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TEMA 1

Caracteristicas de un
laboratorio clinico
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EL LABORATORIO CLINICO

Definicion:
Un laboratorio clinico es un establecimiento publico o privado donde se realizan
analisis de muestras bioldgicas de cualquier origen para el apoyo a actividades de

diagndstico, prevencion, tratamiento, seguimiento, control y vigilancia de
enfermedades de acuerdo con un sistema de calidad.

¢ Es lo mismo que un laboratorio de investigacion?

S




Tipos de examenes en el laboratorio clinico:

Bioquimicos Serologicos Histolog
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Caracteristicas de un laboratorio clinico

» Seguro
> Eficiente
» Coémodo

» Sistemas de control de acceso
» Sistemas de almacenamiento
» Sistemas de seguridad

» Sistemas de privacidad



Normativa de diseno de laboratorio clinico

NO EXISTE

Leyes y normativas con pautas generales:

» Ley General de Sanidad: pautas basicas sobre todo referentes ala
autorizacion administrativa.

» 1SO 15189: requisitos de calidad y competencias

» I1SO 15190: requisitos de seguridad




Normativa de diseno de laboratorio clinico

NO EXISTE

SO 15189: calidad "8y,
3

= Normativa de calidad, no vinculante
= Estructura organizativa

= |nstalaciones

= Condiciones ambientales

= Equipamiento

= Competencias del personal

= Procedimientos (PNT)
=  Controles de calidad
= Trazabilidad

= (Gestidn de riesgos

ISO 15190: seguridad  “&n,
42

= |nfraestructura
= Manipulacion de reactivos
= Bioseguridad




Espacio del laboratorio clinico

OBJETIVO PRINCIPAL:

A

: g{\
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B

o
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Funcional

Seguro:

Ventanas cerradas

Bien iluminado

Puertas abiertas en sentido de evacuacioén
No puertas correderas

Adaptado:

Personal (2 m? por trabajador)
Volumen de analisis
Cartera de servicios

Flexible:

Resistente

Mayor espacio si investigacion o docencia
Diafanos
Equipos no se fijan a las paredes

Peso (1000 kg/ m?)
Agentes quimicos
Temperaturas




Equipamiento del laboratorio clinico

El lLaboratorio tiene que tener el equipo necesario para
llevar a cabo su funcion.

& - */ Tener en cuenta:

' ‘ | 4 * Peso de los equipos

 Superficies con vibracion

* Apertura de puertas de los equipos
* Enchufes de seguridad

* Disposicion que permita la limpieza

La disposicion del equipo debe ordenarse a
reducir las distancias que recorren las muestras

11




Seguridad del laboratorio clinico

El laboratorio tiene que estar adaptado a los agentes
biolégicos que se manejen

Funcional Niveles de contencion (NC):

 Eficaz L Ne
« NCIl | \5,
R
Seguro . NGRS
 NCIV
Senalizacion de seguridad
Comodidad Pictogramas de peligro

L QOO
T S0 [




Seguridad del laboratorio clinico

7‘5/‘7
Niveles de contencion biolégica '42
NC | NC I
* Riesgo bajo * Riesgo moderado
* Microorganismos no patdégenos * Patogenos no transmisibles por via
* E.g. E.coli aéreay con tratamiento disponible

* E.g. Salmonella, S. aureus, VIH

NC Il NC IV

* Riesgo alto * Riesgo extremo

 Patogenos que causan enfermedades ¢ Patdégenos que causan enfermedades
graves y se transmiten por via aerea, con alta mortalidad cuya transmision
pero con tratamiento disponible puede ser aérea y sin tratamiento

* E.g. Tuberculosis, COVID, Virus del disponible

Nilo « E.g. Ebola, Virus Crimea-Congo, Viruela



Seguridad del laboratorio clinico

Datos

> Proteccidn de datos

» Trazabilidad de los datos —
» Gestion de los datos

Y,
e

SISTEMAS INFORMATICOS

\ a\:\da‘ .

Almacenar grandes
volumenes de datos
Generar un historico
Facilitar los informes
Reducir errores humanos




Distribucion del laboratorio clinico

La demanda de laboratorios clinicos ha crecido mucho debido a:

Ageing and Health #yearsa head

Populations are getting older

* Envejecimiento poblacional

s a2

= T gl — R
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e 53 e ;
: R 1 1
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g
< ]
Percentage aged
years or old

IS or older:
B 30%ormore
I 10to <30%
1 <10%

Qﬁ) World Health
%% Organization

e Reduccioéon de costes
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Nuevas técnicas analiticas

 Avances diagnosticos

Genamica

Transcriptomica

Protedmica

Metabaoldmica




Distribucion del laboratorio clinico

Recepcion:
« Con acceso directo desde el exterior y visible para el paciente. £ Suta i) N
. . . . ala de- ()
° — =
Se gntregan los resultados, gestionan las peticiones y se atiende al sspacho de| espera’ |
paciente. facultativo ) s .
« Tienen protocolos para recogida de muestras. ecepcion
Sala de espera -
* Con los elementos necesarios para la correcta atencion a los Zona de — -
usuarios procesado de -~ Salade H
_nuestras 1y, toma de
‘E muestras
|
Sala de toma de muestras: o |
 Tiene camillas para latoma de muestras
* Puede tener un box cerrado paratoma de muestras especiales {—'Hﬂ
== ,. Zona de
o o |2 distribucion
Zona de distribucidén de las muestras: Area de Almacs e muestras
4 . s . s macen
* Areade recepciony preparacion de las muestras XN _

(6]

 Tiene que estar bien organizado para evitar perdida de tiempo U

* Extremar las medidas de seguridad para asegurar la trazabilidad -



Distribucion del laboratorio clinico

()
Zona de procesado de muestras £ Sala de- O
* Eslazona donde se analizan las muestras espacho de|] espera I
C S . . ~ facultativo (T
* Pueden existir zonas distintas por tipo de muestra segun el tamano /] - Recepcion
del laboratorio |
Almacén Zona de —
* Suele ser contigua al area de procesado para optimizar el trabajo procesado de /Sala de H
* Temperatura controlada )

_—nuestras tomade |
‘g muestras
@
Despachos de facultativos

| ap - -

|/

Lo ideal es que estén cerca del area analitica pero fuera de esta.

distribucion

Area de e muestras

descanso Almacen

fﬁ‘
‘O

—

17



Flujo de trabajo del laboratorio clinico

Son las fases en las que se distribuye el trabajo
En el proceso de una analitica hay tres fases:

PREANALITICA POSTANALITICA

18



Flujo de trabajo del laboratorio clinico

Son las fases en las que se distribuye el trabajo

En el proceso de una analitica hay tres fases:

Es la fase mas critica porque de ella depende la
trazabilidad de la muestra

PREANALITICA

Peticién de Recogida de . .
Etiquetado Envio
muestra muestra

19




Flujo de trabajo del laboratorio clinico

Son las fases en las que se distribuye el trabajo
En el proceso de una analitica hay tres fases:

Las muestras pueden ser
analizadas con téncicas
* Manuales
 Automaticas

Obtenciodn

Analisis de ‘
de
muestra

resultados

20



Flujo de trabajo del laboratorio clinico

Son las fases en las que se distribuye el trabajo
En el proceso de una analitica hay tres fases:

Archivo
histdrico
Recepcidn
de Muestra

resultados sobrante

Diagndstico/
informacion

POSTANALITICA

21




Flujo de trabajo del laboratorio clinico

Recepcidn

Sala de espera

Sala de tomade muestras

Zona de distribucion de la muestra
Zona de procesado de muestras
Despacho de facultativos
Almacén

Flujo de trabajo € - Distribucion del laboratorio

En el proceso de una analitica hay tres fases:

PREANALITICA POSTANALITICA

22



Flujo de trabajo del laboratorio clinico

Recepcidn
Flujo de trabajo € - Distribucién del laboratorio >ala de espera
Sala de tomade muestras
En el proceso de una analitica hay tres fases: Zona de distribucion de la muestra

Zona de procesado de muestras
Despacho de facultativos

Almacén
PREANALITICA POSTANALITICA
Sala de espera
Saladetomade
muestras

Zonade
distribucién de
muestras

Almaceén 23




Flujo de trabajo del laboratorio clinico

Recepcidn
Sala de espera

Flujo de trabajo € - Distribucion del laboratorio
Sala de tomade muestras

En el proceso de una analitica hay tres fases: Zona de distribucion de la muestra
Zona de procesado de muestras

Despacho de facultativos

Almacén
PREANALITICA POSTANALITICA

Recepcion
P de muestras
Despachosde
Sala de espera P )
facultativos
Sala detomade
muestras

Zonade
distribucion de

muestras

Almaceén 24




Flujo de trabajo del laboratorio clinico

Recepcidn

Flujo de trabajo € - Distribucién del laboratorio >ala de espera
Sala de tomade muestras

En el proceso de una analitica hay tres fases: Zona de distribucion de la muestra
Zona de procesado de muestras

Despacho de facultativos

Almacén
PREANALITICA POSTANALITICA

de muestras
Despachosde
Sala de espera P . Sala de espera
facultativos
Saladetomade
muestras

Zonade
distribucién de
muestras

Almaceén 25




Organizacion del trabajo en el laboratorio clinico

Es clave para minimizar errores en la preanalitica y agilizar la postanalitica

» Facultativo:
* Integra, gestionay coordina los recursos y la informacién
* Valida los resultados

> Técnico:

« Hace eltrabajo rutinario con las muestras y el equipo / 2 \
IMPORTANTISIMO EL TRABAJO EN EQUIPO
RESPETANDO LA JERARQUIA

~—

26



Organizacion del trabajo en el laboratorio clinico

Es clave para minimizar errores en la preanalitica y agilizar la postanalitica

IMPORTANTISIMO EL TRABAJO EN EQUIPO
RESPETANDO LA JERARQUIA

 Conocer las responsabilidades y encargados
* Optimizar los recursos 2
« Dividir el trabajo \

e Coordinar las actividades

* Optimizar los recursos
* Facilitar la supervision 8 &
La organizacién del trabajo ayuda a determinar los horarios donde el - ,

trabajo es maximo para tener personal suficiente
27



Organizacion funcional en el laboratorio clinico

Es importante para responder a la alta demanda de determinaciones analiticas

» Flujo de las muestras
= Velar por el minimo movimiento de muestras y de personal
= Adaptar el flujo de trabajo al tipo de muestra

» Flujo de la informacion, formado por:

= Volante de solicitud:
[ Peticidon de analisis por parte del médico

= |nforme de los resultados:
O Refleja la calidad del laboratorio.
O Global, unico y facil de interpretar
1 Medio de comunicacién con el paciente
O Recoge magnitudes, unidades, limites de referencia, fechay facultativo

Tiempo de respuesta: tiempo maximo que llevara emitir un resultado. Se indica en
la cartera de serviciosy es un factor de calidad.

