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Los métodos de diagnéstico bacteriolégico empleados
tradicionalmente en las infecciones respiratorias agudas
(IRA) tienen limitaciones de sensibilidad (cultivo, deteccion
directa de antigenos, etc.), o requieren un tiempo
prolongado para obtener resultados (apariciéon de
anticuerpos). En los ultimos anos, se han desarrollado
técnicas de amplificacion de acidos nucleicos (TAAN) que
permiten la deteccion de dianas genéticas especificas de
cada patégeno en muestras clinicas. Estas técnicas han
mostrado ser mas sensibles que el cultivo o la deteccion
directa y, a diferencia de las seroldgicas, trabajan
eficazmente en fase aguda. Sin embargo, tienen
limitaciones, como la presencia ocasional de inhibidores
de la amplificacion en muestras clinicas, la persistencia de
Mycoplasma pneumoniae o Chlamydophila pneumoniae
en la mucosa de algunas personas, y en la diferenciacion
entre infeccidon patogena y colonizacion en el caso de
bacterias que forman parte de la flora habitual de la via
respiratoria (Streptococcus pneumoniae, etc.). Las
recientemente desarrolladas TAAN en tiempo real han
generado expectativas de resolver algunos de estos
problemas, al poder cuantificar la carga bacteriana. En el
diagnéstico etiologico de la IRA debida a S. pneumoniae,
las TAAN siguen estando esencialmente en el campo de la
investigacion. En el caso de M. pneumoniaey C.
pneumoniae, su combinacion con la serologia mejora la
capacidad diagnostica. Estos métodos son sensibles y
especificos para detectar Legionella; sin embargo, su
utilidad practica esta por establecer, a la espera de una
valoracion en relacién con la antigenuria. Actualmente,
son una alternativa ventajosa para Bordetella pertussis,
pero de momento no tienen utilidad en la infeccion aguda
por Coxiella burnetii.
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Molecular biology in the diagnosis of acute bacterial infection
of the respiratory tract

The bacteriological methods traditionally used in the
diagnosis of acute respiratory infections (ARI) have
limited sensitivity (culture, direct antigen detection,
etc.) or require long periods to obtain results
(appearance of antibodies). In the last few years,
nucleic acid amplification techniques (NAAT) have been
developed that allow pathogen-specific genetic targets
to be detected in clinical samples. These techniques
have been proven to be more sensitive than culture or
direct detection and, unlike serological tests, are
effective in the acute phase of the infection. However,
NAAT also have certain limitations, such as the
occasional presence of amplification inhibitors in
clinical samples, the persistence of Mycoplasma
pneumoniae or Chlamydophila pneumoniae in the
mucosa of some individuals, and the lack of
discrimination between pathogen infection and
colonization in bacteria forming part of normal
respiratory tract flora (Streptococcus pneumoniae...).
Recently developed real-time NAAT have raised
expectations that some of these obstacles will be
resolved, since these techniques allow bacterial load to
be quantified. In the etiological diagnosis of ARI due

to S. pneumoniae, the use of NAAT is still in an
experimental phase. In M. pneumoniae and C.
pneumoniae, combining NAAT with serological tests
could potentially improve diagnosis. NAAT show good
sensitivity and specificity in the detection of Legionella;
however, the practical utility of these techniques
should be weighed against that of antigenuria. NAAT
provide advantages over other techniques in Bordetella
pertussis. At present, these techniques are not useful
in the diagnosis of Coxiella burnetii acute infections.

Key words: Polymerase chain reaction. Streptococcus
pneumoniae. Mycoplasma pneumoniae. Chlamydophila
pneumoniae. Legionella pneumophila. Bordetella
pertussis.



Marimén JM et al. Biologia molecular en el diagndstico de la infeccién respiratoria aguda de origen bacteriano

