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ASPECTOS GENERALES

* Meningitis y encefalitis 2 Emergencias médicas y dx rapido.
e Bacterias, virus, hongos o parasitos pueden migrar al SNC.

* La diseminacion microbiana al SNC:
e Diseminacion hematodgena

* Por extension de un foco coritiguc
e Paso intraneural de organismos.
* Métodos de diagndstico microbiologico
* Convencionales: muestran limitaciones: tiempo de respuesta, sensibilidad.....
* Molecular: PCR-singleplex, matrices moleculares sindrémicas rapidas (PCR-multiplex).
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* Segun localizacidn: CLASI F I CACI C,) N

* Meningitis (inflamacidon meninges)

* Encefalitis (inflamacion paréngquima)

* Mielitis (inflamacién medula espinal)

* Meningoencefalitis (inflamacidon parénquima + meninges)

* Encefalomielitis (inflamacién parénquima + médula espinal) — Cortical neurons Meninges
Vituses: AV, BY ;V, Viruses: HEV, HIV, JEV, LCMV, MeV,
[:JE\. MeV, SLEV, Mum, Nip
* Segun agente etioldgico Parenchyma o i o

* Bacteriana | Oligodenrocytes

Bacteria: Lm,

° Virica Nocardia, Viruses: JCV
, . Ehrlichia,
* Fungica Bartore//a M \

icroglia
Fungi: Cn, Hc, Bh,

s Pa raSIta r|a Ci, Aspergillus, |—== | Virus:HIV

el
’ . s Acanthamoeba, Viruses: CMV, HEV, LCMV,
e Segun duracion: ' Balamuthia Mum
[ ]
AgUda Cerebellum
[ ]
SUbagUda { Viruses: HEV, WNV l
e Crdnica Thalamus
° Recurrente e | Viruses: HEV, RV, WNV ] m
Hippocampus ﬂ_,,,/{ Viruses: HEV, PV, RV, WNV |
7 . [ Viruses: HEV, RV, WNV J
* Clasicamente tras puncién lumbar Spinal cord

e Purulenta | visesizv,cmv,Hw,
HTLV-1,VZV, WNV;

e Liquido claro Bacteria: Tp
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DIAGNOSTICO DE LA ETIOLOGIA DE LA INFECCION

Edad.

Vacunas recibidas: H. influenzae b, S. pneumoniae , N. meningitidis(C o A, C, Y, W135
y/o B), paperas (triple viral) y varicela.

Brotes epidémicos: brote de rombencefalitis por EV-A71 en Cataluna.
Antecedentes de traumatismo craricoencefalico o procedimientos neuroquirurgicos.
* Inmunosupresion (infeccion por VIH, trasplante, neoplasias, entre otros).

Historial de viajes a areas donde ciertas infecciones son endémicas; contacto con
animales o exposicidn a picaduras de artrépodos

* Coexistencia de infecciones de oido, nariz o garganta (otitis media, sinusitis o
mastoiditis) o infecciones de transmision sexual (sifilis o herpes simple).
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DIAGNOSTICO DE LA ETIOLOGIA DE LA INFECCION

Los sintomas de estas infecciones pueden ser variados
El curso de la enfermedad: aguda, subaguda o crénica = sera diferente segun la etiologia.
Los resultados del analisis de sangre pueden guiar el diagndstico:

e Leucocitosis con neutrofilia y elevacion de reactantes de fase aguda son mas frecuentes en la
meningitis bacteriana.

 Anomalias en la coagulacion puede conducir a la meningitis meningocodcica.
El analisis citoquimico (LCR):
 Meningitis bacteriana: un aumento significativo de leucocitos con predominio de neutrofilos,
proteinas altas y bajos niveles de glucosa

* Meningitis viral: aumento moderado de leucocitos con predominio de linfocitos, proteinas altas,
y glucosa normal

* Etiologia tuberculosa o criptococica: aumento moderado de leucocitos con predominio
linfocitico, proteinas altas y bajos niveles de glucosa.
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MENINGITIS AGUDA BACTERIANA

* Neonatos (< 1 mes): S. agalactiae, L. monocytogenes y E. coli K1

* Nifos (< 2 anos): N. meningitidis y S. pneumoniae y H. influenzae b

* Ninosy adolescentes (2-18 ainos) y adultos (18-65 afios): S. pneumoriiae y N. meningitidis
* Adultos mayores de 65 anos: S. pneumoniae, N. meningitidis y L. monoccytogenes.

