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Diagnostico Molecular

Testes baseados na amplificacao e detecao de acidos nucleicos

* |dentificacao de microrganismos que nao crescem ou crescem lentamente
em meios de cultura - virus, bactérias, fungos e parasitas ik "

» Diferenciacdo de espécies e de subtipos muito semelhantes [l
* MutacOes de resisténcia: diagnostico e tratamento

Rotina laboratorial
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Diagnostico Molecular

Validacao analitica
e

v

Validacao clinica
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Diagndstico Molecular- Técnicas
e .

RFLP Comparagdo de DNA Epidemiologia molecular
Electroforese de DNA Comparagdao de DNA Diferencgas entre estipes virais
Electrofores em gel de campo pulsado Comparacdo de DNA(fragmentos grandes) Comparagdo ente estirpes

estreptococicas

Hibridizagao in situ Detecdo e localizagdo de seqéncias de DNA em tecido Detecgdo de virus como CMV e HPV em
fase nao replicativa

Dot blot Detec¢do de sequéncia de DNA em solucdo Detecdo de DNA Viral

Southern blot Detegdo e caracterizagdo de sequéncias de DNA pelo tamanho Identificagdo de estirpes virais especificas

Northern blot Detegdo e caracterizagdo de sequéncias de RNA pelo tamanho Identificagdo de estirpes virais especificas

PCR Amplificagcdo e detegdo de amostras de DNA Detegdo de virus DNA

RT-PCR Amplificagcdo e detegdo de amostras de RNA Detegdo de virus RNA

PCR em tempo real Amplificagcdo e detegdo de amostras de DNA e RNA Quantificagdo do DNA /RNA Viral-carga
viral

Ensaio de captura hibrida Amplificagcdo e detegdo de amostras de DNA e RNA Quantificagdo do DNA /RNA viral

Espectrometria de massa- MALDI-TOF Andlise rapida e sensivel de amostras de DNA, RNA e proteinas Anélise sequencial, identificagcdo

microrganismos

SDS-PAGE Separagdo de proteinas por peso molecular Epidemiologia molecular
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Diagnostico Molecular

Reacdao em cadeia da polimerase (PCR)

* Revolucao na detecao dos acidos nucleicos

e Concebida por Kary Mullins-1985

* Prémio Nobel em Quimica-1993

* Tecnologia que produz multiplas copias da sequéncia
nucleotidica de um determinado segmento de ADN

 “Fotocopiadora”molecular

 Detecao da presenca de microrganismos : qualitativa e quantitativa
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Diagndstico Molecular

Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)- ap6s extracao

Ciclo de PCR e temperatura

Componentes da PCR

Polymerase Chain Reaction - short ¢ long

l'aq Polimerase

98
Tampdoox
dCTP Ixt;leg)sicn @
dGTP . H.o Milli-Q 72
dATP : o Y, Iniciadores:
ITTP = Forward/Reverse
- 45-60

single short PCR cycle single long PCR cycle
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Diagnostico Molecular

Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

1.Desnaturac3o - separar a dupla cadeia de ADN 2.Annealing- ligar os primers a sequéncia-alvo de ADN

Target Sequence

Target Sequence PP R W 8 8t
= AT
SoeblEs °
3 Biotin
Primer 2 Primer 1
Biotin
5'
5!
3'

Target Sequence
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Diagnostico Molecular

Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

3.Extensao — fazer uma cépia Milhdes de copias em poucas horas
TargetSequence L oo
S 1 2

2 4
3
4 16
5 32

Target Sequence 8 6 4
20 1048578
30 1073741 824
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Diagnostico Molecular - PCR em tempo real

* Rapidez e simplicidade

e Sensibilidade e especificidade

* Elevado n? de testes por sessao
(high throughput)

e Quantificacao

* Experiéncia

* Custo
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Diagnostico Molecular

Complexidade dos testes PCR

e MRSA, C. difficile, CMV, enterovirus...

e Flu A and B, CT/NG

e Virus respiratorios, herpesvirus, virus
gastrointestinais...
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Diagnostico Molecular - PCR

Resultados dependem:

e gualidade de todos os seus componentes, incluindo
ADN-alvo

e condicdes da reacao

e equipamento utilizado
e sistema de amplificacdo/detecdo

e ambiente (temperatura, humidade, limpeza quimica e
microbioldgica)
e experiéncia/pratica do operador.
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Diagnostico Molecular - fases

