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Resumen

En los ultimos afios se han implementado medidas para mejorar la deteccién y el
manejo de las infecciones del torrente sanguineo (BSI), sin embargo, las tasas de
hospitalizacion continuan aumentando. La identificacion rapida y precisa de
patdogenos de hemocultivos positivos y la seleccion de la terapia antimicrobiana

adecuada son fundamentales para el tratamiento de pacientes con bacteriemia.

En el afo 2017 el INER implemento un nuevo método de identificacion bacteriana,
una prueba de PCR multiple capaz de identificar el agente infeccioso en un tiempo
estimado de 1 h. El presente trabajo tuvo como objetivo conocer la sensibilidad y
especificidad del sistema BioFire FilmArray® BCID Panel, comparado con el
cultivo de sangre o “estandar de oro” para la identificacion de microorganismos

causantes de bacteriemia y el perfil de susceptibilidad en el INER.

Se realiz6é un estudio observacional retrospectivo y transversal de 42 expedientes
clinicos de pacientes ingresados al INER, cuyas muestras presentaron desarrollo
de microorganismos, a los cuales se les realizo identificacidon por cultivo de sangre
o “estandar de oro” y por el sistema BioFire FilmArray®. Las variables clinicas
fueron registradas en hojas de recoleccion de datos, posteriormente se realizé un

analisis estadistico con el paquete SPSS 21.

Se determind una sensibilidad del 96.4% y una especificidad del 50% por el
sistema BioFire FilmArray® comparado con el estandar de oro, omitiendo los
microorganismos identificados por el cultivo pero que estaban fuera del panel de

identificacion del BioFire FilmArray®. Por otra parte, considerando los



microorganismos que fueron identificados por ambas pruebas, se obtuvo una

sensibilidad del 71.1% y una especificidad del 50%.

Las caracteristicas que presentaron los pacientes con hemocultivos positivos
fueron: mayor prevalencia en pacientes del género masculino (64%), asi como en
personas mayores de 60 afos (26%), la comorbilidad asociada con mayor
frecuencia fue VIH (33%). El mayor numero de hemocultivos fue proveniente del
servicio de Urgencias (26%). El 55% de las bacteriemias se clasificaron como
secundarias y el 40% como bacteriemia primaria, de las cuales el 15% fue
polimicrobiana, y el 85% monomicrobiana. Los principales microorganismos
causantes de bacteriemia en pacientes del INER fueron: E. coli (12), P.
aeruginosa (7) y K. pneumoniae (3). No se detecto ningun marcador genético de

resistencia a los antibiéticos.

La mediana en horas de la emisién de resultados fue estadisticamente significativa
(p < 0.001), entre el sistema BioFire FilmArray® (31,31) y el cultivo de sangre

(123,42).

De acuerdo a los resultados, se concluye que la prueba de BioFire FilmArray®
debe considerarse solamente como una ayuda para el diagndstico de bacteriemias

y no como unico método de identificacion.



Introduccién

Las infecciones del torrente sanguineo (BSI, por sus siglas en inglés) representan
una causa importante de morbilidad y mortalidad en humanos. Gran parte de las
decisiones médicas para el tratamiento de los pacientes se toman en funcién de
los resultados de laboratorio, considerando al cultivo de sangre el procedimiento
diagnostico mas importante para identificar el agente causal cuando se sospecha
de infeccion del torrente sanguineo. Sin embargo, la insuficiente sensibilidad que
este procedimiento representa cuando el paciente ha recibido previamente
antibidticos, asi como la presencia de microorganismos de lento crecimiento y/o
intracelulares, ha generado la necesidad de implementar nuevos métodos de
diagnostico que permitan la deteccion correcta y oportuna de dichos

microorganismos.

La introduccidén temprana de un tratamiento antimicrobiano adecuado, asi como
las pruebas de susceptibilidad, permiten una reduccion en el espectro de farmacos
administrados, limitando el impacto negativo de los tratamientos combinados y /o
el uso de antibidticos de amplio espectro que representan el aumento en la
prevalencia de cepas resistentes.

En 2012, BioFire Diagnostics lanzé el panel de identificacion de cultivos de sangre
FilmArray®, una prueba de PCR multiple para la identificacion de patdégenos
bacterianos y levaduras de hemocultivos positivos. Su implementacion como
prueba diagndstica de bacteriemia en el Instituto Nacional de Enfermedades

Respiratorias (INER), fue evaluada en conjunto con el cultivo de sangre o



“‘estandar de oro” para determinar la especificidad, sensibilidad y rapidez con que

este nuevo método sea capaz de ofrecer un diagndstico oportuno y eficaz.



Marco tedrico

A pesar de la implementacion de medidas para mejorar la deteccion y el manejo
de las infecciones del torrente sanguineo’, las tasas de hospitalizacién por BSI

contintian aumentando? y sigue siendo una preocupacion sanitaria critica®.

La deteccion de bacteriemia constituye una de las prioridades del Servicio de

Microbiologia Clinica, dada su importancia diagnéstica y prondstica®.

Hemocultivo

La evaluacion de los pacientes con sospecha de BSI incluye rutinariamente
hemocultivos, que arrojan un diagnodstico etiolégico Optimo y brindan la
oportunidad de realizar pruebas de susceptibilidad antimicrobiana para guiar la

intervencién terapéutica cuando sea necesario®.

Los hemocultivos se realizan actualmente con instrumentos totalmente
automatizados que detectan el crecimiento microbiano mediante el analisis de la
liberacion de (€O, utilizando sensores fluorescentes o colorimétricos;
alternativamente, los cambios de presion en el espacio de cabeza de la botella
debido al consumo y la produccién de gases se utilizan para indicar el crecimiento

microbiano®.

Sin embargo, a pesar de estos avances, el tiempo total de resultado de los
hemocultivos es demasiado largo para permitir a los médicos tomar decisiones

inmediatas sobre el tratamiento®.



La utilidad del hemocultivo para detectar BSI esta directamente influenciada por la
recoleccion de muestras oOptimas solo de pacientes con hallazgos clinicos

compatibles con BSI”.