Introduccion

La infeccion respiratoria aguda (IRA) puede dividirse
segun su localizacion en: infeccion de vias respiratorias
altas e infeccién de vias respiratorias bajas. Entre las
IRA de vias bajas, la neumonia adquirida en la comu-
nidad (NAC) es la gran protagonista, ya que es la pri-
mera causa de muerte por enfermedad infecciosa en to-
do el mundo. Streptococcus pneumoniae es el principal
causante de NAC, tanto por el nimero elevado de casos
que origina, como por su gravedad!. Ademas, esta bac-
teria es la causa mas importante de neumonia en pa-
cientes que requieren hospitalizacién y la que ocasiona
la mayoria de las muertes!?. Se cree también que la ma-
yor parte de las NAC del adulto de etiologia no definida
son neumocécicas®. Mycoplasma pneumoniae, Chlamy-
dophila pneumoniae y Legionella pneumophila también
son causas importantes de NAC%6, siendo Legionella la
que con mas frecuencia ocasiona cuadros graves. Las
bacterias del género Haemophilus o Moraxella causan
enfermedad especialmente en pacientes con enferme-
dad pulmonar crénica’?. En algunas 4reas del norte de
Espana, Coxiella burnetii ocasiona un nimero elevado
de casos de NAC’. Un papel importante para los virus
como agentes etiolégicos de IRA y NAC esta siendo re-
velado gracias a las mejoras diagndsticas de los tltimos
anos®.

El diagnéstico etiolégico tiene importancia no sélo
por sus implicaciones terapéuticas, sino también por la
informacion epidemiolégica que aporta, esencial para
el disefio adecuado de medidas preventivas. Sin embar-
go, los métodos diagnésticos convencionales tienen li-
mitaciones. El cultivo de muestras respiratorias (gene-
ralmente esputo o BAL) es poco sensible y a veces difi-
cil de interpretar. La deteccién de antigenos en orina,
un gran paso en el diagnéstico de la neumonia neumo-
cécica y la legionelosis, tiene sensibilidad subéptima y
es inespecifica para la investigacién de la etiologia neu-
mocécica en ninos pequenos. El hemocultivo es poco
sensible, igual que la serologia en fase aguda, por lo
que su utilidad clinica es limitada. Por tanto, hay una
“brecha diagnéstica”, dado que en un porcentaje eleva-
do de los casos de NAC no se alcanza el diagnéstico
etiolégico.

En los ultimos afios se han desarrollado técnicas de
amplificacion de acidos nucleicos (TAAN) para detectar
patégenos respiratorios, algunas de las cuales se estdn co-
mercializando. El presente trabajo revisa el papel en el
diagnoéstico etioldgico de la NAC de las técnicas molecu-
lares que permiten detectar los patégenos respiratorios
bacterianos mas relevantes. Con la excepcion de Legione-
lla y Coxiella, los mismos patégenos estdn implicados en
la IRA de otras localizaciones (bronquitis, otitis, sinusitis,
exacerbaciones de enfermedad pulmonar obstructiva croé-
nica, etc.), si bien el empleo de TAAN en el diagnéstico de
estas entidades no se considera actualmente, salvo desde
el punto de vista de la investigacién. Una excepcién im-
portante es la tos ferina, enfermedad de gran importan-
cia para la salud publica en el ambito mundial y dificil de
diagnosticar con los métodos convencionales, para la que
se ha acumulado ya una amplia experiencia con métodos
moleculares, motivo por el que también se ha incluido en
esta revision.

Streptococcus pneumoniae

El diagnéstico de la infeccién respiratoria neumocdci-
ca plantea problemas importantes. Entre ellos destacan
la falta de sensibilidad de las técnicas de deteccién con-
vencionales y el hecho de que ademés de patégeno pri-
mario, el neumococo es un colonizante habitual de la via
respiratoria, lo que dificulta la interpretacién de los ha-
llazgos microbiolégicos. Aunque la deteccion de antige-
no en orina ha aumentado la capacidad diagnéstica en
el adulto, no es 1til en nifos pequernios. Las TAAN abren
nuevas posibilidades diagndsticas que revisaremos en
este apartado.

El genoma de S. pneumoniae estd compuesto de unos
2.260 genes albergados en poco més de 2160 kb. Las dia-
nas méas empleadas para detectarlo estdn en los genes de
la neumolisina (gen ply), de la autolisina (gen lytA), de la
adhesina neumocdcica superficial (gen psaA), de las pro-
teinas de unién de la penicilina (gen pbp2b) y en el gen
Spn9802°14. El gen de la neumolisina ha sido el mas uti-
lizado hasta ahora para detectar el neumococo en estudios
clinicos, pero estd presente en estreptococos del grupo vi-
ridans y en la nueva especie S. pseudopneumoniae''. Por
ello, su valor como diana para el diagnéstico ha sido cues-
tionado'*. El gen de la autolisina, también muy usado pa-
ra detectar S. pneumoniae, y el gen psaA son mas especi-
ficos, aunque se ha descrito su presencia en algunos ais-
lamientos de S. pseudopneumoniae, al igual que la del gen
Spn9802'%14, Hasta conocer la prevalencia de S. pseudop-
neumoniae como comensal, no se sabra la trascendencia
de esta falta de especificidad, si bien se supone escasa.

