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Muestras por urgencias en Pediatria
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0 Sangre

o Orina

o Materia fecal

o Hisopado de fauces

o Aspirado nasofaringeo

o Puncion de abscesos

o LCR

o Otros liquidos de puncion (Pleural, etc.)



Limitaciones de los meéetodos tradicionales

e
o Bacterias y virus de crecimiento lento o nulo

o Muestra adecuada de pacientes que no hayan recibido tratamiento
o Deteccion de antigenos (de sensibilidad y especificidad variable)
o Deteccion de anticuerpos (inmunodeprimidos o latencia)

o Microscopia (baja sensibilidad y especificidad operador dependiente)
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o Realizado en forma adecuada e
informado a tiempo provee diagnostico
temprano

o Asegura la calidad de la muestra

o Guia al microbidlogo en el seguimiento
del cultivo

o Visto por personal experimentado da

indicios de patologia especifica segun el o PNAFISH
sitio de infeccidn o Hibridacién in situ con probes marcados (fluorescencia)
o Puede generar el cambio de ATBs = Equipos comerciales
) ) i Deteccion de MO Gram (+) y Gram (-) y levaduras
o Es un estudio personalizado para quien QuickFISH en 30 minutos.

tiene una infeccidn = No detecta mecanismos de resistencia (ahora mecA



Otra pruebas rapidas
-/~~~

o Deteccidon de antigenos o Diagndstico no especifico
o MO que producen meningitis o Recuento de células en LCR
o Lactato
o Streptococcus beta hemolitico o Procalcitonina
o Rotavirus

m Baja sensibilidad(lectura visual)
m Requieren poca infraestructura
m Facil de usar e interpretar o Tira reactiva en orina

m Resultados en menos de una hora o Monotest
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Cepa/ Muestra (cultivo positivo)
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Identificacion y sensibilidad Amplificacién de acidos nucleicos
muestra y cepa aislada (muestra)
o Espectrometria de masa para ID o PCR de punto final
o MALDI-TOF o RT-PCR
o lonizacion por electrospray o Diagnostico molecular isotérmico
0 Vitek 2C o Diagnostico molecular en cartuchc
o Multiplex para diagnostico por

patologia
0 Secuenciacion de ultima generacic




Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight

0 Se obtienen espectros cuyos picos se comparan con el patron
caracteristico para una especie,

género o flia de microorganismos, B | ce—
lo que resulta en |la ID del
microorganismo
L f—_"______.:'j Ion gate
—l i ‘— Defiectors
hi?sl:;"
Sample Analysis Chamber -_ j' ;::;!e e
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SAMR

o La colonizacion del huésped por SAMS y SAMR es importante
en la epidemiologia de las infecciones causadas por este MO

o También tener en cuenta al personal de la salud
o Deteccion de MR en los aislamientos clinicos

o Cultivos de vigilancia en hisopados nasales

m Cultivo medio selectivo o cromogénico
m RT-PCR

Limitaciones
= SAMS + SCNMR




EVR

0 La presion de seleccion actua sobre MDROs ya que los pacientes pueden
estar colonizados por mas de uno al mismo tiempo

o Programa de vigilancia activa
o Deteccion de VR en los aislamientos clinicos

o Cultivo medio selectivo o cromogénico o
o RT-PCR

m Limitaciones

Presencia de inhibidores en la muestra
que pueden generar falsos negativos

vanB presente en microbiota anaerodbica
habitual del TGl




Deteccion de carbapenemasas en los aislamientos clinicos
e

o Difusion/ Dilucion
o Prueba de Hodge modificada
m Pierde especificidad si hay BLEE o AmpC combinado con pérdida o mutacién de porinas