Siempre que sea posible, se deben tomar de dos a cuatro conjuntos de muestras
de sangre de los sitios de puncion venosa independientes y, para los pacientes
adultos, cada grupo debe consistir en 20-40 mL de sangre. El volumen de sangre
extraida de bebés y nifios esta menos prescrito, pero debe basarse en la edad del
nifio y no debe exceder el 1% del volumen total de sangre del paciente. Esta claro
que el volumen total de sangre cultivada de pacientes adultos es directamente
proporcional al rendimiento de microorganismos recuperados. Esto es una
consecuencia del hecho de que la mayoria de los pacientes adultos con BSI tienen
concentraciones circulantes muy bajas de microorganismos viables. El volumen de
sangre inadecuado o la recoleccidon de un unico conjunto de hemocultivos reducen
significativamente la sensibilidad de la prueba y también hace que la interpretacion

de los resultados sea mucho mas dificil® % 1°.

La contaminaciéon que representa hasta un tercio de los hemocultivos positivos
puede ocurrir cuando los microorganismos que no estan presentes en el torrente
sanguineo se introducen en el frasco durante el muestreo de sangre. Incluso si los
hemocultivos se extraen en condiciones asépticas, las contaminaciones suelen
deberse a organismos que pueden estar presentes en el medio ambiente y que

pueden formar parte de la biota cutanea".



En muchas ocasiones es dificil diferenciar entre un hemocultivo positivo que
corresponde a una infeccién verdadera o un hemocultivo contaminado que no

requiere tratamiento'.

Junto con los signos y sintomas clinicos, varios parametros pueden ayudar a

identificar con precision el significado de hemocultivos positivos:

1) ElI numero de frascos positivos, el numero de pares de hemocultivos positivos y

la proporcién de cultivos positivos .
2) El sitio del muestreo-catéter versus puncién venosa'*.

3) El tiempo hasta la positividad, incluido el tiempo diferencial hasta la positividad

entre pares recolectados en diferentes sitios de muestreo'.

4) Concordancia del resultado de la tincién de Gram con la identificacion final en el

cultivo™.

Cuando se excluye la contaminacion, el organismo detectado e identificado en el
hemocultivo probablemente esté presente en el torrente sanguineo en el momento

del muestreo, lo que define una bacteriemia™®.

Bacteriemia

La bacteriemia es, junto con la neumonia asociada a la ventilacion mecanica, la
infeccion nosocomial mas frecuente en los pacientes criticos y se asocia a una

importante morbimortalidad®.



Se define como bacteriemia la presencia de bacterias en la sangre que se pone de
manifiesto por el aislamiento de éstas en los hemocultivos, bien por primera vez o
repetidamente dentro de los siete dias siguientes al primero positivo, siempre que

se tratase del mismo microorganismo y en el mismo contexto clinico del paciente

4,17

La bacteriemia causa frecuentemente sepsis y shock séptico, por lo que la
administracién precoz y apropiada de antimicrobianos influye directamente en el

pronodstico del paciente® '°.

La bacteriemia se clasifica atendiendo al momento de aparicién, en nosocomial,
comunitaria o0 asociada a los cuidados sanitarios. Atendiendo al origen se dividen
en primarias (o de origen desconocido) y secundarias a una infeccién localizada y
en general documentada microbiolégicamente. En funcién del patrén clinico se

diferencian también en transitorias y sostenidas®.

La bacteriemia transitoria corresponde a un unico episodio de hemocultivos
positivos debido a la presencia de microorganismos durante un corto lapso de
tiempo en el torrente sanguineo (menos de 30 minutos). En general, son causados
por la manipulacién de la mucosa contaminada o por los actos invasivos

respiratorios, gastrointestinales o urogenitales'®.

Por el contrario, un hallazgo de multiples botellas positivas extraidas en diferentes
momentos es un signo de bacteriemia sostenida. Los hemocultivos positivos
sostenidos se encuentran en presencia de infecciones endovasculares como la

endocarditis. En tales casos, un gran numero de hemocultivos se vuelven positivos



sin ninguna diferencia en el tiempo de positividad para las botellas extraidas
simultaneamente de diferentes sitios. Por el contrario, se sospecha una infeccion
de catéter cuando los hemocultivos extraidos de un catéter se vuelven positivos

mas de 2 h antes del hemocultivo extraido de una venopuncién2°.

La bacteriemia sostenida debe diferenciarse de la bacteriemia persistente, que se
define por la persistencia de hemocultivos positivos a pesar de la introduccién de
un tratamiento antiinfeccioso. La bacteriemia persistente generalmente se debe a
organismos resistentes a la prescripcion antibidtico, a la presencia de un segundo
organismo o al sitio de infeccion que es inaccesible para el antibidtico (por

ejemplo, trombosis séptica)?'.

El diagndstico microbioloégico tradicional, basado en el aislamiento de un
microorganismo para su posterior identificacion y prueba de susceptibilidad
utilizando técnicas bioquimicas estandar, es un proceso que generalmente toma
hasta 48-72 h. En pacientes con bacteriemia, el tratamiento inadecuado puede
duplicar la mortalidad, que aumenta en un 7,6% cada hora que el ajuste de la
terapia se retrasa®® ?%. Asi mismo, la mortalidad asociada con la bacteriemia varia
dependiendo de su origen (intrahospitalario o no) y de diversos factores del
paciente como la edad, la presencia de hipotensién arterial, la ausencia de fiebre,
la insuficiencia renal, el cancer, la infeccion por VIH, focos infecciosos
(pulmonares, gastrointestinales), la estancia en la Unidad de Cuidados Intensivos

(UCI) y el uso de catéteres intravenosos, entre otros?* 2> 2°,



Los hospitales son considerados un excelente compartimento para la seleccion de
bacterias resistentes y multirresistentes. La propia utilizacién de antimicrobianos y
su uso inadecuado se consideran factores esenciales que determinan esta
situacion®’. Esta resistencia lleva no solo al aumento de la morbilidad y la
mortalidad, sino también a estancias hospitalarias mas prolongadas, lo que

incrementa los costos de hospitalizacion y de la atencion sanitaria®®.

Resistencia bacteriana

La relacion entre la resistencia a los antimicrobianos y la aptitud microbiolégica
difiere segun el organismo, el tipo de terapia con antibiéticos y el mecanismo de

resistencia®®.

Diferentes factores han contribuido al incremento de las infecciones en los
hospitales: el uso cada vez mayor de técnicas diagndsticas y terapéuticas
agresivas (catéteres intravenosos, endoscopias, intervenciones), el empleo de
potentes inmunosupresores y las estancias hospitalarias prolongadas, entre

otros™°.

