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PALABRAS CLAVE Resumen Las infecciones respiratorias agudas producen una importante morbimortalidad y
FilmArray; comUnmente son causadas por virus. En Argentina, los programas de vigilancia epidemiologica
Virus respiratorios; se basan en la deteccion de antigenos virales por inmunofluorescencia (IF), aunque es bien
Nifios; conocido que los métodos moleculares son mas sensibles. El panel respiratorio (PR) FilmArray
Inmunofluorescencia; (PR-FilmArray) es un equipo comercial automatizado de PCR mdltiples que detecta 17 virus
RT-PCR respiratorios y 3 bacterias, en un sistema cerrado que requiere 5 min de procesamientoy una 1h

de instrumentacion. Se evaluo un total de 315 muestras respiratorias de niflos menores de 6 aios
con infecciones respiratorias agudas por IF para 8 virus respiratorios y por RT-PCR para rinovirus.
Posteriormente, estas muestras se estudiaron con el PR-FilmArray. La frecuencia de positividad
al considerar los 9 virus estudiados por IF y RT-PCR fue del 75%; por PR-FilmArray fue del 92 %.
El porcentaje de acuerdo positivo entre ambas metodologias fue del 70,5% y el de acuerdo
negativo fue del 99,6 % (intervalo de confianza 95 %: 65,5-75,1 y 99,2-99,8, respectivamente).
El PR-FilmArray permitié obtener un mayor diagnostico positivo (97 %) y detectod otros virus,
como los coronavirus NL63, 229E, OC43 y HKU1 (10%) y los bocavirus (18 %). Ademas, permitio
identificar coinfecciones multiples (39 %) con 2, 3, 4y hasta 5 virus. Actualmente, la IF continta
siendo el método mas utilizado en los paises latinoamericanos para el diagndstico de virus
respiratorios por su bajo costo, por su capacidad para procesar un alto nimero de muestras
simultaneamente y porque los resultados de los virus mas frecuentes estan disponibles en 5h.
Sin embargo, la futura incorporacion de métodos moleculares aumentaria notablemente la
capacidad diagnostica.
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S.L.U. Este es un articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND
(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

* Autora para correspondencia.
Correo electronico: mechavarria@cemic.edu.ar (M. Echavarria).

http://dx.doi.org/10.1016/j.ram.2014.12.003
0325-7541/© 2014 Asociacion Argentina de Microbiologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Este es un articulo Open Access bajo la
licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).


dx.doi.org/10.1016/j.ram.2014.12.003
http://www.elsevier.es/ram
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
mailto:mechavarria@cemic.edu.ar
dx.doi.org/10.1016/j.ram.2014.12.003
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

30

D.N. Marcone et al

KEYWORDS
FilmArray;
Respiratory viruses;
Children;
Immunofluorescence;
RT-PCR

Respiratory viral diagnosis by using an automated system of multiplex PCR
(FilmArray) compared to conventional methods

Abstract Acute respiratory infections, which are commonly caused by viruses, are an impor-
tant cause of morbidity and mortality in children. In Argentina, national surveillance programs
for the detection of respiratory viruses are usually performed by using immunofluorescence
(IF) assays, although it is well known that molecular methods are more sensitive. An automa-
ted multiplex PCR device, the FilmArray-Respiratory Panel (FilmArray-RP), can detect 17 viral
and 3 bacterial pathogens in a closed system that requires only 5min of hands-on time and
1h of instrumentation time. A total of 315 respiratory samples from children under 6 years
of age suffering from acute respiratory infections, were studied by IF for 8 respiratory viru-
ses and by RT-PCR for rhinoviruses. Later, these samples were tested by the FilmArray-RP. The
positivity frequency obtained for the 9 viruses tested was 75% by IF/RT-PCR and 92 % by the
FilmArray-RP. The positive and negative percent agreement between both methods was 70.5%
whereas the negative percent agreement was 99.6% (95 % confidence interval:65.5-75.1 and
99.2-99.8 respectively). The FilmArray-RP allowed a higher positive diagnosis (97 %) and detec-
ted other viruses such as coronavirus NL63, 229E, OC43, HKU1 (10%) and bocavirus (18%). In
addition, this method identified multiple coinfections (39 %) with 2, 3, 4 and up to 5 different
viruses. At present, IF is still the most frequently used method in most Latin American countries
for respiratory viruses diagnosis due to its low cost, its capability to process a high number of
samples simultaneously and the fast determination of results for the most frequent viruses,
which are available within 5h. However, the coming incorporation of molecular methods in
routine procedures will significantly increase the diagnostic yield of these infections.

