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Infecciones Respiratorias

egunda causa de morbilidad y mortalidad pediatrica y en

dultos en todo el mundo.

Poblacion mas afectada: <56 anos y >65 anos.

Estacionalidad: otono e invierno.

Etiologia viral mas frecuente.
Alto porcentaje de complicaciones y mortalidad en poblacion de riesg
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Infecciones Respiratorias Agudas

Infecciones del aparato respiratorio causadas por virus o
bacterias, que tienen una y se

manifiestan con como tos, rinorrea,
obstruccion nasal, odinofagia, disfonia, dificultad respiratoria,

e NMN, ETI y BOL son las mas frecuentes y graves.
e Otitis, faringitis y bronquitis.

boratorio de Virologia Clinica
EM - Servicio de Microbiologia



Infecciones Respiratorias Agudas

" Familia |Género ,JEspecie Serotipos |Enfermedad
: §1ﬂ'{lﬂ.ﬁ‘ Orthomyxoviridae |Influenza ABCyD Muchos Gripe
(Sinusitis)
. " Respirovirus Parainfluenza |Tiposly3 IRA alta y baja
Tﬂﬂﬁl.lﬁ- {Ph ET}FH.EIIIEJ Paramyxoviridae : ;
. . Parainfluenza Tipos 2y 4 .
Subflia Rubulavirus et IRA alta y baja
L {Lar n ]115} Paramiysovirinas Parotiditis 1
arynx
}. }F g Morbillivirus Sarampion 1 Sarampion
Paramyxoviridag Pneumovirus VSR Grupos Ay B |IRA alta y baja
I Trachea (Tracheitis) Subfiia
Pneumovirinae Metapneumovirus |hMPV 2 genotipos  |IRA alta y baja
AL IRA alta y baja
j-r— Bronchus {Hl’ﬂﬂﬂhﬂ-ﬁ} Adenoviridae Mastadenovirus  |Adenovirus 51 serotipos |Oculares y
: *—I-— Bronchiole (Bronchiolifas) Gastiointeslingles

Alveolus {Pﬂ.ﬂ.'l ﬂlﬂﬂ.’iﬂ} Rhinovirus Mas de 150 |IRA alta y baja

. Infloenza : Echovirus varios IRA alta

ainfl. RSV Picornaviridae  |Enterovirus

Coxsackie varios IRA alta

EV- D68 IRA alta y baja
[ ] [ ]
IRA Alt

>den observarse de S a 8 episodios ocesy 2206 o

f d d . t . _ Coronaviridae Coronavirus NSL63. NKU varios JIRA Baja
cnicrimedad respiratoria por ano €n MERS-CoV iR aita y baja
aﬁos Parvoviridae Bocavirus hBoV ? IRA alta y baja

[ ]
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Toma de muestras

e Dentro de los 3-5 dias de inicio ¢
los sintomas.

e Mantener la muestra refrigerada

e Envio inmediato al Laboratorio.
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Muestras de eleccion

e Aspirado nasofaringeo (ANF).

e Hisopado nasofaringeo (HN).

e Hisopado nasal combinado con hisopado
faringeo.

e Otras: aspirado endotraqueal, BAL,

lavado bronquial, biopsia, derrame

pleural, esputo.

Hisopado
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Metodos de Diagnostico de
Virus Respiratorios

* Cultivo viral.
* Deteccion de antigenos virales:
- Inmunofluorescencia Directa (IFD).
- Inmunocromatografias (IC).
 Ensayos moleculares:
- PCR de punto final.
- PCR en tiempo real (QPCR).
- Multiplex.
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Inmunofluorescencia Directa

Ventajas
Sencilla
Rapido (2-4 hs)
Bajo costo

Respiratory Syncytial Virus

Desventajas
Personal entrenado
Adecuado n® de células
Microscopio fluorescencia

: 40 a 80 % segun el virus

f Monoclonal Antibodies for Rapid Diagnosis of Respiratory Viruses in a Community Hospital. Kenneth E. Irmen1,* and James J.
ner2,1 Clin Diagn Lab Immunol. 2000 May; 7(3): 396—403.
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Inmunocromatografias

Ventajas
Muy sencilla
Rapido: 15 min

Desventajas
No evalua calidad de muestra
Mayor costo que IFD

Sensibilidad: 40-80 %
Especificidad: 80-90 %

acy of rapid influenza diagnostic tests: a meta-analysis. ¢
and C1, Leeflang MM, Minion J, Brewer T, Pai M. Ann Intern Med. 2012 Apr 3;15 :500-11.
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imunoensayos de Zda. generacmn