= No distingue entre las carbapenemasas

m Tiene baja sensibilidad para NDM y algunas OXA
Hodge mejorado (TritonX-100)

o Sinergia con inhibidores (borénico, EDTA)

o Blue Carba
o Util para detectar carbapenemasas de distintas clases aunque es poco sensible para clase D.
o No realizar sobre colonias desarrolladas en agar MacConkey
o Tiene un TAT corto

o Espectrometria

o Espectrofotometria UV
o Espectrometria de masa
o Cromatografia liquida combinada con espectrometria de masa

o Métodos moleculares



Deteccion de portadores KPC

o Una buena prueba debe tener corto TAT, debe ser Sy con E
razonable, detectar varios tipos de carbapenemasa y ser costo
efectiva

o Cultivo
o Protocolo del CDC
o Medios selectivos
o Medios cromogénicos

o Métodos moleculares




Otros MDROs

El reservorio de los pacientes colonizados en el TGl es importante
Yy puede presentarse contaminacion de productos o equipos

hospitalarios

o Deteccion en los aislamientos clinicos (ambiente) u

m Pueden crecer en los medios cromogénicos utilizados en los
cultivos de vigilancia de hisopados rectales para CPOs

= Medios cromogénicos en estudio .
m RT-PCR ( pendiente aprobacion ANMAT) |+

¢
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Meéetodos moleculares

1 Detectan los determinantes genéticos que han sido caracterizados

o Es importante el protocolo de extraccion de acidos nucleicos de la
materia fecal

o Costo

= PCR de punto final simple o multiplex ( Gran cantidad de target)

= Real Time PCR simple o multiplex ( In house o comerciales)

Loop- mediated isotermal amplification (LAMP) ( Baja complejidad)
Microarrays ( No sobre MF)

NGS ( Por ahora poco accesible para el laboratorio clinico )



Meéetodos moleculares

0 Detecta la presencia de material genético pero no dice que el
MO esta vivo

o Falta de “gold standard” para la validacion de un método
molecular nuevo cuando el cultivo da negativo

o Diagndstico clinico
o Recurrir a otro método molecular que detecte otro target diferente
o Muestras de referencia bien caracterizadas



Meéetodos moleculares

o Tradicionalmente las pruebas de amplificacion de acidos
nucleicos se consideraban de “alta complejidad” por lo que
requerian de personal altamente entrenado

o In house

o Comerciales
m Pruebas de uso exclusivo para Investigacion (RUO)

m Pruebas para diagndéstico “in vitro”(1VD)

Certificadas para la Comunidad Europea (CE)
Certificadas para EEUU (FDA)

o Extraccion previa de los acidos nucleicos
o Probabilidad de contaminacion



Meéetodos moleculares
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o El diagndstico molecular ha revolucionado el diagnostico
clinico
0 Al realizarse sobre muestra biologica ha generado un impacto
significativo en el diagndstico de enfermedades infecciosas
o Deteccion de segmentos de DNA
o Enzimas de restriccidn y secuenciacion simple
m N. gonorrhoeae | C. trachomatis (FDA )

o Reaccion de polimerasa en cadena

= Estandar, Multiple, Restriction Fragment Length Polymorphims, Reverse
transcriptase, Real Time



Meéetodos moleculares

0 Pruebas para diagnoéstico de B. pertussis

o Cultivo o inmunofluorescencia
m Baja sensibilidad y alta especificidad

o Diagndstico molecular por real time PCR
= Alta sensibilidad y especificidad
o Pruebas para diagndéstico de CMV
o Utiles en pacientes transplantados
o Cuantificables para realizar seguimiento
o Alta sensibilidad y especificidad



Diagnostico molecular
SSSS——————

o Ventajas o Desventajas

o Resultados rapidos o Falsos positivos

o Técnicas estandarizadas y = Contaminacion
automatizadas o Falsos negativos

o Microorganismos de dificil = Mala extraccion de DNA,
crecimiento Inhibidores

o Mayor sensibilidad y o Precio
especificidad o Cual es el agente infeccioso

o No detecta sensibilidad a los
antibidticos



Meéetodos moleculares

o La automatizacion y 0 “De la muestra al resultado”
simplificacion del

procedimiento han generado
RT-PCR de “moderada
complejidad” en equipos
cerrados que integran los
procesos de extraccion y
purificacion de acidos
nucleicos directamente desde
la muestra, con los de
amplificacion e identificacion
de los segmentos obtenidos.




1cion

No procesar muestras de pacientes tratados

Limitacion
Sélo procesar muestras de MF liquidas o no formadas



Meéetodos moleculares

0000000000000
o Varios patdgenos al mismo tiempo
0 Resultados en 2 hs los 7 dias durante las 24 hs

P s e i

o Estudio del paciente por sindromes
= Respiratorio
m Diarrea
= Bacteriemia
= Meningitis

.......
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SiniliEneane mmn of 27 targets:

Gram + Bacteria .

