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RESUMEN

Objetivo. Evaluar el impacto clinico de la PCR-mdultiple
FilmArray® panel Meningitis/Encefalitis en el diagndstico de
infecciones del sistema nervioso central y comparar los resul-
tados obtenidos y el tiempo necesario hasta el diagnostico con
las técnicas microbioldgicas convencionales.

Pacientes y métodos. Estudio prospectivo observacional
en una Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) de adultos de un
hospital de tercer nivel. Se realizo puncion lumbar a todos los
pacientes y en el LCR extraido se realizd FilmArray® panel de
meningitis [encefalitis, estudio citoquimico, Gram y cultivos
microbiologicos convencionales.

Resultados. 21 pacientes ingresados con sospecha de
Meningitis/Encefalitis. Edad: mediana 58,4 anos (RIQ 38,1-67,3),
APACHE II: mediana 18 (RIQ 12-24). La mediana de estancia
en UCI fue de 4 dias (RIQ 2-6) y la hospitalaria de 17 dias (RIQ
14-28). Mortalidad 14,3%. Se establecio un diagnostico clinico
final de Meningitis/Encefalitis en 16 pacientes, con diagndstico
etioldgico en 12 casos (75%). La etiologia mas frecuente fue
Streptococcus pneumoniae (8 casos). FilmArray® permitio
diagndstico etioldgico en 3 casos con cultivo negativo y el
resultado implicd cambios en el tratamiento antibidtico de 7
de los 16 pacientes (43,8%). Para la totalidad de pacientes,
FilmArray® presento una sensibilidad y especificidad del 100% y
90% respectivamente. La mediana de tiempo hasta la obtencion
del resultado de FilmArray® fue de 2,9 horas (RIQ 2,1-3,8) y del
cultivo incluyendo antibiograma 45,1 horas (RIQ 38,9-58,7).

Conclusiones. FilmArray® panel Meningitis/Encefalitis
realiza un diagnostico etiologico mas precoz que los cultivos
convencionales, muestra una mayor sensibilidad y permite rea-
lizar un tratamiento antimicrobiano dirigido.
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Meningitis/Encephalitis diagnosis in ICU using
Multiplex PCR system: Is it time of change?

Objetive. To evaluate the clinical impact of Meningitis/
Encephalitis FilmArray® panel for the diagnosis of cerebral
nervous system infection and to compare the results (includ-
ing time for diagnosis) with those obtained by conventional
microbiological techniques.

Patients and methods. A prospective observational study
in an Intensive Care Unit of adults from a tertiary hospital was
carried out. Cerebrospinal fluid from all patients was taken by
lumbar puncture and assessed by the meningitis/encephalitis
FilmArray® panel ME, cytochemical study, Gram, and conven-
tional microbiological cultures.

Results. A total of 21 patients admitted with suspicion of
Meningitis/Encephalitis. Median age of patients was 58.4 years
(R1Q 38.1-67.3), median APACHE Il 18 (RIQ 12-24). Median stay
in ICU and median hospital stay was 4 (RIQ 2-6) and 17 days
(RIQ 14-28), respectively. The overall mortality was 14.3%. A
final clinical diagnosis of meningitis or encephalitis was estab-
lished in 16 patients, obtaining the etiological diagnosis in 12
of them (75%). The most frequent etiology was Streptococcus
pneumoniae (8 cases). FilmArray® allowed etiological diagno-
sis in 3 cases in which the culture had been negative, and the
results led to changes in the empirical antimicrobial therapy
in 7 of 16 cases (43.8%). FilmArray® yielded a global sensitivi-
ty and specificity of 100% and 909, respectively. The median
time to obtain results from the latter and conventional culture
(including antibiogram) was 2.9 hours (RIQ 2.1-3.8) and 45.1
hours (RIQ 38.9-58.7), respectively.

Conclusions. The Meningitis/Encephalitis = FilmArray®
panel was able to establish the etiologic diagnosis faster than
conventional methods. Also, it achieved a better sensitivity and
led to prompt targeted antimicrobial therapy.

