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Cause principali di morte nel mondo per malattie infettive

Respiratory Infections 43
Diarrheal Diseases 2.5
HI¥/AIDS 13
Tuberculosiz L3 Le meningiti restano ancora causa di
Malaria 0.5 mortalita e morbidita.

- Una diagnosi|rapida e accurata e

03 .
essenziale per un buon outcome

Measles | 0.2

Hepatitis B | 0.1
Cither Infectious

Dizeazes 12

| | | | | | | |
g a5 10 15 20 25 30 35 40 45
Ma. of Deaths [milliens)

n engl j med 366;5 nejm.org february 2, 2012 (dati WHO)
La meningite batterica rappresenta circa 1,2 milioni di casi ed e responsabile di
circa 135.000 morti in tutto il mondo ogni anno. La meningite e tra le dieci piu
comuni cause infettive di morte. Sequele neurologiche sono gravi e piuttosto
frequenti tra i sopravvissuti.

Khartoum Medical Journal (2011) Vol. 04, No. 02



E’ sempre un’emergenza medica
-Alto rischio di mortalita
-Elevata morbilita’
se terapia non e adeguata ed instaurata con rapldlta

",
e

N EnglJ Med351october28, 2004

Il liquor si accetta 24 ore su 24
-deve essere inviato immediatamente
-deve essere esaminato nel minor tempo possibile

Livello di emergenza e in rapporto alla cellularita: il
liquor e ipotonico e gli eritrociti e i leucociti
potrebbero lisarsi
Conta degli elementi figurati diminuisce:
-del 30% dopo 1 ora
-del 50% dopo 24 ore




Rapidita della diaghosi di meningite e prognosi del paziente

[La rachicentesi
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Spesso e difficile distinguere tra meningite batterica e virale

Bacterial meningitis

L'esame del liquor e di fondamentale
importanza per la diagnosi di tutte le

forme di meningite

Viral meningitis

Nelle fasi precoci della

W hite blocd cell 1C00-10 000

count {cells perpl)  Range <100 to= 10000
Meutraphils =00

Protein leveks Elevated

Glucose levels Reduced

N EnglJ Med351october28, 2004

<300 . ,
meningite batterica e
Range «100-1000 . g . L. .
virale, i segni e i sintomi
< 20%
Normal clinici sono spesso
Marmal aspecifici
TIplGI parametri all’esame del |Iql||d0 cerebrospinale in pazienti con meningite hatterica
Ptogeno Lewcocets/mL Percentuale i Livelli di Livelli di proteine, Probabilita df viscontrave il mi-
(x 109/L) nenitvofil glucasio  mgldL (g/L) croorganismo con la colovazione con
: migtodo df Gram
Piogeni (no Lysteria =500 (0,50) =50 Bassi =100 (1,00) Circa 709
mionocytagenes)
L. monocytogenes =100 (0.10) Circa 50 Normali =30 (0,30) Circa 30%
Infezione da piogeni =100 Circa 50 Normali =70 (0,70) Circa 60%
parzialmente tratcata
Meningice asectica, 10-1000 (0,01~ Fase precoce:  Normali <200 (2,00) Non si applica
spesso virale 1,00) =350). Fase
rardiva: <20
Tubercolare 50 (0,05)— 500 =30 Bassi =100 Rara
Fungina 50-500 <30 Bassi Variabili Spesso elevara per infezioni da

CrIPrococco



DIAGNOSTICA TRADIZIONALE di laboratorio su LCR prevede:

esame biochimico

Esame
chimico-fisico

Esame
microbiologico

v Indagini di supporto (emocolture,esami sierologici,etc)



esame microbiologico

prelievo e raccolta
sterile del campione

test rapido per ricerca
di antigeni solubili

Neisseria
riscaldare test Cryptococcus
B0°C per 5 min. immunologico  |-Haemaophilus

Str. pneumoniae

esame microscopico

a fresco
dal sedimento L J
nerifi ) i
;_;m: :gf ;:1 \ blu di metilene
seminare su o
| colorazione di Gram
: 4 . : .
agar MSA MacConkey Sabouraud agar cioccolato
sangue agar agar supplementato
in CO2
test biochimici test biochimici test di germinazione
studio studio
delle colonie delle colenie
] ‘ test biochimici £ l
emoalisi o, B controllo colonie l test biochimici  test biochimici
| su altre piastre . T

Staphylococcus . Candida .

r‘icer.'ca.antigﬁnl' 3 enterobatteri alblcans miceti

di gruppo
Streptococchi Neisseria Haemophilus
ABCDFEG

menigitidis sp.