La aparicion de cepas de enterobacterias resistentes, bacterias productoras de
betalactamasa de espectro extendido (BLEE) y cepas productoras de

carbapenemasas ha planteado desafios adicionales®’.

Se ha demostrado una correlacion directa entre la resistencia de las bacterias

gramnegativas y la mortalidad del paciente, el costo de la atencion del paciente y



la duracion de la estancia en el hospital®>. Las enterobacterias son una de las
familias bacterianas que presentan con mayor frecuencia resistencia a multiples
antibidticos. El principal mecanismo de resistencia a los antibidticos -lactamicos
en enterobacterias es el enzimatico, debido a la produccion de [B-lactamasas,
éstas son enzimas que inactivan penicilinas y cefalosporinas, siendo capaces de
romper el puente amida del anillo penicilanico o cefalosporanico y producir
derivados acidos sin propiedades bactericidas, esto evita que dichos antibidticos
puedan unirse a las proteinas transportadoras (PBP) y de esta forma impedir la
formacion de la pared bacteriana, por lo que no se logra la lisis bacteriana®=*. Las
carbapenemasas son miembros de las B-lactamasas de las clases A, B y D
moleculares. Las enzimas de clase A y D tienen un mecanismo hidrolitico a base
de serina, mientras que las enzimas de clase B son metalo-B-lactamasas que
contienen zinc en el sitio activo. El grupo de la clase A carbapenemasa incluye
miembros de las familias Sme, IMI, NmcA, GES y KPC.De estos, los
carbapenemasas KPC son los mas prevalentes, que se encuentran principalmente
en plasmidos en Klebsiella pneumoniae. Las carbapenemasas de clase D
consisten en [(-lactamasas de tipo OXA frecuentemente detectadas
en Acinetobacter baumannii. Las metalo-B-lactamasas pertenecen a las familias
IMP, VIM, SPM, GIM y SIM y se han detectado principalmente en Pseudomonas

aeruginosa>.

Las investigaciones microbioldgicas rapidas, la identificacion del agente causal y
prueba de susceptibilidad antimicrobiana (AST) son por lo tanto muy importantes

para:



1. Ajustar la terapia antimicrobiana y evitar un tratamiento ineficiente?’.

2. Reducir el espectro de la terapia antimicrobiana para limitar la seleccion de
cepas resistentes?’.

3. Limitar la toxicidad y el impacto negativo en las bacterias beneficiosas de

algunos antibidticos de amplio espectro o terapia combinada?’.

Identificaciéon bacteriana

En la ultima década comenzaron a utilizarse numerosos instrumentos que
permiten realizar la identificacion de bacterias en tiempos significativamente
menores, entre ellos cabe mencionar Vitek 2 Compact (bioMérieux, Marcy L’
Etoile, Francia), MicroScan (MicroScan Systems.INC) y Phoenix (Becton
Dickinson, Franklin Lakes). Estos instrumentos realizan estudios de identificacién y
sensibilidad a partir de un cultivo monomicrobiano, obteniéndose los resultados en

6 a 18 horas™®.

Estudios recientes mostraron que la identificacion rapida de patégenos
bacterianos de hemocultivos positivos, junto con intervenciones de administracion
antimicrobiana, mejoraron el tiempo de inicio del tratamiento y la transicién a la
intervencion antimicrobiana optima junto con la reduccién de los costos de
atencion médica®’. Sin embargo, el alcance de tal impacto aun no se ha evaluado

por completo®.



La evolucidn de la biologia molecular en las ultimas décadas, en particular la
evolucion de las técnicas de extraccion de acidos nucleicos y los métodos de
amplificacion, asi como los métodos de PCR multiplexados, proporcionan
herramientas para una identificacion rapida de organismos recuperados en

hemocultivos®> 3.

BioFire FilmArray® Blood Culture Identification (BCID) Panel

La identificacion rapida de los agentes etioldgicos de la infeccion del torrente
sanguineo y sus genes de resistencia mediante métodos moleculares permite una
terapia antibidtica temprana, que puede mejorar los resultados del paciente,
reducir la mortalidad e influir en la duracion de la estadia de los pacientes

sépticos™.

En 2013, la FDA aprob6 un ensayo rapido y automatizado de PCR multiple, la
identificacion de cultivo de sangre FilmArray (BCID) (BioFire Diagnostics, Salt
Lake City, UT), que identifica directamente patégenos comunes, incluidos 7
géneros / especies de bacterias grampositivas, 10 géneros / especies de bacterias
gramnegativas, y 5 especies de Candida, asi como marcadores de resistencia a
meticilina (mecA), vancomicina (vanA / B) y carbapenems (blakp;) directamente
de un hemocultivo positivo (Cuadro 1)*. El ensayo requiere aproximadamente 2
minutos de tiempo de procesamiento de la muestra y 1 hora de tiempo del
instrumento (que incluye aislamiento, amplificacién y deteccion de ADN), lo que

promete acortar el tiempo de identificacion del patogenoen 1 a 2 dias’.



Bacterias Gram positivas

Bacterias Gram negativas

Levadura

Enferococcus

Acinetobacter baumannii

Candida albicans

Listeria monocytogenes

Enterobacteriaceae

Candida glabrata

Staphylococcus

Complejo Enterobacter cloacae

Candida krusei

Staphylococcus aureus

Escherichia coli

Candida parapsilosis

Streptococcus

Klebsiella oxytoca

Candida tropicalis

Streptococcus agalactiae

Klebsiella pneumoniae

Genes de resistencia a los antibioticos

Streptococcus pneumoniae

Profeus

mecA: resistencia a meticilina

Streptococcus pyogenes

Serratia marcescens

vanA/B: resistencia a vancomicina

Haemophilus influenzae

KPC: resistencia al carbapenem

Neisseria meningitidis (encapsulada)

Pseudomonas aeruginosa

Cuadro 1. Microorganismos y genes de resistencia de la prueba BioFire

FilmArray®.

Procedimiento de la prueba BioFire FilmArray®

Se indica a continuacién un resumen general del procedimiento de la prueba

(Figura 1):

1. Extraiga el cartucho de su envase sellado al vacio, es importante mantener los

cartuchos en su envase protector hasta el momento de uso™.