28



Politica de personal en el laboratorio clinico

Una plantilla profesional y altamente cualificada asegura un trabajo de calidad

» Compenetrada

» Trabajo en equipo

» Equilibrio entre especializacién y flexibilidad

» Plan de formacién continuada para recibir cambios, incorporar
técnicasy equipos nuevos.

\\ &i\" &
b =

29



Control de Calidad en el laboratorio clinico

Se debe garantizar la calidad de todos los procesos del
laboratorio, no solo de los resultados.

Plan de calidad anual con objetivos de mejora o ‘
de alcanzar indicadores de calidad. “'c@-}.

Siguiendo los parametros de la UNE-EN-ISO 15189 que incluye:

e (estion de calidad e Postanalitica

e Organizacién y personal e Trazabilidad

e |nstalacionesy condiciones ambientales e Gestidon de no conformidades

e Equipamiento e Evaluaciony mejora continua

e Preanalitica e Seguridad y confidencialidad P

e Analitica <,
46’

Estos puntos se supervisan a diario y se evaluan con auditorias internas y externas



Eliminacion de residuos en el laboratorio clinico

Se generan muchos residuos que deben ser debidamente gestionados

» Residuos sin riesgo o urbanos: se reciclan como cualquier residuo
= Grupo |: material no sanitario
= Botellas, papel, cartdn...
= Grupo ll: material sanitario no contaminado con muestras biolégicas
= Vendas, guantes, apodsitos, algodones, gasas...

» Residuos con riesgo: tienen contenedores especiales
= Grupo lll: material sanitario con riesgo biologico
= Residuos infecciosos, punzantes, fluidos, cultivos, vacunas...
= Grupo IV: material sanitario con riesgo de toxicidad
= Quimicos, absorbentes, medicamentos, productos de limpieza...
= Grupo V: equipos fuera de uso
= Fluorescentes, toners, mobiliario...

31



Eliminacion de residuos en el laboratorio clinico

RESIDUOS SIN RIESGO
O INESPECIFICOS

RESIDUOS GRUPO |
RESIDUOS SIMILABLES A URBANOS

SON LOS GENERADOS EN ACTIVIDADES
NO ESPECIFICAMENTE SANITARIAS

BOTELLAS Y ENVASES DE PLASTICO

EMPRESA
SUMINISTRADORA DE
AGUA

MATERIA ORGANICA PAPEL Y CARTON

RESIDUOS GRUPO II
RESIDUOS SANITARIOS
NO ESPECIFICOS
GENERADOS COMO CONSECUENCIA
DE LA ACTIVIDAD SANITARIA

VENDAJES

RESIDUOS DE RIESGO O ESPECIFICOS

RESIDUOS SANITARIOS ESPECIFICOS O DE BIORRIESGO
RESIDUOS GRUPO il PRESENTAN UN RIESGO PARA LA SALUD Y/0 EL MEDIOAMBIENTE

RESIDUOS INFECCIOSOS 1)

RESIDUOS CORTANTES Y PUNZANTES i)

FLUIDOS CORPORALES, SANGRE Y
HEMODERIVADOS EN FORMA LIQUIDA o

CULTIVOS Y RESERVAS DE AGENTES
INFECCIOSOS Y MATERIAL RESIDUAL
EN CONTACTO CON ELLOS (1)

VACUNAS CON AGENTES VIVOS
O ATENUADOS )

RESIDUOS GRUPO IV RESIDUOS SANITARIOS ESPECIALES
RESIDUOS TIPIFICACOS BN NORMATIVAS LEGALES ESPECIFICAS Y QUE EN SU GESTION ESTAN SUJITOS A REQUIRIMIENTOS ESPECIALES

QUIMICOS RE DE . e . CITOTOXICOS
ICOS 35 e

S

ENSOBRAR Y
ENVIAR AL
DEPARTAMENTO

SUMINISTROS-
ALMACEN

RESIDUOS GRUPO V

FLUORESCENTES 10
OF : S

32
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Seccion |: Estructura y organizacion del laboratorio clinico

TEMA 2

Seguridad en el
laboratorio clinico

Analisis Biologico y Diagndostico de Laboratorio
Nacho Escrig, PhD
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TIPOS DE RIESGO EN EL LABORATORIO &%

Existen cuatro tipos de Riesgo en un laboratorio:

Funcional

Psicofisicos Fisicos

Comodidad

Quimicos

34



Buenas practicas de laboratorio (BLP)

UNE-EN-ISO
15190

Normas a seguir para el correcto funcionamiento de un laboratorio »

» Procedimientos normalizados de trabajo » Disefio de instalaciones
» Gestion de residuos » Formacion del personal

» Gestion de equipos
/El manual de seguridad\

Se recopilan en el MANUAL DE SEGURIDAD especifico ha de estar disponible
pues es un DERECHO

paratodos los
trabajadores conocer los

» Uso de elementos de bioseguridad y proteccion riesgos que e.“traﬁa su
\ trabajo /

» Manejo de residuos, limpieza y desinfeccion
» Accidentes de trabajo

Incluye:

Se ha de elaborar un INVENTARIO de reactivos que incluya la FICHA TECNICA

35


FICHA TÉCNICA HCL.pdf

Riesgos en el laboratorio

¢Qué riesgo es mas acusado en un laboratorio clinico de microbiologia?

Psicofisico

Fisico

Quimico

-

\_

AGENTE BIOLIOGICO:
Microorganismo capazde
originar alergia o toxicidad

~

)

36



Riesgos en el laboratorio

;Qué accidentes son mas communes en un laboratorio clinico de microbiologia?

Psicofisico Fisico

/ PERCEPCION DE RIESGO \
evaluacion subjetiva que hace
un individuo sobre la
peligrosidad de una situacion
o actividad, basadaen
factores personales,

kemocionales y contextuales/

37



Bioseguridad y Bioproteccion

BIOSEGURIDAD BIOPROTECCION
» Principios, técnicas y practicas que se » Medidas de aplicadas por la instituciéon y el
aplican para evitar la exposicion no personal destinadas a reducir el riesgo de
intencional a agentes bioldégicos y toxinas y/o pérdida, robo, uso incorrecto o liberacidon de
su liberacidén accidental. agentes biolégicos o toxinas

» Se aplican para proteger al personal, a los
pacientes y a la comunidad.

» Es un derecho de la poblacion.

38



Cabinas de flujo

[ Flujo del aire ] {Recwcul.acmn delJ
aire
Flujo Horizontal Flujo Vertical
A =
Polluted Air / o Polluted Air
0 LE . o
HEPA ALY HEPA
Filtered Air L. Filtered Air
Room Air L. Fe» V e Room Air
-

» Filtra desde la parte trasera > Filtra desde arriba

> Protege la muestra > Protege la muestra

> No protege al usuario > Protege algo al usuario

» No protege el ambiente > No protege el ambiente 39



Cabinas de flujo

: : Recirculacion del T Ane g:pl»?(c)a(lﬁltroabsoluto)
FlUjO del aire . » Aire potencialmente contaminado
aire P
@ Presion negativa
@ Presion positiva
Flujo Laminar Bioseguridad
Clasel Nlacall Claca lll
<3
e A
P.olluted Air l w =”T
ilter rL‘r» o T il
i , B o
Room Air L » s \_‘ —_—
» Tanto vertical como horizontal » Flujo turbulento > Flujo laminar vertical » Totalmente sellada
» Protege la muestra » No protege muestra » Protege muestra » Presién negativa
» No protege al usuario » Protege alusuario  » Protege al usuario » Acceso con guantes

» No protege el ambiente > Protege el ambiente » Protege alambiente > Filtra entrad&’y salida



| |

VV VYV

Cabinas de flujo

[ ek J [Recwcul.acmn del]
aire
Flujo Laminar Bioseguridad

Clase | Claselll Clasellll

™

| ‘g W N -
. B ,)_ L: 2 | : .

s

Tanto vertical como horizontal » Flujo turbulento > Flujo laminar vertical » Totalmente sellada
Protege la muestra » No protege muestra » Protege muestra » Presién negativa
No protege al usuario » Protege al usuario > Protege al usuario » Acceso con guantes

No protege el ambiente > Protege el ambiente » Protege alambiente > Filtra entradd'y salida



Cabinas de flujo

Tipos de filtros

HEPA ULPA

= High efficiency particulate air
= Eficiencia de 99,97%
= Particulas menores de 0,3 um

Ultra low penetration air
Eficiencia de 99,9995%
Particulas menores de 0,12 um

Filtro de carbon Filtro HEPA

activado

Gases / Olores Microparticulas, virus y bacterias

42



Niveles de contencion

Contenciodn: descripcidon de métodos que hacen seguro el manejo de determinados
agentes bioldgicos para reducir la exposicion del personal y del entorno a los mismos.