Condizioni richieste per ottenere un corretto
risultato di un esame colturale del liquor

Germe vivo

Non terapia antibiotica precedente

Terreni di coltura adeguati

Trasporto rapido (poche ore) no 36-94%

Si <10%

Tableau 11
Sensibilité, spécificité, valeurs prédictives négatives et positives de la culture du LCR dans les syndromes méningés.
Sensitivity, specificity, and predictive value (positive and negative) of CSF culture in meningeal syndromes.

Auteur Ref Inclusion Culture £ Se Sp VPP VPN
Pusponegoro et al. [9] 16 6-Nov 33 100 100 50
Surinder et al. [29] 63 15/50 78 98 04 92
Marcos et al. [30] 57 13/25 53 100 100 73
Dunbar et al. [12] 2635 284/2351 o4 91 23 9.8
Saravolatz et al. [21] 14 15/74 88 93 04 97
Van Gastel et al. [22] 37 Nm: 4/23 17 100 100 71
Spn:5/14 36 100 100 86
Bryant et al. [64] 24 15/24 63 100 100 100
Richardson et al. [23] 18 21/38 55 100 100 93

Inclusion : nombre d'échantillon de I'étude ; Gram=: nombre d’examen de la coloration de Gram positif/negative ; culture £ : culture positive/negative; Se:
sensibilité ; Sp: spécificité ; VVP : valeur prédictive positive ; VPN : valeur prédictive negative ; Nm: N. meningitides ; Spn: S. pneumoniae.

Carbonelle 2009



, , o Meningoencefaliti virali
Diagnostica tradizionale prevede:

- ’isolamento del virus in coltura cellulare
- la successiva identificazione degli antigeni

Viral Cullura

Centriiugaton-arihancod
shall vial monalayar
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Il fattore tempo e cruciale (10-30 gg della coltura)

Poco sensibile

Non tutti i virus crescono in coltura!!!

European Society for Clinical Virology: http://www. eur.nl/FGG/VIRO/ESCV/
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| test sierologici spesso richiedono 2-4 settimane dopo linfezione acuta
per lo sviluppo di un aumento diagnostico in titoli anticorpali

Il movimento anticorpale e di valore limitato per virus con elevati tassi
di sieroprevalenza basali.
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IgG in the serum

IgM in the serum

IgG in the cerebrospinal fluid

lﬂ in the cerebrospinal fluid
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PCR in thg cerebrospinal fluid

Exposure

Viremia
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| recenti sviluppi delle biotecnologie e della biologia molecolare
giocano un ruolo significante nello sviluppo di metodi rapidi,
specifici e sensibili per la diagnosi microbiologica diretta

Le tecniche rapide per ’amplificazione degli acidi nucleici con
sistemi automatizzati e user-friendly hanno ampliato gli
strumenti per la diagnostica microbiologica

Le tecniche molecolari = maggiore contributo alla diagnostica di
laboratorio di meningo-encefalite
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Advanced Techniques in Diagnostic Microbiology. Tang, Yi-Wei; Stratton, Charles W. (Eds), 2006.
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Entrance into the diagnostic cycle
Patient arrival, triage, primary evaluation, questionnaire and physical
examination by physician, presumptive diagnosis, physician laboratory
analysis request(s), clinical Sﬂllihng. transfer to laboratories, etec.
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Conventional diagnostics Molecular diagnostics
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Human Immung- :
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Results of analyses and healthcare decision process

Transmission of results, interpretation, patient management, therapeutic intervention,
confirmatory testing, treatment adjustment, atc.
h to days

Bissonnette L and Bergeron MG. CMI 2010. Modificata.



PATOGENO

PATOGENO

PATOGENO

PATOGENO

PATOGENO

PATOGENO

PATOGENO

Le tecnhiche molecolari

tecnica
molecolare

CAUSA

CAUSA

CAUSA

CAUSA

CAUSA

CAUSA

CAUSA

Piu patogeni danno la stessa sindrome clinica,

1 sola tecnica molecolare per la causa reale




Carbonelle 2009

Mampo. .5 \}

PCR (Polymerase Chain Reaction) e’ una S
sintesi enzimatica in vitro che consente di ; -
amplificare piccole quantita di DNA attraverso m/ e
cicli termici ripetuti = : .