2. Coloque el cartucho en la Pouch Loading Station (Estacion de carga de

cartuchos) de BioFire FilmArray® **

3. Cargue la Hydration Solution (Solucién de hidratacion) en el cartucho. Cuando

se introduce la Hydration Solution en el cartucho se rehidratan los reactivos

liofilizados contenidos en el accesorio del cartucho*?.




4. Extraiga el medio del hemocultivo del frasco, afiadalo al vial de Sample Buffer
(Tampon para muestra) y mezcle. EI Sample Buffer contiene los reactivos que
estimulan la unién de los acidos nucleicos a perlas magnéticas para su
aislamiento®.

5. Cargue la mezcla de muestra/tampon en el cartucho. Un control de proceso
incluido en el accesorio del cartucho se introduce en la muestra. El control de

proceso vigila todos los procesos criticos que se producen en el cartucho™.
6. Transfiera el cartucho al instrumento/Module e inicie el analisis*?.

7. Visualice los resultados en el informe al finalizar la prueba42.

Insert Pouch into
Loading Station

Inject Hydration
Solution

Inject Sample

Add Pouch to
FilmArray and Start Run

Figura 1. Procedimiento de la técnica BioFire FiImArray®42.




Conceptos de la PCR

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es el proceso de producir miles de
millones de copias de ADN. Las copias se realizan separando las cadenas del
ADN por medio de fusion y utilizando cada cadena como plantilla para la
generacion de una nueva cadena. Para identificar patdgenos especificos utilizando
la PCR se incluyen cebadores en la reaccion PCR (pequefios fragmentos de una
secuencia de ADN especifica), dirigidos a segmentos unicos del genoma del
patogeno. Si el organismo de interés tiene un genoma de ARN, se ejecuta un
proceso denominado transcripcion inversa (RT) antes de la PCR para convertir la

plantilla de ARN en una plantilla de ADN (RT-PCR)*.

Hay 3 pasos en un ciclo de PCR:
Paso 1: Desnaturalizacion: La muestra se calienta a aproximadamente 94 °C

para desnaturalizar o “fundir” el ADN bicatenario diana en cadenas simples*’.
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Figura 2. Desnaturalizacion del ADN?3,



Paso 2: Hibridacion de los cebadores: La muestra se enfria hasta
aproximadamente 60 °C, lo que permite que los cebadores se unan o “hibriden”

con las cadenas de ADN diana en un lugar especifico®.

Cebador

ANV AN

Cebador

Figura 3. Hibridacion de los cebadores™®.

Paso 3: Extension del cebador: Una enzima (polimerasa Taq del ADN) se une al
complejo ADN/cebador y hace una copia del ADN bicatenario original (ANTP A, G,

T o C) que es complementaria de la secuencia de nucleétidos del ADN diana®.

dNTP \ /
Taq Cebador W, y dNTP
Cebador Taq

Figura 4. Extensién del cebador™.

Al final de un ciclo, cada fragmento de ADN bicatenario diana ha sido duplicado.

Las nuevas copias de ADN actuan como plantillas en los ciclos siguientes43.



Principios del funcionamiento de la prueba BioFire FilmArray®

BioFire FilmArray® es un sistema automatizado de diagnéstico in vitro (IVD) que
utiliza PCR multiplex anidada (nmPCR) y analisis de fusion de alta resolucion para
detectar e identificar multiples dianas de acido nucleico en los especimenes
clinicos®.

1. Purificacién del acido nucleico: la purificacién del acido nucleico tiene lugar en
los tres primeros blisteres del cartucho. La muestra se lisa por agitacion
(homogeneizacion de perlas) y el acido nucleico liberado se captura, lava y eluye
mediante tecnologia de perlas magnéticas. Estos pasos requieren

aproximadamente diez minutos*.

2. Primera etapa de la PCR multiple: la solucion de acido nucleico purificada se
combina con una mezcla maestra precalentada para iniciar el termociclado de la
PCR multiple. El efecto de la 1a etapa de la PCR es enriquecer los acidos

nucleicos diana presentes en la muestra®.

3. Segunda etapa de la PCR: los productos de la primera etapa de la PCR se
diluyen y mezclan con reactivos de PCR nuevos que contienen un colorante de
fijacion al ADN bicatenario (LCGreen® Plus, BioFire Diagnostics, LLC). Esta
solucion se distribuye en la matriz de la 2a etapa de la PCR. Los pocillos
individuales de la matriz contienen los cebadores de los diferentes ensayos (cada
uno por triplicado) dirigidos a las secuencias de acido nucleico especificas de cada
uno de los patégenos detectados, asi como el material de la plantilla de control.

Estos cebadores estan “anidados” o internalizados en los productos especificos de



la 1a etapa de la reaccién multiple, que potencia tanto la sensibilidad como la

especificidad de las reacciones®?.

4. Analisis de fusion del ADN: después de la 2a etapa de la PCR, la temperatura
aumenta lentamente y se controla la fluorescencia de cada pocillo, que se analiza
para generar una curva de fusion. La temperatura a la que funde cada producto de
la PCR especifico (temperatura de fusion o Tm) es consistente y predecible, y el
programa BioFire FilmArray® evalua automaticamente los datos de los pocillos
replicados de cada ensayo para notificar los resultados®*.

El  programa BioFire FilmArray® controla el funcionamiento del
instrumento/Module, recoge y analiza los datos y genera automaticamente un

informe de la prueba al final del analisis (Figura 2)*.

FllmArray = Respiratory Panel v1.7 j
Etiqueta del B . -
A catotio e c voomeee ooy (0 MMIDTD0 0 MR VR MRRRVRY AT
;::sr::cic':'l e BiaFan Dingrostics, in.. Sak Lake City, Utah, USA HYDRATION SOLUTION
Cartucho de
B peliculade
plastico

Purificacion y extraccion Transcripcion inversa y Primera  Segunda etapa de
de acide nucleico etapa de la PCR multiplex la PCR singleplex

Figura 5. Etapas del proceso de PCR durante un analisis del sistema BioFire
FiImArray®43.