Utilizando estas dianas, se han desarrollado diferentes
TAAN (p. €j., la reaccién en cadena de la polimerasa
[PCR]), para detectar acido desoxirribonucleico (ADN) de
neumococo: desde la PCR convencional®, la PCR anida-
da'? o la PCR multiplex para la deteccién conjunta con
otros patdgenos, a la mas reciente PCR en tiempo real
(RT-PCR, en sus siglas en inglés). La RT-PCR aporta la
posibilidad de cuantificar la carga bacteriana junto a una
mayor rapidez, fiabilidad (menor riesgo de contaminacio-
nes) y sensibilidad (deteccién de menos de 10 copias de
los genes ply o lytA)!. Su uso en muestras estériles es
relativamente sencillo, ya que la simple deteccion de
ADN del patégeno es diagnéstica. Los métodos molecu-
lares han obtenido excelentes resultados para detectar
S. pneumoniae en derrame pleural o liquido cefalorraqui-
deo (LCR). En pacientes con sospecha de meningitis, se
han descrito métodos muy sensibles que no sélo detectan
ADN del patégeno en pocas horas, sino que pueden de-
terminar su susceptibilidad a penicilina amplificando re-
giones conservadas del gen de la pbp2b'3. Los resultados
obtenidos en sangre de individuos con NAC son, por el
momento, menos alentadores'?, debido fundamentalmen-
te a la baja frecuencia y el breve periodo en que la NAC
es bacteriémica. No obstante, el verdadero reto de la bio-
logia molecular es la detecciéon diagnéstica de ADN de
S. pneumoniae en mucosa respiratoria, lo que implica
mejoras en la especificidad de las dianas y/o una ade-
cuada valoracién de la carga bacteriana. Estudios inicia-
les en la cuantificaciéon de la carga bacteriana neumo-
cécica en secrecién bronquial han indicado que > 10* co-
pias de ADN/ml para el gen Spn9802* o 3,7 x 10* —-10°
copias ADN/ ml para el gen ply'™'® tienen valor para el
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diagnéstico de infeccién del tracto respiratorio inferior.
Otros problemas menores atafien a la calidad del esputo
y la posible presencia de inhibidores de la amplificacién.

En conclusién, en el diagnéstico de las infecciones neu-
mocécicas, los métodos moleculares siguen estando esen-
cialmente en el campo de la investigacién. Su valoracién
es dificil por falta de un método de referencia diagnésti-
co. Los mejores resultados se han obtenido en muestras
estériles (LCR, liquido pleural y, menos satisfactoria-
mente, sangre) y de momento éste es el objetivo de los es-
casos nuevos métodos recién comercializados o a punto de
serlo. Finalmente, aunque los resultados preliminares in-
dican que la RT-PCR tiene potencial para diferenciar en-
tre colonizacion e infeccion neumocécica en muestras res-
piratorias, faltan estudios para establecer su verdadera
utilidad clinica.

Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila
pneumoniae y Coxiella burnetii

Las infecciones causadas por M. pneumoniae y C. pneu-
moniae tienen numerosas similitudes. Ambos agentes son
una causa importante de IRA, tanto de vias altas (faringi-
tis, etc.) como bajas (bronquitis, neumonia). M. pneumo-
niae se ha considerado en numerosos estudios la segunda
causa de NAC, y se ha detectado en un 10-20% (hasta 40%)
de los casos. Por otra parte, en un 3-15% de los pacientes
con NAC se ha encontrado infeccién por C. pneumoniae.
En ambos casos, los nifios en edad escolar y adultos jéve-
nes fueron los grupos més afectados®5. La mayor parte de
las neumonias son leves y los pacientes suelen ser tratados
en el ambito extrahospitalario, pero su elevada incidencia
explica que sean también causa de hospitalizacién, espe-
cialmente en nifios, ancianos o personas con enfermedades
subyacentes. Asimismo, se piensa que ambas bacterias
pueden tener un papel en el desarrollo y/o la exacerbacién
de enfermedades pulmonares crénicas como la enferme-
dad pulmonar obstructiva crénica o el asma®®. C burnetii
produce cuadros febriles, a menudo con pocas manifesta-
ciones clinicas. Sin embargo, es causa de neumonia, sien-
do ésta la forma clinica de la infeccién mas frecuentemen-
te reconocida en determinadas zonas geogréficas’.

