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Resumen

Introduccidn: el inicio temprano de la antibioticoterapia adecuada en infecciones graves se asocia con reduccion de la
mortalidad. La identificacion precoz del microorganismo es fundamental para realizar un tratamiento dirigido y disminuir
la terapéutica inicial inapropiada.

Objetivo: valorar la utilidad de una técnica de biologia molecular por amplificacion de acidos nucleicos mediante reaccion
en cadena de polimerasa en tiempo real para diagndstico microbiologico temprano y adecuacion de la antibioticoterapia
en pacientes con neumonias graves.

Metodologia: estudio retrospectivo observacional llevado a cabo en la unidad de cuidados intensivos del Hospital Ma-
ciel. Se analizaron muestras respiratorias de pacientes con diagnostico o sospecha de neumonia. Se compararon los
resultados microbiologicos obtenidos por técnicas convencionales y por biologia molecular multiplex (panel neumonia).
Resultados: se incluyeron 53 muestras obtenidas de 51 pacientes. EI multiplex detecto al menos un microorganismo en 38
(71,7%) muestras frente a 30 (56.6%) desarrollos en cultivos tradicionales. La mayoria de las muestras se obtuvieron bajo
antibioticoterapia previa (86.8%). El panel neumonia mostro un porcentaje de concordancia positiva combinado de 100% y un
porcentaje de concordancia negativa del 94% para la identificacion bacteriana en comparacion con los métodos microbiolo-
gicos tradicionales. En 27 (51%) casos el resultado del panel de neumonia determind un cambio en la conducta terapéutica.
Conclusiones: la técnica de PCR permite la identificacion temprana de microorganismos causantes de neumonia optimi-
zando la terapéutica empirica inicial y racionalizando el uso de antimicrobianos. Un panel negativo aleja el planteo de in-
feccion respiratoria a gérmenes habituales y permite considerar diagnosticos diferenciales en cuanto a foco y/o etiologia.
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Introduccion

La neumonia es una de las principales causas de hospi-
talizacion y muerte a nivel mundial, representa la tercera
causa de admision hospitalaria y es la principal causa
infecciosa de ingreso a la unidad de cuidados intensi-
vos (UCI). Determina una mortalidad global de 10% a
14%, siendo mas elevada en los mayores de 65 afios y
en pacientes con comorbilidades, llegando hasta un 50%
en aquellos que requieren ingreso a UCI®V. Concomi-
tantemente la neumonia nosocomial y la asociada a la
ventilacidn mecénica constituyen una de las principales
infecciones asociadas a cuidados de la salud en pacien-
tes hospitalizados, determinando importante morbilidad,
mortalidad y aumento de la utilizacion de recursos®®.

La identificacion precoz del microorganismo causan-
te de infeccion permite dirigir el tratamiento antibiotico,
reduciendo la morbimortalidad y mejorando el pronosti-
co, al disminuir la terapia antibidtica inicial inadecuada
(TAII). En pacientes con sepsis grave la TAII puede lle-
gar a triplicar el riesgo de mortalidad intrahospitalaria®.
Diferentes estudios con gran niimero de pacientes han
demostrado el impacto de la TAII en la mortalidad por
sepsis®, siendo clasico el trabajo de Kumar donde la
administracion eficaz de antimicrobianos en la primera
hora de hipotension documentada se asocid con un au-
mento de la supervivencia al alta hospitalaria en pacien-
tes adultos con shock séptico®. Estrechamente vincula-
do a lo anterior, el aumento de la resistencia microbiana
es un problema de salud mundial, con alto impacto en
la mortalidad de pacientes criticos, ya que la multirre-
sistencia es una de las principales causas de TAII. Esta
situacion genera un circulo vicioso caracterizado por la
necesidad de ampliar el espectro antimicrobiano em-
pirico, conduciendo muchas veces a sobretratamiento,
toxicidad y presion de seleccion de microorganismos
resistentes, resultando en un aumento progresivo de tra-
tamientos empiricos inadecuados y muerte®”,

Para abordar la problematica sefialada, se han di-
seflado estrategias basadas en la administracion de an-
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timicrobianos dentro de un enfoque multidisciplinario
(médicos clinicos, infectélogos, microbidlogos, farma-
c6logos), denominadas programas de optimizacion an-
timicrobiana (Antimicrobial Stewardship Program). El
objetivo de estos programas es combatir la resistencia
bacteriana, mejorar los resultados clinicos y controlar
los costos asociados al uso de antimicrobianos®®. Uno
de los pilares de estos programas es la utilizacion de
nuevas herramientas diagnosticas, logrando disminuir
el tiempo de identificacion microbiologica y la suscep-
tibilidad antibiética. Por métodos microbiologicos con-
vencionales, el tiempo promedio de identificacion de
gérmenes en muestras respiratorias es de 48-72 horas.
En los ultimos afios se han desarrollado nuevos métodos
de diagnostico microbiologico, destacandose la técnica
de amplificacion de acidos nucleicos mediante reaccion
en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR), con la
que el tiempo de diagndstico microbiologico se reduce
a solo algunas horas, con la ventaja ademas de poder
identificar agentes virales, de dificil aislamiento por
métodos tradicionales!'”. Ademas puede detectar genes
involucrados en mecanismos de resistencia, permitien-
do adoptar en forma temprana medidas de aislamiento,
asi como la adecuacion del plan antibiotico™ !V,

En nuestro hospital contamos recientemente con el
sistema de PCR multiplex Biofire® Pneumonia Panel
plus, por lo que decidimos llevar adelante el siguiente
estudio teniendo como principal objetivo determinar la
utilidad del panel respiratorio en el diagnéstico micro-
bioldgico precoz y la adecuacion de la antibioticotera-
pia empirica en pacientes con neumonia ingresados en
UCI comparado con métodos de cultivo tradicionales.