Planteamiento del problema

Actualmente las infecciones del torrente sanguineo son una causa importante de
morbilidad y mortalidad en los sistemas de salud, debido a la falta de pruebas
diagnosticas que permitan realizar una identificacion rapida de los
microorganismos causantes de bacteriemia y sus mecanismos de resistencia.
Ante la sospecha de una bacteriemia se debe iniciar un tratamiento antimicrobiano
empirico, practica que conlleva a un incremento en las tasas de resistencias
antimicrobianas, mortalidad y costos en la atencion. Es prioritario el uso de
pruebas diagnosticas rapidas que nos permitan iniciar un tratamiento

antimicrobiano adecuado y especifico.

Pregunta de investigacion

¢ Cual es la sensibilidad y especificidad del sistema BioFire FilmArray® para la
identificacion de microorganismos causantes de bacteriemia en el Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias, comparado con el cultivo de sangre o

“estandar de oro”?

Hipétesis

La sensibilidad y especificidad del método BioFire FilmArray® BCID Panel sera

mayor en comparacion con el cultivo de sangre o “estandar de oro”.



Objetivo general

Conocer la sensibilidad y especificidad del sistema BioFire FilmArray® BCID Panel

comparado con el cultivo de sangre o “estandar de oro” para la identificacion de

microorganismos causantes de bacteriemia y el perfil de susceptibilidad en el

INER.

Objetivos especificos

a)

Describir las principales caracteristicas de los pacientes con
bacteriemias diagnosticadas en el INER.

Determinar los principales agentes causales de bacteriemia en el INER.
Comparar los tiempos de entrega de resultados entre la prueba de
BioFire FilmArray® y el cultivo de sangre.

Conocer la frecuencia de los principales genes asociados a resistencias
de las bacterias grampositivas y gramnegativas causantes de

infecciones del torrente sanguineo en pacientes atendidos en el INER.

Diseifo experimental

Tipo de estudio.

Observacional
Retrospectivo
Transversal

Poblacion de estudio



Se incluirdn todos los expedientes de los pacientes, cuyas muestras de
hemocultivo fueron recibidas en el laboratorio de microbiologia clinica del INER,
que presentaron desarrollo de microorganismos y a las cuales se les hayan
realizado identificacion por cultivo de sangre o “estandar de oro” y por medio del

sistema BioFire FilmArray®.

Material y métodos

a) Lugar del estudio

Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias. Departamento de microbiologia.

b) Material

e Bitacora de registro de resultados del BioFire FilmArray®.

e Bitacora de registro de resultados del area de bacteriologia.

e Expedientes de pacientes con resultados positivos de hemocultivos en el
INER.

e Hojas de recoleccién de datos

c) Procedimiento del estudio.

Los resultados se obtendran por medio de la bitacora de resultados del BioFire
FilmArray® en el laboratorio de microbiologia clinica. Se obtendran de los
expedientes clinicos de pacientes con una bacteriemia diagnosticada por
Hemocultivos las variables clinicas, el tratamiento antimicrobiano al momento de

obtener las muestras y el tiempo que se demoré la entrega de resultados mediante



la identificacion por el sistema BioFire FilmArray® y el cultivo de sangre o
‘estandar de oro”. Todas las variables clinicas se registraran en hojas de
recoleccion de datos, se realizara un analisis descriptivo mediante la obtencién de
medianas, frecuencias y porcentajes. Se calculara la sensibilidad y especificidad
comparando los resultados positivos y negativos por ambos métodos. Para el

analisis estadistico se utilizara el paquete estadistico SPSS 21.

d) Numero necesario de sujetos de investigacion.

Se incluiran todos los expedientes de las muestras procesadas desde la
adquisicion del BioFire FilmArray® hasta la elaboraciéon del presente proyecto, con

una cantidad minima de 30 expedientes, de acuerdo con el tipo de estudio.



Resultados

Durante el periodo del estudio se evaluaron los expedientes clinicos de 42
pacientes con frascos de hemocultivo positivos, a los que se les realizé el cultivo
de sangre y la prueba de BioFire FilmArray®. Se presento un mayor numero de
casos de pacientes con bacteriemia en el género masculino, con una mayor

frecuencia entre los 21 y 30 afios de edad (Figura 3).

Edad y género de los pacientes incluidos
en el estudio

|
60y mas

51a60

41a50

B Hombres
31a40

B Mujeres
21a30

11a20

0al0

Figura 6. Distribucién por grupo de edad y género de los pacientes con sospecha de
bacteriemia incluidos en el estudio.

La mediana de edad de los pacientes con bacteriemia fue de 41 (+ 23,35) afnos.
Se observé un mayor numero de casos de bacteriemia en personas mayores de
60 afos, 26% (11/42), asi como una mayor prevalencia en hombres 64% (27/42)

respecto a mujeres 36 % (15/42), (Cuadro 2).



El 81% (34/42) de los paciente con bacteriemia presentaban alguna comorbilidad.
Las comorbilidades mas frecuentes fueron infeccion por Virus de

Inmunodeficiencia Humana (VIH) y Diabetes Mellitus (Cuadro 2).

CARACTERISTICA n= 42
Edad promedio (afios * DE) 40+ 14 .4
0 a 10 ainos (%) 3(7)
11 a 20 afios (%) 3(7)
21 a 30 anos (%) 8 (19)
31 a 40 anos (%) 7(17)
41 a 50 anos (%) 4 (10)
50 a 60 anos (%) 6 (14)
>60 anos 11 (26)
Sexo

Femenino (n, %) 15 (36)
Masculino (n, %) 27 (64)
Comorbilidades

Infeccién por VIH 14 (33)
Diabetes Mellitus 11 (26)
Hipertension arterial sistémica 6 (14)
Cancer 3(7)

Cuadro 2. Caracteristicas generales de los pacientes con bacteriemias
diagnosticadas por BioFire FilmArray® y cultivo de sangre.

En relacion a la procedencia de los hemocultivos, en once casos los pacientes
estaban ingresados en el servicio de urgencias, nueve en el servicio clinico 4,
especializado en la atencion de pacientes con VIH, siete en el servicio clinico 2
(Tuberculosis), cuatro en el servicio clinico 5 (EPOC) y en la UCI/UTI, y los siete
restantes provenian de pacientes ingresados en otros cuatro servicios clinicos. La

mediana de dias de estancia en la UCI fue de 10 (£ 6,97) (Cuadro 3).