Barreras primarias Barreras secundarias
» Protegen al trabajadory al ambiente » Protegen al personal y al ambiente
inmediato lejano
» Técnicas microbiolégicas » Cabinas
» EPIs (equipos de proteccion individual) » Infraestructuras de limpieza

EN TODO LABORATORIO TIENE QUE HABER UN RESPONSABLE DE SEGURIDAD*



Niveles de contencion

_“

NCI NCII NCIII NCIV

NCI

Caracteristicas Instalaciones
» No requiere equipo de contencién ni
instalaciones especiales

Puertas de control de acceso
Lavabos

Suelos antideslizantes sin alfombras
Ventanas cerradas (0 mosquiteras)
Superficies impermeables

Sillas de facil limpieza

» Microorganismos que no presentan
problemas ni para el investigador ni
para el entorno

» Pueden ser patdégenos oportunistas
para los que hay tratamiento y cuya
letalidad es nula en condiciones
normales

» E.g. Escherichia coli, Bacillus sp.,
Lactobacillus sp., Saccharomyces...

YVVVYVVY

Equipamiento

» EPIs basicos (guantes, bata)
» Contenedores de punzantes

> Autoclave .



Niveles de contencion

_“

NCI NCII NCIII NCIV

BSL1
£ controlled access

o m‘r&d washing

h h
© Wahing Lolicy
personal

O protective
equipment

© laboratory bench

O autoclave

T T T T e T
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Niveles de contencion

_“

NCI NCII
NCII

Caracteristicas

» Agentes bioldgicos con capacidad de
transmisidn limitada, con tratamientoy
medidas preventivas

» E.g. Salmonella, S. aureus, Hepatitis A
y B, VIH...

Equipamiento

» EPIs basicos (guantes, bata, gafas)
» Campana de bioseguridad clase Il
» Contenedores de punzantes

» Autoclave o incinerador

NCIII

NCIV

Instalaciones

>
>

YVVVVVY

Si es posible lejos de areas publicas
Puertas de control de acceso con cierre
automatico

Lavabos de pie

Suelos antideslizantes sin alfombras
Ventanas cerradas

Superficies impermeables

Sillas de facil limpieza

Ducha y lavador de ojos

46




Niveles de contencion

_ﬂ_

NCI NCII NCIII NCIV

BSL2
£ controlled access

© L‘,‘,’,’{d washing

sharp hazards
O warning policy

physical
O containment
device

personal
£) protective
equipment

© laboratory bench

© autoclave

47



Niveles de contencion

o PR

E=———

NCI NCII

NCIII

Caracteristicas

» Agentes bioldgicos que producen
enfermedades graves, aunque con
tratamiento y medidas de prevencién

» E.g. M. tuberculosis, Clamydia, virus
del Nilo, ectromelia virus, Hepatitis C,
COVID, Leismania...

Equipamiento

» EPIs especial (doble guante, mono,
respirador)

» Campana de bioseguridad clase |l

» Contenedores de punzantes

» Autoclave o incinerador

NCIII

NCIV

Instalaciones

VVVVVVVYVYVYY

Separado del resto de laboratorios
Acceso restringido

Lavabos de pie

Sistema de doble puerta con vestuario
Suelos antideslizantes sin alfombras
Ventanas cerradas y selladas
Superficies impermeables

Sillas de facil limpieza

Ducha y lavador de ojos

Presion negativa

Flujo de aire no recirculado
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Niveles de contencion
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NCI NCII NCIII NCIV
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Niveles de contencion

o PR

E=———

NCI NCII

NCVI

Caracteristicas

» Agentes bioldgicos que producen

enfermedades graves, se transmiten
facilmente y no tienen tratamiento ni
medidas de prevencion

» E.g. virus ébola, virus Crimea-Congo,

virus Marburgo virus Lassa, Viruela

Equipamiento

» EPIs completo (doble guante, mono,
respirador)

» Campana de bioseguridad clase Il o Il

» Contenedores de punzantes

» Autoclave o incinerador

NCIII

NCIV

Instalaciones

VVVVVVVYVYVYY

Aislado del resto de laboratorios
Acceso restringido

Lavabos de pie

Sistema de doble puerta con vestuario
Suelos antideslizantes sin alfombras
Ventanas cerradas y selladas
Superficies impermeables

Sillas de facil limpieza

Ducha previay cambio de ropa
Presion negativa

Flujo de aire no recirculado
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Niveles de contencion

B

NCI NCII NCIII NCIV
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Agentes biologicos

Grupo

Pueden
provocar
enfermedad
en el hombre

Puede ser un
peligro para
los
trabajadores

Puede
expandirse a
la comunidad

Profilaxis eficaz o

tratamiento
disponible
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i Universidad
"?{f} Francisco de Vitoria
Al UFV Madrid

Seccion |: Estructura y organizacion del laboratorio clinico

TEMA3

Gestion de calidad en
el laboratorio clinico

Analisis Biologico y Diagndostico de Laboratorio
Nacho Escrig, PhD
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Normativa de diseno de laboratorio clinico

ISO 15190: seguridad

Infraestructura
Manipulacion de reactivos
Bioseguridad

NO EXISTE

ISO 15189: calidad

= Normativa de calidad, no vinculante
= Estructura organizativa

= |nstalaciones

= Condiciones ambientales

= Equipamiento

= Competencias del personal

= Procedimientos (PNT)
=  Controles de calidad
= Trazabilidad

= (Gestidn de riesgos




Calidad

cQué es?

Grado en el que un objeto cumple con los requisitos determinados inherentes al
producto.

La definen los usuarios que son los que ponen en valor el producto.
Sirve para asegurar que un laboratorio es técnicamente copetente

;Como lo demostramos?

Resultados ~ \x\c®
@ o\@ Hay entidades que evaluan como se hacen las cosas en
‘* PO el laboratorio a través de certificados de calidad
2
N
t’&» i

/ _/ >
/' UN R GESTION
o W DE LA CALIDAD

ISO 15189

N°1505 / LE2777
ISO 9001




Normativa ISO

ISO

International organization for standarization: formada por organismos nacionales
de normalizacion de mas de 160 paises.

Elabora normas técnicas no vinculantes para estandarizar la calidad, seguridad,
eficienciay compatibilidad

UNE-EN-I1SO-15190 | Normativa de seguridad

Normativa en la que se basa el sistema de gestion de calidad

Requisitos a cumplir por los laboratorios clinicos para
demostrar que son téchicamente competentes
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Certificacion vs Acreditacion

Ambos son informes de un organismo evaluador independiente y externo sobre el
cumplimiento de las normas ISO

Certificacion:

» Indica la existencia de un sistema de gestion de calidad
» Requisito indispensable para abrir un laboratorio
» No implica una buena competencia técnica

' INE Encargada de normalizar
/ las normas ISO
Normalizacion
c E N OR Espaiiola

Asociacion Espanola de
Normalizacion y Certificacion \ AE N O R
Encargadade llevara cabo

GESTION Sf i 9
DE LA CALIDAD la certificacidn e inspeccidn

Antesde 2017
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Certificacion vs Acreditacion

Ambos son informes de un organismo evaluador independiente y externo sobre el

cumplimiento de las normas ISO
0
UNE

Normalizacion

» Indica la existencia de un sistema de gestion de calidad Espariola
» Requisito indispensable para abrir un laboratorio
» No implica una buena competencia técnica AENOR

Certificacion:

GESTION
DE LA CALIDAD

1ISO 9001

Acreditacion:

» Implica la certificacion
» NO es requisito indispensable para abrir un laboratorio

» Indica una buena competencia técnica E ‘

Entidad Nacional de Acreditacion
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Certificacion vs Acreditacion

ISO-15189

International
Organization for
Standardization

2010 ACREDITACION

1990 MEJO

e
N

EEC: EXACTIT

1950 CONFRONTACION



Certificacion

Procedimiento por el que un tercero, empresa independiente y aceptada, garantiza
que se produce con los requisitos especificados o implicitos. =) AUDITORIA

Documentacion necesaria para certificarse:

J Identificacion y trazabilidad: dénde esta la muestra en cada momento

J Control de procesos: indicadores de que los procesos han ido bien
 Inspeccién: documentacién de los procesos que se van a realizar S—
 Auditorias internas: para controlar de forma interna el proceso DE LA CALIDAD
(J Control de equipos: documentacién de estado s
 Plan de formacion para el personal: formacién continuada

- - -60




Certificacion

Procedimiento por el que un tercero, empresa independiente y aceptada, garantiza
que se produce con los requisitos especificados o implicitos. =) AUDITORIA

Proceso

Preparar la Implantar el Auditoria

documentacion sistema de calidad

» Puede seccionarse (microbiologia, hematologia...)

