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Resumen

La neumonia es un cuadro clinico que ocurre con la invasion del tracto respiratorio inferior
por uno o varios microorganismos, bacterianos o virales. Es una causa importante de
mortalidad y morbilidad a nivel mundial, y ejerce una presion importante sobre el sistema
hospitalario. Por lo tanto, un diagndstico certero y rapido es clave para establecer un
tratamiento adecuado en el paciente. De esta forma, se reducen el nimero de complicaciones,

los dias de estancia en el hospital y los costos para el sistema de salud.

En los ultimos afios se han desarrollado herramientas de diagnoéstico molecular para el
diagnostico etiologico de la neumonia. Una de ellas son los PCR mdltiplex, como el panel
molecular de neumonia BIOFIRE® FILMARRAY® que detecta simultaneamente 18
bacterias, 7 marcadores de resistencia 'y 9 virus que causan neumonia y otras infecciones del
tracto respiratorio inferior. El uso de este panel ha incrementado en ciertos centros de salud,
como el Hospital Dr. R. A. Calder6n Guardia, particularmente por la pandemia causada por
el virus SARS-CoV-2. Por lo tanto, ha surgido la necesidad de evaluar la concordancia de
los resultados de este panel con los de otros métodos diagnosticos, como el cultivo

bacteriano.

Dentro de los principales resultados del estudio es el hallazgo de una concordancia moderada
entre ambos métodos diagndsticos: cultivo bacteriano y panel molecular (coeficiente k de
Cohen: 0.56, intervalo de confianza al 95%: 0.54-0.58). Por otra parte, es importante rescatar
el alto valor predictivo negativo obtenido para el panel molecular de neumonia (99.9%,
intervalo de confianza al 95%: 99.7%-100.0%). Con todos los resultados, se puede concluir
que las herramientas moleculares no sustituyen al cultivo bacteriano en el diagnéstico de la

neumonia, sino que son un complemento al mismo.

Este trabajo es el primero de su naturaleza realizado en el Hospital Dr. R. A. Calderon
Guardia y pretende mejorar el algoritmo de trabajo en el laboratorio. Asi mismo, se busca
mostrar al resto del personal hospitalario aspectos importantes a tomar en cuenta a la hora de

interpretar los resultados del panel.
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1. Introduccion.

1.1. Generalidades de la neumonia.

La neumonia es un cuadro clinico donde ocurre la invasion del tracto respiratorio inferior
(alveolos y arbol bronquial distal) por uno o varios microorganismos. La transmision se da
por la aspiracion o la inhalacion de algun microorganismo patégeno. Esta enfermedad se
puede clasificar en dos tipos: la neumonia adquirida en la comunidad (NAC) y la neumonia

adquirida en el hospital 0 asociada a la atencion en salud (NAAS; Torres et al., 2021).

A nivel mundial se reporta que las infecciones del tracto respiratorio inferior son la primera
causa infecciosa de muerte, afectando aproximadamente a 489 millones de personas en todo
el planeta. Los nifios menores de 5 afios y los adultos mayores de 70 afios son las poblaciones
mas afectadas. Tanto para la NAC como para la NAAS se describen como factores de riesgo
una edad mayor a 60 afios, hospitalizacion reciente, inmunosupresion y la presencia de
comorbilidades. La NAC posee, adicionalmente, factores de riesgo propios como lo son
estilos de vida (consumo excesivo de alcohol, pobre higiene oral, entre otros) y un episodio
de neumonia previo. Para la NAAS también existen factores particulares identificados como
el sexo masculino, las quemaduras, los traumas, la colonizacion de la orofaringe por
microorganismos virulentos y la terapia antibiotica previa (Cilloniz et al., 2016; Torres et al.,
2021).

La epidemiologia de la neumonia esti en constante cambio por el desarrollo de nuevas
estrategias diagnosticas, terapias antimicrobianas y medidas preventivas. Por ejemplo, la
implementacién de la vacunacion ha reducido la incidencia de este cuadro clinico. Sin
embargo, no se debe restar importancia al mismo, ya que sigue siendo una causa importante
de mortalidad, morbilidad, aumento de costos para los sistemas de salud y de ausentismo
laboral (Torres et al., 2016; Torres et al., 2021).



1.2. Etiologia microbiana de la neumonia.

En cuanto a la etiologia microbiana, el principal microorganismo causante de la NAC es
Streptococcus pneumoniae. Por otra parte, las bacterias intracelulares como Legionella
pneumophila, Mycoplasma pneumoniae y Chlamydophila pneumoniae causan
aproximadamente de 1-7% de los casos. Staphylococcus aureus y los bacilos Gram negativos
representan un pequefio porcentaje de los casos de NAC. Los virus respiratorios son otros
agentes etioldgicos importantes y, en ciertos estudios, se ha concluido que son causantes de
hasta un tercio de los casos de NAC. Dentro de los principales virus se pueden citar: virus
influenza (A y B), rinovirus, virus parainfluenza (1, 2 y 3) y coronavirus (Cilloniz et al.,
2016; Torres et al., 2021).

Por otro lado, los bacilos Gram negativos son la principal causa de la NAAS asociandose
aproximadamente a un 50-80% de los casos. Las bacterias mayormente implicadas son:
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Haemophilus influenzae y las
Enterobacterias. Las bacterias Gram positivas como S. aureus y S. pneumoniae también
participan en los casos de NAAS, pero en un menor porcentaje (20-30%). Adicionalmente,
se han registrado hasta un 32% de casos de infecciones polimicrobianas (Cilloniz et al., 2016;
Torres et al., 2021).

En las NAAS son de particular importancia las infecciones causadas por microorganismos
multirresistentes a las drogas (MDRO) ya que representan un alto costo para el sistema de
salud. Los factores de riesgo mas importantes para una infeccion por un MDRO son la edad,
el alto consumo de antibidticos, la exposicion previa a un hospital (en especial a una unidad
de cuidado intensivo) y una larga estancia hospitalaria. Los patégenos mas importantes son
S. aureus meticilino resistente (MRSA) y los bacilos Gram negativos productores de
betalactamasa de espectro extendido (BLEE) o carbapenemasas. El porcentaje de infecciones
por MDRO en los casos de NAC es muy bajo, y se dan principalmente en pacientes
inmunosupresos, con un uso previo de antibioticos o con una hospitalizacion previa (Qureshi
etal., 2021; Torres et al., 2021).



1.3. Diagnéstico de las neumonias.

El diagnostico rapido y oportuno de la neumonia es necesario para administrarle al paciente
el tratamiento adecuado e implementar medidas de aislamiento, de ser necesario. De esta
forma se reducen las complicaciones y la estancia hospitalaria y, con ello, los costos para el
sistema de salud. Uno de los procedimientos médicos que permite su diagnostico es la
radiografia de torax. Puede proveer informacion acerca del sitio y la extension del cuadro
clinico, como los lébulos involucrados o la presencia de cavitaciones o un derrame pleural
(Torres et al., 2021).

A nivel del laboratorio clinico el diagndstico de la neumonia se puede realizar por medio de
microscopia (tincion de Gram), cultivo y herramientas moleculares. Las muestras que se
pueden trabajar son esputo, liquido pleural, aspirado endotraqueal (AET) o lavado
broncoalveolar (BAL). El esputo se utiliza principalmente para pacientes ambulatorios,
mientras que los tres Gltimos para pacientes hospitalizados. EI proceso de coleccion de las
muestras respiratorias incide directamente sobre la relevancia del resultado de estas pruebas.
La contaminacion con secreciones del tracto respiratorio superior podria llevar a
conclusiones erradas, por lo que es importante evaluar estas muestras previo a su
procesamiento (Cilloniz et al., 2016; Murdoch et al., 2012). En el laboratorio se considera
que una muestra es de buena calidad si existe una diferencia de al menos 2+ entre leucocitos

y células epiteliales (ver cuadro 1).

