullespi SH, Ullman C, Smith MD, Emery V. Detection of

Streptococcus pneumoniae in sputum samples by PCR. J Clin

Microbiol 1994; 32: 1.308-1.311.

291



Transthoracic Needle Aspiration in the
Study of Pulmonary lnfectlons in Patients

With HIV*
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Study objective: To evaluate the safety and efficacy of
transthoracic aspiration with an ultrathin needle in the
microbiologic diagnosis of pulmonary infections in
HIV-infected patients.

Dessgn: Retrospective review of cases.

Setting: A 500-bed teaching hospital in Lleida, Spain.
Patients: Forty-five HIV-infected patients admitted be-
tween March 1989 and March 1993 with clinical and
roentgenographic evidence of pulinonary infection and
without contraindications for transthoracic needle as-
piration (TNA).

Interventions: Forty-seven TNAs were performed in the
emergency room (20) or during hospitalization (27). The
TNA procedures were done without premedication and
without fluoroscopic guidance. Specimens were pro-
cessed using routine microbiologic and cytologic tech-
niques; in addition, polymerase chain reaction (PCR) for
Pneumocystis carinii was carried out since March 1992.
Development of adverse effects was carefully evaluated.
Results: The TNA was effective in 29 (62 percent) out of
47 procedures. The diagnosis was obtained for 14 of 15

Pulmonary infections are very frequent in patients
with ALDS. Pneumocystis carinii, Mycobacte-
rium tuberculosis, and some pathogenic bacteria
(Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influen-
zae) are the most common causes.”3 In addition,
other pathogenic or opportunistic bacteria such as
Rhodococcus equi* or Nocardia asteroides, atypical
mycobacteria including Mycobacterium xenopi, My-
cobacterium  fortuitum, Muycobacterium avium
complex and Mycobacterium kansasii,® and fungal
or viral organisms®? have also been implicated as
causes. For some of these pathogens, a clinical diag-
nosis could be suspected but not proven, and a dual
infection is possible!?; thus, to establish the appro-
priate antibiotic therapy, improved methods for
early etiologic diagnosis are needed.

Pnreumocystis carinii has been detected in 55 to 92

percent of sputum specimens obtained from AIDS.

patients with P carinii pneumonia after careful
induction.?¥ Microbiologic analysis of sputum is also
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patients with P carinii pncumonia, 8 out of 14 patients
with bacterial pneumonia, and 4 out of 12 patients with
tuberculosis. Other pathogens recovered were Nocardia
asteroides, Cryptococcus neoformans, Rhodococcus
equi, and Mycobacterium avium. No false-positive re-
sults werc obtained. Pneumothorax developed in eight
(17 percent) procedures, but only one procedure resulted
in a pleural drainage; the incidence of other adverse
effects was low and clinically irrelevant.

Conclusion: Our study suggests that TNA can be a use-
ful technique in establishing the etiologic diagnosis of
pulmonary infections in HIV-infected patients, with a
good sensitivity, high specificity, and relatively low in-
cidence of serious complications, with TNA appearing
as a reliable alternative to more uncomfortable
methods. (Chest 1994; 106:697-702)

PCR=polymerase chain reaction; TNA=transtharacic nce-
dle aspiration

a good method for the diagnosis of mycobacterial
infections.'®!! These noninvasive techniques, how-
ever, do not eliminate the need for invasive proce-
durcs in many patients. Fiberoptic bronchoscopy
with bronchoalveolar lavage or transbronchial biopsy
is safe and effective, and it has become the standard
invasive technique,'®!3 but it is uncomfortable for
the patient, time-consuming, and expensive. In this
situation, transthoracic needle aspiration (TNA) ap-
pears as a possible alternative technique since it is
rapid, inexpensive, and well tolerated.

The purpose of this report was to determine the
safety and efficacy of TNA in establishing the
etiologic diagnosis of pulmonary infections in HIV-
infected patients.

MeTHODS

We have reviewed the records of all HIV-infected patients with
pulmonary infection undergoing TNA at Arnau de Vilanova
Haspital, Lleida, Catalonia, Spain, over 4-years (March 1989 to
March 1993). Patients met the following criteria: (1) at least two
clinical manifestations of respiratory infection (cough, fever, pu-
rulent sputum, pleuritic chest pain, or dyspnea); and (2) presence
of chest roentgenographic abnormalities (focal or diffuse infiltrate
and/or cavitation). Informed consent was obtained from all sub-
jeets.

The TNA was performed as described by Manresa and Dorea, 4



using a 25-gauge spinal needle (Spinocan-R), at bedside, without
fluoroscopic guidance and without premedication.

In patients with acute and focal infection, TNA was usually
performed simultaneously with noninvasive techniques, in the
emergency room, with clinical and radiologic localization of the
pneumonia. In patients with diffuse infiltration, TNA was often
performed during hospitalization, on the right or left lower pos-
terior thoracic region, when the diagnosis was not obtained by
noninvasive methods (induced sputum, blood, and pleural fluid).

The spinal needle was inserted through the thoracic skin after
antiseptic preparation. During suspended respiration, the needle
was advanced the distance estimated necessary to reach the
infiltrate (focal lesions) or it was just stopped about 2 cm before
its total introduction (diffuse lesions), A 20-ml syringe containing
5 ml of normal saline solution was attached firmly to the needle
and 4 ml were expelled. Thereafter, firm negative pressure was
applied and maintained over 30 to 60 s while the needle was jig-
gled in and out several times; the 1 to 2 ml of lung sample was
recuperated usually and the needle was withdrawn from the
chest.

The TNA specimens were sent immediately to the laboratory
for microbiologic and cytologic examination. Micrabiologic eval-
uation included the following; Gram's and Ziehl-Neelsen stains;
bacterial, mycobacterial, fungal, and occasionally viral cultures
(we did not perform routinely viral cultures due to the small
amount of specimen that is usually obtained); and polymerase
chain reaction (PCR) for P carinii was carried out since March
1992. If a large amount of blood was obtained and the specimen
clotted, then the clot and the remaining fluid were sent for cyto-
logic examination using Papanicolaou and Grocott-Gomori meth-
enamine-silver stains. .

The P carinii amplification by PCR was performed as Wake-
field et al described,!” using a set of two oligonucleotides prim-
ers that amplify the mitochondrial large rDNA sequence of P
carinti derived from the rat, made by Durviz SL., Valencia, Spain,
and provided by Unipath SA.

Prothrombin time, platelet count, arterial blood gases on room
air, and chest roentgenogram were obtained in all patients before
TNA procedures were performed. The technique was not applied
if paticents had coagulation disturbances (platelet count lower than
60,000/mm> or prothrombin time lower than 60 percent), PaO,
lower than 55 mm Hg. presence of bullae, untreatable cough. or
previous pneumothorax.

Routinely, a expiratory chest roentgenogram was taken imme-
diately after TNA and repeated 48 to 72 h later to rule out def-
initely the development of pneumothorax.

Therapy was started according to TNA results if TNA was ef-
fective. When the TNA was negative and the patient had an acute
or scrious infection, then treatment was started immediately
based on clinical and radiologic diagnosis of suspicion. When the
TNA sample was negative but the condition of the patient was not
life-\hreatening, further bacteriologic investigations (TNA re-
peated, bronchoscopic techniques, or lung biopsy) were per-
formed to establish a definitive diagnosis. All patients were
followed carefully over 4 months and subsequent relevant infor-
mation about new opportunistic infectiuns‘ was collected.

REsuLts

Forty-five H1IV-infected patients with clipical and
roentgenographic evidence of pulmonary infection
were studied. Their ages ranged from 23 to 66 years
(mean age, 32 years), and 35 (77.7 percent) were
men. Intravenous drug addiction was the most fre-
quent risk factor that was identified in 39 (86.6 per-
cent) patients, 5 (11.1 percent) became infected
through heterosexual contact, and 1 (2.2 percent) was

Table 1~ Pulmonary Infections Seen in 45 Patients

Pulmonary Infection Paticnt No.
P carinii pncumonia 15¢
Bacterial pnewmonia . 14
Tuberculosis 12*
Nocardiasis 1
M avium infection 1
Cryptococeosis 1
Varicella pneumonia |
Cytomegalovirus pneumonia 1
R equi lung abscess 1

*Two paticnts had dual infection: P carinii pneumenia and tubercu-
losis.

a homoscxual man. Sixteen (35.5 percent) patients
had a previous diagnosis of AIDS manifested by the
following: extrapulmonary tuberculosis, 10 paticnts;
P carinii pneumonia, 4 paticnts; toxoplasmic enceph-
alitis, 2 patients; and Candida esophagitis, 1 patient.
One patient previously had two opportunistic infec-
tions. Table 1 summarizes the pulmonary infections
seen in these 45 patients.