Material y métodos

Se realiz6 un estudio descriptivo, retrospectivo y obser-
vacional. Se incluyeron pacientes mayores de 18 aflos
internados en la UCI del Hospital Maciel que ingre-
saban o desarrollaban neumonias en el periodo com-
prendido entre junio de 2020 y julio de 2021. En estos
pacientes ademas de estudios microbioldgicos tradicio-
nales (hemocultivos, cultivos respiratorios, antigeno
neumococico o Legionella pneumophila en orina), en
casos seleccionadas se realizo panel neumonia (PN) en
muestras respiratorias. Los criterios para solicitar PN
fueron: pacientes graves con diagnoéstico clinico-radio-
logico de neumonia pero sin diagnostico microbiolo-
gico inicial, pacientes con antibioticoterapia previa o
inmunodeprimidos, pacientes que si bien tenian diag-
noéstico microbioldgico presentaban mala evolucion
y aquellos con dudas acerca del foco infeccioso. La
identificacion microbiana convencional se realiz6 ini-
cialmente por espectrometria de masas MALDI-TOF
MS (matrix assisted laser desorption ionization-time of
fight-mass spectrometry) (BioMérieux®Inc Durham),



Rev Méd Urug 2022; 38(2): 38204

Bacterias (Semicuantitativo @) Bacterias atipicas (cualitativo)

Acinetobacter calcoaceticus- Legionella pneumophila
baumannii complex

Enterobacter cloacae Mycoplasma pneumoniae
Escherichia coli Chlamydia pneumoniae

Haemophilus influenzae
Klebsiella aerogenes
Klebsiella oxytoca

Klebsiella pneumoniae group
Moraxella catarrhalis
Proteus spp.

Pseudomonas aeruginosa
Serratia marcescens
Staphylococcus aureus

Streptococcus agalactiae
Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pyogenes

Tabla 1. Gérmenes y mecanismos de resistencias detectados en Biofire® Pneumonia Panel plus.

Virus Mecanismos de resistencia
(genes)
Influenza A Resistencia a la meticilina:
mecA/C y MREJ¢
Influenza B
Adenovirus Carbapenemasas:
Coronavirus (no SARS CoV-2) KPCP
Virus parainfluenza NDM®
Virus respiratorio sincitial (VRS) ~ VIMP
Rinovirus/Enterovirus IMP?
Metapneumovirus humano Oxa-48-like*
Coronavirus del Sindrome Betalactamasas de espectro
Respiratorio de Oriente Medio extendido:
(MERS-CoV) CTXM

2Reportado como 10%, 10, 10° o 107 copias/ml.
spp., P. aeruginosa o S. marcescens también.

4 Notificado cuando se detecta S. aureus.

b Reportado cuando se detecta A. calcoaceticus-baumannii complex, E. cloacae, E. coli, K. aerogenes, K. oxytoca, K. pneumoniae, Proteus

¢ Reportado cuando se detecta E. cloacae, E. coli, K. aerogenes, K. oxytoca, grupo de K. pneumoniae, Proteus spp. o S. marcescens.

complementandose por métodos automatizados de
identificacion y susceptibilidad antibioticas: VITEK®
2 (BioMérieux®Inc Durham).

En relacion a las infecciones respiratorias bajas de-
finimos neumonia aguda comunitaria (NAC) a aquella
en la que el paciente no ha tenido contacto reciente con
centros asociados al cuidado de la salud (internaciones
hospitalarias, centros de dialisis); neumonia nosoco-
mial (NN) a aquella neumonia iniciada después de las
48 horas del ingreso hospitalario en pacientes sin asis-
tencia respiratoria mecanica (ARM), mientras que la
neumonia asociada a la ventilaciéon mecanica (NAV) se
considero a partir de las 48 horas de ARM invasiva'!?.

Biofire® Pneumonia Panel plus

El PN utilizado es una prueba de diagnostico molecular
in vitro basada en PCR que analiza muestras respirato-
rias y es capaz de identificar simultdneamente en apro-
ximadamente una hora 27 patdgenos frecuentemente
involucrados en infecciones del tracto respiratorio
inferior y 7 marcadores genéticos de resistencia anti-
bidtica. Esta prueba identifica 18 bacterias (11 Gram
negativas, 4 Gram positivas y 3 atipicas) y 9 virus que
causan neumonia. Dentro de la identificacion bacteria-
na, 15 gérmenes se informan semicuantitativamente,

siendo el punto de corte de deteccion por encima de
10% copias de genomas/ml. Las tres bacterias atipicas,
9 virus y 7 genes de resistencia se informan cualita-
tivamente (tabla 1). La técnica se encuentra validada
para aplicacion en muestras respiratorias que incluyen
expectoracion, aspirado traqueal (AT) y lavado bron-
quioalveolar (LBA).

Analisis estadistico

Para la recoleccion de datos se utilizé el sistema de ges-
tion informatizado (Epimed Monitor UCI®), aseguran-
do confidencialidad de los mismos. Se analizaron datos
demograficos, motivo de ingreso, gravedad (SAPS II,
Simplified Acute Physiology Score), necesidad de ARM
y mortalidad. Se revisaron las historias clinicas obte-
niendo datos sobre tipo de neumonia, antibioticoterapia
empirica, motivo de solicitud del PN. Todos los resul-
tados de PN se cotejaron con sus respectivos cultivos
para determinar el diagndstico microbioldgico defini-
tivo.

Los cultivos respiratorios se procesaron: AT en for-
ma cualitativa segiin desarrollo en cuadrantes: sin de-
sarrollo, escaso (+1), moderado (+2), abundante (+3),
muy abundante (+4), interpretando +4 como >10° UFC/
ml, como punto de corte significativo; LBA procesado
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Tabla 2. Caracteristicas de la serie estudiada.

Pacientes n=>51
Edad (afios)* 45,6 + 15,2
Sexo femenino 51%
Episodios de neumonia (PN = 53)

NAC 25 (47,2%)
NAV 18 (34,0%)
NN 10 (18,8%)

SARS-CoV-2 positivo 12 (23,5%)

SAPS II* 55,2 = 16,3
Necesidad de ARM 48 (94,1%)
Shock 19 (37,2%)
SDRA 17 (33,3%)
Dias de ARM* 13,7 +99
Estadia en UCI (dias)* 19,7 + 13,8
Mortalidad 19 (37.2%)
ATB 48 horas previas a la muestra 46 (86,8%)

* Media + desvio estandar.