+ Staphylococcus = Streplococcus pyogenes

« Staphylococeus aureus + Strepltococcus pneumoniae
* Streptococcus * Enterococcus

- Streptococcus agalactiae = Listeria monocytogenes

. cryprp_spoﬁ&}i_;m + Entamoeba histolytica
- Cyclospora cayetanensis = Giardia lamblia

FilmArray® Meningitis/Encephalitis Panel 1 Test. 20 Respiratary Pathogens. All in about an hour.

1 Test. 14 Targets. All in about an hour. « . fdenmving + \igman Rhingwwusl T
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Mg neumovines Epnoitial Virus
Cytomegalavirus (CMV) Cryplococcus neoformans/gattii
Enterovirus 5]
Herpes simplex virus 1 (HSV-1) Baciera ,.
Herpes simplex virus 2 (HSV-2) & Hordefaky TS
Human herpesvirus 6 (HHV-6) o @ SR TV o B S 1B L
Human parechovirus . > v Miycapieeea Iesimenian

Vancelia zoster virus (VZV) L = _ ‘



Preparacion del panel

Insert Powch into
Loading Station

Inject Hydration
e Solution

Add Pouch ta ,
FilmArray and Stast Run |

Easy: Fast:

Only 2 minutes of No precise Run time of
hands-on time pipetting required about 1 hour




Infecciones respiratorias

o Inmunofluorescencia
o Bajo costo, procesa varias muestras a la vez, facil
o Operador dependiente, microscopio de fluorescencia, controles

o Diagnostico molecular
o Resultado en horas disponible 24 por 7 dias
o Realizado en el lugar de atencién
o Precio



Comparison of the Biofire FilmArray RP, Genmark eSensor RVP,
Luminex xXTAG RVPvl, and Luminex XTAG RVP Fast Multiplex

B Assays for Detection of Respiratory Viruses

Elena B. Popowitch,® Stacey 5. O'Neill,® Melissa B. Miller®®

Journal of Clinical Microbiology p. 1528—-1533 May 2013 Volume 51 Number 5

TABLE 1 Details for the four FDA-cleared respiratory panels

Preextraction
Assay” Manufacturer Methodology required Viruses reported”
FilmArray RPF°  BioFire Diagnostics  Endpoint melt curve analysis No AdV; CoV HKU1, NL83; in
influenza virus B; MPV;
eSensor RVP Gendark Dx Voltammetry Yes Adv (C, B/E); influenza vir
virns B; MPV; PIV1, -2,
xTAG RVPv] Laminex Molecular  Fluorescence-labeled bead array  Yes AdV; influenza virus A (HI
Diagnostics PIV1, -2, -3; RSV (A/B);
ATAG RVP fast Luminex Molecular  Fluorescence-labeled bead array  Yes AdV; influenza vims & (H]
Diagnostics RSV; RhV/EV

= All four panels are FDA cleared for testing on NP swabs only.

Bordetella pertussis, Chlampdophiln prenmoniae, and Mycoplasma prewmoniae.

b AdV, adenowims: CoV, coronavirus; MPV, metapnenmovines: PIV, parainfluenza viness RSV, respiratory syncytial vines; RhY, rhinovirs]
 Mote that, after the completion of this study, the FilmArray RP was FDA cleared for additional targets which were not assessed in our stud

TABLE 5 Workflow analysis of the four platforms

Time" (h) or other value as indicated using

TAG
FilmArray  eSensor >

Parameter RP RVFP RVPvl BVE

Off-board extraction” Yes Yes Yes
No. of steps 3 5 2
Hands-on time .92 1.2 0.75
Instrument time 5.0 5.5 L75
Time to assay 6.0 6.6 X5
completion

Total time to result 7.2 7.8 4.8
No. of samples processed 21 21 2]

in B h per instrument

* Times are per sample for FilmArray RP and per batch for eSensor RVP, xTAG RY
and xTAG RVP fast.

& Off-board extraction was done with the bioMérieux EasyMag, which has a hands
timee of —30 min and total extraction lime of 77 min.