Pulmonary aspiration was done once on 43 patients
and on two patients the aspiration was repeated; thus,
47 TNAs were done. Twenty TNA procedures were
performed in the emergency room and during hos-
pitalization; the other 27 procedures were performed
between 2 to 40 days of admission (mean, 7.4 days).

Microorganisms were isolated in 29 (61.7 percent)
out of 47 TNA samples. Lung aspirates yiclded a
single isolation in 27 patients while two organisms
were recovered from two lung aspirates.

The P carinii was the most frequent pulmonary
pathogen identified. 1t was recovered from 14 (93.3

Table 2—Results of Diagnostic Studies in 15 Patients
With P carinii Pneumonia*®

TNA Induced Sputum Other

Patient -~ ~ - - Diagnostic

No. MSstain PCR  MSstain  PCR  Procedures
1 (+) ND () ND
2 (+) ND {-) ND
3 + ND =) ND

4 +) ND {-) ND BAL:MS

stain (~)
St ) ND - ND
6 -) {+) -) )
7 (+) () -) =)
8 -) + () (-)
9 (+) ) (+) (+)
10 =) (+) =) (-)
] =) (+) ) (=)
12 +) (+) ) (+)
13} (+) ND ND ()
14 +) (+) +) (+)
15 =) +) ) )

*TNA=transthoracic necdle aspiration; BAlL =bronchoalveolar lav-
age; MS=mcthenamine-silver; PCR=polymecrase chain reaction;
ND=not done.

{Patient without microbiologic confirmation.

{Patient with tuberculasis, simultancously.
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Table 3—Results of Diagnostic Studies in 14 Patients With Bacterial Pneumonia

No. TNA Sputum Blood Other Diagnostic Procedures
1 {-) {-) Spneumnoniae
2 {-) § preumoniae -
3* ) =) )
4 § aureus (-} § aureus Pleural fluid: § aureus
5 S aureus -) =)
6 S pneumoniae -) =)
H influenzae
7 . S pneumonise (- -}
8 S preumoniae ND (=)
9 § pneumoniae ND -) Pleural fluid: § pneumoniae
10 S pneumoniae ND {-)
1 {-) {-) Spneumoniae
12 () S pneumoniae -)
13 {-) S preumoniac -)
14 H influenzae (-} )

*Patient without microhiologic confirmation; TNA=transthoracie needle aspiration; ND=not done.

percent) out of 15 patients with a definitive diagno-
sis of P carinii pneumonia. Results of diagnostic
Ktudies are shown in Table 2. Al TNA specimens
were stained by Grocott-Gomori methenamine-silver
method, and organisins were found in nine (60 per-
rent) patients; also, nine specimens were studied by
PCR that identified P carinii in eight (88.9 percent)
patients. The patient with a negative TNA had only
presumptive clinical diagnosis and recovered with
trimethoprim-sulfamethoxazole trcatment.

The etiologic diagnosis was also obtained by TNA
kn 8 (57.1 percent) out of 14 patients (Table 3) who
had bacterial pneumonia, 4 of whom were receiving
effective antibiotic treatment. Streptococcus pneu-
Imoniae was the most frequent bacterial agent,
isolated in lung aspiration of five paticnts; and
Stuphylococcus aureus and H influenzae were cach
kdentified in two patients (S pneumoniae and H in-
fluenzae were simultancously recovered from one
palicnt). Among the six patients with a negative
'TNA, S pneumonige was identified as the causal

agent in five cases (blood culture two, sputum culture
three), and the cause remained unknown in the other
patient.

Twelve patients had tuberculosis but the TNA
specimen resulted in diagnosing only four patients
(83.8 percent). As Table 4 shows, Ziehl-Neelsen stain
of TNA was positive for only one (8.3 percent) patient
and mycobacterial culture of lung aspirate was pos-
itive in four paticnts. Among the cight patients with
a negative TNA result, the diagnosis of tuberculosis
was established microbiologically in five through the
following samples: culture of sputum, three patients;
culture of urine, onc patient; and bone marrow
biopsy and culture, one paticnt. Diagnosis in the re-
maming three patients was based upon clinical pre-
sumption and therapeulic response.

Other organisms were recovered by TNA in four
patients: N asteroides, one patient; M avium, one
patient; R equi, one patient; and C neoformans, onc
patient (Table 5). Two pathogens, R equi and C
neoformans, were obtained in a sccond TNA sample,

Table 4—Results of Diagnostic Studies in 12 Patients With Tuberculosis*

TNA Sputam
Patient No. 74N Stain Culture ZN Stain Culture Other Diagnostic Procedures

1 (-) (-) (-) {~) Bone marrow (+) urine/blood /stool (~)
2 -) (-} {~) (=) Urine (+) blood/stool (<)
3 =) -} (=) )
11 -) (-} =) (=) CSF /blood furine (=)
5t -) (-) (-} (-} CSE /bload furine (=) bload (<)
73 ) ) (+) (+)
8 ) -) (- (+) BAL/blood (~)
9 -) -} () (+)

10 (-) (+) -) (+) Blood (<)

1 - (+) -) (+) Blood {-)

f2g -) (+) (+) (+)

*TNA =transthoracic netdle aspiration; BAL=bronchaalveolar Javage; CSF=cercbrospinal fluid; ZN=Ziehl-Neclsen; ND=not done.

tPatient without microbiologic confirmation.
fPatient with P carinii pncumonia, simultaneously.



Table 5—Results of Diagnostic Studies in 6 Patients
With Other Pulmonary Infections

Other
Patient Pulmonary Diagnostic
No. Infection TNA Procedures
1 R equi lung Ist (=) BAL (+)
abscess 2nd (+) sputum /blood (-)
2 Cryptococcosis Ist (<) CSF:ND
2nd (+) sputum/blood/
urine (=)
3 Cytomegalovirus -) lung biopsy (+)
pneumonia BAL (-)
4* Varicella pneumonia -)
5 Nocardiosis (+) Sputum/bload (-)
6 M avium infection (+) sputum /blood ()

*Paticut without microbiologic confirmation; TNA=transthoracic
needle aspiration; BAL=bronchoalveolar lavage; (SF=cercbro-
spinal fluid; ND=not done.

after a first negative result. Viral culture of TNA was

not useful in the diagnosis of varicella pneumonia
(one patients), which was only established clinically,

and in cytomegalovirus pneumonia (onc paticnt),

shown by a lung biopsy.

The overall sensitivity of the TNA procedure was
61.7 percent, and helped diagnose 64.4 percent (29/
45) of the paticnts, although TNA obtained only one
of the two pathogens in one patient with a dual ir-
fection. When TNA results werc negative (18 pa-
tients), the etiologic diagnosis was microbiologically
shown in 12 by means of sputum culture (6 paticnts),
blood culture (2 patients), urine culture (1 patient),
bone marrow biopsy and culture (1 patient), and a
second TNA (2 patients). Bronchoscopic procedures
were performed in addition to TNA for four patients,
but bronchoscopic specimens did not show more
pathogens. The absence of isolation of false-positive
pathogens carried a specificity of 100 percent.

Five (11.1 percent) patients died directly from or
related to the pulmonary infectious illness, and seven
(15.5 percent) died during the follow-up because of
nonpulmonary infections. Surviving patients treated
according to microbiologic or clinical diagnosis were
followed up for 4 months. Onc patient subsequently
developed tuberculosis and P carinii pncumonia 14
and 16 weeks later, respectively. One additional pa-
tient had tuberculosis 4 weeks later. Three paticnts
were unable to be contacted for follow-up, and the
remaining patients were still alive at 4he end of the
follow-up period.

Pneumothorax ‘was the major and more. frequent
complication, occurring in eight (17.0 pereent) pro-
cedures. Chest roentgenograms taken 3 days after
TNA showed pneumothorax not seen immediately in
one patient. In our study, no patients were receiving
aerosol pentamidine, but no relationship was found
between the development of pneumothorax and the
underlying process; thus, among patients with P
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carinii pneumonia, the incidence of pneumothorax
was 13.3 percent (2 of 15 patients). Pneumothorax
was minimal in patients, but in two patients exceeded
15 percent, and one patient was symptomatic and
required a pleural drainage. The chest tube helped .
the procedure. None of those patients who developed
pneumothorax had recurrences during the follow-up.

In addition, two patients (4.3 percent) developed
mild hemoptysis, which stopped spontaneously, and
three (6.4 percent) patients required analgesia after
the procedure. No serious vagal reactions were seen,
and no relationship between TNA complications and
death was found.