B 3 /

PCR Real Time

Amplification Plols

amplificazione e rivelazione del
prodotto amplificato (DNA target)
avvengono contemporaneamente.

Il DNA target e riconosciuto e rilevato
attraverso l’impiego di sonde
fluorescenti (Tagman, Molecolar Beacon
etc..). L’incremento della fluorescenza
e proporzionale alla quantita di DNA
amplificato (nella fase iniziale).

utilizzando uno stesso profilo termico si possono amplificare piu genomi
virali o batterici contemporaneamente con:

-riduzione dei tempi di esecuzione \
-aumento della sensibilita (> 99%) e specificita alta (> 99%)



La Real time PCR

in genere alla valutazione qualitativa,
aggiunge una valutazione quantitativa,
fondamentale per discriminare positivita a
basso titolo senza significato clinico da
positivita ad alto titolo correlate a infezione
produttiva

Fluorescence
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A differenza dei metodi tradizionali che possono dare risultati negativi se
il paziente ha ricevuto anche piccole dosi di farmaci antivirali o
trattamenti di immunizzazione passiva, la PCR mantiene la sua sensibilita
Questo permette |’attuazione di una rapida terapia empirica quando un
paziente si presenta prima con sospetta meningite o encefalite, senza
compromettere il potenziale diagnostico del test.

E’ideale per individuare organismi esigenti che possono essere di

difficile o impossibile isolamento.
Haanpaa et al., 1998
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Diverse stanze, strumenti e tecnologie
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Application of Rapid-Cycle Real-Time Polymerase Chain Reaction for Diagnostic Testing in the Clinical Microbiology
Laboratory Franklin R.Cockerill Ill Arch Pathol Lab Med—Vol 127, 2003




Risultati in ~2 ore

Child Lumbar ﬂgslﬁza lizatian
in ER puncture - Symptomatic /empirical treatment
Clirrant | ~ Antibiotic tharpy
& « More tasts .
diagnostic T
Clinical exam: Lal.j' Sl o

suspected un"HE"TﬁL Diagnostic (A NEG
meningitis meningeal algorithm with

irritation | 4 XpertEV > m > dl::::;z:!

% Una risposta tempestiva cambia il percorso del paziente



So Youn Shin, et al. Evaluation of the Seeplex® Meningitis ACE Detection Kit for the Detection of 12 Common

Bacterial and Viral Pathogens of Acute Meningitis, Ann Lab Med, 2012;32

Multiplex PCR Ricerca e
identifica piu

Patient ) .
virus e batteri
simultaneamente
Extrg%timn PCR Result
CSF Multiplex Auto- Ideale per
PCR/RT- PCR electrophoresis infezioni ad
eziologia multipla
csF ) - EBV (VA - Enterovirus - Streptococcus preumonise
- HSY? < CMVIHHVS) Vet e 2l o Pl s, - Neisseria !’HEHJI!'FQJ'UIdI'S
Multiplex PCR \IVIHRVS) - RV adans - Haemophilus ifluenzae type
- Listerla monocytogenes
- (ioup B Sreptocouats
Steprococcusagalctiog
Bacterial / Aseptic
meningitis

Neisseria meningitidis Methods in Molecular Biology Volume 799, 2012, Detection of Neisseria meningitidis in
Cerebrospinal Fluid Using a Multiplex PCR and the Luminex Detection Technology Jens Kjglseth Mgller




PCR “primer consensus”

La PCR con primer consensus viene utilizzata per amplificare sequenze conservate
tra
microorganismi simili, per esempio i differenti virus erpetici.

PCR “nested”

E’ una variante della PCR classica, frequentemente utilizzata per lo studio
del liquor, e la PCR “nested”. Questa metodica, basata sull’uso di due coppie
di primer , il secondo dei quali e “annidato” all’interno del primo, e
caratterizzata da una superiore sensibilita e specificita rispetto alla
metodica classica.