» No determina el modo de hacer las cosas sino que las cosas se hagan

> La certificacion NO ESTA RELACIONADA CON LA CALIDAD DE LOS RESULTADOS

» La certificaciéon indica que existe un sistema de gestion de calidad
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Norma-ISO-9001.pdf

Acreditacion

Procedimiento por el que se indica que las técnicas se
realizan de forma correcta, acorde al ISO 15189, estando por
encima de un minimo cambiante en funcidon de la tecnologia

Es un procedimiento altamente costoso por lo que hay que:

Decidir qué procedimientos se someten a acreditacion
Elaborar la documentacion

Hacer autidotria interna para corregir desviaciones
Hacer auditoria externa para acreditar

Aplicar las acciones correctoras sugeridas por el auditor

Ok o0Obd=




Acreditacion

Documentacion

[ Clara, simple, concisay util

J Aprobada por el director del laboratorio

(1 Hacer lo que estd escrito y escribir lo que se hace
0 Firma y fecha
 Identificada con cédigo de trazabilidad

Documentacion necesaria

Manual de calidad

Manual de extracciony transporte de muestras
Cartera de servicios

Procedimiento de gestion

Procedimiento normalizado de trabajo (PNT)
Formularios y registros

Listado de documentos en vigor o

NoOOaO~LDLO =



Acreditacion

Documentacion

1. Manual de calidad
= Definido por el laboratorio
= Recoge el procedimiento a seguir para cumplir ISO 15189
= Describe estructura, responsabilidades, recursos y procedimientos de calidad

2. Manual de extraccion y transporte de muestras

= |nstrucciones para la correcta recogida y transporte de muestras por parte de los
profesionales

3. Cartera de servicios

= Conjunto de técnicas, tecnologias o procedimientos mediante los que se hacen
efectivas las prestaciones sanitarias
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Acreditacion

Documentacion

4. Procedimientos de gestion
= Describen las instrucciones para realizar procedimientos no técnicos (e.g. control
de documentaciodn, gestion de compras o0 equipos...)

5. Procedimientos normalizados de trabajo (PNT)
= Describen las instrucciones para la correcta realizacion de los procedimientos
técnicos.

6. Formularios y registros
= Fichas que usa el paciente o los técnicos para aportar datos
= Se convierten en registros una vez rellenos (e.g. registro de temperaturas)

/. Listado de documentos en vigor
= Enumeracion de los documentos en uso, indicando codigo, nombre de
documento, edicion, fecha de aprobacion...
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Norma-ISO-15189.pdf

Sistemas de evaluacion de la calidad

grrores

7-13% 19-47% 46-68%

La calidad incluye todas las fases analiticas

Una vez acreditado hay que seguir mejorando:

» Comunicacion de profesionales

» Reclamaciones

» Auditorias

» Encuestas de satisfaccién de los usuarios
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Sistemas de evaluacion de la calidad

Es necesario implementar sistemas para corregir desviaciones Area de mejora

Incidencias

» No afectan significativamente a la calidad
» No alteran el resultado

» Afectan al servicio

Procedimiento

No conformidades

» Afectan significativamente a la calidad
» Resultado de incumplimiento de especificaciones de calidad Acciones
» Pueden alterar los resultados del ensayo correctivas
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i Universidad
"?{f} Francisco de Vitoria
Al UFV Madrid

Seccion Il: Laboratorio de microbiologia

TEMA 4

Toma y procesamiento
de muestras

Analisis Biologico y Diagnodstico de Laboratorio

Nacho Escrig, PhD
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Flujo de trabajo

En el proceso de una analitica hay tres fases:

PREANALITICA POSTANALITICA

La toma de muestras en el ambito
microbioldgico es MUY sensible, de su correcta
ejecucion depende la correcta determinacion
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Flujo de trabajo

Los resultados han de ser precisos, significativos y clinicamente relevantes.

3. Recepcion de la muestra en el laboratorio

4. Procesamiento de la muestra

5. Almacenamiento de la muestra tras su procesamiento
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1. Recogida de muestra

El tipo de muestra a recoger esta determinado por una sociedad cientifica basandose en

estudios ,
SOCIEDAD ESPANOLA DE
//”/ MICROBIOLOGIA

La recogida de la muestra es un punto CLAVE ya que errores en la
recogida pueden suponer el fracaso de la identificacion del agente

etiologico

El laboratorio tiene que elaborar un MANUAL claro y conciso con el tipo
de muestras para cada analisis y distribuirlo en los lugares donde se
tome la muestra.




1. Recogida de muestra

Cada tipo de muestra
requiere un contenedor
diferente para su adecuada

conservacion hasta el
momento del
procesamiento

Proceso Infeccioso
(sospecha o diagndstico
clinico)

Tipo de muestra para estudios
microbiolégicos

Tabla 1. Muestras clinicas recomendadas para los estudios microbiolégicos mas habituales.

Comentarios

foliculitis, erisipela, celulitis,
ulceras, infecciones
gangrenosas, abscesos
cutaneos, heridas y
quemaduras)

jeringa

Abscesos Aspirado del absceso Cerebral, intraperitoneal o visceral, pulmonar
Artritis Liquido sinowvial
Bacteriemia Hemocultivos
Sangre con EDTA Posibilidad de deteccién directa mediante
lécnicas de Microbiologia Molecular
Bronquiolitis Aspiradoflavado nasofaringeo
Cervicitis Exudado endocervical
Colecistitis Liguido biliar
Conjuntivitis Exudado conjuntival Ambos ojos
Diarrea Heces, aspirado ducdenal Torunda rectal, solo en casos seleccionados
Encefalitis LCR
Empiema pulmonar Liguido pleural
Endocarditis Hemocultivos, valvula, verruga
Endoftalmitis Liquido intraocular
Faringoamigdalitis Exudado faringeo o periamigdalar
Gripe Exudado nasofaringeo
Aspirado y lavado nasofaringeo,
broncoaspirado, lavado broncoalveolar y
biopsias transbronquial, pulmonar o pleural
Infeccion del catéter Catéter, frotis pericatéter o conexion del Sospecha de bacleriemia asociada a catéter
catéter obtener hemocultives
Infecciones asociadas al Liquido amnidtico, placenta
parto o puerperio
(coricamnionitis)
Infecciones de piel y partes Aspirados, biopsias y exudados de las Si es posible NO utilizar torunda
blandas (impetigo, lesiones realizados preferiblemente con
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1. Recogida de muestra

Materiales de recogida

El material de recogida de la muestra afecta a la conservacion del agente etioldgico de
interés.

Torundas o hisopos:

Extremo:

» Algoddn: contiene acidos grasos que inhiben bacterias
» Alginato calcico: toxico para virus y puede interferir con
técnicas (PCR)
» Nylon: es la mas usada
Mango:

P

» Madera: puede interferir con técnicas de microbiologia molecular o inactivar virus
» Aluminio o plastico: mas usado.
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1. Recogida de muestra

Materiales de recogida

El material de recogida de la muestra afecta a la conservacion del agente etioldgico de
interés.

Tubo contenedor

» Con medio
» Sin medio
> Anaerdbico
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1. Recogida de muestra

Materiales de recogida

Tabla 3. Consideraciones sobre |la toma de las muestras
TIPO DE VOLUMEN PROCEDIMIENTO COMENTARIOS

MUESTRA

El que se pueda Puncidn-aspiracidon Cerebral, intrapentoneal o visceral, pulmonar
obtener Cirugla
Jeringa de
exiraccion con
cambio de %
Catéteres, Contenador es 284 cm disiaies Exiraccion asepbica del
frotis (cateter) (porcion cateter
ricatéter y de Wiravanculer) -
. Ty Frotando la piel o
la conexion infroduc la torunda en
&l orfficio de la conexion
Liquidos 1-5 mi aerobios y Puncion paercutanea Erwiar un peqguefo volumen en frasco estéril
esteriles anaerobios para Gram
(articular, biliar, ff M7 Para anaerobios W 44 ) oncos
amniético, Jeringa estéril 10 mi
dialisis micobacterias
peritoneal)
Protesis, Cirugla abierta
valvulas
cardlacas y
otros
dispositivos
Tejidos y Contenedor esténl Maximo tepdo Puncion-aspiracion Para micobacterias y Helicobacter pylor
blopsias MT para anaerobios posible, evitando Punch o cirugia abierta afiadir unas gotas de agua destilada
zonas necroticas
MT para wvirus No enviar las muesiras envueltas en gasas 75




2. Conservacion y transporte

Como norma general las muestras han de enviarse rapidamente al laboratorio a
temperatura ambiente. Después se reubican.

