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Resumen

Las infecciones de las vias respiratorias inferiores se encuentran entre
aquellas en las que el uso inadecuado de antimicrobianos es frecuente, por
lo que es fundamental contar con una prueba diagnéstica rapida, sensible
y especifica. El sistema de FilmArray es un anélisis de PCR multiple con
un panel de neumonia que incluye 26 microorganismos y 7 marcadores de
resistencia antimicrobiana. Los objetivos de este estudio fueron: a) estable-
cer la correlacién entre los cultivos cuantitativos para agentes bacterianos
de muestras de vias respiratorias inferiores (MRVB) y la deteccién fenotipica
de mecanismos de resistencia con los correspondientes resultados de Fil-
mArray; b) determinar el cambio terapéutico generado con el informe del
resultado inmediato. Se incluy6 un total de 194 MRVB correspondientes a
191 pacientes con neumonia y se documentaron 277 bacterias. FilmArray
identifico 253/277 (91%) bacteriasy 161/277 (58%) se aislaron del cultivo,
58 (23%) coincidieron con el mismo recuento, 116 (46,7%) dieron mayores
recuentos con FilmArray'y 72 (28,9%) fueron detectadas por este método
pero el cultivo fue negativo. Se detectaron marcadores de resistencia antimi-
crobiana en 63 aislados, pero solo 28 fueron confirmados por métodos feno-
tipicos. Estos resultados podrian haber provocado cambios en el tratamiento
antibiodtico en el 74,6% (174/194). FilmArray es una herramienta util para
optimizar el tratamiento antimicrobiano en pacientes con neumonia.

Palabras clave: FilmArray; Neumonia; Diagnéstico

Argentine multicenter study on the utility of the
FilmArray® pneumonia panel

Abstract

Lower respiratory tract infections are among those in which the inappro-
priate use of antimicrobials is common, so it is essential to have a rapid,
sensitive and specific diagnostic test. The FilmArray system is a multiplex
PCR assay with a pneumonia panel that includes 26 microorganisms and 7
antibiotic resistance markers. The objectives of this study were: a) to estab-
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lish the correlation between quantitative cultures for bacterial agents from lower respiratory tract samples
(MRVB) and the phenotypic detection of resistance mechanisms with the corresponding results of FilmAr-
ray b) to determine the therapeutic change generated with the immediate result report. A total of 194
MRVB corresponding to 191 patients with pneumonia were included and 277 bacterial strains were docu-
mented. FilmArray identified 253/277 (91%) bacteria and 161/277 (58%) were isolated from culture, 58
(23%) matched the same count, 116 (46.7%) yielded higher counts with FilmArray, and 72 (28.9%) with
negative culture were detected by this method. Antibiotic resistance markers were detected in 63 strains,
but only 28 were confirmed by phenotypic methods. These results may cause changes in the antimicrobial
treatment in 74.6% (174/194). FilmArray is a useful tool to optimize antimicrobial therapy in patients with
pneumonia.

Keywords: FilmArray; Pneumonia; Diagnostic

Estudo multicéntrico argentino sobre a utilidade do painel de pneumonia FilmArray®

Resumo

As infecgdes do trato respiratdrio inferior estdo entre aquelas em que o uso inadequado de antimicrobianos
é comum, por isso é essencial um teste diagndstico rapido, sensivel e especifico. O sistema FilmArray é um
ensaio de PCR multiplo com um painel de pneumonia que inclui 26 microrganismos e 7 marcadores de
resisténcia antimicrobiana. Os objetivos deste estudo foram: a) estabelecer a correlagdo entre as culturas
quantitativas de agentes bacterianos de amostras do trato respiratdrio inferior (MRVB) e a detecgéo fenotipi-
ca de mecanismos de resisténcia com os resultados correspondentes do FilmArray b) determinar a alteragdo
terapéutica gerada com o relatério de resultado imediato. Um total de 194 MRVB correspondendo a 191
pacientes com pneumonia foram incluidos e 277 cepas bacterianas foram documentadas. FilmArray iden-
tificou 253/277 (91%) bactérias e 161/277 (58%) foram isoladas da cultura, 58 (23%) coincidiram com
mesma contagem, 116 (46,7%) deram contagens mais altas com FilmArray e 72 (28,9%) foram detectados
por este método, mas a cultura foi negativa. Marcadores de resisténcia antimicrobiana foram detectados em
63 cepas, mas apenas 28 foram confirmados por métodos fenotipicos. Esses resultados puderam causar
alteragbes no tratamento antibidtico em 74,6% (174/194). FilmArray é uma ferramenta Gtil para otimizar a
terapia antimicrobiana em pacientes com pneumonia.