Key-words: FilmArray, Meningitis, Encephalitis, Multiplex polymerase
chain reaction
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INTRODUCCION

Las infecciones del sistema nervioso central (SNC) como
meningitis y encefalitis (M/E) constituyen una grave patologia
que requiere un diagnostico etiologico rdpido. Iniciar precoz-
mente un tratamiento antimicrobiano dirigido contribuye a
disminuir morbimortalidad, estancia hospitalaria y reduce cos-
tes sanitarios [1]. Los pacientes que sobreviven a estas graves
infecciones pueden tener importantes secuelas. En el diagnos-
tico, la sintomatologia clésica es inespecifica y la celularidad y
bioquimica del liquido cefalorraquideo (LCR) aunque ayudan a
diferenciar infeccion virica de bacteriana, tampoco son defini-
tivas [2, 3].

El cultivo del LCR se considera el patron oro para el diag-
nostico de la meningitis bacteriana a pesar de sus limitaciones.
En el diagnostico de las infecciones virales del SNC, los cultivos
son lentos y de bajo rendimiento por lo que las técnicas de re-
accion en cadena de la polimerasa (PCR) han ido desplazando
al cultivo, pero su uso permanece infrautilizado por su com-
plejidad y disponibilidad limitada [4]. Estas limitaciones han
contribuido a estimular el interés por sistemas comerciales de
PCR-multiple, que integran todo el proceso en sistemas cerra-
dos, ofrecen resultados muy rdpidos, tienen alta especificidad
y sensibilidad al no requerir un patogeno viable, son faciles de
realizar y pueden estar disponibles en cualquier tipo de hospi-
tal. Estos sistemas estan cambiando el diagndstico en la sepsis,
infecciones respiratorias y otras patologias infecciosas [5-10].
En las infecciones del SNC del paciente critico el "tiempo es
vida" por lo que en estos casos la literatura recomienda utilizar
sistemas de PCR multiple en tiempo real [11-17].

En octubre del afio 2015 la FDA autorizo el primer panel
para la deteccion de patdgenos del SNC (FilmArray®) [18]. Para
bacterias como Streptococcus pneumoniae, Neisseria menin-
gitidis y Haemophilus influenzae la sensibilidad y especificidad
es del 89% y 100% [29] y para Cryptococcus spp. algunos au-
tores refieren una sensibilidad y especificidad del 100% [20]. El
objetivo de este estudio ha sido evaluar el impacto clinico de
la PCR-multiple FilmArray® panel Meningitis/Encefalitis en el
diagndstico de infecciones del SNC en la Unidad de Cuidados
Intensivos (UCI), y comparar los resultados obtenidos y el tiem-
po necesario hasta el diagnostico con las técnicas microbiold-
gicas convencionales.

PACIENTES Y METODOS

Pacientes. Analisis prospectivo de todos los pacientes in-
gresados consecutivamente en una UCI de adultos con sospe-
cha clinica de meningitis/encefalitis. El estudio fue aprobado
por el Comité de Etica del hospital.

Ambito del estudio. UCI polivalente de un Hospital Uni-
versitario de tercer nivel y centro de referencia para Neuroci-
rugia.

Periodo de estudio. Desde el 9 de Enero de 2017 hasta el
20 de Junio de 2018

Criterios diagndsticos. Se considerd sospecha clinica de

meningitis la presencia de fiebre acompanada de signos me-
ningeos, rigidez de nuca, vomitos y otros sintomas neurolo-
gicos, como deterioro del nivel de consciencia, convulsiones o
agitacion psicomotora. Si presentaba al menos tres de ellos se
considerd sospecha clinica alta y si solamente tenian uno o dos
sintomas se considerd como sospecha clinica baja. Se definio
leucocitosis como un nivel de leucocitos en sangre superior a
12.000/mm?>. El limite alto de normalidad de procalcitonina se
establecio en 0,5 mg/dl. Criterios diagnosticos en citoquimica
de LCR: hipoglucorraquia, ratio de glucosa en LCR/glucosa en
sangre menor de 0,5; hiperproteinorraquia, proteinas en LCR >
50 mg/dl, pleocitosis: leucocitos en LCR > 5 [mm?. Se considerd
que existia predominio de neutrdfilos si representaban mas del
80% de las células. El diagnostico etioldgico se considerd posi-
tivo de acuerdo al resultado del Gram, antigeno de neumococo
en LCR y orina, PCR del gen codificante de la subunidad 16S
ribosomal bacteriana, cultivos bacterianos [PCR “casera” (in
house) de virus y PCR multiple en tiempo real, FilmArray®.