Fase pré
analitica

—

Extracao

Armazena

mento
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Diagnodstico Molecular - fase pré-analitica

Os testes moleculares sao especialmente sensiveis aos
procedimentos na fase pré-analitica

Erros pré-analiticos
responsaveis por cerca de 95% destes erros ocorrem

Falsos Negativos

85% dos erros fora do laboratério €

laboratoriais Falsos Positivos
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Diagnostico Molecular - fase pré-analitica

Qualidade da amostra:
1. Colheita —tubo com EDTA; tubo ou contentor estéril; zaragatoa e/ou contentor
especificos; tubo primario - < erro na identificacao
2. Meio de transporte adequado (manual de colheitas do Laboratdrio)

No laboratério:
1. Tratamento - centrifugacdo/homogeneizacao
2. Armazenamento — condicOes estéreis e temperatura

Auséncia de interferentes da PCR (heparina, formol, fenol, etc)
Reduzir a actividade das DNases e RNAses
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Diagnostico Molecular- fase pré-analitica

Colheita - tubo ou contentor estéril, Armazenamento — condi¢Oes estéreis e
meios especificos; adequado ao temperatura (dependente do tempo)

transporte
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Diagnostico Molecular - processamento de amostra
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Diagnostico Molecular- automatizacao total

Extracao Amplificacao/ detecao

e

1]

Automatizagao total
>384 testes
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Diagnostico Molecular - abordagem sindromica

* Diagnostico e acesso mais rapido ao tratamento adequado
* Diagnostico diferencial e diagnostico de co-infecdes

* Diagnodstico mais rapido em populacdes especiais como
criancas, idosos e doentes imunocomprometidos

 Rapida identificacao do agente — implementacao de medidas de
prevencao e controlo de infecao

 Menor utilizacao de antimicrobianos

 Reducao dos custos
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Abordagem sindromica — infecoes respiratorias

* As infeccoes respiratorias estao associadas a elevada taxa de morbilidade e
mortalidade

* O diagnostico preciso do(s) microrganismo(s) envolvido(s) tem um efeito
significativo na evolucao da doenca -instituicao da terapéutica adequada

e (Os testes de um uUnico alvo tornam-se demorados e necessitam de um
grande volume de amostra

e Os testes multiplex permitem a detecao rapida de dezenas de
microrganismos diferentes, em simultaneo

* O painel respiratorio pode ser construido a partir de painéis customizados
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Painel respiratorio — associacao de varios painéis

Sensibilidade (%) Especificidade(%)

Adenovirus 88.9 98.3
Coronavirus HKU1 95.8 99.8
Coronavirus 229E 98.8 100
Coronavirus OC43 100 99.6
Human Metapneumovirus 94.6 99.2
Human Rhinovirus/Enterovirus 92.7 95.6
Influenza A 90.0 99.8
Influenza A/H3 100 100
Influenza A/H1pdm?2009 88.9 99.6
Influenza B 100 100
Parainfluenza Virus 1 100 99.9
Parainfluenza Virus 2 88.4 99.8
Respiratory Syncytial Virus 100 89.1
Bordetella pertussis 100 99.9
o

Chlamydophila pneumoniae 100 100

c : : CENTRO HOSPITALAR
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Painel respiratorio — associacao de varios painéis

e e . el . Associacao Rhino e outros Virus
Distribuicao dos virus em amostras pediatricas ¢

n= 686 2017 PIV3 Influenza

Echo 6% )
6%

PIV4

7%

Associacao Rhino e outros dois Virus

Echo+PIV 4

10%
BOC+ RSV i AdV+BOC
20% 40%

BOC+PIV3 (
10%
19° Congresso Naci ‘ i;‘» 0 n=10
;:‘::sz =0 — BOC+ AdV+ RSV
i . hMPV 10%
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Abordagem sindromica - meningites/encefalites

* As infecoes do SNC requerem um diagnostico precoce
* O quadro clinico pode evoluir rapidamente
* Podem causar sequelas permanentes ou mesmo a morte

* O tratamento adequado deve ser iniciado o mais rapidamente possivel

Os agentes patogénicos podem ser virus, bactérias, fungos ou parasitas
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Abordagem sindromica - meningites/encefalites

e Adenovirus e Human Herpes virus 6 e Hemophilus influenzae

e Citomegalovirus * Human Herpes virus 7 e Streptococcus pneumoniae

e Enterovirus(polio,coxackie, e Varicella-zoster virus e Neisseria meningitidis
echovirus, other enterovirus) e Human Parecho virus ° etc...

