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Προβληµατισµοί

I. Θέση νέων µοριακών διαγνωστικών µεθόδων 

στον ανοσοκατασταλµένο ασθενή?

II. Πως προσδιορίζεται ο κίνδυνος λοιµώξεων σε 

νέες οµάδες ανοσοκατασταλµένων ασθενών?



Ορισµοί

• Disease-a pathological condition of body parts or tissues 

characterized by an identifiable group of signs and symptoms

• Infectious Diseases-disease caused by an infectious agent

• Infection-occurs when an infection agent enters the body and 

begins to reproduce-may not lead to disease

• Pathogen: A microbe capable of causing host damage

• Opportunistic pathogen: Pathogen able to cause disease 

only in those with impaired defense mechanisms



Φάσµα λοιµώξεων σε ανοσοκαταστολή

• Classical pathogens

– Acute infections/sepsis (e.g., febrile neutropenia)

– High mortality in the immunocompromised host

• Opportunistic pathogens

– Fungi, viruses (e.g., CMV), bacteria, parasites

– Sub-acute clinical course

– Atypical clinical and radiographic manifestations 

• Mixed infections

– Concomitant or sequential infection (e.g., post-influenza 
aspergillosis)



Γενικότερα προβλήµατα µικροβιολογικής 

διάγνωσης

• Αδυναµία διάκρισης λοίµωξης από λοιµώδη νόσο

• Η άµεση έναρξης εµπειρικής αγωγής καθορίζει την 

έκβαση της λοίµωξης

• Η µικροβιολογική ταυτοποίηση βοηθά κυρίως στην 

αποκλιµάκωση των αντιβιοτικών



• Υποκλινικές εκδηλώσεις σοβαρών λοιµώξεων

• Προφυλακτική/εµπειρική αγωγή ↓την ευαισθησία 

όλων των µεθόδων 

• To διαγνωστικό gold standard (biopsy, autopsy) 

σπάνια πραγµατοποιείται 

• Η απόδοση (Sens/Spec) των µικροβιολογικών µεθόδων 

επηρεάζεται από το είδος της ανοσοκαταστολής

Ιδιαιτερότητες µικροβιολογικής διάγνωσης 
στον ανοσοκατασταλµένο ασθενή



Η µικροβιολογική εξέταση δεν επαρκεί για τη 
διάγνωση της λοίµωξης

Latge & Chamilos CMR 2019 



I. Host: το φάσµα των ανοσοκατασταλµένων 

ασθενών διαρκώς διευρύνεται
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Ο κίνδυνος ευκαριακών λοιµώξεων σε νέες οµάδες 

ασθενών δεν είναι εύκολο να προσδιορισθεί

• Έλλειψη κατανόησης µηχανισµών ανοσοκαταστολής (e.g., 

ιbrutinib associated aspergillosis)

• Απουσία επιδηµιολογικών δεδοµένων

• Ετερογενείς υποκείµενοι ανοσοκατασταλτικοί παράγοντες

(e.g., disease related, other immunosuppressive therapies, 

previous sepsis episodes, genetic predisposition?)



I. Host: the expanding list of SMKIs 

associated with opportunistic infections

Zaraka M et al., 2020 Curr Fungal Infect Rep



P. aeruginosa Aspergillus K. pneumoniae Mold 

MoldNocardia Lymphoma CMV Cryptococcus

Lionakis MS, Lewis RE, Kontoyiannis DP, Clin Infect Dis 2018

ΙΙ. Clinical: Η απεικόνιση δεν έχει ειδικότητα
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Primary Physician

• Clinical Syndrome

• Epidemiology-Exposures

• Underlying immunodeficiency

Radiologist

• X-ray, CT scan, MRI

Microbiologist

• Smear, culture, molecular diagnostics

Pathologist

• Biopsy (Direct exam, 
Immunohistochemistry) 

Diagnosis not reached

• New molecular diagnostics, Repeat 
Biopsy?

