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CAPITULO |

RESUMEN

Neumonia continda siendo un problema que afecta a todas las poblaciones
en todo el mundo. Sin embargo, una poblacién especialmente afectada incluye a
los pacientes con inmunocompromiso en quiénes continla siendo la causa mas
importante de infeccion. El manejo en este grupo de pacientes generalmente es
agresivo de forma empirica por lo que es importante el diagnéstico temprano para

dar manejo especifico y evitar uso de antibioticoterapia de amplio espectro.

Actualmente existen 7 paneles multiples aprobados por la Administracion
de Comida y Medicamentos de Estados Unidos (FDA) para la deteccion e
identificacion de >5 patdgenos. Los paneles multiples de PCR permiten la
amplificacion de diversos acidos nucleicos en una sola reaccién por lo cual es un
método ideal para la deteccion de mdltiples patdégenos, particularmente en el
tracto respiratorio inferior. FilmArray permite disminuir el nGmero de muestras
clinicas en las que no se logra identificar patbgeno de un 63% en pruebas
convencionales a 19% (p<0.0001). La correlacién positiva en la identificacion de
patégenos identificados por pruebas convencionales y FilmArray es >90%. La
implementacion del FilmArray disminuye el tiempo para detectar virus, ademas
logra detectar agentes virales que no pueden ser detectados por métodos

convencionales.



FilmArray® (BioFire® Diagnostics, Utah, USA, propiedad de bioMérieux)
es un dispositivo pequefio, de escritorio con identificacion automatizada de PCR
multiple. EI Panel de Neumonia de FilmArray® fue aprobado por la FDA en abril
del 2018 y logra detectar 15 bacterias, 8 virus, 3 bacterias atipicas y 7 genes de
resistencia antimicrobiana. La prueba se realiza en un sistema cerrado y requiere

de 2 minutos de trabajo manual y 65 minutos de tiempo en el dispositivo.

Por lo tanto, se decidio realizar el estudio para realizar panel de PCR
multiple y evaluar la aplicacion en pacientes inmunocomprometidos para

deteccion de organismos respiratorios.

En este estudio se planea demostrar que el Biofire FilmArray LRTIP es util
para el diagndstico microbiolégico en pacientes inmunosuprimidos con sospecha
de neumonia. El estudio incluira pacientes internados en cualquier area del
Hospital Universitario con sospecha de neumonia ya sea adquirida en la

comunidad, intrahospitalaria 0 asociada a ventilacion.

El estudio demuestra el desempefio de FilmArray® LRTIP en pacientes
inmunocomprometidos con diagndéstico de neumonia. La tasa de positividad para
FilmArray® LRTIP fue significativamente mayor en comparacion con el cultivo
convencional. Esto demuestra el mayor rendimiento diagndéstico que tiene la

prueba para la identificacion de patégenos.



En nuestro estudio el 33.9% de los médicos tratantes no hizo cambios en
el antibiotico indicado, sin embargo, un 54.8% realiz6 modificaciones importantes
en el manejo del paciente en menos de 24 horas debido a que el 30.6% escal6
el tratamiento indicado y el 24.2% suspendié o descal6 el antibiético, lo cual
pudiera considerarse un porcentaje importante para el programa de optimizacién

de antibidticos.



CAPITULO Il

INTRODUCCION

ANTECEDENTES

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), de las 56.9
millones de defunciones que ocurrieron en el 2016, mas de la mitad (54%) fueron
debido a 10 principales causas; de estas la neumonia es la cuarta causa global

de defuncién, con 3.0 millones muertes asociadas.?

En pacientes con sospecha de neumonia adquirida en la comunidad
(NAC), los patogenos bacterianos tipicos y atipicos pueden causar cuadros
clinicos graves. En un estudio se demostré que unicamente 60% de los pacientes
logran dar muestra de expectoracion, de los cuales solamente en un 28% de las
muestras fueron adecuadas para realizarse tinciéon de gram.? A pesar de lo
anterior, debido a la importancia en el rendimiento diagnostico y costo-
efectividad, las guias de la Sociedad de Enfermedades Infecciosas de América
(IDSA) recomiendan gque siempre debe obtenerse un cultivo de expectoracion,
tomando en cuenta los detalles preanaliticos y de procesamiento de la muestra.®

Los patdégenos mas frecuentemente detectados por pruebas microbiolégicas
4



convencionales (hemocultivo, cultivo de expectoracion, cultivo de lavado
broncoalveolar, antigeno urinario de Legionella, antigeno urinario de neumococo,
serologia de fase aguda para Chlamydophila pneumoniae, Mycoplasma
pneumoniae y Legionella spp.) son Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus

aureus, virus Influenza y Pseudomonas aeruginosa.*

A pesar de los intentos de prevenir las causas que llevan a desarrollar
neumonia intrahospitalaria (NIH) y neumonia asociada a ventilador (NAV), éstas
continban siendo complicaciones intrahospitalarias frecuentes. Ambas
complicaciones se encuentran entre las principales infecciones intrahospitalarias
(21.8%). Los patogenos que con mayor frecuencia se aislan son Staphylococcus
aureus 16.4%, Pseudomonas aeruginosa 12.7% Yy Klebsiella pneumoniae o K.
oxytoca 11.8%.° Para el diagndéstico de NAV, las guias IDSA recomienda toma
de muestras no invasivas (aspirado traqueal) con cultivos semicuantitativos, en
lugar de tomar muestras invasivas (lavado broncoalveolar) con cultivos
cuantitativos. En pacientes con sospecha de NIH también sugiere que debe
tratarse de obtener muestras respiratorias para cultivo, pero igualmente sugiere
se trata de muestras no invasivas (expectoracién) en lugar de muestras
invasivas. Asi mismo, la misma guia reconoce el riesgo de presentar resultados
falsos positivos relacionado con contaminacion oral, sin embargo, el beneficio
potencial que ofrece el realizar cultivos de muestras invasivas no sobrepasa los

riesgos.®



Los factores de riesgo descritos para NAV multi-drogorresistente (MDR)
son el uso de antibidticos intravenosos en los ultimos 90 dias, >5 dias de
hospitalizacion previo a la NAV, choque séptico al momento de presentar la NAV,
sindrome de insuficiencia respiratoria aguda (SIRA) previo a la NAV y terapia de

reemplazo renal previo a la NAVS.