* Trauma post-craneal: bacilos gramnegtivos

* Intervencion post-quirurgica: S. aureus

* Endocarditis: S. aureus, Enterococcus sp, microorgainismos grupo HACEK
* Derivacion LCR: SCN

. principales organismos causantes de meningitis adquirida en la
comunidad

: menos frecuentes
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MENINGITIS AGUDA BACTERIANA

» Serotipos N. meningitidis (A,B,C,W135)Y).
* Serotipo B es |a primera causa de meningitis meningocdcice en Espaia.

» Serotipos de S. pneumoniae implicados en meningitis en adultcs han variado en después de la
introduccion de la vacuna heptavalente, con un incremento de los serotipos no vacunales.

« L. monocitogenes se asocia principalmente a pacientes de riesgo: embarazadas,
inmunodeprimidos y neonatos - mayores de 60 anos.

* La distribucion por edad se ve preferentemente en grupos extremos de edad, en menores de
1 afno y mayores de 64 afnos.

e La vacunacion es la forma mas efectiva para prevenir la meningitis bacteriana.
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EFECTO TRAS LA INSTAURACION DE VACUNAS
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SURVEILLANCE REPORT

Invasive meningococcal disease

Annual Epidemiological Report for 2018

KE'f facts

In 2018, 3 233 confirmed cases of invasive meningococcal disease (IMD), including 324 deaths, were

reported in 30 European Union/European Economic Area [EU/EEA| Member States.
France, Germany, Spain, and the United Kingaom eccounted for 59% of all confirmed cases in 2018.

The notification rate of IMD was 0.6 cases per 1700 G20 population, similar to the 2015-2017 period.
Age-specific rates were highest in [nfants, followed by 1-4-year-olds, with a second peak in
15-24-year-olds.

Serogroup B remains the inajor cause o IMo. It caused 51% of cases overall and was the dominating
serogroup in all age groups balow 65 years. Incidence remained stable between 2014 and 2018.

The incidence of s=rogroups W and Y has been increasing. Serogroup W is now the second cause of

IMD reported in 18%: of Ca5cs.
The continued strengthicning of disease surveillance for IMD is essential to evaluate the impact of

ongoing 'mmunisation programmes and support dedsion-makers concerning vaccination strategies.

Informe de Vigilancia publicado Junio 2022
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Annual Epidemiological Report for 2018

SURVEILLANCE REPORT

Invasive meningococcal disease

Figure 2. Distribution of confirmed invasive meningococcal disease cases per 100 000 population, by
age and sex, EU/EEA, 2018
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Source: Country reports from Austria, Belgivm, Bulgans, Cyorus, Crechiz, Denmark, Estonia, Firland, France, Germany, Greece,
Hungary, Iceland, Ireland, Italy, Latvia, Lithuaniz, [uxembourg, Malta, the Netherlands, Norway, Poland, Portugal, Romania,

Informe de Vigilancia publicado Junio 2022
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Figure 1. Distribution of confirmed invasive meningococc:! disease cases per 100 000 population by
country, EU/EEA, 2018
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INFECCIONES VIRICAS DEL SNC

* Infecciones del SNC mds comunes y en su mayoria leves y autolimitadas.
* Manifestacion clinica: meningitis, encefalitis o meningoenceialitis.

* La incidencia de infecciones virales del SNC puede variar segun la region
geografica y la temporada.

* Los EV no poliomieliticos representan la mayoria de los casos de meningitis /
encefalitis que generalmente alcanzan su punto maximo entre finales de la
primavera y el otono.

* Las infecciones mas graves del SNC son debidas a VHS y se asocian con
encefalitis {VHS-1) esporadica y meningitis (VHS-2) con secuelas graves si no se
tratan con rapidez

* Parechovirus (HPeV) es la segunda causa mas comun de meningitis en pediatria
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INFECCIONES FUNGICAS DEL SNC

* Micosis oportunistas: Cryptococcus neoformans, Candida spp.
* Micosis dimarficas: Coccidioimicosis, Histop!asmosis, biastomicosis...
* Mucormicosis: Mucorales (Rhizopus, Rhizomucor)

Tinta china: Cryptococcus neoformas Gomori-Grocott: esferulas de Coccidiodes immitis Azul de lactofenol: Rhizopus

oeaommonoaco LABCLIN 2028 250 S50 2022 AEBMML - AGFR  SEQCM

Beannits Vol (s N b stuwtaste P




INFECCIONES PARASITARIAS DEL SNC

* Protozoos
 Amebas de vida libre

(Acanthamoeba spp., Naegleria spp.)
Entamoeba histolytica
Trypanosoma brucei rhodesiense — gambiense
Trypanosoma cruzi
Toxoplasma gondii
Plasmodium falciparum

A Trypdhosoma spp.