Diagnostic steps



Σηµαντικές εξελίξεις στην Μικροβιολογική 

∆ιάγνωση µε άµεση κλινική εφαρµογή

Μοριακή διάγνωση µε multiplex PCR

• «Συνδροµική» προσέγγιση 

• Αυτοµατοποιηµένη διάγνωση (κλειστό σύστηµα)

• Ταχύτητα (< 2 ώρες)

• Ευκολία χειρισµού

• ∆υνατότητα εφαρµογής σε µη εξειδικευµένα 

εργαστήρια



∆ιαγνωστική Προσέγγιση Λοιµώξεων

0h

• Κλινική Υποψία Λοίµωξης

• Λήψη καλλιεργειών
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• Αποµόνωση υπεύθυνου µικροβίου

• Ταυτοποίηση µικροβίου
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• Έλεγχος ευαισθησίας 
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Περιορισµός ανθεκτικών µικροβίων

• Βελτίωση έκβασης και κόστους νοσηλείας



∆ιαγνωστική Προσέγγιση Λοιµώξεων
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Πλεονεκτήµατα-∆υνατότητες Μοριακή ∆ιάγνωσης

• Ταχεία και αξιόπιστη ταυτοποίηση και έλεγχος ευαισθησίας (ώρες)

• ∆ιάγνωση λοιµώξεων από µη καλλιεργούµενα παθογόνα (PCR)

• Ταυτόχρονος έλεγχος µεγάλου φάσµατος παθογόνων (multiplex PCR)



Multiplex PCR



Κλινικό Περιστατικό

• Ασθενής 76 ετών µε καταγωγή από Ασία (Vietnam)

• ιστορικό οζώδους λεµφώµατος (NHL) προ έτους σε πλήρη ύφεση υπο 6 
κύκλους Rituximab/Fludara, τελευταίος κύκλος προ τριµήνου

• ΄Από 10ηµέρου, εµφανίζει εµπύρετο, κεφαλαλγία, και διαταραχές 
επιπέδου συνείδησης (δυσχέρεια οµιλίας και σύγχυση) 

• Στην ΟΝΠ λευκοκυττάρωση, αιµατηρό ΕΝΥ, λεµφοκυττταρικός τύπος, 
φυσιολογική γλυκόζη, αρκετά αυξηµένο λεύκωµα.

• MRI χωρίς ιδιαίτερη παθολογία

• Έναρξη αγωγής µε ευρέως φάσµατος αντιβιοτικά και acyclovir 

• Multiplex PCR: ++ HSV1 



CNS Infections (Meningitis-Encephalitis)





Κλινικό Περιστατικό

• Εγκατάσταση κώµατος τις επόµενες ηµέρες

• MRI: Υδροκέφαλος, λεπτοµηνιγγική προσβολή







Discrepancies in diagnosis of common 
pathogens-False positives?



Lack of quantitative information! Need for 
use of reference test for Cryptococcus-CMV



Ανάγκη εφαρµογής
πρωτοκόλλων 
αξιολόγησης των 
αποτελεσµάτων από 
εξειδικευµένα 
εργαστήρια για την 
ελαχιστοποίηση των 
ψευδώς αρνητικών 
αποτελεσµάτων της 
εξέτασης multiplex PCR



Που οφείλεται το λάθος στη διάγνωση του 
προηγούµενου περιστατικού?

• What is the pre-test probability for HSV encephalitis on 
the patient?

− Is the clinical syndrome consistent with the PCR 
result?

− Typical MRI findings (negative)?

− Typical CSF results (↑↑ protein)?