© 2014 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espafa,
S.L.U. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license
(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introduccion

Las infecciones respiratorias agudas (IRA) son una de las
principales causas de consultas médicas y de hospitalizacion
en nifos, ancianos y en pacientes inmunocomprometidos,
con mayor frecuencia durante el otofo e invierno’'°. La
mayoria de estas infecciones son causadas por virus respi-
ratorios, que pueden ser detectados por métodos clasicos,
como el cultivo o la identificacion de antigenos virales por
inmunofluorescencia (IF); por pruebas rapidas de inmuno-
cromatografia o por métodos moleculares que amplifican el
genoma viral, como la PCR.

Tanto en Argentina como en muchos paises lati-
noamericanos, los programas nacionales de vigilancia
epidemiolodgica se basan en técnicas de IF. Este método ha
sido el de eleccion por su bajo costo, su capacidad para
procesar un gran nimero de muestras simultaneamente y
su simplicidad. Sin embargo, requiere un operador entre-
nado, un microscopio de fluorescencia de calidad y el uso de
controles adecuados. Aunque es bien sabido que los méto-
dos moleculares son mas sensibles que la IF, no han sido
aun ampliamente incorporados debido al mayor costo de los
reactivos y del equipamiento, y al tiempo requerido para la
extraccion, amplificacion y deteccion del genoma viral. Sin
embargo, a partir de la pandemia de influenza en 2009, la
implementacion de métodos moleculares ha aumentado sig-
nificativamente, incluyendo las RT-PCR para influenza y los
rinovirus en el diagndstico de rutina.

En la actualidad, existe una variedad de ensayos
comerciales de PCR mdltiples que permiten la deteccion
de los virus respiratorios, con una alta sensibilidad y

especificidad'>. Uno de ellos es el panel respiratorio (PR)
FilmArray (FilmArray Respiratory Panel [BioFire Diagnos-
tics, UT, EE. UU.]) (PR-FilmArray), que ha sido aprobado
recientemente (2012) por la FDA. Este es un equipo auto-
matizado que utiliza un cartucho plastico con diferentes
compartimentos que incluyen todos los reactivos para reali-
zar la extraccion de los acidos nucleicos y PCR multiples. El
PR-FilmArray permite la deteccion de 17 virus respiratorios y
3 patogenos bacterianos, y requiere 5 min de procesamiento
manual y 65min de tiempo de instrumentacion'®.

El objetivo de este estudio fue comparar el desempefio
de los métodos habitualmente utilizados en nuestro labora-
torio (IF y RT-PCR) con el PR-FilmArray para el diagndstico
viral de las IRA en nifios. Asimismo, se analizé la capacidad
del ensayo comercial para detectar otros patégenos respira-
torios que generalmente no son incluidos en el diagndstico
de rutina de las IRA en Argentina.

Materiales y métodos

Se realiz6 un estudio retrospectivo en 315 muestras respi-
ratorias congeladas a —70°C para evaluar el PR-FilmArray y
compararlo con los métodos utilizados en nuestro laborato-
rio (IF y RT-PCR).