Aunque M. pneumoniae se considera agente patégeno
y no comensal, se sabe que hay infecciones asintomaticas y
que, tras una infeccion, la bacteria tarda en algunos casos
semanas o incluso meses en ser eliminada de la via respi-
ratoria. La infeccion se puede adquirir varias veces a lo
largo de la vida, lo que depende de variaciones en las pro-
teinas de la superficie bacteriana. La principal es la pro-
teina P1, que es inmunodominante, facilita la adhesién a
la mucosa respiratoria y permite diferenciar 2 subtipos en
M. pneumoniae®. A pesar de su potencial patégeno, la ma-
yor parte de las infecciones causadas por C. pneumoniae son
asintomaéticas o de sintomatologia inespecifica. En nues-
tro medio, las primoinfecciones tienen lugar normalmen-
te antes de la edad adulta!”. También en este caso la in-
feccién puede adquirirse més de una vez en la vida. Se ha
observado portacion asintomatica en nasofaringe (1-6%
de los nifios y adultos), pero la infeccién persistente es ra-
ra'®. En contra de la creencia inicial, C. pneumoniae no es
un patégeno exclusivamente humano, dado que se ha ais-
lado de diferentes especies animales?®.
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Genomas

Dianas de los métodos de amplificacion

M. pneumoniae (cromosoma de 816 kb) y C. pneumoniae
(cromosoma de 1.226 kb) estdn entre las bacterias con ge-
noma de menor tamario conocido (4-6 veces menor que el
de Escherichia coli). Ambas han experimentado un proce-
so de evolucion degenerativa durante millones de afios,
que les ha llevado a perder numerosos genes, lo que ex-
plica su limitada capacidad de biosintesis (ambas son pa-
rasitos obligados, C. pneumoniae intracelular) y la inca-
pacidad de M. pneumoniae para sintetizar la pared bacte-
riana®. En el caso de C. pneumoniae, debido a lo aislado de
su nicho ecolégico intracelular, parece que los intercam-
bios horizontales de material genético son raros, siendo
las mutaciones puntuales su principal fuente de variacion
molecular®. Los estudios moleculares demuestran un ge-
noma muy conservado con una poblacién altamente clo-
nal. De hecho, la similitud genética entre las cepas hu-
manas de C. pneumoniae aisladas en el mundo es > 99%.
El genoma de C. burnetii es de mayor tamario (~2.000 kb),
alberga plasmidos y hay varios grupos genémicos.

Las dianas mas usadas en las TAAN para M. pneumo-
niae estan en los genes de la ATPasa, proteina P1, y re-
giones conservadas del gen del 4cido ribonucleico (ARN)
ribosomal de 16S (16S ARNr) (tabla 1). Méas reciente-
mente, se han descrito métodos basados en los denomi-
nados elementos rep, secuencias repetidas 8-14 veces a lo
largo del genoma. El uso como dianas de estos elemen-
tos puede aumentar la sensibilidad de las TAAN para
M. pneumoniae y permite el subtipado directamente de
muestra clinica. En los genes de la ATPasa y 16S ARNr
no hay elementos rep. Por el contrario, en el gen P1I in-
tervienen elementos rep y regiones no repetidas, por lo
que, aun dirigidas a un mismo gen, la sensibilidad de las
TAAN podria ser diferente. Para C. pneumoniae, se han
empleado como dianas varias regiones del genoma, pero
las TAAN ma&s usadas emplean los genes OmpA, 16S
ARNr y PstI*'. El empleo de regiones muy conservadas
del genoma permite la deteccién, no discriminante de es-
pecie, de bacterias de la familia Chlamydiaceae y, por
tanto, de Chlamydia trachomatis y también Chlamydop-
hila psittaci. Para detectar C. burnetii, se han empleado
dianas de diferentes genes procedentes de ARNr, plasmi-
dos y, sobre todo, la secuencia de insercién IS1111, repe-
tida varias veces a lo largo del genoma.

