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RESUMEN

El estandar para diagnosticar enfermedad neumocdcica invasiva (ENI) es aislar neumococo en cultivo. Sin
embargo, en algunos pacientes, sobre todo los que recibieron terapia antibiética empirica, no se logra identifi-
car el agente etiol6gico. El objetivo de este estudio fue detectar neumococo en liquidos normalmente estériles
mediante qPCR en pacientes con sospecha de ENI hospitalizados en Lima. La qPCR tuvo un limite de detec-
cién de 1,2 x 10' copias del genoma/uL. De las 71 muestras clinicas (51 de liquido pleural [LP] y 20 de liquido
cefalorraquideo [LCR]), el 29,4% (28/71) fueron positivas para neumococo por cultivoy 71,8% (51/71) fueron
positivas por qPCR, incluyendo 78,4% (40/51) en LP y 55,0% (11/20) en LCR. De las muestras positivas, 13/51
fueron del serotipo 19A. La deteccién de neumococo fue casi el doble por gPCR en comparacién con el mé-
todo microbioldgico convencional. Por lo tanto, se debe implementar métodos moleculares como esta qPCR
para mejorar la identificacion y tratamiento oportuno de ENI en Pert y en la region.

Palabras clave: Streptococcus pneumoniae; QPCR, enfermedad neumocdcica invasiva; neumonia; meningi-
tis; métodos moleculares (fuente: DeCS BIREME).

DETECTION OF Streptococcus pneumoniae IN

STERILE LIQUIDS USING REAL-TIME PCR (qgPCR) IN
HOSPITALIZED PATIENTS WITH SUSPECTED INVASIVE
PNEUMOCOCCAL DISEASE

ABSTRACT

The standard for diagnosing invasive pneumococcal disease (IPD) is to isolate pneumococcus in culture.
However, the etiological agent cannot be identified in some patients, especially those who received empi-
rical antibiotic therapy. This study aimed to detect pneumococcus in normally sterile fluids by qPCR in
patients with suspected IPD hospitalized in Lima. qPCR had a detection limit of 1.2 x 101 genome copies/
uL. Of the 71 clinical samples (51 were pleural fluid [PF] and 20 were cerebrospinal fluid [CSF]), 29.4%
(28/71) were positive for pneumococcus by culture and 71.8% (51/71) were positive by qPCR, including
78.4% (40/51) in PF and 55.0% (11/20) in CSE. Of the positive samples, 13/51 were serotype 19A. The
detection of pneumococcus was almost double by qPCR compared to the conventional microbiological
method. Therefore, molecular methods such as qPCR should be implemented to improve the identification
and timely treatment of IPD in Peru and in the region.

Keywords: Streptococcus pneumoniae; qPCR, invasive pneumococcal disease; pneumoniae; meningitis,
molecular methods (source: MeSH NLM).
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INTRODUCCION

Streptococcus pneumoniae (neumococo) es un diplococo
grampositivo, capsulado, con mds de 100 serotipos, que
causa alta morbilidad y mortalidad, especialmente en nifios,
adultos mayores, pacientes con enfermedades cronicas en
paises de medianos y bajos ingresos . Neumococo causa
enfermedad no invasiva (otitis o sinusitis) y enfermedad
neumococica invasiva (ENI) como bacteriemia, neumonia
y meningitis. Es una de las principales causas de otitis media
aguda, neumonia y meningitis bacteriana en ninos después
de la introduccién de la vacuna contra Haemophilus influen-
zae tipo b en el mundo ®. Aunque la incidencia de ENT au-
ment6 en las ultimas dos décadas, se espera que disminuya
con el uso generalizado de vacunas conjugadas neumocdci-
cas (PCV, por sus siglas en inglés) .