Cardosos et al encontraron que el 28% de las NAC o asociada a cuidados
de la salud eran MDR, de los cuales 85% fueron Gram negativos (MDR-GN) y
33% pertenecientes al grupo ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter spp.). Los factores de riesgo asociados fueron la edad
avanzada, hospitalizacion en el Ultimo afio, uso previo de antibiéticos y un indice
de Karnofsky >70 puntos. Pacientes con infecciébn por un patdogeno MDR
presentaban mayor riesgo de tratamiento antibiético no adecuado (44% en el
grupo MDR-GN y 61% en el grupo ESKAPE).” Excluyendo esos grupos
especificos, la prescripcion de antibioticoterapia usualmente es considerada

apropiada.®

En relacion con lo previamente mencionado, la identificacién adecuada del
patdégeno causal tiene un impacto clinico para la realizaciéon de estudios
diagndsticos complementario, ajuste de tratamiento antibiético/antiviral, asi como
necesidad de hospitalizacion. Sin embargo, las pruebas convencionales para
identificacibn microbiolégica usualmente requieren de varios dias. Actualmente

existen métodos moleculares, especificamente la reaccion en cadena de la
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polimerasa (PCR) que permite extender el rango de patdgenos que pueden
identificarse en el laboratorio y disminuir el tiempo de espera de identificacion.
Pruebas de PCR para enfermedades infecciosas oscila entre la identificacion de

un solo patdégeno hasta identificacion multiple por grupos de patégenos.®

Las bacterias que identifica el panel son Acinetobacter calcoaceticus-
baumannii complex, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae complex,
Escherichia coli, Haemophilus influenzae, Klebsiella oxytoca, Klebsiella
pneumoniae group, Moraxella catarrhalis, Proteus spp., Pseudomonas
aeruginosa, Serratia marcescens, Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus pneumoniae y Streptococcus pyogenes. De las 15

bacterias que logra identificar, 7 pertenecen al grupo ESKAPE.

S. aureus es un coco gram positivo que desde los 60s se han reportado
cepas con resistencia a meticilina (SARM)!° y actualmente hasta un 2% de las
personas se considera portador asintomatico.! El fenotipo de resistencia se debe
a la adquisicion del gen mecA que codifica para la proteina fijadora de penicilina
(PBP) PBP2a, que posee baja afinidad por los beta-lactamicos.'? S. aureus es
una causa frecuente de neumonia, sin embargo, los hemocultivos resultan

positivos en un 25% de los casos.®

K. pneumoniae es un bacilo gram negativo usualmente encapsulado
perteneciente a la familia Enterobacteriaceae. En los ultimos afios, las especies

de Klebsiella han adquirido mecanismos de resistencia, principalmente enzimas
7



denominadas beta-lactamasas que logran inactivar antibioticos betalactamicos
como penicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos.* La adquisicion de estos
mecanismos de resistencia se debe a genes que codifican para dichas

carbapenemasas como es KPC y NDM. 1516

A. baumannii es un cocobacilo gram negativo no fermentador. En la
actualidad es resistente a la mayoria de los betalactdmicos relacionada a
diversas betalactamasas plasmidicas de amplio espectro, especialmente
carbapenemasas.!’ Dichas carbapenemasas suelen ser codificadas por genes

como VIM, IMP y OXA.1®

P. aeruginosa es un bacilo gram negativo no fermentador. Se trata de una
bacteria con resistencia intrinseca a maltiples antibiéticos!’ Sin embargo también
puede presentar mecanismos de resistencia adquirida con carbapenemasas
como KPC, VIM e IMP, lo que lleva a presencia de Pseudomonas resistente a

carbapenémicos.®®

Enterobacter spp. son bacilos gram negativos, en ocasiones pueden ser
encapsuladas. Muchas cepas de Enterobacter presentan mecanismos de
resistencia importante como betalactamasas de espectro extendido (BLEE) y

carbapenemasas asociadas a presencia de VIM, OXA, IMP y KPC.%®

Aunque no pertenecen al grupo ESKAPE, Serratia marcescens es un

bacilo gram negativo perteneciente a la familia Enterobacteriaceae y también
8



toma importancia debido a que algunas cepas pueden presentar BLEE vy

carbapenemasas, la principal asociada es SME-1.