e Epstein- Barr virus e Parvovirus B19
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Abordagem sindromica - infecdes gastrointestinais

e Campylobacter (jejuni, coli & e E. coliO157 e Adenovirus F 40/41 e Parasitas

upsaliensis) e Enteroaggregative E. coli e Astrovirus e Cryptosporidium
e Clostridium difficile (Toxin A/B) (EAEC) e Norovirus GI/GlI
e Plesiomonas shigelloides e Enteropathogenic E. coli (EPEC) e Rotavirus A
e Salmonella * Enterotoxigenic E. coli (ETEC) e Sapovirus (111, IV, and V)
e Yersinia enterocolitica It/st
e Vibrio (parahaemolyticus, * Shiga-like toxin-producing E.

vulnificus, & cholerae) coli (STEC) stx1/stx2 E. coli
e Vibrio cholerae 0157

e Shigella/Enteroinvasive E. coli
(EIEC)
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Abordagem sindromica — infecoes da corrente sanguinea

BTN TN TR N

e Bactérias Gram positivo * Fungos e Bactérias Gram negativo Factores de resisténcia
. E.nter?coccus e Candida albicans ¢ Acinetobacter baumannii Van A e VanB
e Listeria monocytogenes e Candida glabrata * Haemophilus influenzae s ales
» Staphylococcus e Candida krusei e Neisseria meningitidis carbapenemases
* Staphylococcus aureus e Candida parapsilosis * Pseudomonas aeruginosa (IMP1, KPC, OXA 48
* Streptococcus e Candida tropicalis * Enterobacteriaceae NDM e VII\/I’) ’

e Streptococcus agalactiae
e Streptococcus pyogenes
e Streptococcus pneumoniae

e - Enterobacter cloacae
complex

e Escherichia coli

» Klebsiella oxytoca

e Klebsiella pneumoniae
* Proteus

e Serratia marcescens
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Diagnostico Molecular - microarrays

- Tém o potencial de detetar sequéncias —alvo de
multiplos microrganismos simultaneamente

- Detecao de factores de viruléncia e de resisténcia
antimicrobiana

- Eficiéncia variavel de hibridizacao
- Falsos negativos e falsos positivos
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Resp TAC d ECMO TAC d CNS TAC d

1.RSVA 25. FluB #1 1.RSVA 25. FluB#1 1. Enterovirus #1 25.RNase P IC
2.RSVB 26. FluB #2 2.RSVB 26. FluB #2 2. Enterovirus #2 26. Mumps virus
3.HPIV1 27.FluA#1 3.HPIV 1 27. Staph PVL 3. S. pneumoniae 27. West Nile virus
4. HPIV2 28. FluA#2 4. HPIV2 28. FluA#2 4. S. pyogenes 28. JC virus
5.HPIV3 29.FluA#3 5.HPIV3 29. FluA#3 5. S. aureus (Nuc) 29. BK virus

6. HPIV 4 30. Flu A H1 2009 #1 6.HPIV 4 30. S. pneumoniae 6. H. influenzae 30. HSV #1

7. Enterovirus 31. Flu A H1 2009 #2 7. Enterovirus 31. 8. pyogenes 7. Parechovirus 31. HSV #2

8. Rhinovirus 32. Tamiflu Sensitive 8. Rhinovirus 32.S. aureus (Nuc) 8. S. pyogenes #2 32. HSV type 1

9. B. pertussis ptx S1

DL CECECEPEPEPEOPrErPrPreat

33. Tamiflu Resistant

9. B. pertussis ptx S1

DL CECECEPEPPPPOPrerrereat

33. Aspergillus 28S

9. N. meningiditis

PN 08480808080808847C

33. HSV type 2

10. HCoV OC43/HKU1 34.FluAH5 10. HCoV OC43/HKU1 34. Staph spp (Tuf) 10. S. agalactiae #1 34.VZVi#1

11. 18S RNA 35. FluAH3 #1 11. 18S RNA 35. MecA gene 11. 18S RNA 35.VZV #2

12. HCoV NL63 36. Flu AH3 #2 12. HCoV NL63 36. N. meningiditis 12. E. coli 36. EBV #1

13. HCoV 229E 37.FluAH7 13. HCoV 229E 37. H. influenzae 13. L. monocytogenes #1 37.EBV #2

14. hAMPV 38. CMV 14. hAMPV 38. Mycobacteria spp 14. L. monocytogenes #2 38. CMV #1
15.MS21C 39. M. pneumoniae #2 15.MS21C 39. M. pneumoniae #2 15. LCMV 39. CMV #2