* Helmintos
 Cisticercus cellulosae (T. solium)
e Quiste hidatidico (E. granulosus)
* Angiostrongilus canto

Quiste Acanthaoeba spp.

- . ¢
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Quiste E. histolytica
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MENINGITIS ASEPTICAS

e Infecciosas
e Viricas (40 - 50%)
e Bacterianas parcialmente tratadas
e Bacterianas (M. tuberculosis, T.pallidum, Leptospira spp.)
e FUngicas
e Parasitarias (Toxoplasmao gondii, amebas)
e Postinfecciosas (sarampidn, rubéola, varicela)
e No infecciosas
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INFECCIONES DEL SNC EN PACIENTES INMUNODEPRIMIDOS

 Bacterias

 Listeria monocytogenes, Mycobacterium tuberculosis, Nocardia spp,
S.pneumoniae, bacilos gramnegativos

e Virus
e VHS 1-2-6, VVZ, CMV, Virus JC

* Hongos
* Cryptococcus neoformans, Muccrales.

* Parasitos
* Toxoplasma gondii, Acanthamoeba spp. o Balamuthia spp.
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Durante toda |a jornada del Dia Mundial de la Meningitis celebrada el dia 24
de abril
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TIPO DE MUESTRA: LCR

* El LCR de paciente con sospecha de meningitis es una muestra clinica
prioritaria.

e Obtencion del LCR antes de la instauracion del tratamiento antibiotico

e Siempre que sea posible, la muestra se repartira en tres tubos estériles:
1. Estudios bioquimicos e inrnunolcgicos
2. Estudio microbioldgico
3. Recuento de leucocitos y su contaje diferencial.
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Aspectos a tener en cuenta:

1. Una vez recibida la muestra hay que comprobar aue cumple !os requisitos
necesarios para su procesamiento:

a) Correcta identificacion
b) Enviar la cantidad maxima posible de L.CR (mejor >3 mL)

c) Cuando el volumen obtenide es iriferior al requerido para multiples estudios
resulta preceptivo indicar en la peticion la prioridad de los estudios

d) Condiciones de transporte-conseivacion.

2. Siempre debe tomarse muestra de sangre para hemocultivos, bioquimica y
serologia
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ANALISIS CITOQUIMICO DEL LCR

Meningitis Leucocitos Tipo de leucocitos Glucosa (mg/dl)  Proteinas (mg/dl)
(células/mm’™) - | i

Virica 50-100 Mononucleares w4 <200

Bacteriana 1000-5000 Polimorfonucleares <4() 100-500

Tuberculosa 50-300 Mononucleares 45 50-300

Criptococica 20-400 Mononuc eares <40 =45

* La meningitis por L. monocytagenes constituye una excepcion ya que el numero de
células puede ser inferior 2 10° ce!/mm, con predominio linfocitico.

* Hasta dos tercios de ios pacientes con meningitis enteroviral tienen un predominio
polimorfonuclear en el LCR cuando se examinan al principio del curso de la
enfermedad

* La meningitis por B. burgdorferi cursa con pleocitosis linfocitica, glucorraquia
normal y proteinorraquia elevada
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METODOS DE DIAGNOSTICO CONVENCIONAL
Examen microscopico

e Tincion de Gram
» Alta especificidad
* Sensibilidad:
* 60~ 80% en pacientes que no han recibido tratamiento antimicrobiano
e <103 UFC/ml: 25%
e 103-10° UFC/ml: 60%
e >10° UFC/ml: 97%
e 40~ 60% entre los que reciben tratamiento antibacteriano.

* Deteccion: Streptococcus pneumoniae (90%) y Listeria monocytogenes (50%) en LCR recolectados de pacientes
con meningitis bacteriana confirmada por FCR ?