DiscussioN

The dircct ncedle aspiration of a pulmonary lesion
through the chest wall is an old technique used since
the last decades of 19th century.!® Thereafter, nu-
merous reports have appeared describing its appli-
cation in the cytologic examination of lung nod-
ules.'718 The use of TNA in the study of pulmonary
infections was developed poorly, but it was evaluated
by Zavala and Schocll in 1981,! and more recently
by Manresa and Dorca,'? who reviewed in detail its
methodology, efficacy, and safety. Ultrathin needles
have been associated with a decreased complication
rate while maintaining a good sensitivity.!? The di-
agnostic yield obtained has varied from 40 to 90
percent, depending on the type of infection and the
presence or absence of previous antibiotic treatment.
The specificity has been almost 100 percent, and the
incidence of pneumothorax ranged usually from 3 to
20 percent.!*1%-22 Iy addition, patients’ acceptance is
good, the application is simple, and the method is
rapid and inexpensive.

In our study, TNA procedures using an ultrathin
needle performed on HIV-infected patietns with
pulmonary infection showed a sensitivity of 61.7
percent. Many of these patients had previous nonin-
vasive diagnostic studies with negative results, and
some of them were recciving appropriate antibiotic
therapy. Furthermore, no false-positive results were
observed; thus, the specificity was 100 percent.

The value of TNA in the diagnosis of P carinii
pneumonia has been excellent, effective in 14 out of
15 patients. Chaudhary et al?? had already reported
in 1977 the uscfulness of lung aspirates for detecting
P carinii among children and adolescent cancer pa-
ticnts; however, in HIV-infected patients, whose P
carinii is the most common cause of pneumonia, the
diagnostic value of TNA has not been completely
assessed.2 The PCR technique has recently been
uscd for diagnosis of P carinii infection. Wakeficld et
al® detected specific DNA sequences of P carinii in
90 and 95 percent of induced sputum and broncho-
alveolar lavage samples respectively.?> Our findings
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showed the efficacy of the method applied to lung
aspirates. Among nine patients with P carinii pneu-
monia, PCR was positive in all but one. Our results
with the PCR method for P carinii have already been
described in a previous report.?

The TNA showed a good sensitivity in the diag-
nosis of pathogenic bacterial pneumonias. Qur results
did not differ from those reported by others; the
sensitivity obtained in these studies, in patients
without H1V-infection, ranged between 60 and 90
percent'®20 (40 percent in patients with prior anti-
biotic therapy).?! In this situation, noninvasive in-
vestigations contribute poorly to precise etiologic di-
agnosis, and the treatment often is established em-
pirically 27 Streptococcus pneumoniae was the most
common cause isolated, but, as sceveral reports have
described, other pathogenic bacteria must also be
considered 2%2%

Although tuberculosis is the most frequent A1DS-
qualifying diagnosis at our institution,? detection of
Mycobacterium tuberculosis by TNA was infre-
quent. The possible reasons are multiple. First,
Zichl-Neelsen stains of sputum are generally positive
and invasive techniques are needed infrequently; !9
thus, in our study, TN A was performed probably only
in those patients with a smaller population of myco-
bacteria. Second, the frequencies of positive acid-fast
smears obtained by bronchoscopic specimens from
HI1V-infected patients have also been reported lower
than in non-111V-infected patients.!! Finally, roent-
genographic pictures of tuberculosis in H1V-infected
patients are generally those of primary tuberculosis
(hilar adenopathy, miliary pattern), in which Ziehl-
Neelsen stains of pulmonary samples are rarely pos-
itive.3! The use of PCR for identification of myco-
bacteria in TNA specimens could also increase its
diagnostic value.3?

Other pathogenic microorganisms such as N as-
teroides, R equi, atypical mycobacteria, and C neo-
formans, which are more infrequent causes of pneu-
monia in 11 V-infected patients,!*533 could also be
recovered by means of TNA; whereas, no patjents
had microbiologic or cytologic evidence of viral
pncumonia.

The real incidence of cytomegalovirus pneumonia

in HIV-infected patients is not yet well established
even though the presence of characteristic viral
inclusion bodics or the detection of cytomegalovirus
in cultures of bronchoscopic specimens is frequent;!2
certainly, its clinical or prognostic significance is not
clear, 33 but we did not find any evidence of this
infection. Thus, we cannot recommend the use of
lung aspiration in patients with suspicion of viral
pneumonia, and. further evaluation of its diagnostic
value is needed.

Before the AIDS epidemic, pneumothorax was al-

ready described in patients with P carinii pneumo-
1ia.3 The risk of pneumothorax is increased among
AIDS-patients with a history of aerosol pentamidine
use or with previous or concurrent cpisodes of P
carinii pnecumonia, affecting between 2 and 6 per-
cent of them.33 Furthermore, emphysema-like
bullous changes of the lung have been identified in
patients with prolonged HIV-infection.® According
to these factors, a careful evaluation of the rate of
adversccffects, particularly pneumothorax, was man-
datory in our study.

Chaudhary et al® reported, among cancer-pa-
tients with P carinii pneumonia, a very high risk of
pneumothorax after lung aspirates, developed in 43
percent of cases.? Although the chance of pneu-
mothorax can be deereased by the smaller size of the
needles used in our study, we found pneumothorax in
over 17 pereent of the procedures performed. In our
experience, lung aspirates performed in non-H1V-
infected patients with pneumonia (more than 200
procedures over a 5-year period) carry a rate of
pneumothorax lower than 5 percent (unpublished
data). No patients were receiving aerosol pentami-
dine; however, patients with P carinii infection had
no major risk of developing pneumothorax than those
with other pulmonary pathogens.

Despite the altered autonomic nervous system
functions shown in HIV-infected patients, 4! no se-
vere vagal reactions were observed in our study. The
incidence of hemoptysis was low and clinically irrel-
evant and no patients died in relation to TNA.

In comparison to bronchoscopic techniques, even
with transbronchial biopsy, the risk of developing
pneumothorax appears to increase with the use of
TNA; however, fever, pnewmonia, and broucho-
spasm, the most common complications of fiberoptic
bronchoscopy,'3+2 were not found after TNA.

In summary, this study suggests that TNA with an
ultrathin needle can be uscful for the diagnosis of
pulmonary infections in HIV-infected patients; fur-
thermore, its cfficacy can be increased significantly
with the use of PCR methods. When the etiologic
diagnosis caunot be determined through noninvasive
techniques, TNA appcars as an altcrnative to bron-
choscopic techniques because its application is more
simple, rapid, incxpensive, and well tolerated. Fi-
nally, despite the occurrence of pneumothorax in 17
percent of our patients, pleural drainage was usually
unnecessary and the overall incidence of clinically
rclevant adverse cffects was relatively low.
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Community-Acquired Pnew{ndnia*

Miquel Falguera, MD; Antoni Nogues, MD; Agustin Ruiz-Gonzalez, MD;
Mercé Garcia, MD; and Teresa Puig, MD

Study objective: This study was designed to evaluate the uscfulness of polymerase chain reaction
(PCR) to detect Mycoplasma prneumoniae DNA in samples obtained by transthoracic needle aspira-
tion (TNA).

Design: Prospective study of cases.

Setting: A university hospital in Lleida, Spain.

Patients: A total of 101 unselected patients, admitted between January 1993 and March 1994 in the
emergency department, with a clinical and radiologic picture of community-acquired pncumonia,
and without contraindications for TNA application.

Interventions: Patients were studied with conventional diagnostic techniques for community-
acquired pneumonia. In addition, a sample obtained by TNA was processed by the following meth-
ods: culture in standard media, culture in sclective media for Legionella, detection of capsular an-
tigens for Streptococcus pneumoniae and Haemophilus influenzae, and detection of M pneumoniae
specific genome by PCR.

Results: Serologic data were not available in eight paticnts and were excluded from this analysis. M
pneumoniae PCR amplification was possible in eight cases, well correlated with serologic responses
indicating current infection. Samples from ten additional paticnts, negative by PCR, werc found to
be demonstrative of recent M pneumoniae infection by serologic study. Finally, in all the remaining
75 cases, including the 59 patients for whom a different microbial diagnosis was established, M
preumoniae PCR test gave negative results.