Comportamiento de los métodos de amplificacion

La mayor parte de los métodos de amplificacién de-
sarrollados para M. pneumoniae y C. pneumoniae son
sensibles y especificos. La variedad de métodos descrita
es grande®?, pero los estudios comparativos entre ellos
son escasos y no permiten establecer diferencias definiti-
vas. Se ha senalado que los métodos de PCR anidada, por
la mayor posibilidad de contaminaci6n, tienen un peligro
especial de generar resultados falsos positivos?’. Para los
métodos moleculares, se pueden emplear diversos tipos
de muestras respiratorias con buen resultado (frotis fa-
ringeo, lavado nasofaringeo, esputo, etc.). Aunque se ha
referido el esputo como muy sensible, probablemente por
su mayor carga bacteriana®, no siempre es facil de obte-
ner, dado que en la neumonia atipica la tos es con fre-
cuencia improductiva. La existencia de inhibidores de la



Marimén JM et al. Biologia molecular en el diagndstico de la infeccién respiratoria aguda de origen bacteriano

TABLA 1. Algunos métodos moleculares comercialmente disponibles en Espana para detectar en muestras respiratorias bacterias
causantes de infecciones respiratorias agudas de vias bajas (poseen marcado de la Comunidad Europea y control interno)

Fabricante Agentes que Dianas (genes) Método Muestras
pueden parala recomendadas
investigarse amplificacién
Argene Mycoplasma pneumoniae PI1 PCR convencional + Varias!
Legionella spp. ARNTr region tipado por hibridacién
Legionella pneumophila intergénica 5S-23S
Chlamydophila pneumoniae Omp2
Autoimmun Deteccion simultéanea Ver® PCR convencional Varias?
Diagnostika GmbH (AID) de ADN de 8 bacterias® multiplex + hibridacién
inversa
Becton Dickinson M. pneumoniae P1 SDA en tiempo real Frotis faringeo
L. pneumophila mip
Chlamydiaceae* ARNasa P
bioMérieux® M. pneumoniae 16S ARNr NASBA en tiemporeal ~ Esputo y LBA
C. pneumoniae 16S ARNr
Legionella spp. 16S ARNr
Euroclone M. pneumoniae P1 PCR en tiempo real Varias?
L. pneumophila 23S ARNr
Legionella spp. 16S ARNr
C. pneumoniae OmpA
Geneproof C. pneumoniae 16S ARNr PCR convencional Varias?
Minerva Biolabs M pneumoniae PI1 PCR convencional Varias?
Legionella spp. 16S ARNr y PCR en tiempo real
L. pneumophila mip
Nanogen Inc M. pneumoniae PI1 PCR en tiempo real Varias!
C. pneumoniae OmpA o PCR convencional
L. pneumophila mip simultanea
NovaTec M. pneumoniae 16S ARNr PCR en tiempo real Esputo y frotis faringeo
Immundiagnostica L. pneumophila 16S ARNr Esputo y frotis oral
GmbH
Prodesse M. pneumoniae 16-23S ARNr PCR en tiempo real Varias?
C. pneumoniae OmpA multiplex
B. pertussis 15481 Muestras nasofaringeas
Vircell® M. pneumoniae PI1 PCR convencional + Varias?
L. pneumophila mip oligocromatografia
C. pneumoniae OmpA

ARN: 4cido ribonucleico; NASBA: amplificacién isotérmica de ARN; PCR: reaccién en cadena de la polimerasa; SDA: amplificacién por desplazamiento

de cadena.
2Comercializacion anunciada por la casa fabricante para 2008.

*Mycoplasma pneumoniae (ATPase), Chlamydophila pneumoniae (ompA), Legionella pneumophila (mip), Streptococcus pneumoniae (neumolisina),
Moraxella catarrhalis (ompG1b), Haemophilus influenzae (bexA), Bordetella pertussis (IS481) y Bordetella parapertussis (IS1001).

‘Deteccién a nivel de familia, incluidos Chlamydophila pneumoniae, Chlamydophila psittaci y Chlamydia trachomatis.

dMuestras respiratorias varias (frotis faringeo, aspirado nasofaringeo, esputo, lavado broncoalvelolar, etc.).

amplificacién en algunas muestras respiratorias puede
ocasionar resultados falsamente negativos. Sin embargo,
la introduccién de controles internos permite detectar es-
ta situaciéon. Debido a las infecciones asintomaéticas y la
persistencia ocasional de estos agentes en la via respira-
toria, los resultados positivos permiten considerar estas
bacterias causa “probable” de la infeccion?’. Se espera
que la cuantificacién de la carga bacteriana, gracias a los
métodos de amplificacién en tiempo real, permita en un
futuro diferenciar persistencia o colonizacién de infeccién
patégena.