El diagnostico microscopico de la neumonia mediante la tincion de Gram presenta ciertas
ventajas como el bajo costo, la rapidez y la informacion rapida de resultados para la
instauracion de una terapia antimicrobiana empirica. Por otra parte, presenta la desventaja de
que no distingue microorganismos viables de microorganismos muertos, la baja sensibilidad
y el reporte resultados incorrectos por errores durante la realizacion de la tincion.
Particularmente, en un estudio realizado en pacientes adultos, se obtuvo un resultado de
sensibilidad y de especificidad para la tincion de Gram en la prediccion del resultado del
cultivo de 0.69-0.76 y 0.91-0.97, respectivamente (Huang et al., 2020; Ogawa et al., 2020).
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Cuadro 1. Criterios de calidad para la examinacion microscépica de las tinciones de Gram

de muestras respiratorias.

Leucocitos, eritrocitos y células epiteliales (10X), 10 CO observados

No se observa 0 No se observa
Escasos <1 1+
Pocos 1-9 2+
Muchos 10-25 3+
Abundantes >25 4+

Microorganismos (100X)

No se observan 0 No se observa
Escasos <1 1+
Pocos 1-5 2+
Muchos 6-30 3+
Abundantes >30 4+

CO: campos 6pticos.
Fuente: Divisién de Microbiologia, Laboratorio Clinico, Hospital Dr. R. A. Calderon

Guardia.

En cuanto al cultivo bacteriano, es considerado el estdndar de oro para el diagnéstico de la
neumonia. Presenta la ventaja de tener una sensibilidad mayor que la tincién de Gram y que
permite establecer la terapia antibi6tica definitiva para un paciente. Sin embargo, para
obtener un resultado, se deben esperar alrededor de 48-72 horas. Esto alarga el tiempo en que
los pacientes son sometidos a una terapia antibidtica de amplio espectro que suele ser el
abordaje inicial para los pacientes en los que se sospecha de neumonia. Adicionalmente, es
una técnica sensible al mal transporte o almacenamiento de la muestra y a la administracion

previa de antibidticos (Torres et al., 2016; Buchan et al., 2020).

Existen otros métodos de laboratorio complementarios para el diagnostico de la neumonia.
Uno de ellos es la deteccion de antigeno en orina de S. pneumoniae y L. pneumophila. La

sensibilidad y la especificidad del primero ronda el 50-80% y 70-90%, respectivamente. Por
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otra parte, la deteccién del antigeno de L. pneumophila posee una sensibilidad del 70-90% y

una especificidad del 99%. Adicionalmente, se puede realizar la recoleccion de hemocultivos
previo a laadministracion de los antibidticos. Estos poseen un alta especificidad, sin embargo
se obtienen resultados positivos en menos de un 20% de los casos (Cilloniz et al., 2016;
Torres et al., 2016).

Las herramientas moleculares son las mas novedosas, y una de las desarrolladas en los
ultimos afios es el panel molecular de neumonia BIOFIRE® FILMARRAY®. Este panel
consiste en un PCR multiplex que analiza 18 bacterias, 7 marcadores de resistencia 'y 9 virus
que causan neumonia y otras infecciones del tracto respiratorio inferior (ver cuadro 2).
Dentro de las bacterias, se genera un resultado semicuantitativo (104 10° 10° o > 10’
copias/mL) para 15 de ellas. En un solo instrumento se integra la preparacion de la muestra,
la extraccidn y purificacion de &cidos nucleicos, la deteccidn y el analisis de los resultados.
El informe final se genera aproximadamente en 1 hora. La sensibilidad y especificidad, de
acuerdo con la casa comercial, para una muestra de BAL es de 96,2% y 98,3%

respectivamente (Biomérieux, 2022).

Cuadro 2. Patégenos bacterianos, virales y marcadores de resistencia detectados por el panel

molecular de neumonia BIOFIRE® FILMARRAY®.

Categoria Blanco

Virus (cualitativo) Adenovirus
Coronavirus
Metapneumovirus
Rhinovirus/enterovirus
Influenza A/B
Parainfluenza

Virus Respiratorio Sincicial

Bacterias (cualitativo) Chlamydophila pneumoniae
Legionella pneumophila

Mycoplasma pneumoniae
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Cuadro 2 Continuacion. Patdgenos bacterianos, virales y marcadores de resistencia
detectados por el panel molecular de neumonia BIOFIRE® FILMARRAY ®.

Categoria

Blanco

Bacterias (semicuantitativo)?

Complejo Acinetobacter calcoaceticus-A.
baumannii

Complejo Enterobacter cloacae
Escherichia coli

Haemophilus influenzae
Klebsiella aerogenes

Klebsiella oxytoca

Grupo Klebsiella pneumoniae
Moraxella catarrhalis

Proteus spp.

Pseudomonas aeruginosa
Serratia marcescens
Staphylococcus aureus
Streptococcus agalactiae
Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pyogenes

Marcadores de resistencia antimicrobiana

(cualitativo)

Carbapenemasas

KPC?
NDM?
IMP?2
VIM?
OXA-48°

Betalactamasa de espectro extendido

CTX-m?

Genes de resistencia a meticilina

mecA/mecC y MREJ®

8Reportado cuando A. calcoaceticus-baumannii commplex, E. cloacae complex, E. coli, K. aerogenes, K.

oxytoca, Grupo K. pneumoniae, Proteus spp., P. aeruginosa o S. marcescens es detectado.
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PReportado cuando, E. cloacae complex, E. coli, K. aerogenes, K. oxytoca, Grupo K. pneumoniae, Proteus spp.,

0 S. marcescens es detectado.

°Reportado cuando S. aureus es detectado.

Fuente: Elaboracion propia a partir de Buchan et al., 2020.

El panel molecular de neumonia BIOFIRE® representa una ventaja frente a otras estrategias
diagndsticas por su menor tiempo de respuesta y la deteccion en conjunto de mecanismos de
resistencia, asi como la identificacion a nivel de especie de los microorganismos lo que
permite tomar en cuenta, adicionalmente, resistencias intrinsecas. El corto tiempo en que se
genera un resultado permite tomar decisiones terapéuticas de forma mas réapida, a diferencia

del cultivo tradicional (Buchan et al., 2020).

Por otra parte, también presenta algunas desventajas. En primera estancia, al detectar acidos
nucleicos, se pueden detectar microorganismos no viables y que no estén participando del
proceso infeccioso. Esto, aunado a que existen microorganismos que no estan incluidos en el
panel y otros mecanismos de resistencia a los antibioticos (impermeabilidad o bombas de
eflujo), resalta la importancia de acompafiarlo de otras técnicas como el cultivo para llegar a

un reporte definitivo.



2. Justificacién

Las infecciones de tracto respiratorio inferior, como la neumonia, constituye la primera causa
infecciosa de muerte a nivel mundial, afectando principalmente a nifios menores de 5 afios y
a los adultos mayores de 70 afios. Actualmente, constituye una causa importante de
morbilidad y de ausentismo laboral. Por lo tanto, un diagnostico oportuno y adecuado de esta
enfermedad permite la aplicacion de un tratamiento 6ptimo para el paciente. De esta forma,
se reducen las complicaciones, la estancia hospitalariay, con ello, los costos para los sistemas
de salud (Torres et al., 2016; Torres et al., 2021).

Ciertas estrategias de laboratorio, como el cultivo, permiten el diagnostico de este cuadro
clinico. Sin embargo, por el tiempo que requiere para emitir el reporte final, retrasa la toma
de decisiones terapéuticas. Las técnicas moleculares que han surgido en los Gltimos afios han
permitido identificar de forma mas rapida los agentes etioldgicos de las neumonias, asi como
ciertos mecanismos de resistencia a los antibioticos que puedan estar presentes en las
bacterias. Esto ha posibilitado un adelanto en las intervenciones a los pacientes. Un ejemplo
es el panel molecular de neumonia BIOFIRE® FILMARRAY® (Biomériux, 2022). La
demanda de este panel en algunos servicios del Hospital Dr. R. A. Calder6n Guardia se ha
visto incrementada en los Gltimos meses, sobre todo con la pandemia causada por el virus
SARS-CoV-2.