El cultivo microbiolégico es el método principal para de-
tectar S. pneumoniae y diagnosticar ENI, pero a menudo re-
sulta negativo en pacientes que han recibido antibidticos antes
de la toma de muestra. El uso de BioFire® FilmArray®Panels
ofrecen alta precision en la deteccion de patégenos, pero son
costosos y de dificil acceso en muchos centros de salud ©.
Debido a esto, se recomienda el uso de pruebas moleculares
mas accesibles, como la PCR-convencional o en tiempo real
(qPCR), que ofrecen resultados comparables a los métodos
automatizados ©.

Ante esta situacion, surge la necesidad de evaluar los liqui-
dos provenientes de sitios normalmente estériles por métodos
moleculares para optimizar el diagnéstico. Los métodos mo-
leculares como la qPCR son empleados en muestras de san-
gre, liquido pleural (LP), liquido cefalorraquideo (LCR) ©.
La sensibilidad y especificidad de estos métodos son mayores
en comparacion a los métodos microbioldgicos ®y represen-
tan una estrategia prometedora para identificar estos patoge-
nos en pacientes con sospecha clinica de ENL

Al no tener datos locales sobre el uso de métodos mole-
culares en muestras clinicas, realizamos este estudio con el
objetivo de determinar neumococo en liquidos normalmen-
te estériles mediante qPCR en pacientes hospitalizados con
sospecha de ENI en hospitales nacionales y clinicas privadas
en Lima, Perd entre 2016 y 2023.

EL ESTUDIO

Diseiio de estudio

Estudio transversal multicéntrico de serie de casos de ENI
en siete hospitales nacionales (Hospital Nacional 2 de Mayo,
Hospital Nacional Cayetano Heredia, Hospital Nacional
Emergencias Pedidtricas, Hospital Nacional Daniel Alcides
Carrion, Hospital Nacional Edgardo Rebagliati Martins,
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Motivacion para realizar el estudio. El diagnostico de la
enfermedad neumocdcica invasiva (ENI) normalmente se hace
mediante cultivo microbioldgico para detectar a neumococo.
Sin embargo, a veces esto no es posible, especialmente en
pacientes que han recibido antibidticos antes. Este estudio
busco detectar neumococo usando una técnica molecular
como la gPCR en pacientes hospitalizados en Lima con
sospecha de ENL

Principales hallazgos. La qPCR detecté una mayor frecuencia
de neumococo que la técnica microbioldgica estandar.

Implicancias para la salud publica. Estos hallazgos sugieren
que la implementacion qPCR podria mejorar de manera
significativa la identificacion y tratamiento de ENI en Peru.

Hospital Docente Madre-niio San Bartolomé y Instituto
Nacional de Salud del Nifio Sede Brena) y siete clinicas, y
laboratorios privados (Clinica Centenario, Clinica Interna-
cional, Clinica Angloamericana, Clinica Delgado, Clinica
Good Hope, Laboratorios ROE y Laboratorios Medlab) en
Lima, Pert entre 2016 y 2023.

Poblacion de estudio

Pacientes hospitalizados de todas las edades con sospecha
de neumonia (con derrame pleural o empiema) o meningitis
bacteriana con muestras de liquidos normalmente estériles
(LP y LCR) que fueron colectadas por el médico tratante du-
rante la atencion hospitalaria con fines diagndsticos y que
cumplieron con la definicion de caso.

Definicion de caso
Enfermedad neumocdcica invasiva: sospecha clinica de infec-
cién por neumococo en pacientes con meningitis, neumonia
con derrame o empiema, bacteriemia, artritis séptica y peri-
tonitis bacteriana. Para este estudio, nosotros solo incluimos
pacientes con diagnéstico de neumonia adquirida en la comu-
nidad con derrame paraneumonico o empiema y meningitis
bacteriana con resultado microbioldgico positivo o negativo
para neumococo realizado en el hospital o clinica participante.
Neumonia adquirida en la comunidad: infeccién pulmo-
nar, usualmente en un periodo menor de siete dias, con sin-
tomas y signos de compromiso respiratorio (fiebre, taquip-
nea, hipoxemia, disnea, dolor pleuritico, tos, produccién de
esputo mucopurulento, signos de consolidacién o derrame
como matidez, crepitantes, disminucién de murmullo vesi-
cular), y evidencia de consolidacién pulmonar en la radio-
grafia de torax.
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Derrame paraneumonico: presencia de liquido en el es-
pacio pleural =5 cm en la radiografia de térax o ecografia
de térax con caracteristicas de exudado [relacion proteinas
liquido pleural/proteinas sangre >0.5, relacién deshidroge-
nasa lactica (LDH) Liquido pleural/LDH sangre >0.6, LDH
liquido pleural >2/3 limite alto normalidad en sangre].