Muestras respiratorias

Las muestras a analizar consistieron en 133 aspirados nasofa-
ringeos de pacientes pediatricos internados y 182 hisopados
nasofaringeos de pacientes pediatricos ambulatorios. En
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todos los casos, las muestras fueron obtenidas de ninos
menores de 6 anos con IRA. Estos pacientes habian sido
enrolados en un estudio previo para determinar la etio-
logia de las IRA, realizado de junio de 2008 a mayo de
2010 en el Centro de Investigaciones Médicas e Investi-
gaciones Clinicas (CEMIC)”. ELl proyecto fue aprobado por
el Comité de Etica del CEMIC; todas las muestras fueron
codificadas para asegurar el anonimato, de acuerdo a la
Declaracion de Helsinki y la Ley de Habeas Data Argentina
(n.° 25326).

Todas las muestras se obtuvieron al ingreso y se enviaron
al Laboratorio de Virologia Clinica para la deteccion por IF
indirecta (Chemicon/Millipore, CA, EE. UU.) de los antige-
nos virales del virus sincicial respiratorio (Human respiratory
syncytial virus [RSV]), influenza A y B (FIuA/FluB), parain-
fluenza (PIV) 1-3, adenovirus (AdV); y por IF directa (Argene,
Verniolle, Francia) para los metapneumovirus humanos
(Human metapneumovirus [HMPV]). Los rinovirus humanos
(Human rhinoviruses [HRV]) se estudiaron utilizando una RT-
PCR en tiempo real’.

Las 133 muestras correspondientes a pacientes inter-
nados se seleccionaron segin los siguientes criterios: a)
muestras con un resultado positivo para FluA, FluB, AdV
o PIV por IF (n=37); b) muestras respiratorias que fueron
positivas para RSV (n=31) y HMPV (n=10) por IF, y mues-
tras positivas para HRV (n=64) por RT-PCR; c) muestras
negativas para todos los virus estudiados (n=14) por IF y
RT-PCR.

De las 133 muestras respiratorias seleccionadas de los
ninos internados, 23 tenian coinfeccion viral. Para las mues-
tras de los puntos b y ¢, se utilizé un método de seleccion
al azar sistematico, representativo de todos los meses de
estudio. De los pacientes ambulatorios se incluyeron todas
las muestras (n=182).

Panel respiratorio FilmArray

El PR-FilmArray permite realizar la deteccion simulta-
nea de 20 patdgenos respiratorios incluyendo RSV, FluA,
FlUA/H1, FLUA/H1 2009, FluA/H3, FluB, AdV, PIV 1, 2, 3y
4, HRV/enterovirus humanos (Human enterovirus [HEV]),
HMPV, bocavirus (Human bocavirus [HBoV]), coronavirus
humano (Human coronavirus [HCoV]) OC43, 229E, NL63
y HKU1, Bordetella pertussis, Mycoplasma pneumoniae y
Chlamydophila pneumoniae'®.

El ensayo se inicia con la introduccion de 300 ul de la
muestra en un cartucho, el cual se inserta en el instrumento
donde comienza la lisis celular, seguida por la extraccion de
acidos nucleicos. Posteriormente se realiza una transcrip-
cion inversa y una primera PCR mdltiple, y por Gltimo, una
etapa de PCR individuales. El instrumento se conecta a un
software que analiza las curvas de fluorescencia en tiempo
real en conjunto con las curvas de fusion de punto final o
melting. De este modo, informa finalmente un resultado
positivo o negativo para cada patogeno.

Analisis estadistico

Para los 9 virus respiratorios detectados por nuestros
métodos de rutina y por el PR-FilmArray, se calcularon
los porcentajes de acuerdo positivo y negativo con sus

respectivos intervalos de confianza 95% (IC 95%). Ademas,
se utilizo la prueba de McNemar para evaluar la concor-
dancia de los resultados obtenidos por ambos métodos. Los
patogenos respiratorios no estudiados por nuestros métodos
de laboratorio, pero si incluidos en el PR-FilmArray, especi-
ficamente HCoV, HBoV y bacterias, no fueron considerados
discordantes. El porcentaje de acuerdo positivo (sensibili-
dad) es el nUmero de veces que nuestros métodos detectaron
un virus cuando el PR-FilmArray también lo detectd, mien-
tras que el porcentaje de acuerdo negativo (especificidad)
es el nimero de veces que nuestros métodos no detecta-
ron un virus cuando el PR-FilmArray tampoco lo detecté.
Se asumio significacion estadistica para valores de p <0,05.
Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa
STATA 11.1 (Stata Corp., TX, EE. UU.).

