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Conflictos de Interés

Remuneraciones por parte de laboratorios
Roche y GSK

Asistencia a cursos y congresos invitada por
otros laboratorios



Objetivos:

Conocer ventajas y desventajas de las técnicas de biologia

molecular frente a técnicas convencionales

Comprender las posibles fallas de los test moleculares en cuanto

la realizacion e interpretacion

Conocer algunas situaciones reales donde la biologia molecular
esta siendo de utilidad clinica (meningitis, virus respiratorios y
sepsis)

Comprender la relevancia clinica de las nuevas plataformas de

biologia molecular



Generalidades

A Dgetiolégico A decisionclinicaadecuada

A usoracionalantimicrobiano
A Avancetecnoldgico @ Persistenciale infecciones
A Infeccionessmergentes

A Resistencia antimicrobianos



ﬁ MetodosClasicosle Diagnostico

’Ampliamenteusadog/ conocidos

Automatizacion




LimitacionesViétodosClasicos

Bacteriasy virus dedificil cultivo

No crecenal usarATB anuestraescasa

DeteccionAg &ensibilidady especificidadrariable)

Microscopia Bajasensibilidady especificidagoperador
dependiente




Dogma Central [
Biologia Molecular{

DNA == RNA = Proteina
W 4

Transcriptasa Revergg cDNA

PCR
RTFPCR



Replicacion ADN

Denaturacion ADN:
Enzimas

RNApolimerasa sintetiza
pequefio oligonucleotido en

sitio de inicio replicacion

DNA polimerasa sintetiza hebra
complementaria

PCR

Denaturacion ADN:
Altas temperaturas (94°)

Secuenciassintéticas (primers):

Se usan 2 primers para
delimitar amplificacion

DNA polimerasa:
Taq polimerasa




Diagndsticomolecularvs convencional

Rapidez FHF++
Sensibilidad ++ [ +++ ++ ++ ++ ++++
Especificidad +++ ++ ++ +++ ++++
Facilidad + + +++ + ++

British Medical Bulletin 2002; 61: 9714



VentajasDiagnosticoMolecular

'Resultadomésrépidos

’Técnicasestandarizadasautomatizadas

’ Microorganismogle dificil crecimiento
’Investigacic')n




LimitacionesDiagnosticoMolecular

' Falsog+):Contaminacion

’Falsos(-): ExtracciorADN,inhibidores partidores

IMayorcosto (relativo)

lNo Informasensibilidadantimicrobianos




cCuando elegir un método

FACIALTAD DE MEDICHNA molecular?
1. Necesidad rapida de identificacion
2. ldentificacion de microorganismos fastidiosos
3. Necesidad rapida de determinacion de genes de
resistencia
4. ldentificacion de agentes no cultivables
5. Virus en general



cDondesehaceunaReacciorde
Polimerasan Cadena?

cQueéetipos de RPExisterf

Cualitativa

PCR /
~a

Cuantitativa




Too oo o o

To

Caso Clinico 1

Embarazo normal , RNT, femenibaen peso
Embarazdfisiologico,
Streptococcuagalactiae(+)en el tercer trimestre detmbarazo.

25dias devida: movimientosmioclonicosdel hemicuerpoizquierdo
estando en vigiliassomnolientay disminucionde la demanda por
alimentos

SU: febrjlen relativas buenas condiciones generales, sin movimientos
anormales, fontanela con tension normal, ausencia de lesiones en la piel
mucosas y su examen segmentario eoamal.

Evolucion: respiracioinregular, piel reticulada y movimientesioclonicos
en elhemicuerpoderecho que no cedian a la contencion.

RNM al 10 dia con lesiones cerebrales compatibles con encefalitis

Rew Chilena Infectol 201.2; 29 (4] 464-467



Tabla 1. Evolucion de los hallazgos en el LCR de neonato con encefalitis herpética

LCR/h de
evolucion de la
sintomatologia

Aspecto

Glucosa (mg/dL)
Proteinas {mg/dL)
Leucocitos/mm?®
Entrocitos/mm?

Farmula diferencial

RPCWVH51-2

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4
(12 h)* (24 h)* (48 h)* (20 dias)**
Trasparente Tinte ictérico Tinte ictérico Transparente
39 43 20 36
83 97 189 98
0 1590 36 58
0 170 3.900 0
79% MN 23% MN MN 99%
21% PMN 47% PMHN 1% PMN
Negativa MNegativa Positiva WVHS-1 Negativa

nucleares.

*desde inicio de los sintomas. **de tratamiento con acdovir MN: mononucleares. PMMN: Polimorfo-

Manejo. tratamiento antimicrobiano empirico
PrimeraRPC para herpes simplex 1 3) 2(

Persiste sintomatica ageionaaciclovir
2 muestra RPC para herpes simplex 1 2 (

Setoma 3era muestra LCR




Que salio mal?

