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Metodos fenotipicos

Métodos moleculares

Metodos basados en protedomica



Métodos moleculares

Inconvenientes

Rapidez Experiencia
Especificidad Coste economico
Imposibilidad del “Dirigidas”
método fenotipico Infeccién??
Tratamiento ATB Pruebas de

previo sensibilidad



Tipos de métodos moleculares

Técnicas que NO amplifican Ac. Nucleicos
Hibridacion de ADN o ARN

Técnicas que amplifican Ac. Nucleicos (PCR)

PCR convencional Multiplex
PCR a tiempo real (g-PCR) e R
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Tecnicas de hibridacion

Unica
Multiple
Diferentes microorganismos
Diferentes cualidades mismo microorganismo

Ventajas: mide cantidad de ADN muestra
Requisito: cantidad minima suficiente



Tecnicas de hibridacion

Lectura mediante amplificacion de la sefal

Visual

Informatica
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Reaccion cadena de la polimerasa

Procedimiento que permite realizar copias
de un fragmento de ADN de forma rapida

Ha desaparecido la limitacion de disponer
de cantidad suficiente de ADN como

material de partida ? X copias

xN Veces




Componentes de la PCR

Molde de ADN

Dos sondas, iniciadores o primers
dNTPs

Tag polimerasa

Tampon de reaccion

Mg?*, sales e
Material adecuado ADN polimerasa

5! cebador 9!

— =




Etapas de la PCR
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Un ciclo

Desnaturalizacion del ADN

Hibridacion de los iniciadores
especificos al ADN de cadena

sencilla

INVITIGA

Extension enzimatica del ADN



O DD
N copias tras la PCR
Amplificacion
: n ciclos = 2" moléculas
exponencial
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N° N°
ciclos | amplicones
1 2
2 4
3 8
4 16
5 32
6 64
20 |1.048.576
30 |1.073.741.824




¢ Donde se realizan las PCR?

Termociclador
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Tiempo de duracion de la PCR

Tipo de muestra

Tipo de microorganismo
Cantidad de C+G
ARN o ADN

Técnica empleada
Capacidad del termociclador
Calidad de los reactivos
Casa comercial
N° de ciclo en el que amplifique

Clase de PCR



Clases de PCR

PCR convencional / tiempo real
PCR multiple “multiplex PCR”
PCR anidada “nested PCR”

PCR retrotranscripcion “RT-PCR”

040 Threshold

] T ! ]
PCR Cycles »




Tiempo TOTAL de la PCR




Nuestras hibridaciones m

Toxina de Clostridium difficile

Deteccion de Staphylococcus aureus 0
Staphylococcus coagulasa negativos y
gen mecA directo de hemocultivos

Deteccion de Gardnerella vaginalis,
Trichomonas viginalis, Candida spp



Toxina B de Clostridium difficile

Detecta > 50 copias / reaccion gen tcdB

VPP =98% VPN =100%

Sustancias que interfieren con la prueba
Pastas de Zn, oxido de Zn
Detergentes

Sustancias qgue No interfieren

Parafina
Geles y lubricantes rectales

Duphalac
Espermicidas

Tox A+/Tox B- (voth DE, et al. Clin Microbiol Rev 2005; 18:247-263)
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MRSA/SA BLOOD CULTURE

Test cualitativo: SA, SCoN, gen mecA
Detectar > 20 copias / reaccion
VPP =96% VPN 99%

Muestra:
Hemocultivo
Liquidos organicos en hemocultivo
Otros liguidos organicos: sinovial



*Antecedentes
48 horas bacteriemia S. aureus 3 horas
eServicios de riesgo

Siembra en MRSA/SA
placas de agar BLOOD CULTURE

Identificacion | | Genero+especie
Antibiograma R o S a meticilin




Nuestras PCR

VIH, VHB, VHC

CMV, VEB, BK, JC, VHSs,
Bordetella spp
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Pseudomonas, Acinetobacter,
Staphylococcus y gen mecA

Influenza A 'y B, Mycobacterium complex
SARM nasal, Enterovirus




PCR para Acinetobacter, Pseudomonas y
Staphylococcus con mecA

PCR a tiempo real
Sondas marcadas con fluoroforos

Sensibilidad:

P. aeruginosas > 100 copias/uL, gen hcpC
A. baumannii > 10 copias/uL, gen dnaA

S. aureus > 10 copias/uL, gen NUC

Gen mecA > 1000 copias/pL

Muestra: aspirado tragueobronquial
Transporte inmediato o congelar a -20°C
Reactivos almacenados a -20°C
Purificar el DNA de la muestra



PCR para Acinetobacter, Pseudomonas y

Staphylococcus con mecA: resultados

Antes del ciclo 30 no amplifica
Tiempo minimo estimado = 3.5 horas

Canales
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PCR para Acinetobacter, Pseudomonas y
Staphylococcus con mecA