Conclusion: This study indicates that PCR, applied to samples obtained by TNA, appears to be a
moderately sensitive and highly specific method for rapid detection of M pneumoniae lung
infection. (CHEST 1996; 110:972-76)

Kev words: mmmunity—uu;uirul preumonia; '\lympl(mnm pucwmoniac; pulynwm.\'c chain reaction; transthoracic needle
aspiration

Abbreviations: PCR=pohnerase chain reaction; TNA=trimsthorucic needle aspiration

ycoplasma pneumoniae is a {requent pathogen

causing  community-acquired  pneumonia.!-3

Isolation of the organism by culture and detection
serologic procedures are currently available metho

Laboratory evidence of this infection has been found
i 3 to 30% of pneumonias in the general population.
and up to 50% of cases that appear in epidemic peri-
ads. Certainly, most of them are relatively mild,* but
more severe and even fatal cases can also occur.? In
addition, mycoplasmal infections are readily treatable.
Therefore, the development of rapid, sensitive, and
specific microbiologic diagnostie technicues is neces-
sarv,
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but both have some limitations.? Thus, although ¢
tures, in experienced hands, are sensitive tests, iso
tion of M pneumoniae is difficult, available in only af.
laboratorics, and too slow to be clinically relevar:
However, the diagnosis made by serologic study is o
retrospectively available, requiring paired serumn sa
ples to demonstrate a significant increase in antibo
titer; in addition, false-negative resuits among imn:
nocompromised hosts have been found frequently.
Recently, polymerase chain reaction (PCR) tests |
the detection of M pnewmoniae have been dev:
oped. ™12 These techniques seem to be useful for
rapid diagnosis and they have high sensitivity
specificity. However, if they are to be used on a ro
tine basis, these promiising results need validation

Clinical Investgatic
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The purpose of this study was to evaluate, in com-
parative study with serologic data, the usefulness of
PCR for detecting M pneumoniae infection applied to
samples obtained directly from lung parenchyma of
patients with community-acquired pneumonia.

MATERIALS AND METHODS

This study was performed at Amau de Vilanova Hospital, a 500-
bed teaching hospital in Lleida, Catalonia (Spain) that serves a
predominantly rural population of approximately 400,000. Over a
15-month period (January 1993 to March 1994), all adult patients
admitted to the emergency service with a clinical and radiologic
diagnosis of primary community-acquired pneumonia were studied
prospectively.

licrobiological Techniques

The following microbiological tests were used routinely. (1) Two
blood specimens were obtained before treatment and cultured,
aerobically and anaerobically, in standard methods. (2) When it was
possible, a fresh spontanecus or induced sputum specimen was
collected and cultured in standard and selective media for Le-
gionella species. (3) In patients with pleural effusion, a sample of
pleural fluid was obtained by thoracentesis and cultured in standard
methods. {4) Serum samples were collected on days 1 and 30. Both
were simultaneously assayed for antibody detection to influenza
virus {complement fixation test), Chlamydia pneumoniae (micro-
immunofluorescence test), Chlamydia psittaci (complement fixa-
tion test), Coxiella burnetii (complement fixation test), Legionella
preumaphila (immunofluorescence test), and M prneumoniae (im-
munofluorescence test). (53) When no contraindications (coagula-
tion disturbances, PaO, <55 mm Hg, presence of bullse, or
untreatable cough) were appreciated, transthoracic needle aspira-
tion (TNA) by using an ultrathin needle (25G) was performed as
described by Manresa and Dorca.?? Briefly, during suspended res-
piration, the spinal needle was inserted through the thoracic skin
and advanced the distance estimated necessary to reach the
infiltrate. A 20-mL syringe containing 10 mL of normal saline so-
lution was attached firmly to the needle and 8 mL was expelled.
Thereafter, firm negative pressure was applied and maintained over
30 to 60 s while the needle was jiggled in and out several times; the
2.5- to 3-mL of sample recovered was sent immediately to the fab-
oratory and processed by the following methods: culture in standard
hacterial media, aerobically and anaerobically (0.5 mL); culture in
selective media for Legionella (0.5 mL); detection of capsular an-
tigens of Streptococcus pneumoniae and Haemophilus influenzae by
latex agglutination (0.5 mL); and detection of M pneumoniae-spe-
cific genome by PCR (0.5 mL). In some cases, a fraction of sample
{05 mL) was also processed for detection of Mycobacterium
tuberculosis or opportunistic agents. Prior informed consent was
obtained from each patient.

Diagnusis of M pewmoniae Infection

The diagnosis of A pneumoniae infection was based on the fol-
lowing test results. (1) Serology: determination of M pneumoniac-
specific antibody was performed by using a commercial IgG
immunofluorescent assay (Bochringer Ingelheim), according to the
manufacturer's recommendations. When it was available, paired
serum specimens were simultaneously tested. Antibody titers of
1:64 or less were recorded as negative while a fourfold or greater
rise in titers or standing titers of 1:128 or greater were regarded as
evidence of present M pneumoniae infection. (2) PCR: a total of 0.5

centrifuged and the pellet was resuspended in 300 pL of lysis buffer
{0.01 moV/L Tris HC [pH, 7.8}, 0.005 mol/L EDTA) and incubated
for 1 h at 37°C with 0.5% sodium dodecy! sulfate and 1.5 pL of
proteinase K. Then, the sample was mixed with 400 pL of phenol-
chloroform and centrifuged at 12,000 rpm for 5 min to separate
organic and aqueous phases. This was placed in a 1.5-mL new tube
and 0.6 volumes of isopropy! alcohol was added. The nucleic acid
was precipitated by the addition of 0.3 moVL sodium acctate and
0.2 moVL sodium chloride and incubation for 10 min at room
temperature.

Further, the tube was centrifuged for 10 min, and the sample was
decanted and washed with 70% ethanol; it was newly centrifuged
for 10 min and the supernatant was removed. Finally, DNA was
resuspended in 100 pL of distilled water.

For DNA amplification, we used the primer set MP5-|
{(GAAGCTTATGGTACAGGTTGG) and MP5-2 (ATTACCATC-
CTTGTTGTAAGG) (purchased from Cruachem Ltd: Glasgow,
UK), described by Bernet et al,) which resulted in an amplification
product of 144 base-pairs. The reaction mixture was prepared fol-
lowing the indications previously deseribed .’ The amplification was
performed in a thermocycler (model IHB2024; Cherlyn Electron-
ics Ltd; Cambridge, UK), heating the sample at 4°C for 4 min for
a cycle, and then 40 cycles of amplification were performed as fol-
lows: 84°C for 1 min, 55°C for'1 min, and 72°C for 1 min. An ad-
ditional incubation at 72°C for 10 min was added at the end to
complete the elongation,

The amplified product was analyzed by 3% ugarose gel electro-
phoresis and ethidium bromide staining, and examined by UV
transillumination. Identification of the size of the band was per-
formed by comparison with standard molecular weights (100 hase
pairs {bp] DNA ladder; GIBCO BRL).

To prevent contamination, a strict spatial separation of the
different technical steps involved in PCR was maintained during the
process, and the recommendations of Kwok and Higuchi'® were
followed. In addition, positive and negative control was added in
each assay for avoiding false PCR results.

Diagnosis of the Remaining Etiolugies

For the other pathogens, the etiologic diagnosis was made by
using one ar more of the following criteria: (1) orgunisms isolated
by culture of blood, TNA, or pleural fluid; (2} isolation of Legionella
species in selective media from sputum or TNA samples; (3)
detection of capsular antigens of § pneumoniae or H influenzae in
TNA samples; and (4) a fourfold or greater rise in antibody titers
or, alternatively, stable titers of 128 or greater for immunoflnores-
cence serologic tests, 256 or greater for microiminunofluorescence
serologic test, or 20 or greater for complement fixation serologic
tests.

RESuLTS

One hundred twenty-six consecutive patients with
community-acquired pneumonia were enrolled in the
study; 18 of them were immunocompromised. Twen-
ty-five patients were subsequently considered not
evaluable in this study for the following reasons: 3 did
not accept the study, 10 had contraindications for TNA
(PaOy <55 mm Hg, 5; coagulation disturbances, 3; and
untreatable cough, 2), and 12 had a final diagnosis of
infection by M tuberculosis (2 cases) or opportunistic
microorganisms (Pneumocystis carinii, §; cytomega-
lovirus, 1; and Cryptococcus neoforinans, 1). In addi-
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Serologic Data

No. of [

Microorganisms Patients* PCR Data Positive* Negat:
Streptococcus pneumonise 28 Positive 8 0
Mycoplasma pneumoniae 18 Negative 10 75
Chlamydia pne i 9
!nﬂ“gg ::_i’:::‘mm 6 "aAs {::::\IS or greater rise or standing =1:128 titers were conside
Chlamydia species 6 My P ) .

Haemophilus influenzac 5 Titers =1:64 were considered as negative.

Chlamydia psittaci 4

g‘:;ffl” b"mc:i'ddam f (Table 2). Chills, chest pain, and dyspnea, as well
OCOCCUS . . s .

Enterococcus faecium 1 leukocytos:s, were unusual findings. Radiologically,

Etiology unknown 16 patients had a well-defined infiltrate and only one

*Included three patients with dual diagnoses: § pneumoniae-C pneu-
moniae (2); and § viridans-C pneumoniae (1).

tion, serologic samples were missing in 8 patients; thus,
93 patients were finally eligible for analysis.