PN: panel neumonia; NAC: neumonia aguda comunitaria; NAV:
neumonia asociada a la ventilaciéon mecanica; NN: neumonia no-
socomial; SAPS: (Simplified Acute Physiology Score); ARM: asis-
tencia respiratoria mecanica; UCI: unidad de cuidados intensivos;
SDRA: sindrome de distrés respiratorio agudo; ATB: antibioticos.

en forma cuantitativa, considerando recuentos de >10*
UFC/ml como punto de corte significativo. Se evalud
calidad de las muestras (esputo, AT) con tincion de
Gram, segun presencia de células inflamatorias poli-
morfonucleares (PMN >25) y células descamativas
epiteliales (<10) del tracto respiratorio. En LBA se
valor6 la presencia de PMNs y bacterias. Se realizo
tincion de Ziehl Neelsen complementariamente en al-
gunas situaciones. Se utilizaron medios de cultivo de
agar sangre ovina, agar chocolate y Mac Conkey agar,
incubandose a 35 °C -36°C, 48 h al aire y atmosfera de
CO,5%-10% (AS-ACHOC). Se utilizaron también mé-
todos fenotipicos para la deteccion de resistencia bac-
teriana como ser cromatograficos para carbapenemasas
(test NG CARBA-5™; NG Biotech, Francia) difusion
en agar con discos inhibidores (ROSCO™ Diagnosti-
ca, DK Taastrup), test enzimaticos para deteccion de
betalactamasas (BLacta™ test BIO-RAD, France), test
modificado de inactivacion de carbapenem para car-

4

Tabla 3. Caracteristicas de las muestras respiratorias
analizadas.

Muestras procesadas = 53

Tipo de muestra:

Aspirado traqueal 33 (62,3%)
Lavado bronquioalveolar 17 (32,1%)
Expectoracion 3 (5,6%)
Panel neumonia 53
Positivos 38 (71,7%)
Bacteriano exclusivo 33 (62,3%)
Coinfeccion bacteriana y viral 5(9,4%)
Viral exclusivo 0

Coinfeccion bacteriana 25 (65,7%)
Cultivos 53
30 (56,6%)

11 (36,6%)

Positivos

Coinfeccion bacteriana

bapenemasas (CLSI M100, ED 31:2021), se estudi6 la
sensibilidad a colistina de ser necesario, con prueba de
elucion con discos de colistina en tubos (Colistin Broth
Disk Elution CLSI M100, ED 31:2021). Se priorizo la
comunicacion rapida de resultados del PN por medio
de aplicaciones moéviles (“apps”) como estrategia para
optimizar tiempos de respuesta rapidos.

La comparacion de resultados por ambos métodos
podia ser concordante o discordante. Se considerd con-
cordancia positiva cuando cultivo y PN coincidian en
los microorganismos y en la resistencia, mientras que se
defini6 concordancia negativa a la ausencia de recupera-
cion de germen en ambos métodos. Por tltimo, los estu-
dios eran discordantes cuando diferian en los microor-
ganismos o en sus mecanismos de resistencia. Por tanto,
utilizando como gold standard los métodos microbio-
logicos convencionales se definieron en las determina-
ciones bacterianas los siguientes indicadores de acuerdo
para el analisis de concordancia entre panel y cultivo:

* Acuerdo positivo: verdadero positivo =
positivo y cultivo positivo.

e Acuerdo negativo: verdadero negativo = panel
negativo y cultivo negativo.

e Falso positivo = panel positivo y cultivo negativo.

e Falso negativo = panel negativo y cultivo positivo.

panel

Se calcul6 el porcentaje de concordancia positiva
(PCP) como [verdadero positivo / (verdadero positivo
+ falso negativo)] 100% y el porcentaje de concordan-
cia negativa (PCN) fue calculado como [verdadero ne-
gativo / (verdadero negativo + falso positivo)] 100%.



Rev Méd Urug 2022; 38(2): 38204

Tabla 4. NUmero de microorganismos detectados por el panel neumonia discriminado por tipo de muestra.

2M0 3M0 4Mo 5M0
6 (22.3%) 8 (29.6%) 4.(14,8%) 1(3.7%)
2 (22,2%) 3 (33.3%) 0 0
0 0 1 (50%) 0
8 1 5 1

Tipo de muestra (n = 53) Positivas 1 MO
Aspirado traqueal (33) 27 8 (29,6%)
LBA(17) 9 4 (44,5%)
Expectoracion (3) 2 1(50%)
Total 38 13
LBA: lavado bronquioalveolar; MO: microorganismos

Durante el periodo del estudio se realizaron reuniones
periddicas entre el staff de la UCI y microbidlogos para
la revision de cada uno de los casos y valoracion del im-
pacto clinico del PN. Con el resultado del PN, definimos
cinco posibles conductas respecto a la antibioticoterapia:
sin cambios, escalada, desescalada, adecuacion o interrup-
cion del tratamiento. Se definié desescalada cuando se
cambio un plan inicial efectivo por uno de menor espectro
dentro del misma clase de antibioticos (por ejemplo, cefta-
zidime por ampicilina sulbactam), o de una clase diferente
(por ejemplo, vancomicina a cefazolina) o la interrupcion
de uno o mas medicamentos de un plan combinado. Por
el contrario, el aumento del espectro antibiético se defi-
ni6 como escalada. La adecuacion terapéutica se definid
como el inicio o cambio de antibidtico no efectivo o no de
eleccion, a otro antibidtico de similar espectro de accion.
Para esto se tomo en cuenta la antibioticoterapia prescripta
dentro de las 48 h previas a la toma de la muestra de secre-
ciones"™®. En relacion al tratamiento antibiotico, nuestro
servicio se basa en las pautas ConsenSur II para el trata-
miento de la NAC, y en las guias IDSA (Infectious Disea-
ses Society of America) y pautas de la Sociedad Argentina
de Terapia Intensiva para tratamiento de las NAVU419),

En el procesamiento estadistico se utilizo Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) version 21. Se
realiz6 un analisis descriptivo para la distribucion de fre-
cuencias absolutas y relativas de las variables estudiadas.
En las cuantitativas se calcularon medidas descriptivas
como media y desvio estandar, y porcentajes para las
cualitativas. Para el analisis de asociacion de variables
categoricas se aplico test de chi cuadrado o test exacto
de Fisher, segtin correspondiera. En los porcentajes de
concordancia se estimaron intervalos de confianza 95%
para proporciones binomiales. Se consideré como esta-
disticamente significativo un valor p <0,05.