Proteus spp. también es un bacilo gram negativo que forma parte de la
familia Enterobacteriaceae, es usualmente asociado a infecciones adquiridas en
la comunidad. Proteus tiene la capacidad de adquirir mecanismos de resistencia

con enzimas BLEE principalmente asociadas a presencia de gen TEM.8

E. coli es un bacilo gram negativo que igualmente pertenece a la familia
Enterobacteriaceae que usualmente puede presentar un fenotipo sensible a
todos los betalactimicos'® sin embargo puede adquirir mecanismos de
resistencia con producciéon de enzimas BLEE?® y en algunos reportes, produccion

de carbapenemasas VIM e IMP.%®

S. pneumoniae es un coco gram positivo, ha sido tradicionalmente la
principal causa de NAC, causando el 95% de las neumonias en la era pre-
antibiético.?r Aunque neumococo sigue siendo el mas frecuentemente
identificado como causa de NAC, la frecuencia en la que se implica como agente
causal ha disminuido.?? Los cultivos de esputo pueden resultar positivo en >80%
de los casos cuando la muestra es adecuada y se obtiene en menos de 12 horas
del inicio de antibioticoterapia, los hemocultivos resultan positivos Unicamente en

un 20 — 25% de los pacientes.?



H. influenzae es un cocobacilo gram negativo que puede estar
encapsulado (tipificable) o no encapsulado (no tipificable). La epidemiologia ha
cambiado desde la introduccion de la vacuna en 1990. Actualmente es la forma
no tipificable la causa de la mayoria de los casos.?® Es una causa importante de
neumonia, principalmente en adultos mayores y pacientes con neumopatia de

base (fibrosis quistica, enfermedad pulmonar obstructiva crénica [EPOC]).

M. catarrhalis es un coco gram negativo reconocido como una causa
menos comun de neumonia, sin embargo, se asocia con mayor frecuencia
igualmente en adultos y pacientes con alguna forma de neumopatia que lo

predisponga.??

S. agalactiae es un coco gram positivo perteneciente al grupo B. En
adultos afecta a aquellos que presentan comorbilidades (diabetes mellitus,
obesidad, enfermedad cardiovascular) y es usualmente causa de bacteriemia,

neumonia e infecciones de piel y tejidos blandos.?*

S. pyogenes es un coco gram positivo perteneciente al grupo A.
Actualmente es una causa rara de neumonia siendo asociada esporadicamente
a infeccion post-influenza, afecta principalmente a adultos mayores y/o con
comorbilidades. La importancia de este patdgeno es que puede tener una alta

tasa de mortalidad.?®
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Las bacterias atipicas identificadas por el panel son Legionella
pneumophila, Mycoplasma pneumoniae y Chlamydophila pneumoniae.
Legionella pneumophila causa 1 — 10% de las NAC y afecta usualmente a
pacientes adultos mayores, comorbilidades.?® Una de las pruebas que existen
para su identificacion es ELISA para antigeno de Legionella en orina el cual es
positivo en 74% de los pacientes, con sensibilidad incrementada en los pacientes
con mayor gravedad.?? M. pneumoniae es una de las causas de NAC atipica cuya
magnitud verdadera se desconoce, se estima que ocasiona 1 — 10 casos por
cada 50 NAC.?” C. pneumoniae al igual que M. pneumoniae se encuentra
subdiagnosticada por lo que el nimero de casos anuales se desconoce.?® El
motivo de que se desconozca la frecuencia de estos agentes es debido a que las

pruebas diagndsticas serolégicas no son fidedignas.??

El panel también identifica diversos agentes virologicos como Influenza A,
Influenza B, Adenovirus, Coronavirus, virus Parainfluenza, virus Sincitial

Respiratorio, Human Rinovirus/Enterovirus humano, Metapneumovirus humano.

Virus de Influenza A o B son causas comunes de infeccidn respiratoria
aguda que ocurre de forma epidémica en todo el mundo en la temporada de
invierno. En la temporada 2017 — 2018 el Centro de Control y Prevencion de
Enfermedades de EUA (CDC) reporté 49 millones de casos con mayor afeccion

en adulos, sin embargo, mayor hospitalizaciéon y mortalidad en adultos mayores.?°

11



Del virus de Parainfluenza existen 4 tipos (1 al 4) de los cuales los tipos 1
y 2 se asocian a croup en nifios, el tipo 3 puede asociarse a bronquiolitis,
bronquitis y neumonia, por ultimo, el tipo 4 usualmente no se reconoce, pero
puede causar infecciones leves a severas. Se trata de un patdégeno importante
en adultos con inmunocomprometidos debido a que puede causar neumonias

severas con alta tasa de mortalidad.°

El virus sincitial respiratorio pertenece a la familia de los paramixovirus.
Tradicionalmente se asocia a infecciones en nifios, sin embargo, puede causar
NAC en adultos, particularmente en aquellos con algun estado de

inmunocompromiso y adultos mayores.3!

Los adenovirus son virus que mas comunmente causas infecciones de las
vias respiratorias. Existen mas de 50 tipos diferentes. Las personas que mas se
encuentran en riesgo para desarrollar infeccion severa son aquellos que

presentan algun tipo de inmunocompromiso.3?

Coronavirus son virus denominados asi por su apariencia con picos en la
superficie que aparenta una corona. Existen 4 subgrupos importantes (alfa, beta,
gamma y delta), posteriormente emergieron 2 nuevos denominados MERS-CoV
y SARS-CoV que se asocian a enfermedad severa, sin embargo, estos ultimos 2

subgrupos no son reconocidos por el FilmArray actual.®3

12



Metapneumovirus humano pertenece a la familia de los paramixovirus. Es
un patdgeno emergente que causa NAC en adultos mayores y se sobrepone con

la temporada de influenza y de virus sincitial respiratorio.3*

Rinovirus/Enterovirus son de los virus mas comunes que afectan al ser
humano y se encuentran implicados en el 30 — 50% de las infecciones
respiratorias agudas. Algunos expertos cuestionan el rol de los rinovirus en la
patogénesis de neumonia. En el estudio EPIC se identifico en un 9% de los
pacientes con NAC que requirieron hospitalizarse con mayor incidencia en
adultos mayores, sin embargo, es importante sefialar que el estudio que se les

realizé fue hisopado nasal/orofaringeo.®

Ademas, el panel logra identificar genes de resistencia de importancia
clinica como la CTX-M perteneciente a las BLEE, carbapenemasas como KPC,
NDM, Oxa48-like, VIM e IMP. También genes para resistencia a que es el gen

mecA/mecC y MREJ.