We were able to make a diagnosis, according to the
criteria described above, in 77 (83%) cases. Fre-
quently, etiologic diagnosis was based on simultaneous
positivity of more than one diagnostic test. For a few
patients, tests were positive for two different patho-
gens. Specific etiologies are shown in Table 1. Adverse
effects of TNA were infrequently observed: two de-
veloped a minimal pneumothorax and treatment was
not necessary; seven experienced mild hemoptysis; and
three required analgesia after the procedure.

For serologic data, M pneumoniae was considered
responsible for 18 episodes of pneumonia, and no cases
of mixed infection with other pulmonary pathogens
were observed. No significant epidemic pattern was
found during the study. Most of these patients were
young adults (11 were younger than 45 years), without
underlying disease (no patients were immunocompro-
mised), having a prodromal illness and a clinical picture
characterized by fever and nonproductive cough, and
frequently showed signs of pulmonary consolidation

Table 2—Clinical and Laboratory Features of 18
Patients With M pneumoniae Infection

Data Values
Age, yT. mean=SD 41x18
Underdying disease, No. of patients (%) 7(39)
Duration of symptoms before hospital admission, 5=3

d, mean=SD

Temperature 238°C, No. (%) 18 (100)
Chills, No. (%) . 337
Cough, No. (%) 17(94)
Expectoration of purulent material, No. (%) 5(28)
Pleuritic chest pain, No. (%) 8 (44)
Signs of consolidation, No. (%} - 12(67)
Leukocyte count 215000/mm?, No. (%) 4(22)
Increased percentage of immature granulocvtes 2
25%. No. (%)

Po; s60 mm Hg, No. (%) 3(17)
974

veloped pleural effusion. Mainly, these patients hac
nonsevere pneumonia; although 10 (55.5%) patie:
required hospitalization, none required ICU admissi
and no patients died.

Both serologic samples were obtained from 17
these patients; however, in 1 patient, only the first ¢
termination was available. A fourfold increase in t
serologic titer was observed in 15 (88.2%) patients; t
initial test result was negative in 8 of them. In the :
maining 2 patients, both serologic tests give simi
results, 1:128 or greater. However, 8 (44.4%) of the
lung aspiration samples were found to be positive by
pneumoniae PCR. All of the patients with a positi
PCR result showed significant increases in the se:
logic data. Among the ten PCR-negative patien
seven experienced seroconversion, two had standi
high titers in both samples, and in one patient only t
first sample was available. All the remaining patier
with pneumonia due to alternative pathogens, had
pneumoniae PCR-negative results. In Table 3, rest
of serologic and PCR tests are compared.

Discussion

In our study, evaluating unselected patients w
community-acquired pneumonia, we could establ
the etiologic diagnosis in 77 of 93 evaluable cases. \
found evidence of recent M pneumoniae infection
18 subjects; among these, detection of M pneumnaon.
by PCR. performed in samples obtained directly frc
lung parenchyma, was possible in 8 cases, showing.
comparison with serologic tests, a sensitivity of 44
However, no cases with pneumonia caused by otl
microorganisms were positive in the M pneumon
PCR test: consequently, no false-positive results wr
found. :

One of the most important problems that clini
studies investigating the usefulness of new diagnos
tests for community-acquired pneumonia have p
sented is the difficulty in making a certain etiolo
diagnosis in a high percentage of cases by alternat
methods. Consequently, we carefully selected the 1
crobiologic tests used in our study. We did not acce
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nsed samples obtained by invasive techniques as valu-
able and specific specimens.

Among these techniques, TNA with an ultrathin
needle was chosen. This procedure, used by experi-
cenced hands, has proved to be a safe technique,
acceptable for the patients.!® Culture of TNA sam-
oles has a very high specificity and a sensitivity of be-
tween 40 and 70%.'51? The inclusion of additional and
also specific diagnostic methods, such as detection of
antigens by latex agglutination or specific genomes by
PCR, may notably enhance this sensitivity; further-
more, these results do not appear to be modified by
prior antibiotic therapy.2*2! This selected method al-
lowed us to evaluate more precisely the sensitivity and
specificity of M pneumoniae PCR diagnostic method
performed on TNA samples.

The PCR has already been demonstrated to be
useful for detection of M pneumoniae for several
years.!*! This technique, which has proved to be more
sensitive than classic culture or DNA gmbe methods,
is highly specific. Thus, Bemnet et al,'® studying sam-
ples obtained from experimentally infected animals,
were able to detect between 100 and 1,000 organismns.
This level of sensitivity was reduced to one to ten or-
ganisms in the study of Buck et al, 2> by using simulated
clinical specimens. Comparable results, under exper-
imental conditions, have been found by others.!!

Unfortunately, experience about this technique ap- ‘

plied to clinical samples is still reduced and studies
have some limitations. Thus, in comparison with cul-
ture and/or serologic tests, PCR seems to have a sen-
sitivity between 70 and 90%.227 However, while
specificity appeared excellent in experimental studies,
positive results of PCR in culture-negative and serone-
gative patients, even among people without respiratory
symptoms, suggests lower specificity. 222 This
finding has been attributed to persistence of M pnen-
moniae in the respiratory tract after acute infection or
maybe to the existence of asymptomatic carriers. In
front of these studies that used samples collected from
the upper respiratory tract, TNA has an additional ad-
vantage because the specimen is obtained directly
from the infectious locus. It can be hypothesized that
this fact could contribute to the elimination of false-
positive results, although persistence of M pnewmoniace
in the lungs from guinea pigs inoculated experimen-
tally with Mycoplasina has also been reported.'?
Several target sequences for M pncumoniae ampli-
fication have been explored showing similar effica-
cy. 102233031 1y gur studv, we selected the primers
MR5-1 and MP3-2 that had been evaluated extensively
by Bemet et al.'¥ Their specificity was well demon-
strated and no cross-reactivity was detected when the

to be found in the human respiratory tract. Further-
more, these primers are easily available from a com-
mercial supplier.

In our study, discrepancies between both tech-
niques, PCR and the serologic test, were found in ten
patients who had serologic evidence of M pneumoniae
infection but negative PCR results. This apparent in-
sensitivity of PCR could be attributable to different
interpretations. Certainly, a sample error is possible
because of the reduced volume obtained usually by
TNA, particularly in those patients with deeper or
smaller infiltrates. Moreover, PCR could still be an
imperfect technique, giving negative results because of
the presence of unrecognized inhibitors, as some
reports showed recently.m-azm Alternatively, false-
positive results of serologic tests could also be a possi-
bility. Thus, among those patients who already had
high titers at hospital admission, serologic test results
could reflect recent but not current clinical infection,
with M pneumoniae already absent from the lung pa-
rem:hym'<1.5-9-25 In addition, cross-reactivity among
different mycoplasmal species may also provide false-
positive serologic results.? Finally, despite the high
rate and the high specificity of etiologic diagnosis ob-
tained in our study, an upper respiratory tract infection
due to M pnewmoniae, concomitantly with pneumonia
caused by an other microorganism. cannot be abso-
lutely excluded. Indubitably, the use of serologic data
as the exclusive gold standard has some limitations. It
can be suggested that additional information could be
obtained from processing TNA specimens for M
pneumoniae culture: however, we did not perform it.
The reasons are multiple: TNA provides a very reduced
sample (2 to 3 mL) to be processed simultaneously for
many different techniques; sensitivity of cultures ap-
pears to be lower than serologic data, g.articularly if
paired serum samples are collected: >33 finally., cul-
tures for M pneumoniae are difficult. and wide expe-
rience in this field is needed.'?

In summary, the PCR test performed on samples
obtained directly from lung parenchvma by TNA ap-
pears to be a useful and rapid diagnostic methaod for M
preumoniae infection. Although it may have minor
sensitivity than that reported for upper respiratory- tract
samples, the specificity could be higher by avoiding
false-positive results from nasophanngeal carriers.
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INCIDENCIA DE CHLAMYDIA PNEUMONIAE EN LA NEUMONIA DE ADQUISICION
COMUNITARIA EN EL AREA DE LLEIDA.

Nogués Al., Falguera M2., Ruiz AZ., Garcia M!., Barber Y1, Puig T2., Rivas C}.

Servicios de Andlisis Clinicos-Microbiologfa! y Medicina IntemaZ. Hospita! Universitanio Amau de Vilanova.
Lleida.

OBSETIVO: Estudiar la incidencia, en nuestro medio, de la infeccida pulmonar por Chlamydia puevmoniae.
utilizando, sdemds de los métodos convencionales, técnicas de amplificacién del DNA (PCR) sobre muestras

obtenidas por puncidn transtordcica aspirativa (PTA).

