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Resumen

El tratamiento inicial para pacientes con sospecha de meningitis bacteriana aguda depende de
una evaluacion diagndstica rapida y una terapia antimicrobiana adecuada. El Panel de
Meningitis/Encefalitis FilmArray (ME) (BioFire Diagnostics, Salt Lake City, EEUU) utiliza andlisis
de PCR muiltiple e incluye 14 microorganismos; los resultados se obtienen directamente del LCR
en 1 h. Los objetivos de este estudio fueron: a) determinar el rendimiento de ME y b) establecer
el impacto del resultado rapido obtenido por el panel en el tratamiento antimicrobiano de
pacientes con meningoencefalitis. Se incluyeron un total de 116 muestras de LCR
correspondientes a 112 pacientes y se detectaron 26 episodios de meningitis. Las muestras de
LCR fueron procesadas por ME y se realizé tincion de Gram y cultivo. Del total de positivos para
bacterias y hongos, 4/13 no se aislaron de cultivos y correspondieron a pacientes con tratamiento
antimicrobiano. De los 26 episodios, los resultados condujeron a cambios terapéuticos en 21
casos. De las 84 muestras de pacientes con un resultado negativo, el resultado llevo a suspender
antimicrobianos en 16 pacientes. ME es una herramienta rapida y Gtil para evitar y administrar

un tratamiento antimicrobiano adecuado.

Palabras clave: meningitis; diagnostico microbioldgico; FilmArray; PCR multiple

Summary

Initial treatment for patients suspected of acute bacterial meningitis depends on rapid diagnostic
evaluation and adequate antimicrobial therapy. The FilmArray Meningitis/Encephalitis (ME) Panel
(BioFire Diagnostics, Salt Lake City) uses multiple PCR analysis and includes 14 microorganisms;
the results are obtained directly from the CSF in 1 h. The objectives of this study were: a) to
determine the performance of ME and b) to establish the impact of the rapid result obtained by
the panel on the antimicrobial treatment of patients with meningoencephalitis. A total of 116 CSF
samples corresponding to 112 patients were included and 26 episodes of meningitis were
detected. CSF samples were processed by ME and Gram staining and culture were performed.
Of the total positives for bacteria and fungi, 4/13 were not isolated from cultures and corresponded
to patients with antimicrobial treatment. Of the 26 episodes, the results led to therapeutic changes

in 21 cases. Of the 84 patient samples with a negative result, the result led to discontinuation of



antimicrobials in 16 patients. ME is a quick and useful tool to avoid and administer an adequate

antimicrobial treatment.

Key Words: meningitis; microbiological diagnosis; FilmArray; multiplex PCR

Resumo

O tratamento inicial para pacientes com suspeita de meningite bacteriana aguda depende de
avaliacdo diagnéstica rapida e terapia antimicrobiana adequada. O painel FilmArray Meningite/
Encefalite (ME) (BioFire Diagnostics, Salt Lake City) usa analises de PCR multiplo e inclui 14
microorganismos; os resultados sdo obtidos diretamente do LCR em 1 h. Os objetivos deste
estudo foram: a) determinar o desempenho da ME b) estabelecer o impacto do rapido resultado
obtido pelo painel no tratamento antimicrobiano de pacientes com meningoencefalite. Foram
incluidas 116 amostras de LCR correspondentes a 112 pacientes e 26 episodios de meningite.
As amostras de LCR foram processadas por ME e a coloracdo e cultura de Gram foram
realizadas. Do total de positivos para bactérias e fungos, 4/13 ndo foram isolados de culturas e
corresponderam a pacientes com tratamento antimicrobiano. Dos 26 episodios, os resultados
levaram a alteracdes terapéuticas em 21 casos. Das 84 amostras de pacientes com resultado
negativo, o resultado levou a descontinuagdo de antimicrobianos em 16 pacientes. O ME é uma

ferramenta rapida e (til para evitar e administrar um tratamento antimicrobiano adequado.

Palavras-chave: meningite; diagnéstico microbioldgico; PCR muiltiplo



Introduccién

El manejo inicial de los pacientes con sospecha de meningitis depende del reconocimiento y
evaluacion clinica del sindrome asi como del diagndstico microbiologico rapido y certero para
optimizar la terapia antimicrobiana dado que se trata de una infeccién grave que compromete la
vida del paciente (1,2). La etiologia puede relacionarse a causas infecciosas como no infecciosas
y dentro del primer grupo puede considerarse a agentes bacterianos, virales, micéticos y hasta
parasitarios y el manejo terapéutico es sustancialmente diferente (1, 2). A este fin, la metodologia
de PCR multiple puede ayudar a realizar o excluir el diagnéstico de meningitis infecciosa desde

el comienzo y de esta forma influenciar la decision de iniciar o no un tratamiento antimicrobiano

().