Ante el incremento en el uso de esta herramienta molecular, surge la necesidad de evaluar el
grado de concordancia que existe entre dicho panel y otros métodos diagnosticos que se
utilizan de forma rutinaria en el laboratorio clinico del hospital, como el cultivo. De esta
forma, se podria mejorar el algoritmo de trabajo en el laboratorio y mostrar al resto del
personal hospitalario aspectos importantes a tomar en cuenta a la hora de interpretar los

resultados del panel.



3. Pregunta de investigacion.

¢Existe concordancia entre los resultados del panel molecular de neumonia BIOFIRE®
FILMARRAY® Yy el crecimiento en cultivo de muestras respiratorias recibidas en la Division
de Microbiologia del Laboratorio Clinico del Hospital Dr. R. A. Calder6n Guardia durante
el periodo julio 2020 — julio 20217

4. Hipdtesis.

Se presenta una buena concordancia entre los resultados del panel molecular de neumonia
BIOFIRE® FILMARRAY® y el crecimiento en cultivo de muestras respiratorias recibidas
en la Divisién de Microbiologia del Laboratorio Clinico del Hospital Dr. R. A. Calderén
Guardia durante el periodo julio 2020 — julio 2021.
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5. Objetivos.

5.1. Objetivo general:

1. Definir la concordancia entre los resultados del panel molecular de neumonia BIOFIRE®
FILMARRAY® Yy el crecimiento en cultivo de muestras respiratorias recibidas en la
Division de Microbiologia del Laboratorio Clinico del Hospital Dr. R. A. Calderon

Guardia durante el periodo julio 2020 — julio 2021.

5.2. Objetivos especificos:

a. Establecer el porcentaje de concordancia positivo y negativo, y el valor predictivo
negativo y positivo del panel molecular de neumonia BIOFIRE® FILMARRAY® en
comparacion con el cultivo bacteriano.

b. Comparar el nimero de copias detectado en el panel molecular de neumonia
BIOFIRE® FILMARRAY® y el nimero de cruces de leucocitos reportado en la tincion
de Gram.

c. Contrastar la deteccion de mecanismos de resistencia a los antibidticos en el panel
molecular de neumonia BIOFIRE® FILMARRAY® con la deteccion fenotipica en el

sistema automatizado Vitek 2.



6. Metodologi

11
a.

Actividad 1: Recoleccion de datos.

En este estudio

retrospectivo se recolectaron los datos de tipo de muestra, resultado de la

tincion de Gram, resultado del cultivo, resultado del panel molecular y genes de resistencia

a los antibidticos detectados de cada una de las peticiones en las que fue solicitado el panel
molecular de neumonia BIOFIRE® FILMARRAY®, durante el periodo julio 2020 - julio

2021, en el Hos

pital Dr. R. A. Calderdn Guardia. Este es un hospital nacional que cuenta con

un total de 457 camas, de las cuales 34 corresponden a unidad de cuidados intensivos de

adultos.

PANEL PNEUMONIA
(PNEUMO)

Devolver al servicio
y solicitar
correccion. Si no es
NO—> posible, reportar

muestra

Solicitud médica con firma y
codigo del médico

inadecuada, datos

Muestra ideal!!
Leucocitos 3+, 4+
CED, 1+

Muestra aceptable
Leucocitos 2+, CEO

Muestra no ideal pero
adecuada
Leucocitos 1+, CE 0

Y

REALIZAR PANEL
PNEUMONIA

|

Este reporte debe estar en la

incompletos
Sl
. L. /Repamr MUESTRR
< Revlsa(r}tmclun de —si. Mues‘tradadecBuAa:ia NO—3 PA:;I;I:%%E'\%:IA > INADECUADA PARA :
ram (aspirado o BAL) Q\.‘ELDEPNEUMO?
A
\ 4
Muestra inadecuada
Leucocitos 2+, 3+, 4+ P  Reportar Gram
CE 2+, 3+, 4+
,/ — o TT—
ALGORITMO DE PROCESAMIENTO DE PANEL DE
Aunque el médico no solicite cultivo, este panel siempre PNEUMONIA.

\Nlr acompaiiade del cultivo por bacrenasy NO HAY RESTRICCION PARA NINGUN SERVICIO

misma \

| peticién LabCore de Gram y Cultivo |
| Indicar en comentario cédigo del médico |

solicitante

Figura 1. Algoritmo para el procesamiento de las muestras respiratorias a las que les es

solicitado el panel molecular de neumonia. Fuente: Division de Microbiologia, Laboratorio

Clinico, Hospital Dr. R. A. Calderén Guardia.
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La informacion se extrajo a partir del sistema de informacion del laboratorio LabCore,

manteniendo los datos personales de cada paciente de forma andénima. Las muestras
respiratorias que llegan con dicha solicitud se procesan Unicamente si son un aspirado
endotraqueal o un lavado broncoalveolar, y si cumplen con el algoritmo que se muestra en la

figura 1. Al final, se obtuvo un total de 572 muestras para su analisis.

Actividad 2: Descripcion del desempefio general del panel molecular de neumonia
BIOFIRE® FILMARRAY® en muestras respiratorias procesadas en el Hospital Dr.
R. A. Calder6n Guardia.

Se determin0, del total de muestras respiratorias analizadas, el porcentaje de aquellas con un
resultado positivo para al menos uno de los agentes incluidos en el panel (tanto por la
metodologia molecular como por cultivo), el porcentaje de muestras con un resultado
positivo en el panel molecular y cultivo negativo, y el porcentaje de muestras con un
resultado negativo en ambas metodologias. Adicionalmente, se incluy6 la cantidad de
muestras con un resultado positivo en cultivo, pero negativo en el panel molecular (Buchan
et al., 2020).

Por otra parte, de todas las muestras positivas por agentes bacterianos incluidos en el panel,
se analizé el porcentaje de los patégenos que fueron determinados tanto por el panel
molecular como por el cultivo, los detectados Unicamente por la metodologia molecular y los
que fueron identificados Unicamente por el cultivo. Paralelamente, se realizé una lista de los
microorganismos mas comunmente detectados solo por cultivo (Buchan et al., 2020).
Finalmente, se agruparon los resultados de cultivo negativo y cultivo positivo para cada
patégeno incluido en el panel molecular, de acuerdo con el nimero de copia/mL detectado.
(Rand et al., 2021).

Actividad 3: Evaluacién de la concordancia entre el panel molecular de neumonia
BIOFIRE® FILMARRAY® Yy el cultivo bacteriano.
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Las muestras respiratorias procesadas se clasificaron utilizando dos criterios:

1. Los patégenos bacterianos incluidos en el panel.
2. Los resultados de laboratorio: cultivo y panel positivo, cultivo positivo y panel
negativo, cultivo negativo y panel positivo, y cultivo y panel negativo.

De esta forma, se calculo el porcentaje de concordancia positivo (PCP), el porcentaje de
concordancia negativo (PCN), el valor predicitivo positivo (VPP) y el valor predictivo
negativo (VPN) total y especifico para cada bacteria, entre el panel molecular de neumonia
BIOFIRE® FILMARRAY® Yy el cultivo bacteriano. La FDA recomienda el uso del PCP y
el PCN en vez de sensibilidad y especificidad, respectivamente, cuando se utiliza un estandar
de oro no perfecto (como es el caso del cultivo bacteriano) como test de referencia (Buchan
et al., 2020; Edin, Eilers & Allard, 2020).

Para obtener una evaluacion adicional de la concordancia se calculd el coeficiente kappa (k)
de Cohen. Este coeficiente permite descartar la proporcion de la concordancia debida al azar.
La concordancia entre ambos métodos se considerd muy buena si el valor de k se encontraba
entre 0.81 y 1.0, buena entre 0.61 y 0.80, moderada entre 0.41 y 0.60, baja entre 0.21 y 0.40
y pobre con valores de k menores a 0.20 (Gastli et al., 2021; Kwiecen, Kopp-Schneider &
Blettner, 2011).