ANTECEDENTES DIRECTOS

Actualmente existen 7 paneles multiples aprobados por la Administracion
de Comida y Medicamentos de Estados Unidos (FDA) para la deteccion e
identificacion de >5 patégenos.®® Los paneles mdltiples de PCR permiten la
amplificacion de diversos acidos nucleicos en una sola reaccién por lo cual es un

método ideal para la deteccion de multiples patégenos, particularmente en el

13



tracto respiratorio inferior. FilmArray permite disminuir el nimero de muestras
clinicas en las que no se logra identificar patbgeno de un 63% en pruebas
convencionales a 19% (p<0.0001). La correlacion positiva en la identificacion de
patdgenos identificados por pruebas convencionales y FilmArray es >90%. Los 2
patdgenos en donde se observé menor correlacion fueron virus Parainfluenza 1
(55%) y Metapneumovirus humano (67%).° La implementacion del FilmArray
disminuye el tiempo para detectar virus, ademas logra detectar agentes virales
gue no pueden ser detectados por métodos convencionales. Esta identificacién

causa un impacto en el uso y duracién de antibiéticos.837-3°

Se ha sugerido que pacientes inmunocomprometidos pueden beneficiarse
con el uso de los paneles de PCR multiple, debido a que identifica patdbgenos
poco comunes, por lo cual pudiera justificar su uso en comparacion con pacientes

por lo demas sanos.*°

FilmArray (BioFire Diagnostics, Utah, USA, propiedad de bioMérieux) es
un dispositivo pequefo, de escritorio con identificacion automatizada de PCR
multiple. ElI sistema molecular incluye extraccion automatizada de acidos
nucleicos, un paso inicial de transcripcion inversa y realizacion de PCR mudltiple,
seguido de andlisis en curvas.® El Panel de Neumonia de FilmArray fue aprobado
por la FDA en abril del 2018 y logra detectar 15 bacterias, 8 virus, 3 bacterias
atipicas y 7 genes de resistencia antimicrobiana. La prueba se realiza en un
sistema cerrado y requiere de 2 minutos de trabajo manual y 65 minutos de

tiempo en el dispositivo.
14



El objetivo de este estudio es evaluar la aplicacion del Panel de Neumonia
FilmArray para la deteccion de organismos respiratorios en pacientes

inmunocomprometidos.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En nuestro hospital el abordaje que se hace a los pacientes con
sospecha de neumonia ya sea NAC, NIH o NAV es toma de muestra respiratoria
(expectoracion, aspirado traqueal, lavado broncoalveolar) para cultivo el cual se

procesa para identificacion con métodos convencionales.

Como ya revisamos, el problema de la utilizacion de los métodos
convencionales es el tiempo que se tarda en obtener resultado, riesgo de obtener
un resultado negativo, no se logra identificar bacterias atipicas o agentes virales.
Por lo tanto, se decidio realizar el estudio para realizar panel de PCR multiple y
evaluar la aplicacion en pacientes inmunocomprometidos para deteccion de

organismos respiratorios.

JUSTIFICACION

Lograr identificar al patdgeno causal, asi como la presencia o ausencia de
genes de resistencia asociado en el caso de agentes bacterianos, pudiera tener

un impacto clinico en ajuste de antibioticoterapia o el retiro en caso de no ser
15



necesario. Ademas de lograr identificacion de los principales agentes causales

de neumonia en inmunosuprimidos para motivos estadisticos.

16



CAPITULO Il

HIPOTESIS

HIPOTESIS NULA

El Biofire FilmArray LRTIP no es util para el diagndstico microbiologico en

pacientes inmunosuprimidos con sospecha de neumonia.

HIPOTESIS ALTERNA

El Biofire FilmArray LRTIP es util para el diagnéstico microbiolégico en

pacientes inmunosuprimidos con sospecha de neumonia.

17



CAPITULO IV

OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL

Evaluar la capacidad diagnoéstica del Biofire FilmArray LRTIP para el
diagnostico microbiolégico en pacientes inmunosuprimidos con sospecha de

neumonia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Describir los agentes causales de neumonia en pacientes inmunosuprimidos.

Determinar la frecuencia y tipo de infecciones virales en pacientes

inmunosuprimidos con neumonia.

Determinar la frecuencia de infecciones causadas por 1 o mas patdgenos.

18



CAPITULO V

MATERIAL Y METODOS

Estudio retrospectivo, descriptivo, observacional y transversal.

POBLACION DE ESTUDIO
Pacientes internados en cualquier area del Hospital Universitario con
sospecha de neumonia ya sea adquirida en la comunidad, intrahospitalaria o

asociada a ventilacion en el periodo febrero a julio del 2019.