La presentacion clinica de la meningitis incluye hipertermia, cefalea, fotofobia, rigidez de nuca,
convulsiones y signos neuroldgicos focales; sin embargo nada de esto es especifico de un
determinado agente etiolégico. El diagndstico bacterioldgico tradicional basado en la coloracién
de Gram del LCR es rapido pero pueden haber falsos negativos dependiendo del in6culo
involucrado, del tipo de microorganismo, de la experiencia del operador y de tratamientos
antimicrobianos previos con una sensibilidad global del 60-90% y una especificidad de mas del
97%, en tanto que el cultivo de LCR lleva tiempo (al menos 24 h, usualmente entre 2-5 dias) y
tiene un porcentaje de positividad de 70-85% (1); por otro lado, el andlisis citoquimico tampoco
es especifico de un microorganismo en particular y la bisqueda de antigenos capsulares por
técnicas de aglutinacién con particulas de latex puede tener falsos positivos y negativos por lo
que tiene beneficios clinicos limitados y pocas veces lleva a cambios terapéuticos. Todo esto
hace que en muchos casos se empiece con tratamiento empirico y no se llegue a diagnéstico; el
diagndstico virolégico conlleva la realizacion de PCR y es importante sobre todo para descartar

o confirmar herpes simple virus y decidir el tratamiento con Aciclovir o no (1, 2).

Para realizar todos estos analisis se requiere volimenes de LCR de al menos 3-5 ml (1-2).

El sistema de FilmArray (Biofire, Salt Lake City) con su panel de meningitis/encefalitis (ME) usa
una PCR multiple de alto orden que incluye a los 14 microorganismos mas frecuentemente
aislados de meningitis primaria (6 bacterias, 7 virus y 1 agente fangico) y los resultados se

obtienen directamente desde 200 ul de la muestrade LCRen1h.



Parte de este trabajo fue publicado en el 29° ECCMID (Congreso Europeo de Microbiologia e

Infectologia) realizado en Amsterdam, Holanda en el afio 2019.

Objetivos

Los objetivos de este estudio fueron: a) determinar el rendimiento del panel ME en identificar a
los distintos patdégenos y b) establecer el impacto del resultado rapido obtenido mediante este

panel en la adecuacién del tratamiento antimicrobiano.
Materiales y métodos

Se realiz6 un estudio prospectivo, observacional, colaborativo entre el Hospital Naval Pedro
Mallo de la ciudad de Buenos Aires y el Hospital 4 de Junio de Presidencia Roque Saenz Pefa,
Chaco.

Se incluyeron 112 pacientes y 116 muestras de LCR; 72 correspondieron al sexo masculino y 40

al femenino y el rango de edad estuvo comprendido entre recién nacidos y 97 afos.

A todas las muestras de LCR (200 ul) se les realizo PCR multiple en forma inmediata usando el
panel ME de FilmArray (Biofire Diagnostics, Salt Lake City, EE.UU) acorde a las indicaciones del
fabricante. Ademas se procedid a hacer coloracién de Gram y cultivo en agar sangre y en agar
chocolate en atmédsfera de 5-10% de CO, y en caldo tioglicolato; los medios sélidos se incubaron

por 48 hy el caldo por 5 dias, en ambos casos a 35°C.

El panel ME incluye la deteccion de Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae,
Neisseria meningitidis, Listeria monocytogenes, Streptococcus agalactiae, Escherichia coli K-1;
Criptococcus neoformans/gattii; herpes virus 1, 2 y 6, virus de varicela zdster, parechovirus,

citomegalovirus y enterovirus.

Resultados

Se registraron 27 muestras positivas y 26 episodios de meninfoencefalitis de los cuales tres
correspondieron a co-infecciones (S.pneumoniae vy enterovirus n:1; H.influenzae +

citomegalovirus n:1; H.influenzae + HV6).



Los microorganismos detectados correspondieron a enterovirus (n:9), S.pneumoniae (n:5),
H.influenzae (n:4), varicela-zoster (n:3), HSV-6 (n:3), C.neoformans/gatti (n:2), citomegalovirus

(n:2), E.coliK-1 (n.1), S.agalactiae (n:1).