16. Adenovirus #1 40. B. pertussis 1S481 16. Adenovirus #1 40. B. pertussis 1S481 16. Staph spp (Tuf) 40.HHV 6 A/B

17. Bocavirus 41. Parechovirus 17. Bocavirus 41. Parechovirus 17. S. agalactiae #2 41.HHV 7

18. Adenovirus #2 42. P jiroveci 18. Adenovirus #2 42. P jiroveci 18. C. neoformans 42.HHV 8

19. L. pneumophilia 43. RSV #3 19. L. pneumophilia 43. RSV #3 19. Cryptococcus ITS 43. Mycobacteria spp
20. M. pneumoniae 44.HCoV OC43 20. M. pneumoniae 44.HCoV OC43 20. Rubella virus 44. M. tuberculosis
21. C. pneumoniae 45.Rnase P IC 21. C. pneumoniae 45.Rnase P IC 21.B19 45. B. burgdorferi
22. Coxiella burnetii 46. HPIV 1 #2 22. Coxiella burnetii 46. HPIV 1 #2 22. B. thuringiensis IC 46. T. gondii

23. C. psittaci 47.HPIV 3 #3 23. C. psittaci 47.HPIV 3#3 23. BKIC virus 47.HSV #3

24. M. tuberculosis 48. Rhinovirus #2 24. M. tuberculosis 48. Rhinovirus #2 24. Measles virus 48.MS21C
Jaundice TAC NS Gastro TAC N f': Transplant TAC s f':

1. HAV #1 I/ﬁ 25.Rnase P IC 1. Adenovirus #1 25. Adenovirus 40/41 #2 1. HAV #1 25.RNase P IC

2. HAV #2 26. Adenovirus #1 2. Adenovirus 40/41 #1 26. Astrovirus #2 2. HAV #2 26. Adenovirus #1
3. HBV #1 27. Adenovirus #2 3. Astrovirus #1 27. Giardia lambia #1 3. HBV #1 27. Adenovirus #2
4. HBV #2 28. JC virus 4. Sapovirus #1 28. Rotavirus #2 4. HBV #2 28. JC virus
5.HDV 29. BK virus 5. Sapovirus #2 29. Enterovirus #2 5. HDV 29. BK virus

6. HGV 30. HSV #1 6. Enterovirus #1 30. HAV 6. HGV 30. HSV #1
7.HEV#1 31. HSV #2 7. Parechovirus 31.HEV #2 7. HEV #1 31. HSV #2

8. HEV #2 32. HSV type 1 8. HEV #1 32.M821C 8. HEV #2 32. HSV type 1

9. HCV #1 33. HSV type 2 9.PDVIC 33. Rotarix vaccine NSP2 9.HCV#1 33. HSV type 2

10. HCV #2 34.VZV #1 10. Rotavirus #1 34.CMV 10. HCV #2 34.VZV #1

11. 185 RNA 35.VZV #2 11. 18S RNA 35.RNase P IC 11. 18S RNA 35.VZV #2

12. HCV gt 1 #1 36. EBV #1 12. Norovirus GlI 36. Salmonella hil A 12. Aspergillus 18S 36. EBV #1

13. HCV gt 1 #2 37.EBV #2 13. Norovirus Gl #1 37. Shigella ipa H 13. Aspergillus 28S 37.EBV#2

14. HCV gt 2 #1 « e 38.CMV #1 14. Norovirus Gl #2 « e 38. Entero Agg E. coli 14. Fungal 18S « e 38. CMV #1

15. HCV gt 2 #2 o« e 30.CMV# 15. C. difficile GDH & ™ 39.Cjejuni 15. HPV generic « . 39. CMV #2

16. HCV gt 3#1 o™  40.HHV6A/B 16. C. difficile Tox B o« w  40.C.col 16. HPV 16 E6 « e 40. HHV 6 A/IB
17.HCV gt 3 #2 o ™™  41.HHV7 17. E. coli vix 1 & @ 41.Y.enterocolitica 17. HPV 18 E6 « . 41.HHV7