Resultados

Se incluyeron un total de 51 pacientes que presentaron
un total de 53 episodios de neumonia en los cuales se
aplico el PN. En la tabla 2 se resumen las caracteris-
ticas de la serie. 13 pacientes presentaban algun tipo

de inmunocompromiso, 5 pacientes tenian virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), 3 recibian corticote-
rapia en forma crénica y 5 pacientes tenian algun tipo
de enfermedad neoplasica al momento del ingreso. La
principal causa de ingreso fue la patologia respiratoria
con 67% de los casos, seguida por pacientes neurocriti-
cos en un 23% vy, en menor medida, politraumatizados
graves, con patologia cardiovascular y postoperatorios
de cirugia compleja.

De las 53 muestras analizadas, la mayoria corres-
pondieron a secreciones respiratorias obtenidas por AT
(62,3%). Se obtuvo identificacion microbioldgica en 38
(71,7%) de los PN, frente a 30 (56,6%) de los cultivos
correspondientes, valor p no significativo. En 33 de los
paneles se identificaron exclusivamente bacterias y en
los 5 restantes se detectd asociacion viral y bacteriana.
De los cultivos con desarrollo, el 36,6% presentd mas
de una bacteria, mientras que de los paneles positivos
el 65,7% identifico mas de una bacteria. Estos datos se
muestran en la tabla 3, mientras que la tabla 4 resume el
nimero de microrganismos detectados en funcion del
tipo de muestra.

El germen mas identificado en PN fue el Staphylo-
coccus aureus, seguido por Klebsiella pneumoniae,
Haemophilus influenzae y Enterobacter cloacae. El
virus mas frecuentemente identificado fue rinovirus/
enterovirus y entre las bacterias atipicas se identifico
un solo caso de Legionella pneumophila. En cuanto a
genes de resistencia el panel informé 9 detecciones, el
mas frecuente la betalactamasa de espectro extendi-
do (BLEE) CTX-M. En tabla 5 se presentan todos los
elementos detectados por PN, mientras que en tabla 6
se resume la concordancia entre resultados del panel
y métodos de microbiologia convencionales. En rela-
cion a la evaluacion general del desempeiio del panel,
se hallé6 un PCP del 100% (IC 95%: 90-100) y PCN
del 94% (IC 95%: 92-96) en comparacion con méto-
dos tradicionales microbiologicos. Un resultado PN
negativo y cultivo positivo ocurrié exclusivamente en
el caso de gérmenes no testeados por el panel, aislan-
dose dos casos de Stenotrophomonas maltophilia, uno
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Tabla 5. Total de elementos detectados por el panel de
neumonia.

Elementos detectados

Bacterias (n = 82)

Staphylococcus aureus 18
Klebsiella pneumoniae group 12
Haemophilus influenzae 10
Enterobacter cloacae 10

Streptococcus pneumoniae

Pseudomonas aeruginosa 5
Klebsiella oxytoca 5
Streptococcus agalactiae 4
Proteus spp. 3
Escherichia coli 3
Acinetobacter calcoaceticus-baumannii complex 2
Moraxella catarrhalis 1
Serratia marcescens 1
Klebsiella aerogenes 1
Streptococcus pyogenes 0
Bacterias atipicas (n = 1)
Legionella pneumophila 1
Chlamydia pneumoniae 0
Mycoplasma pneumoniae 0
Virus (n = 5)
Rinovirus/Enterovirus 3
Coronavirus (no SARS CoV-2) 1
Metapneumovirus 1
Influenza A 0
Influenza B 0
Parainfluenza 0
Virus respiratorio sincitial (VRS) 0
Adenovirus 0
Coronavirus del Sindrome Respiratorio
de Oriente Medio (MERS-CoV) 0
Mecanismos de resistencia (n = 9)
CTX-M 5
METI-R 3
NDM 1
KPC 0
OXA 48- LIKE 0
VIM 0
IMP 0

de Staphylococcus epidermidis, uno de Staphylococcus
haemolyticus, uno de Pantoea spp., uno de Citrobacter
braakii, y un caso de Candida spp.

En la tabla 7 se observa la relacion entre recuento
semicuantitativo del PN frente a desarrollo semicuan-
titativo del cultivo bacteriano. En los cultivos que pre-
sentaron muy abundante desarrollo (+4) de un deter-
minado germen, el PN informé un recuento de 107 en
82% (23/28), pero deteccion de 100 10° en un solo
caso (3,6%). En el caso opuesto de cultivo sin desarro-
llo, una deteccion de 107 ocurrid solo en 21% (10/47),
predominando en este grupo sin desarrollo las cuantifi-
caciones bajas (10%/10%), en 64% de los casos (30/47).
En el analisis de chi cuadrado se encontrd asociacion
estadistica entre ambas variables con valor p <0,0001.

En relacion a la deteccion de resistencia, el PN in-
formo6 9 resultados: cinco CTX-M, tres resistencia a
meticilina y un NDM. De las cinco CTX-M informadas
por el PN, el cultivo desarroll6 bacterias con BLEE en
tres casos, mientras que en los dos restantes no se re-
cuperd germen. En los tres S. aureus con resistencia a
meticilina (SAMR) detectados por el panel, el cultivo
desarrollo SAMR en dos casos ya que en el tercero no
hubo desarrollo. Hubo una tnica deteccion de carbape-
nemasas en la serie y fue de tipo NDM, en este caso
panel y métodos tradicionales coincidieron. En un caso
los métodos tradicionales informaron mecanismo de
resistencia no detectado por PN (resultado falso nega-
tivo); panel y cultivo coincidieron en identificacion (K.
oxytoca) pero el PN no detecto resistencia mientras que
el cultivo informé el germen como BLEE.