Para conservarlas periodos de tiempo mas largos se ponen a 2-8 2C

EXCEPTO: Microorganismos de analisis inmediato:
» Hemocultivos » Nisseria gonorrhoeae
» Liquido cefaloraquideo (LCR) » Nisseria meningitidis
» Exudados » Haemophilus influenzae
» Liquidos biolégicos » Streptococcus pneumoniae

> Bacterias anaerobias

La concentracion de microorganisos en estas muestras es baja, por lo que es necesario que
crezcan y no se mantengan estaticos durante el transporte.
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2. Conservacion y transporte

Tabla 5. Conservacion de las principales muestras empleadas en el diagnostico microbiologico

Una misma muestra puede
tener condiciones de

conservacion diferentes
dependiendo de lo que se
vaya a buscar en ella

Determinacion

Sangre rascos de hemocultivas <2h TA <24 h, TA
Beraogia [Tubo de suera js2.4 h, TA <24 h, 2.8°C
Tubo de plasma (no valido si hay >24 h, 20°C
pue inactar) o «70°C
Cargas virales Tubo plasma (nunca E2h TA [E72h, 20°C
hepanna) > 72h, . T0°C
Mirus [Tubo plasma FZh. TA
Deteccion acidos nucleicos Tubo sangre can EDTA kzh. TA
Parasitos [Sangre con EDTA Is th, TA 2.8°C
Medula osca Pactenas/Hongos/Micobacterias ubo esiénl con anbicoaguiame, h, TA =24 h TA
hemocultivos
Parasitos (Lesshmania spp.) ubo esién| con h, TA
ulante (heparina)
Deteccion acidos nucieicos Tubo sangre can EDTA kzn. TA
irus Tubo estarl con 4 h, aza\.-Tuﬁ\
pnticoagulante
Catéter Intravenoso  Bactenas/Hongos Frasco estéril S min, TA 524 b, 2.8°C
L iquido Bactenas Frasco estéril / 515 min, TA fs24 b, 35°C
Fefalorraquideo Micobacteras Frasco esteril <2 h, TA ]94!\2-8‘(:
Hongos Frasco esteril [E2h, TA FZAhﬁ’C
Mirus Frasco esteril J<15 min, TA o 2.8°C j24 h, 2.85C
Berdogia F rasco esteril \ [s2n TA |24 h 2.8°C
Parasitos Frasco esteril 15 min, TA
Deteccion acidos nuckeicos Frasco estenil A 524 h, 2.8°C
Otros liquidos Bactenas Frasco estéril, tubo con medio klsm W
abdominal, frascos de en frasco
nidtico, pleural, K e hemoculivos TA
bilkar, a sin are
r. sinovial,  Mongos Frasco estesil E2h, TA 24 b, TA
ricardico
Micobactenas F rasco estenil Js2h, TA js24 b 2.8C
Mirus Frasco esténil, tubo con MT para  [515 min, TA 0 2-8°C js24 b, 2.8°C
Mirus
Parasitos Frasco estéril 515 min, TA [s24 b, TA 77
PDeteccion acidos nucleicos Frasco estéril kzn. TA Iszah.z.vc




3. Recepcion de la muestra

Muestras centros periféricos Muestras intrahospitalarias
Comprobar si la muestra es adecuada ? Q

o puede | COMUNICAR
Iall:n-l:rrlah:rrmil ! - RECHAZO
» ldentificacion incorrecta \ 4
» Muestra derramada (fallo de transporte) _ —J FiN

> Conservacion inadecuada

Problemas mas comunes:

ANALISIS EM EL PREPARAR PARA LABORATORIC

FROPIO EXTERND
Comunicary registrar W

.

https://www.hospitaltorrecarde nas.es/wp-content/uploads/2022/11/POE-de-recepci%C3%B3n-1.pdf
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4. Procesamiento

El procesamiento estandar de muestras microbioldgicas es la siembra

Procedimiento: PRiORiDaD

4.1 Priorizar muestras

4.2 Seleccion de medios de cultivo

4.3 Siembra




4. Procesamiento

4.1 Prioridad de las muestras microbioldgicas

Tipo de muestra:

> Muestras sensibles

Liquidos estériles = poca cantidad de microorganismos
» Muestras urgentes

LCR - necesario aplicar tratamiento cuanto antes
» Muestras importantes
Biopsia quirurgica

Demanda asistencial:

» Asistencia continuada
» Test rapidos de antigenos
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4. Procesamiento

4.2 Seleccion de medios de cultivo

Los medios de cultivo son determinantes para la identificacion de agentes etiologicos

» Tipo de muestra

Se seleccionan en funcion de: o
» Agente etioldgico

SOLIDOS LIQUIDOS
Agar Sangre Caldo de tiogliconato
Agar Chocolate BHI (Brain heart infusion)

Agar MacConkey LB (caldo de lisogenia)
Agar EMB (Eosin-methylene blue) Caldo selenito
Agar CAN (Colistina y acido naldixico) Caldo Todd-Hewitt
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4. Procesamiento
4.3 Siembra

Seguridad necesaria para la adecuada bioseguridad (nivel 2 o 3)

Incluye:

A. Pretratamiento
B. Siembra
C. Frotis o extendidos

D. Incubacion
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4. Procesamiento

4.3 Siembra

A. Pretratamiento

" |nnecesario

= Necesario
= Centrifugacion
= Dilucion
" Homogenizacion
= Filtracion
= Descontaminacion
= Tratamientos térmicos




4. Procesamiento
4.3 Siembra

B. Siembra

Hay que elegir el medio mas adecuado para identificar el agente etiologico deseado

Para seleccionar el medio se usa la bibliografia y manuales

Los medios mas empleados son:

Agar sangre y agar chocolate = No selectivos
Agar MacConkey o Agar EMB = selectivos de gramnegativos
Agar CNA - Selectivo de cocos grampositivos

Caldo de tiogliconato o BHI = Enriquecidos
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4. Procesamiento
4.3 Siembra

C. Frotis o extendidos

Permiten una vision directa o mediante tincion del agente etiologico

Rapidas y coste-efectivas

Mejoran el diagnodstico

Gramnegativas Grampositivas

Tincién de gram #ADAM.
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4. Procesamiento
4.3 Siembra

D. Incubacion

Se ha de hacer en las condiciones 0ptimas para el agente etiologico

» Temperatura: la mayoria entre 35-379C

»> Atmosfera
= Aerobiosis: rica en O,
" Enriquecida con 5-7% CO,
* Microaerofilica: O, reducido (5%) CO, enrique
= Anaerobiosis: sin O,

86

> Duracion:
= Suele ser al menos 48h
= QOrina 24h CEa—



5. Almacenamiento

Las muestras han de almacenarse el tiempo suficiente para resolver la peticén
» Al menos 1 semana a 4 2C por si se necesita repetir el analisis

» La congelacion NO es vélida si se quiere repetir la siembra posteriormente

» La congelacion solo se emplea para conservar molecularmente (PCR, antigenos...)
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Muestras con relevancia bioldgica

El movimiento de patdgenos se ve favorecido por:
» Globalizacion (COVID19)

> Bioterrorismo

Elevada mortalidad

Patogenos grupo IV . .
Ausencia de tratamiento

Ambos fendmenos crean alarma social y alteran
el funcionamiento normal de la sociedad
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Muestras con relevancia bioldgica

En Espana NO hay, por el momento, laboratorios de nivel de bioseguridad 4

ISCIIl = proyecto planteado

GSK = proyecto en construccion
Instituto

de Salud
Carlos I

El Centro Nacional de Microbiologia tiene un laboratorio de nivel 3

» Instalaciones con presion negativa
» Cabinas de clase Il
» Equipos de proteccién individual (EPIS) avanzados

Los laboratorios de nivel 2 se pueden adaptar a un nivel 3 con las modificaciones adecuadas
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Muestras con relevancia bioldgica

Cuténeo Intestinal Pulmonar e

W 4

\

:* .. .
* 1 ‘ / ) & o “”‘ \
OEE "

Bacillus anthracis (Antrax) —~ )
SEELIES fmrEsmam. A
. P g > ::. g Esporas
» Toxicidad cutanea por endotoxinas e A v’
» Llegan a ganglios linfaticos = septicemia y toxemia o
» Usado en bioterrorismo S
» Se puede trabajar en laboratorios nivel 2 b
» Evitar generacion de aerosoles st v
. . . Gangllo linfatico reglonal
> Cuidar limpieza de manos ’ ’
. . . s Linfadenltis hemorrégica
» Se transmite por aerosolizacién de sus esporas
Diseminacién linfatica Septicemla, toxenmla *
. y hematégena .~ %
» No se transmite de persona a persona Y N
oqueo linfatico

pulmonar

\|

Edema pulmonar

|

Muerte Muerte l?\Perte

Meningltis




Muestras con relevancia bioldgica

Francisella tularensis

» Reservorio en fauna silvestre
» Cocobacilo gramnegativo
» Alta infectividad = arma bioldgica
» Dispersion por aerosoles
» Se obtiene de diversas muestras
» Se puede aislar y cultivar
» Laboratorio de nivel 3
» Sintomas dependen de la via de entrada
» Glandular
» Ocular
» Orofaringea
» Pulmonar




Muestras con relevancia bioldgica

Yersinia pestis (peste neumonica)

Flea infects
» Alta mortalidad _‘mw‘ef mammal ﬁ‘-
» Se transmite de persona a persona ey Q 1 N
» Transmision aérea ‘ l ‘ ) l
. . Enzootnc Cycle Epizootic Cycle
» Laboratorio de nivel 3
L, ] . Infected m ”
» Con antibidticos la letalidad desciende al 15%  flea . Q_ ; kg
. . ‘~ \ b*-.. 4,
» Manipulacién con EPIS avanzados ’ Wit
mammal

Flea to human
transmission

Pupae‘ ;‘- Flea

‘ Flea Llfe Cycle l 0O 0
= - 6. -
ubonic
l
ogue () SR || ) human

l
Larvae f=m Egg Y Y

\l\)

plague i v -

Human to F W

!



Muestras con relevancia bioldgica

Burkholderia pseudomallei (melioidosis)

» Alta mortalidad

» Dificil tratamiento

» Se transmite por contacto directo y aerosoles
» No se transmite de persona a persona

» Laboratorio de nivel 3

» Manipulacion en cabina con EPIS avanzados
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Muestras con relevancia bioldgica

Otras enfermedades viricas de alto riesgo biologico

Coronavirus (SARS)
Gripe A

Ebola

Zika

» Minimizar manipulacion
» Diagnostico de sangre y otros fluidos
» Medidas de seguridad extremas
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Mision del laboratorio de microbiologia

Aplicar metodologia precisa para identificar,
género y especie, los microorganismos implicados
en procesos clinicos asociados a infecciones

$

Los laboratorios tienen que elaborar un
procedimiento normalizado de identificacidon

Homo Sapiens

Miembros del género Homo con una
frente alta y delgados huesos
craneales.