Palavras-chave: FilmArray; Pneumonia; Diagndstico

Introduccién

Las infecciones del tracto respiratorio inferior se en-
cuentran dentro de aquellas donde el uso inadecuado
de antimicrobianos es elevado, en muchos casos debi-
do a la falta de diagnéstico etiolégico, lo cual es muy
frecuente sobre todo en la neumonia adquirida en la
comunidad (1) (2) (3) (4) (5).

La falta de diagnoéstico microbiolégico lleva a que
muchos de los tratamientos sean empiricos y a veces con
antibiéticos de un mayor espectro y por un tiempo mas
prolongado de lo necesario, lo que puede asociarse a un
alto costo, a la presion de seleccion de cepas resistentes,
a diarrea por Clostridiodes difficile y en algunos casos, in-
cluso, a una importante toxicidad (1) (2) (3) (4) (5).

Por otro lado, la morbilidad y la mortalidad pueden
ser muy altas en ciertos grupos de riesgo, principalmen-
te si el tratamiento empirico no es efectivo contra el
agente infeccioso (1) (2) (3) (4) (5).

Todo esto indica que es crucial contar con un fest ra-
pido y al mismo tiempo sensible y especifico que permi-
ta establecer si la neumonia es de causa viral o bacteria-
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na, si se trata de agentes virales que podrian recibir un
tratamiento especifico (p. ¢j. influenza y osetalmivir) y
si se estd en presencia de bacterias sensibles o multirre-
sistentes (1) (2) (3) (4) (5).

Las técnicas moleculares que permiten obtener re-
sultados rapidos en el dia pueden ser herramientas
fundamentales para adecuar la terapia antimicrobiana
desde el comienzo, pero hay que tener en cuenta que
las mismas deberian incluir a multiples analitos y a la
vez ser cuantitativas o semicuantitativas para ayudar a
diferenciar colonizacién de infeccion bacteriana (4)
(5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14).

El sistema de FilmArmy® (BioFire®, Salt Lake City UT,
EE.UU.) con su panel de neumonia (PP) es una reac-
cion en cadena de la polimerasa (PCR) multiple que
incluye a 26 microorganismos frecuentemente relacio-
nados con neumonia y a 7 genes de resistencia; los re-
sultados se obtienen a partir de muestras respiratorias
bajas (esputo, lavado broncoalveolar broncoscopico y
no broncoscépico o secreciones traqueales) en 1 h con
un tiempo de preparacién de las mismas de 2-3 min y se
presentan en forma semicuantitativa (copias/mlL) para



las bacterias que usualmente producen neumonia, a ex-
cepcion de Legionella pneumophila, Chlamydia preumoniae
y Mycoplasma prneumoniae'y de virus, donde el resultado
fue cualitativo (positivo o negativo).

El objetivo del presente trabajo fue establecer a partir
de muestras de vias respiratorias bajas (MRVB): a) la co-
rrelacion entre el cultivo cuantitativo o semicuantitativo
(QC) (UFC/mL) y el PP (copias/mL) de agentes bacte-
rianos, b) la correlacion entre la deteccion fenotipica de
resistencias y los correspondientes resultados obtenidos
con el PPy c) el potencial cambio terapéutico generado
con la comunicacién inmediata del resultado del PP.

Materiales y Métodos

Este trabajo multicéntrico colaborativo de 5 hospita-
les de la Argentina se realiz6 en forma prospectiva y ob-
servacional durante los meses de julio a noviembre de
2019 e incluy6 un total de 194 MRVB consecutivas (59
lavados broncoalveolares obtenidos por fibrobroncos-
copia, 39 lavados broncoalveolares no broncoscopicos,
85 aspirados traqueales y 11 esputos). Estas muestras
correspondian a 191 pacientes (194 episodios) con cri-
terios clinicos y radiol6gicos de neumonia: 90 casos de
la comunidad, 86 adquiridos en el hospital (54 de ellos
en asistencia respiratoria mecanica) y 18 pacientes con
neumonia asociada a cuidados de la salud. El rango de
edades de los pacientes incorporados al estudio fue de
9 dias a 89 anos con una mediana de edad en los adul-
tos de 57,8 anos y en los pedidtricos menores de 1 ano,
de 11,04 meses; 59% fueron de sexo masculino y 41%
de sexo femenino. Los resultados del estudio no fueron
usados para tomar conducta terapéutica aunque se re-
gistré el potencial cambio en antibioticoterapia que el
Servicio de Infectologia de cada instituciéon hubiera in-
dicado; el motivo de esto radica en que en el momento
de su realizacion, este método no tenia aprobacion de
ANMAT para diagnéstico clinico.