En cuanto al impacto del PN en la antibioticoterapia
se encontré una modificacion de la misma a partir del
resultado del PN en un 51%; en la figura 1 se describe
el tipo de cambio realizado.

Discusion

Las opciones actuales de pruebas de diagnostico etio-
logico de infecciones respiratorias incluyen cultivo,
pruebas moleculares y deteccion de antigenos. En los
ultimos afios se han publicado multiples estudios que
avalan la utilizacion de la técnica de PCR para diag-
noéstico en infecciones graves. El diagndstico molecular
rapido basado en paneles ha demostrado disminucion
del tiempo de identificacion microbiologica en bacte-
riemias, asi como reduccion de la antibioticoterapia de
amplio espectro y el tratamiento de contaminantes!”-!®.
Hallazgos similares informan estudios en infecciones
respiratorias: el trabajo francés conducido por Peiffer
sugiere que el uso de sistema multiplex PCR (Unyve-
ro platform, Curetis AG, Holzgerlingen, Germany) en
pacientes con neumonia grave, mejora la terapia anti-
microbiana empirica y reduce el uso de antibidticos de
amplio espectro’”. En lo que respecta especificamente
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Tabla 6. Concordancia entre la identificaciéon de microorganismos detectados en panel neumonia y la microbiologia

convencional.
Microorganismo PN+ Cultivo+ PN+ Cultivo- PN - Cultivo + PN - Cultivo- ~ PCP% (IC 95%) PCN % (IC 95%)
Semicuantitativo
samamiconglor 2 0 0 d 100 100
Enterobacter cloacae 3 7 0 43 100 86
Escherichia coli 1 2 0 50 100 96
Haemophilus influenzae 1 9 0 43 100 83
Klebsiella aerogenes 1 0 0 52 100 100
Klebsiella oxytoca 3 2 0 48 100 96
Klebsiella pneumoniae group 9 3 0 41 100 93
Moraxella catarrhalis 0 1 0 52 100 98
Proteus spp. 1 2 0 50 100 96
Pseudomonas aeruginosa 2 3 0 48 100 94
Serratia marcescens 1 0 0 52 100 100
Staphylococcus aureus 9 9 0 35 100 80
Streptococcus agalactiae 0 4 0 49 100 92
Streptococcus pneumoniae 2 5 0 46 100 90
Cualitativo
Legionella pneumophila* 1 0 0 52 100 100
Totales 36 47 0 712 100 (90-100) 94 (92-96)

*En el caso de Legionella pneumophila, se tomd como gold estandar de diagnostico por método convencional el antigeno en orina. PN: panel
neumonia. PCP: porcentaje de concordancia positiva; PCN: porcentaje de concordancia negativa.
PN: panel neumonia; PCP: porcentaje de concordancia positiva; PCN: porcentaje de concordancia negativa; IC: intervalo de confianza.

Tabla 7. Relacion entre recuento semicuantitativo del panel neumonia y desarrollo semicuantitativo del cultivo

bacteriano por métodos habituales (p <0,0001).

Cultivo
. o Moderado o abundante Muy abundante
Sin desarrollo significativo Escaso (+1) (+2/ +3) (+4)

104 20 0 1 1

105 10 1 1 0
PN copias/ml

106 7 2 0 4

107 10 0 2 23
Total 47 3 4 28

al Pneumonia Panel plus, varios estudios previos han
encontrado una excelente concordancia entre este mé-
todo molecular y el cultivo estandar®®2?,

Nuestra serie consta de 51 pacientes etariamente jo-
venes (media 45,6 anos), cursando casi la mitad NAC
(47,2%) y el resto NN o NAV. Estas infecciones fueron
graves, lo que se evidencia por el SAPS elevado, el re-
querimiento de ARM mayor al 90%, el shock en 37,2%

y el sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA) en
una tercera parte de los casos, ademas de estadia en UCI
prolongada con media de 19,7 dias. Todo esto deter-
mina la elevada mortalidad encontrada que se situo en
un 37,2%. El diagnostico etiologico de las neumonias
fue elevado, obteniendo un germen en el 56,6% de los
cultivos y mejorando esta cifra con el PN que permitio
identificacion microbiolégica en 71,7% de los casos.
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desescalada escalada sin cambio

adecuacion

suspension
Figura 1. Cambio en la antibioticoterapia a punto de
partida del resultado del panel neumonia.

La prevalencia de enfermedad por COVID fue de un
23,5%, mientras que la identificacion de otro virus por
el PN fue baja, con solo 5 dianas virales, destacandose
la ausencia de influenza, lo que resulta concordante con
la baja circulacion del virus durante el periodo del estu-
dio tanto en Uruguay como en el resto del Cono Sur®.
La identificacion de la etiologia infecciosa especifica
en pacientes con neumonias graves es relevante y se ha
asociado con reduccion estadisticamente significativa
de la mortalidad, al permitir una terapia eficaz dirigi-
da®. Es en estos pacientes graves donde la PCR ha
demostrado mayor utilidad, permitiendo un diagnéstico
microbioldgico precoz con adecuacion del tratamiento
antibidtico, disminuyendo la TAIl y mejorando los re-
sultados®.