Los métodos de amplificacién son la mejor alternativa
para demostrar la presencia de M. pneumoniae en la via
respiratoria, siendo més sensibles que el cultivo, la hibri-
dacién molecular o la deteccién de antigeno. Permiten ob-
tener resultados en pocas horas, a partir de muestras
contaminadas, y no requieren la existencia de bacterias
viables, un problema para el cultivo debido a la labilidad

de M. pneumoniae por la ausencia de pared bacteriana.
En las muestras respiratorias, la deteccion de C. pneu-
moniae mediante TAAN es al menos tan sensible como el
cultivo y mas facil de introducir en los laboratorios clini-
cos. Sin embargo, la experiencia existente es menor que
en el caso de M. pneumoniae, debido a las limitaciones de
las técnicas convencionales, que han dificultado la reali-
zacion de estudios comparativos.

En conclusién, la principal ventaja de los métodos de
amplificacion es que permiten demostrar la presencia de
M. pneumoniae y C. pneumoniae en fase aguda, cuando
la respuesta serolégica es subdptima, en pacientes de
cualquier edad y condicién (nifios, ancianos, inmunode-
primidos, etc.) con primoinfeccion o con reinfecciéon. En la
actualidad, el diagnéstico 6ptimo de las infecciones por
M. pneumoniae o por C. pneumoniae aconseja el empleo
de TAAN ademés de los métodos seroldgicos, los cuales
permiten la confirmacion etiolégica, si bien frecuente-
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mente de modo retrospectivo. Debido a su elevado coste
econémico, el empleo de métodos moleculares debe que-
dar limitado en la actualidad a pacientes con cuadros
graves (p. €j., hospitalizados con NAC). Por el momento,
no se han desarrollado métodos moleculares de rendi-
miento satisfactorio para detectar C. burnetii durante la
infeccion aguda, y la serologia permanece como el méto-
do diagnéstico de eleccion.

Legionella pneumophila

Entre las NAC no neumocdécicas, las causadas por
L. pneumophila son las que con mas frecuencia tienen un
desenlace fatal. Descritas como neumonias atipicas, sus
manifestaciones clinicas son frecuentemente indistingui-
bles de las ocasionadas por otros microorganismos, lo que
aconseja su diagndstico para facilitar un tratamiento an-
tibidtico adecuado?. Se estima que el 1-5% de las NAC
estdn causadas por este agente, aunque la incidencia
puede variar en funcién del area geografica y la estacion
del afio*?*. Si bien en brotes comunitarios la mortalidad
raramente es superior al 3%, la documentada en brotes
hospitalarios es especialmente grave, ya que con frecuen-
cia supera el 10%. Se han identificado 48 especies de
Legionella, siendo L. pneumophila el agente causal del
85-90% de las neumonias causadas por Legionella spp.
Otras especies como L. longbeachae, L. bozemanii, etc.
también causan enfermedad?. De los 15 serogrupos de L.
pneumophila conocidos, el serogrupo 1 es la causa de més
del 80% de los casos que esta especie provoca 7.

Para el diagnéstico de la legionelosis se dispone de di-
ferentes métodos, entre los que destacan el cultivo, la de-
teccion de antigeno urinario y las TAAN?. El cultivo per-
mite recuperar todas las especies; sin embargo, su sensi-
bilidad es relativamente baja (20-60%)%. La deteccion de
antigeno urinario es una técnica rapida, muy especifica y
bastante sensible para diagnosticar las infecciones por
L. pneumophila del serogrupo 1 (70-80%), aunque tiene
el inconveniente de que su utilidad para el diagnéstico
de L. pneumophila de otros serogrupos o de legionelas de
otras especies es muy limitada??°, En los tltimos afios
han surgido diferentes TAAN (PCR, amplificacion isotér-
mica de ARN, amplificacién por desplazamiento de cade-
na, etc.). A priori, son una herramienta atractiva para el
diagnéstico de la neumonia por Legionella, ya que son
muy sensibles, pueden detectar todas las especies y sero-
grupos de Legionella y ofrecen resultados en pocas horas.
Ademads, Legionella spp. no forma parte de la flora hu-
mana habitual, lo que facilita la interpretacién de resul-
tados. La mayoria de las TAAN emplean como diana los
genes codificantes del 5S y 16S ARNr?*3! de la regién in-
tergénica ARNr 5S-23S%2 o del gen mip, codificante del
factor potenciador de la infectividad del macréfago®.