Diagnoéstico microbioldgico. Los LCR para cultivo bacte-
riologico fueron procesados de acuerdo al protocolo recomen-
dado por la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia Clinica [21]. Para ello se sembraron en placas de
agar sangre, agar chocolate y caldo tioglicolato (BioMérieux,
Marcy I'Etoile) y se incubaron hasta 5 dias. Para el diagnosti-
co virologico se realizo la extraccion de ADN del LCR median-
te AmpliPrep COBAS® (Roche Diagnostics) y PCR “casera” (in
house) incluyendo las dianas Virus herpes simple 1 (VHS1), Vi-
rus herpes simple 2 (VHS2), Varicela-Zoster (WZ), citomegalo-
virus (CMV), virus Epstein-Barr y Virus herpes 6y 7. Se realizd
antigeno de neumococo en LCR y/u orina a criterio del médico
responsable. En los casos que se considerd necesario se realizd
también identificacion microbiana mediante PCR16S.

Variables del estudio. Se registraron datos demografi-
cos, sintomas vy signos al ingreso, APACHE Il, dias de ingreso,
tiempo de ventilacion mecanica, mortalidad en UCI e intra-
hospitalaria, tratamiento antibidtico, resultados citoquimicos
de LCR, hemocultivos y resultados microbiologicos del LCR
(antigeno de neumococo, Gram, cultivo, FilmArray®), antige-
no de neumococo en orina, y tiempos desde la realizacion de
la puncion lumbar hasta la identificacion del patdgeno y su
validacion en la historia clinica electronica. Cuando se realiza
la identificacion del patogeno, el Servicio de Microbiologia co-
munica el resultado via telefdnica, pero ante la imposibilidad
de medir estos tiempos se optd por considerar la identificacion
validada en la historia clinica que incluye el resultado del cul-
tivo y el antibiograma.

FilmArray® (BioFire Diagnostics, LLC, Salt Lake City, UT,
EEUU): El panel diagnostico para meningitis/encefalitis utiliza-
do es un sistema automatizado con técnica de PCR-multiple,
que permite la extraccion y purificacion de acidos nucleicos
microbianos a partir de una muestra de 200 pl de LCR. El pa-
nel incluye los patogenos mas frecuentes para meningitis/en-
cefalitis incluyendo virus, bacterias y levaduras hasta un total
de 14 microorganismos. La técnica se realiza en una hora. Los
patogenos incluidos en el panel son: Escherichia coli K1, H.
influenzae, Listeria monocytogenes, N. meningitidis, Strepto-
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coccus agalactiae, S. pneumoniae, CMV, Ente-
rovirus (EV), VHS-1, VHS-2, Herpesvirus humano
6 (VHH 6), Parechovirus humano (HPeV), Virus
WYZ, y Cryptococcus neoformans/Cryptococcus
gattii. Las muestras fueron procesadas de acuer-
do con las recomendaciones del fabricante. Se
determind la sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo y negativo y eficiencia del
test. Para S. pneumoniae se considerd el patron
oro el cultivo positivo y/o un antigeno de neu-
mococo positivo en LCR u orina.