* Tincion de Zhiel-Neelsen / Aurariiine Rouamina: Mycobacterium tuberculosis. Muestra una sensibilidad del 10-
20%

* Tinta China: Cryptococcus neoforimans. Baja sensibilidad

Si bien estos métodos mantienen especificidades satisfactorias, las sensibilidades son relativamente pobres
por lo tanto es necesario realizar siempre un cultivo en paralelo
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5612431/#R26

METODOS DE DIAGNOSTICO CONVENCIONAL
Examen microscopico

Meningitis por N. meningitidis

Meningitis por S. pneumoniae
N.meningitidis diplococos gramnegativos

"61'

Meningitis por H. influenzae

Meningitis por L. monocytogenes W
L. monocytogenes: bacilos grampositivos

Meningitis por S. agalactiae

> . Uk .\. . [ % SRS RS P L e =
- o . - , - . ‘ |

. ,-:E < " . fa 4 |
N .\A.- £ 3 : - ‘ﬁ‘ 3“ L S ‘;,. . ey
. & Mg R 5 2L | o L S. agalactiae: cocos grampositivos en
PRt PR G & o, RS S. pneumoniae diplococos grampositivos g gramp
H. influenzae: cocobacilos gramnegativos capsulados cadena
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METODOS DE DIAGNOSTICO CONVENCIONAL
Examen microscopico

* Meningitis por M. tuberculosis * Meningitis por C. neoformans

st
\
) “
= & -

T. Auramina-Rodamina: bacilos AAR T. Zhiel-Neelsen: bacilos AAR Tinta china: levaduras capsuladas

Meningoencefalitis por amebas de vida libre: Naegleria spp., Acanthamoeba spp. o Balamuthia spp

.

Examen fresco: trofozoito de Acanthamoeba Tincién H-E: Quiste de Balamuthia
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METODOS DE DIAGNOSTICO CONVENCIONAL
Cultivo

 Tejido cerebral = diagnostico definitivo = altamente invasivo.

* LCR = muestra de eleccion.

* Tipos: virales, bacterianos (incluido las micobacterias) y fungicos:
e Cultivo bacteriano habitual: 48 horas para la identificacion final.
e Cultivo de hongos: T. incubacidn hasta 10 aias
* Cultivo de micobacterias: T. incubacion: 42 dias. $:60-70%

e Cultivo de virus: largo tiempo de respuesta = no proporciona el diagndstico
oportuno reguerido para el imanejo optimo del paciente.

* El cultivo es el método diagnostico de referencia, y permite realizar
posteriormente estudios de sensibilidad y de tipificacion

et LABCLIN sk sos 0000 AEBMML  AGFR  SEQCM
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METODOS DE DIAGNOSTICO CONVENCIONAL
Medios de cultivo e incubacion

Medios de cultivo enriquecidos incubacién: 35- 372C - 5%C0z, 5 dias

ks J
Agar chocolate Agar sangre Caldo thioglicolato

Lectura diaria y emision de informes preliminares
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METODOS DE DIAGNOSTICO CONVECIONAL
Deteccidn capsular

Sensibilidad en LCR 50-85%

Su principal indicacion se centra en el diagnostico de los
casos tratados cuando no se dispone de técnicas de PCR.
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N. meningitidis A, B, C, W, Y135
S. pneumoniae
S. agalactiae
E. coli K1

H. influenzae b

2022

Actualmente descatalogado como KIT
Hay que comprar los distintos reactivos
por separado
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METODOS DE DIAGNOSTICO CONVECIONAL
Deteccion rapida de antigenos S,

* S.pneumoniae Binax (IC): i =
* Prueba rapida (15min) para la deteccidn cualitativa del polisacarido C de S. pneumoniae en o (‘” 4
el LCR de pacientes con meningitis. =
* S(80-94%) y E (90-100%)
* Dagndstico de neumonia neumocdcica y meningitis neumococica. @
* FP en nifios < 12 meses (portadores). Resulta positiva durante meses tras la infeccién Streptococcus preumonise

~ + Antigeno latex Cryptococcus neoformans (IC)

Antigeno criptocdcico =2 S (93-100%) y E (93-98% ).

Gran utilidad en el diagndstico rapido de meningitis por este
microorganismo.

La titulacidon de antigeno polisacarido en suero o LCR ha demostrado ser un
marcador prondstico.

Se han descrito falsos positivos (factor reumatoide, Trychophyton beigelii, y
Capnocytophaga canimorsus) y falsos negativos (fendmeno de prozona)
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METODOS DE DIAGNOSTICO CONVECIONAL
Serologia

* Produccion intratecal de anticuerpos especificos. En suerc, un aumento de 4 veces el
titulo de 1gG entre el suero de fase aguda y el de fase convaleciente, o una Unica IgM
positiva, pueden ser diagnosticas.

* Prueba seroldgica negativa no descarta infeccion.
* En poblaciones inmunocomprometidas: sensibilidad suboptima.