De las especies bacterianas/fungicas el resultado de FilmArray coincidié con el cultivo en 90
casos, ambos negativos y en 9 casos fue positivo por ambos métodos. La concordancia acorde a
microorganismos se produjo en 3/5 cepas de S.pneumoniae, 3/4 de H.influenzae, 1/1 de E.coli
K-1, 1/1 de S.agalactiae y 2/2 de C.neoformans/gatti ; hubo 4 discordancias, tres cepas de
S.pneumoniae y 1 de H.influenzae no fueron aisladas en cultivo y correspondieron a 4 pacientes
gue estaban recibiendo cefalosporinas de 3° generacién y presentaban un analisis citoquimico
alterado compatible con meningitis bacteriana. No hubo ninguiin caso donde una cepa bacteriana

o fungica desarrollara en cultivo y el resultado del panel ME fuera negativo.

De los 26 episodios, 23 estaban recibiendo antibidticos, 4 antivirales y 1 antifungicos (algunos
pacientes tenian combinacién de drogas) vy el resultado llevd a sacar antibidticos en 6,
cambiar/agregar antibidticos en 8, retirar aciclovir en 2, agregar aciclovir en 3 y agregar
antifungicos en 2. De los 6 casos en los que se retird el antibidtico, 5 se debieron a deteccion de
agentesviralesy 1 a C.neoformans/gatti en tanto que de los 2 casos en los que se retird aciclovir,

1 se debid a enterovirus y otro a S.pneumoniae.

De los 84 pacientes con muestras negativas, 54 estaban con antibidticos y/o 20 con antivirales
y 1 con antifingicos (algunos pacientes estaban con mas de 1 antimicrobiano). El resultado
negativo permitid sacar antibidticos en 9 y antivirales en 7; en 3 casos se agrego antibidticos y
en 2 aciclovir. Otras 25 muestras que correspondieron a pacientes sin tratamiento antibidtico

ni antiviral siguieron sin que se modifique la conducta terapéutica.

Discusién y conclusiones

La FDA (Food Drug Administration) validé el panel de FilmArray para meningitis en el afio 2015;

este panel trabaja directamente con tan solo 200 ul de LCR, la preparacion de la muestra lleva



2-3 min y los resultados se obtienen en 1 h. La detecciéon de cualquiera de los agentes
bacterianos incluidos en el panel puede llevar al ajuste de terapia antimicrobiana junto con las
estadisticas locales de resistencia de cada uno de ellos y posteriormente con la determinacidn
de la CIM de la cepa aislada; por ejemplo, en el caso de meningitis en neonatos o en adultos
de >60 afios, la deteccidn de L.monocytogenes deberia conducir al tratamiento con ampicilina-
gentamicina y evitar el uso de cefalosporinas de 3° generacion (resistencia natural en este
microorganismo) que habitualmente son empleadas en el tratamiento empirico. También la
posibilidad de excluir confiablemente a herpes simple y documentar por ejemplo enterovirus es
critica porque tiene gran implicancia en el manejo del paciente (menor morbilidad) y en poder
evitar el uso de aciclovir (alto costo y toxicidad) o bien al detectar un agente viral y excluir a los

bacterianos en reducir el uso innecesario de antibidticos (1).

Este panel al incluir 14 analitos podria solucionar en gran parte el problema de dilucidar entre

etiologia viral, bacteriana o fungica.

Le evidencia bibliografica indica altos valores de sensibilidad y de especificidad. En un estudio
multicéntrico (11 hospitales de EE.UU) sobre 1643 casos de meningitis, Leber,A y col (3)
encontraron una sensibilidad o correlacién positiva del 100% para 9 de los 14 analitos; para
enterovirus y herpes virus la correlacion fue del 95,7% y del 85,7% respectivamente, en tanto
que L.monocytogenes y N.meningitidis no fueron aislados en este trabajo por lo que no pueden
ser evaluados. Para S.agalactiae hubo un caso que no desarrollé en cultivo y un caso de falso
negativo, considerando el resto de los analitos la especificidad fue del 99,2%. Sin embargo el
numero de aislados bacterianos, Cryptococcus spp fue muy bajo y se necesitan otros estudios

para confirmarlo.