El procesamiento de las muestras y la interpretacion
final fue realizada acorde a lo sugerido en el procesa-
miento de muestras respiratorias por Lopardo et al. (15).

Las MRVB procesadas cumplieron con criterios cito-
l6gicos de calidad para ser incluidas en el protocolo; en
el caso de las muestras de esputo y de aspirado traqueal
debian presentar <10 células epiteliales escamosas y >25
leucocitos, en ambos casos por campo con aumento de
100Xy en el caso de lavado broncoalveolar (broncosco-
pico o no) debian presentar <1% de células epiteliales
escamosas (15).

A todas las MRVB se les realizé6 como minimo colo-
racion de Gram y en algunos casos coloraciones com-
plementarias (Ziehl Neelsen, Giemsa, Blanco de Calco-
fluor) y luego se sembraron en forma semicuantitativa
(esputos) o cuantitativa (aspirados traqueales y lavados
broncoalveolares broncoscépicos y no broncoscopicos).
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Para el procesamiento de la secreciones traqueales, pre-
viamente se mezclaron volimenes iguales de la muestra
con N-acetil cisteina al 1%, se homogeneizé por agitacion
con vortex por 2-3 min y luego se sembraron 100 pL de las
diluciones 1,/10, 1,/100, 1,/1000, 1/10 000y 1,/100000 en
placas de agar sangre, agar chocolate, CLDE o agar Mac-
Conkey; todas se incubaron a 35 °C por 48 h en atmosfe-
ra con 5-10% de CO, (agar sangre y agar chocolate) y en
aerobiosis (CLDE o agar MacConkey). El procesamiento
en cuanto a diluciones, volumen sembrado, medios em-
pleados, tiempo y temperatura de incubacién, fue igual
para los lavados broncoalveolares (broncoscépicos y no
broncoscopicos), pero los mismos no fueron mezclados
inicialmente con N-acetil cisteina.

Solo se consideraron aquellos aislamientos que alcan-
zaron los puntos de corte establecidos para cada muestra
o bien aquellos correspondientes a un recuento de una
dilucion por debajo de éste, de una cepa potencialmen-
te neumopatogena (Staphylococcus aureus, estreptococos
beta-hemoliticos, Haemophilus influenzae, Moraxella cata-
rrhalis, Streptococcus pneumoniae y bacilos gram negativos)
y que el Servicio de Infectologia considerara clinica y ra-
diologicamente como el probable agente etiolégico (15).
En el caso del lavado broncoalveolar (broncoscépico o no)
se tom6 el valor de 10* UFC/mL como punto de corte y
para secreciones traqueales/esputo el de 10° UFC/mL.
Para L. pneumophila (n=2) y M. pneumoniae (n=2) solo se
consider¢ el resultado cualitativo positivo del PP ya que
no se realizaron cultivos adecuados para los mismos y
tampoco se realizo la deteccion de agentes virales ni de
C. pneumoniae por un método diferente al PP.

La identificacién fenotipica y la sensibilidad antibi-
tica fue realizada por medio de Vitek 2 (Biomerieux, Mar-
cy, Francia) en tres hospitales y por medio de Phoenix
(Beckton Dickinson, EE.UU.) en dos; en tres hospitales la
identificaciéon también fue realizada por espectrometria
de masas con tiempo de vuelo (MALDI-TOF MS). Cuan-
do correspondio, se agregaron métodos adicionales para
confirmar ciertos mecanismos de resistencia como, por
ejemplo, la detecciéon de beta-lactamasas de espectro
extendido por medio de la sinergia entre discos de ce-
fotaxima y ceftazidima con discos de amoxicilina-dcido
clavulanico (Oxoid Ltd., Basingstoke, Reino Unido). La
deteccion de carbapenemasas se realiz6 por medio de
la sinergia con discos de acido borénico y EDTA (am-
bos de Laboratorios Britania, Argentina) con discos de
imipenem y meropenem (Oxoid Ltd., Basingstoke, Reino
Unido), métodos cromatograficos (71est NG CARBA-5; NG
Biotech, Guipry, Francia) y Carba Blue por un método case-
ro acorde a la publicacioén de Pasteran et al. (16).