Servicio clinico n=42

Urgencias 11 (26)
Servicio clinico VIH 9(21)
Servicio clinico de Tuberculosis 7(17)
Servicio clinico de EPOC 4 (10)
ucl 4 (10)
Neumologia Pediatrica 3(7)
Otros 4 (10)

Cuadro 3. Procedencia de los hemocultivos.

En 40 pacientes se confirmé la presencia de microorganismos en sangre
periférica. El 55% (22/40) de las bacteriemias se clasificaron como secundaria y el
40% (16/40) como bacteriemia primaria. Solo hubo 2 pacientes que presentaron
una bacteriemia relacionada a catéter (Figura 4). En uno de los pacientes incluidos
en el estudio no se confirmé la presencia de microorganismos en sangre periférica
ni en el cultivo ni por el método de PCR. En otro paciente hubo crecimiento de

Aspergillus spp. el cual se considerd un contaminante y no un patégeno real.

Clasificacion de las bacteriemias

M Bacteriemia
secundaria

 Bacteriemia primaria

. Bacteriemia
relacionada a catéter

Figura 7. Tipos de bacteriemias presentes en los pacientes incluidos en el estudio.



La sospecha clinica en el momento de la toma del hemocultivo fue variada,
predominando las infecciones pulmonares. El 45% de los pacientes con
bacteriemia tenian sospecha o diagndstico de neumonias (nosocomiales,
adquiridas en la comunidad o asociadas a ventilacion mecanica) y el 10% de
tuberculosis pulmonar. Los hemocultivos se obtuvieron a partir de una via
periférica en el 87% (35) de los casos y el 13% (5) restantes a partir de una via

central (Cuadro 3).

En el 15% (6/40) la bacteriemia estaba causada por mas de un microorganismo, y

en el 85% restante las bacteriemias fueron monomicrobianas (Cuadro 3).

Bacteriemia Bacteriemia Bacteriemia Total
Secundaria primaria relacionad a n=40
(n =22) n=16 catéter
7 n=2
SOSPECHA CLINICA
Neumonia nosocomial (n%) 10 (45%) 0(0% ) 0 10 (25%)
Neumonia adquirida en la comunidad (n %) 3 (14%) 3 (19%) 0 6 (15%)
Pielonefritis (n%) 3 (14%) 0(0% ) 0 3 (8%)
Criptococosis meningea (n%) 2 (9%) 0(0% ) 0 2 (5%)
Neumonia asociada a ventilacion mecanica (n%) 1(5%) 1(6%) 0 2 (5%)
Empiema (n%) 1(5%) 0(0% ) 0 1 (3%)
Mediastinitis 1(5%) 0(0%) 0 1(3%)
Endocarditis 1 (5%) 0(0%) 0 1 (3%)
Tuberculosis pulmonar (n%) 0 3 (19%) 1 (50%) 4 (10%)
Histoplasmosis (n%) 0 2 (13%) 1 (50%) 3 (8%)
Cancer (n%) 0 3 (19%) 0 3 (8%)
Tuberculosis diseminada (n%) 0 1 (6%) 0 1 (3%)
Tromboembolia pulmonar (n%) 0 1(6%) 0 1(3%)
Neumocistosis 0 1(6% ) 0 1 (3%)
EPOC 0 1(6%) 0 1 (3%)
Tipo de hemocultivo
Via central 3 (14%) 0 2 (100%) 5 (13%)
Via Periférica 19 (86%) 16 (100%) 0 35 (87%)

Clasificacion por el nimero de microorganismo




Monomicrobiana 20 (91%) 12 (75%) 2(100%) 34 (85%)

Polimicrobiana 2 (9%) 4 (25%) 0 6 (15%)

Cuadro 4. Relacién entre el tipo de bacteriemia con la sospecha clinica, el tipo de hemocultivo y
numero de microorganismos.

De acuerdo a lo reportado en la tincibn de Gram, se observaron estructuras
fungicas y bacterianas en 38 muestras de cultivos positivos, en 84% (32/38) se
observaron bacilos gramnegativos, en el 13% (5/38) microorganismos
levaduriformes y solo en una muestra fueron observados cocos grampositivos

(Figura 5).

Reporte de tincion de Gram

3%

B Bacilos gramnegativos
H Levaduras

m Cocos grampositivos

Figura 8. Reporte de tincion de Gram en frascos de hemocultivo positivos.



Mediante el método tradicional, cultivo e identificacidn por el sistema VITEK® 2 se
identificaron un total de 42 microorganismos y el sistema BioFire FilmArray®
identifico un total de 34 microorganismos. E. coli (12), P. aeruginosa (7) y K.

pneumoniae (3) fueron los gramnegativos mas frecuentemente identificados

(Cuadro 4).

Gramnegativos Escherichia coli (12)

Escherichia coli (12)

Pseudomonas aeruginosa (7)

Pseudomonas aeruginosa (7)

Klebsiella pneumoniae (3)

Klebsiella pneumoniae (3)

Complejo enterobacter cloacae (1)

Complejo enterobacter cloacae (1)

E. cloacae (1)

Complejo enterobacter cloacae (1)

Acinetobacter baumannii (1)

Acinetobacter baumannii (1)

Citrobacter freundii (1)

Enterobacterias (1)

Haemophilus influenzae (1)

Haemophilus influenzae (1)

Grampositivos Enterococo avium (1)

Enterococo (1)

Staphylococcus aureus (1)

Staphylococcus aureus (1)

Sin crecimiento bacteriano

Streptococcus agalactiae (1)

Staphylococcus epidermidis (1)

No Detectado

Levaduras Candida albicans (2)

Sin crecimiento bacteriana (0)

Candida albicans (3)

Candida parapsilosis (1)

Fuera del panel Stenotrophomonas maltophilia (1)

No Detectado




Aspergillus spp. (1) No Detectado

Ochrobactrum anthropi (1) No Detectado
Pseudomonas putida (1) No Detectado
Acinetobacter haemolyticus (2) No Detectado
Aeromonas hydrophila/caviae (1) No Detectado
Bacilo gramnegativo (1) No Detectado
Cryptococcus neoformans (2) No Detectado

Cuadro 5. Microorganismos identificados por el cultivo de sangre y la prueba de BioFire

FilmArray®.