Ventajas
Sencilla
Rapido: 15 min

Desventajas
No evalua calidad de muestra
Mayor costo que IFD

Sensibilidad: 70 a mas de 90 % Unitbed tube conlaning 1o deven io oady  Simple oneitoucn  Once the fest dev

the correct volume to insert into reader button readies the is inserted in the
E i fi i d d o 8 0 _9 0 o / of process reagent 10 minutas after reader for test an objective, digits
S p ecC C aa. (0] facilitates workflow sample is added device insertion l‘f:"‘: ﬂmsi'::':} N d:'"'a"'

BD Veritor
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Biologia Molecular

Ventajas:

Alta sensibilidad y especificidad = “E
Tiempo real menor contaminacion E o
-

Desventajas: : T
Mavor conte e
Rtados 12-36 hs o LA RIAEERYARS7 VA 2l Yrvesna
Infraestructura ) ] A W/l :"’
Personal entrenado I SIEIEIRELPH B AUE

c:zza <:,=3«1"|L C,Edl

€,=36
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Contribucion de la PCR

Adenovirus

100,00
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InfluenzaB

Adenovirus: 85.4 ¢
Influenza A: 67.8
Influenza B: 78.4

% IFD

B PCR

Hospitz



) NOW™ INFLUENZA A & B

(ex Alere)

‘écnica NEAR (isotérmica)
'5-20 minutos

INF en VTM
sistema integrado y cerrado

V™ Influenza A & B 2 en comparacion con PCR*

L directa Sensibilidad Especificidad
06.3% 07.4%
100% 97,1%
Sensibilidad Ezpecificidad
02,8% 08,5%
100% 97,7%
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Abbot

Insert parts in Remove foil Elute swab Take Press on Connect Tran:
device and from sample in buffer / Transfer Transfer transfer Cartri
wait for warm receiver i Cartridge Cartridge and Cartridge to indic:
up / remove Test Base shows s

4 delive

Single use disposable test
cartridge supplied in 3 parts
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®Biofire Filmarray RP

GNP

Insert Pouch into
Loading Station

inject Hydration Inject Sample |

Soluthon

Add Pouch ta
Filmarray and Start Bun [

Simple: Easy: Fast:
Only 2 minutes of No precise Run time of
hands-on time pipetting required about 1 hour
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®Biofire Filmarray RP

hilidad y especificidad clinicas del panel respiratorio FilmArray

Sample
Sensibilidad Especificidad Injection Water
| Prospectivo Retrospectivo Prospectivo e F?}:’::::Ra:t:" PCRI '"j';f:::_tﬂ'
s 88,9% 100% 98,3% =
us HKU1 95.8% nia 99,8% E:E: e
us MLES 05.8% n'a 100%
us 229E 100% 100% 899,80%
s OC43 100% 100% 99, 60%
imovirus humano 94 6% n'a 99,2%
fenterovirus humano a2 7% 95, 7% 94 6%
A 90,0% n/a 99.8%
AJH1 nfa 100% 100%6
AJH3 n'a 100% 100%
A/H1-2000 88,9% 100% a9,6%
B n'a 100% 100% L —
ainfluenza 1 100%" ar. 1% 99.9% ;/" .J “/.q’ff
ainfluenza 2 87 4% 100% 99,8% I/ Dilute 10&3{‘ II/" j (L,
Iainﬂufmza 3 a5.8% 100% 88.8% — R -—ﬁh'-.: = e
sinfluenza 4 100% 100% 99,9% ( / wi\_,f_\.,_,/
Siratorio sincitial 100% nia 89.1% P _;\\‘___J = ¥ (“__‘I e e
3 pertussis 100%" 94,6% 99,80% . _/’ e ) \_ a2
I!ﬂ preumoniae 100%" 10097 100% Eu _Ha"_. \ {,f":;\ r/,-*’ ]
ma pneumonise 100% 84 4% 100% ‘—x\ui—n*_ o vp‘ |\j
e e L e e - > &
PCR PCR I
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®Biofire Filmarray RP

scalabilidad.
onectividad al LIS del hospital.