Paralelamente, las MRVB fueron procesadas por el
panel PP segun las indicaciones del fabricante y los re-
sultados, obtenidos en 1 h, fueron comunicados inme-
diatamente al responsable del Servicio de Infectologia
correspondiente de cada hospital y que integraba el pro-
tocolo. El panel PP incluye la deteccion semicuantiativa
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(copias/mL) de S. pneumoniae, H. influenzae, M. catarrha-
lis, S. aureus, Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae,
Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Kleb-siella aerogenes,
Proteus spp., Escherichia coli, complejo Enterobacter cloacae,
Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa'y Acinetobacter
baumannii; también detecta en forma cualitativa (positi-
vo o negativo) a L. pneumophila, C. pneumoniae, M. pneu-
moniae, virus de influenza A y B, parainfluenza, sincicial
respiratorio, adenovirus, rinovirus/enterovirus, metap-
neumovirus y coronavirus (no esta incluido el SARS-
CoV-2 ni el MERS-CoV). Por otro lado detecta los genes
de resistencia para CTX-M (beta-lactamasas de espectro
extendido), mecA/C (meticilino resistencia) y de carba-
penemasas del tipo VIM, IMP, NDM, OXA-48-likey KPC.

Cada caso se analiz6 en conjunto tanto por el Ser-
vicio de Microbiologia como por el de Infectologia y
se registro el tratamiento previo al mismo y el eventual
cambio terapéutico al que hubiera llevado de tener la
aprobacion de la ANMAT.

Se calcul6 el chi cuadrado para establecer si las dife-
rencias entre ambos métodos eran significativas o no 'y
se consider6 que un valor de p=0,05 era significativo.

Aspectos éticos

Los respectivos Comités de Etica aprobaron este pro-
yecto.

Los resultados no fueron usados para tomar decisio-
nes terapéuticas por lo que no fue necesario pedir auto-
rizacion a los pacientes.

Resultados

De los 194 episodios se documentaron 277 bacterias
y 118 virus. Los resultados se muestran en la Tabla I. En
total, el 50,8% mostré mas de un microorganismo.

Tabla |. Resultados obtenidos con el panel de neumonia FilmArray®
con respecto al nimero y distribucién de microorganismos

Microorganismos n %
Una bacteria 24 12
Un virus 34 17,6
Dos 0 méas bacterias 34 17,6
Dos 0 mas virus 20 10,6
Bacteria + virus 45 23
Negativo 19 37

Sobre un total de 277 agentes bacterianos, el PP iden-
tificé a 253 (91,3%) y 161 (58,1%) fueron aislados en
cultivos QC incluyendo 20 aislados de especies que no
estaban incluidas en la base de datos y por lo tanto no fue-
ron detectadas por el PP. En 4 casos (2 L. pneumophilay 2
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M. pneumoniae) la deteccion fue solo por el PP dado que
no se realizaron otros métodos para poder documentar
estas bacterias. En 157 (56,67%) agentes bacterianos la
deteccion fue concordante por ambos métodos y el PP
detect6 1,57 (253/161) mads de agentes bacterianos que
el cultivo. La diferencia fue estadisticamente significativa
(p=0,05) en lo que respecta a S. pneumoniae, S. aureus, H.
influenzae, M. catarrhalisy S. agalactiae.

En la Tabla II se muestran los agentes bacterianos
identificados por QC 'y por el PP.

Tabla Il. Comparacién de resultados entre los cultivos cuantitativos/
semicuantitativos (QC/SQ) bacterianos y el panel de neumonia
de FilmArray®

Microorganismo PP QC/SQ p
S. aureus 43 24 <0,05
K. pneumoniae 33 27 0,14
H. influenzae 47 15 <0,05
S. pneumoniae 23 10 <0,05
M. catarrhalis 22 5 <0,05
A. baumannii 7 11 0,49
P. aeruginosa 21 19 0,42
E. cloacae 16 9 0,06
E. coli 12 6 0,07
S. marcescens 7 4 0,23
K. oxytoca 7 6 0,59
L. pneumophila 2 ND ND
M. pneumoniae 2 ND ND
K. aerogenes 2 1 0,48
P. mirabilis 3 3 0,87
S. agalactiae 5 0 <0,05
S. pyogenes 2 1 0,48
Stenotrophomonas maltophilia ND 7 ND
Achromobacter xylosoxidans ND 2 ND
Streptococcus viridans ND 2 ND
Delftia acidovorans ND 1 ND
Elizabethkingia meningoseptica ND 1 ND
Klebsiella varicola ND 1 ND
Neisseria subflava ND 2 ND
Enterococcus hirae ND 4 ND
Chlamydia pneumoniae 0 ND ND
Total bacterias 253 161 <0,05

ND: no determinado, microorganismo no incluido en la base de datos del PP
o deteccién no realizada por cultivo QS o SQ en el caso de L. pneumophila,
de M. pneumoniae o de C. pneumoniae.