Actividad 4: Comparacién del nimero de copias detectado en el panel molecular de
neumonia BIOFIRE® FILMARRAY® y el numero de cruces de leucocitos reportado

en la tincion de Gram.

Se establecio si existe una relacion entre el numero de copias detectado en el panel molecular
y la respuesta inmune del paciente, representada por el nimero de cruces de leucocitos
reportada en la tincion de Gram. Para ello, se clasificaron la cantidad de paneles que hayan

dado conteos de 10%, 10°, 10%, >107 copias/mL y aquellos que no detectaron patdgenos en 3
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grupos: 2+, 3+ y 4+ de leucocitos en la tincion de Gram. Posteriormente, se realizard un

analisis grafico y estadistico mediante la prueba de Chi cuadrado (Rand et al., 2021).

Actividad 5: Comparacion de la deteccion molecular y la deteccion fenotipica de

mecanismos de resistencia a los antibioticos.

Se determind la concordancia entre la deteccion molecular de los genes de resistencia a los
antibiodticos incluidos en el panel molecular de neumonia BIOFIRE® FILMARRAY®
(resistencia a la meticilina, betalactamasas de espectro extendido y carbapenemasas; ver
cuadro 2) y la deteccidn fenotipica de dicha resistencia realizada a través de la prueba de

sensibilidad a los antibidticos en el sistema automatizado Vitek 2 (Buchan et al., 2020).
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7. Resultados.

7.1. Descripcion de los datos analizados y desempefio general del panel molecular de
neumonia BIOFIRE® FILMARRAY®.

De las 572 muestras analizadas en la Division de Microbiologia del Laboratorio Clinico del
Hospital Dr. R. A. Calderon Guardia, un 94.8% (542) correspondieron a AET, mientras que
solo un 5.2% (30) a BAL. Como se observa en la figura 2, del total de muestras, un 33.7%
(193) fueron reportadas como positivas por al menos uno de los patégenos incluidos en el
panel, tanto por cultivo como por la metodologia molecular. Por otra parte, un 20.6% (118)

fueron reportadas positivas Unicamente por el panel molecular.

m CB+PN+
= CB+PN-

CB-PN +
m CB-PN -

7.2%
(118) e

Figura 2. Distribucion de las muestras analizadas de acuerdo al resultado del cultivo
bacteriano (CB) y del panel molecular de neumonia BIOFIRE® FILMARRAY® (PN). Un

¢

resultado positivo se denota por el signo “+” y un resultado negativo por el signo

Por otra parte, un 38.5% (220) de las muestras fueron reportadas como negativas por ambas
técnicas diagnosticas. Finalmente, un 7.2% (41) de las muestras fueron reportadas negativas
por la metodologia molecular, pero obtuvieron un resultado positivo en el cultivo bacteriano.
Estos datos representan un incremento del 61.1% en el reporte de muestras respiratorias

positivas.
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Figura 3. Distribucién de los targets bacterianos incluidos en el panel molecular de
neumonia BIOFIRE® FILMARRAY® de acuerdo a su deteccion Unicamente en cultivo
(CB), panel molecular (PN) o ambos. Un resultado positivo se denota por el signo “+” y un

(13

resultado negativo por el signo “-”.

En las 572 muestras procesadas se detectaron un total de 609 targets bacterianos incluidos
en el panel molecular. 354 de estos (58.1%) fueron detectados Unicamente por la metodologia
molecular, mientras que 250 (41.1%) por ambas técnicas diagnosticas. En contraste, 5 de
ellos (0.8%) se detectaron Unicamente por cultivo. El andlisis de estos datos demuestra un
aumento del 139% en el reporte de los targets bacterianos incluidos en el PN al comparar la
metodologia molecular con el cultivo bacteriano. Los microorganismos no incluidos en el
panel molecular fueron reportadas en un total de 53 muestras (9.3%). Dentro de los
principales se encuentran Streptococcus del grupo viridans (n=22), Stenotrophomonas
maltophilia (n=7), S. epidermidis (n=5), H. parainfluenzae (n=4), N. sicca (n=3), H.

parahaemolyticus (n=2) y Raoultella planticola (n=2).

En el cuadro 3 se puede observar los patdgenos bacterianos recuperados en cultivo que, al
mismo tiempo, estan incluidos en el panel molecular clasificados de acuerdo con el nimero
de copia/mL en que fueron detectados. Se puede notar que los microorganismos detectados
en mayor cantidad fueron S. aureus (n=192), S. agalactiae (n=72), K. pneumoniae (n=65),
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H. influenzae (n=60) y P. aeruginosa (n=52). De los 15 patdgenos analizados, la deteccion

de 10 de ellos, en su mayoria no fue recuperada en cultivo. Con los cultivos positivos la
tendencia general es observar que, a mayor numero de copia, mayor era la recuperacion de
la bacteria en cultivo. La tendencia esperada con los cultivos negativos era a la inversa, a
menor nimero de copia menor recuperacion del microorganismo. Sin embargo, se puede
observar que en este grupo existe una mayor variabilidad en los numeros de copia/mL en los

que no se obtuvo crecimiento en placa.

Cuadro 3. Crecimiento en cultivo de los patégenos bacterianos detectados en el panel

molecular de acuerdo con el nimero de copia/mL.

Numero de copia/mL

Microorganismo Total
10* 10° 108 107

A. calcoaceticus-baumannii complex
Cultivo positivo 0 0 1 2 3
Cultivo negativo 2 0 1 0 3
E. cloacae complex
Cultivo positivo 3 1 1 7 12
Cultivo negativo 6 9 5 0 20
K. aerogenes
Cultivo positivo 1 3 2 5 11
Cultivo negativo 3 3 2 0 8
E. coli
Cultivo positivo 1 1 6 9 17
Cultivo negativo 7 4 2 2 15
H. influenzae
Cultivo positivo 1 3 2 12 18
Cultivo negativo 8 18 9 7 42
K. oxytoca
Cultivo positivo 1 0 1 1 3

Cultivo negativo 2 1 0 0 3
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Cuadro 3 Continuacién. Crecimiento en cultivo de los patdgenos bacterianos detectados en

el panel molecular de acuerdo con el nimero de copia/mL.

Numero de copia/mL

Microorganismo Total
104 10° 100 10’

Grupo K. pneumoniae
Cultivo positivo 1 8 5 17 31
Cultivo negativo 10 13 8 3 34
M. catarrhalis
Cultivo positivo 0 0 0 0 0
Cultivo negativo 2 1 1 0 4
Proteus spp.
Cultivo positivo 0 1 1 2 4
Cultivo negativo 4 1 4 1 10
P. aeruginosa
Cultivo positivo 2 3 7 19 31
Cultivo negativo 8 6 4 3 21
S. marcescens
Cultivo positivo 1 1 4 4 10
Cultivo negativo 4 5 3 2 14
S. agalactiae
Cultivo positivo 1 2 1 4 8
Cultivo negativo 15 14 19 16 64
S. pneumoniae
Cultivo positivo 0 1 1 5 7
Cultivo negativo 3 4 5 3 15
S. pyogenes
Cultivo positivo 0 0 0 0 0
Cultivo negativo 2 1 1 0 4
S. aureus
Cultivo positivo 5 16 28 46 95
Cultivo negativo 39 33 17 8 97
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Cuadro 4. Resumen del desempefio y las caracteristicas del panel molecular de neumonia BIOFIRE® FILMARRAY® utilizando el

cultivo bacteriano como estandar de oro.