Resultados

De las 315 muestras respiratorias de nifios con IRA estudia-
das, 235 (74,6 %) fueron positivas con los ensayos utilizados
en nuestro laboratorio (IF para 8 virus y RT-PCR para
HRV). Cuando las mismas muestras se estudiaron con el
PR-FilmArray (para 17 virus y 3 bacterias), la frecuencia
de positividad aumenté al 96,8% (305/315). Sin embargo,
si consideramos solo los 9 virus respiratorios que detectan
ambos métodos (RSV, AdV, FluA, FluB, PIV 1-3, HMPV, HRV),
el PR-FilmArray permitié un diagnostico positivo en el 92,1 %
(290/315) de las muestras.

El porcentaje de acuerdo positivo (sensibilidad) de nues-
tros métodos con el PR-FilmArray vari6 desde el 41,9 % hasta
el 91,7 % dependiendo del virus (tabla 1). Sin embargo, solo
para 2 virus, HMPV y HRYV, el porcentaje supero el 80%. Los
virus con el acuerdo positivo mas bajo fueron PIV 1-3 (41,9 %)
y AdV (50,0%).

El porcentaje de acuerdo negativo (especificidad) fue
alto para todos los virus respiratorios, y vario entre el 98,6 %
y el 100%.

Al comparar los diagnosticos obtenidos por nuestros ensa-
yos con los del PR-FilmArray, se observaron resultados
significativamente discordantes entre ambas metodologias
para todos los virus, excepto para HMPV. La diferencia entre
ambas metodologias fue mas evidente en los nifios ambula-
torios que en los internados (tabla 2). En estos Gltimos, las
frecuencias de positividad obtenidas con nuestros ensayos y
con el PR-FilmArray fueron del 89,5% y del 99,2 %, respec-
tivamente, mientras que en ambulatorios estas fueron del
63,7% y del 95,1%, respectivamente.

El PR-FilmArray detect6 patdgenos respiratorios que no
son estudiados por nuestros ensayos de rutina (tabla 2). Se
observo una alta frecuencia de HBoV, presente en el 18,4%
de los nifos estudiados. Se detectaron las 4 especies de HCoV
(10,5%): 12 HCoV-0C43, 12 HCoV-HKU1, 7 HCoV-NL63 y 2
HCoV-229E. La mayoria se encontraron en infeccion multi-
ple, excepto 3 de ellos detectados como agentes Unicos. El
PIV 4 se detecto en 6 (1,9%) pacientes, en 3 como agente
Unico y en los otros 3 en coinfecciones con HRV y HBoV. Res-
pecto a las bacterias, se detectaron 2 C. pneumoniae y una
B. pertussis, ambas en coinfeccion con algun virus respirato-
rio, en muestras de nifos internados. No se detect6 ningln
M. pneumoniae.
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Tabla 1 Comparacion del desempeio de la inmunofluorescencia (IF) o la RT-PCR frente al panel respiratorio FilmArray
(PR-FilmArray) en la deteccion de virus respiratorios en nifios con infeccion respiratoria aguda (n=315)