Gastroenteritis infecciosa

- =/~~~
o Es una causa importante de morbimortalidad global

o Intoxicaciones alimentarias o asociadas al cuidado de la salud

o Presentacion clinica no ayuda al diagnostico diferencial
aunque se las puede separar en acuosas, persistentes o
sanguinolentas

o El diagndstico etioldgico especifico de la gastroenteritis

infecciosa provee informacion para
o Manejo del caso en particular

o Control de infecciones

o Intervenciones en la salud publica



Multicenter Evaluation of the BioFire FilmArray Gastrointestinal
Panel for Etiologic Diagnosis of Infectious Gastroenteritis

Sarah N. Buss®* Amy Leber,” Kimberle Chapin,® Paul D. Fey,® Matthew J. Bankowski,®™® Matthew K. Jones' Margarita Rogatcheva,’

Kristen J. Kanack," Kevin M. Bourzac'

ultados de C. difficil
il interpretacion en los
1enores de 1 afio

TABLE 5 Performance summary and characteristics of the FilmArray (GI Panel versus those of comparator assays (stool culture or PCR and

lsos positivos se
explicar por

n cruzada con
cién gene'tica

e en Hafnia alvei
seri

lournal of Clinical Microbiology March 2015 Volume 53 Number 3 sequencing)

Mo. of detections” Sensitivity/PPA" specificity/ NPAY
Analyte c FA TPNTP+FN) iy 950 CI (%) TH/THN+FP) iy 95% CI
Campylobacter spp. 35 38 /35 97.1 B5.1-59.9 1,497/1,521 8.4 97.7-99
— . difficile 165 204 1683/165 9GR8 95.7-90.9 1,350/1,391 a7.1 96.0-97
P. shigelloides 3 18 373 104} 29.2-100 1,538/1,5353 99.0 98.4-99
Salmonella spp. 31 27 31/31 104 83.8-100 1,519/1,525 99.6 99,199
Vibrio spp. 0 2 0/ 1,554/1,556 Q0.9 90,510
V. cholerae ] 1 ] 1,555/1,556 999 90610
Y. emterocoliica 1 1 171 ] MAF 1,555/1,555 100 00.H-10
EAEC a3 109 B2/83 988 93.5-104 1.446/1,473 982 97.3-98
EPEC 7 348 314/317 901 97.3-99.8 1,167/1,201 97.2 96.1-98
ETEC 2 21 2222 104 846100 1,525/1,534 99.4 98.0-99
—STRC— i3 38 3333 104 £9.4-100 1,518/1,523 99.7 99,299
7 3 4 I3 104} 29.2-104 34/35 97.1 #5.1-99
Shigella spp./EIEC {culture)® 40 (31) 49 47/49 859 86,0995 1,505/1,507 0.9 90,510
Cryprosporidium spp. 18 24 18718 ] £1.5-100 1,532/1,538 Q0.4 00,244
C. cayetanensis 19 19 19/19 10H) B1.4 104 1,537/1,537 100 o0E-10
E histolytica il il 0 1,556/1,556 100 00,10
G, lmmblia 20 27 20420 1) B304} 1,529/1,536 ag 5 90,199
Adenovirus F 40741 55 42744 955 £4.5 004 1,499/1,512 ag ] 08,599
B w7 100 59.0-100 1,.548/1,549 0.9 00,610
70 52/55 045 4.9 080 1,483/1,501 988 08.1-499
18 &6 104 54.1-100 1,538/1,550 991 08.7-4949
Sapovirus 46 39 46/46 104 92,3100 1,497/1,510 a9.] 98.5-99

falsos positivos se
n explicar por
on cruzada con
organismos
nsales de la

ia fecal

*, comparator method as defined in Table 1; FA, FilmArray GI Panel.
B Targets that utilized clinical reference standard comparator methods {i.e., stoal culture) are reported in terms of sensitivity and specificity. However, the terms positive and
negative percent agreement { PPA and NPA, respectively} are typically used to describe performances for analytes that used PCR as a reference. As detailed tn Materials end

Methods, sensitivity is calcolated in the same manner as is PPA, and specificity is calculated in the same manmner as is NPA. CI, confidence interval.

“ NA, not applicable.

4 Maoleoalar methods tarpeting both Skigells spp. and EIEC were utilized for comparator testing and caloulation of FilmArray Gl Panel performance charcteristics. However,
cultire was used by the climical study sites 1o identify Shigella spp. for informational purposes, and the cultore results are noted in parentheses.