NUmero de muestras

Desemperio (%; IC)

Bacteria =B PN+ | CB+PN- | CB-PN+ | CB-PN- PCP PCN VPP VPN k(1C)

A. baumannii 5 . 5 65 75.0 995 50.0 99.8 0.60

complex (74.0-76.0) | (98.3-100.0) | (49.2-50.8) | (98.9-100.0) | (0.52-0.68)
E. cloacae I’ . 0 ca0 923 96.4 375 99.8 0.52

complex (91.2-93.4) | (95.3-97.6) | (36.8-38.2) | (98.8-100.0) | (0.44-0.59)
100.0 98.6 57.9 100.0 0.73

K. aerogenes 1 0 8 3 | 99.0-100.0) | (97.4-99.7) | (57.0-58.8) | (99.0-100.0) | (0.65-0.80)
. 100.0 973 53.1 100.0 0.68

E. coli 17 0 15 40 1 99.0-100.0) | (96.2-98.4) | (52.3-54.0) | (99.0-100.0) | (0.60-0.76)
_ 100.0 92.4 30.0 100.0 0.43

H. influenzae 18 0 42 3121 99.0-100.0) | (91.3-935) | (29.4-30.6) | (99.0-100.0) | (0.37-0.50)
75.0 995 50.0 99.8 0.60

K. oxytoca 3 ! 3 5 | (740-76.0) | (98.3-100.0) | (49.2-50.8) | (98.9-100.0) | (0.52-0.68)
Grupo K. L . 34 co7 100.0 93.7 477 100.0 0.62

pneumoniae (99.0-100.0) | (92.6-94.8) | (46.9-48.5) | (99.0-100.0) | (0.54-0.69)

. 99.3 100.0

M. catarrhalis 0 0 4 568 NC (98.1-100.0) NC (99.0-100.0) NC
100.0 98.2 286 100.0 0.44

Proteus spp. 4 0 10 8 | 99.0-100.0) | (97.1-99.4) | (28.0-292) | (99.0-100.0) | (0.37-051)
_ 100.0 96.1 59.6 100.0 0.73

P. aeruginosa 31 0 21 520 | 99.0-100.0) | (95.0-97.3) | (58.7-605) | (99.0-100.0) | (0.65-0.81)
100.0 975 417 100.0 0.58

S. marcescens 10 0 14 S8 | 99.0-1000) | (96.4-98.7) | (40.9-42.4) | (99.0-100.0) | (0.50-0.65)
. 100.0 88.7 111 100.0 0.18

S. agalactiae 8 0 64 500 | 99.0-1000) | (87.6-89.7) | (10.7-115) | (99.0-100.0) | (0.13-0.23)
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Cuadro 4 Continuacion. Resumen del desempefio y las caracteristicas del panel molecular de neumonia BIOFIRE® FILMARRAY®

utilizando el cultivo bacteriano como estandar de oro.

NUmero de muestras

Desempefio (%0; IC)

Bacteria CBrPNT 1 CBrPN. | CB.PNs | CEPN: 5P 5CN VPP VPN k (1C)
S. pneumoniae 7 0 15 550 (99.1092'80.0) (96?27-58.5) (31.3’21-582.5) (99.10?2'(?0.0) (0.4%51(154)
S. pyogenes 0 0 4 568 NC (98.i?i30.0) NC (99.1()(3(1).(?0.0) NC
S. aureus 95 2 o7 378 (96237-59.1) (78.759-50.6) (48?179—.550.3) (98.2i20.0) (0.4%—5563)
Total 250 5 354 o7t (97?7?58.3) (9531:76.0) (41.421—:11.6) (99.%20.0) (0.5(2?(?.58)

CB, cultivo bacteriano; PN, panel molecular de neumonia; PCP, porcentaje de concordancia positivo; PCN, porcentaje de concordancia negativo;

VPP, valor predictivo positivo; VPN, valor predictivo negativo; k, coeficiente kappa de Cohen; IC, intervalo de confianza al 95%; NC, no calculable.
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Del cuadro 3 también se logra extraer que un 64% de los cultivos negativos se obtuvo cuando

el conteo era menor o igual a 10° copias/mL. Por otra parte, un 77% de los cultivos positivos

se obtuvieron con un conteo mayor o igual a 10® copias/mL.

7.2. Evaluacion de la concordancia entre el panel molecular de neumonia
BIOFIRE® FILMARRAY® y el cultivo bacteriano.

Como se puede observar en el cuadro 4, el panel molecular de neumonia demostré un PCP
global de 98.0% (IC: 97.7%-98.3%), con los valores menores registrados para A. baumannii
complex y K. oxytoca. Sin embargo, estas dos bacterias poseen un bajo numero de
detecciones, por lo que pequefias variaciones en los datos afectan de forma importante el
calculo del PCP. En cuanto al PCN se obtuvo un valor global de 95.7% (IC: 95.4%-96.0%).
Los valores mas bajos se obtuvieron para H. influenzae, S. agalactiae y S. aureus.

Por otra parte, al no recuperar muchas de las detecciones del panel molecular en cultivo, los
valores de VPP son bajos. El general fue de un 41.4% (IC: 41.2%-41.6%). En contraste, el
VPN para todas las bacterias detectadas en el panel fue bastante alto (global de 99.9%; IC:
99.7%-100.0%). Asi mismo, el coeficiente k global fue de 0.56 (IC: 0.54-0.58) registrandose
una concordancia moderada entre ambos métodos. La concordancia mas alta se presento para

K. aerogenes, P. aeruginosa y E. coli.

7.3. Comparacién del nUmero de copias detectado en el panel molecular de neumonia
BIOFIRE® FILMARRAY® y el niumero de cruces de leucocitos reportado en la

tincién de Gram.

Se encontrd una relacion entre el maximo nimero de copias detectado por el panel molecular
de neumonia BIOFIRE® FILMARRAY® y el nimero de cruces de leucocitos reportado en
la tincion de Gram de las muestras respiratorias (ver figura 4). Por ejemplo, para aquellas
muestras donde se obtuvo un conteo >107 copias/mL para al menos un patdgeno, un 10%
poseian 2+ de leucocitos en la tincion de Gram, un 28% 3+ y un 62% 4+ (p < 0.00001, prueba
de Chi cuadrado 5x3).
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Figura 4. Distribucion de los resultados del panel molecular de neumonia BIOFIRE®
FILMARRAY® en funcion del nimero de copias/mL detectado y de las cruces de
leucocitos observadas en la tincion de Gram de las muestras respiratorias. Para esta figura,
p < 0.00001, prueba de Chi cuadrado 5x3.

7.4. Comparacion de la deteccion molecular y la deteccion fenotipica de mecanismos

de resistencia a los antibioticos.

Los marcadores de resistencia antimicrobiana son reportados por el panel molecular de
neumonia de forma condicional. Esto quiere decir que ciertos genes son reportados
Unicamente cuando patdgenos especificos son detectados (ver cuadro 1). La determinacion
de MRSA se basa en la detecciéon de los genes mecA y mecC asi como de la unién de

extremidad derecha del casete estafilocdcico mec SCCmec (MREJ; Buchan et al., 2020).

S. aureus fue detectado, tanto en el panel molecular como en el cultivo bacteriano, en un total
de 95 muestras. Para estas 95 muestras, se obtuvo los resultados de la deteccion fenotipica
de la resistencia a la meticilina (cuadro 5). El porcentaje de aislamientos de S. aureus
meticilino sensible (MSSA) fue de un 70%. Con estos datos, tomando el cultivo bacteriano
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como el estandar de oro, el panel molecular de neumonia BIOFIRE® FILMARRAY®

demostrd una sensibilidad de 96.4%, una especificidad de 86.6%, un valor predictivo positivo
de 75.0% y un valor predictivo negativo de 98.3% para la identificacion de MRSA.

Cuadro 5. Contraste de la deteccion fenotipica y molecular de la resistencia en S. aureus
aislados de muestras respiratorias.

Resultado del mecA/C, MREJ
] Total
cultivo Detectado No detectado
MRSA 27 1 28
MSSA 9 58 67
Total 36 59 95

Por otra parte, en cuanto a los bacilos Gram negativos, se analizaron 16 de muestras en las
que se detectaron tanto patdgenos como marcadores de resistencia y al menos 1 de estos
patégenos crecié en el cultivo (cuadro 6). El principal gen de resistencia detectado fue blacTx-
m que codifica por una BLEE (15 detecciones). Del total de detecciones, en 11 de ellas hubo
una correspondencia fenotipica. Adicionalmente, hubo una muestra (nimero 9) donde no se
detecto el gen blactx-m, pero la bacteria aislada si expreso un fenotipo compatible con una
BLEE.