Virus N.° de muestras con Porcentaje de acuerdo Porcentaje de acuerdo Discordancia®
resultado positivo negativo
+/+(@) +/—(b) —/+() —/—(d) ala+tc % IC 95 %P d/b+d % IC95%° Chiz p
AdV 15 0 15 285 15/30 50,0 31,3-68,7 285/285 100 98,7-100 15 <0,001
HMPV 22 0 2 291 22/24 91,7 73,0-98,9 291/291 100 98,7-100 2 0,157
FLUA 17 4 13 281 17/30 56,7 37,4-74,5 281/285 98,6 96,4-99,6 4,7 0,029
FluB 12 0 6 297 12/18 66,7 40,9-86,7 297/297 100 98,7-100 6 0,014
HRve 115 0 22 178 115/137 83,9 76,7-89,6  178/178 100 97,9-100 22,0 <0,001
PIV1-3 18 2 25 270 18/43 41,9 27,0-57,8 270/272 99,3 97,4-99,9 19,6 <0,001
RSV 59 1 25 230 59/84 70,2 59,3-79,7 230/231 99,6 97,6-99,9 22,2 <0,001
Total 258 7 108 1832 258/366 70,5 65,5-75,1 1832/1839 99,6  99,2-99,8 88,7 <0,001

AdV: adenovirus; HMPV: metapneumovirus; Flu: influenza; HRV: rinovirus; PIV: parainfluenza; RSV: virus sincicial respiratorio.
(@) +/+: positivo por ambas metodologias; (b) +/—: positivo por nuestros métodos de rutina y negativo por PR-FilmArray; (c) —/+:
negativo por nuestros métodos de rutina y positivo por el PR-FilmArray; (d) —/—: negativo por ambas metodologias.

3 Calculada mediante la prueba de McNemar para comparar resultados discordantes. Se considero significacion estadistica para valores

de p<0,05.
b Intervalo de confianza 95%. Prueba binomial exacto.

¢ Para este virus se us6 como método de rutina RT-PCR en tiempo real (para todos lo demas IF).

Con los métodos empleados en nuestro laboratorio se
detectaron coinfecciones virales en 30 de 235 (13 %) pacien-
tes con diagnostico positivo; estas fueron significativamente
mas frecuentes en nifos internados que en ambulatorios. La
coinfeccion HRV-RSV fue la mas frecuente (n=8), seguida
por HRV-AdV (n=6) y HRV-PIV (n=5) (tabla 2).

Cuando las muestras se estudiaron con el PR-FilmArray,
el nimero de coinfecciones multiples fue mayor: 124 de 305
muestras positivas (40,7 %). En detalle, 94 (75,8 %) muestras
fueron positivas para 2 patogenos, 24 (19,4 %) fueron posi-
tivas para 3 virus, 5 (4%) fueron coinfecciones cuadruples
y solo una muestra (0,8%) fue positiva para 5 patdgenos.

Tabla 2 Deteccion de patogenos respiratorios en niflos con infeccion respiratoria aguda por inmunofluorescencia (IF)/RT-PCR

y por el panel respiratorio FilmArray (PR-FilmArray)

Patogenos detectados Internados (n=133) Ambulatorios (n=182) Total (n=315)

PR-FilmArray  IF+RT-PCR HRV  PR-FilmArray IF+RT-PCRHRV  PR-FilmArray IF+RT-PCR HRV

n % n % n % n % n % n %
Positivo 132 99,2 119 89,5 173 95,1 116 63,7 305 96,8 235 74,6
Negativo 1 0,8 14 10,5 9 4,9 66 36,3 10 3,2 80 25,4
RSV 42 31,6 31 23,3 42 23,1 29 15,9 84 26,7 60 19
PIV 1-3 14 10,5 6 4,5 29 15,9 14 7,7 43 13,7 20 6,3
AdV 20 15 14 10,5 10 5,5 1 0,5 30 9,5 15 4,8
FLuA 13 9,8 14 10,5 17 9,3 7 3,8 30 9,5 21 6,7
FluB 3 2,3 3 2,3 15 8,2 9 49 18 5,7 12 3,8
HRV/HEV 65 48,9 64 48,1 72 39,6 51 28 137 43,5 115 36,5
HMPV 12 9 10 7,5 12 6,6 12 6,6 24 7,6 22 7
HBoV 25 18,8 0 - 33 18,1 0 - 58 18,4 0 -
HCoV 11 8,3 0 - 22 12,1 0 - 33 10,5 0 -
PIV 4 2 1,5 0 - 4 2,2 0 - 6 1,9 0 -
C. pneumoniae 2 1,5 0 - 0 - 0 - 2 0,6 0 -
B. pertussis 1 0,8 0 - 0 - 0 - 1 0,3 0 -
Coinfeccion 56 421 23 17,3 68 37,4 7 3,8 124 39,4 30 9,5
Doble 39 29,3 23 17,3 55 30,2 7 3,8 94 29,8 30 9,5
Triple 13 9,8 0 - 11 6 0 - 24 7,6 0 -
Cuadruple 3 2,3 0 - 2 1,1 0 - 5 1,6 0 -
Quintuple 1 0,8 0 - 0 - 0 - 1 0,3 0 -

