= Biomedicos
= de Merida

LARORATORIO OE ANA

\ea

Hiolocjiz molaeulzir siolic:zielz ) &
cdizienastico ela| Eiooraiorio oelizitrjice

P

- M. en C. Roger Lopez Diaz
Laboratorio de Biologia Molecular

27 de Octubre del 2011



El laboratorio clinico en las enfermedades pediatricas

El precio se olvida, la calidad permanece...

El arte del diagnostico

“Una buena historia clinica es el pilar insustituible
del diagnostico médico, aunque en muchos casos
la clinica no proporciona la certeza suficiente, y
es en este momento donde las pruebas de
laboratorio, gabinete o microbiolégicas, pasan a
ser armas de apoyo en el diagnostico clinico, si
se indican e interpretan de forma racional
(medicina basada en evidencias)”.




Fuente: http://www.cenavece.salud.gob.mx/
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Diagndéstico Grupos etario

1 a4 afios 5a9 afios

Infecciones respiratorias agudas

Infecciones intestinales por otros microorganismo & ﬂ 2 356 1368
Infeccion de vias urinarias 67 485 546 471
Ulceras, gastritis y duodenitis 0 0 0 216
Asmay estado asmatico 176 1057 705 389
Amebiasis intestinal 110 670 419 253
Intoxicacién aguda por alcohol 0 0 0 6
Gingivitis y enfermedades periodontales 0 59 153 125
Hipertension arterial 0 0 0 0
Otitis media aguda 41 310 395 237
Otras helmintiasis 26 436 391 237
Varicela 74 362 435 276
Conjuntivitis 101 346 209 126
Diabetes mellitus no insulinodependiente (Tipo I1) 0 1 1 0
Candidiasis urogenital 0 2 8 11
Accidentes de transporte en vehiculos con motor 7 21 45 41
Vaginitis aguda 0 4 5 12
Ascariasis 16 224 268 169
Otras infecciones intestinales debidas a protozoarios 31 216 181 94
Heridas de la cabeza 2 64 74 63






Enfermedades de transmision vertical

Generalidades
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Son un problema de salud publica a nivel mundial.
Los Microorganismos (M.O.) involucrados son numerosos.

Se deben considerar los mecanismos patogénicos, momento en que la
transmision de la infeccidbn supone mayor riesgo para el feto o neonato y
las posibilidades de evitarlas o de tratamiento disponibles.

La fuente de infeccion fetal es la viremia, bacteremia o parasitemia que se
producen en la mujer embarazada durante una primoinfeccion o una
infeccidn cronica.
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Vias de transmision de las infecciones verticales

= Después del parto, a
través de la lactancia
materna o0 contacto
con las secreciones
maternas dando
origen a infecciones
post-natales.

perinatales.

Fuente: Rev Chil Infect 2003; 20 (Supl 1): S41 - S46




Rubéola

Toxoplasma
gondii

Treponema

pallidum

VHB

VIH

VHC

Transmision

Transplacentaria

Transplacentaria

Transplacentaria
Intraparto

Intraparto

Transplacentaria

Intraparto

Intraparto

Infeccion en gestante
asociada al riesgo de
transmisién

Primoinfeccién

Primoinfeccién

Primaria o secundaria
Latente temprana
Latente tardia

HBsAg (+)

Mayor riesgo HBe-Ag (+)
Viremia (mas riesgo si es
elevada)

Viremia elevada
Mayor riesgo si VIH +

Patologia en el

neonato

Rubéola
congénita

Toxoplasmaosis
congénita

Sifilis congénita
Sifilis

Hepatitis
neonatal

SIDA pediatrico
VIH

Hepatitis C

Riesgo de transmision

Semana de gestacion

3-12
13-16
>16

<6
6-12
13-24
25-36
>37

Muy eficaz después de
la cuarta semana

Parto

Infeccioén fetal %

85 %
35%
Minimo
1%
14%
29%

> 60%
90%

75%

40%

10%

20% si Anti-HBe(+)
90% si HBeAg (+)

25% sin tratamiento
<5% con tratamiento

< 5-10% VIH (-)
20-30% VIH (+)



Citomegalovirus

Herpes simple 1y 2

Virus varicela zéster

Parvovirus B19

aLos cuadros graves se asocian con la primoinfeccién materna durante los tres primeros meses de gestacion.
bLa infeccion perinatal no se asocia con consecuencias graves para el recién nacido, al menos a corto y medio plazo.