Empiema: Exudado en el espacio pleural con presencia de
pus y/o tinciéon Gram o cultivo positivo en liquido pleural.

Meningitis bacteriana: inflamacion de las meninges, con
signos y sintomas de fiebre, rigidez de nuca, alteracion del
nivel de la conciencia y cefalea, asi como LCR con leucoci-
tos 210 células/mm°® a predominio de polimorfonucleares,
proteinas >40mg/dL, glucosa <40mg/dL o relacién glucosa
LCR/sangre <0,5%).

Datos clinicos

Se colectaron datos demograficos y clinicos basicos de las
historias clinicas, como edad, sexo, dia de toma de muestra
luego de la hospitalizacion, uso previo de antibidticos (antes
del cultivo) y resultados del cultivo.

Estudio de laboratorio

Las muestras de LP y LCR colectadas en los hospitales o clinicas
fueron transportadas al Laboratorio de Infectologia Pediatrica
de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH) donde
se almacenaron a -20 °C hasta su procesamiento. La extraccion
de ADN se realiz6 con 200uL de muestra empleando Hight
pure PCR template Preparation kit” (Roche, Suiza). Para el diag-
nostico molecular de S. pneumoniae se estandarizé una gPCR
basado en SYBR Green (SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green
Supermix, BioRad) empleando cebadores que amplifican el gen
IytA que codifica la autolisina en S. pneumoniae, la cual es una
metodologia previamente descrita y validada en la literatura y
no forma parte de un kit comercial para la deteccion de este
patogeno 11V, Se emple6 el equipo CEX96TM Real-Time Sys-
tem (Bio-Rad®, USA) con las condiciones de desnaturalizacién
inicial de 95°C por 2 min, con 40 ciclos de amplificacién con
desnaturalizacién de 95 °C por 15 seg., hibridacién a 60°C por
30 seg y extension final con 95 °C 30 seg, ademads de una curva
melting entre 70 - 95 °C con incremento de 0,5 a cada 0,5 seg.
En las muestras positivas al gen IytA se realizo la serotipifica-
cién de neumococo mediante un sistema de PCR multiplex
secuencial convencional desarrollado por el Streptococcus La-
boratory (StrepLab) del CDC-USA 2.

Para poder determinar el limite de deteccion de la qPCR,
se empled la cepa estandar de S. pneumoniae serotipo 2 (D39/
NCTC7466). Se realizaron diluciones seriadas en factor de 10
en el rango de 1,2 x 10° a 1,2 x 10° copias de genoma/uL. Se
determin el valor de eficiencia de la prueba generando una
regresion lineal evaluando el valor de la pendiente, coeficiente
de correlacion de linealidad (R?) y eficiencia de amplificacién.
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Analisis estadistico

La descripcion de las caracteristicas y comparacién de fre-
cuencias fueron realizadas mediante las pruebas de chi cua-
drado y exacta de Fisher en el programa estadistico Stata/SE
v.18.0. Se considero6 p<0,05 como significativo.