Indicada:
Paciente nuevo sin pruebas previas
Paciente no colonizado

No esta indicada:
Resultados previos positivos
Colonizacion/infeccion conocida
Demasiado tarde para empezar la técnica
Cultivos convencionales son positivos



PCR tiempo real para CMV (BK 'y EB)

70% poblacion es seropositiva
Region altamente conservada gen UL83

Muestra
Sangre total SIN heparina o plasma

Cuantitativa: 713-4x108 copias / mL
=meétodo de extraccion, transporte y manipulac
=tecnica =
=muestra =




PCR tiempo real Bordetella spp

Diagnadstivo cualitativo
Bordetella pertussis
Bordetella parapertussis

Muestra: frotis nasofaringeo

Transporte
Torundas con medio de Amies
Medio liquido para virus
Conservacion muestra
Hasta 48 h a 4°C
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Administrator Tasks

Setup Run
Create Assay Definition
Browse Runs

Edit Assay Definitions. i
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PCR tiempo real MTB/RIF

Detecta ADN complejo M. tuberculosis
Mutaciones del gen rpoB: rifampicina R
Muestra

Tracto respiratorio inferior

Muestras No validadas casa comercial
Respiratorias en pacientes diagto/trat
Otras muestras

Tiempo del ensayo = 2.5 horas



RT-PCR Enterovirus

Deteccion cualitativa de ARN en LCR

Detecta
Poliovirus
Coxackievirus
Echovirus
Enterovirus

NO detecta: Herpes, Arbovirus, Paperas...

Muestra
Refrigerar hasta 72 horas
Congelar a -20°C
No se puede centrifugar



PCR virus de la gripe

RT-PCR a tiempo real

Deteccion cualitativa
Gripe A
Gripe B
Gripe 2009 HIN1

Muestra
Lavados/aspirados nasofaringeos
Exudados nasofaringeos
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PCR-RT: GeneXpert

Extraccion de DNA o RNA + amplificacion
Tiempo de preparacion < 2 minutos
Tiempo de la prueba: 30-45 minutos
Neumonias atipicas




PCR-RT: GeneXpert

Extraccion de DNA o RNA + amplificacion
Tiempo de preparacion < 2 minutos
Tiempo de la prueba: 30 minutos

Virus respiratorio
Adenovirus Bocavirus
Enterovirus VRS
Parainfluenza Rinovirus
Influenza Ay B Coronavirus
Metaneumovirus




ETS

Diferentes casas comerciales
Neisseria gonorrhoeae
Chlamydia trachomatis
Mycoplasma genitalium
Mycoplasma hominis
Ureaplasma urealyticum




Espectrometria de masas: Maldi-tof

e B B B L I 2 |

Matrix Assisted Laser Desorption lonization-time of fligth

Fundamento de la técnica

Identificar moléculas termolabiles (proteinas) a partir de un
compuesto desconocido mediante ionizacion

Espectrometro
Fuente de ionizacion
Analizador de masas
Detector de iones

Resultado
Grafico de proteinas



Muestra + Matriz
sobre la tarjeta

Intensidad

Aceleracion

Columna

LIA
rl‘

Fuente Laser

Electrodos

Detector

Tiempo de vuelo

Modified from: Lottspeich, Zorbas, eds
“Bioanalytik”, Spektrum Akademischer Verlag, 1998}
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Aplicacion del MALDI Biotyper en Microbiologia Clinica
Bacterias gram+ y gram-, levaduras y mohos

| A. fumigatus
.“ 1 1[. e |

| B. subtilis
Ul ll.llh,l.Lil JJ,L_LLA NS

C. albicans

www I E. coli




|dentificacion directa desde el
hemocultivo
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Abstract

Background: Culbaring Bload for defection of bactaria
Is 3 most Important diagnostic Investigaton. Fast
pracesshg of samples |5 deskable fo Enable eary
selzction of & sultable antibiolic trealment. This usually
takes 1-2 days afer the cumure botle ls fagged
pusltie. 10 methads enzblng fo bypass subculiure
have besn developed In recent years, but ey ane
expenslie, [aborinEnslve, and sill Ime consuming.
Methods: 54 posive bioosd cullure bodies (BO
BACTEC PLUS) were subcutured and submitted to
biochemical workup as reference mathod. 1 mi cultur
W2k fransemad fom Me bodis Inta 3 2.5 ml s2rm vial
wilh clot aclvator {Greiner Yacustis) and cenirtuged at
3007 rpm for 10 min. Thesedy, biood cells and bactaria
Wwers s2paratan. The (alter were rectversd and wasned
In delonlzed water. Proteins wese exiracied oy fomic
aci | acatoniirie. 1pLo® e extract was spotizd onto 3
MALDI sample tamel. Mairix [HCCA) was added and
MALDITOF mass epecTa were acquies using a
Bruker microfiz LT Instrument. Bacteria wers identified
using the MALDI Slotyper 2.0 softiare.