' EIO#FIRE'
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espiratory Multiplex Array II

Sensibilidad Especificidad

Pathogen
1 Influenza A virus
2 Influenza B virus
3 Human Respiratory Syncytial virus A
4 Human Respiratory Syncytial virus B
5 Human parainfluenzavirus 1
6 Human parainfluenzavirus 2
7 Human parainfluenzavirus 3
8 Human parainfluenzavirus 4
9 Human coronavirus 229E/NL63
10 Human coronavirus OC43/HKU1
1 Human adenovirus A/B/C/D/E
12 Human rhinovirus A/B
13 Human enterovirus A/B/C
14 Human bocavirus 1/2/3
15 Human metapneumovirus
16 Legionella pneumophila
17 Chlamydophila pneumoniae
18 Mycoplasma pneumoniae
19 Moraxella catarrhalis
20 Streptococcus pneumoniae
21 Bordetella pertussis
22 Haemophilus influenzae

Objetivo de RMA II de RMA II
(%) (%)
Gripe A 93,6 97,5
Gripe B 93,8 99,4
VRS 95,1 93,6
PIV 1 100,0 58,5
PIV 2 100,0 99,3
PIV 3 53,8 98,9
PIV 4 100,0 100,0
HCV229E/NLG63 86,4 100,0
HCVOC43/HKU1 96,0 97,1
HEV 50,0 100,0
HRV 74,6 93,9
HAV 100,0 53,7
HBOV 94,1 98,1
MPV 100,0 100,0
MP 89,7 98,3
CP 100,0 100,0
LP 100,0 100,0
SP 74,1 80,0
MC 70,8 81,4
HI 86,1 80,4
BP 100,0 98,7
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espiratory Multiplex Array II

Biochip target map

</ REFB> MP PIV | </RSV Aj/ﬂu A\
LS 4 30\ 2 ><;><
REFB

HAY HCV HBV PIV 3
229E ( >
10 9 8 7 \_ ¢ /
(/Mc /I \ PIV 3 HEV HRY
5 14 13 12 1
\_'* /
( PIV 4 cP LP
(20 / 19 I8 17

0C43
22 21

FE </RSVB \/ EC \) HcV BP
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Filters

?CR multiplex =~

Emission
Spectra

Instrumento compatible. 7
Rapida identificacion de s B sstom 0w erlm sk
numerosos agentes
virales.
Coinfecciones.
Predisenados.
Diseno personalizado.

viIc® ABY® JUN® MP®
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ightMix Modular Assays Q &

MOLBIOL
e e
¥ Virus

——— s20 e Control de extraccion/inhibicion.
Metapneumovirus [hMPAY) 580 .
S— 20 e Control de calidad de muestra.
Respiratary Synoytial Virus [RS\V) 610 o
Adenovirus 810 . 5 target por pOCIIIO .
Rhinowarus (HEV) B40
Influenza Infuanza A HI (HIN1) 5040 . Sondas de taqman.
55 e Flexibilidad en armado de modulo:s
Influenza A HA 530
. = , ,
I ::Ir:::::a:m 4 (hPIV-&) NP gene E M Od u I o A M Od u Io '
Parainfluanza 3 (hPIV-3) M gene 530 [ ) Flu A (530) . PanPI (500)
Parainfluenza 2 (hPTV-2] L gena 610
Coronovinus Parainfluenza 1 (hPIV-1] HMNgena Gal o FlU B (580) ] h MpV (580)
:::::::: :2:"; :ﬁ e ADV (610) e VSR (610)
Coronavirus 229 610 e Ctrol muestra (660) e EV (640)
e — - - ® Ctrol muestrz
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ast Track Diagnostics (FTD) 1

teci
11| = ® Control de extraccion/inhibicion.
= — e Sondas tagman. fasttrack 2P
- e Version liofilizada.
= e Diferencias de disefio en —

e versiones.

-

= T 1 % =1 Lyophilised format

( . )

Just add extract

EXTRACTED
SAMPLES

THERMOCYCLER

Prepare your reaction mix Add extract
i i

L % f |
Liquid format e s

i | ; 5 : ] The overall time from the extraction room to the complete set-up of the plate is reduced by 70%:
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PCR Multiplex

» Rapida identificacion de numerosos
agentes virales.

» Coinfecciones.

 PCR detectable en infeccion persistente.

* EXcrecion prolongada de patogenos.