METODOS: Desde Enero de 1993 a Marzo de 1994 se estudiaron todos los pacientes adultos llegados al
Servicio de Urgencias y diagnosticados clinica y radiolégicamente de neumnonfa. E] diagndstico etiokigico se
bizo a partir de los resultados obtenidos por hemocultivo y de los obtenidos, a partic de la PTA, por cultivo
convencional, cultivo especifico para Legionella ppeumophila. PCR frente & Ch. pneymoniac, Str. pnewmonise,
M, pneumoniae, deteccion de antigeno capsular de neumococo y/o de Jos resultados obtenidos por serologia.
Para ¢! estudio seroldgico de Ch, pncumogise se utilizé una técnica de microinmunofluorescencia (MIF) por
ser mds especifica que la reaccion de fijacion del complemento (RFC). La amplificacién del DNA se hizo con
los primers HLI(GTTGTTCATGAAGGCCTACT) y HRI(TGGATAACCTACGGTGTGTT) que amplifican
un fragmento (Pst!) de 437 pares de bases, especifico de Ch. pneumonise.

RESULTADOS: 24 pacientes, de los 126 estudiados, presentaron infeccién pulmonar por Chlamydia: 14 por
Ch, pacumonise, 4 por Ch. psittaci y 6 por Chlamydia sp, La PCR frente s Ch. ppeumoniae fue positiva ea 7
casos, de éstos, 4 tenfan serologia positiva frente a Ch. ppewmoniae: ¢n los 3 restantes no se practicd estudio
serolégico. En los 6 pacientes con infeccién por Chlamydia sp hubo reaccién cruzada entre la técaica de MIF
frente 2 Ch, pocumoniae y la técnica de RFC frente a Ch. psittaci. Tres de Jos 24 pacientes con infeccidn por
Chigmydia presentaron infoccién mixts: Chismydia+ Str. ppeumonise (2 casos) y Chlamydia+ Str, viridaas (1
caso). Catorce enfermos precisaron ingreso bospitalario por presentar un cusdro mds severo o patologia
subyacente. Los otros 10, con afectacién respiratoria benigna, siguicron tratamicnto ambuiatorio. Todos los
casos evolucionaron favorablemente hacia la curacion clinica y radiolégica.

El resto de las etiologias fueron: Str. ppeumoniae (30 casos), M, pncumoniac (20 casos), P carinii (8 casos),
H._influcnzae (7 casos), Influenzavitus (6 casos), M. tuberculosis (3 casos), C. bumetti (2 casos), otras
etiologias ( 7 casos).

CONCLUSIONES: Chlamydia pocumonige ¢s un agente importaste de neumonia de adquisicién
cmuhospmlnucomoagen&epmmno Su deteccibn por PCR en muestras obtenidas por PTA, justo 2 ls
ausencia de otros microorganismos, asi lo confirman. La incidencia en nuestro medio estarfa alrededor del
11%. Si consideramos los 6 casos de infeccién por Chismydia sp como correspondientes a Ch,_pneumoniae, Ic
que podria ser muy probable, nos acercariamos a una incidencis real det 16%. La falts de datos sobre infecciér
por Ch. pneumeniae en aftos anteriores no nos permite establecer comparaciones.
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LETTERS TO
THE EDITOR

Who should look after
asthma?

The article by Professor Tattersfield and Dr
Holmes (June 1995;50:597-9) was full of
pertinent and wise statements and observa-
tions but we strongly disagree with one or
their opinions - namely, that concerning who
should look after patients admitted to hos-
pital with severe asthma. They suggest that
“....admission under a respiratory physician
is likely to be in the patient’s interest”, but
then go on to argue that this may be less good
for medical education of juniors and stu-
dents, implying that asthmatic patients
should be admitted to general medical wards
rather than specialist units. They also point
out that at present there are not enough res-
piratory physicians. Many audit studies pub-
lished in the last few years have shown that
respiratory physicians deliver a higher quality
of inpatient care than do their general physi-
cian colleagues. In particular, general physi-
cians prescribe anti-inflammatory treatment
less often, are less good at planning to prevent
future episodes, and fail to follow up over
40% of cases.' A recent article’ pointed out
that, in cardiac disease, such process meas-
ures are probably a more sensitive indicator
of standards of care than are direct measures
of outcomes, and this conclusion is likely to
apply to asthma too since, if asthma prophy-
laxis is not even prescribed, the patient
cannot hope to gain benefit from it.

Tattersfield and Holmes argue that medi-
cal students and junior doctors need to see
and treat asthma and are fearful that some
doctors could fail 1o learn about it. We agree
that all juniors and students need to learn
about asthma, but would suggest that it is
better that they should rotate through respi-
ratory teams and sce a lot of asthma managed
well than being exposed to a smatering of
asthmatic patients managed in various sub-
optimal ways from a range of general medical
units. Since respiratory medicine accounts
for a quarter of all acute medical admissions,’
it should be possible to organise for house
officer and senior house officer rotations to
include the speciality and for all medica) stu-
dents to spend some time in it. We would
stress that we are not attacking our general
physician colleagues; we accept the reverse
logic of our arguments in non-respiratory
conditions.

The theme of the editorial is the need for a
collaborative approach across the primary/
secondary interface and again we agree with
this; however, it is likely that most general
physicians will have other speciality interests
and so will not have either the time or the
enthusiasm to develop a rapport with general
practitioners for the care of patients with
asthma. We believe that the patient’s interest
must come first and that other interests such
as education must be subservient. The “com-
petence and consistency” that Tattersfield
and Holmes recommend is only likely to
occur if inpatient care of asthmatic subjects is
provided by respiratory physicians (ideally
with respiratory nurse support) who have

active ligison with their local
practitioner colleagues.

A further reason for our view concerns
research not mentioned in the editorial.
Advances in the management of this, one of
the most important of medical emergencics,
will be impaired if patients are scattered
amongst all the general physicians and
around al] the medical wards. There are pro-
portionately many more respiratory cases
than there are respiratory physicians but this
should not deter us from aiming for the best
deal for the patient - even if it means having
to strive for more respiratory posts. On call
care will have to be shared with others, but
the person with the responsibility should be a
respiratory physician.

general

M G PEARSON
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Community-acquired
Chlamydia pneumoniae
pneumonia

The study by Dr Kauppinen and colleagues
(February 1996;51:185--9) contains two in-
teresting clinical aspects: (1) Chlamydia preu-
monia¢e caused poeumonia  frequently in
association  with other microorganisms,
mainly Steptococcus pneumoniae; and (2) the
course of this infection was unrelated to the
use of appropriate antimicrobial treatment.
In additivn, asympromatic carriers have been
tound Ly others.” All these tindings might
question the role of C prewmuoniae as a patho-
genic agent responsible for community-
acquired pneumonia.

We recently performed a study to deter-
minc the aetiology of community-acquired
pneumonia in Lleida (Spain). Traditional
diagnostic methods, including paired serum
samples for microimmunofluorescence to
detect C prieumoniae, were used in combina-
tion with polymerase chain reaction (PCR)
tests performed on samples obtained directly
from lung parenchyma by transthoracic
needle aspiration to avoid confounding re-
sults. PCR has improved the ability to detect
many microbial agents, including C pnreumo-
mae, with a higher sensitivity and specificity
than conventional procedures.? Furthermore,
wransthoracic needle aspiration is a very
specific method of obtaining uncontaminated
pulmonary samples.

With this method 14 of 119 patients (12%})
had a diagnosis of C prneumoniae pneumonia.
Serological criteria established the diagnosis
in 11 cases and PCR in seven (both methods
were positive in four patients). Of these
patients three had a dual infection, associated
with S prneumoniae in two cases and S viridans
in one. The outcome of the patients was
retrospectively evaluated in correlation with
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the treatment; seven received B-lactam agents
only and seven received macrolides, alone or
combined with B-lactams. The clinical course
of the illness (duration of fever, time in
hospital, and incidence of complications) did
not differ between the two groups.

We found C prieumoniae in the lung paren-
chyma of our patients with pneumonia using
specific methods, and the clinical results were
comparable with those of Kauppinen. Thus,
we believe that C preumoniae is a real patho-
gen which causes pneumonia. Furthermore,
we support the opinion that chlamydial
infections can be successfully treated with
alternative regimens, particularly B-lactam
agents. Prospective studies are needed to
explore this possibility.