En cuanto a la resistencia a carbapenémicos, solo se detectd un gen que codifica por
carbapenemasas: blaoxa4s. Sin embargo, la S. marcescens que se detecto en el panel no
expreso fenotipicamente esta resistencia. Por otra parte, en uno de los cultivos se obtuvo un
aislamiento de P. aeruginosa no susceptible a carbapenémicos (muestra 7). Esta bacteria fue
detectada en el panel, sin embargo no se detect6 ningin gen productor de carbapenemasas.
La presencia de resistencia enzimatica fue luego descartada por una prueba negativa de Carba
NP.
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Cuadro 6. Contraste de la deteccion fenotipica y molecular de la resistencia en bacilos Gram negativos aislados de muestras respiratorias.

Target bacteriano

Gen de resistencia

Resultado fenotipico de

Numero detectado en el panel detectado en el panel Resultado de cultivo susceptibilidad

1 K. pneumoniae, 10* CTX-M K. pneumoniae BLEE positivo
2 S. marcescens, 106 OXA-48 S. marcescens Susceptible a carbapenems (MIC)
3 K. pneumoniae, 10’ CTX-M K. pneumoniae BLEE positivo
4 K. aerogenes, 10° CTX-M K. aerogenes Productora de AmpC (MIC)

K. pneumoniae, 10* ND NA
. E. coli, 108 CTX-M E. coli BLEE positivo

K. pneumoniae, 10* ND NA

E. cloacae 10’ CTX-M E. cloacae Susceptible a B-lactamicos (MIC)
6 Proteus spp. 107 ND NA

K. pneumoniae 10° ND NA

E. coli, 10* ND NA

. 5 CTX-M . Sospecha de  carbapenemasa

7 P. aeruginosa, 10 P. aeruginosa (MIC), Carba NP negativo

K. aerogenes, 10* K. aerogenes Susceptible a B-lactamicos (MIC)

P. aeruginosa, 10° CTX-M P. aeruginosa Susceptible a B-lactamicos (MIC)
8 K. pneumoniae, 10° K. pneumoniae BLEE positivo

E. cloacae, 10° ND NA
9 E. coli, 10 ND E. coli BLEE positivo
10 K. pneumoniae 10° CTX-M E. cloacae Susceptible a B-lactamicos (MIC)
1 K. pneumoniae, 107 CTX-M K. pneumoniae BLEE positivo

E. cloacae, 10* ND NA
12 K. pnemoniae, 10° CTX-M K. pneumoniae BLEE positivo




Cuadro 6 Continuacién. Contraste de la deteccién fenotipica y molecular de la resistencia en bacilos Gram negativos aislados de

muestras respiratorias.

Numero Target bacteriano Gen de resistencia Resultado de cultivo Resultado fenotipico de
detectado en el panel detectado en el panel susceptibilidad

K. pneumoniae, 10’ CTX-M K. pneumoniae BLEE positivo
S. marcescens, 107 ND NA

13 Acinetobacter NA
calcoaceticus-baumanni
complex, 108 ND
E. cloacae, 10° ND NA
K. pneumoniae, 10’ CTX-M K. pneumoniae BLEE positivo
Acinetobacter NA

14 calcoaceticus-baumanni
complex, 10* ND
E. coli, 10 ND NA

15 E. coli, 107 CTX-M E. coli BLEE positivo

16 K. pneumoniae, 10’ CTX-M K. pneumoniae BLEE positivo
P. aeruginosa, 10* ND NA

17 K. pneumoniae, 107 CTX-M K. pneumoniae BLEE positivo
E. coli, 10° E. coli BLEE positivo

BLEE, beta-lactamasa de espectro extendido; MIC, concentracion minima inhibitoria; ND, no detectado; NA, no aplica.
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8. Discusién.

El panel molecular de neumonia BIOFIRE® FILMARRAY ® permite acelerar el diagnostico
de las neumonias en comparacion con otros métodos tradicionales como el cultivo. El
consumo de esta herramienta molecular se ha visto incrementado en los ultimos afios en el
hospital Dr. R. A. Calderén Guardia, sobre todo con la pandemia causada por el virus SARS-
CoV-2. Por lo tanto, es necesario evaluar el grado de concordancia de este método
diagnostico con el cultivo bacteriano de forma que se pueda mejorar el uso y la interpretacion

de los resultados del mismo.

En cuanto al desempefio general del panel molecular se observa una mayor sensibilidad en
comparacion con el cultivo bacteriano al aumentar el reporte de muestras positivas en un
61%, y en un 139% el reporte de targets bacterianos incluidos en el mismo. Estos valores
son similares e incluso mayores a los mostrados en otros estudios, en los que se han registrado
aumentos en el reporte de muestras positivas de 63.3% y 70%. Asi mismo, se han obtenido
aumentos en el reporte de targets bacterianos de 70.3%, 94.8% y 120% (Buchan et al., 2020;
Ferrer et al., 2022; Lee et al., 2019). Los porcentajes superiores obtenidos en este estudio se
pueden explicar por un alto andlisis de AET (94.8% de las muestras). Los tubos
endotraqueales son dispositivos que se colonizan incluso hasta 24 horas después de colocados
por la formacion de biopeliculas. Estas comunidades funcionan posteriormente como
reservorio de microorganismos que potencialmente causan infecciones (Diaconu et al., 2018;
Ferrer et al., 2022).

El incremento de resultados positivos reportados por el panel molecular se debe a varias
razones. Una de ellas es que se detectan tanto microorganismos viables como no viables.
Adicionalmente, se detectan microorganismos por debajo del limite de deteccion del cultivo.
Por otra parte, no se es susceptible a ciertas limitaciones que tiene el cultivo bacteriano. Las
muestras respiratorias son una matriz compleja en la que estan inmersos los patdgenos

bacterianos, por lo que se puede llegar a dificultar la recuperacién de microorganismos
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fastidiosos. Asi mismo, no es una técnica que se vea afectada por la respuesta inmune del

paciente o por el uso previo de antibioticos (Buchan et al., 2020; Molina et al., 2022).

Varios de los microorganismos que fueron reportados en cultivo, pero que no estan incluidos
en el panel se consideran microbiota normal, o son considerados patdgenos unicamente Si
estan en cultivos puros o si son el microorganismos predominante (Buchan et al. 2020). La
identificacion de algunos de ellos se dio gracias a la llegada de tecnologias avanzadas al
laboratorio como la espectrometria de masas MALDI-TOF. La posibilidad de emitir un
reporte de identificacion para este tipo de microorganismos, por lo tanto, deberia de ir
acompariada de una leyenda donde se advierta la naturaleza colonizante de los mismos y que

su interpretacion debe ir acompafiada de la clinica del paciente.

Los microorganismos detectados en mayor cantidad durante el periodo julio 2020 — julio
2021 fueron S. aureus, S. agalactiae, K. pneumoniae, H. influenzae y P. aeruginosa.
Exceptuando a S. agalactiae, estos patdgenos son ubicados por ciertos estudios como dentro
de las 10 principales bacterias involucradas en la neumonia asociada a la atencion a la salud
(Jones, 2010). En el caso de S. agalactiae, en algunos estudios se ubica como un
microorganismo que coloniza el tracto respiratorio superior, particularmente la cavidad oral
y la garganta (Martins et al., 2022). Por lo tanto, a la hora de intubar a los pacientes, esta
bacteria puede estar llegando a formar parte de las biopeliculas que se forman en estos
dispositivos, lo que explicaria esta alta deteccion. La importancia clinica de estos hallazgos
requiere de mayores estudios, principalmente por el incremento de infecciones causadas por
S. agalactiae que se ha visto en adultos no gestantes, particularmente aquellos con diabetes,
enfermedades malignas, cirrosis, edad avanzada o inmunosupresion (Shabayek &
Spellerberg, 2018).