Es importante sefialar que muchas de las discrepancias con cultivo bacteriano se deben a
resultados positivos para ME y negativos en cultivo, esto puede deberse tratamientos

antimicrobianos previos, a lisis de las cepas en el cultivo y falsos negativos del mismo como



también se ha documentado en otros trabajos con N.meningitidis (4), pero también puede
deberse a falsos positivos de ME por contaminacién en el momento de la toma de muestra o

durante su procesamiento en el laboratorio.

Messacar,K y col (5) compard los resultados obtenidos con Film Array con los correspondientes
a cultivo bacteriano y a los de enterovirus con los obtenidos por Cepheid GeneXpert EV RT-PCR
y con Luminex Multicode-RTx HSV-PCR y a los de herpes simple con los correspondientes a
Luminex Multicode-RTx HSV-PCR; la correlacion con los comparadores fue del 96 %. El tiempo
medio para obtener resultados desde la toma de muestra con los comparadores fue de 13,3 h

vs 3 h con FilmArray.

Grafy col (6) encontraron sobre 67 muestras positivas por PCR para virus o cultivo positivo para
bacterias una correlacidn positiva con ME del 92,5% y por otro lado sobre 66 muestras negativas
la correlacion negativa fue del 100% con una correlacion total del 96,2%; en este trabajo no se
incluyd ningun caso con C.neoformans o C.gattii. Con respecto a la etiologia bacteriana, la
coincidencia con cultivo fue total incluyendo 2 casos (2 cepas de S.pneumoniae) con coloracion

de Gram en la que no se observd bacterias.

Barros Domingues y col (7) analizaron 436 muestras de LCR y sobre 25 positivos para bacterias,
el 60% (8 S.pneumoniae, 3 N.meningitidis, 1 L.monocytogenes, 3 H.influenzae) era solo positivo
por ME y en todos los casos se presentaba una respuesta con neutrdfilos en LCR, reduccién de
los niveles de glucosa y aumento de proteinas y de lactato en esta muestra; esto indica que
posiblemente se deba a falsos negativos del cultivo mas que a falsos positivos de ME. Otras 174
muestras eran positivas para virus (77% enterovirus, 9% herpes virus 6, 6% herpes virus 2, 5%

varicela zoster, 2% herpes virus 1y 1% citomegalovirus) y 1 para C.neoformans.

Wooton y col (8) estudiaron 48 pacientes (rango de edad de 3 meses a 82 afios) con diagndstico
clinico de meningoencefalitis; el diagndstico microbioldgico de rutina identificé a un patégeno

en 14 (29,2%) casos y el panel ME en 15 (31,2%) casos que incluyeron 8 enterovirus, 3 herpes



virus 2, 3 varicela zoster, 1 herpes virus 1, 4 S.pneumoniae y 1 C.neoformans/gattii; se
detectaron coinfecciones en 6 (12,5%%) casos que involucraron la deteccién de enterovirus en
todos ellos junto a varicela zoster (n:2), herpes virus 1 (n:1), herpes virus 2 (n:1),
C.neoformans/gattii (n:1) y S.pneumoniae (n:1). El diagnéstico de rutina identificé a 5 casos (4
virus de West Nile y 1 Histoplasma capsulatum) que no estdn incluidos en la base de datos de
ME y por lo tanto no fueron detectados. Dos de las cepas de S.pneumoniae no fueron
identificada por el cultivo y una correspondié a un paciente que estaba recibiendo antibidticos
parenterales, otra cepa fue identificada por medio de antigeno urinario y por ME pero no por

cultivo.

Blaschke y col (9) estudiaron 145 pacientes recién nacidos hasta 2 meses de edad con el panel
ME, 92% de los cuales estaba hospitalizado, 85% se encontraba recibiendo antibiéticos y el 49%
acyclovir; en 37 casos (26%) se detecté un agente por ME en tanto que la PCR convencional
detectd 14 (21%); en un caso se detectd S.pneumoniae que no fue aislado en cultivo y el examen
citoquimico era normal por lo que se asumié como un falso positivo. La etiologia viral se
identificd en la mayoria de los casos (n:37 virus en 36 casos), principalmente de enterovirus, por
ME (n:36, 97%) en tanto que la PCR convencional detectd a 21 casos (57%). Si bien todos los
pacientes con enterovirus se encontraban internados, 20% de ellos fueron dados de alta en

menos de 24 h con el resultado de la PCR.