Assessment of the performance of a test: 
Likelihood Ration(LR)

LR+ = true positive/false positive

LR+ = sensitivity/1-specificity

• A LR+ > 10 indicates that the test result has 
a large effect on increasing the probability 
of disease presence

• LR+ 5-10 indicates the test has a moderate 
effect on increasing the probability of 
disease

• LR+ <5 indicates a small effect on 
increasing the probability of disease



http://araw.mede.uic.edu/cgi-bin/testcalc.pl

Pre test P Post test P

Low Risk 1%

0.1%

7% (PPV)

Positive LR 7

Negative LR 0.001



http://araw.mede.uic.edu/cgi-bin/testcalc.pl

Pre test P Post test P

High Risk 
30%

79% (PPV) 
(proportio
n

Proportion of patients with 

infection disease that test 

positive 

Proportion of 

patients without 

infection that test 

positive

NPV =99.9%

0.1%

Positive LR 7

Negative LR 0.001





Performance of Candida T2MR on patients with 
candidemia

Prevalence Representative patient PPV NPV

0.4% Any hospitalized patient in whom blood Cx is collected 15% > 99.9%

1% Patients admitted to the ICU 31% 99.9%

2% Febrile neutropenia, baseline rate of Candidemia prior to 

empirical antifungal therapy

47% 99.8%

3% Sepsis, shock or > 3-7 days stay in the ICU 67% 99.7%

10% Patients at increased risk of candidemia based on clinical 

prediction models

82% 99%

20% Neutropenic allo-SHCT or leukemia patient not on antifungals 92% 98%

Assuming that performance of T2MR is Sensitivity of 90% and specificity 98%                       

Clancy CJ et al.,  Antimicrobial Chemother 2018 



Κλινικό Περιστατικό
• Ασθενής 60 ετών µε καταγωγή από Ρέθυµνο, Ιστορικό λευχαιµίας 

από τριχωτά κύτταρα, πρόσφατη έναρξη χ/θεραπείας για 
σάρκωµα µ. µορίων εµφανίζει ουδετερoπενία, εµπύρετο, 
κεφαλαλγία, εµέτους και διαταραχές επιπέδου συνείδησης 
(αφασία εκποµπής). Στην ΟΝΠ λευκοκυττάρωση µε 
λεµφοκυττταρικό τύπο, φυσιολογική γλυκόζη, φυσιολογικό 
λεύκωµα.

• Έναρξη αγωγής µε ευρέως φάσµατος αντιβιοτικά και acyclovir 

• MRI χωρίς παθολογία

• Multiplex PCR: αρνητική

• Τι κάνουµε? 

• Σταµατάµε αντιβιοτικά? Συνεχίζουµε τη διερεύνηση?



Κλινικό Περιστατικό

• Ασθενής 60 ετών µε καταγωγή από Ρέθυµνο, Ιστορικό 
λευχαιµίας από τριχωτά κύτταρα, πρόσφατη έναρξη 
χ/θεραπείας για σάρκωµα µ. µορίων εµφανίζει 
ουδετερπεωία, εµπύρετο, κεφαλαλγία, εµέτους και 
διαταραχές επιπέδου συνείδησης (αφασία εκποµπής). Στην 
ΟΝΠ λευκοκυττάρωση µε λεµφοκυττταρικό τύπο, 
φυσιολογική γλυκόζη, φυσιολογικό λεύκωµα.

• Έναρξη αγωγής µε ευρέως φάσµατος αντιβιοτικά και 
acyclovir 

• MRI χωρίς παθολογία

• Multiplex PCR: αρνητική

• Τι κάνουµε? 

• Σταµατάµε αντιβιοτικά? Συνεχίζουµε τη διερεύνηση?



21 Respiratory Pathogens-1h turnaround time



Κλινική περίπτωση
Ασθενής γυναίκα 50 ετών µε πρόσφατα διαγνωσθείσα ΑΜΛ υπό αγωγή 
εφόδου (3+7). κατά την περίοδο της ουδετεροπενίας  εµφανίζει χαµηλή 
πυρετική κίνηση έως 38,3 C, µε έντονη καταρροή, κυνάγχη, µυαλγίες και 
αρθραλγίες υπό 5µερη αγωγή µε ευρέως φάσµατος αντιβιοτικά και 
αντιµυκητικά. Τα επόµενα 24ωρα εµφανίζεται δύσπνοια και 
υποξυγοναιµία.