Anadlisis estadistico. Los datos fueron ana-
lizados mediante el programa Stata/IC 14 para
Mac (StataCorp 2015. Stata Statistical Soft-
ware: Release 14. College Station, TX: StatCorp

21 pacientes con sospecha inicial de
meningitis/encefalitis

/16 pacientes con diagnostico clinico final
de meningitis/encefalitis

( 12 pacientes (75%) con identificacién D
microbioldgica

U Y,
| |

LP). Estadistica descriptiva, las variables cualita-
tivas se expresan en frecuencia y porcentaje y
las variables cuantitativas en media e intervalo

Identificacién por FilmArray®: 11(91,6%)

Tiempo hasta el diagndstico: mediana 2,9 horas

Identificacién Cultivo/PCR (in house): 9 (75%)

Tiempo hasta el diagndstico incluyendo
antibiograma: mediana 45,1 horas

de confianza de 95% o mediana y rango inter-

quartilico (RIQ). Se comparan proporciones me-
diante Test Exacto de Fisher. Se considera signi-
ficativo un resultado con p<0,05.

Figura 1

RESULTADOS

Se estudiaron 21 pacientes, 13 mujeres (61,9%) y 8 varo-
nes (38,1%). La mediana de edad fue de 58,4 afos (RIQ 38,1-
67,3), mediana de APACHE Il de 18 (RIQ 12-24). La mediana de
estancia en UCI fue de 4 dias (RIQ 2-6) y la hospitalaria de 17
dias (RIQ 14-28). La mortalidad en UCI fue de 9,5% vy la hospi-
talaria 14,3%.

Con respecto a la sintomatologia al ingreso, el sintoma
mas frecuente fue la fiebre (81%), sequido de cefalea (61,9%)
y rigidez de nuca (52,4%). Presentaron deterioro del nivel de
consciencia que preciso intubacion traqueal y ventilacion
mecanica 13 pacientes (61,9%) y convulsiones 3 pacientes
(14,3%). La mediana de ventilacion mecanica fue de 42,3 ho-
ras (R1Q 28,6-141,2). Leucocitosis 12 pacientes (57,1%) y ele-
vacion de procalcitonina 14 casos (66,7%). Analitica de LCR:
pleocitosis 90,5%, neutrofilia 14 (66,7%), hipoglucorraquia 13
(61,9%) y proteinas elevadas en 19 (90,5%). El antigeno de
neumococo en LCR fue positivo en 5 de los 6 casos con FilmA-
rray® positivo y en orina en 3 de 5 pacientes. Los resultados
clinicos, bioquimicos y microbiolégicos se pueden ver en la
tabla 1. Los valores de sensibilidad, especificidad, valor predic-
tivo positivo (VPP) y negativo (VPN) se muestran en la tabla
2,y se calcularon comparando los resultados con los obteni-
dos por el resto de técnicas microbioldgicas. Este analisis se
realizo sobre los 21 pacientes del estudio y también de forma
especifica sobre S. pneumoniae al ser el microorganismo mas
frecuente de la serie.

Basdndose en la clinica y analisis citoquimico de LCR se
establecio un diagnostico de meningitis/encefalitis al alta
hospitalaria en 16 pacientes, identificdindose la etiologia en
12 casos (75 %), 8 S. pneumoniae, 1 H. influenzae, 1 L. mono-

Flujo diagnostico de los 21 pacientes ingresados en
la Unidad de Cuidados Intensivos con sospecha de
meningitis/encefalitis

cytogenes, 1 VHS1 y 1 E. coli (figura 1). De estos 12 pacien-
tes, en 11 (91,6%) el diagnostico se obtuvo por FilmArray® y
en 9 (75%), por cultivo convencional (p=0,59) La mediana de
tiempo hasta el diagnostico por FilmArray®: fue de 2,9 ho-
ras (RIQ 2,3-4,1). La mediana para el diagnostico mediante
cultivo bacteriano positivo (incluyendo antibiograma) fue de
45,1 horas (RIQ 38,9-58,7). En los casos de cultivo negativo,
la mediana se prolonga hasta 139,1 horas (RIQ 111,6-182,6).
En el caso de encefalitis por VHS1 el tiempo hasta el diagnds-
tico definitivo por PCR in house fue de 33,2 horas. En nues-
tro estudio FilmArray® ha permitido modificar/desescalar el
tratamiento antimicrobiano en 7 casos de los 16 pacientes
con tratamiento empirico (43,8%). La sensibilidad de los mi-
croorganismos identificados fue la habitual en cada caso,
sin identificar resistencias resefables. En 5 pacientes con un
microorganismo distinto a L. monocytogenes se suspendio el
tratamiento con ampicilina. En el caso de meningitis por L
monocytogenes, se optimizo el tratamiento asociando genta-
micina desde las primeras horas y suspendiendo cefotaxima
y vancomicina y en el paciente n° 17 (ver tabla) se desescald
el tratamiento antibiotico de meropenem a cefotaxima. En
el caso de la encefalitis por VHS1 la identificacion permitié
iniciar el tratamiento con aciclovir prescindiendo del trata-
miento antibidtico innecesario.