RSV: virus sincicial respiratorio; PIV: parainfluenza; AdV: adenovirus; Flu: influenza; HRV: rinovirus; HMPV: metapneumovirus; HBoV:

bocavirus; HCoV: coronavirus.
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Tabla 3 Deteccion de coinfecciones dobles mediante el
panel espiratorio FilmArray (PR-FilmArray) y por inmuno-
fluorescencia (IF)/RT-PCR en nifos con infeccion respiratoria
aguda

Tabla 4 Deteccion de coinfecciones mdaltiples (triples,
cuadruples y quintuples) mediante el panel respiratorio Fil-
mArray (PR-FilmArray) en nifos con infeccion respiratoria
aguda

Coinfecciones dobles PR-FilmArray IF/RT-PCR Coinfecciones PR-FilmArray
HRV-RSV 17 8 Triples 21
HRV-AdV 5 6 HRV-RSV-FluA 1
HRV-PIV 7 5 HRV-RSV-PIV 1
HRV-HMPV 0 1 HRV-RSV-HBoV 3
HRV-FlUA 0 1 HRV-RSV-HCoV 1
HRV-FluB 1 1 HRV-HBoV-FluB 1
HRV-HBoV 11 0 HRV-HBoV-AdV 1
HRV-HCoV 3 0 HRV-HBoV-PIV 2
HRV-C. pneumoniae 1 0 HRV-HBoV-HCoV 1
HRV-B. pertussis 1 0 HRV-AdV-PIV 1
RSV-FluA 1 1 HRV-HCoV HKU1-HCoV 0C43 1
RSV-FluB 2 3 RSV-HBoV-FluA 2
RSV-AdV 2 0 RSV-HBoV-AdV 1
RSV-PIV 3 0 RSV-HBoV-HCoV 1
RSV-HBoV 9 0 RSV-FluB-C. pneumoniae 1
RSV-HCoV 3 0 HMPV-HBoV-PIV 1
HMPV-FLuA 1 1 HMPV-PIV-HCoV 1
HMPV-FluB 1 1 HMPV-FluA-AdV 1
A Y 2 Cuddruples 8
HMPV-HCoV 3 0 HMPV-HCoV HKU1-HCoV 0C43 1
HBoV-FluA > 0 HBoV-HCoV HKU1-HCoV 0C44 2
HBoV-AdV 4 0
HBOV-HCoV 5 0 HRV-AdV-HBoV-RSV 1
HRV-AdV-HBoV-FluA 1
EIE‘ZV'FTLVB f 8 HRV-AdV-HBoV-FluB 1
HRV-AdV-HBoV-HCoV 1
FLuA H1 pdm09-FluA H3 1 0
FLUA-HCOV 1 0 HRV-HMPV-PIV-HCoV 1
AdV-PIV 1 0 Quintuples 1
AdV-HCoV 2 0 HRV-AdV-HBoV-HMPV-HCoV 1
PIV1-PIV3 1 0 Total 30
Total 94 30

HRV: rinovirus; RSV: virus sincicial respiratorio; AdV: adenovi-
rus; PIV: parainfluenza; Flu: influenza; HMPV: metapneumovirus;
HBoV: bocavirus; HCoV: coronavirus; pdm09: pandémica 2009.