DNA TARGET |

> « ﬂ
Il AMPLIFICATO v

Tonukari NJ. http://www.academicjournals.org




:\\\g‘, PCR E DIAGNOSI DI MENINGITE BATTERICA

"\\N ¥
o Sensibilita
PCR pre ATB: 88.7% post ATB: 58.1%
Coltura pre ATB: 69.8% post ATB: 29%
ECulture OPCR
Antibiotic -
pretreated (-)  H. influenzae ol ot detecton
(n=53) . . PCR: n=47 (88.7%)
S. pneumoniae i Culture: n=37 (69.8%)
| | |
Other ! : :
Not detected I i i
| | |
Antibiotic H. influenzae ! | _ |
pretreated (+) ' R s 58 1%)
(n=62) S. pneumoniae | Culture: n—18 [2':"!'.0"“.':"0}
Other i : |

Not detected

0 10 20 30 40 50 60

Fig. 1. Influence of prior antibiotics on the detection of causative pathogens by real-time PCR or culturing

80

VANTAGGI

Rapidita (tempi
diagnostici
ridotti)

Elevata
specificita

Elevata
sensibilita

Buona
riproducibilita

¢, Meno

dipendente dalla
terapia

Chiba et all 2009, I Infect Chem



PCR E DIAGNOSI DI MENINGITE VIRALE

Consente la determinazione quantitativa del virus nel liquor
e importante in quanto fornisce:
-in fase iniziale, un parametro indiretto dell’estensione lesionale

-in corso di malattia, indicazioni sulla prognosi e sull’efficacia della
terapia (monitoraggio clinico-terapeutico)

CSF/body flud

PCR e sostanzialmente meno invasiva della
biopsia cerebrale, che in precedenza era il gold ™™ , ¢

l d ° ° d ° l ° f ° ° d l Purify HSY DNA/fremove inhibitors ) i .
standard per la diagnosi di molte infezioni de e
- ] .
& L S MRC- (brodlast) )
L L4 ,/
sistema nervoso centrale (SNC) da Herpesvirus ' |
.
= =
Add sampie to PCR reaction mix Discard maintenance media (MM) from shell vials, add ~ Discard MM from cell culture fubes;
and amplty vital DNA. [deal assay 0.5mL specimen in VTV, centrfuge shell vials at inoculate 0.2-0.4 mL VTM into tube.
amplifiss and detects amplicans 3 for 60 min,, discard inoculum fuid, andadd 1 mL Hold tubes at 35° C for 60 min. for viral
simutianeously (rea-ime PCR) fresh MM. Incubate shell vials at 35° C for 16-36 hr. absorption. Discard inoculum flid;

rd ino ]
adk 2 mL fresh MM. Incubate at 35° C
for 5-7 days.

Remave MM, wash monolayer 2« with PBS,
fix (acetone for 10 min), alr dry, and DFA stain
monolayer for HSV antigen

per gli Enterovirus e i 7

Negative Positive Confirm positive CPE with DFA stain

ParvovirusB19 e l’unica tecnica £
disponibile TR e 700

Melt temperature differentiation
of HSV-1 and HSV-2 Negative Positive

| | microscope.

S | Check monolayer
4 daily for CPE with
| | Inverted phase

E. Carbonnelle / Médecine et maladies infectieuses 39 (2009)



PCR E INDAGINI SIEROLOGICHE

Sarctogcal Defection of Vins Specfic Antipodies

I i i e S

U ol S EETT NN BN O NN N ETN Ol

Aoue flrmss Aesavory Hemoin
In contrasto con test sierologici, la BrR
PCR produce risultati positivi durante _
linfezione acuta, quando la quantita —— Anhgan
di virus replicante € massima. = | ghd
——|gi3

| test sierologici non offrono una risposta rapida

Leven, M. J Clin Virol. 2007



(0,66‘ test molecolari fondamentali per la diagnosi
R
2N

Laboratori di riferimento

Laboratori

periferici DIALOGO < PR =

BLA...BLA...BLS

richiesta “a tappeto” e

. . y formulare

finanziariamente iDotesi

onerosa e ) .. pPOtes
\ o m y diagnostiche

produce, di solito,

. i . he orientin
risultati negativi che orientino

le richieste
Rafforzare il ruolo dei laboratori nella diagnosi eziologica
Maggiore appropriatezza della richiesta

Corretta raccolta dei campioni clinici

Corretta gestione dei campioni da inviare al laboratorio di riferimento



Quando la PCR puo6 essere utile ?
Con LIQUOR

Lieve e

moderata
pleiocitosi:

Aspetto:
limpido Colore:
incolore

5-200 globuli
bianchi/ mm3

Prevalenza di PMN o numero di
PMN<100
(pannello batterico e virale)

PMN>100 pannello batterico
(prima) e pannello virale o
| - altro (successivamente) in

B% hag. base al sospetto diagnostico

v WO@. Prevalenza linfociti
Fig.5-Linfocita (pannello virale)




Quali agenti infettivi ricercare e perché?