 Dificultad en la interpretacion.
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La sensibilidad y la especificidad de cualquier prueba
puede variar segun:

e ¢l tipo de método de y la prueba especifica utilizada, las
caracteristicas especificas de la prueba (sensibilidad y especificidad) e:

“Los resultados se deben evaluar en
el contexto de otra informacion
clinica y epidemiologica.”
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Comparativo

get 7 1 1 1 5 por tubo 15v +7b 17v + 3b
.|og|’a Inmunofluore | Inmunoensayo | PCR isotérmica | gPCR gPCR PCR + array Nested PCR
scencia / IE con lector (NEAR) RT gPCR
miento | alto 1/test 1/test 48 0 96 / test 48 o0 mas 9ab54 1/cartucho
0 3-4hs 15 - 20 min 15 -20 min 12 hs 12 hs 12 hs 1 hora
vilidad 40a95 % 40a80 %/ 90 % > 90 % >90 % >90 % > 90 %
70290 %
$ $5 /953 $55% $555% $555355 355589 3553355539
—
= COSTO
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Calidad en el laboratorio

Table 3. Comparison of Test Verification Requirements of Food and Drug Administration-Approved/Cleared Tests and Laboratory-
Developed Tests

FDA approved/cleared tests Laboratory-developed tests
Test verification/validation parameter Cualitative Quantitative Cualitative Cuantitative
Analytical sensitivity MR Verify Establish Establish
Clinical sensitivity Verify Verify Establish Establish
Limit of detection MR Verify Establish Establish
Limit of quantification A, Werify Establish Establish
Linear range LA, Verify Establish Establish
Analytical specificity MR MR Establish Establish
Clinical specificity Verify Verify Establish Establish
Extraction Provided Provided Determine Determine
Amplification Provided Provided Determine Determine
Detection method Provided Provided Determine Determine
Interfering substances MR NR Determine Determing
Instrumentation Verify Verify Determine Determine
Clinical samples Yes/moderate Yes/moderate Yes/high Yes/high
Technical expertize Low to moderate Low 1o moderate High High
Cost to verify/validate Moderate Mederate High High
Regulatory requirements Low to moderate Low to moderate High High

MNOTE. This table lists the laboratory requirements tor the venfication of FDA-approvedicleared tests and tor the validation of lsboratory-developed tests.
Determine, laboratory must determine which method is best suited for the test; establish, laboratory must establish the performance characteristics of the test; NA,
not applcable; MR, not required; provided, procedure has been established and validated by manufacturer; gualitative, test provides a qualitative result {positive or
negative); guantitative, test provides a quantitative result (eg, copies/mL); verfy, (e, confirm the stated cleims of the manufacturar).

ycchio C. 2009. Quality Assurance in Clinical Virology, p 3-17. In Specter S, Hodinka R, Young S, Wiedbrauk D (ed), Clinical
ogy Manual, Fourth Edition. ASM Press, Washington, DC. doi: 10.1128/9781555815974.ch1
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Estrategias diagnosticas

» Complejidad de los pacientes.

e Pediatrico o adultos.

e Infraestructura del centro.

e Equipamiento disponible.

 Disponibilidad de personal
altamente entrenado.
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Algoritmo diagnostico

IRA

Paciente que ingresa
por guardia y sera
externado.

CiM

Inmunocompetente

IRAG baja

Paciente internado
en CIM. Tipo de
aislamiento.

y/o
e qPCRFLU+ ADV
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HD o CIM

Inmunosuprimido
IRA alta o baja

Paciente
inmunosuprimido
externo o internado .

IFD

qPCR FLU, ADV,
, hMpv, EV

UClo

PRE UCI
IRAG baja

Paciente critico en
cuidados intensivos.
Inmunocompetente
o inmunosuprimido.

IFD

qPCR FLU, ADV,




Diagnostico Etiologico Vira

e Cuadro clinico inespecifico.
* Valor pronostico.

* Uso de antivirales y antibioticos optimizado.
e Adecuado control de infecciones.
e Obtencion de informacion epidemiologica.
e Reducir la necesidad de mas estudios diagnosticos.
e Impacto clinico: dias de internacion, costo de
medicacion.

mportance of accuracy of multiplex PCR systems for rapid diagnosis of respiratory virus infection. N.E. Babady*

linical Microbiology Service, Department of Laboratory Medicine and Infectious Disease Service, Department of Medicine, Memorial Sloan Kettering
ancer Center, New York, NY, USA. Clinical Microbiology and Infection 24 (2018) 1033e1034
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EQUILIBRIO A
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Muchas gracias
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anosphere Verigene RV NAT

%3 &5

/erigene System
» Verigene Processor
» Verigene Reader
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