Transmision

Transplacentaria

Intraparto
Postparto

Transplacentaria
Intraparto

Transplacentaria
Intraparto

Transplacentaria

Infeccién en

gestante asociada

al riesgo de
transmision

Primoinfeccion
Reactivacion o
reinfeccion

Reactivacion o
reinfeccion

Primoinfeccion
Reactivacion
Reinfeccion

Primoinfeccion

Primoinfeccion

~45

Principales agentes causales de inf

Patologia en el neonato

CMV congénita a

CMV perinatal b

Herpes neonatal

Varicela congénita

Varicela perinatal

Pérdida fetal
Hydrops foetalis

Semana de
gestacion

12
24
>24

Parto y lactancia

Préxima al parto

<28
28-36
>36

<4
5-16
> 16

eccion vertical

Riesgo de transmisién

Infeccion fetal %

25-35%
35-45%
45-75%

20-50%

40-50%
1-3%
1-3%

5-12 %
25 %
50 %

0%
15%
25-70 %



Bacteremiay sepsis neonatal

Generalidades

= Las infecciones bacterianas del recién nacido tienden a la diseminacion,
resultando en sepsis y meningitis, cuadros clinicos graves que requieren una
oportuna sospecha, pesquisa y tratamiento precoz, para evitar la morbilidad
y mortalidad potencial que tienen.

= Segun la forma de adquisicion, se denominan connatales (adquiridas por
transmisibn materna) Yy nosocomiales (adquiridas por contagio
intrahospitalario de gérmenes en el ambiente o superficies de utensilios y
muebles).

= Algunos factores de riesgo son: rotura prematura de membranas e infeccion
materna periparto, colonizacion vaginal con streptococcus tipo B, trabajo de
parto prematuro y otros factores, como infeccion urinaria de la madre, parto
prolongado e instrumentacion del parto.

Clin Perinatol. 2010 June ; 37(2): 307-337.



Agentes causales de sepsis

= Los agentes predominantes son las bacterias, aunque algunos virus como el
herpes simple y el enterovirus han sido asociados con sepsis neonatal
fulminante con una alta mortalidad.

Las infecciones por Gram
Shock séptico  \Mortalidad por sepsis ~ POSItivos Son debidos
primordialmente a estreptococos
del grupo B vy estafilococos
coagulasa negativos.

Gram Otros 38 % Gram
Negativos Negativos

Otros 62 % , 38% 62 % Los hongos (principalmente
Candida albicans) pueden dirigir
a sepsis neonatal fulminante,
afectando predominantemente a
infantes con bajo peso al nacer.

Gram negativos




: E— ( JJ
Microorganismos comunmente imp

apsSiS neonatal

Sepsis vertical S. agalactie (EGB): 30.9% Listeria monocytogenes
Escherichia coli: 26.8% Enterococcus, Klebsiella

Haemophilus influenzae,
Virus (enterovirus, VHS-1)

Sepsis extrahospitalaria EGB, E. coli, L. monocytogenes (igual que vertical)
Comunitarios: S. pneumoniae y H. influenzae
Sepsis hosocomial Staphylococcus coagulasa negativo S. aureus
(SCN): 58% Enterococcus
Bacilos gramnegativos (E. coli, Pseudomonas
Klebsiella). 29% Anaerobios (bacteroides)

Candida: 12%



Enfermedades respiratorias pediatricas

Generalidades

= Las infecciones respiratorias agudas son la causa mas frecuente de consulta
entre las enfermedades pediatricas y son debido fundamentalmente a
microorganismos virales y bacterianos.

= Algunos de los factores predisponentes a la aparicion de estas
enfermedades son: la variacion climatica, la humedad, desnutricion,
contaminacion ambiental, uso inadecuado de antibidticos, factores
intrinsecos del huésped, sexo y edad, asi como por falta de alimentacion
materna.

= Los virus comunmente asociados a IRA en niilos son el Virus respiratorio
sincitial, adenovirus, Virus de la influenza A y B, asi como virus
parainfluenza.

= Las bacterias asociadas a IRA comprenden a Staphylococcus aureus,

Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Streptococcus pyogenes, Haemophylus influenzae, entre otros.



Enfermedades del sistema digestivo

Generalidades

= La presentacion de diarrea en los nifios puede estar acomparnada de otros
sintomas, como nausea, vomito, dolor estomacal, dolor de cabeza y fiebre.

= La presentacion aguda puede ser seial de diferentes entidades, los casos
leves pueden ser provocados por alergias o comidas, aunque puede de igual
forma ser debido a una intolerancia a la lactosa.