• Ποιο είναι το πιθανότερη κλινικό σενάριο? 
� Ιογενής ή µικτή λοίµωξη?

• Ποια είναι η ενδεδειγµένη διαγνωστική πράξη?
�Εξέταση φαρυγγικού για ιούς ή BAL?

• Ποια είναι η πιο κατάλληλη εξέταση για τεκµηρίωση ιογενούς λοίµωξης?
�Multiplex PCR, κ/α για ιούς, DFA?

• Θα ζητήσετε επιπλέον διαγνωστικές εξετάσεις για ευκαιριακά παθογόνα?

• Σε περίπτωση διάγνωσης ιογενούς λοίµωξης:

�Θα προτείνετε διακοπή των αντιµικροβιακών που λαµβάνει?





STUDY DESIGN

• Retrospective analysis of 90 respiratory samples (56 BAL)

• Dana-Farber Cancer Institute (2009-2010)

• Symptomatic patients (URI or LRI) with HSCT or SOT (38%)

• 22 (24%) samples for surveillance of other conditions

• Standard testing: DFA, Culture, PRC

• Verification PCR for discordant results



PPV NPV





Κλινική περίπτωση

Ασθενής γυναίκα 50 ετών µε πρόσφατα διαγνωσθείσα ΑΜΛ υπό αγωγή 
εφόδου (3+7). κατά την περίοδο της ουδετεροπενίας  εµφανίζει χαµηλή 
πυρετική κίνηση έως 38,3 C, µε έντονη καταρροή, κυνάγχη, µυαλγίες και 
αρθραλγίες υπό 5µερη αγωγή µε ευρέως φάσµατος αντιβιοτικά και 
αντιµυκητικά. Τα επόµενα 24ωρα εµφανίζεται δύσπνοια και υποξυγοναιµία.

• Ποιο είναι το πιθανότερη κλινικό σενάριο? 

� Ιογενής ή µικτή λοίµωξη

• Ποια είναι η ενδεδειγµένη διαγνωστική πράξη?

� Εξέταση φαρυγγικού για ιούς ή BAL

• Ποια είναι η πιο κατάλληλη εξέταση για τεκµηρίωση ιογενούς λοίµωξης?

� Multiplex PCR, κ/α για ιούς, DFA?

• Θα ζητήσετε επιπλέον διαγνωστικές εξετάσεις για ευκαιριακά παθογόνα?
− YES

• Σε περίπτωση διάγνωσης ιογενούς λοίµωξης:

� Θα προτείνετε διακοπή των αντιµικροβιακών που λαµβάνει? Νο





Ι. Συµπεράσµατα

• Αξιολόγηση του ασθενή µε βάση ανοσοκαταστολή/κλινικό 

σύνδροµο!

• Urgent need for host biomarkers of immunodeficiency 

• Αιτιολογική διάγνωση µε µοριακή µέθοδος:

– Γνώση των πλεονεκτηµάτων και περιορισµών της µοριακής 

διάγνωσης ανά παθογόνο

– Ανάγκη για επιβεβαίωση θετικών ευρηµάτων µε βάση 

διαγνωστικό τεστ αναφοράς (gold standard)

• Εφαρµογή επιπλέον διαγνωστικών δοκιµασιών και βιοψίας

για ευκαιριακές λοιµώξεις (π.χ., Molds, Toxoplasma)



ΙΙ. Συµπεράσµατα: Multiplex PCR

• Προσοχή για πιθανή επιµόλυνση του δείγµατος 

(dedicated section in the lab)

• Ιδιαίτερα χρήσιµο σε

– ανοσοκατασταλµένους ασθενείς

– προηγούµενη χρήση αντιβιοτικών 

• Συµπληρωµατικό µε κλασσικές µεθόδους µικροβιολογίας 

(καλλιέργεια, χρώσεις)

• Γνώση “Gold standard” ανά παθογόνο (π.χ. Crypto Ag)

• Ανάγκη για συµβουλευτική από εργαστήριο



Ευχαριστώ πολύ!