DISCUSION

En nuestro estudio FilmArray® se mostrd superior al
cultivo al diagnosticar 3 casos de meningitis neumococica
no identificadas por cultivo, aunque dado el escaso tamafio
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negativo en LCR/orina y 16S negativo, fue positivo para
S. pneumoniae siendo considerado el tnico caso falso
positivo de la serie. Otros pacientes con PCR positiva
para neumococo y cultivo negativo, se consideraron

falsos negativos del cultivo en base a una sospecha cli-
nica alta y confirmacion por otros métodos microbiolo-

Tabla 2 | Rendimiento de las pruebas diagndsticas
FilmArray® anlisis global FilmArray® andlisis para
(21 pacientes) Streptococcus pneumoniae
Verdadero Negativo 9 12
Verdadero Positivo 1 8
Falso Positivo 1 1
Falso Negativo 0 0
Sensibilidad 100% 100%
Especificidad 90% 92,3%
Valor predictivo positivo 91,7% 90%
Valor predictivo negativo 100% 100%
Eficiencia del test 95,2% 95,5%

gicos (antigeno o hemocultivos).

A pesar del bajo numero de casos, para los tres
pacientes con aislamiento de L. monocytogenes, H.
influenzae y VHS1, la concordancia entre la PCR-
multiple y el cultivo/PCR (in house) fue del 100%. En
nuestro estudio, para la totalidad de pacientes, Fil-
mArray® presento una sensibilidad y especificidad del
100% vy 90% respectivamente, datos concordantes
con los obtenidos por otros autores [15, 19]. Dada su
elevada sensibilidad, estas técnicas pueden mostrar
resultados inesperados que no concuerden con la cli-

muestral, el resultado no es estadisticamente significativo
(p=0,59). Nuestros resultados coinciden con la literatura,
donde algunos autores refieren un aumento en la deteccion
de agentes etiologicos cuando se asocian estos sistemas de
PCR-multiple a los métodos microbioldgicos convencionales
[17, 22] ya que su sensibilidad no se afecta por algunos fac-
tores como el uso previo de antimicrobianos [21]. También se
ha demostrado que la identificacion de patdgenos mediante
el uso de técnicas de PCR-multiple es superior a la deteccion
por tincion de Gram [23], hallazgo que hemos confirmado en
nuestro estudio (11 casos diagnosticados versus 7 mediante
tincion de Gram).

FilmArray® identificd todos los microorganismos aislados
por cultivo excepto en el caso del paciente n° 14 que se tra-
taba de una meningitis nosocomial postquirurgica por E. coli.
El panel incluye exclusivamente patdgenos comunitarios como
el E coli, serotipo K1. Dado que se trataba de una infeccion
nosocomial postquirurgica, al no ser identificado, deducimos
que se trataba de otro serotipo y aunque esta hipotesis no fue
confirmada, no fue considerado un falso negativo de la técnica
[11]. Para el diagnostico de meningitis nosocomial este panel
comercial no es adecuado y en estos casos estaria indicado uti-
lizar otro tipo de panel que incluya patogenos hospitalarios.
Hay que tener en cuenta, por lo tanto, que la obtencion de un
resultado negativo no excluye la infeccion ya que el patégeno
puede no estar incluido en el panel.