CRITERIOS DE SELECCION

CRITERIOS DE INCLUSION

Adultos con por lo menos 2 0 mas signos y sintomas relacionados a neumonia:
Tos (nueva o progresiva)
Fiebre (por lo menos 38°C en las dltimas 24 horas previo a la inclusion)
Disnea
Leucocitosis (>11K)
Dolor pleuritico

MAS por lo menos 1 de los siguientes hallazgos radiograficos:

19



Infiltrado nuevo o progresivo (difuso o localizado)

Patron miliar

Derrame paraneumonico asociado a infiltrado sugestivo de neumonia.
MAS inmunosupresién definida por 1 de los siguientes:

VIH positive con CD4 <250 células o sospecha / confirmacion de alguna

enfermedad definitoria de SIDA o pacientes con sospecha de estar

presentando sindrome inflamatorio de reconstitucién inmune.

Pacientes recibiendo prednisona por lo menos en las Ultimas 4 semanas a

una dosis minima de 10mg (o equivalente).

Pacientes trasplantados (6rgano solido o médula 6sea)

Pacientes con enfermedad reumatoldgica sin tratamiento o de reciente

diagnostico

Pacientes neutropénicos secundario a quimioterapia, enfermedad de

médula 6sea o0 alguna otra causa.

Pacientes con uso reciente (<6 meses) de anticuerpos monoclonales por

enfermedad reumatoldgica, neoplasica o inflamatoria.

Pacientes tratados con metrotexate, ciclofosfamida, azatioprina o en los

ultimos 3 meses.

Pacientes con inmunodeficiencia combinada severa.

Enfermedad granulomatosa crénica.

Pacientes diabéticos con glucosa descontrolada cronica definido por una

HbAlc >9% o >200mg/dL en las dltimas 24 horas.

Otras causas o factores que de acuerdo con la opinidon del investigador

principal pudieran ser causas de inmunosupresion.
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Internados en el periodo febrero a julio 2019.

CRITERIOS DE EXCLUSION

Absceso pulmonar

Pacientes con historia de tuberculosis pulmonar o coccidiodomicosis

Pacientes con contraindicacion de toma de muestra (SIRA severo, hemorragia

respiratoria grave o incontrolable, etc).

CRITERIOS DE ELIMINACION
Pacientes que no deseen participar al no entregar muestra de secesion

respiratoria.

MATERIAL Y METODOS

MUESTRA POBLACIONAL

Pacientes internados en cualquier area del Hospital Universitario con

sospecha de neumonia ya sea adquirida en la comunidad, intrahospitalaria o

asociada a ventilacion.

CALCULO DEL TAMANO DE LA MUESTRA

Estimando un incremento de 30% sobre la capacidad establecida en la

literatura (aproximadamente 30%) con un error alfa 0.05 y beta 0.2 se requieran
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54 pacientes. Asumiendo un 10% de fallas técnicas se tomaron 60 pacientes

Ccomo un minimo.

ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico utilizaremos medidas de tendencia central
y estadistica descriptiva e inferencia. Las variables continuas se expresaran en
medias y desviaciones estandar y se analizaran por prueba T-student o Wilcoxon
sum test segun su distribucion. Las variables dicotomias las analizaremos por

medio de Chi cuadrada o prueba exacta de Fisher.

Tomaremos un valor de p <0.05 como estadisticamente significativo. La

informacion se pasara a una base de datos en SPSS version 23.

VARIABLES DEL ESTUDIO

Variable dependiente: Resultado del panel respiratorio, resultado del

cultivo de la muestra respiratoria.

Variable independiente: Edad, género, antecedentes médicos que le

condicionan inmunosupresion.

Variable de confusiéon: Tipo de muestra obtenida, uso previo de

antibidticos.
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PLAN DE ANALISIS

Se seleccionara a los pacientes que cumplan los criterios de inclusién para toma
de muestra respiratoria la cual puede ser expectoracion, aspirado traqueal o
lavado broncoaleveolar.

Se enviara la muestra a laboratorio en un periodo no mayor a 2 horas.

En caso de ser expectoracion, se revisara la calidad de la muestra que cumpla
los criterios de Murray (<10 células epiteliales y >25 polimorfonucleares).

Se realizara cultivo de la muestra por métodos convencionales.

Se procesara la muestra en FilmArray de acuerdo con la metodologia establecida
por bioMérieux.

En caso de obtener crecimiento en los cultivos, se realizara identificacion por

MALDI-TOF.

CONSIDERACIONES ETICAS

Los expedientes y la base de datos seran revisados y analizados
anicamente por miembros pertenecientes al equipo de trabajo del protocolo de
investigacion.

Los resultados seran almacenados en una carpeta con identificacion del
protocolo y Unicamente sera de acceso para el personal del equipo de trabajo del
protocolo de investigacion.

El estudio incluye poblaciones vulnerables cuyos datos seran protegidos,
Su acceso estard limitado al equipo de trabajo del protocolo de investigacion.

Los datos seran utilizados Unicamente para los propésitos explicados en

el protocolo y no seran transferidos a otras personas.
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CAPITULO VI

RESULTADOS

En febrero del 2019 se empezd a analizar estudios para muestras
respiratorias con FilmArray. Durante los 5 meses que durd el estudio se
analizaron un total de 72 muestras que cumplian los criterios de inclusion de las
cuales 9 no presentaron vacio, 1 prueba se utilizé para muestra no respiratoria y
en 4 el resultado fue invalido; por lo cual, la tasa general de éxito en el
funcionamiento de la prueba fue de 93.5% (58/62). De las 58 muestras que se
procesaron correctamente, 8 resultaron negativos, 9 paneles registraron
Unicamente patégenos virales, 2 paneles registraron Unicamente bacterias
atipicas y 39 paneles se logr6 identificar por lo menos 1 patégeno piégeno.

(Figura 1).
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Figura 1. Diagrama de muestras analizadas.