(

Meningite batterica

N\

J

90% delle meningiti batteriche dei lattanti

75-80% di tutte le meningiti batteriche
PANNELLO ADULTI

% PANNELLO LATTANTI

7

«Haemophilus influenzae (sierotipi b e ¢)

o

~\

eNeisseria meningitidis* (A,B,C,X,Y,W135)

eStreptococcus pneumoniae (tutti i 90 sierotipi)

J

-

«Klebsiella pneumoniae
eEscherichia Coli

«Streptococcus agalactiae

eListeria monocytogenes

L

* Neisseria meningitidis: IN CASO DI POSITIVITA’ GENOTIPIZZARE (B,C)



Quali agenti infettivi ricercare e perchée?

Meningite virale

PANNELLO

Enterovirus (70 sierotipi)

Herpex simplex 1 (4%)
Herpex simplex 2 (31%)
Varicella Zoster (11%)

/ 92% di tutte le meningiti virali\
A —_

J

46% di tutte le meningiti virali

o




Meningoencefaliti batteriche e virali acute: workflow

Storia clinica Non viaggiatore

Gruppo di pazienti viaggiatore

[ | |
Liquor e sangue

Immuno Immuno
. . . competente compromesso
Tipo di campione
|
Liquor e sangue Liquor e sangue

Test di prima

Enterovirus

linea
HSV1,2
Test di seconda Enterovirus CMV HHVé6
linea
EBV \/AY
HSV1,2
Enterovirus
HHV6
sierologia ; -
vzv HSV1,2  Altri patogeni
epidemiologicamente
PCR rilevanti
EBV HHV6 per quella zona

HIV
Modificata da http://www.hpa.org.uk m



Situazione ideale diagnosi su liquor

Liquor raccolto in 3 provette sterili di polipropilene sequenziali

Terza provetta (2ml):
aliquota per PCR (400-800 ul) e aliquota per la conservazione

La PCR puo essere eseguita su campione fresco o campione
congelato.

Refrigerazione fino a tre giorni non sembra ridurre in modo
significativo la resa del test (il DNA e relativamente piu stabile
di RNA).

Weinberg



Sviluppi futuri

Potenziali applicazioni delle scienze -omiche g

Melissa B.Molecular Microbiology: Diagnostic principles and Pratice, 2011

Genomica
Trascrittomica
Proteomica
Metabolomica

Le nuove nanotecnologie di microarray e proteomica possono
contribuire a migliorare la diagnosi e il trattamento.
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Host Biomarkers and Paediatric Infectious Diseases: From Molecular Profiles to Clinical Application H.K. Brand, 2012



Il DNA “chips” o chips genici

L’identificazione dei patogeni utilizzando un microarray o biochip
comporta:

Estrazione dell’acido nucleico dal liquor

Amplificazione del frammento di DNA di interesse

Ibridazione del DNA marcato con sonde oligonucleotidiche immobilizzate
sul microarray

v i
\/ lzkelled targst (sarple

sviluppato per fixad probes -
identificare
simultaneamente i | =
diversi agenti -
patogeni virali e
batterici nel liquor

cdifferart fratares
rag. hond A ff=rent gares

Fully comaleraentay  Poy-tiagl ¥ .:_-r_'.rr'[_:h: micnlery
shrards ool coraaeily gerordys B g wes ke by

Ben R. Rapid diagnosis of bacterial meningitis using a microarray. J Formos Med Assoc 2008, Vol 107 « No 6
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un nUMero H
notevole di l Rilevamento
molecole di DNA : .
a singolo Ogni sonda occupa una posizione
filamento specifica e nota a formare una

microgriglia (microarray) con un
caratteristico pattern
che ne consente ’identificazione in
modo univoco al momento