Como describimos en las tablas 3 y 4, la mayoria
de los PN con resultados positivos identificaron coin-
feccion bacteriana o bacteriana/viral. Si nos centramos
solo en la identificacion bacteriana, de los 38 resultados
positivos solo 13 PN detectaron exclusivamente una
sola bacteria, mientras que en los restantes 25 (65,7%)
se identificaron dos o mas bacterias, con un maximo de
5 dianas bacterianas en el caso de un panel. Al analizar
los cultivos positivos, el desarrollo multiple se presentd
en un porcentaje menor, alcanzando un 36,6%, pero con
ningtn desarrollo de mas de dos gérmenes. Trabajos
similares al nuestro coinciden en un nivel elevado de
deteccion de mas de un germen, con porcentajes de de-
teccion multiple de la PCR de entre 42,3% a 48%©?%2,
Existe evidencia reciente que cuestiona el paradigma
tradicional de neumonia monomicrobiana, describién-
dose episodios de coinfecciones bacterianas, ademas
del reconocimiento de coinfeccidn viral en un niimero
importante de casos, incluidos casos de NN©9. Hasta
hace relativamente poco afios se creia que, si bien la
infeccion viral respiratoria era habitual, su evolucion
hacia neumonia ¢ insuficiencia respiratoria severa era
infrecuente. En las ultimas dos décadas, la aparicion de
técnicas diagndsticas sofisticadas y la evidencia empi-
rica obtenida a partir de la epidemia del sindrome respi-
ratorio agudo y grave (SARS) causada por SARS-CoV
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en 2003, de la pandemia por gripe A (N1H1) en 2009 y
actualmente la pandemia a SARS-CoV-2, permitio re-
conocer a los virus como agentes de neumonias graves
ya sea como agente unico o en coinfecciones bacteria-
nas®”. En este sentido, en un estudio previo realizado
en nuestra UCI en pacientes con infeccion respirato-
ria aguda grave, utilizando métodos de biologia mole-
cular, hallamos un porcentaje elevado de coinfeccion
bacteriana/viral de 17%%®. De todas formas, en caso
de hallazgos de multiples gérmenes, el diagnostico de
coinfeccion es complejo y definir al verdadero patdge-
no responsable de la infeccion no resulta sencillo. La
cuantificacion de carga microbiana por métodos mole-
culares puede ser de ayuda, ya que los aislamientos con
mayores cargas en copias/ml (>10%/107), tienen mas
probabilidades de ser clinicamente significativos®.
Por otra parte, trabajos que comparan la concordancia
en la semicuantificacion bacteriana entre PN y cultivos
tradicionales muestran una coincidencia de entre 23%-—
53%, encontrandose en el panel habitualmente valores
mayores en copias/ml que los hallados en UFC/ml en
los cultivos, describiéndose una relativa sobreestima-
cion de carga bacteriana por parte del PN©030:3D,

En relacion al desempeiio general del panel, la con-
cordancia encontrada en nuestro trabajo entre PN y el
cultivo de rutina bacteriano, fue elevada con un PCP
de 100% y un PCN de 94%. Estos resultados son si-
milares a los reportados por Buchan, que informa un
PCP de 96,2% y un PCN de 98,1% sobre 259 muestras
respiratorias. Este trabajo encuentra resultados falsos
negativos solo en tres casos, correspondiendo todos los
cultivos a un desarrollo de 10° UFC/ml, situandose por
debajo del umbral de deteccion del panel (21). Este alto
nivel de concordancia es ratificado en un reciente estu-
dio multicéntrico dond, sobre 2.476 muestras se obtuvo
un PCP de 92,9% y PCN de 96,1%". En nuestra se-
rie no obtuvimos ningun falso negativo (lo que explica
el PCP de 100%), ya que los unicos casos con desa-
rrollo bacteriano pero PN negativo correspondieron a
gérmenes no incluidos en el panel. Algunos de estos
gérmenes fueron interpretados como contaminantes o
colonizantes en el caso de pacientes inmunocompe-
tentes (S. epidermidis, S. haemolyticus, C. albicans) o
como agentes poco frecuentes de neumonia en pacien-
tes inmunocomprometidos (S. maltophilia, Citrobacter
spp., Pantoea spp.). Por lo tanto se debe recordar que,
si bien el PN detecta gran nimero de microorganismos,
la prueba no es exhaustiva y existen patdogenos no in-
cluidos que hay que tener presente: Morganella spp.,
Citrobacter spp., S. maltophilia, Nocardia spp., Myco-
bacterium tuberculosis, Pneumocystis jirovecii y otros
hongos patogenos. La PCR condujo a un diagndstico
no sospechado de legionelosis que fue concordante con
el antigeno de Legionella pneumophila en orina.



Rev Méd Urug 2022; 38(2): 38204

En nuestra experiencia clinica, un PN negativo
descarta una neumonia por gérmenes habituales y nos
obliga (de existir alto nivel de sospecha de infeccion
respiratoria) a plantear gérmenes especificos, o a la
blsqueda en otros casos de un foco alternativo al res-
piratorio. En este sentido queremos destacar en nuestra
serie dos ejemplos clinicos. El primero, una paciente
de sexo femenino, VIH negativo, bajo tratamiento cor-
ticoide cronico, ingresada a UCI con planteo de NAC.
La radiografia de térax mostraba compromiso intersti-
cial a predominio perihiliar bilateral, y el PN no detectd
ningun germen, por lo que se decidi6 la realizacion de
fibrobroncoscopia con LBA para busqueda de Pneu-
mocystis carinii, que resultd positiva. El segundo caso
se trataba de un paciente de sexo masculino cursando
postoperatorio de esofagectomia por cancer esofagico,
que 48 h después de la cirugia instalo fiebre y disnea,
con radiografia que mostraba consolidacion bibasal. Se
plante6 inicialmente NN realizandose PN que fue nega-
tivo, por lo que se solicitd tomografia de torax que mos-
tro coleccidon mediastinal, llevando a la reintervencion
quirurgica, constandose mediastinitis posterior.

El PN identifico 47 determinaciones bacterianas
que no fueron reportadas por los cultivos (tabla 6).
Las detecciones con cultivos negativos mas comunes
fueron S. aureus, H. influenzae, E. cloacae y S. pneu-
moniae, aunque se observd al menos una deteccion de
cultivo negativo para todos los gérmenes menos para
A. baumannii, K. aerogenes 'y S. marcescens. En estos
casos “falsos positivos” la mayoria de las identifica-
ciones del PN (30/47, 64%) correspondieron a cuan-
tificaciones bajas de 10* o 10°, sumado a que la gran
mayoria de los pacientes (86,8%) habian recibido an-
tibidticos previos a la toma, lo que podria explicar en
parte la ausencia de desarrollo en los cultivos, ya que
la exposicion a antibidticos previa a la recoleccion
puede reducir drasticamente la recuperacion de pa-
togenos potenciales a partir de muestras clinicas®3¥,
Ademas, se debe tener presente, que el aumento de
resultados positivos en pruebas moleculares puede
deberse a que las mismas detectan tanto organismos
viables y no viables (de ahi que no se recomiende para
el seguimiento del tratamiento), asi como deteccion
de gérmenes en bajo conteo o no recuperados en cul-
tivo debido a caracteristicas de crecimiento exigen-
tes como se describe por ejemplo en H. influenzae®?.
Por el contrario, cuando el cultivo bacteriano presentd
muy abundante desarrollo de un determinado germen,
el PN mostro adecuado nivel de correlacion cuantifi-
cando dicho germen en 107 copias/ml en un 82% de
los casos (tabla 7), encontrandose asociacion estadis-
ticamente significativa entre el recuento semicuanti-
tativo del PN y el desarrollo semicuantitativo de los
cultivos por métodos habituales (p <0,0001). Por lo