Muestras elegibles (n=72)

Eliminadas
- No presentaron vacio
(n=9) —

- Muestra no respiratoria
(n=1)

Muestras analizadas por
Biofire (n=62)

Biofire resultado invalido | |
(n=4)

Patbgenos virales

Negativos (n=8) Unicamente (n=9)

Patdgenos atipicos (n=2) Patogenos piégenos (n=39

La mayoria de las muestras fueron obtenidas de pacientes masculinos que
femeninos (53.2% [33/62] y 46.8% [29/62], respectivamente). En general, el
estudio incluyé muestras de adultos jévenes: 41.9% se encontraban en el grupo
de 16 a 40 afios, 35.4% tenian de 41 a 60 afios y Unicamente el 22.5% de la
poblacién estudiada era mayor a 60 afios. La mayor parte de las muestras se
obtuvieron en pacientes hospitalizados en el area de terapia intensiva y medicina
interna (41.9% [26/62] y 38.7% [24/62], respectivamente) en comparacion con las

obtenidas en el departamento de urgencias que fue Unicamente el 12.9% (8/62).
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Tabla 1. Caracteristicas demograficas generales de la poblacion.

Caracteristica de los pacientes
Género femenino

N=62(%)
29 (46.8%)

Edad, afos
16 — 40 26 (41.9%)
41 - 60 22 (35.4%)
>60 14 (22.5%)

Comorbilidad
Diabetes Mellitus 19 (30.6%)
VIH 10 (16.1%)
Enfermedad pulmonar cronica | 7 (11.2%)
Enfermedad hematoldgica 6 (9.6%)
Neoplasia sélida 4 (6.4%)
Enfermedad reumatoldgica 3 (4.8%)
VHC 2 (3.2%)
Embarazo 2 (3.2%)
Otros 8 (12.9%)

Area de internamiento

Terapia intensiva

26 (41.9%)

Medicina interna

24 (38.7%)

Urgencias 8 (12.9%)

Cirugia 4 (6.4%)
Tipo de Neumonia

NAC 39 (62.9%)

NAV 13 (20.9%)

NIH 6 (9.6%)

Neumonia por broncoaspiraciéon | 3 (4.8%)

Uso de antibioticos profilacticos

14 (22.5%)

Uso de antibioticos previo al
ingreso

17 (27.4%)

Uso de antibidticos
intrahospitalarios

57 (91.9%)

Cambio de antibiotico

No 21 (33.9%)
Escalar 19 (30.6%)
Suspension 8 (12.9%)
Descalar 7 (11.3%)
Inicio 0 (0%)
Defuncion 20 (32.2%)

VIH virus de inmunodeficiencia humana; VHC
virus de hepatitis C; NAC neumonia adquirida en

la comunidad;

NAV neumonia asociada a

ventilador; NIH neumonia intrahospitalaria
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De todas las muestras recibidas, 85.4% fueron obtenidas por métodos no
invasivos (aspirado traqueal 51.6% [32/62] y esputo 33.8% [21/62]) y Unicamente
el 14.5% fueron de muestras invasivas (LBA [9/62]), como se muestra en la Tabla
3. El panel respiratorio detect6 por lo menos 1 patdgeno en 50 de las 62 muestras
analizadas, dando un rendimiento de tasa de positividad general de 80.6% en
comparacién con el cultivo que detecto 1 patdégeno en 34 de las 62 muestras con
una tasa de positividad de 54.8%, siendo estadisticamente significativo (p=0.001)
como se muestra en la Tabla 2. La tasa de deteccion fue similar en los 3 grupos

de edad analizados, sin diferencia significativa entre BIOFIRE y cultivo (p=0.919).

Tabla 2. Tasa de positividad del panel respiratorio en todas las muestras y por
edad

DO dE BIOFIR % de O % de D
> a/l e al o Ola Old
Todas las muestras N=62 N=62
Invalidas 4 6.5 NA NA
Negativas 8 12.9 28 45.2 | .0004
Positivas 50 80.6 34 54.8
Deteccion
Deteccion Unica 22 35.5 18 29.0 0.560
Co-detecciodn 28 45.1 16 25.8

Muestras positivas por
grupo de edad

16 — 40 afios (n=26) 20 76.9 14 53.8 | 0.145

41 - 60 afios (n=22) 19 82.6 13 56.5 | 0.090

>60 afios (n=14) 11 78.6 7 50.0 | 0.236
NA No aplica

En la Tabla 2 se muestra la comparacion del rendimiento del panel
respiratorio con el cultivo convencional. El porcentaje de muestras negativas por
el panel respiratorio fue 12.9% (8/62) y 45.2% (28/62) para cultivo convencional;
sin embargo, el porcentaje en el que el panel respiratorio detectd 4 o mas
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patdgenos (bacterianos y virales) fue en 17.7% (11/62) de las muestras y
Unicamente en 1 (1.6%) de los reportes de cultivo convencional como se ve en la
Tabla 3. Los principales organismos detectados por el panel respiratorio fueron
S. aureus, K. pneumoniae, P. aeruginosa y E. cloacae complex, los cuéles se
encontraron en 19 (32.7%), 14 (24.1%), 10 (17.2%) y 10 (17.2%) de las muestras,
respectivamente. En cultivo los principales patégenos fueron S. aureus, K.
pneumoniae, P. aeruginosa y A. baumannii en 9 (14.5%) de las muestras cada
uno de ellos. Los patégenos virales detectados con mayor frecuencia fueron
rinovirus/enterovirus humano, metaneumovirus, coronavirus Yy el virus
parainfluenza en 7 (12.1%), 5 (8.6%), 4 (6.9%) y 2 (3.4%) de las muestras,
respectivamente. Los 4 genes de resistencia detectados por el panel fueron CTX-
M, mecA/B y MREJ, IMP y NDM en 7 (12.1%), 7 (12.1%), 1 (1.7%) y 1 (1.7%) de
todas las muestras, respectivamente. De los 7 genes de resistencia mecA/B y
MREJ detectados por el panel, en 2 de las muestras el cultivo fue negativo y en
otras 2 el cultivo no presentd crecimiento de S. aureus por lo cual en estos 4 no
se puede hacer correlacion con el antibiograma. En los 3 pacientes en los cuéles
si se logro crecimiento de S. aureus, 2 de ellos fueron reportados como sensibles

a cefoxitina y anicamente 1 fue reportado resistente.