Hominidos con postura erguida y
cerebros grandes.

Hominidos
Primates con rostros relativamente
planos y vision tridimensional.

Primates
Mamiferos con claviculas y dedos
prensiles,

Mamiferos
Cordado con pelaje o pelo y glindulas
mamarias.

Cordados

Animales con columna vertebral.

Animales
Organismos capaces de moverse por
si mismos.
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Métodos de identificacion
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1. Fenotipicos

» Coste asequible
> Se basan en caracteristicas observables

» Mas usados

» Permiten identificar mejor los microorganismos
» Coste mas elevado
» Se basan en caracterizaciéon gendémica

» Se combinan con los métodos fenotipicos

» Limitaciones para algunos microorganismos
» Coste elevado

» Se basan en el estudio del proteoma

4. Inmunolodgicos

» Muy sensibles

> Coste elevado

» Se basan en la afinidad antigeno anticuerpo
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1. Métodos fenotipicos

Basados en la comparacion de caracteres externos del agente etiologico

problema con otros microorganismos conocidos.

ES EL METODO DE ELECCION
DEPENDEN DE CULTIVO NO sirven para identificar:

Permite: » Micobacterias = no se tiflen con tincidén gram

» Bacterias anaerobias

» Bacterias no cultivables (Ricketsias, Clamidias,
Espiroquetas)

» Bacterias no visibles al microscopio
(Micoplasmas)

» Aislamiento de microorganismo
» ldentificacion
» Realizacion de antibiograma

NO proporciona certeza absoluta:

La fiabilidad depende de la proporcion de ‘
caracteristicas que coincidan con el control
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1. Métodos fenotipicos

Se estudian caracteristicas

1. Microscopicas
2. Nutricionales
3. Macroscopicas
4. Bioquimicas

5. Resistencias



1. Métodos fenotipicos

1. Microscopicas

Se basa en el estudio a través del microscopio de |la muestra fresca o tras una tincion

La tincion mas utilizada es la tincion de Gram que se usa para un diagnoéstico provisional

GRAM-NEGATIVE GRAM-POSITIVE

i'l‘j‘: “n';"‘; “ “ ‘ ‘ ‘ “ ¥, Outer membrane
— Lipoproteins
- peptidoglycan <

o Periplasmic ——

IIIIIITIL RRIIIID e ¢ “l!l"llll SALLLNLLs

Cytoplasmic
membrane

‘ Lipopolysaccharides N Porin ’ Protein : . :
shutterstock.com - 224095714 Gramnegativas Grampositivas



1. Métodos fenotipicos

1. Microscopicas

: Dipl
Coco Diplococo enclgp(;cu(l):go Estafilococo
7 g . Pneumococo m
Caracteristicas observables: i
Barra alargada
. . Fusobacterium
» Forma: cocos, bacilos, cocobacilo, . o
. . 2, @
filamentados, irregulares _ { )
. Estreptococo ‘;;;: 'éoma
. . e 7 . . . 3 < 1brio Bdellovibri
» Disposicion: pareja, cadenas, racimos Sarcina Tétrada e
................. D
Te i C ) : : T i
Agrupacion bacteriana L Biipalizada ool 250
Cocobacilo Bacilo G e Corynebacteriaceae  Helicobacter pylori
@ a ﬂ“ pm— : E q
diplococo e e @ ‘ Diplobacilo . Sacacorchos
(estreptococos) oo =3 - Borrelia burgdorfen
X X
e ebrnen
II,II r eptobacilo
bacilos en - o
: bacilos formando 7 assirasagasay,
racimo empalizada ) L e W . .
(estafilococos) ( Haeenoph”us) caracteres chinos Prveer TM Tallo Filamento Espiroqueta
(Corynebacterium) Hifa

101



1. Métodos fenotipicos

1. Microscopicas 70 Q7 00 At
e 7 , < A- I .’.-
, . P a S :OQ‘ Capsule ;_I. '
Caracteristicas observables: 3 \‘lw'
’ e N

» Cdpsula: presente o ausente
» Esporas: terminales o subterminales

» Extremos: redondeados o puntiagudos

Bacterial spore position

Central Terminal Subterminal

Bacillus anthracis Clostridium tetani Clostridium botulinum

shutterstock.com + 1694328040
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1. Métodos fenotipicos

2. Nutricionales

Se estudian caracteristicas tras el cultivo de la muestra durante 24-48h

El crecimiento (o no) del microorganismo en cada medio nos permite determinar el
género de las bacterias.

Todo microorganismo necesita unos requerimientos para su crecimiento.

Permiten disponer
facilmente de las
colonias bacterianas

* Fuente de energia
 Fuente de carbono

* Fuente de nitrogeno
* Oligoelementos
e Sales

* Agua
e Vitaminas (opcional)
 Aminoacidos esenciales (opcional)

El crecimiento es mayor

disponibilidad de los

nutrientes ..




1. Métodos fenotipicos

2. Nutricionales

Segun su capacidad para permitir el crecimiento de microorganismos los medios se
clasifican en:

Basicos
Enriquecidos
Selectivos
Diferenciales
Cromogénicos

moO WP
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1. Métodos fenotipicos

2. Nutricionales

A. Medios Basicos

Son ricos en nutrientes y permiten el crecimiento de la mayoria de las bacterias

» Agar nutritivo =2 morfologia de colonias
» Caldo nutritivo = rapida proliferacion ’

» Agar sangre = suplementado con sangre ))

Agar nutritivo
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Agar sangre



1. Métodos fenotipicos

2. Nutricionales
B. Medios enriquecidos

Tienen una cantidad superior de ciertos nutrientes

Se usan para fomentar el crecimiento de bacterias
gue no crecen en medios basicos

» BHI (Infusidn cerebro corazon)

» Agar Columbia con sangre

» Agar chocolate = suplementado con sangre
calentada(factores V y X)

» Caldo tioglicato

Agar BHI

‘/ =

Agar Columbia con sangre

Agar chocolate



1. Métodos fenotipicos

2. Nutricionales

C. Medios selectivos

Solo permiten el crecimiento de determinados microorganismos
Se usan para la separacion de microorganismos de poblaciones mixtas

» Agar MacConkey = Gramnegativos

» Agar EMB - Enterobacterias

» Agar Sal-Manitol = Staphylococcus

» Agar Thayer-Martin = inhiben flora normal
» Agar Sabouraud dextrosa > Candida

N N\
\ ) »
; \ § NN
O N N \g\\ n' g

N SO SN R/

Agar sal manitol

Agar EMB



1. Métodos fenotipicos

2. Nutricionales o
Fermentadores fermentadores

de lactosa

D. Medios diferenciales

Permiten el crecimiento de varios microorganismos
Le dan unas cualidades visuales a cierto microorganismo

» Agar MacConkey = Fermentadores de lactosa
» Agar EMB - Fermentadores de lactosa

» Agar Sal-Manitol - Fermentadores de manitol
» Agar sangre = Hemdlisis

==

N

Agar sal manitol

Agar sangre Agar EMB



1. Métodos fenotipicos

2. Nutricionales
E. Medios cromogénicos

Tienen una sustancia cromogena que es catalizada por determinadas enzimas liberando un
compuesto con color.

» CHROMagar MRSA—> S. aureus
» CHROMagar ESBL—> b lactamasa
» CHROMagar Candida = Candida spp.

C. gfabra,()

CROMagar MRSA

C. tropicalis

CHROMagar&SBL
CROMagar Candida



1. Métodos fenotipicos

2. Nutricionales

Otras caracteristicas nutricionales

Atmosfera

* Aerobias estrictas: solo crecen en presencia de O,

* Anaerobias estrictas: solo crecen en ausencia de O,

* Microaerdfilas: crecen mejor en bajas concentraciones de O,
* Capnofilas: requieren mas CO, para crecer

Temperatura )
* Psicrofilas: crecen a bajas temperaturas 2-52C (optimo 10-15)

* Mesofilas, crecen a temperaturas entre 10-452C (Optimo 30-40)
* Termofilas, crecen a altas temperaturas 50-602C

—_—
—
o



1. Métodos fenotipicos

3. Macroscopicas

Hace referencia a caracteristicas visibles a simple vista

A. Morfologia de las colonias
B. Hemadlisis



1. Métodos fenotipicos

s e COLONIAS DE BACTERIAS
3. Macroscopicas
Hace referencia a caracteristicas visibles a simple vista FORMA DE LA COLORIA
A. Morfologia de las colonias .. %

PUNTEADA FILAMENTOSA RIZOIDE -
» Tamano: suele ser regular dentro de una especie . ' \’

> FO rma: CIRCULAR IRREGULAR FUSIFORME
= Borde: liso, rugoso o irregular ELEVACION DE LA COLONIA
[ .
Grosor: abultada o plana .
» Textura: seca o viscosa PLANA CONVEXA UMBLICADA
» Pigmentacion: dentro de una especie puede ELEVADA PULVINADA
haber cepas pigmentadas BORDES DE LA COLONIA
LISO LOBULADO

ONDULADO DESGASTADO 112 ESTRIADO




1. Métodos fenotipicos

3. Macroscadpicas

Hace referencia a caracteristicas visibles a simple vista

A. Morfologia de las colonias

» Tamano: suele ser regular dentro de una especie
» Forma:
= Borde: liso, rugoso o irregular
= Grosor: abultada o plana
» Textura: seca o viscosa
» Pigmentacion: dentro de una especie puede
haber cepas pigmentadas




1. Métodos fenotipicos

3. Macroscopicas

Hace referencia a caracteristicas visibles a simple vista
B. Hemadlisis

Algunos microorganismos producen hemolisinas que
lisan los eritrocitos de los medios con sangre

» Hemoblisis Alfa: lisis incompleta con halo verde
alrededor de la colonia (S. viridans)

» Hemdlisis Beta: lisis completa con halo blanco
alrededor de la colonia (S. aureus)

> Gamma: ausencia de lisis
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1. Métodos fenotipicos

4. Bioguimicas
Permiten la identificacion de los microorganismos por sus caracteristicas metabdlicas
La mayoria son reacciones enzimaticas:
» Catalasa: catalisis de H,0, en aguay O,
» Oxidasa: reduccién de O, en H,0 y H,O, (respiracién aerdbica)

» Ureasa: genera amoniaco
» Coagulasa: produce la coagulacion de la sangre

En desuso de forma aislada

Sustituidas por sistemas multiprueba
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1. Métodos fenotipicos

5. Resistencia a sustancias

Permiten la identificacion de los microorganismos por las sustancias que los inhiben

» Optoquina: inhibe el crecimiento de S. pneumoniae pero no otros Streptococcus
alfa-hemoliticos.