tanto, la diferenciacion de colonizacion e infeccion
resulta un desafio. No existe actualmente evidencia
clara sobre la cinética de aclaramiento del material ge-
némico bacteriano en el pulmoén, por lo que en méto-
dos tan sensibles como la PCR se debe ser cauteloso,
ya que se puede incurrir en sobrediagnostico. Si bien
no se describen umbrales consensuados, determina-
ciones elevadas de 10°0 107 copias/ml de un germen
patégeno sumado a una correcta interpretacion clinica
permitira realizar un diagnostico de alta probabilidad
de infeccion pulmonar®®,

En lo que respecta a la deteccion de marcadores de
resistencia a antibidticos, el PN informa condicional-
mente la presencia de resistencia genética en el caso de
muestras con patdgeno bacteriano identificado (estando
los genes no necesariamente asociados al mismo) por
lo que, si se identifican diferentes bacterias y un gen
de resistencia, no sera posible vincular la resistencia
a uno de los microorganismos detectados. Ademas, la
sobreexpresion de algunos genes de resistencia intrin-
secos (como la B-lactamasa AmpC) no es detectado por
el panel, asi como BLEE diferentes del grupo CTX-M
o carbapenemasas diferentes a las del panel. El impacto
de la deteccion molecular de mecanismos de resistencia
antimicrobiana se ha asociado con resultados positivos
que incluyen, reduccion del tiempo hasta el inicio de
antibioticoterapia apropiada, disminucion de la estadia
en UCI y reduccion de la mortalidad®**>. En nuestra
serie, en los S. aureus el PN detecto tres casos de resis-
tencia a la meticilina coincidiendo (2/2) con cultivo de
SAMR ya que en el tercer caso el cultivo no desarrollo
germen. En ensayos clinicos de gran tamafio que apli-
can el PN sobre muestras de LBA, la sensibilidad para
la deteccion de resistencia a la meticilina se situd en
88,9% y la especificidad en 91,4%49, siendo estos re-
sultados comparables a los de otras técnicas de biologia
molecular®”, concluyendo ambos estudios que el diag-
nostico por este método es confiable para la deteccion
de SAMR en pacientes con neumonia, permitiendo el
ajuste de la terapéutica antibidtica. La incidencia de
carbapenemasas en la serie fue muy baja, aislandose un
solo caso de Enterobacter cloacae productor de NDM,
siendo coincidentes el PN y los métodos fenotipicos
utilizados. El mecanismo de resistencia mas frecuente-
mente hallado fue la identificacion de BLEE, donde el
PN detectd en cinco casos el gen CTX-M, coincidentes
en tres casos con el cultivo, mientras que en los dos res-
tantes casos el cultivo no presentd desarrollo. El Gnico
caso de la serie donde se encontré un falso negativo
(cultivo con germen resistente no detectado en PN) fue
en el caso de una K. oxyfoca identificada por ambos
métodos, pero informada BLEE solo por el VITEK2
y otros métodos fenotipicos. Debemos tener presente
que, si bien la CTX-M es la enzima mayormente im-
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plicada en la determinacion de este tipo de resistencia,
existen diversidad de enzimas capaces de conferir el
fenotipo BLEE. Un razonamiento similar podemos
aplicar a las enzimas productoras de carbapenemasas
que abarcan un gran nimero de enzimas mas alla de las
testeadas por el PN.

De acuerdo con nuestros datos y coincidiendo con
la literatura analizada podemos afirmar que el valor
predictivo positivo del PN es elevado para la deteccion
de mecanismos de resistencia, lo que implica que la de-
teccion de un marcador genético especifico indica alta
probabilidad de resistencia fenotipica a la correspon-
diente clase de antibidticos. Esta deteccion permitira
una temprana escalada terapéutica ademas de la imple-
mentacion de practicas adecuadas de aislamiento para
la prevencion y el control de infecciones. Por el con-
trario, el valor predictivo negativo es reducido, por lo
que el hecho de no detectar un gen especifico no debe
interpretarse como fenotipo de susceptibilidad. Como
siempre la “gestion del riesgo” para resistencia bacte-
riana es fundamental en la definicion del plan antibioti-
co en pacientes graves®!,

Basandonos en los resultados del PN definimos, en
mas de la mitad de los casos (51%), un cambio en la
conducta antimicrobiana empirica. La adecuacion del
plan antibidtico en 26% de los casos fue la modifica-
cion mas frecuente (habitualmente cambio de ampici-
lina sulbactam por cefalosporinas de primera o tercera
generacion no antipseudomonicas), seguida por 13%
de escalada del plan antimicrobiano (inicio de carbape-
némicos al detectar CTX-M, colistina en deteccion de
NDM, ceftazidime al detectar Pseudomonas aerugi-
nosa o vancomicina si SAMR), suspensién en 8% y
desescalada en 4% de los paneles (suspension de anti-
bidticos en terapia combinada). Cabe aclarar que cuan-
do el resultado del PN determiné modificacion del plan
antibidtico, el informe posterior del cultivo no alterd
en ningun caso dicha conducta, no ocurriendo en esta
serie terapéutica inadecuada inducida por el resultado
del panel.