A Mala muestra?
I 1 causa
I Tipo de muestra

Presencla de inhibidores?
nadecuado almacenamiento y refrigeracion ?
Proceso de la muestra tardio ?

A Bajo numero de copias bajo umbral de
deteccion?
I Sensibilidad RPC en LCR para herpes 1y 2 100%
I Especificidad 97%

o T I
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Figura 1. Curvas de reaccon de polimerasa en cadena en tiempo real para VHS en el tiempo.

(+): control positivo. {-): control negativo.

Rew Chilena Infectol 201.2; 29 (4) 464467



Métodos de laboratorios usados en
Infeccion SNC

Table 1

Laboratory methods wsed for diagnosis of CNS infections

Test

Ease of perfformance

Tumaround time

Result mterpretation

Advantages

Disadvantages

Microscopic
exam mation

Rapid antigen

Culture

Serology

Molecular dingnostic

Could be performed in
routine clincal lab

Could be performed in routine
clinical lab

Could be performed in
sophisticated clinical lab

Could be performed in routine
clinical lab

Could be performed in routine
clinical lab with trend
pomt of care

051h

| 5-30 mmn

-

14 days

2-8h

Direct if comrelated
with symptoms
Direct if comrelated
with symptoms
Definite

Indirect

Direct without knowing
microbial viability

Rapid
Rapid
For phenotypic drug

susceptibility testing
Automation

High sensitivity
and specificity

Poor sensitivity and specificity; special
skills are needed for interpretation
False positive results

Time consuming and poor sensiiivity;
limited microorganisms are culturable

Results are generally refrospective;
cross-reactions; immunosuppressed
host may be unable
to mount a response

Mot the test of cure; chinical relevance
nead to be determined




Que busca el clinico en examen de biologia
molecular

A Definir infecciones que
amenacen la vida (MBA
HSV)

A Confirmar o excluir
Infecciones tratables

A Iniciartratameinto atb
adecuado

Diagnoastico Diagnastico
convencional convencional +
milecu lar

M Megativo [l Positivo

Conca yolsal, Rev il Pediatr 2016; 87(1): 280



Resultados del cultivo y de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

en el grupo de pacientes diagnosticados clinicamente de enfermedad

meningococica

Dlagndstico microblolégico

M.? de Resultades positivos
Diagnéstico clinico paclentes (sensibllidad [Go])
Cultivo PCR p

Sepsis meningocdcica 12 1(83) 10 (83,3) 00012

Expuestos a tratamiento con betalactdmicos 11 0 (0} 10 {30 9) 00,0001

Mo expuestos a tratamiento con betalactdmicos 1 1 (100) 1 (100) —
Meningitis meningococica 31 23 (76,6) 30 (96, 7) 0, 0w

Expuestos a tratamiento con betalactdmicos 8 2 (25) 7 (87 h) 0,040

Mo expuestos a tratamiento con betalactamicos 23 21 (91,3) 23 (100) MSE
Total global 43 24 40

NS- no significativa {p > 0,05). *Prusba exacta de Fisher; bprueba de ka y=.

Med Clin (Barc) 2003;120(19).721-4

cultivo

Con uso de ATBper89,4% vs 10,5%

Sensibilidad de PCR pacientes diagnosticados clinicamente 93% vs 55%

de

Aporte:

Mejor diagnostico

Terapia adecuada

Duracién de tratamiento adecuada



___________________________________________________________________|
Table 2. Comparison of Clinical Parameters of Patient Groups With Enterovirus (EV)
Polymerase Chain Reaction (PCR) Test Results Available Before Discharge

EV-Negative EV-Positive P Value
Length of stay
Mo. of patients 92 95 <00
Median, h 1.5 42 <.001
Time from PCR test to discharge
Mo. of patients 92 95 7] 005
Median, h 27.4 5.2 '
Step-down unit stay
Mo. of patients 34 18 7]
: — 005
Median, d/patient 3 L
No. (%) of patients who received 33 (35.9) G (9.5) <001
computed tomographic scan or
magnetic resonance imaging
Mo. (%) of patients who received a 51 (65.4) 18 (18.9) =001
chest or abdominal x-ray film
No. (%) of patients who received an 18 (19.6) 1(1.1) <001
electroencephalogram
Intravenous antibiotics
Mo. of patients 82 84 :| - 00
Madian, d/patient 3.5 2 -

Ramersy cols JAMAmMay24/31,2000vol 283,N20



Clinical Infectious Diseases 2013;57(8):XPB4