Tabla 3. Comparacién en la deteccion microbiol6gica BIOFIRE vs Cultivo

Muestra Respiratoria N=62

Tipo de muestra BIOFIRE | CULTIVO
AT 32 (51.6%) | 32 (51.6%)
Esputo 21 (33.8%) | 21 (33.8%)
LBA 9 (14.5%) | 9 (14.5%)

Cantidad de patdgenos detectados
0 8 (12.9%) | 28 (45.2%)
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1 22 (35.5%) | 18 (29.0%)
2 12 (19.4%) | 12 (19.4%)
3 5 (8.1%) 3 (4.8%)
>4 11 (17.7%) | 1 (1.6%)
Invalidos 4 (6.4%) NA
Patégenos bacterianos
Staphylococcus aureus 19 9
Klebsiella pneumoniae 14 9
Pseudomonas aeruginosa 10 9
Enterobacter cloacae complex 10 3
Haemophilus influenzae 9 1
Acinetobacter baumannii complex | 9 9
Streptococcus pneumoniae 6 1
Streptococcus agalactiae 4 1
Klebsiella oxytoca 4 1
Serratia marcescens 3 1
Escherichia coli 3 1
Enterobacter aerogenes 2 0
Proteus spp 2 4
Mycoplasma pneumoniae 2 0
Moraxella catarrhalis 2 0
Streptococcus pyogenes 0 0
Chlamydophila pneumoniae 0 0
Legionella pneumoniae 0 0
Stenotrophomonas maltophilia NA 4
Citrobacter koseri NA 1
Klebsiella aerogenes NA 1
Patbégenos virales
Rhinovirus/Enterovirus humano 7 NA
Metapneumovirus 5 NA
Coronavirus 4 NA
Parainfluenza virus 2 NA
Adenovirus 1 NA
Influenza A 1 NA
Influenza B 0 NA
Virus sincitial respiratorio 0 NA
Mutaciones de resistencia
CTX-M 7 NA
mecA/B y MREJ 7 NA
IMP 1 NA
NDM 1 NA
VIM 0 NA
KPC 0 NA
OXA-48 like 0 NA

AT aspirado traqueal; LBA lavado bronquioalveolar
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En la Tabla 4 se analizan las muestras que fueron positivas para
patdgenos pidgenos en el panel respiratorio y la correlacion que tuvieron con el
cultivo. Aquellos pacientes en los cuales los patégenos identificados en el panel
respiratorio fueron igualmente identificados en cultivo fue el 23.1% de los
pacientes, en los que por lo menos 1 de los patégenos identificados en el panel
respiratorio se identificd en cultivo fue el 48.7% y en 11 pacientes (28.2%) no
hubo ninguna correlacion debido a que en 10 pacientes el cultivo resulté negativo
y en 1 el cultivo presentd una identificacion diferente a lo reportado en el panel

respiratorio.

Tabla 4. Correlacion de identificacion patégenos pidgenos BIOFIRE vs cultivo.

orrelacio odas la pUto A BA
Total 9(23.1%) 2 (15.4%) 6 (26.1%) @1 (33.3%)
Parcial 19 (48.7%) | 5 (38.5%) | 12 (52.2%) | 2 (66.7%)
Ninguna 11 (28.2%) | 6 (46.1%) | 5 (21.7%) 0
Cultivo negativo 10 (90.9%) | 5 (83.3%) | 5 (100%) 0
ID cultivo diferente | 1 (9.1%) | 1 (16.7%) 0 0

Se analizan las muestras que fueron positivas para patdogenos pidgenos
en el panel respiratorio y la correlacion que tuvieron con el cultivo,
reportandose como correlacion total si el panel respiratorio y el cultivo
reportaron los mismos patdgenos, parcial si solamente algunos de los
patogenos fueron igualmente identificados en el panel respiratorio y en el
cultivo, ninguna cuando no presentaron correlacion entre el panel
respiratorio y el cultivo ya sea porque el cultivo fue negativo o porque el
cultivo reportdé un patégeno diferente totalmente al panel respiratorio. 1D
identificacion.

En la Tabla 5 se describe la distribucion del nimero de patégenos

identificados en relacion con el tipo de muestra enviada (AT, esputo o LBA).
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Ninguna de las muestras analizadas por el panel respiratorio de LBA resultaron
invélidas. El tipo de muestra que se asocié a un mayor numero de patégenos
identificados fue el aspirado traqueal en comparacion con esputo y LBA tanto en
el panel respiratorio como en cultivo convencional. En las muestras de LBA
analizadas por panel respiratorio, inicamente el 22% (2/9) fueron reportadas
negativas en comparacion con el 66% (6/9) de las muestras analizadas por
cultivo.