Como hemos analizado anteriormente, el acrescen-
te desarrollo de resistencia bacteriana es un problema
mundial. El tratamiento de infecciones graves nos en-
frenta continuamente al delicado equilibrio entre un
plan antibidtico que asegure una adecuada terapia ini-
cial y el riesgo de aumentar la resistencia bacteriana. Es
aqui donde los métodos de diagnoéstico rapido cobran
valor, pudiendo reducir la exposicion a antibidticos
innecesarios y de amplio espectro, dirigiendo la tera-
pia para tratar los patdgenos mas probables en funcion
de los factores de riesgo del paciente®®. Los estudios
que analizan el impacto de la PCR en pacientes con
neumonia muestran una elevada tasa de adecuacion de
la terapia antibiotica. El estudio multicéntrico francés
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conducido por Monard encontré un 77% de cambio en
los antimicrobianos empiricos con la utilizacion de la
PCR, demostrando que el tratamiento antibidtico guia-
do por PCR fue mas frecuentemente adecuado en com-
paracion con el tratamiento empirico®. El estudio de
Peiffer que evaluo el rendimiento e impacto de PCR
multiplex en pacientes de UCI cursando NN o NAV,
comunicd que la PCR podria haber conducido al inicio
mas temprano de un antibiotico eficaz en 21% de los
pacientes y a la desescalada temprana en 39%, llevan-
do a solo 1% de terapia inadecuada. Todo esto con una
mediana del tiempo de respuesta de la prueba de 4,6
h(. Si bien en nuestro estudio no analizamos especi-
ficamente la variable tiempo hasta la obtencion de los
resultados microbioldgicos, operativamente el tiempo
desde la toma de la muestra respiratoria hasta el resul-
tado del PN promedi6 entre 2-3 h, en comparacion a 48
h por métodos tradicionales.

Una de las limitaciones sustanciales de este estu-
dio, destacada en otros similares, es la falta de un ade-
cuado método de referencia o gold standard contra el
cual comparar la técnica. Probablemente la PCR tenga
mejor sensibilidad que los cultivos tradicionales o la
investigacion seroldgica, lo que determina dificulta-
des de interpretacion clinica de los “falsos positivos”
y estimacion de la precision diagnostica del test. Otras
limitaciones a tener presente es el de ser un estudio rea-
lizado en un solo centro, con relativo bajo numero de
pacientes y correspondientes a grupos heterogéneos de
patologias.

Conclusion

La aplicacion clinica de una nueva herramienta diag-
noéstica implica desafios que incluyen la revision del
tema, correcta interpretacion de los resultados y una
necesaria interaccion entre el médico clinico y micro-
bidlogo. El PN es un método rapido y preciso, de gran
utilidad en el diagnostico microbiologico precoz y la
toma de decision inicial en cuanto a la antibioticotera-
pia a implementar. No sustituye a los métodos tradicio-
nales, pero los complementa. Los resultados negativos
deben hacernos pensar en gérmenes menos frecuentes
o a replantear el diagndstico.

Summary

Introduction: the early initiation of the adequate an-
tibiotic therapy in severe infections is associated to a
reduction in mortality. Early identification of the mi-
croorganism is essential to define directed therapy and
decrease the initial inadequate treatment.

Objective: to assess usefulness of a molecular bio-
logy technique by nucleic acid amplification through a
polymerase chain reaction in real time for an early mi-
crobiological diagnosis and correction of the antibiotic
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therapy in patients with severe pneumonias.

Method: retrospective, observational study con-
ducted in the intensive care unit of Maciel Hospital.
The respiratory samples of patients with a diagnosis
of pneumonia or suspicious to have pneumonia were
analyzed. The microbiological results obtained were
compared using conventional techniques and multiplex
molecular biology (pneumonia panel).

Results: 53 samples obtained from 51 patients
were included in the study. Multiplex detected at least
one microorganism in 38 (71.7%) samples compared to
30 (56.6%) in traditional cultures. Most samples were
obtained under the previous antibiotic therapy (86.8%).
The pneumonia panel showed a combined positive
agreement percentage of 100% and a negative agree-
ment of 94% for the identification of bacteria when
compared to the traditional microbiological methods.
In 27 cases (51%) the pneumonia panel results deter-
mined changing the therapeutic behavior.

Conclusions: the PCR technique allows for the
early identification of microorganisms causing pneu-
monia, thus optimizing initial empirical therapy and
rationalizing the use of antibiotics. A negative panel
reduces the suspicion of a respiratory infection caused
by the usual germs and enables considering differential
diagnosis in terms of etiology or cause.

Resumo

Introdugao: o inicio precoce da antibioticoterapia ade-
quada em infecgdes graves esta associado a reducdo da
mortalidade. A identifica¢do precoce do microrganismo
€ essencial para realizar o tratamento dirigido e reduzir
o0 uso inicial inadequado de antimicrobianos.

Objetivo: avaliar a utilidade de uma técnica de bio-
logia molecular para amplificagdo de acidos nucleicos
por reagao em cadeia da polimerase em tempo real para
diagnodstico microbiologico precoce e adequagdo da
antibioticoterapia em pacientes com pneumonia grave.

Metodologia: estudo observacional retrospectivo
realizado na unidade de terapia intensiva do Hospital
Maciel. Amostras respiratorias de pacientes com diag-
nostico ou suspeita de pneumonia foram analisadas. Os
resultados microbiologicos obtidos por técnicas con-
vencionais e por biologia molecular multiplex (painel
de pneumonia) foram comparados.

Resultados: foram incluidas 53 amostras obtidas
de 51 pacientes. O multiplex detectou pelo menos um
microrganismo em 38 (71,7%) amostras em compa-
ragdo com 30 (56,6%) usando culturas tradicionais. A
maioria das amostras foi obtida com antibioticoterapia
prévia (86,8%). O painel de pneumonia mostrou uma
concordancia percentual positiva combinada de 100%
e uma concordancia percentual negativa de 94% para
identificacdo bacteriana em comparagdo com métodos

microbioldgicos tradicionais. Em 27 (51%) casos, o re-
sultado do painel de pneumonia determinou mudanga
no comportamento terapéutico.

Conclusdes: a técnica de PCR permite a identifi-
cacdo precoce de microrganismos causadores de pneu-
monia, otimizando a terapia empirica inicial e raciona-
lizando o uso de antimicrobianos. Um painel negativo
afasta a suspeita de infeccdo respiratoria pelos germes
usuais e permite considerar diagnosticos diferenciais
em termos de foco e/ou etiologia.
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