* Para ciertas infecciones, estos ensayos aun tienen un papel valioso:
* VWN, VCML: IgM en LCR. !gM + lgG (neutralizantes) en suero
* Virus de la varicela zoster (VZV): IgM o IgG (en LCR)
* Borrelia burgdorferi: Serologia IgM/ IgG = confirmacién WB. En LCR o suero
e Treponema pallicdum: prueba VDRL (LCR)
* Brucella. 1gG + Ig A (suero).
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LIMITACIONES DIAGNOSTICO CONVENCIONAL

* Examen microoscopico y deteccion de antigenos: poco sensibles

* Cultivo: rendimiento limitado y aumente en el tiempo de respuesta
 Varios patogenos humanos no se pueden cultivar
* Sensibilidad limitada y la metodologia requiere mucho tiempo.

» Serologia: retraso en la respuesta inmunitaria

* Por tanto, muchas de estas limitaciones han sido superadas por la biologia
molecular que se describe a continuacion.
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TECNICAS DE DIAGNOSTICO MOLECULAR: PCR

* Superan las limitaciones de las técnicas de diagndstico convencional =
herramientas rapidas y precisas en la deteccion e identificacion de
patdégenos microbianos.

* Mayores tasas de deteccion
e Optimizacion del tratamiento antimicrobiano

* Actualmente, los métodos moleculares son consideradas técnicas altamente
eficientes y alto valor diagncstico .

* Varios ensayos moieculaies comerciales autorizados por la Administracion
de Alimentos y Medicamentos (FDA) para la deteccion de patdégenos
microbianos objetivo en el LCR - singleplex o multiplex
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PCR Singleplex. EV y VHS

PCR-RT basada en la deteccion de un SOLO agente infeccioso.

La PCR es prueba de eleccion por su alta Sy E respecto al cultivo de tejido cerebral
en el diagnostico de EV y VHS.

* Varios ensayos singleplex = deteccion cualitativa del EV y HSV.

* Kit EV GeneXpert (Cepheid, Sunnyvale, CA) presenta una sensibilidad del 94% al 100%, con un
tiempo de respuesta de alrededor de 2,5h. La técnica requiere 140 pl

 Kit Simplexa HSV 1 y 2 (DiaSorin Molecular, Cypress, CA), presenta una sensibilidad del 96-98%,
con un tiempo de respuesta de 1h. La tecnica requiere es que solo requiere 50| de LCR, e
incluso con 20ul

e Limitaciones

* Excepcionalmente, en pacientes inmunocomprometidos se han descrito infecciones
mixtas causadas por dos bacterias, dos virus y una bacteria y un virus.

* Dada la vericaad de microorganismos que causan meningitis y encefalitis dificulta
confiar en ios sintomas para inferir el agente causal de la infeccion.
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PCR: una diana o dos o tres dianas

Epstein-Barr (EBV) + Citomegalovirus (CMV)

Epstein-Barr (EBV)

Epstein-Barr (EBV) + Citomegalovirus (CMV) + Herpesvirus 6 (VHH-6)
Escherichia coli + Streptococcus agalactiae

Escherichia coli + Streptococcus agalactiae + Listeria monocytogenes
Enterovirus + Virus Herpes Simple (VHS-1 + VHS-2)+ Virus Varicela-Zéster (VZV) "
Enterovirus

Enterovirus + Parechovirus

Enterovirus + Parechovirus + Virus parotiditis (MuV)

Herpesvirus tipo 1 (VHS-1) + Herpesvirus tipo 2 (VHS-2) + Virus Varicela-Zoster (VZV) / Virus de Epstein-Barr (EBV) + Citomegalovirus (CMV)
Herpesvirus tipo 6 (VHH-6)

Herpesvirus tipo 1 (VHS-1) + Herpesvirus tipo 2 (VHS-2) / Virus Varicela-Zéster (VZV)

Herpesvirus tipo 6 (VHH-6)"

Herpesvirus tipo 6 (VHH-6) + Herpesvirus tipo 7 (VHH-7) + Herpesvirus tipo 8 (VHH-8) " e Alta Sospecha clinica

R et el i e et el « > Sensibilidad que multiplex para algunas dianas
Herpesvirus tipo 1 (VHS-1) + Herpesvirus tipo 2 (VHS-2) / Virus Varicela-Zéster (VZV)
Coriomeningitis linfocitaria (LCMV)"