En otros estudios se han reportado valores similares de PCP (94.4%-98.5%), PCN (76.5%-
96.2%), VPP (56.0%) y VPN (99.7%) a los obtenidos en el presente trabajo. El valor del
coeficiente k si fue menor que el obtenido en otro estudio donde la concordancia fue buena
(0.68; Buchan et al., 2020; Gastli et al., 2021; Yoo et al., 2020). Recientemente un estudio
en Taiwan demostré que el panel molecular de neumonia BIOFIRE® FILMARRAY® cubre
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aproximadamente un 70-90% de los patégenos mas comunes involucrados en la NAC y de

un 70-80% de los mas prevalente en la NAAS (Lee et al., 2019). Esto sumado al alto valor
predictivo negativo reportado por este y otros trabajos permite que, al obtener un resultado
negativo, se puede excluir la posibilidad de una infeccion bacteriana. Esto, a su vez, permite
suspender 0 no iniciar una terapia antibiotica en el paciente y contribuir con los programas
de optimizacion de antimicrobianos (Molina et al., 2022). Sin embargo, es importante
siempre tomar en cuenta la clinica del paciente ya que ciertas bacterias como Citrobacter sp.,

S. maltophilia y Achromobacter sp. no se incluyen en esta herramienta molecular.

Los valores de PCN y VPP muestran que no se obtiene una concordancia perfecta entre
ambos métodos diagnosticos. En ambos casos, la discrepancia se da por una mayor deteccién
de patdgenos por el panel molecular. Algunas posibles causas de esta discrepancia ya fueron
citadas anteriormente. Por ejemplo, en el cultivo bacteriano se dificulta la recuperacion de
microorganismos fastidiosos, y se ve afectado por la antibioticoterapia previa o la respuesta
inmune del paciente (Buchan et al., 2020; Molina et al., 2022).. La naturaleza fastidiosa de
los microorganismos se puede notar en los valores de VPP bajos obtenidos para H. influenzae
y S. pneumoniae. Adicionalmente, en el cultivo se puede tener dificultad para identificar
microorganismos que se encuentre en baja cantidad en una muestra polimicrobiana (Buchan,
Armand-Lefreve & Anderson, 2021). Otra posible causa de las discrepancias entre ambas
técnicas es que el cultivo de muestras respiratorias es reportado segun ciertas guias clinicas.
Las instrucciones de estas guias muchas veces excluyen el reporte de ciertos
microorganismos de acuerdo con la cantidad o el cuadrante en que han crecido (Leber, 2016).
Por lo tanto, aunque el microorganismo haya sido detectado por el panel y haya crecido en

la placa, no es reportado si no cumple con las reglas establecidas.

Los resultados positivos en el panel molecular y negativos en cultivo deben ser interpretados
con precaucién. En varios estudios se ha visto que los valores de copias/mL reportados por
el panel son aproximadamente de 1 hasta 3 logaritmos mayor de lo conteos que se obtienen
en cultivo. Por lo tanto, podemos tener resultados positivos por la herramienta molecular que
se encuentren por debajo del limite de deteccion del cultivo (Ferrer et al., 2022; Kamel et al.,

2022). Adicionalmente, se pueden detectar microorganismos no viables o colonizantes. A
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pesar de que el reporte semicuantitativo de los patégenos ayuda, la distincion de un

microorganismo colonizante y uno infectante continda siendo un reto. Por lo tanto, estos
resultados deben ser analizados en conjunto con la clinica del paciente y la epidemiologia

local de cada centro de salud.

Por esta razon, se han intentado generar recomendaciones sobre los conteos a los cuéles se
recomienda el inicio de terapia antimicrobiana en los pacientes. Por ejemplo, Kolenda et al.
(2020) establecen el valor de 10° copias/mL como punto de corte recomendado para la
instauracion de antibioticos. De acuerdo con los resultados de este estudio, podria ser una
guia importante ya que el 77% de los cultivos positivos poseian un conteo >10° copias/mL y
un 64% de los cultivos negativos posefa un conteo <10° copias/mL. Sin embargo, alin con un
conteo de >10° copias/mL, se obtienen cultivos negativos o con crecimiento en cantidades
en que las guias no recomiendan el reporte de los microorganismos (Ferrer et al., 2022). Por

lo tanto, se requieren de mas estudios para llegar a un valor consenso en este tema.

Los resultados falsos negativos (panel molecular negativo y cultivo bacteriano positivo)
ocurrieron en menor cantidad. Una de las explicaciones para esta discrepancia es la presencia
de mutaciones puntuales que pueden afectar la unién de los cebadores durante la PCR (Gastli
et al., 2021). Este tipo de resultados también podrian darse por amplificacion inespecifica.
En el documento de la FDA donde se evalta el panel molecular de neumonia BIOFIRE®
FILMARRAY® se describen que ciertos microrganismos como E. cloacae pueden provocar
amplificaciones inespecificas. En el laboratorio se tuvo una muestra donde el panel detecto
una K. pneumoniae a nivel molecular, pero se tuvo el crecimiento en cultivo de E. cloacae.
Estas reacciones registradas podrian explicar este tipo de hallazgo. Para estos casos, tampoco
se puede descartar la contaminacion de la muestra con sustancias interferentes para la PCR.
Para este panel, se han registrado como interferentes el NaOH al 1.0% vy el hipoclorito de
sodio al 1.0 %v/v (BioFire Diagnostics, 2018).

Por medio del analisis estadistico, se encontré una relacién entre el maximo nimero de

copias/mL detectado por el panel molecular y la respuesta inmune, representada por el
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namero de cruces de leucocitos reportados en la tincion de Gram inicial. Esta relacion se

presento a pesar de ciertas limitaciones como la variabilidad en la interpretacion individual
de la tincion de Gram. En este estudio se tienen limitaciones adicionales como la coinfeccion
por SARS-CoV-2 que poseian mucho de estos pacientes, 1o que genera una respuesta inmune
por si mismo a nivel pulmonar. Ademas, la intubacion a la que fueron sometidos la mayoria
de los pacientes también puede provocar un dafio en la mucosa respiratoria, incitando de
igual forma una respuesta inmune (Rand et al., 2020). Estos hallazgos recalcan la importancia
de valorar la tincion de Gram antes de procesar una muestra respiratoria, ya sea por métodos

convencionales o por herramientas moleculares.

La deteccion temprana de marcadores genéticos de resistencia (mecA, carbapenemasas y
BLEES) es un beneficio para los centros de salud. Esta herramienta se ha asociado con una
mayor sobrevida de los pacientes, una menor frecuencia y duracion de terapia antibiotica
inadecuada, menor estancia hospitalaria y menores costos para el sistema de salud (Bassetti
et al., 2020; Bauer et al., 2010). En cuanto a la deteccion de MRSA, los valores de
sensibilidad y especificidad fueron diferente a los obtenidos en el ensayo clinico para
muestras de BAL (88.9%. y 91.4% respectivamente; Murphy et al., 2020). Por otra parte,
muy semejante a ensayos para la deteccion de MRSA en muestras nasales y BAL, se obtuvo
un alto valor predictivo negativo (98.9%-99.7%; Leone et al., 2013; Yarbrough et al., 2018).
Este alto valor predictivo negativo evita la instauracion innecesaria de vancomicina o
linezolid, asi como una descalacion antibidtica mas rapida cuando los genes no son

detectados.

La discrepancia en los resultados entre el panel molecular y la deteccién fenotipica de la
resistencia a la meticilina puede darse por varias razones. Muestras con aislamientos de S.
aureus gue contienen la secuencia MREJ, pero carecen del gen mecA, asi como la presencia
de Staphylococcus coagulasa negativo (SCoN) resistentes a meticilina pueden llevar a
resultados falsos positivos (Aydiner et al., 2012; Buchan et al., 2020). Los SCoN cobran
particular importancia en este escenario ya que frecuentemente pueden colonizar los tubos
endotraqueales (Cader, Shah & Nair, 2020). Resultados falsos negativos pueden deberse a

aislamientos de S. aureus con mutaciones en las secuencias de la region MREJ a la que van
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dirigidos los primers del panel (Murphy et al., 2020). La circulacion diferencial de alguna de

estas variantes en nuestra region podria explicar las diferencias en los resultados con otros

estudios.

