XXIX SEMINARIO INTERNACIONAL DE MICROBIOLOGIA CLINICA
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Algunas fechas importantes

Todo comenzo hace mas de 100 anos...
Cultivo y caracterizacion de virus

Obtencion de conjugados (fluorescentes,
radioisotopos, enzimas) : IF, ELISA, RIA

Proteinas recombinantes, péptidos sintéticos
Robotica

Quimioluminiscencia

Arrays en fase solida o en suspension: x-MAP
Inmunoensayos rapidos (point-of-care)
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Respuesta de anticuerpos a la infeccion
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1. Métodos para diagnostico

e Diagnostico directo
e Aislamiento
e Deteccion de antigenos
e Deteccion de genomas

e Diagnostico indirecto (serologia)
—Deteccion de IgM especifica
—Seroconversion




Métodos para diagnostico. Parotiditis.
IgM vs. PCR

IgM: 60.4% PCR: 70.2%

Royuela E et al, 2011
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Técnicas para anticuerpos totales

- Inhibicion de la hemaglutinacion
- Neutralizacion
- Fijacion del complemento
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NEGATIVO

vA Favor: en el formato convencional (microplaca)
permite el estudio simultaneo de varios antigenos:
infeccion respiratoria

v'En contra: Requiere una estricta estandarizacion
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& o= Fijacion del
~=0 - complemento
| automatizada
Antigeno No. positivo (%)
Influenza A 19 18 (95)
RSV 6 5 (83)
Adenovirus 6 6 (100)
Influenza B 8 6 (75)
CMV 7 5 (71)
TOTAL 46 40 (87)

e 140 determinaciones / 8 h
e Alto volumen de muestra

de Ory et al., 2004



Técnicas para anticuerpos totales

e Aplicables para diagnostico detectando
Seroconversion

> se precisan muestras pareadas; no
proporcionan diagnostico rapido

o Utiles para estudios seroepidemiologicos

e Neutralizacion, inhibicion de |a
hemaglutinacion, fijacion del complemento



Técnicas para anticuerpos de clase

e Aplicables para diagnostico identificando
respuestas IgM
» NO Se precisan muestras de seguimiento:
diagnostico rapido
o Utiles para seroepidemiologia (IgG)
e Aplicables en muestras diferentes de suero
(saliva, LCR)




Ensayos en fase solida

a. ELISA indirecto
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serum anti-Ig conjugate substrate
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Ensayos en fase solida

a. Inmunofluorescencia indirecta
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Ensayos en fase solida

c. ELISA de captura

Add Add Add anti-viral
serum viral antigen  conjugate Add

YTY BT substrate

Anti-human IgM
immobilised
in solid phase



Respuesta de anticuerpos a la infeccion
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“La deteccion de IgM es el método de
eleccion para el diagnostico serologico”
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“La deteccion de IgM es el método de
eleccion para el diagnostico serologico”

Presencia simultanea de IgG especifica y FR

Solucién: Eliminar IgG de la muestra Jacién
policlonal de linfocitos de memoria

Reactividad cruzada (herpesvirus, flavivirus)

Diferenciacion de infecciones primarias y no
primarias

Persistencia de IgM especifica (rubéola en el
embarazo)

Ausencia de respuesta IgM




“La deteccion de IgM es el método de
eleccion para el diagnostico serologico”

Presencia simultanea de IgG especifica y FR

Reactividad multiple debida a estimulacion
policlonal de linfocitos de memoria.