Listeria monocytogenes

Neisseria meningitidis + Streptococcus pneumoniae + Listeria monocytogenes / Enterovirus (EV) + Virus Herpes Simple (VHS-1 + VHS-2) + VZV
Neisseria meningitidis + Streptococcus pneumoniae

Neisseria meningitidis + Streptococcus pneumoniae + Haemophilus influenzae

Neisseria meningitidis + Streptococcus pneumoniae + Listeria monocytogenes

Enterovirus (EV) + Parechovirus + Virus de la Parotiditis / Herpesvirus tipo 1 (VHS-1) + Herpesvirus tipo 2 (VHS-2) + Virus Varicela-Zéster
Streptococcus agalactiae

Virus Toscana

Varicela-Zdoster (VZV)
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PCR Singleplex. MTB

* Ensayo Xpert MTB/RI: sistema integrado y automatizado que permite la toma rapida de decisiones c!inicas

* Metanalisis (13 estudios) = evaluar la deteccién de M. tuberculosis por PCR en LCR a partir de casos de meningitis tuberculosa:
* S:82% (IC del 95%: 75-87%) frente al cultivo
* S:68% (IC del 95%: 41-87%) frente al criterio clinico + cultivo.
* Serequiere un volumen de muestra > 500 mcl y la centrifugacidon puede conducir 2 una mejora discreta en el rendimiento.
* A pesar de la falta de estandarizacion para el procesamiento de muestras, la OMS ha aprobado la prueba de LCR con el ensayo

automatizado Xpert MTB/RIF como prueba de primera linea sobre la microscopia convencional en pacientes con sospecha de
meningitis tuberculosa.

* La prueba Xpert negativa NO excluye MTB

(Méchai, F., & Bouchaud, O. (2019). Tuberculous meningitis: challenges in diagncsis and management. Revue neurologique, 175(7-8), 451-457.)

¢ Metanalisis (20 estudios) ha demostrado que !a medicién del nivel ADA en LCR es una prueba adecuada en el diagndstico de MTB.
* Lasensibilidad y !a especificidad fueron del 89 % y 91% respectivamente .
* Demuestra que las pruebas ADA tienen una precision relativamente alta para MTB diagndstico.
* Se recomienda su uso para el diagndstico de MTB en IDSA/CDC/ATS y NICE

Pormohammad A, Nasiri MJ, McHugh TD, Riahi SM, Bahr NC. A Systematic Review and Meta-analysis of the Diagnostic Accuracy of Nucleic Acid Amplification
Tests for Tuberculous Meningitis. J Clin Microbiol. Juin 2019;57(6).
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PCR isotérmicas

* PCR basados en amplificacion isotérmica (LAMP) tienen como ventajas el bajo coste del
test, la rapidez con la que se puede obtener el resultado v no requieren ningun equipo
especializado.

* Existen para detectar N. meningitis, S. pneumoniae, H. influenzae-b, M. tuberculosis y VEJ
en el LCR.

* No existen estudios de validacion publicados en la literatura = se desaconseja su uso por
falta de sensibilidad
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PANELES PCR MULTIPLEX

* ¢Son lo suficientemente completos?

* iSon relevantes todas las dianas incluidas?

e iReducen la administracion y duracion del tratamiento antimicrobiano?
e iSon rentables?
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Panel FilmArray ® ME

El primer panel comercializado y aprobado por la FDA fue Filmarray Meningitis/Encefalitis — IVIE
(BioFire Diagnostics, Salt Lake City, UT).

ff;ﬂ;
. . 7 V4 . . 7 7 . oy . x?,“ (st A WY
Permite una deteccion rapida y precisa de los patdogenos mas comunes en las meningitis ‘7#%@4

y/o encefalitis adquiridas en la comunidad, incluyendo virus, bacterias v levaduras.
Bacterias Virus
E. coli Citomegalovirus
H. influenzae Enterovirus
L. monocytogenes Herpes simplex type 1 |
N. meningitidis {erpes simplex type 2 i
S. agalactiae {uman herpesvirus 6
S_ pneumoniae PL "nf: lovirus 1Test. 14 Targets. All in about an hour.
Levaduras Varicella zoster virus Bacteria E Viruses
Cryptococcus neoformans / gattil
schenichia coli K1 Cytomegalovirus (CMV) Cryptococcus neoformans/gattii
Haemophilus influenzae Enterovirus
Sensibilidad: 90% y Especificidad 97% i e b Ao
Streptococcus agalactiae Human herpesvirus 6 (HHV-6)
Tansarli, G. S., & Chapin, K. C. (2020). . C:SZL"?LZTZKI,’L‘: vzv)

Diagnostic test accuracy of the BioFire® FilmArray ® meningitis/encephalitis panel: a systematic review and meta-analysis.
Clinical Microbiology and Infection, 26(3), 281-290.
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Panel FilmArray ® ME: Rapidez
Tiempo de respuesta corto, minima manipulacién posible

Unos simples pasos de manipulacion permiten la preparacion de la prueba en apenas dos minutos.