El sistema de PCR-multiple fue concordante con el estandar de oro en 30 casos,
incluyendo el resultado del paciente que no presento desarrollo de
microorganismos por ninguno de los dos métodos, mientras que en 14 de estos no
hubo concordancia. Los microorganismos que no detecto el BioFire FilmArray®
son microorganismos que no son parte del espectro de identificacion:
Stenotrophomonas maltophilia (1), Ochrobactrum anthropi (1), Pseudomonas
putida (1), Acinetobacter haemolyticus (2), Aeromonas hydrophila/caviae (1),
Staphylococcus epidermidis (1), Cryptococcus neoformans (2) y Aspergillus sp (1).
Otro caso de no concordancia fue la deteccién a través del método convencional
de un Citrobacter freundii (1) el cual solo fue identificado como positivo para algun
miembro de la familia Enterobacteriaceae.

Mediante el sistema de PCR se reportaron cuatro levaduras, tres Candida
albicans y una Candida parapsilosis, también un Streptococcus agalactiae,

microorganismo que no tuvo desarrollo en los medios de cultivo.



En el analisis de los pacientes con bacteriemia causada por un solo
microorganismo, hubo concordancia en cuanto a la identificacion en 21 casos; el
sistema BioFire FilmArray® detectd un caso mas por Candida albicans, sin
embargo, no fueron identificados dos casos con desarrollo de Cryptococcus
neoformans, mismos que fueron identificados solamente por el sistema VITEK® 2

(Cuadro 5).

Para la identificacion de bacterias por PCR multiple BioFire FilmArray® se
determind una sensibilidad del 92.6% y una especificidad del 50% comparandolo

con el método tradicional.

Cultivo FilmArray®

Cultivos monobacterianos

Escherichia coli (9) Escherichia coli (9)
Pseudomonas aeruginosa (5) Pseudomonas aeruginosa (5)
Gramnegativos Klebsiella pneumoniae (2) Klebsiella pneumoniae (2)
Acinetobacter baumannii (1) Acinetobacter baumannii (1)
Haemophilus influenzae (1) Haemophilus influenzae (1)
Citrobacter freundii (1) Enterobacterias (1)
Grampositivos
Staphylococcus aureus (1) Staphylococcus aureus (1)
Levaduras
Candida albicans (2) Candida albicans (3)
Cryptococcus neoformans (2) No detectado

Cuadro 6. Identificacion de microorganismos en cultivos monomicrobianos por el método tradicional
o cultivo y la prueba BioFire FiimArray®.

En relacion a las bacteriemias polimicrobianas se encontré una concordancia en la
identificacion de dos microorganismos solo en el 50% de los casos (3/6).

(Cuadro 6).



Cultivo FilmArray®

Cultivos polimicrobianos

P. aeuginosa/ Stenotrophomonas P. aeuginosa/ Stenotrophomonas
maltophilia (1) maltophilia (0)

P. aeruginosa/S. agalactie (0) P. aeruginosa/S. agalactie (1)

E. Coli/P. aeruginosa (1) E.coli/P. aruginosa (1)

E. cloacae/K. pneumoniae (1) E. cloacae/K. pneumoniae (1)

E. coli/Enterococcus avium (1) E. coli/Enteroccoccus (1)

Enterobacter cloacae/Candida parapsilosis  Enterobacter cloacae/Candida parapsilosis

(0) (1)

Cuadro 7. Identificacion de microorganismos en cultivos polimicrobianos por el método tradicional o
cultivo y la prueba BioFire FilmArray®.

La mediana en horas entre la recepciéon de la muestra y la obtencion de un
resultado por parte del servicio de microbiologia clinica fue de 31,31 (+ 19,35) con
el sistema BioFire FilmArray®, tiempo menor comparado con el empleado en el
diagnostico convencional, con una mediana de 123,42 (+ 71,28), siendo

estadisticamente significativa (p < 0.001)

En 15 casos se realiz6 cambio de tratamiento antimicrobiano, mientras que en 12
pacientes se agregd un antibidtico y solo en 3 hubo suspension de antibidtico con

el resultado por el sistema BioFire FilmArray®.

De acuerdo a los expedientes, el 38% (16/42) de las personas incluidas en el
analisis fallecieron. En el 81% (13/16) de las personas que murieron, se detecto el
agente causal de la bacteriemia por el sistema BioFire FilmArray®. No se observo
diferencia estadisticamente significativa entre los pacientes que murieron con un
BioFire FilmArray® detectado y los que murieron sin poder identificar el

microorganismo mediante este método (P = 0.17).



Discusion

Se determind una sensibilidad del 96.4% y una especificidad del 50% por el
sistema BioFire FilmArray® comparado con el estandar de oro, omitiendo los
microorganismos identificados por el cultivo pero que estaban fuera del panel de
identificacion del BioFire FilmArray®. Por otra parte, considerando los
microorganismos que fueron identificados por ambas pruebas, se obtuvo una
sensibilidad del 71.1% y una especificidad del 50%. De acuerdo a estos
resultados, el sistema de BioFire FilmArray® es una prueba capaz de identificar
un alto porcentaje de pacientes con bacteriemia, de la misma forma que por el
estandar de oro pero en un tiempo considerablemente menor. En lo que respecta
a la especificidad, el bajo porcentaje se debe a los pacientes clasificados como

falsos negativos, debido a que no presentaron desarrollo en el cultivo de sangre.

El mayor numero de casos de bacteriemia sin distincidn de género se presento a
la edad de 60 afios 0 mas, esto puede deberse entre otros factores a la diferencia
de estado inmunoldgico entre una persona mayor comparada con las edades mas
jévenes, asi como el incremento de las comorbilidades asociadas. Pazos et al.
(17) en un estudio prospectivo donde se analizaron un total de 320 hemocultivos,
la edad media fue 66,9 afnos (IC 95%: 65-69) con predominio de varones (59%),
otros autores indican resultados similares, en esta investigacion también
predomino el sexo masculino (64%) entre los 21 y 30 afios de edad. Se sabe que
la presencia de bacteriemia incrementa el riesgo de muerte en un paciente hasta

14 veces, siendo la edad avanzada una variable de mal prondéstico (17),



La infeccién por VIH fue una de las principales comorbilidades presente en los
pacientes con sospecha de bacteriemia, con un 33%, seguido de la Diabetes
Mellitus con 26%, enfermedades que se asocian a un mayor riesgo de
bacteriemia, Sabatier, 2009 (12). A pesar de la disminucion de la tasa de
infecciones oportunistas como consecuencia de la introduccidén del tratamiento
antirretroviral de alta actividad, la infeccidén por el VIH sigue siendo una causa de
mayor riesgo de bacteriemias con mortalidad estimada a 30 dias mayor que en

pacientes que no tienen esta condicion, Sanchez et al. 2018 (26).