Meningitis/ encefalitis
- _~//DB/2— 0~

0 Pueden tener alta morbimortalidad sobre todo las bacterianas

o Mejor outcome cuando el tratamiento adecuado se inicia
rapidamente

0 Secuelas y costos hospitalarios
o Meningitis asépticas (virales)
o Encefalitis (virales )

o Parametros fisicoquimicos en el LCR
o Cultivo



Multicenter Evaluation of BioFire FilmArray Meningitis/Encephalitis
Panel for Detection of Bacteria, Viruses, and Yeast in Cerebrospinal
Fluid Specimens

Amy L. Leber,® Kathy Everhart,® Joan-Miquel Balada-Llasat,” Jillian Cullison,® Judy Daly,® Sarah Holt,® Paul Lephart,® _

Hossein Salimnia,® Paul C. Schreckenberger,® Sharon DesJarlais,® Sharon L. Reed,” Kimberle C. Chapin,? Lindsay LeBlanc,?
J. Kristie Johnson,™ Nicole L. Soliven,™ Karen C. Carroll,! Jo-Anne Miller! Jennifer Dien Bard,¥ Javier Mestas,® Matthew Bankowski, '™
Torl Enomote,' Andrew C. Hemmert," Kevin M. Bourzac”

TABLE 3 Performance summary and characteristics of the FilmArray ME Panel versus those of the comparator assays®
September 2016 Volume 54 Number 9 Journal of Clinical Microbiology T y oTH >
Sensitivity/PPA Specificity/NPA
Analyte TP/(TP + FN)° % 95%: CI THNATN + FP)° 955G |
Bacteria
E coli K1 22 34.2-100 1.557/1,558 o0, f—
H. influenzae /1 1,558(1,559 6
L. monocyrogenes 040 1,360/1,560 90,5
N. meningitidis 040 1,360/1,560 905
5. agalactine 071 @ 1,558/1,559 99,6
5. prienmoniae 4/4 “ 51.0-100 1,544/1,556 98.7—
Viruses
CMV 33 43,9100 1,554/1,557 90,4
EV 44/46 85.5-98.8 1.507/1,514 90,0
HS5V-1 22 34.2-100 1.556/1,558 89,5
HS5V-2 EOf10 72.2-100 1,548/1,550 99, 5—
HHV-6 1821 65.4-95.0 1,53271,536 99, 3—
HPeVY 9 70, 1-100 1,548/1,551 S04
VEV 4/4 51.0-100 1,553/1,556 904
Yeast
. neaformans| C. gatii I/1 1,555/1,559 097 9.3
* These data are based on comparater assay only and do not reflect anN\discorddnt analysis.
*The performance measures of sensitivity and specificity only refer to batterial analytes for which the gold standard of CSF bacterial culture was used as the reference method.
Performance measures of positive percentage of agreement {FPA) and negative percentage of agreement { NPA) refer to all other inalytes, for which PCR/sequencing assavs we
used as comparator methods.
© A FilmArray ME result {detected or not detected) was considered true positive (TP} or true negative { TH} only when it agreed with the result {positive or negative) from the
comparator method. When the resalts were discordant, they were considered to be either false negative (FN) or falss positive { FP) relative to the comparator method.




1560

muestras

El falso negativo se pueden explicar si el
paciente tiene una infeccion de partes
blandas y no una meningitis

de LCR

308 positivos se
xplicar por mala
‘ocesamiento de
a

N meningrifidis

L. manocvtagenes

8. agalactice Results after Discrepant Investization:
H, iffuenzae B Concordant Positive
£ cali K1 ® Discordant FA Positive (FP)

# Discordant FA Negative (FN) por mala tor

muestra

~

0 10 20 30 40 50 al

Mumber of Detections

FIG 1 Relative performance of the FilmArray ME Panel versus comparator assays after additional discrepancy investigation. Additional discrepancy investiga-
tion included other laboratory testing and clinical data (see Table 52 in the supplemental material ). FA, FilmArray ME Panel result; FP, false positive, FN, false

negative.