Aspectos éticos

El estudio fue registrado en el Sistema Descentralizado de In-
formacion y Seguimiento a la Investigacion (SIDISI 100703) y
evaluado por el Comité Institucional de Etica de la Universi-
dad Peruana Cayetano Heredia (constancia 062-02-22) y por
cada hospital, y clinica participante. Se solicitd consentimien-
to informado a los pacientes o padres de pacientes pedidtricos
para usar remanentes de muestras de LP y LCR previamente
tomadas por el médico tratante para fines diagndsticos.

HALLAZGOS

Se analizaron un total de 71 muestras de liquidos (51 de
LP y 20 de LCR) de pacientes con sospecha de ENI, segin
la definicion de caso. De estos pacientes, 53,5% fueron de
sexo masculino con una mediana de edad de 3 anos (RIC:
1-9),el 93,9% de los casos fueron en poblacién pediatrica.
El 76,6% de las muestras fueron colectadas en los primeros
7 dias de la hospitalizacion del paciente y 63,6% recibi6 anti-
bidticos previos al cultivo (Tabla 1).

Ellimite de deteccion de la qPCR fue de 1,2 x 10" copias del
genoma/uL, con 40 ciclos de amplificacion y no se observaron
inespecificidades pasado este ciclo de amplificacion. El qPCR
presentd un valor de eficiencia de amplificacion de 102,9%, y
temperatura melting del gen IytA de 80.0 + 0.50 °C (Figura 1).

Del total de muestras positivas por qPCR, 23 (45,1%)
presentaron un umbral de amplificaciéon o Cycle threshold
(Ct) <25, es decir una carga bacteriana alta; en estas se pudo
determinar el serotipo, siendo el mas frecuente el 19A, pre-
sente en 13 muestras (25,5% del total) (Tabla 1). En el resto
de las muestras, no se logré determinar el serotipo por pre-
sentar baja cargar bacteriana (CT=>25).

Mediante qPCR se detectd S. pneumoniae en 51 (71,8%)
de las muestras analizadas, incluyendo 78,4% (40/51) en LP
y 55.0% (11/20) en LCR (Tabla 2). De estas muestras, solo 28
(39,4%) fueron positivas para S. pneumoniae por cultivo. Por
otro lado, de las 38 muestras negativas por cultivo, se detect6
S. pneumoniae en 20 de ellas (52,6%) mediante qPCR. En 3
de 5 muestras en las que se aislé otro patdgeno por cultivo,
se identificé neumococo por qPCR, sugiriendo coinfeccion.
La deteccién de neumococo fue mayor cuando la muestra se
colecto en los primeros dias de hospitalizacion, sin embargo,
la diferencia no fue significativa con muestras tardias. En 42
muestras colectadas luego del inicio de antibiéticos, la de-
teccion de neumococo fue de 20 (47,6%) por cultivo vs. 33
(78,6%) por qPCR.

https://doi.org/10.17843/rpmesp.2025.421.14390



REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA. 2025;42(1):70-5.

Gonzales et al.

Tabla 1. Caracteristicas de pacientes hospitalizados con meningitis o
derrame pleural (N=71).

Caracteristicas n (%)
Sexo, masculino 38/71 (53,5)
Edad (meses) * 3(1-9)
Grupo etario

Lactantes (<2 afios) 18 (25,7)

Pre-escolares (2 - <6 afos) 28 (40,0)

Escolares (6 - <18 afos) 19 (27,2)

Adultos (>18 afos) 5(7,1)
Dias de la toma de muestra desde la hospitalizacion

0-<3 32(50,0)

>3-<7 17(26,6)

>7 15(234)
Recibié antibidtico previo al cultivo 42/66 (63,6)
Tipo de muestra

Liquido pleural 51(71,8)

Liquido cefalorraquideo 20 (28,2)
Resultado de cultivo

Streptococcus pneumoniae 28(39,4)

Negativo 38 (53,5)

Otro® 5(7.1)

qPCR IytA, positivo 51/71 (71,8)

Cycle threshold (CT)
<25 23 (45,1)
>25 - <30 10 (19,6)
>30 18(35,3)
Serotipos©
No determinado (baja carga) 28
19A 13
23A 2
Serogrupo 24 2
10A 1
Serogrupo 6 1
No tipificable 4

* Mediana (rango intercuartilico).
b Staphylococcus aureus, Streptococcus grupo B, Staphylococcus epidermidis.
<Serotipo determinado por PCR multiplex secuencial.