PP: panel de neumonia.

QC/SQ: cultivo cuantitativo/semicuantitativo.



La relacion bacteria/virus fue de 253/118: 2,1. Los
virus identificados por el PP fueron rinovirus/entero-
virus (n=41), sincicial respiratorio (n=41), influenza
(n=21), parainfluenza (n=8), metapneumovirus (n=3),
adenovirus (n=3) y coronavirus (n=1).

En la Tabla III se muestra la relacién entre el resul-
tado del PP (copias/mL) y el cultivo cuantitativo/semi-
cuantitativo (UFC/mL).

Tabla Ill. Relacién entre cultivo cuantitativo/semicuantitativo
(UFC/mL) y el obtenido por medio del panel de neumonia (copias/mL)

Resultado n %
Igual conteo por PPy QC 58 23
Mayor conteo por PP
Una dilucién més alta 75 30
Dos diluciones mas altas 24 9,8
Tres diluciones més altas 17 6,9
Dos diluciones mas altas por cultivo 3 1,1
PP (+)y QC (-) 72 28,9

PP: panel de neumonia.
QC: cultivo cuantitativo/semicuantitativo.

Los genes de resistencia fueron detectados en 63
agentes bacterianos por el PP, pero solo 30 fueron con-
firmados por métodos fenotipicos. La diferencia en las
metodologias de deteccion fue estadisticamente signifi-
cativa para CTX-M, para KPC y para todos los mecanis-
mos combinados.

En la Tabla IV se presentan los resultados comparati-
vos entre métodos fenotipicos de deteccion de mecanis-
mos de resistencia y los del PP.

Tabla IV. Comparacién de métodos para deteccion
de mecanismos de resistencia

Mecanismo de resistencia | PP | Deteccidn fenotipica p
KPC 13 6 0,04
CTX-M 29 15 0,05
NDM 6 2 0,1
IMP 1 0 0,28
VIM 3 0 0,06
OXA 2 0 0,12
mecA/C 9 7 0,42
Total 63 30 <0,05

PP: panel de neumonia.

De los 194 episodios, el resultado podria haber con-
ducido a cambios terapéuticos en 144/194 (74,2%) ca-
sos acorde a la conducta registrada que hubiera toma-
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do el Servicio de Infectologia de cada lugar; en 42/194
(21,6%) hubiera correspondido ampliar el espectro
antimicrobiano y reducirlo en 102/194 (52,6%) casos.

Discusion y Conclusiones

El tratamiento inicial adecuado de la neumonia es
critico para reducir la mortalidad. También es impor-
tante evitar el uso innecesario de antibiéticos de am-
plio espectro, de alto costo o téxicos si se encuentran
alternativas con menor impacto en todos estos aspectos
y a las cuales el microorganismo es sensible y ademas
dirigir especificamente el tratamiento contra ciertos pa-
togenos (p. ej. Legionella spp., Mycobacterium tuberculoss,
virus de influenza). Para ello es fundamental conocer la
epidemiologia local para el diseno de los tratamientos
empiricos o bien contar con una técnica de diagnoéstico
rapida, sensible y especifica (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7)
(8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (17) (18) (19) (20)
(21) (22) (23) (24) (25) (26) (27) (28 (29).

La neumonia adquirida en la comunidad se asocia
principalmente a S. pneumoniae, H. influenzae, M. cata-
rrhalis, S. aureus, M. pneumoniae, C. pneumoniae, L. pneu-
mophila, rinovirus, virus de influenza, metapneumovirus
y actualmente también a SARS-CoV-2 y, la neumonia
nosocomial, a P. aeruginosa, A. baumannui, S. aureus'y
enterobacterias, entre otros. Los factores asociados a la
presencia de microorganismos multirresistentes inclu-
yen especialmente el uso de antibiéticos en los tltimos
90 dias, mas de 5 dias de hospitalizacion, shock séptico,
falla respiratoria aguda o terapia de reemplazo renal,
previos al desarrollo de neumonia asociada a respira-
dor (3) (4) (5). No obstante, una forma mas certera
de confirmar inmediatamente la etiologia y la presen-
cia potencial de mecanismos de resistencia criticos es
a través de métodos rapidos de biologia molecular (4)
(5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (17) (18).