Soucek D y col (10) estudiaron 33 pacientes con meningitis y hallaron una reduccidn significativa
en el costo de antimicrobianos cuando los pacientes eran manejados en base al resultado de ME
en comparacion con los cuidados estandares y cuando consideraban costos adicionales no
terminaba siendo mas caro usar ME. Otros autores (11,12) también demostraron que el panel

ME es costo efectivo en reducir tiempo de internacion debido al resultado rapido.

En un reciente meta-analisis (13) que incluyd 8 estudios y 3059 pacientes y revisidén sistematica

de la literatura con 13 publicaciones y 3764 pacientes se encontroé una sensibilidad del 90% (1C95%



86-93%) y una especificidad del 97% (1C95% 94-99%). Los falsos positivos se observaron en 4%,
en primer lugar con S.pneumoniae (17,5%) y luego con S.agalactiae (15,4%), para el resto de los
microorganismos estuvo en el orden del 5% o menos. Los falsos negativos estuvieron en el orden
del 1,5% principalmente relacionados a C.neoformans; en este Ultimo caso la mayoria de los
pacientes ya estaba con tratamiento antifungico para este microorganismo y se los asigné como
falsos negativos por comparacion con la deteccion de antigenos (aunque el cultivo era negativo),
la deteccidn de antigeno puede permanecer positiva por bastante tiempo luego de la
negativizacién de los cultivos. La conclusion era que el panel ME constituia una herramienta

diagndstica muy valiosa para el diagndstico de meningo-encefalitis.

Nuestros datos son coincidentes con las publicaciones previas en términos de sensibilidad y de
especificidad. Al igual que otros autores (7,8,9,13), nosotros detectamos con el panel ME mas
cepas de S.pneumoniae, como asi también una de H.influenzae, que el cultivo. En los 4 casos los
pacientes tenian un citoquimico alterado compatible con meningitis y ademds estaban
recibiendo tratamiento con cefalosporinas de 3 generacidon en forma parenteral por lo que
creemos que se trata de falsos negativos del cultivo. También coincidiendo con otros autores
(8), nosotros también detectamos co-infecciones que en algunos casos como el paciente que
presentd una infeccién mixta por S.pneumoniae y enterovirus llevd a cambios terapéuticos
importantes (cobertura antibidtica de neumococo). Los resultados obtenidos en el presente
trabajo indican que el resultado obtenido en 1 h y comunicado inmediatamente al servicio de
Infectologia tiene un alto impacto en la modificacién de los esquemas terapéuticos tanto frente
a resultados positivos como negativos permitiendo escalar o desescalar respectivamente la

terapia antimicrobiana.

Dentro de las precauciones que se deben considerar se puede mencionar a la interpretacién de
un resultado positivo para citomegalovirus o para herpes virus 6, dado que mas probablemente

se relacionan con una reactivacién de una infeccidn latente que de una infeccidn activa y es



conveniente realizar estudios adicionales y tener en cuenta el estado inmunolégico del paciente.
También hay que tener precaucién con los resultados iniciales negativos para herpes virus 1y 2
donde frente a fuerte sospecha es conveniente repetir el test dentro de los 5 dias o recurrir a
otro método de PCR. Las muestras contaminadas con sangre pueden llevar a confusiones con
respecto a si el microorganismo detectado corresponde a una meningitis o a una bacteriemia.
Finalmente, se sugiere que para disminuir los falsos positivos se extremen las precauciones de
antisepsia en la toma de muestra y posteriormente en el manejo de la muestra en el laboratorio

(13).

Como puede observarse en la composicién de la base de datos, no estan incluidos los
estafilococos ni otros bacilos gram negativos diferentes de E.coli que podrian ser importantes
agentes de meningitis en pacientes con neurocirugia, con sistemas de derivacion ventriculo
peritoneal o ventriculo atrial o con traumatismo de crdneo o columna. El panel tampoco incluye

a M.tuberculosis que debe ser tenido en cuenta acorde a la epidemiolgia local.

Si bien en nuestro trabajo usamos al cultivo bacteriano/micolégico como comparador, no fue

posible realizar PCR por una segunda metodologia para el analisis de agentes virales.

En nuestra experiencia, el panel ME tuvo un rendimiento excelente incluso en la deteccidén de
microorganismos en pacientes que estaban bajo tratamiento antibidtico y permitié adecuar la
terapia antimicrobiana en un numero importante de casos; sin embargo creemos necesario
resaltar que es una herramienta complementaria al cultivo bacteriano dado que aun es

necesario aislar al microorganismo responsable para conocer la susceptibilidad antibidtica.
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