La discrepancia en los resultados también se puede explicar por la existencia de una
poblacién mixta de MSSA y MRSA en las muestras. Resultados falsos positivos pueden
darse por un crecimiento predominante de la poblacion MSSA y una consecuente inhibicidn
de la poblacion MRSA. De igual forma, se puede presentar falsos negativos si la poblacion
MRSA se encuentra por debajo del limite de deteccion del panel molecular (Buchan et al.,
2020).

La deteccion molecular de la resistencia antimicrobiana en bacterias Gram negativas es mas
complicada dado los mdltiples mecanismos que se han descrito. Las razones para obtener
una discrepancia entre los métodos genotipicos y los fenotipicos son varias. Por ejemplo, la
presencia de un cultivo mixto o de una subpoblacién heterorresistente, la pérdida del
plasmido acarreador del gen de resistencia por falta de presion selectiva, una falta de
expresion del geny, en el caso de las carbapenemasas, porinas intactas con una baja expresion
de la enzima (Yee, Bard & Simner, 2021). Adicionalmente, y lo que representa una
desventaja de los métodos moleculares, es que la deteccion de uno de estos genes no se puede
asociar a una bacteria en especifico. Esto porque pueden existir en la muestra otros patdgenos
no detectados por el panel o que se encuentran por debajo del limite de deteccion (Yoo et al.,
2020).

Con respecto a la deteccién de BLEEs (mediante el gen blactx-m) se obtuvo, de manera
general, una buena concordancia fenotipica (11/15 detecciones). Los resultados discordantes
en 4 de estas detecciones se pueden deber a alguna de las razones expuestas en el parrafo
anterior. En la muestra 4 y 6 sucedié un fendmeno interesante: la deteccion de multiples
patdgenos. En estos dos casos, el gen blactx-m pudo haber estado presente en alguna de las
bacterias que no logré recuperarse en cultivo, ya sea por pérdida de viabilidad o por

inhibicidn por el crecimiento del otro o los otros patdgenos presentes en la muestra.
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Cabe destacar nuevamente que en la muestra 9 (ver cuadro 6), la E. coli aislada en cultivo

mostré un fenotipo compatible con una BLEE pese a no tener la deteccion del gen blactx-m.
A pesar de que las BLEE de tipo CTX-M son las que circulan en mayor cantidad, existen
otras variantes como las del tipo TEM y SHV que no son detectadas por el panel (Paterson
& Bonomo, 2005). Por lo tanto, la resistencia en este aislamiento puede deberse a estos tipos

de BLEE. Esto podria confirmarse con estudios de secuenciacion o PCR.

En cuanto a la deteccion de carbapenemasas, solo se obtuvo un aislamiento de S. marcescens
al que se le detectd el gen blaoxa-4s. Sin embargo, no se obtuvo un fenotipo de resistencia a
los carbapenémicos. Las posibles razones fueron citadas anteriormente. En estos casos,
donde el panel reporta un gen que codifica por una carbapenemasa y se obtiene un
aislamiento susceptible a los carbapenémicos, se pueden realizar pruebas adicionales. Una
de ellas son los ensayos fenotipicos de actividad carbapenemasa como el Rapidec® CarbaNP
y el mCIM. Estos permiten confirmar la expresion de un gran repertorio de estas enzimas
(Yeeetal., 2021).

En ciertas regiones, la resistencia a carbapenémicos por parte de P. aeruginosa es dada
principalmente por la expresion de bombas de eflujo o la modificacion de porinas, mientras
que la produccién de carbapenemasa es baja (Walters et al., 2019). Por estos casos, se dice
que la deteccion molecular de genes productores de carbapenemasas en el panel en
microorganismos no Enterobacterias posee un valor predictivo negativo limitado en la
identificacion de la resistencia a estos antibioticos (Buchan et al., 2020). Por esto, es
fundamental conocer la epidemiologia de cada centro hospitalario y de los servicios que
solicitan estas pruebas. Esto con el propoésito de que, si la incidencia de P. aeruginosa
resistente a los carbapenémicos por impermeabilidad o eflujo es alta, no es posible desescalar

la terapia antibiotica hasta contar con el resultado del antibiograma.

Con todos estos hallazgos es importante tomar en cuenta que la deteccion de la resistencia
antimicrobiana por parte del panel molecular de neumonia es una guia importante para la
instauracion o modificacion de la terapia antibidtica. Sin embargo, la no deteccion de un gen

no es sinénimo de sensibilidad a un determinado antibiético dado los variados mecanismos
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de resistencia que existen, sobre todo en bacterias Gram negativas. Por lo tanto, la eleccion

del tratamiento definitivo y mas adecuado para el paciente siempre debe hacerse en conjunto

con el reporte de cultivo y PSA emitido por el laboratorio (Yoo et al., 2020).

Este trabajo posee algunas limitaciones. La primera de ellas es que se trata de un estudio
retrospectivo. Para poder evaluar los efectos clinicos del panel molecular de neumonia
BIOFIRE® FILMARRAY® en el manejo de los pacientes es necesario un estudio
prospectivo a gran escala. Segundo, se asumio que todas las muestras enviadas eran de
pacientes con sospecha clinica de neumonia. Sin embargo, algunas de ellas podrian ser
enviadas de pacientes asintomaticos recientemente trasplantados, como parte de un programa
de vigilancia. Adicionalmente, la poblacion en estudio fue bastante heterogénea, lo que
dificulta un poco la interpretacién de los resultados (Buchan et al., 2020; Edin et al., 2020;
Yoo et al., 2020). Otra posible limitacion podria ser que el estudio fue realizado en una Unica
institucion, por lo que la aplicabilidad a otras centros o regiones puede ser limitada (Rand et
al., 2020). Sin embargo, esta se ve disminuida al encontrar resultados semejantes en otros

estudios a nivel internacional.
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9. Conclusiones.

El panel molecular de neumonia BIOFIRE® FILMARRAY® es una herramienta que
permite acelerar el diagnostico etioldgico de este cuadro clinico. En comparacion con el
cultivo bacteriano, posee una sensibilidad incrementada, por lo que los resultados positivos
deben ser interpretados tomando en cuenta la clinica del paciente y la epidemiologia local
del centro de salud. Las principales discrepancias entre la herramienta molecular y el cultivo
bacteriano se dan por el uso previo de antibidticos, la influencia de la respuesta inmune del
paciente sobre la segunda metodologia, la naturaleza fastidiosa de algunos microorganismos,
el reporte de cultivo segin las guias clinicas, entre otros. Cabe destacar el alto valor
predictivo negativo del panel, por lo que un resultado negativo permite excluir con alta

probabilidad una infeccion bacteriana.

La relacion que existe entre el nimero de copias/mL detectado por el panel molecular y la
respuesta inmune del paciente, representado por el nimero de cruces de leucocitos en la
tincién de Gram, revela la importancia previa de la evaluacion de las muestras para su
procesamiento por diagnéstico molecular o por métodos convencionales. Por otra parte, la
deteccion de marcadores genéticos de resistencia a los antibioticos es un valor agregado del
panel que permite un ajuste o una correcta instauracion de la terapia antimicrobiana. Estos
hallazgos deben ser interpretados en conjunto con el cultivo, ya que se puede tener la
presencia de poblaciones mixtas o heterorresistente. Adicionalmente, existe una gran
diversidad de mecanismos de resistencia, sobre todo en bacterias Gram negativas, y no todos

son detectados por el panel.

El panel molecular no debe verse como una sustitucién a los métodos tradicionales de
diagnostico, como el cultivo bacteriano, sino como un complemento a los mismos. El reporte
final debe basarse en una combinacion de ambas técnicas, de forma que se reporten aquellos
microorganismos viables, que crezcan de forma importante en el cultivo y los mecanismos
de resistencia expresados por los mismos. Estas combinaciones metodoldgicas no solo
permiten agilizar el diagnostico del paciente, sino que también contribuyen a fortalecer los

programas de optimizacién de antimicrobianos de los centros de salud.
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