En la neumonia de la comunidad la coloracion de
Gram del esputo puede guiar la terapia antimicrobiana
inicial, si bien la especificidad es elevada (91-99%), la
sensibilidad es solo entre moderada y baja (54-76%) y
los valores son muy variables entre las diversas publica-
ciones y los distintos microorganismos (19) (20) (21).
Por otro lado, hasta el 50% (6) de las muestras pueden
ser de mala calidad, lo que también afecta a la especifi-
cidad del cultivo y de los métodos moleculares a menos
que se trate de patégenos obligados o estrictos (p. €j.
M. tuberculosis). En relacion a la neumonia asociada a
respirador, un metaandlisis de 21 estudios (22) demos-
tré que la coloracion de Gram de las diversas muestras
respiratorias no era confiable para reducir esquemas
antibiéticos dado que presentaba una sensibilidad del
79% y una especificidad del 75%. Por otro lado, con los
cultivos tradicionales se demora al menos 4872 h en
informar un resultado y algunos microorganismos re-
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quieren mas tiempo de incubacion o medios especiales
como Bordetella pertussisy Legionella spp. Las pruebas se-
rolégicas requieren la seroconversion, por lo que resul-
tan tardias y sin utilidad para la toma de una conducta
inmediata.

Aun en los casos de neumonia bacteriémica de la
comunidad, la sensibilidad del cultivo de esputo para
neumococo alcanza tan solo el 50% (39-76%) (8) (9)
(10) y en la neumonia nosocomial la sensibilidad del
cultivo del lavado broancoalveolar, del cepillo protegi-
do y de las secreciones traqueales se encuentra en alre-
dedor del 57% (1C95% 47-66%), 48% (1C95% 38-57%)
y 75% (IC95% 58-88%) respectivamente (3). Algunos
autores hallaron que si bien la probabilidad de adecuar
el tratamiento antimicrobiano era mayor en base a los
resultados y tiempos de los cultivos convencionales del
lavado broncoalveolar, la mortalidad no cambiaba si el
tratamiento empirico era inadecuado (23).

Cuando se plantea usar biologia molecular, hay dos
estrategias posibles, una de ellas es buscar un microor-
ganismo particular y la otra usar una PCR maultiple
tratando de identificar a la mayor cantidad posible de
agentes etiol6gicos.

Con respecto a la primera, autores como Cercenado
et al. (24) demostraron la utilidad de Xpert MRSA/SA SSTI
(Cepheid, Sunnyvale, EE.UU.) para detectar S. aureusy la
resistencia a meticilina en muestras respiratorias bajas
con una sensibilidad, especificidad, valor predictivo po-
sitivo y negativo de 99%, 72,2%, 90,7% y 96,3%, respec-
tivamente, en comparacién con el cultivo cuantitativo.
La limitacion de esta estrategia radica en que no detecta
coinfecciones o infecciones secundarias. En la experien-
cia de estos autores, cuando se utiliz6 una PCR multiple
como el PP, en 50,8% de los episodios se detecté mas
de un microorganismo potencialmente neumopatoge-
no. Otros autores (8) (9) (18) (25) (26) también ha-
llaron un porcentaje importante de coinfecciones tanto
en neumonia de la comunidad como en la nosocomial
usando esta metodologia, lo que indica que la estrategia
dirigida a detectar un solo microorganismo puede ser
inadecuada y llevar a subestimar algunos agentes etiolo-
gicos que podrian conducir a cambios terapéuticos re-
levantes. Zhu et al. (25), en 257 pacientes con infeccién
confirmada por SARS-CoV-2, encontraron con PCR mul-
tiple un 94% (n=242) de coinfecciones principalmente
con S. pneumoniae, K. pneumoniaey H. influenzae; la mayo-
ria de éstas ocurrian 1-4 dias después de la infeccién por
SARS-CoV-2 y se correlacionaban con mayor severidad
del cuadro. Kreitmann et al. (26) también demostraron
la utilidad del PP en pacientes con SARS-CoV-2: sobre 47
pacientes detectaron coinfecciones bacterianas en 27%
(n:13); en 12 de estos casos con el PP y en uno solo con
cultivo cuantitativo.