Tabla 5. Comparacion tipo de muestra y nimero de patdégenos identificados

BIOFIRE CULTIVO
AT Esputo LBA AT Esputo LBA
Invalido 2 2 0 NA NA NA
0 5 1 2 11 11 6
1 10 7 5 10 7 1
2 5 6 1 8 2 2
3 3 2 0 2 1 0
>4 7 3 1 1 0 0
AT Aspirado traqueal, LBA Lavado bronquioalveolar, NA No aplica
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CAPITULO VII

DISCUSION

El estudio demuestra el desempefio de FilmArray® LRTIP en pacientes
inmunocomprometidos con diagndstico de neumonia. A pesar de que la muestra
fue pequena, sirve para resaltar algunos datos obtenidos importantes. La tasa de
positividad para FilmArray® LRTIP fue significativamente mayor en comparacion
con el cultivo convencional. Esto demuestra el mayor rendimiento diagnostico
gue tiene la prueba para la identificacion de patégenos. En un analisis de las 50
muestras positivas por el panel respiratorio, eliminando aquellas muestras en las
gue se identific6 Unicamente virus o bacterias atipicas y que el resultado del
cultivo resultd negativo fueron 10 muestras en su totalidad proveniente de
muestras no invasivas (AT o esputo), con aislamiento de P. aeruginosa, S.

aureus, S. pneumoniae, H. influenzae y M. catarrhalis.

Entre las muestras que fueron positivas por FilmArray® LRTIP y cultivo no
hubo diferencia entre las que resultaron positiva para identificacion Unica o
multiples detecciones. En este punto es importante mencionar la diferencia que
se demostré entre el panel y cultivo en relacion con el nimero de patégenos
identificados. Como se demostré en la tabla 2 y 3, el 88.2% (30/34) de las

muestras positivas por cultivo identificaron Gnicamente 1 o 2 microorganismos,

32



en comparacion con el panel respiratorio que fue el 68% (34/50), siendo mas
demostrativo en aquellas identificaciones de 4 o mas microorganismos 2.9%
(1/34) en cultivo y 22% (11/50) en el panel respiratorio. Son diversos los factores
asociados como es la identificacion de virus y bacterias atipicas, sin embargo, si

se observé un mayor aumento del numero de bacterias pidgenas identificadas.

Estos resultados llevan a un sobrediagndstico y a una dificultad en la
interpretacion de los resultados por diversos motivos; los principales 2 virus
identificados por el panel fueron rinovirus/enterovirus y metapneumovirus.
Rinovirus/enterovirus representa una causa importante de infeccion de vias
respiratorias en todas las edades en cualquier estacion del afio, sin embargo, en
la dltima actualizacion realizada de la relacion que tiene con NAC, se concluye
su dificil asociacion como agente causal Unico debido a que en la mayoria de los
casos se asocia a presencia de infeccion bacteriana.** En un andlisis publicado
recientemente se report6 una incidencia de 0.5 — 1 caso/100 000 habitantes para
mayores de 14 afios con neumonia adquirida en la comunidad ingresados a la
UCI por metaneumovirus con mayor incidencia en los meses posteriores a
influenza (marzo — abril), por lo que sugieren que metaneumovirus debe formar
parte de los diferenciales en pacientes con falla respiratoria aguda.*? En nuestro
estudio, de los 7 rinovirus/enterovirus detectados, Unicamente en 2 de las
muestras fue agente Unico, en comparaciéon con los 5 metaneumovirus
detectados en los que en 4 muestras fue el Unico agente identificado.

La mayor cantidad de metaneumovirus detectados en comparacion con

virus de la influenza, VSR o coronavirus puede deberse a la temporalidad en la
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gue se realiz6 el estudio, y apoya lo reportado de presentarse en el periodo post-

influenza.

Dentro de las ventajas que se busca al realizar este tipo de estudios
moleculares en pacientes con neumonia es la rapida identificacién del agente
causal para dar un tratamiento dirigido. En nuestro estudio el 33.9% de los
médicos tratantes no hizo cambios en el antibidtico indicado, sin embargo, un
54.8% realiz6 modificaciones importantes en el manejo del paciente en menos
de 24 horas debido a que el 30.6% escal6 el tratamiento indicado y el 24.2%
suspendio o descald el antibidtico. Cuando se trata de infecciones graves que
ponen en riesgo la vida del paciente, los médicos tratantes suelen aceptar mas
el resultado que indique mantener o aumentar la cobertura antibidtica, no asi
cuando obtienen resultados negativos que apoyarian la suspensidn o
disminucion de la cobertura antibidtica. Sin embargo, lograr suspender
antibidticos en un 12.9% y descalar en un 11.3% dentro de las primeras 24 horas
pudiera considerarse un porcentaje importante para el programa de optimizacion

de antibioticos.

Es importante sefalar las limitaciones del estudio, la muestra fue pequefia,
limitacion en patdgenos detectados. A pesar del amplio nimero de patdégenos
detectados, presentamos 6 aislamientos de bacterias no identificadas por el
panel que son Stenotrophomonas maltophilia, Citrobacter koseri y Klebsiella

aerogenes. Especificamente para la poblacion que vive con VIH, no identifica
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patébgenos comunes como son Pneumocistis jirovecii, Nocardia spp. y

Mycobacterium tuberculosis.
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CAPITULO VI

CONCLUSION

El panel respiratorio demuestra mayor rendimiento diagnéstico que el cultivo
en pacientes inmunocomprometidos con neumonia ya sea adquirida en la
comunidad o intrahospitalaria. ElI panel brinda ademas una aplicacion que
favorece los programas de optimizacion de antibioticos por lo que es una buena

herramienta para utilizar.
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