Las coinfecciones dobles mas frecuentes fueron HRV-RSV
(n=17), HRV-HBoV (n=11), RSV-HBoV (n=9) y HRV-PIV (n=7)
(tabla 3). Las coinfecciones multiples (triples, cuadruples y
quintuples) detectadas pueden observarse en detalle en la
tabla 4.

Discusion

En nifos con IRA, el PR-FilmArray permitié un mayor diag-
nostico de virus respiratorios (97 %) que los métodos de
rutina utilizados en nuestro laboratorio (75 %). Esto no sola-
mente ocurrio por la deteccion de virus y bacterias que no se
investigan habitualmente, sino también por la mayor sensi-
bilidad del PR-FilmArray en la deteccion de los virus que se
pueden detectar por IF. Si consideramos solo los 8 virus respi-
ratorios estudiados por IF y los HRV por RT-PCR, la frecuencia
de positividad alcanzada por el PR-FilmArray fue del 92%.
Las frecuencias de positividad obtenidas en pacien-
tes internados fueron significativamente mayores que en

HRV: rinovirus; RSV: virus sincicial respiratorio; AdV: adenovi-
rus; PIV: parainfluenza; Flu: influenza; HMPV: metapneumovirus;
HBoV: bocavirus; HCoV: coronavirus.

ambulatorios, tanto por nuestros métodos como con el
PR-FilmArray. Esto podria deberse a una posible diferencia
en la calidad de las muestras analizadas, las cuales variaron
de acuerdo a la condicion del paciente: aspirados nasofa-
ringeos en internados e hisopados nasofaringeos con hisopos
flexibles en ambulatorios. Sin embargo, numerosas publica-
ciones describen que los hisopos flexibles permiten obtener
muestras de calidad similar a los aspirados nasofaringeos?*.

Debido a que no existe aun un método patron para la
deteccion de todos los virus respiratorios, cuando compara-
mos los resultados obtenidos por nuestros procedimientos
habituales con el PR-FilmArray empleamos el término
«acuerdo positivo» en lugar de sensibilidad, y «acuerdo
negativo» por especificidad. El acuerdo positivo obtenido
fue muy variable dependiendo del virus estudiado: fue
alto para HMPV y HRV, aceptable para RSV y Flu, pero
muy bajo para AdV y PIV. Si consideramos el acuerdo
negativo observado, este fue muy alto para todos los virus
estudiados, del 98-100%. Como era esperable, sobre todo
para virus de baja frecuencia, existe una mayor posibilidad
de que ambas metodologias coincidan en el diagnostico
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de las muestras negativas. Analizando todos los datos en
conjunto, pudimos determinar que solamente la IF para
HMPV mostro resultados significativamente concordantes
con el PR-FilmArray, mientras que para el resto, los
resultados fueron significativamente discordantes, lo que
implica que usando IF, como es bien sabido, se pierde un
elevado numero de diagnosticos positivos.

Poritz et al." compararon el PR-FilmArray con la IF
directa y observaron un amplio rango de acuerdo positivo:
para la mayoria de los virus este fue superior al 90 %.

En relacion con la deteccion de los HRV, nuestra RT-PCR
detecté 115 casos, mientras que el PR-FilmArray detectd
137. Es importante destacar que el PR-FilmArray utiliza una
combinacion de PCR que detectan HRV y HEV, sin capacidad
de distinguir entre ambos virus. Nuestra RT-PCR, que utiliza
primers y una sonda adaptados del protocolo del CDC, tiene
una mayor especificidad para HRV, aunque puede detectar
alguin enterovirus si estuviera presente en titulos muy altos’.
Por ello, es posible que el PR-FilmArray sea mas sensible que
nuestra RT-PCR para algunos genotipos de HRV, pero tam-
bién es probable que algunas muestras negativas por nuestra
RT-PCR y positivas por el PR-FilmArray hayan sido HEV y
no HRV'',

El PR-FilmArray permitié detectar por primera vez en
nuestro medio los 4 HCoV causantes de infeccion respi-
ratoria (NL63, 229E, 0C43 y HKU1), con una frecuencia
total del 10%. El trabajo realizado por Xu et al."”” detalla
que en su poblacion de estudio los diagnosticos positi-
vos adicionales obtenidos con el PR-FilmArray fueron a
expensas de la deteccion de los HRV y los HCoV, que no
son incluidos en la deteccion por IF directa utilizada de
rutina.