Mediante el gen 16S ARNr se puede detectar cualquier
especie de Legionella (como grupo), mientras que con el
gen mip se puede detectar especificamente L. pneumo-
phila®. A partir de estos genes se han desarrollado mé-
todos moleculares, la mayoria de amplificacién en tiempo
real, que permiten detectar simultdneamente la presen-
cia de cualquier Legionella (sin diferenciarlas entre ellas)
y especificamente la de L. pneumophila, a partir de son-
das de hibridacién para su deteccién®’. Las muestras pre-
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feribles para el diagnéstico molecular de la legionelosis
son las respiratorias, especialmente esputos y lavados o
aspirados bronquiales??1%, Tratando de superar el pro-
blema que plantea la falta de produccién de esputo en
muchos pacientes con legionelosis??4% se han realizado
estudios para detectar ADN de Legionella en orina® y
sangre o suero®®, y se han obtenido resultados promete-
dores, sobre todo en las 2 dltimas. La deteccién del ADN
de Legionella en sangre es maxima entre los 6 y 10 dias
de la aparicién de los sintomas, lo que corresponde con el
pico de deteccién de antigeno en orina* y permanece de-
tectable por mas tiempo que éste. Un problema potencial
que debe tenerse en cuenta en los métodos moleculares
diseniados para detectar Legionella spp. es la posible con-
taminacién de reactivos, principalmente de extraccién,
con ADN de Legionella spp., causante de resultados fal-
samente positivos, lo que nos vuelve a recordar la impe-
riosa necesidad de ser estrictos en los protocolos de ase-
guramiento de la calidad??7.

En conclusién, los métodos moleculares utilizados para
el diagnéstico de la legionelosis han demostrado una ele-
vada sensibilidad y especificidad. Aun asi, el valor del
diagnéstico de legionelosis mediante TAAN todavia tiene
que establecerse, lo que cobra méas importancia si cabe
dado que numerosas técnicas moleculares para detectar
Legionella spp. o L. pneumophila se estan comercializan-
do (tabla 1). En especial, sera importante estudiar qué
aportan las TAAN en relacién con el antigeno urinario.
El Grupo de Trabajo Europeo para la infeccién por Legio-
nella sigue considerando a dia de hoy la deteccién de
ADN de Legionella spp. en muestras clinicas como “diag-
néstico de sospecha” de legionelosis®.

Bordetella pertussis

Bordetella pertussis es el agente causal de la tos ferina,
que en poblacién no vacunada afecta principalmente a
menores de 5 afios de edad. B. parapertussis causa un
cuadro similar, aunque més raro y generalmente menos
grave. Otras especies, como B. bronchiseptica y B. holme-
sii, se han implicado muy raramente con la enfermedad
pertusoide. El diagnéstico convencional de la tos ferina se
basa en el cultivo bacteriolégico y en técnicas inmuno-
légicas. Aunque el aislamiento de B. pertussis en secre-
ciones nasofaringeas tiene una especificidad cercana al
100% (no forma parte de la flora habitual), su sensibili-
dad es baja y el crecimiento, lento, por lo que es necesa-
rio emplear medios de cultivo especificos. Por otro lado,
las técnicas de deteccion directa (p. €j., IFD) en secrecio-
nes nasofaringeas y las serolégicas pueden tener especi-
ficidad baja, y la aparicién de anticuerpos detectables en
ocasiones lleva semanas. En esta situacién, los nuevos
métodos moleculares se perfilan como una alternativa
atractiva para detectar Bordetella en muestras clinicas.