M FALGUERA
ANOGUES

A RUIZ-GONZALEZ
Hospital Arnau de Vilanova,
25006 Lleida,

Spain
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Fibreoptic bronchoscopy
for diagnosis of isolated
tuberculous mediastinal

lymphadenopathy

W read with interest the report by Baran er af
(January 1996;51:87-9) on the role of rigid
bronchoscopy in the diagnosis of intratho-
racic tuberculous lymphadenopathy without
parenchymal lesions in a series of 17 adults.
Fifteen patients (88%) were found to have
various ¢endobronchial abnormalities. Bron-
chial or transbronchiul Diopsy specimens
were diagnostic in nine (53%). The authors
attributed this high diagnostic yield to the use
of wide bore needles with the rigid broncho-
scope.

We recently reported similar results in a
series of 12 HIV negative adults with isolated
tuberculous mediastinal lymphadenopathy
using fibreoptic bronchoscopy.’ Isolated tu-

. berculous mediastinal lymphadenopathy was

defined as mediastinal lymphadenopathy as
the sole detectable manifestation of tubercu-
losis with negative smear sputum examin-
ation. Endobronchial abnormalities were
present in nine patients (75%): tracheal,
main or segmental bronchus extrinsic com-
pression in eight; tracheal, main or segmental
bronchus mucosal inflammation contiguous
to an enlarged lymph node in four; endo-
bronchial inflammatory mass contiguous to
an enlarged hilar lymph node in three; and
endobronchial node fistulisation in three.
Diagnosis was obtained by bronchial biopsy
in seven cases (58%), mediastinoscopy in
four, and computed tomographic-guided
transthoracic needle aspiration in one. None
of our patients underwent transbronchial
biopsy. )

This high diagnostic yield of bronchoscopy
in patients with isolated tuberculous media-
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Rapid detection of pneumococcal antigen in lung
aspirates: comparison with culture and PCR

technique
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Detection of pneumococcal antigen has been used to increase the rate of diagnosis of pneumococcal
pneumonia. The present study was designed to determine the value of rapid detection of pneumococcal
antigen in samples obtained by transthoracic needle aspiration (TNA) from patients with community-
acquired pneumonia (CAP) in a comparative analysis with culture and polymerase chain reaction (PCR).
Pneumococcal antigen was detected by latex agglutination. One hundred and ten consecutive patients
diagnosed with CAP underwent TNA. Patients were grouped, according to PCR, culture and serological
results, into pneumococcal pneumonia (n=18), other known aetiology (#=67) and unknown aetiology
(n=25). In patients with pneumococcal pneumonia, antigen was detected in 17 (94-4%) cases. Antigen
was detected in one and nine patients with pneumonia of other known or unknown aetiologics,
respectively, yielding a specificity of 89:1%. In conclusion, detection of pneumococcal antigen on samples
obtained by TNA from patients with CAP provides a sensitive and specific diagnosis of Streprococcus
pneumoniae infection. Furthermore, its rapid results would reduce the dependence on empirical

treatments.

RESPIR. MED. (1997) 91, 201-206

Introduction

Streptococcus pneumoniae is a major causative
agent of community-acquired pneumonia (CAP)
in most series (1). Diagnostic methods currently
available include examination of blood and
sputum. A positive blood culture provides the
basis for a specific aetiologic diagnosis, but its
sensitivity is low (2). The use of sputum Gram’s
stain and culture is of uncertain value. The
ability of a sputum Gram’s test to predict
sputum culture recovery of pneumococci varies
widely with the criteria used to define a positive
Gram’s stain (3). In addition, Gram’s stain
findings have not been correlated with alveolar
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Correspondence should be addressed to: A. Ruiz-Gonzilez,
Department of Internal Medicine, University Hospital
Arnau de Vilanova, Alcalde Rovira Roure, 80, 25006
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cultures in a large number of CAP patients (4).
Sputum culture also has its limitations, and
when an organism is recovered with this test, it is
often impossible to know if the organism is an
infecting pathogen or a colonizer (5).

Clinicians are interested in rapid microbio-
logic methods that provide a specific aetiological
diagnosis, in spite of prior antibiotic therapy (6).
Some of this interest has been focused on the
detection of antigens presented by the patho-
gens. The development of pneumococcal antigen
detection tests have proved a good correlation
with culture of blood and sputum, and provide
rapid results which do not seem to be modified
by prior antibiotic therapy (7). However, antigen
detection in blood or sputum are of limited
value in both non-bacteriaemic patients and
non-sputum producers.

The need for diagnostic procedures that
by-pass the oropharyngeal tract has allowed a
re-evaluation of transthoracic needle aspiration

© 1997 W. B. SAUNDERS COMPANY LTD
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(TNA), a technique which seems to be specific,
safe and cost-effective (8). In a low number of
patients with CAP, some authors have reported
a good correlation between pneumococcal anti-
gen detection and culture performed on samples
obtained by TNA (9).

In a comparative study with culture and PCR,
the present authors have investigated the ability
of agglutination test to detect S. pneumoniae
capsular antigen in samples obtained by TNA.

Methods

The study population consisted of 118 con-
secutive and non-selected patients admitted at
emergency room with CAP. Community-
acquired pneumonia was defined as an acute
febrile illness with transient shadows on the
chest radiography. One hundred and ten patients
out of 118, without major contraindications
(coagulation disorders, untreatable cough or the
presence of bullae), underwent TNA. Trans-
thoracic needle aspiration was performed by a
technique described previously (10) using an
ultrathin needle (25G Spinocan-R) at the
patient’s bedside with neither radioscopic guid-
ance nor pre-medication. An expiratory chest
radiography was performed 2 h later to exclude
pneumothorax. In all patients, two blood cul-
tures at admission and serological tests (Myco-
plasma pneumoniae, Chlamydia pneumoniae,
Chlamydia psitacci, Legionella pneumophila,
Coxiella burnetti and Influenza A virus) at Weeks
1 and 4 were carried out. A four-fold or greater
increase in IgG antibody titre or, alternatively, a
stable IgG titre >512 by immunofluorescence
(M. pneumoniae, C. pneumoniae and L. pneumo-
phila) or >20 by complement fixation test
(C. psitacci, C. burnetti, Influenza A virus) were
considered diagnostic.

The sample obtained by TNA -was sent to
the bacteriology laboratory and processed by the
following methods:

(1) Twenty-five microlitres were boiled and
centrifuged for 3 min. Capsular pneumococcal
antigens were investigated by a latex agglutin-
ation test. Antisera for S. pneumoniae (Slidex
Meningite Kit; Bio-Merieux, Marcy - I'Etoile,
France) were used. Positive and negative
controls were used in each determination.

(2) A total of 0-5ml was washed three times
with distilled water in order to obtain total lysis
of red blood cells. Subsequently, the sample was
centrifuged and the pellet was re-suspended in
300zl lysis buffer (0-01 M Tris HCl, pH 7-8,
0-005 M EDTA) and incubated for 1 h at 37°C
with 0-5% sodiumdodecyl sulphate (SDS) and
1-5 ul of proteinase K. The sample was subse-
quently mixed with 400 21 phenol-chloroform
and centrifuged at 12.000 rpm for 5 min in order
to separate organic and aqueous phases. The
sample was placed in a 1-5 ml tube, precipitated
with 0-6 volumes of isopropyl alcohol and incu-
bated for 10 min at room temperature. Further,
the tube was centrifuged at 12.000 rpm for
10 min, and the sample was decanted and
washed with 70% ethanol; it was then centri-
fuged at 12.000 rpm for 10 min and the super-
natant was removed. Finally, DNA was
re-suspended in 100 gl distilled water. For DNA
amplification, the primer set Pn2x up (CGT
GGG ACT ATT TAT GAC CGA AAT GQG)
and Pn2x down (AAT TCC AGC ACT GAT
GGA AAT AAA CAT ATT A) were used, that
amplified the PBP 2x gene of S. pneumoniae as
described previously (11). The amplification was
performed in a thermocycler (Mod. IHB2024,
Cherlyn Electronics Ltd., Cambridge, U.K.),
heating the sample one cycle at 95°C for 4 min,
then 40 cycles at 95°C for 1:5 min at 56°C for
1-5min and at 72°C for 6 min, and finally, one
cycle at 70°C for 10 min. The amplified product
was analysed by 3% agarose gel electrophoresis
and ethidium bromide staining, and examined
by ultra-violet transillumination. To prevent
contamination, a strict spatial separation of the
different technical steps involved in polymerase
chain reaction (PCR) was maintained during the
process, and the recommendations of Kwok and
Higuchi were followed (12). Positive and nega-
tive controls were used in each determination.

SENSITIVITY OF PCR

Serial dilutions of 150, 100, 54, 11 and
Scfuml™' S. pneumoniae in both blood-agar
and TNA samples were tested by PCR. The test
was positive at all dilutions in blood-agar,
whereas it was positive on 150, 100, 54 and
Scfuml™' S. pneumoniae dilution and negative
at 11 cfuml ™' S. pneumoniae dilution.