Los HBoV se detectaron con una frecuencia del 18% en
ambas poblaciones de nifios, internados y ambulatorios. Sin
embargo, su papel como agente causal de IRA es aln con-
trovertido, ya que se ignora su papel real como patdgeno,
por si mismo o en coinfeccion con otros virus'.

Si bien se detectaron coinfecciones virales con nues-
tros métodos de rutina, su frecuencia aumento 4 veces al
utilizar el PR-FilmArray. Con este equipo se identificaron
coinfecciones con 2, 3, 4y hasta 5 virus respiratorios, y solo
3 bacterias se detectaron en coinfeccion. Para determinar
si las coinfecciones se asocian con una mayor gravedad de
los cuadros clinicos son necesarios nuevos estudios.

Una de las principales ventajas del PR-FilmArray es el
corto tiempo de procesamiento manual (5min) y tan solo
1h de instrumentacion hasta la obtencion del resultado.
Esto tiene un alto impacto clinico en el tratamiento de los
pacientes, por ejemplo, en casos de B. pertussis en neo-
natos o en pacientes con Flu. Ademas, permite realizar el
aislamiento de pacientes en cohortes y extremar medidas de
higiene y prevencion de la diseminacion viral. Otra ventaja
es su capacidad para detectar 20 patdgenos respiratorios
simultaneamente con una adecuada sensibilidad y especi-
ficidad. Esto fue probado por muchos investigadores que
compararon el PR-FilmArray con otros métodos molecula-
res, ya sean convencionales o multiples>®'?. Ademas, es un
sistema totalmente automatizado y cerrado, que disminuye
notablemente la posibilidad de errores y contaminaciones
comparado con otros ensayos de PCR. Las desventajas que
presenta son su capacidad de procesar solo una muestra por
corrida y el alto costo del equipo y de los reactivos.

La IF continda siendo el método mas utilizado en paises
de Latinoamérica, ya que es una técnica sencilla, de bajo
costo, que permite procesar un nimero adecuado de mues-
tras simultaneamente y obtener los resultados dentro de las
5 h. Habitualmente se utiliza la IF para el diagnostico de RSV,
Flu, AdV y PIV 1-3, sin discriminar entre los 3 tipos de PIV y
sin detectar el PIV 4. Es bien sabido, y en nuestro estudio lo
confirmamos, que la sensibilidad de la IF para AdV es baja;
por ello se sugiere el uso de un método molecular para obte-
ner un diagnostico de certeza®'°. Por el contrario, pudimos
demostrar que la IF directa para HMPV presenta una elevada
sensibilidad y especificidad, comparable a la de un método
molecular como el PR-FilmArray.

Los HRV son los virus mas frecuentemente detecta-
dos en ninos con IRA, tanto en internados como en
ambulatorios” %', Sin embargo, dado que no existe una IF
para deteccion directa de sus antigenos en muestras respira-
torias, es imprescindible utilizar una técnica de RT-PCR para
su diagnostico.

En conclusion, con el presente estudio hemos confirmado
que un método molecular como el que emplea el panel
respiratorio FilmArray es mas efectivo para realizar el diag-
nostico de mdltiples patogenos en pacientes con IRA. Sin
embargo, por el momento, su costo hace dificil su incor-
poracion en la rutina diaria. Por esta razon, la IF continta
siendo un método aceptable para el diagndstico de los virus
respiratorios mas frecuentes.
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