Reactividad IgM multiple en casos de

mononucleosis infecciosa por CMV )
Caso CMV EBV Rubéola T. gondli
1-a Pos Pos Neg Pos |
1-C Pos Pos Neg Pos
2-a Pos Pos Neg Neg
3-a Pos Pos Pos Pos
3-C Neg Pos Pos Neg




“La deteccion de IgM es el método de
eleccion para el diagnostico serologico”

Presencia simultanea de IgG especifica y FR

Reactividac
policlonal ¢

Reactividac

multiple debida a estimulacion
e linfocitos de memoria

cruzada (herpesvirus, flavivirus)

Diferenciacion de infecciones primarias y no

primarias

Persistencia de IgM especifica (rubéola en el

embarazo)

Ausencia de respuesta IgM



“La deteccion de IgM es el método de

eleccion para el diagnostico serologico”

Reactividad IgM a EBV en infecciones por CMV

Ensayo Antigeno Positivos/ensayados %

IFI P3HR1 9/17 52,9 n

IF Zebra 13/17 74,5

IQL VCA p18 13/17 74,5
IQL VCA p18 7/17 42,1 0

ELISA VCA p18 3/17 17,6

ELFA VCA p18 4/7 57,1
Reactividad IgM a CMV en infecciones por EBV 2!

ELISA Captura 27/99 27,3

ELISA Indirecto 15/99 15,2




“La deteccion de IgM es el método de
eleccion para el diagnostico serologico”

e Presencia simultanea de IgG especifica y FR

e Reactividad multiple debida a estimulacion
policlonal de linfocitos de memoria

e Reactividad cruzada (herpesvirus, flavivirus)

e Diferenciacion de infecciones primarias Yy no
primarias

e Persistencia de IgM especifica (rubéola en el
embarazo)

“hasta el 1% de mujeres embarazadas muestra
IgM a rubedla”




¢Es la deteccion de IgM el méetodo de
eleccion para el diagnostico serologico?

Presencia simultanea de IgG especifica y FR

v Estudio de muestras pareadas
v'Definicion de perfiles de anticuerpos y
antigenos

v'Ensayos de avidez de IgG P

PrIridarids

Persistencia de IgM especifica (rubéola en el
embarazo)

Ausencia de respuesta IgM



Serologia

1. Métodos para diagnostico
2. Técnicas para detectar anticuerpos
3. Ensayos de IgM y sus problemas

4. Aplicacion de marcadores serologicos
alternativos

5. Diagnostico serologico en otras muestras

6. Automatizacion en serologia

/. Ensayos point-of-care

8. Validacion de ensayos e intercomparaciones



Definicion de perfiles de anticuerpos: HBV
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Definicion de perfiles de anticuerpos: EBV

IgG VCA

A(\/

Infeccién primaria
IgM pos

Infeccion pasada
IgG pos/EBNA pos

Infecaon primaria
IgG pos/EBNA neg

J X




Definicion de perfiles de anticuerpos:
EBV-1gG por Western Blot (Euroimmun)

Infeccion:
negativa reciente pasada

HCA 125 —

VCA 65 —

I

VCA 40/41/42 =—
ACA 33 —

VCA 22




Ensayos de avidez de IgG
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La reduccion en sefal o en titulo después de tratar con urea indica la

presencia de IgG de baja avidez: INFECCION PRIMARIA



Ensayo de avidez de IgG: ELISA

Lavado normal||Lavado con urea

<+ Reduccion en la sefal después del tratamiento con urea:
IgG de baja avidez > Infeccidon primaria



Ensayo de avidez de IgG: IFI

Lavado normal|lLavado con urea
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< Reduccion en el titulo después del tratamiento con urea:
IgG de baja avidez > Infeccidon primaria



Ensayos de avidez de IgG:
aplicaciones

e Marcador seroldgico de infeccion primaria
(rubéola, EBV)

e Diferenciacion de infeccion primaria y no
primaria (herpesvirus, fallo vacunal)
e Exclusion de infeccion primaria en presencia

de IgM durante el embarazo (rubeola, CMV,
Toxoplasma gondi)



IgG de baja avidez como marcador de
infeccion primaria por rubéola
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de Ory et al., 1995.



IgG de baja avidez como marcador de
infeccion primaria por EBV

N de muestras con

N (%) de -
Infeccion muestras titulo de IgG de
\ positivas baja avidez de:
por ensayo 4 4 16 >64

Reciente 94\ 89 (95 5 35 34 20
Pos Pos Neg 78 74 (95) <. 30 26 18

Pos Pos Pos 9 9(100) 0 3 5 1

Neg Pos Neg 7 6 (86) 1 2 3
Pasada Neg Pos Pos 27 25 1 1 O

de Ory et al., 1993.