Reaults: The dirsct MALDITOF approach resulied n
41 IdeniiMeations (75.3% (dentical with those ootained
fom Ihe siandard workflow. Two futner sampies
{3.7%) were comechy Identfizd but win @ rediabiity
scorz Below dhe gleen ihvesnold Thres sampis
lgeniifizatons (5.6%) were Mecordant on ihe specles-
but ienlical an the ganus-level. Elght Dicad culbures
{14.6%) &d rot allow 3 successtul direct idenfifcation.
Conclusions: The descried metnod enatles a
Izboratony o provide e paysician very quickly witn
relatle loentfication reeuits af bactera fom biood
cultres, Resulis a2 avalable up w0 2 days eadler
comgarsa to cument routne procacurss, Inus mpraving
patiant cane greatly

Rapid Identifcation of Bacteria from Blood Cultures using MALDI-TOF MS

T.MAIER', G. SCHWARZ', M. KOSTRZEWA', A-M. FAHR® M. HOLFELDER?, U. EIGNER?, 5. G. GATERMANN?, F. SZAEADOS®, C. BODGENY, and U. WELLER!

Bruker Daktonls GmtH, Eremen/Leipzyg, Germany, “Lab. Limbach, Heidelberg, Germany, Srst. Hyglene u. Mikrobilogie, Ruhr-Universty Boctum, Germany, “Lab. Dr. . Booger, Colegne, Germany

Introduction

MALDITOF MS has bean shown 1o ba 3 wel sulted
technology for  identification of clinical  relewant
micrageganisms. Lsualy, te stating point for analysls
5 3 pure cuRUre, 1.2, 3 colony from an agar platz. Here,
we demansirate the extensizn of Ihe metod for drect
analysls of bactera from posllive Dlood cuifures afer
r3pid Isaiation of the microarganisms fram e cullure
medium, lzading o 3 signeanly raduc=d analyels tme
for this important clinical application.

Methods

Tha schame of bacterial el Isolalion from posiive
bigod culturas and EI.DE[-qLiI'ﬂ formic ackliacesoniirie
exfraction s MP‘C’.EG n F|'g|.II'E 1. One il of the
bacteral exiract was spottsd onta 3 MALDI sampie
{arget, verlald witn HCCA matry, and dried on ar.
Frofliz S{JHHI'E for the unknawn 53I'I'I|:\|E!| WeTe
measured In 3 microfies LT mass EFEI:III:I'I'IE‘iEf I:mm-
20000 a, Inear FIJEmI.'E made). These malzcular
ﬂngerprms ware DCI'HPGI'EG with 3 refersrce database
for ID using the MALDI Slotyper 2.0 soflware (Fig.2).

Results

The result of the analysls of 54 cinkeal samples &
sNown In fable 1. Direct analysls of biood cufures
resulied In 41 Idenificatons (73.9%) Identical with
thoge oofained from the standard workflow, two
additignal sarrples WETE DEITEG'Q lganifed but wih a
ralabilty scare balow the gen treshoid for spacles
entfication (o MALDI 157 In fable 1), Thies sample
dentfications were discordant on fhe EFEdEE- bt
ienfical on e gEﬂI..Sr|E'|'E| whilia E|y‘1t Bioad curures
[14.8% ) did et allow & succaEshul mrect Meninzation.
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Figure 1: Idzntification of microorganisms oy
MALDI Slotyper molscuiar fngemprint analyls

Figure 2: |gendfication of 3 bacierium from tlood cuiture by e MALDY Biotyper software

Tasa de identificacion del 78%

Contact Information:

Dr. Warkus Kosrzewa
Bruker Caltanlk GmbH
Pemisersirasss 15
04312 Leipalg, Semiany
Emall: imiiodal.dz

Table 1: feguit of the clrect anaiysis of 54 poskve blaod cutures
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Conclusions

+ MALDI-TOF ME profilng enabiss 2 very gulok
and redatie identification of baciena from positve
bicod cutunes.

*Resuts 3= avalable up o 2 days earler
camparad 1o current routine procedues

+ The meiod Inerey may signiicanty Improve
patiznt care.

MALDI Biotyper



Conclusiones

Las técnicas de biologia molecular tienen ventajas e
Inconvenientes, y por lo tanto: indicaciones

No sustituyen, en muchos casos, a las técnicas
convencionales

Son mas rapidas que las técnicas convencionales,
pero no instantaneas

Son mas laboriosas y costosas
Permiten diagnosticar mayor numero de gérmenes
Existen otras técnicas igual de eficaces



“No hay mayor mentira que
la verdad mal entendida”

William James, fundador de la
psicologia funcional, 1880