DISCUSION

Este estudio encontré que la deteccion de neumococo en li-
quidos normalmente estériles en pacientes con sospecha de
ENI aumenté de 39,4% por cultivo a 71,8% por qPCR. La
positividad fue de 78,4% en LP y 55,0% en LCR. En gene-

https://doi.org/10.17843/rpmesp.2025.421.14390

Tabla 2. Resultado de qPCR para diagnéstico de S. pneumoniae en liqui-
dos normalmente estériles segin caracteristicas de la muestra (N=71)*.

qPCI'{ 'ly A ne(l:llrﬂ:)iz:))co
positivo i
Caracteristicas N positivo
51/71 28/71
n (%) n (%)
qPCR IytA
Negativo 20 0 (0,0) 0(0,0)
Positivo 51 51 (71,8) 28 (54,9)
Diagnostico por cultivo
Negativo 38 20 (52,6) 0(0,0)
S. pneumoniae 28 28 (100,0) 28 (39,4)
Otro® 5 3 (60,0) 0(0,0)
Tipo de liquido
Liquido pleural 51 40 (78,4) 21 (41,2)
Liquido cefalorraquideo 20 11 (55,0) 7 (35,0)
Dias de la toma de muestra
desde la hospitalizacién
0-<3 32 26 (81,3) 16 (50,0)
>3.<7 17 13 (76,5) 7 (41,2)
>7 15 9 (60,0) 4(26,7)
Recibié antibidtico previo al
cultivo
No 24 15 (62,5) 7(29,2)
St 42 33 (78,6) 20 (47,6)

* Algunos variables pueden sumar menos de 71 por datos faltantes.
b Staphylococcus aureus, Streptococcus grupo B, Staphylococcus epidermidis.

ral la positividad fue mayor cuando la muestra se tomo en
los primeros tres dias de la hospitalizacion (81,3%). El uso
previo de antibiéticos no afectd la deteccion de neumococo
mediante la qPCR.

Un dato relevante a destacar es que el 92,8% de las mues-
tras provienen de pacientes pediatricos. A mas de diez afos
de la introduccién de las vacunas conjugadas neumocdci-
cas (PCV, en inglés) en el plan nacional de inmunizacién de
Per, se ha observado una reduccion en los casos de ENI 2.
Sin embargo, estos datos indican que la poblacion pediatrica
sigue siendo la mds afectada por este patdgeno.

Multiples estudios reportan la capacidad de las técni-
cas moleculares para mejorar la deteccion de patogenos en
comparacién con las técnicas microbioldgicas empleando
muestras de liquidos normalmente estériles. En el caso de
pacientes con meningitis, existen reportes como en Sao Pau-
lo, Brasil al emplear qPCR, la positividad de S. pneumoniae
aument6 del 9,9% al 14,4% en 263 muestras de LCR *¥. Un
incremento similar en la positividad se report6 en un estu-
dio realizado en pacientes mexicanos, donde aumento6 del
0,9% al 5,1% en 512 muestras de LCR ©). En pacientes con
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Figura 1. Curva de concentracion de S. pneumoniae mediante qPCR. A. La evaluacion de la qPCR empleando distintas concentraciones de ADN mostra-

ron que el limite de deteccion es de 1,2 x 10" copias del genoma/uL, B. Las curvas melting del ADN extraido de la cepa patrén se superponen, mostrando

la reproducibilidad de la qPCR, C. La qPCR mostré una eficiencia de 102,9% para la deteccion del gen IytA con un coeficiente de correlacion de 1,0.