Ensayos de avidez de IgG:
aplicaciones

e Marcador serologico de infeccion primaria
(rubéola, EBV)

e Diferenciacion de infeccion primaria y no
primaria (herpesvirus, fallo vacunal)
e Exclusion de infeccion primaria en presencia

de IgM durante el embarazo (rubeola, CMV,
Toxoplasma gondi)



IgG de baja avidez para la diferenciacion de
infeccion primaria y no primaria por VVZ, en
presencia of IgM
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de Ory et al., 1995.



IgG de baja avidez para la diferenciacion de
infeccion primaria y no primaria por virus
parotiditis
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=3 high spichiye

Fiz. 1. Dosmbution of AT results in novaccinated patients (group A) and in
those vaccinated with one or fwo doses (groups B and C, respectively).

Sanz-Moreno et al 2005



Ensayos de avidez de IgG:
aplicaciones

e Marcador serologico de infeccion primaria
(rubéola, EBV)

e Diferenciacion de infeccion primaria y no
primaria (herpesvirus, fallo vacunal)
e Exclusion de infeccion primaria en presencia

de IgM durante el embarazo (rubéola, CMV,
Toxoplasma gondii)



Ensayos de avidez de IgG

“hasta el 1% de mujeres embarazadas muestra IgM a rubeola”

Resultado ELISA ELISA de Avidez
original Indirecto captura de IgG
35 Positivo Positivo Positivo ALTA
2 Positivo Positivo Positivo BAJA
14 Positivo Positivo Negativo ALTA
1 Positivo Positivo Negativo nv
19 Positivo Negativo Positivo ALTA
1 Positivo Negativo Positivo BAJA
1 Positivo Negativo Positivo Nv
28 Positivo Negativo Negativo ALTA
101 Los ensayos de avidez de IgG permiten excluir

la infeccion reciente en muestras recibidas para referencia
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Diagnostico seroldgico en otras muestras

 Saliva: util en ninos
e Sangre seca en papel de filtro: una vez eluido
util para deteccion de antigenos y anticuerpos

e Liquido cefalorraquideo: diagnostico de
infeccion neurologica



Sangre seca en papel de filtro. Sarampion
Equatorial Guinea, 2001

muestra edad PCR sar EIA IgM sar IND  EIA IgM M,
1 21m Pos Equiv {\6
2 3m Pos Pos ) ‘6 /
3 unk Neg Neg 60
4 3a Neg / @
5 unk Pos \6 0s
6 5a Neg/ (QQ Equiv
7 6a NH
8
9

O 4 m Neg Pos Pos

6 la Neg RNI Pos

17 7 a Pos Neg Pos

18 7a Neg Neg Pos

19 9m Pos Equiv Pos

20 6m Neg NH Neg
Positive/total (%) 8 /20 (40%) 8/14 (57,1%) 13/15 (86,7%)




Sintesis intratecal de anticuerpos en
meningitis aseptica virica

Indice Parotiditis VzZV TOTAL
Albumina (I. Alb) | <0,0075 | 7/12 (58) | 14/19 (74) | 21/31 (68)
Anticuerpos (I. Ac) <32 5/12 (42) 5/19 (26) | 10/31 (32)
IgG
e T[b e >0,8 10/12 (83) | 18/19 (95) | 28/31 (90)
IgG especifica /IgG| >2,0 9/12 (75) | 19/19 (100) | 28/31 (87)

Echevarria et al., 1990




B Intrathecal synthesis

Dias de evolucion
<10 11-24 >25

W PCR 13/16 (81,2) 8/17 (47,1) 0/3 (0)