» Bacitracina: inhibe S. pyogenes, de tipo beta hemolitico.

» Solubilidad de bilis: algunas bacterias son lisadas por la bilis

» Crecimiento en caldo hipersalino: algunos microorganismos son capaces de crecer
en medios con una concentracion de cloruro sddico (> 6.5%)
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1. Métodos fenotipicos

Sistemas comerciales multiprueba

Combinan pruebas bioquimicas y de resistencia a sustancias para identificar microoganismos

Exigen unas condiciones muy precisas para su correcta aplicacion
Pueden dar errores

» Manuales:
= 10-50 pruebas simultaneas
= Agrupadosde3en3
= Resultado es un digito

» Automatizados
» 96 pocillos
» Inoculacion automatica
» Lectura automatica




1. Métodos fenotipicos

Flujo de trabajo

Microscopicas

é¢Concluyente?

Macroscopicas

Multipruebas

No mmmmm)
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2. Métodos moleculares

Secuenciacon rRNA 16S

Basados en la secuenciacion del ARN ribosdémico (rRNA) 16S

Prokaryotic Ribosome

Large subunit (LSU) Small subunit (SSU) Assembled ribosome
508 308 708
@ + we — §
« 5S(RNA * 16SrRNA
e 23SrRNA

Internal transcribed .
spacer (ITS Bacterial Genome
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2. Métodos moleculares

Secuenciacon rRNA 16S

Su analisis se lleva a cabo por secuenciacion que consta de:

B wN e

Extraccion de ADN cromosdmico: ya sea de la muestra o de la colonia aislada
Amplificacion del ADN extraido

Secuenciacion < _\F"
Alineamiento G — — J/
I‘ i l . Index
Muestra Extraccion Preparacion N " m I"“ II[ H'
de ADN de Biblioteca
A
S — o R ==
| !

Secuenciacion Analisis Bioinformatico
Abracadabra®

Mendelics
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2. Métodos moleculares

Secuenciacon rRNA 16S

Se usa para:

Cepas poco conocidas fenotipicamente
Cepas de dificil crecimiento (e.g. Nocardia spp.y Mycobacterium spp.)

Cepas que tardan mucho en crecer: se suele hacer |la secuenciacion sobre la muestra
Descripcion de nuevos patogenos

YV VYV

Consideraciones:

» A veces las bases de datos son incompletas o tienen baja calidad

» Si hay discrepancia entre técnicas moleculares y fenotipicas se han de repetir. Si se
mantiene la discrepancia, el genotipo se impone.
» Mas efectivas en infecciones monomicrobianas
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2. Métodos moleculares

Prokaryotic Ribosome

PCR multiplex 165-23S Largesubuni (1) Sl oubunk (63 Asoamed oserme
Diferencias con 16S: | + 0% — 3
» Amplifica 16S + region espaciadora (ITS) + 23S o 7 ves mna
> ITS es muy variable y da mas resolucion e s
» Utiliza varios primers (multiplex) e actaal Saome
» Amplifica distintas regiones al mismo tiempo  * .
» Diferencia especie y cepa N
» Se puede secuenciar o mirar la huella &
» En algunos casos no requiere cultivo 283 bp - 165 RN

«— 110 bp — crtd (Neisseria meningitidis)

« 283 bp - /16S rRNA

«— 177 bp - p6 (Haemophilus influenzae)

Son bastante caras y su uso se restringe a
situaciones urgentes marcadas por protocolos
(e.g. meningitis)

« 395 bp - lytA (Streptococcus pneumoniae)

« 283 bp - /65 rRNA

«~ 529 bp ~ fbsA (Streptococcus agalactiae)

«— 283 bp — 16S rRNA 122




3. Métodos proteomicos

Se basan en el estudio de la abundancia relativa de un conjunto de proteinas expresadas
por el genoma microbiano

Proceso:

» Extraccion proteica

» Digestion con proteasas
» Generacion de espectro
» Alineamiento

Pantoea agglomerans

Acinetobacter Iwoffi

—

Burkholderla cepacia

i Raoultelfa ornithinolytica

Staphylococcus aureus

Espectrometro de

Escherichia coli

ERER '4.000 vz 8.000

Figura 1. Diferentes perfiles de proteinas obtenidas para diferentes bacterias por MALDI-TOF MS

(cortesia bioMerieux).
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3. Métodos protedomicos

Espectrometro de masas

COMPONMNENTE ETAPA
Fuente de ionizacion: da carga ionica a los
fragmentos peptidicos resultantes de la digestion I 4 Resultado (Espectro)
» Electrospray: liquido Detector o Seteccion
> Desorcidn por laser (MALDI): sélido < R
ﬂ[? ﬂﬁﬂ
Analizador: separa los iones por masa
. o0 Separacion;
> Tlempo de vuelo (TOF) Tubo de vuelo QPE Analizador TOF
» Cuadrupolo
7 g e ——
Detector: produce la huella peptidica , o 1 g
Luz laser Aceleracion
o Desorcién/ionizacion
Muestra cocristalizada . L.
. por laser asistida en
con matriz

matriz{MALDI)



3. Métodos proteomicos

Ventajas
» Método muy rapido
» Permite identificar muchas especies
» No se altera por medios de cultivo
» Muy reproducible e interpretable

Desventajas
» Requiere bases de datos actualizadas
» Necesita calibraciéon y formacién
» Necesita colonias puras =2 cultivar
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4. Métodos inmunoloagicos

Deteccion antigénica

Se basan en la afinidad antigeno-anticuerpo

. Antigeno

Antigeno: molécula de origen microbiano
reconocida como extrafna por el sistema inmune

Fragmento unido-antigeno

Anticuerpo: gammaglobulina producida por las
células plasmaticas en respuesta a la
estimulacion por un antigeno. Tiene la -
capacidad de reconocer especificamente tal - W
antigeno por su correspondencia estructural.

Antigenos

Anticuerpo
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4. Métodos inmunoloagicos
Deteccion antigénica

Existen distintas técnicas basadas en este principio:

Contrainmunoelectroforesis
Aglutinacion
Inmunocromatografia
Ezimoinmunoanalisis (ELISA)
Immunofluorescencia

i & WINE

127



4. Métodos inmunoloagicos

1. Contrainmunoelectroforesis

Electroforesis + interaccion antigeno anticuerpo

Se usa con antigenos solubles

POLO - POLO+

(2 &)

Muestra Anticuerpos

Figura 1a

POLO - POLO+

Linea de precipitacion

Figura 1b
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4. Métodos inmunoloagicos

2. Aglutinacion

La interaccion antigeno-anticuerpo produce grumos
A B Rh
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4. Métodos inmunoloagicos

3. Inmunocromatografia

Los antigenos recorren un papel
cromatografico por capilaridad y se
topan con los antigenos

Se usan como método de
diagnodstico indirecto de infecciones

» 1gG: sube en segundas exposiciones
» 1gM: sube en primeras exposiciones

COoVID-18 COovViD.19  COVID-i9

A9 Ag

Ag
0 ml
o ; | el } C
T | T T
\-‘/‘/ ‘ S \.//

Negative

COVID-18

CoviD.19

Positive Invalid

Lateral Flow Assay Architecture

Antibodies conjugated Tag  Test Line Control Line
(Gold, Latex, Fluorophore, etc.) (Antibodies) (¢lgG Antibodies)

il

/

Pteds C g
LAy apilany Tiow A0

Nitrocellulose
Membrane

Sample Conjugate Wicking

Pad Pad

Test Line Control Line

(Positive) (Valid Test)
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4. Métodos inmunoloagicos

4. Enzimoinmunoanalisis (ELISA)

La reaccion antigeno-anticuerpo se detecta por una enzima que produce un cambio de color

» Directo: solo anticuerpo lario @
> Indirecto: anticuerpo lario y 2ario
. ’ . Chromogen/
» Sandwich: el antigeno se une a un anticuerpo en la placa Secondary g Substrate
antibody ="
» Competitivo: el antigeno compite con el marcado

reaction
conjugate

Primary
antibody

Sustrato

- J
O Sustrato -"}*r{f
&5
© rS“ \i?:::f:;;‘:* “,:::'z:,o, Pintigen
secundano \ /‘
/ \Con,ugado de / \ \1 r \
Anticuerpo de captura

anbicuernno
pomano

ELISA directo ELISA indirecto ELISA sandwich ELISA competitivo Well bottom
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4. Métodos inmunoloagicos