Varios autores hallaron una mayor cantidad de resul-
tados positivos con diversas PCR en comparacién con
el cultivo de muestras de vias respiratorias bajas (8) (9)
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(10) (14) (18) (27). Holter et al. (9) utilizaron una PCR
cuantitativa para bacterias (punto de corte de 10° UFC/
mL) y cualitativa para virus y Legionella spp. a partir de
muestras de esputo; sobre 267 pacientes con diagnéstico
de neumonia de la comunidad hallaron al agente etiolo-
gico en 63% (n=167) de los casos y en 26% se documen-
taron coinfecciones, en 28% (n=75) se detect6 una sola
bacteria, en 15% (n=41) un solo virus y en 19% (n=51)
virus con bacterias; las coinfecciones mas frecuentes co-
rrespondieron a S. pneumoniae con virus de influenza o
con rinovirus. Por otro lado, el diagnéstico convencional
(cultivo, serologia y antigeno urinario para neumococo
y L. pneumophila) logré identificar al agente etiologico en
el 48% de los casos y la PCR incrementé el diagnostico
en un 15% en total, con 5% de aumento con respecto a
bacterias, 19% a virus y 16% en coinfecciones. Johanson
et al, (10) sobre 128 pacientes con neumonia de la comu-
nidad compararon el cultivo de esputo para neumococo
con la deteccion del gen ply (neumolisina) realizando
PCR en tiempo real y encontraron con esta metodologia
un 27% (n=34) de resultados positivos y 17/34 (50%)
de éstos tenian cultivo negativo (el 82% con tratamiento
antibiotico), en tanto que el cultivo fue positivo en 19
casos (15%) y 16 (84%) de éstos tenian PCR positiva.
Stralin e al. (27) sobre 112 pacientes con neumonia de
la comunidad documentaron la etiologia por neumoco-
co por medio del cultivo de esputo en 32% (n=36) en
comparacién con 53% (n=55) con PCR. Gadsby et al. (8)
también analizaron pacientes con neumonia de la comu-
nidad y obtuvieron resultados positivos con el cultivo de
esputo para bacterias en el 39,3% (n=127) de los casos,
en 81% (n=262) con PCR cualitativa y en 71% (n=231)
con PCR cuantitativa (punto de corte 10° UFG/mL), lo
que indica la necesidad de usar esta tltima para diferen-
ciar infecciéon de colonizacion. Jamal e/ al. (18) usaron
una PCR multiple (Curetis Unyvero, EE.UU.) para el diag-
nostico de neumonia nosocomial y sobre 49 pacientes
en comparacion con el cultivo, encontraron mas de una
bacteria en 27 (55%) con PCRy en 4 (8%) con cultivo.
Este equipo también es capaz de detectar 22 genes de re-
sistencia y llevo a cambios en el tratamiento empirico en
33 (67%) de los casos en 5-6 h. El tiempo para obtener
un resultado fue de 4,3 h pero los resultados no fueron
cuantitativos por lo que es posible que se haya sobrees-
timado la presencia de algunos colonizantes de las vias
respiratorias superiores.

Las publicaciones previamente mencionadas coinci-
den con nuestros resultados en cuanto al incremento
en la deteccion con distintas PCR multiples en compa-
racion con el cultivo bacteriano. Uno de los principales
problemas para dilucidar las discrepancias entre distin-
tos métodos es que no existe un “patron de oro” para el
diagnoéstico de neumonia. Por esto podrian plantearse
distintas posibilidades que van desde resultados falsa-
mente positivos de la PCR hasta resultados falsamente
negativos de los cultivos, debidos a una menor sensi-