I. Ac/Alb 11/21 (52,4) 17/20 (85) 3/6 (50)

Echevarria et al., 1994



Serologia

1. Métodos para diagnostico
2. Técnicas para detectar anticuerpos
3. Ensayos de IgM y sus problemas

4. Aplicacion de marcadores serologicos
alternativos

5. Diagnostico serologico en otras muestras

6. Automatizacion en serologia

/. Ensayos point-of-care

8. Validacion de ensayos e intercomparaciones



Automatizacion en serologia




Automatizacion en serologia

e Estabilidad de la calibracion

e Acceso abierto

e \Volumen de muestra; deteccion de muestra
o Carry over, puntas desechables

e Rendimiento (nUmero de ensayos/hora)

e Equipamiento preanalitico

e Tamano

e Panel de ensayos

*Pumarola T 2005



Automatizacion en serologia

e \/entajas:
— Aumento de la productividad
— Reduccion en tiempo de respuesta
— Mejora en la calidad de los procesos
— Mayor disponibilidad de tiempo
— Reduccion de costes

e Desventajas:

— Marcadores no automatizados
— Alto volumen de muestra

*Pumarola T 2005



Automatizacion en serologia

— Arrays en fase solida. InoDiag

| sensibilidad | especificidad

C. burnetii IgM 100% 100%

M. pneumoniae IgM 100% 98%

C. pneumoniaey C. psittaci1gG 81% 94%
L. pneumophila 1gG 63% 98%

F. tularensis 1gG 100% 95%

F. tularensis IgM 100% 100%

F. Gouriet et al. CMI 2008; 14: 1119-27



Automatizacion en serologia

. Arrays en suspension
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Automatizacion en serologia

e Arrays en suspension

BioPlex

BioPlex
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Ensayos point-of-care

ety | 523%

Virus Chikungunya
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ESEN 2. Armonizacion de ensayos de VZV

para seroepidemiologia
Ecuaciones de estandarizacion

Rango estandarizado

Pais Ecuacion R2 de indeterminacion
Belgium y=0.13x2+1.06x-0.07 0.97 |0.04-0.10

England and Wales | y=0.18x2+0.92x+1.78 0.88 | 0.0008-0.0017
Finland y=0.08x2+0.86x-0.17 0.97 |0.03-0.08
Germany y=0.26x2+1.30x-0.03 0.95 | 0.05-0.12

Ireland y=0.57x+1.79 0.91 |0.08-0.14

Israel y=0.14x2+1.00x-0.08 0.95 |0.03-0.08

Italy y=21x2+1.18x-0.03 0.87 |0.04-0.10
Luxembourg y=0.09x2+0.90x-0.08 0.95 | 0.02-0.08
Netherlands y=0.08x2+0.60x+0.16 0.92 |0.04-0.06

Slovakia y=0.08x2+0.82x-0.39 0.90 |0.03-0.11

*de Ory et al., 2006.
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Comparacion de ensayos:
IgM CMV

e Comparacion sobre 173 muestras

e Caracterizacion de casos por
— ELISA indirecto (Dade Behring)
— ELISA de captura (Medac)

Ensayo Antigenos Sensibilidad Especificidad
Axsym CMV r150, r52, r65 y r38 100% 81,1%
Architect CMV Nativos y r150, r52 100% 95,3%

Cobo del Hoyo MJ et al 2007



Comparacion de ensayos:
M. pneumoniae

panel i (casos) Concordancia  Sensibilidad Especificidad

ELISA-IgG 97,3% 100% 95,8%
IQL-IgG 97,3% 100% 95,8%
ELISA-IgM 97,3% 92,3% 100%

IQLIgM  91,9% 76,9% 100%

De Ory et al 2012



Sistemas automaticos para la serologia de EBV
¢Cual es el méetodo de eleccion?

marcador ensayo sensibilidad especificidad concordancia

IgM  CLIA-L 92,2 93,8 92,8
IgG  CLIA-I 94,4 100 92,8
Anti-EBNA ELISA 87,5 89,9 89,3

Laboratorios de referencia

*de Ory et al., 2011.



Laboratorios de referencia

e Requeridos por laboratorios clinicos

e Los ensayos de referencia (neutralizacion,
western blot, avidez de IgG...) no estan
automatizados

e Se requiere la validacion de nuevos ensayos
mediante el uso de paneles de muestras
bien caracterizadas



Muchas gracias
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