Por lo mencionado, el servicio clinico 4, especializado en la atencidn de pacientes
con VIH, presento el segundo lugar de mayor procedencia de los hemocultivos,

con 21%, solamente rebasado por el servicio de Urgencias, 26%.

Diversos estudios entre los que destacan: Kirn, 2013 (7) y Sabatier, 2009 (12),
muestran un papel cada vez mayor de las bacterias gramnegativas entre los
aislamientos de sangre. En este estudio se identificaron principalmente E. coli
(12), P. aeruginosa (7) y K. pneumoniae (3). De acuerdo a lo reportado por estos
microorganismos representan casi siempre una infeccion verdadera y son
considerados la principal causa de bacteriemias secundarias a infecciones
respiratorias, tales como la neumonia, que fue el principal diagnéstico (45%)

presentado por los pacientes durante su estancia hospitalaria en el INER.



En relacion a las bacterias grampositivas solo el 50% de los casos se identifico por
ambas pruebas, siendo estas S.aureus y Enterococo. Es importante considerar
las manifestaciones clinicas del paciente para descartar una posible
contaminacion, ya que de acuerdo a Kirn, 2013 (7), la recuperacion de
Estreptococos del grupo viridans, estafilococos coagulasa negativos (CoNS) y
enterococos han demostrado que representan BSI verdadero en 38%, 15% y 78%

de los casos, respectivamente.

Con lo que respecta a levaduras Candida albicans fue la mas frecuente en este
estudio, sin embargo, la presencia de una Candida parapsilosis, supone el
incremento de otras especies de Candida que no se presentaban con anterioridad,
una de las posibles causas es la amplia difusion de antifiungicos utilizados como
profilaxis. En lo que respecta a estos microorganismos, se observo una notable
diferencia en cuanto al tiempo de identificacion entre el cultivo y la prueba de
BioFire FilmArray®, considerando que por el método tradicional, una vez que se
reporta crecimiento en el medio de cultivo, este debe pasar al area de micologia
para poder realizar la identificacion, lo que incrementa el tiempo de emision de

resultados.

El aumento de pacientes inmunocomprometidos y con ello la invasién de un
numero cada vez mayor de microorganismos que no pueden ser eliminados por
los mecanismos de defensa debido a las alteraciones de la inmunidad, sugieren la

importancia del cultivo de sangre en comparacién con la prueba de BioFire



FilmArray®, donde este ultimo no pudo identificar la presencia de Cryptococcus
neoformans, patégeno que al no ser diagnosticado en via hematégena es capaz
de diseminarse y llegar al sistema nervioso central (SNC), representando un peor

pronostico de vida para el paciente.

Asi mismo las bacteriemias monomicrobianas con un porcentaje del 85%, se
presentaron en mayor proporcion respecto a las bacteriemias polimicrobianas,
15%. En lo que respecta a las bacterias gramnegativas y grampositivas de cultivos
monomicrobianos se presentd una buena concordancia entre ambos métodos, sin
embargo en la identificacion de levaduras es notable la diferencia al no poder
determinar en el BioFire FilmArray® otra levadura que no sea Candida. Dentro de
los cultivos polimicrobianos se presenté solamente una concordancia del 50%, lo
que representa un problema al momento de establecer un tratamiento que actué

para ambos microorganismos.

El tiempo de entrega de resultados entre ambas pruebas fue estadisticamente
significativo, con una mediana en horas de 31,31 (+ 19,35) por parte del sistema
BioFire FilmArray®, comparada con una mediana de 123,42 (+ 71,28) horas por
parte del diagndstico convencional o cultivo de sangre. Este resultado sugiere la
relevancia de esta prueba al cumplir con uno de los principales propdsitos de su
implementacion en el Instituto, que es la rapida identificacion del patégeno

causante de bacteriemia.



Se determind la relevancia del resultado emitido por la prueba de BioFire
FilmArray® sobre la decision médica en lo que respecta al seguimiento, cambio o
suspension de tratamiento antimicrobiano. Aun con el menor tiempo de entrega de
resultados que implico el sistema de BioFire FilmArray® se considerd importante
el numero de defunciones reportadas, sin embargo deben considerarse todos los
factores que involucran la alteracion de la salud del paciente, siendo las mas
importantes la presencia de VIH, el consumo de tabaco y el uso de ventilacidon

mecanica durante la estancia hospitalaria.

No se detecto ningun marcador genético de resistencia a los antibidticos por parte
de los microorganismos identificados por el sistema BioFire FilmArray®, sin
embargo, debido a la existencia de diferentes mecanismos de resistencia, no es

posible indicar susceptibilidad hacia los diferentes medicamentos.



Conclusiones

El limitar la realizacion de hemocultivos a pacientes que presenten los signos y
sintomas caracteristicos de bacteriemia, asi como la recoleccién adecuada de
muestras y la interpretacién precisa de los resultados por parte del personal de
salud, juegan un papel determinante en la eficacia del uso de estos nuevos

meétodos de diagnostico.

Es importante la manera en como los resultados son proporcionados a los
diferentes grupos multidisciplinares encargados del manejo del paciente, asi como
la comunicacion entre estos, con la finalidad de hacer realmente Util estas

pruebas.

La prueba de BioFire FilmArray® debe considerarse solamente como una ayuda
para el diagnostico de bacteriemias y no como unico método de identificacion,
considerando que la principal limitacion de esta prueba es el hecho de que no
proporciona la informacion de susceptibilidad. Por lo tanto los métodos
convencionales como lo es el cultivo de sangre, sigue siendo el estandar de oro
capaz de identificar organismos presentes en el hemocultivo y proporcionar su

susceptibilidad.



Perspectivas

-Establecer criterios para la toma de hemocultivos solamente de pacientes con

sospecha de bacteriemia.

-Implementar nuevos métodos de identificacion bacteriana, y que a su vez

proporcionen el perfil de susceptibilidad.
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