Respecto a los falsos positivos, aunque la deteccion teorica-
mente es muy especifica al registrar secuencias propias del geno-
ma de cada microorganismo, se han descrito falsos positivos para
S. pneumoniae'y Cryptococcus spp. en FilmArray® [15, 19, 24]. En
el caso de S. pneumoniae se atribuye a una posible contaminacion
de la muestra por los profesionales que realizan la puncion lumbar
o durante el procesamiento en el laboratorio. Otra de las razones
por las cuales podrian existir falsos positivos es por problemas in-
herentes a las técnicas PCR. En nuestra serie, el paciente n° 20 que
tenia baja sospecha clinica, cultivo y antigeno de S. pneumoniae

nica. Para interpretar adecuadamente los resultados
y realizar un correcto juicio clinico es necesario un
buen intercambio de informacion con el Servicio de Microbio-
logia [18]. En el caso de los virus hay que tener en cuenta que la
técnica detecta su presencia, pero no distingue entre la forma
de infeccion latente y activa de CMV y VHH-6 por lo que su
deteccion puede indicar infeccion primaria, reactivacion secun-
daria o simplemente presencia de virus latente. Los resultados
deben interpretarse en conjunto con otros datos clinicos, epi-
demiologicos y de laboratorio.

Uno de los aspectos mds interesantes a destacar con este
tipo de técnicas es la rapidez del diagnostico. El tiempo de rea-
lizacion de la prueba es de 1 hora y algunos autores han esti-
mado un tiempo de 3 horas desde el transporte de la muestra
hasta la informacion al clinico [24, 25], lo que concuerda con
los resultados de nuestro estudio donde obtenemos una media-
na de 2,9 horas desde la puncion lumbar hasta el diagnostico
con PCR-multiple versus 45,1 horas con el cultivo bacteriano
(incluyendo antibiograma).

La identificacion del patdgeno permite desescalar antibioti-
cos y optimiza el tratamiento dirigido, algo imprescindible para
disminuir morbimortalidad, estancia hospitalaria, efectos secun-
darios, multirresistencias y costes sanitarios [26]. En nuestro estu-
dio la utilizacion del sistema de PCR-multiple permitio modificar/
desescalar el tratamiento antimicrobiano en el 43,8% de los 16
pacientes con tratamiento empirico. Por otra parte, la identifica-
cion microbioldgica en las meningitis tiene importantes implica-
ciones en salud publica sobre todo en el caso de las meningitis por
meningococo, donde es imperativo la profilaxis en el entorno del
paciente [22], en este caso, la identificacion precoz puede evitar
un uso innecesario de la profilaxis.

Nuestro estudio tiene algunas limitaciones, es una serie
pequena con pocos pacientes con deteccion positiva lo que im-
pide realizar un analisis de impacto sobre el consumo de anti-
bidticos, estancia media y mortalidad.

Los sistemas de PCR-multiple estdn cambiando el abordaje
diagnostico en el Servicio de Microbiologia consiguiendo un
diagndstico sequro, rapido, facil de realizar y accesible 24/365.
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Estos sistemas deberian realizarse, siguiendo las recomendacio-
nes descritas en la literatura, en pacientes con sospecha clinica
de meningitis/encefalitis, especialmente en aquellos que hayan
recibido antibidticos, inmunodeprimidos y/o con celularidad
del LCR alterada [18, 21]. Uno de los inconvenientes de la PCR-
multiple es su elevado coste, pero considerando que el numero
de determinaciones al afio es escaso y que su utilizacion permi-
te iniciar precozmente un tratamiento antimicrobiano dirigido,
algo esencial en el manejo de enfermedades infecciosas graves,
hace recomendable su incorporacion a la cartera de servicios
de Microbiologia. A la vista de nuestros resultados, podemos
concluir que este sistema es un método asequible, rapido con
alta sensibilidad y especificidad lo que lo hace especialmente
atractivo para su uso en el paciente critico. Seran necesarios
mds estudios para valorar adecuadamente estos sistemas de
PCR multiple, pero parece que es tiempo de cambio.
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