= Los casos mas serios de diarrea pueden ser causados por los virus (tal
como rotavirus), bacterias (como Salmonella, E. coli o Campilobacter),
parasitos (como Giardia lamblia).




El Rotavirus es a nivel
mundial la  mayor
causa de muertes
infantiles. La diarrea
producida varia de
leve a grave y dura
generalmente de 3a 9
dias.

La via de transmision
es fecal-oral, los nifios
pueden difundir el
virus aun antes de

mostrar sintomas,
usualmente por medio
de objetos

contaminados o las
manos.

-

Escherichia Coli
0157:H7 es
transmitida a través
de la comida

contaminada, produce
una poderosa toxina y
puede causar una
grave enfermedad.

La infeccion de este
microorganismo trae
consecuencias como
la diarrea con sangre
y en ocasiones, fallo
renal. La enfermedad
tiene una duracion de
5 a 10 dias
generalmente.

Los niflos pequefios,
ancianos y personas
con sistema inmune
débil, son las mas
propensas a la
infeccion por
Salmonella.

Suele transmitirse por
comida contaminada
con excremento
animal. Los sintomas
empiezan de 12 a 72
horas de la infeccion y
durade 4 a 7 dias.

En casos severos la
Salmonella pasa al
flujo sanguineo.
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Patogenos causantes de enfermedades digestivas

La infeccién por
shigela produce
diarrea, fiebre vy
calambres
estomacales, en nifios
y ancianos puede
requerir
hospitalizacion.

Se transmite de
persona a persona, al
tocar las heces
fecales de un enfermo
y después llevarse las
manos a la boca, a
través de los
alimentos o0 agua
contaminados.

Campilobacter afecta

a infantes y adultos
jovenes, produce
diarreas, calambres,
dolor estomacal vy
fiebre de 2 a 5 dias.

La enfermedad dura

una semana
aproximadamente. Se
transmite por

consumir carne de ave
mal cocida y puede
pasar a otros
alimentos cuando se
almacenan juntos.




Diagndstico oportuno por el laboratorio

Recomendaciones

= La realizacion de un diagnéstico adecuado por el laboratorio, conlleva una
apropiada recogida de muestra. Es imprescindible mantener las condiciones
de asepsia idoneas.

= Es importante que el clinico tenga conocimiento de las técnicas de
recoleccion y transporte de muestras, para que el analisis por el laboratorio
sea de la maxima efectividad.

= Las muestras han de estar bien identificadas, con la fecha y datos del
paciente; es recomendable incluir algunos datos clinicos que puedan ayudar
a poder correlacionar los distintos estudios de laboratorio y asi darle un
mejor servicio a sus pacientes.

= En caso de duda, es preferible contactar con el laboratorio antes de enviar
alguna muestra en malas condiciones. Esto pude ser de crucial importancia
en los pacientes graves o con muestras de dificil recogida, como la de
meédula osea.

Fuente: Guia de tratamiento de las enfermedades infecciosas en urgencias pediatricas. 32 edicion



Consideraciones clinicas

= El primer paso de un diagnoéstico exitoso comienza con la obtencion de la
muestra clinica adecuada. La muestra debe ser representativa del proceso
infeccioso que se pretende diagnosticar, y ha de tenerse siempre en cuenta
gue, en determinadas infecciones, algunas muestras, no relacionadas
directamente con la focalidad clinica, pueden tener un buen rendimiento
microbiologico. El sindrome clinico y los posibles agentes etiologicos
implicados condicionan, ademas del tipo de muestra a enviar, el
procedimiento de obtencidn y su transporte al laboratorio.

Fuente: Guia de tratamiento de las enfermedades infecciosas en urgencias pediatricas. 32 edicion
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Avances en el diagnostico de laboratorio

Nuestra actualidad

= Los avances dinamicos en el area de la genética, inmunologia y protedmica
entre otras disciplinas, asi como la necesidad de los profesionales
medicos de obtener resultados con maxima sensibilidad y especificidad para
el manejo de patologias complejas, han difundido rapidamente el uso
de técnicas moleculares y serologicas, capaces de ayudar en el diagnostico
clinico con gran precision y veracidad, en tiempos sorprendentemente
cortos, en relacion con las técnicas convencionales.