Estos falsos|positivos se pueden explicar

ha o procesamiento de la

Falsos negativos:
Gramy cultivo,
Estudiar otras muestras del f




Diagnostico etiologico en meningitis y encefalitis por
téecnicas de biologia molecular

Matalia Conca®-*, Maria Elena Santolaya®, Mauricio J. Farfan®, Fernanda
Cofré=, Alejandra Vergara©, Liliana Salazar< y Juan Pablo Torres?®-<

Rev Chil Pediatr. 2016;87(1):24---30

p=0,02
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Diagnastico Diagnostico
convencional convencional +
malecular

Mnegativo [l Positivo

Figura 2 Diagnostico etiologico en 19 nifos con sospe-
cha de meningitis/meningoencefalitis utilizando diagnoéstico
microbiologico convencional versus diagnostico convencional y
molecular.




Sepsis
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0 Sepsis causa una significativa morbimortalidad

o La ID rapida y certera de los MO cultivados y la eleccion del
ATB adecuado son criticos en el tratamiento de la sepsis.

0 La demora en el tratamiento o en la seleccion del tratamiento
lleva a incrementos en la mortalidad, en los dias de estadia en
el hospital, los costos y la resistencia a los ATBs

o El uso del ATB adecuado desde el principio mejora los
outcomes de los pacientes



Randomized Trial of Rapid Multiplex Polymerase
Chain Reaction-Based Blood Culture
Identification and Susceptibility Testing

Ritu Banerjee,"® Christine B. Teng,>® Scott A. Cunningham,? Sherry M. Ihde,? James M. Steckelberg,' James P. Moriarty,”
Nilay D. Shah® Jayawant N. Mandrekar® and Robin Pate**

CID 2015:61 (1 October)

Benefits of Adding a Rapid PCR-Based Blood Culture Identification
Panel to an Established Antimicrobial Stewardship Program

7 5hawn H. MacVane,®® Frederick 5. Nolte®

Department of Pharmacy,” Division of Infectious Diseases,” and Department of Pathology and Labaoratony Medicine,” Medical University of South Caroling, Charleston,
South Carofing, USA

Journal of Clinical Microbiology October 2016 Volume 54 Number 10



Nuevos métodos

o Describe el contenido gendémico de
comunidades microbianas con propoésitos
diagnosticos, terapéuticos y de salud
publica

o Es independiente del cultivo y no es

limitado como la PCR

o MiSeq y HiSeq (lllumina) / lon Torrent
= 16S rRNA

o Secuenciacion de toda la muestra
m Secuenciacion metagendmica

llurm i



Nuevos meétodos.....

Realidad o fantasia ?

o Microbiologia Clinica

o Cambio en el personal

m La buenos microbidlogos son dificiles de
encontrar

o Innovacion técnica

m Siembra a partir de medio liquido

m Espectrometria de masa con MALDI-TOF
Colonias aisladas

o Calidad
o Bioseguridad



Nuevos métodos.....

- =/~~~
o Implementacion de técnicas moleculares en el ambito publico y privado

o Diagndsticos precisos y de calidad
o Interpretacion de los resultados obtenidos. Ventajas y limitaciones
o Entrenar a los futuros profesionales en el uso de estas metodologias

o Disenar, implementar, estandarizar, controlar e interpretar estas
herramientas diagnosticas



Comunicacion efectiva

70 % de o Si son pruebas rapidas deben estar
las disponibles 7 por 24 para que realmente
decisiones el paciente se beneficie por el TAT corto

meédicas
se basan

en
resultados

de
laboratorio

A' Valores Criticms MET (version 4.1,1.07)  SEC 1O BACTERNLOGIA

Valores Criticos




Para terminar...
.

o El sistema informatico une las expectativas de los médicos de obtener resultados rapidos y
confiables con las del laboratorio que emite esos resultados

o Es el laboratorio el que afronta el costo de los insumos aunque la relacion costo beneficio
dentro del Laboratorio no sea la adecuada, ya que ....

Esta INVERSION en diagnostico microbioldgico deberia generar por su uso adecuado
mejores outcomes en los pacientes con reduccion en los tiempos de hospitalizacion y
disminucién de los procedimientos a los que sean sometidos resultando en un ahorro en €
gasto sanitario por paciente para la institucion .



. Muchas gracias

graciela.greco@hiba.org.ar