bilidad de deteccion, a la pérdida de viabilidad de al-
gunos aislados bacterianos, al enmascaramiento por
otros agentes bacterianos colonizantes de crecimiento
mas rapido o mds mucosos o a tratamientos antibioticos
concomitantes. El médico debera tomar una decision
en base a la gravedad del cuadro como asi frente a los
factores de riesgo y enfermedad de base que presente
cada paciente particular en el momento del diagnoés-
tico. La situacion inversa, es decir que el cultivo sea
positivo y la PCR negativa es mucho menos probable y
se debe en su gran mayoria a microorganismos no in-
cluidos en la base de datos de los equipos comerciales.
En el PP, por ejemplo, no estan considerados microor-
ganismos como SARS-CoV-2, M. tuberculosis, Pneuwmocys-
tis jirovecii, Nocardia spp., Rhodococcus equi, Burkholderia
cepacia, Stenotrophomonas maltophilia, hongos de micosis
endémicas ni Aspergillus spp. En la experiencia de estos
autores, con el PP se detect6 significativamente mayor
nuamero de S. pneumoniae, H. influenzae, M. catarrhalis,
S. aureus y S. agalactiae y también, aunque no alcanz6
a ser significativo, mayor namero de K. pneumoniae, E.
cloacae, E. coli, S. marcescens, P. aeruginosay K. oxytoca. El
principal microorganismo no detectado por el PP fue
S. maltophilia, debido a que no se encuentra en la base
de datos del sistema. Ademas, 4 aislados del complejo
A. bauwmannii tampoco fueron detectados por el PP; esto
altimo podria deberse a la diversidad de especies in-
cluidas en ese complejo. Los recuentos obtenidos por
el PP estuvieron entre 1y 3 diluciones mayores que las
del QC. Se debe considerar que con el PP se detectan
copias/mL de un gen lo que podria corresponder a
ADN de bacterias no viables por diversos motivos (con-
servacion de la muestra, antibioticos, etc.) en tanto que
el cultivo indica UFC/mL de bacterias viables.
También son coincidentes los presentes datos con
los de otros autores (18) (29) en cuanto al impacto en
el cambio terapéutico generado por el resultado rapido
obtenido en 1 h a partir de las muestras respiratorias.
Este impacto no solo se refiere a la identificacion del
microorganismo responsable del proceso infeccioso,
sino también a la deteccion de mecanismos de resis-
tencia critica que podrian llevar al fracaso terapéutico
de no mediar un cambio en la conducta médica. Nue-
vamente, se detectaron mas agentes bacterianos con
mecanismos de resistencia (principalmente CTX-M y
carbapenemasas) por el PP que por métodos fenotipi-
cos. Lo contrario no ocurrio, lo que implica que el PP
podria ser una herramienta fundamental para reducir
el espectro antibacteriano asi como también para fun-
damentar el uso de esquemas de mayor espectro, costo
y toxicidad frente a la detecciéon de cepas multirresis-
tentes. La discrepancia podria deberse a que los genes
de resistencia podrian no estar expresados o bien a que
la concentracion inhibitoria minima (CIM) obtenida in
vilro podria corresponder a la categoria de sensibilidad,
porque la cepa podria necesitar ademds de otros me-
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canismos adicionales de resistencia como eflujo o im-
permeabilidad (bacilos gram negativos) para volverse
resistente. En 2 casos se detect6 la presencia del gen
mecA/C pero el mismo no pudo ser confirmado fenoti-
picamente, lo que podria explicarse por la presencia de
subpoblaciones o de resistencia heterogénea no detec-
tada a partir del cultivo.

Otra ventaja que presenta el PP es la utilidad en la
detecciéon de microorganismos que habitualmente pre-
sentan dificultades para ser diagnosticados en muestras
respiratorias como M. pneumoniae, C. pneumoniaey L. pneu-
mophila; estos autores documentaron dos casos de le-
gionellosis autéctonos, uno solo con antigeno urinario
positivo, que llevaron a adecuar la terapia desde el co-
mienzo. Shimada et al. (28) publicaron un metaanalisis
de 30 estudios que usaron seis metodologias diferentes
(caseras y comerciales) para la busqueda de antigeno
urinario y hallaron una sensibilidad del 74% y una
especificidad del 99% para el serogrupo de Legionella
pneumophila, en tanto que en una revision sistemdtica
de la literatura (38 estudios y 653 pacientes), Avni et al.
(12) encontraron una sensibilidad del 97,4% y una es-
pecificidad del 98,6% con la PCR con un incremento
en el diagnéstico del 18-30% con respecto al antigeno
urinario.

El diagnoéstico molecular si bien presenta alta sensi-
bilidad y especificidad debe ser realizado e integrado
con la microbiologia tradicional porque por un lado
la coloracion de Gram permite, pese a su sensibilidad
cuestionable, decidir a qué muestras, acorde a su cali-
dad citologica, vale la pena hacer este tipo de examen
y por otro lado, el cultivo es necesario para conocer la
CIM del agente infeccioso y ajustar los tratamientos en
funcién a los parametros de pK-pD (29).

Las limitaciones del estudio fueron, en primer lugar
que en la mayoria de los centros no se pudo corroborar
la deteccion de agentes virales, M. pneumoniae, L. pneu-
mophila ni de C. pneumoniae por un segundo método de
PCR y en segundo lugar, hay que tener en cuenta a los
microorganismos no incluidos en la base de datos y que
fueron mencionados previamente.

El sistema de FilmArray® (BioFire, Salt Lake City,
EE.UU.) con su PP presenta alta sensibilidad y especifi-
cidad en la identificacién de microorganismos respon-
sables de neumonia asi como en la detecciéon de genes
de resistencia critica y puede tener un importante im-
pacto en la decision sobre cambios terapéuticos cuando
estos resultados son comunicados inmediatamente al
programa de gerenciamiento racional de antibioticos
(Antimicrobial Stewardship o PROA).
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