TaBLe 1. Diagnostic yield in 110 patients with
community-acquired pneumonia who underwent
transthoracic needle aspiration

85 (77-2%)
22 (20%)

18 (16:3%)
18 (163%)

Known aetiology
Chlamydia spp
Streptococcus pneumoniae
Mycoplasma pneumoniae

Pneumocystis carinii 7 (6-3%)
Influenza A virus 7 (6:3%)
Haemophilus influenzae 6 (5-4%)
Mpycobacterium tuberculosis 3 (2:7%)
Coxiella burnetti 2 (1-8%)
Streptococcus viridans 1 (0-9%)
Enterococcus faecium 1 (0-9%)

Unknown actiology 25 (22-8%)

(3) The remaining sample was investigated for
special pathogens by standard techniques (13).

The diagnosis of pneumococcal pneumonia
was made on the basis of at least one of the
following: (1) positive blood culture; (2) positive
TNA culture; and (3) positive PCR test on TNA
sample.

The rapid results of latex agglutination guided
the antibiotic therapy. If positive, penicillin at
standard dosage was added; if negative, epi-
demiological features and clinical situation of
the patient guided the choice of antibiotic.

This study was approved by the Ethics Com-
mittee of the hospital, and guidelines for human
experimentation from the Spanish Department
of Health were followed. In addition, informed
consent was obtained from the patients.

Results

An aetiological diagnosis was established in 85
(77-2%) patients as shown in Table 1. Strepto-
coccus pneumoniae was considered responsible in
18 (16:3%) patients. There were 12 men and six
women of mean age of 56-7 years (range 26-87).
Eleven (61-1%) patients had underlying disease
(AIDS in five patients, lung cancer in four
patients, chronic bronchitis in one patient, and
dementia in one patient). AIDS patients had a
mean CD4+ lymphocytes count of 151 mm ~3
(range 5-430). Before admission, seven (38-8%)
of the patients had received antibiotic treatment.
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TaBLE 2. Results of diagnostic tests performed on 18
patients with pneumococcal pneumonia

TNA

Patient Blood TNA TNA antigen
no. culture culture PCR test detection

1 + + + +

2 - - + +

3 — + + +

4 - - + +

5 — - + +

6 - + + 4+

7 - + + +

8 — - + +

9 + - - +
10 + + + +
11 + - - +
12 - - + +
13 + - + +
14 + - + +
15 - - + +
16 + + + +
17 + - - -
18 + + + +

TNA, transthoracic needle aspiration; PCR, polymer-
ase chain reaction.

Eight of them (44:4%) had respiratory failure
(Pa0, <60mmHg), but none underwent
mechanical ventilation. An 81-year-old patient
with severe pneumonia and without evidence of
pneumothorax in relation to TNA died within
24 h of admission.

Table 2 shows the results of the diagnostic
tests in patients with pneumococcal pneumonia.
Blood culture, TNA culture, PCR and antigen
detection tests were positive in 9, 7, 15 and 17
cases, respectively. Evidence of pneumococcal
infection by either culture and/or PCR was
found in 18 of the cases, and in 17 of these, the
antigen detection test was positive, yielding a
sensitivity of 94-4%.

In 66 of 67 patients with pneumonia caused
by other known micro-organisms, the antigen
detection test was negative. One patient with
serologic evidence of C. pneumoniae in-
fection had a positive result of the antigen
detection test. In nine (36%) of 25 patients with
pneumonia of unknown aetiology, the result of
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the agglutination test was positive, and they were
all treated with penicillin. The specificity was
then calculated as 89-1%.

Complications from TNA procedure were
seen in eight (7%) cases; three (2-6%) paticnts
developed pneumothorax less than 20% (pleural
drainage was not required), and five (4-4%)
patients had mild-autolimited haemoptysis.

Discussion

Antigen detection tests have been widely used in
a variety of body fluids in clinical studies (7). The
frequency of a positive pneumococcal antigen
test in pneumococcal pneumonia varies con-
siderably depending on both the body fluid
investigated and the antigen detection method
performed. Sensitivities have ranged between
40-99, 9-76 and 5-76% in sputum, serum and
urine samples, respectively (14-19). Latex agglu-
tination (LA) and co-agglutination (COA) tech-
niques are about 5-10 times more sensitive
in vitro than countercurrent immunoelectro-
phoresis (CIE) (20), and ELISA technique is
¢. 5-10 times more sensitive than agglutination
methods, but batch processing is necessary on
economic grounds, the test is time-consuming,
and non-specific reactivity has been trouble-
some, especially with urine specimens (21).

The conclusion from these studies is that
pneumococcal antigen is most often found in
sputum. However, the diagnostic specificity of
pneumococcal antigens found in sputum is
uncertain. As with sputum culture, expectorated
samples could conceivably be contaminated by
antigens derived from S. pneumoniae colonizing
the oropharynx. It has been shown that in the
absence of active lower respiratory tract infec-
tion, oropharyngeal organisms produce antigens
in saliva, giving positive pneumococcal antigen
reactions in 20% of healthy volunteers (7).

The diagnostic specificity for pneumococcal
infection of pneumococcal antigens in serum,
urine or pleural effusion is undoubted. However,
not all patients with pnecumococcal pneumonia
become antigenaemic, thereby limiting the sensi-
tivity. Boersma et al. (22) performed pneumo-
coccal antigen test on pleural fluid from 33
patients with CAP. The test was positive in
89% of cases with pneumococcal pneumonia.

However, pneumonia due to S. pneumoniae are
associated with parapneumonic effusion in only
40% of cases (23). Recently, pneumococcal
antigen tests have been investigated on samples
obtained by invasive techniques. Jiménez et al.
(24) have performed the LA test on broncho-
alveolar lavage samples from 59 patients with
CAP. Pneumococcal antigen was detected in
54% of pneumococcal pneumonia cases, and no
false positive results were found. Unfortunately,
bronchoscopy is uncomfortable for the patient,
and specialized personnel is required (25). There-
fore, TNA appears to be a cost-effective method
to obtain uncontaminated samples from lung
parenchyma (26), and in the present study it was
performed in 110 (93-2%) of 118 unselected
patients with CAP. Recently (9), 12 patients with
pneumococcal pneumonia underwent TNA, and
the pneumococcal antigen detection test was
positive in 10 (83-:3%) without false positive
results. In the present study, 17 of 18 pneumo-
coccal pneumonia cases had a positive antigen
test, yielding a sensitivity of 94-4%. In 67
patients with pneumonia caused by a micro-
organism other than S. pneumoniae, the aggluti-
nation test was positive in only one patient. In
this patient, acute and convalescence antibody
titres were considered to be diagnostic for
C. pneumoniae infection. However, the results of
a recent study using PCR techniques (27) raised
a concern about the specificity of serology for
diagnosing active infection with C. pneumoniae,
since 18% of asymptomatic patients had diag-
nostic antibody titres indicating acute infec-
tion. Otherwise, evidence of mixed infections
has already been described (28-30), and this
possibility could be existent in the above patient.
In up to 50% of patients with CAP, the
microbial aetiology is never determined. It has
been postulated that other agents causing pneu-
monia remain to be discovered (1). Alternatively,
it has been suggested that most patients with
pneumonia of unknown aetiology have pneumo-
coccal pneumonia (31). The present results are in
accordance with the latter explanation, since
36% of the study patients with pncumonia of
unknown aetiology had pneumococcal antigen
detected in TNA samples, and they were all
cured when penicillin was added. Similarly,
Jiménez et al. (24) found that the test was
positive in 53% of cases with pneumonia of



unknown aetiology, from samples obtained by
bronchoscopy.

In this regard, some of the PCR negative
results could have been false negative resulits.
The sensitivity with which PCR amplifies
S. pneumoniae DNA varies to the primers used,
the body fluid studied and the ability to remove
the polymerase inhibitors from the sample.
Thus, the sensitivity of PCR was 63-100% when
the product amplified was the pneumolysin gene,
and 75% when the autolysine gene was used in
blood cultures (32,33). In sputum, PCR has
demonstrated a 93% correlation with sputum
culture (bacterial counts of 107 cfuml ™) (34).
In addition, the incomplete removal of DNA
polymerase inhibitors may constitute an expla-
nation for variable PCR results (35) and the
present PCR results in vitro (see Methods).

In summary, these data demonstrate the possi-
bility to detect S. pneumoniae antigen on TNA
samples with a high sensitivity, and accumulat-
ing evidence suggests that the specificity is good.
Furthermore, the rapid result would reduce
the dependence on empirical antimicrobial
treatments.
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