Insarta el pansl en
la eslacian de carga

Inyacts la solucken

— Agregus al tampan oa la
IS e hidratacion

muesira y la muesina

Imyacts 8 muestra

Coloque el panel en el
FilmAsray e inicie la prueba

PACKE RAPIDO

Run time de 1 hora

No precisa pipeteo
200 ul de LCR

Criterios de aplicacion: pacientes con sospecha fundada de meningits y/o
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Panel FilmArray ® ME: Compacto

Integra la tecnologia de extraccion, amplificacion y deteccion en urni equipamienio compacto

FILMARRAY Stocage
1
/\M-\ Chemscal
Clrcun
foard

v : ;
+ | I*'__.-\ Sample
- 2 = Extraction & 1™ Stage

Preparstion Multiplex < . 2oe PCR

(ONA & RNA)  PCR "‘x“’““ o
Sample Prep Amplitication Detection
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FilmArray: Precisidn

Deteccidn multiple

Todas las dianas y conroles se

encusntran como minimo por triplicado.
Incrementa la sensibilicad de la técnica.

Controles internos

PCR I
Contraol

. Q
= Ty Ty Ty
QUL R A w

Control de PCH: DNA impreso en 3
pocillos del Aray.

Control oel proceso: Levadura
deshicdratada que realiza todo &l proceso.

Zarantizan & correcto funcionamiento de
la prueba

e usosonoameo LABCLIN Y2ie8 22250 2022

DEL LABORATORIO CLINICO

Curvas de Meiting

THhus

(U TR T e

i) = '
THrpEralue % Anig

> Incrementar la especificidad de la
prueba al 99%
- Descartar reacciones cruzadas e
hibridacionss.

Confirmaciin del resultado

SEQC™



PCR-Multiplex. Panel FilmArray ® ME

* Meta-analisis: 13 estudios
* AltaSy E: 90% y 97%, respectivamente
* FP: 4% (S. pneumoniae y S. agalactiae)
* FN: 1,5% (HSV-1/2, EV, C. neoformanos/gattii)
* La sensibilidad: bacterias > virus> levaduras

(Tansarli, G. S., & Chapin, K. C. (2020). Diagnostic test accuracy of the BioFire® FilmArray® meningitis/encephalitis paiiei: a systematic review and meta-analysis. Clinical
Microbiology and Infection, 26(3), 281-290.)

* FP. Fundamentalmente bacteriana. Por contaminacion en el momento de la recoleccién de LCRy /
o técnica de manejo inadecuada por parte del personal del laboratorio.

* FN C. neoformanos/gattii:

* Solo la mitad de muestras positivas fueron detectados por el panel en comparacion con la
deteccidén de antigenos > aclaramiento mas prolongado del antigeno fungico en comparaciéon
con el acido nucleico fiingico

* La mayoria de FN corresponde a una baja carga fungica por debajo del limite de deteccion en
pacientes con tto antimicético que a menudo muestran AgCr positivo durante un periodo de
tiempo prolongado. = esta observacidon es consistente con la mayor sensibilidad del panel en
la deteccion de meningitis por Cryptococcus en una cohorte de pacientes con enfermedad
aguda no tratada
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PCR-Multiplex. Panel FilmArray ® ME

* FN C. neoformanos/gattii:

* La PCR no es una prueba de seguimiento a pacientes positivos conacicos durante el tratamiento
y no debe reemplazar a AgCr en esta poblacion de pacientes.

* Este panel tiene un alto VPP y se ha demostrado que detecta la infeccidon en pacientes con baja
sospecha de enfermedad criptocdcica.

* No obstante, los retrasos diagnosticos en pacientes al principio de su enfermedad debe llevar a
interpretar cualquier resultado molecular negativo con precaucion, y por tanto la deteccion de
antigeno criptococico probablemente siga siendo el estandar de referencia.

* FN EV/VHS:

* Ensayo multiplex negativo en un paciente con alto indice de sospecha, como el VHS neonatal o
el paciente inmunocomprometidn, es necesario realizar un ensayo singleplex para LCR, sangrey
/ o lesiones.