El genoma de B. pertussis contiene unos 4.100 kb que
codifican alrededor de 3.816 genes. Como dianas para de-
tectar el ADN de B. pertussis se han empleado al menos
5 genes diferentes: secuencias de insercién (IS) que se re-
piten a lo largo del genoma, la regién promotora de la to-
xina pertusica, el gen de la adenilato ciclasa, el gen de la
porina y el gen de la pertactina, proteina de membrana
considerada un importante factor de virulencia en B. per-
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tussis®**2. Hasta el momento, la diana que con mas fre-
cuencia se ha empleado es el fragmento de insercién
IS481, presente en su genoma entre 80 y 100 veces, lo
que aumenta la sensibilidad de las TAAN*. El fragmen-
to IS481, aunque en menor nimero de copias, se ha en-
contrado en otras especies de Bordetella, como B. holme-
sii*?, y en el 5% de las cepas de B. bronchiseptica*®. En es-
ta situacién, algunos autores han indicado el uso de una
segunda PCR dirigida a otra diana en los casos en que la
PCR frente a IS481 sea positiva®. Para detectar B. para-
pertussis, la diana més utilizada es el fragmento de in-
sercion IS1001, repetido unas 20 veces en el genoma de
la bacteria, que también detecta B. holmesii, pero no
B. pertussis. Por tanto, una combinacién de las dianas
1S481 y IS1001 permite detectar y diferenciar B. pertus-
sis, B. parapertussis y B. holmesii*?. Otra diana usada
con frecuencia para detectar B. pertussis, y que posibilita
la deteccién especifica de esta especie, es la region pro-
motora de la toxina pertusica®!. En los tultimos anos, se
han desarrollado numerosas TAAN (principalmente
PCR) para detectar Bordetella. Inicialmente, se utiliz6 la
PCR convencional, con cebadores frente a la IS4814243,
Ma4s adelante se empezé a utilizar la RT-PCR, emplean-
do distintos tipos de dianas y sondas?*4% para detectar
el ADN amplificado. Segun la diana utilizada, las sensi-
bilidad analitica de la PCR para B. pertussis puede ser
tan baja como 0,1-1 UFC/ml de muestra o por reaccién de
PCR39,42,44'

Las muestras mas utilizadas para el diagnéstico de la
tos ferina mediante PCR son los aspirados y exudados
nasofaringeos®®, aunque se han utilizado otras, como fro-
tis nasal o faringeo y esputo*>*. En todos los estudios, la
sensibilidad de la PCR ha sido claramente superior a la
del cultivo. Sin embargo, uno de los problemas que han
enfrentado estos estudios es la evaluacién de la sensibili-
dad y la especificidad de la PCR, debido a que el cultivo
(técnica de referencia) es poco sensible para detectar B.
pertussis**, Cuando los criterios de valoracién de la
PCR se basan en la evaluacion clinica de los pacientes, su
sensibilidad y especificidad superan el 90%***4. E1 mejor
comportamiento de la PCR se debe a que el cultivo nece-
sita microorganismos viables, siendo B. pertussis un or-
ganismo especialmente 14bil. Ademaés, asi como el tipo de
muestra afecta al rendimiento del cultivo, no parece su-
ceder lo mismo con la PCR (rendimiento similar con es-
puto, aspirado nasofaringeo, hisopo nasal o faringeo)*2.
Debido a su elevada sensibilidad, la PCR es también tutil
en los estadios finales de la tos ferina, en adultos, en pa-
cientes que han sido anteriormente vacunados y en pa-
cientes en tratamiento antibiético especifico, situaciones
en las que la carga bacteriana es muy baja y el rendi-
miento del cultivo, practicamente nulo.

Los métodos moleculares estan llamados a tener un pa-
pel destacado en el diagnéstico de la tos ferina. Su utili-
zacién ayudara a potenciar la capacidad diagnéstica de
los laboratorios de microbiologia, con ocasién de casos y
brotes de esta enfermedad.

Conclusion

Los métodos moleculares para detectar bacterias rele-
vantes en las IRA son mas sensibles y mas rapidos en ob-

tener resultados que los métodos diagnésticos tradiciona-
les, y, en general, de buena especificidad. Por ello, estos
métodos tienen un potencial importante para reducir la
“brecha diagnéstica” existente en la actualidad y colabo-
rar en la orientacién terapéutica. El principal problema
que plantean es el de la interpretacién de resultados po-
sitivos en muestras tomadas de mucosa en el caso de bac-
terias que ocasionalmente, y de modo transitorio, pueden
colonizarla (M. pneumoniae, C. pneumoniae), y especial-
mente en el caso de las que forman parte de su flora ha-
bitual (S. pneumoniae, H. influenzae, M. catarrhalis). Por
otra parte, el empleo de métodos mas sensibles y un pa-
nel cada vez mas amplio de patégenos estd poniendo de
manifiesto un nuimero creciente de infecciones mixtas,
cuya importancia atun desconocemos. Se espera que la
cuantificacién de la carga de los patégenos implicados
mediante nuevos métodos moleculares (p. ej., TAAN en
tiempo real) pueda generar informacién que permita su-
perar estas limitaciones. Pese a los grandes avances efec-
tuados en afos recientes, queda mucho por investigar en
este terreno, investigacién a la que, desde esta pequenia
revision, animamos a los lectores.
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