18. HCV gt 3#3 o« e 42.HHVS 18. B. thuringiensis IC & @ 42 Bacterial 16S 18. WU PyV « . 42.HHV 8

19. HCV gt 3 #4 .’J"- 43. Mycobacteria spp 19. E.coli vtx 2 .’J"- 43. A. hydrophilia 19. KIPyV -'J"u 43. Mycobacteria spp
20.HCV gt 4 ."l‘- 44. M. tuberculosis 20. Campylobacter spp ."l‘- 44.V. cholerae 20. MC PyV .’l‘. 44. M. tuberculosis
21.B19 45. Coxiella burnetii 21. Salmonella ttr 45. Dientamoeba fragilis 21.B19 45. Coxiella burnetii
22.8en VITTV 46. Toxoplasma gondii 22. Cryptosporidium #1 46. Entamoeba histolytica 22. SENV 46. Toxoplasma gondii
23.8V40 47. C. psittaci 23.GFPIC 47. Cryptosporidium #2 23. BKIC virus 47. C. psittaci

24. Dengue virus 48.MS2 IC 24. Adenovirus #2 48. Giardia lambia #2 24.HPV gp 16 48.MS21C




Diagnostico Molecular - carga viral

* Validacao clinica

 Doentes imunossuprimidos (transplantes, por ex) - CMV, EBV ou virus
BK

 Monitorizacao da resposta terapéutica - VHB, VHC ou VIH
* Avaliacao do prognostico

CENTRO HOSPITALAR
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Diagnostico Molecular - carga viral

- Amostra - plasma, soro, LCR
- Automatizacao total (extracao, amplificacao e quantificacao)
- Quantificacao em Ul/mL ou cdpias/ mL

- Resultados em escala numérica e logaritmo

- Primers e sondas dirigidos para regides altamente conservadas que
nao sofrem o impacto das mutacoes de resisténcia

- Amplo intervalo de linearidade
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Diagnostico Molecular- PCR

Resultados
- Reportados de forma clara
- Ensaios qualitativos:
e Detectado( ou positivo)
 N3o detectado( ou inferior LOD)

-Ensaios quantitativos:
 Dentro do intervalo de linearidade- resultado quantitativo, unidade de

medida,log.
* Inferior ao LOQ- pode ser detectavel(positivo <LOQ) ou nao detectado
 Se superior ao limite maximo de quantificacao- diluiu-se de forma a cair

no intervalo de linearidade
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Testes Point of Care - POCT

- Simples, robustos, transportaveis. .
- Utlizacao de todos os tipos de amostra o /”,
- Rapidos : resultados em cerca de 15mn-2horas " P q

- “On-demand PCR technology has far-reaching influences on HAI
rates, health care outcomes, hospital length of stay, isolation

days, patient satisfaction, antibiotic stewardship, and health care
economics.”
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We put a Lab in a tube!
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Testes rapidos - POCT

MRSA

* Influenza A/B e VSR

* Strepto A e Strepo B

* Enterovirus

 CT/NG

e VHC

e VIH

* Resisténcia a Rif.

* Resisténcia a Vanc.

* Detecéo dos genes das carbapenemases, etc...
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Diagnostico Molecular - Sequenciacao gendmica

- Genotipagem - VHB, VHC, VIH
- ldentificacao de mutacodes de resisténcia aos antimicrobianos

- Sequenciacao de nova geracao ou NGS
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FUTURO?




Diagnostico Molecular- Futuro

 Maior utilizacao de testes multiplex e de microarrays

e Desenvolvimento dos POCT

* Sequenciacao do genoma completo (NGS)-reducao do custo e bases de
dados acessiveis

* |dentificacao simultanea de microrganismos,sensibilidade aos
antimicrobianos e factores de resisténcia
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Take home messages

- Os resultados devem ser valorizados no contexto do quadro clinico
- Os acidos nucleicos identificados nao significam sempre infeccao
- Os testes qualitativos e os testes quantitativos tém habitualmente
sensibilidades analiticas diferentes
- Os resultados dos testes quantitativos devem ser valorizados em logaritmo
- Os testes point of care devem ser sujeitos a um controlo de qualidade
semelhante ao dos outros testes laboratoriais
-A multiplicidade de testes de DM implica algoritmos de diagnostico
laboratorial!

Falar com o Laboratério
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