Diagnostico molecular de las enfermedades infecciosas

- Las técnicas moleculares aplicadas al diagnéstico ofrecen mayor
sensibilidad, especificidad y rapidez con requerimientos minimos de
muestra, en comparacion con las pruebas convencionales. Esto permite el
inicio temprano del mejor esquema terapeutico, disminuyendo de esta
manera la probabilidad de complicaciones.

- Las técnicas moleculares aplicadas al diagnostico de enfermedades
infecciosas en ocasiones superan las limitaciones que imponen los

organismos para su aislamiento. —
J P g
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Fuente: Rev. méd. Chile v.129 n.7 Santiago jul. 2001
MENSAJE BIOQUIMICO, Vol. XXXII (2008)
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Fuente: http://www.dnalc.org/
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Variantes de la PCR y sus ventajas

- La PCR es una técnica de la biologia molecular, practicamente
indispensable en cualquier tipo de procedimientos médicos y biologicos vy
tiene mdultiples ocupaciones.

- Dentro del diagnodstico de enfermedades infecciosas se cuenta con variantes
de la misma técnica:

PCR convencional PCR multiplex PCR tiempo real

51:31501

'ui 2 34 5 %
|. - — e B0k
P {




Pruebas disponibles para fines diagndsticos

PCR convencional

Leptospira

Rickettsia

Ehrlichia

Chlamydia trachomatis

Mycobacterium tuberculosis

PCR en tiempo real

Carga viral de hepatitis C
Carga viral de VIH

Carga viral de virus de Epstein barr

3



Pruebas disponibles para flnes dlagnostlcos

Panel de ETS
*Trichomonas vaginalis
*Mycoplasma hominis
*Mycoplasma genitalium
*Chlamydia trachomatis
*Neisseria gonorrhoeae
*Ureaplasma urealyticum/parvum

Panel de virus respiratorios
*Adenovirus
*Coronavirus 229E/NL63
*Parainfluenza virus 1
*Parainfluenza virus 2
*Parainfluenza virus 3
*Influenza A virus
*Influenza B virus
*Respiratory syncytial virus A
*Respiratory syncytial virus B
*Rhinovirus A
*Coronavirus OC43

PCR multiplex

Panel de HPV
*HPV 16
*HPV 18
*High-risk HPV
*Low-risk HPV

Panel de Bacterias respiratorias
*Streptococcus pneumoniae
*Haemophilus influenzae
*Chlamydophila pneumoniae
*Legionella pneumophila
*Bordetella pertussis
*Mycoplasma pneumoniae

Panel de PCR para sepsis

Sepsis 1D 1 : Fungi
Candida albicans
Candida tropicaliz
Candida parapsilosis

Candidz glabrata
Candids krusei
Aspergillus fumigatus

Sepsis ID 2 : Gram (+) bacteria 1

Enterococcus faeciumfaecalizs
Staphylococcus spp. (22) 1*
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus haemolyticus

Sepsis ID 3 : Gram (+) bacteria 2

Streplococeus agalactise
Streplococcus preumoniae
Streptococcus pyogenes
Streplococcus mitis
Streptococcus spp. (24)T

Sepsis 1D 4 : Gram (-) bacteria 1

Enterobacter cloacae
Klebziella oxytoca

Enterobacter serogenes
Serratia marcescens
Kiebsiella preumoniae

Sepsis ID 5 : Gram (-) bacteria 2

Pzeudomonas aeruginosa
Escherichia coli

Proteus mirabiliz
Stenotrophomonas maltophilia
Acinetobacter baumannii
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Ventajas y desventajas de las pruebas de BM

*Sensible *Capacitacion

*Especifica *Equipos especiales

‘Réapida *Reactivos validados

sIndependiente del tratamiento externamente

*Practica *Conocimientos técnicos

*Eficiente *Cuidados en el manejo

Competitiva *Sistemas con bajo umbral de
contaminacion

\- / - /




Avance integral del laboratorio clinico

Interleucmas

Electroguimioluminiscencia

Diagnostico apropiado
Inmunologia
Quimioluminiscencia
Conteo de células
Q -

Resultado con totales, diferenciales e

inmaduras

valor diagndstico

Enzimaticos y

colorimétricos

Cultivo de sangre, LCR,
orina y otros fluidos.

Uroanalisis

Biologia
Molecular

Perfiles de proteinas y
genéticos

Reactantes de fase

Moleculares aguda (PCRy

procalcitonina)




= Biomédioos
de Mérida

ARORATORIO DOE ANALIGIS CLIMCOS
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La calidad nunca es un accidente; siempre es el resultado de un esfuerzo de la inteligencia...