(sonde), ognuna
specifica per un
dato gene.

della rivelazione

Boriskin Clin Microbiol. 2004 DNA Microarrays for Virus Detection in Cases of Central Nervous System Infection



A B C D

Strains of bacterial probes used in Megic™ Chips

No. Bacteria MNo. Bacteria
1 Staphylococcus aureus 11 Listeria monocytogenes
i Staphylococcus epidermidis 12 Escherichia coli
3 Staphylococcus saprophyticus 13 lebsiella pneumoniae
4 Streptococcus agalactiae 14 Serratia marcescens
5 Streptococcus pyogenes 15 Enterobacter cloacae
f Streptococcus pneumoniae 15 Pseudomonas aeruginosa
7 Enterococcus faecium 17 Stenotrophiomonas maltophilia
8 Enterococcus faecalis 18 Proteus mirabilis
9 Mycobacterium tuberculosis 19 Haemophilus influenzae
10 Legionella pneumophila 20 Neisseria meningitidis
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Film array

Filmarray e un dispositivo miniaturizzato- semplice- veloce- sicuro

FilmArray e un sistema rivoluzionario che racchiude in un unico
supporto:
-estrazione e purificazione degli acidi nucleici con biglie
magnetiche
-amplificazione tramite nested multiplex PCR
- rilevazione della positivita mediante ibridazione su array.
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Poritz MA, (2011) FilmArray, an Automated Nested Multiplex PCR System for Multi-Pathogen Detection: Development and
Application to Respiratory Tract Infection. PLoS ONE 6(10)



Lab in a pouch-system
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Lab in a pouch-system: lista patogeni

Enterobacteriaceae

Escherichia coli

Adenovirus

Enterococcus spp

Enterovirus

Haemophilus influenza

Parechovirus

Listeria monocytogenes

HSV1

Mycoplasma pneumoniae

HSV2

Neisseria meningitidis

VZV

Pseudomonas aeruginosa

EBV

Staphylococci spp

CMV

Staphylococcus aureus

HHV(6)

Streptococcus spp

Streptococcus
agalactiae

Streptococcus
pneumoniae

Streptococcus
pyogenes

viridans streptococci

pipeline: 2013




Conclusioni

L’introduzione di tecniche PCR nella gestione della diagnosi su
liquor permette la differenziazione fra meningite batterica e
virale in poco tempo con ottimi valori di sensibilita e specificita
(il tempo di risposta rapido e importante per una precoce
profilassi (N.meningitidis) ed una terapia adeguata per una

migliore prognosi)
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Nota bene

| metodi molecolari risultano essere particolarmente efficaci:
In pazienti che abbiano ricevuto la terapia antibiotica (rilevazione

anche di germi non vivi)
Anche con piccole quantita di agente patogeno

Gia nelle prime fasi dell’infezione (la risposta anticorpale specifica
a livello intratecale e utile solo nelle fasi piu avanzate)

Diversi studi hanno suggerito che il numero di copie

di acido nucleico virale (viral load) puo essere un f
marker per la gravita della malattia e puo aiutare a

predire l'esito dell’infezione
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La squisita sensibilita della PCR e
al tempo stesso la sua virtu piu
grande e la sua piu grande
potenziale limitazione.

Un risultato positivo indica

la presenza di acido nucleico ed e un marker di infezione attiva
recente o in corso.

Un risultato falso positivo puo verificarsi a causa di contaminazione
accidentale o mancata specificita del prodotto amplificato.

Un risultato falso negativo potrebbe accadere con inibitori della
reazione di PCR presenti all’interno del campione, ma né
cellularita o proteine alte incidono sul risultato.

Tyler, 1994



Le tecniche molecolari nella diagnostica clinica: CRITICITA’

Costi
Corretta raccolta dei campioni clinici

FORMAZIONE DEL PERSONALE -
ORGANIZZAZIONE DEL LABORATORIO ( Criticita parziali ora

non esiste un esame di laboratorio con affidabilita, rapidita,sensibilita,
specificita ottimale

UTILIZZARE SEMPRE TUTTI | TEST DI LABORATORIO DISPONIBILI:

Esame chimico- fisico

Esame microscopico

Esame colturale (liquor e sangue)

Ricerca antigeni (liquor e urina)

PCR (in laboratori adeguatamente attrezzati)
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