sospecha de meningitis en Marruecos, el uso de qPCR au-
mentd la positividad del 11% al 19% . En un estudio en
Fiji en 17 pacientes con meningitis neumocécica confirma-
da por varios métodos (tincién gram, cultivo, aglutinacion
de litex y qPCR), la positividad por cultivo fue de 41,0%
(7/17) mientras que por qPCR la positividad fue de 100,0%
(16/16) 9. Asimismo, en un estudio realizado en Egipto, se
encontré que de 50 muestras de LCR recolectadas, 28% fue-
ron positivas a S. pneumoniae mediante microbiologia y 52%
empleando qPCR 7.

Con respecto a la deteccion de S. pneumoniae en mues-
tras de liquido pleural, este estudio obtuvo un 41,2% de posi-
tividad mediante microbiologia y un 78,4% mediante qPCR.
En un estudio donde se evalu6 60 liquidos pleurales confir-
mados con infeccién neumocdcica a través de 16S y/o PCR,
solo 6 (10%) tuvieron un cultivo positivo, mientras que 54
(90%) fueron positivos por PCR *.. De manera similar, en
un estudio cuasiexperimental en Estados Unidos, donde se
evaluaron nifos con diagndstico de neumonias complicadas
antes y después de la implementacion de la deteccion de S.
pneumoniae por qPCR en liquido pleural, se observé que
la deteccion de S. pneumoniae aument6 en un 34,5% tras la
implementacion de la qPCR, la cual complementa al cultivo
microbioldgico utilizado previamente en dicho estudio ®.
Estos hallazgos sugieren que la mejora en la detecciéon me-
diante PCR frente al cultivo microbiolégico no esta relacio-
nada con un solo tipo de muestra bioldgica.

El tiempo de hospitalizacion y el consumo de antibidti-
cos previo a la toma de muestra no estuvieron asociados a
menor positividad de la qPCR para diagnéstico de S. pneu-
moniae. En contraste, en un estudio transversal realizado
en 4676 pacientes pediatricos y adultos con diagndstico de
neumonias adquiridas en la comunidad, reporté que tanto
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en hemocultivos como en cultivos empleando esputo, la de-
teccion de bacterias fue 2,6% (p<0,01) y 23,2% (p<0,01) ma-
yor cuando la muestras fueron colectadas previo al uso del
antibiotico. Sin embargo, esto no afectd ni a la deteccion por
PCR ni antigenuria *?. Estos informes sefialan que el uso
de terapia empirica con antibidticos desde el ingreso hospi-
talario en casos de meningitis y neumonia podria afectar el
cultivo de microorganismos mediante métodos microbiold-
gicos estandares.

Una de las limitaciones de este estudio fue que solo se
empled el gen lyta como diana para la deteccion de S. pneu-
moniae. Este gen también puede encontrarse en otras bac-
terias como Streptococcus pseudoneumoniae y estreptococos
del grupo mitis . Las nuevas recomendaciones sugieren la
combinacion de genes como plyA o psaA para la deteccién
de neumococo mediante gPCR "®. Sin embargo, esta reco-
mendacion es para estudios en portadores, debido a que S.
pneumoniae comparte el lugar de colonizacion con otros mi-
croorganismos. A pesar de esto, la qPCR que detecta el gen
IytA sigue siendo uno de los mas sensibles para la deteccion
de enfermedad neumocdcica invasiva ©.

En conclusidn, la estandarizacion de esta qPCR con un
limite de deteccion de 1,2x10' copias del genoma/uL, es una
herramienta ttil para mejorar la detecciéon de neumococo
en liquidos normalmente estériles con sospecha de ENI. La
qPCR representa una alternativa rdpida en comparacion a
los tres dias de espera para el resultado del cultivo, con lo
cual se puede instaurar tempranamente una adecuada tera-
pia antibiotica. Esta técnica resulta ademas ttil para los ca-
sos de uso previo de antibiéticos.
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