* Deteccidon VHS-1/2 v FV mediante PCR singleplex son mds sensibles que los ensayos multiplex. La
aparicion de mutaciones y las variaciones de las cargas virales pueden explicar parcialmente
estos hallazgos discrepantes

* El limite deteccion (mas alto) del panel FilmArray en comparacién con RT-PCR singleplex explica
el menor rendimiento del panel en |la deteccién de VHS y EV.
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PCR-Multiplex. Panel FilmArray ® ME

Es importante destacar que un ensayo multiplex negativo NO significa que e! paciente sea negativo
para meningitis / encefalitis si existen otras circunstancias clinicas apropiadas, como un trauma
externo donde los patdgenos no serian los de la EM adquirida en |2 comunidad.

Descartar ME por VHS puede conducir a una disminucion del uso profilactico de aciclovir y Ia
nefrotoxicidad asociada en pacientes pediatricos

Descarta ME por EV evitan tratamientos antibidticos innecesarios, la causa mas comun de
meningitis aséptica en bebés y con presentacion clinica similar a una infeccion bacteriana

El panel ME es la unica prueba aprobada por la FDA gque también detecta HPeV,

Los virus latentes (CMV) recuieren una interpretacion de los resultados. Un resultado positivo
probablemente no indique una infeccién activa 2 es necesario cuantificar

El HHV-6 puede integrarse en el genoma humano (prevalencia aprox 1% de la poblacién general).
Valorar en inmunodepriniidos.

Puncion lumbar traumatica resultados inespecificos respecto al patogeno detectado es del LCR o
de la sangre periférica
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PCR Multiplex: Otros paneles multiplex

* Ademas de Filmarray = otros paneles que tienen maicado CE
 Allplex™ Meningitis (Seegene, KOR)

* MeningoFinder® 2SMART (Pathofinder, NL)

* Diagnostico fast-track, que cuenta con diferentes paneles (adquirido por
Siemens, DE)

 CertTest, que tambiern tiene varios paneles (CerTest Biotec, ES).
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Ventajas de la PCR

e Técnicas faciles de usar

* Resultados rapidos que ayudan al manejo o6ptimo del paciente, pautando el
correcto tratamiento y disminuyendo asi el uso innecesario de antibioticos

« Util en pacientes con meningitis tratadas

 El impacto positivo del sistema FiimArray® en los costes sanitarios y la duracion
del tratamiento antimicrobianc ha sido demostrado en pacientes
Inmunocompetentes.

* La PCR de EV reduce significativamente el uso de antibidticos y la duracién de la
hospitalizacién y sus costos

 La PCR HSV y VZV reduce la duracion del tratamiento innecesario con aciclovir.
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Limitaciones de |la PCR

No se pueden detectar patogenos distintos a los incluidos en el panel ME:

 Agentes infecciosos que afectan a pacientes inmunocomprometidos © pacientes post-
neuroquirurgicos.

e VEJ, VIC, VCML, VEB, sarampion, adenovirus, Leptospira sp, Treponema pallidum

* Deteccion de falsos positivos (contaminacion) y falsos negativos (baja carga) .
* VVH-6: No distingue entre microorganismos viables e inviables.

e Faltan mas anadlisis de costo-eficiencia de los paneles de EM, y es probable que el alto costo de estos
paneles en todos los pacientes con sospecha de meningoencefalitis no sea rentable.

* Un ensayo multiplex negativo no puede excluir una infeccion.

e Las pruebas de PCR para la neurcworreliosis y la neurosifilis estan bien documentadas por ser menos
sensibles que los ensayos serologicos.
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CONCLUSIONES

1. Las infecciones del SNC requieren de un diagnostico rapido

2. Las técnicas de diagnostico microbiologico convencionales siguen siendo de utilidad
clinica, pues representan en algunos casos el metodo de referencia en la
identificacion del agente infeccioso y |la unica forma en la obtencion del estudio de
sensibilidad

3. Ante una alta sospecha de meningitis/encefalitis con pruebas diagndsticas negativas
es necesario el empleo de pruebas complementarias que ofrezcan una mayor
sensibilidad

4. Las técnicas basadas en biologia molecular son altamente eficientes pero deben ser
realizadas bajo ciertos criterios clinicos con el fin de obtener la maxima rentabilidad
posible

5. Es aconsejable desarrollar paneles de PCR-multiplex bacterianos y viricos con

formatos independientes, ya que la coinfeccion es poco probable
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