5. Inmunofluorescencia

La reaccion antigeno-anticuerpo se detecta por una fluorocromo acoplado al anticuerpo

Requiere de microscopio de fluorescencia

» Directa: solo anticuerpo 1lario
» Indirecta: anticuerpo lario y 2ario

A) Inmunofluorescencia directa B Inmunofluorescencia indirecta
Fluoréforo

, Anticuerpo secundario .
Fluordforo j k
Anticuerpo primario - Anticuerpo primario \
N

N

, Laminilla con , Laminilla con
Antigeno /— células fijadas Antigeno /— células fijadas
/ / \ / 7 4 \l

| 1 L J
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IDENTIFICACION BACTERIANA

CONCLUSION

Existe una gran variedad de técnicas para identificar muestras microbiologicas

Para elegir el procedimiento adecuado hay que usar el sentido comun basandose en:

» Eficacia: que sea util para el diagndstico
» Eficiencia: que siendo util requiera los minimos recursos
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TEMA 6
Antibiograma

Analisis Biologico y Diagnostico de Laboratorio
Nacho Escrig, PhD
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Resistencia a los antibioticos

Es una de las mayores amenazas para la salud mundial (OMS)

Causan la muerte de 1.27 M personas por afo

33.000 de estas muertes en Europa ®

4.000 de estas muertes en Espana

Es un fendmeno natural acelerado por:

» Uso innecesario de antibioticos
> Pautas inadecuadas de antibi6ticos #
» Uso incorrecto de antibidticos

» Uso de antibidticos en alimentos




Antibiograma

Metodos estandarizados para orientar la seleccion del antibiotico a utilizar en un
paciente con una infeccion bacteriana

Aportan informacion:

Cualitativa: indica si el agente etioldgico es sensible al antibidtico o no

Cuantitativa: indica la concentracion minima inhibitoria (CMI)

Esta informacion es especifica de cada par microorganismo-antibiotico

Clasificacion de las bacteri ) EUROPA
asificacion de las bacterias en: . European Committee
on Antimicrobial
Sensible: indica alta probabilidad de éxito terapéutico EUCAS-LIJ-S:SC@%"WTM"Q
Intermedia: indica un efecto terapéutico incierto / EKIBNC;EQI'FOA}%[(D
Resistente: indica una alta probabilidad de fracaso terapéutico / STANDARDS

| INSTITUTE® 136



Métodos de realizacion de antibiograma

Existen dos métodos

—

/ N\
/ |

aadaa W
A. En agar Y W< _ | .
e TP ) | 32 168 4 2 1 05 025.C

4 60;11/111[ 30111] - 15uml 7.51111] -- = '—a' - q ? X ‘Y 86
= , -8 = . r ' U { | : ,
/ \ / 3 / "”‘\‘_‘ £ 2 - ‘ | B -

1. Método de dilucion:

& 1

B. En caldo

C. Microdilucién (GOLD standard*)
2. Método de difusion:

A. Discos

B. E-test

Se suelen usar dos métodos que se
complementan en informacion

*El GOLD standard es el método de referencia, con el cual se evaluan los demas 137



1.A. Método de dilucion en agar

Permite la determinacion de la CMI en un medio sdlido (cuantitativo)

Preparacion de placas de agar con distintas concentraciones de antibiético
Inoculacion del microorganismo a una concentracion determinada
Incubacioén
Lectura

BON =

La CMI sera indicada por la
placa con menor concentracion
gue impida el crecimiento de
colonias
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1.B. Método de dilucion en caldo

Permite la determinacion de la CMI en un medio liquido (cuantitativo)

Preparacidn de distintas diluciones de antibiético
Inoculacion del microorganismo a una concentracion determinada
Incubacioén

Lectura C M |

(concentracion minima inhibitoria)

Es la minima cantidad de un antibidtico que es capaz
de impedir el crecimiento de un microorganismo.

v

BON =

CMI=4ug/mL
l__Z‘._,__3_No hay elrzcimientoé____T/ 2_ :L 0.5
0000000
EEEE RIS Ay
=~ I = E
N’ I\/i "\*/ ;\,/ 'I \) b Q QJ:: 199



1.C. Método de dilucion - microdilucion

Permite la determinacion de la CMI en un medio liquido (cuantitativo)

Preparacion de distintas diluciones de antibiético en una p96
Inoculacion del microorganismo a una concentracion determinada
Incubacioén

Lectura

BON =

Es el método mas utilizado por estar comercializadas las placas con las diluciones de los antibioticos ya hechas

La lectura de este metodo se puede automatizar

» Espectrofotometria
» Turbidometria

- -.‘ . \
\-'\\\ \\\.\s\“’«ﬂ’ﬁ
) X ) ] | :‘
¢ ~\.',\.x\ \\ " " W ‘R
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2.A. Método de difusion en agar por discos

Permite la determinacion de la sensibilidad a un antibidético en un medio sdlido

Cultivo de las bacterias
Aplicacion de discos con una concentracion fija de antibiético
Incubacioén

Medida del halo

BON =

La medida del halo se
compara con los estandares
del CLSI| y EUCAST

No permite calcular la CMI

CUALITATIVO
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2.A. Método de difusion en agar por E-test

Permite la determinacion de la CMI en un medio solido

1. Cultivo de las bacterias

2. Aplicacién de tiras E-test con un gradiente de concentraciones de antibiético
3. Incubacién

4. Medida del punto de interseccién €|

El punto de corte con la banda indica la CMI

96
64
48
32
24
16
12
2
4 4

CUANTITATIVO 3 |
15 §
1.0
75
50
38
25
19

023
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Controles del antibiograma

Se deben llevar a cabo unos controles diarios con cepas estandarizadas
establecidas por las sociedades cientificas con unos valores de CMI determinados

De esta forma se calibran los sitemas, especialmente los automatizados

FURCPIAN SNV TTH)

UM AN IMILgE I

SUSCEFTIE Y TESTNG
fwiEpeen Secwiy Limuca N IAisgy @ ' Lan

Unesswrs

Routine internal quality control as recommended by EUCAST
Version 3.1, valid from 2013-01-01

Escherichia coli ATCC 26922
Pseudomonas aeruginosa ATCC 278583
Staphylococcus aureus ATCC 29213
Enterococcus faecalis ATCC 25212
Streprococcus pneumoniae ATCC 49619
Haemophilus influenzace NCTC 8468

Campylobacter jejuni ATCC 33560
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Informe del antibiograma

El informe ha de ser:
» Claro
» Conciso
» Facil de leer

UTIL

En el informe no se incluye informacion cuantitativa, unicamente si la bacteria es:

Sensible: indica alta probabilidad de éxito terapéutico
Intermedia: indica un efecto terapéutico incierto

Resistente: indica una alta probabilidad de fracaso terapéutico
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Informe del antibiograma

Resistencias intrinsecas: propias de una especie determinada

Ampicilina
Citrobacter freundii Amoxicilina clavulanico

Enterobacter aerogenes Cefazolina
Enterobacter cloacae

Cefoxitina

Proteus mirabilis Nitrofurantoina

En caso de resistencia intrinseca no se probaran estos antibidticos en el antibiograma

Se incluira en el informe la resistencia intrinseca
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Informe del antibiograma

Fenotipos excepcionales de resistencia

Resistencias poco communes a dia de hoy (podrian ser mas comunes en el futuro)

Enterobacterias Carbapenemas

Gonococos Ceftriaxona

Neumococos Vancomicina

Es importantisimo confirmar estas resistencias antes de incluirlas en el informe
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Seleccion de antibioticos a testar

No se prueban todos los antibioticos existentes

El CLSI los clasifican en 6 grupos a incluir en el antibiograma

Clasificacion A

Clasificacion B
Frecuencia de inclusion

Clasificacion C Frecuencia de reporte

ClasificacionD Frecuencia de uso

Clasificacion E

Clasificacion F
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Seleccion de antibioticos a testar

Clasificacion A ClasificacionB

Antibioticos de primera linea Antibioticos secundarios

Alta relevancia clinica
Buena eficacia
Disponibles para su uso

Siempre se incluyen

Se reportan si:

Siempre se incluyen Hay resistencia a grupo A
Pacientes con alergias a grupo A
Siempre se reportan Infeccion grave

Localizacion especial
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Seleccion de antibioticos a testar

Clasificacion C

Antibidticos complementarios

Uso limitado
Alternativa de rescate
Pueden tener mayor toxicidad

Se prueban en casos especiales

Se reportan en casos especiales

Clasificacion D

Antibidticos suplementarios

Se prueban en contextos especificos

Se reportan en contextos especificos

D1: sitios especificos de infeccion
D2: microorganismos multirresitentes
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Seleccion de antibioticos a testar

Clasificacion E

Clasificacion F

Antibioticos para detectar resistencia Antibioticos no recomendados
No hay suficiente evidencia clinica

Se prueban para detectar Uso experimental o no aprobado

mecanismos especificos de

resistencia No se prueban

| No se reportan
No se reportan clinicamente
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Seleccion de antibioticos a testar

¢Se prueban? cSereportan? Uso
A Si Siempre Primeralinea
B Si Selectivo Alternativa
C Aveces Casos especiales Rescate
D Aveces Contexto especifico :On;e,(cif;?;reeio resistencias
E Si No Deteccidén deresistencia
F No No No recomendado
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Bacteremia y fungemia

Es una de las prioridades del servicio de microbiologia clinica

Tienen una mortalidad de entre el 10 y el 30%

Bacteremia: presencia de bacterias en sangre

Fungemia: presencia de hongos en sangre,
normalmente Candida spp.
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Causas de la bacteremia y fungemia “«

Meningitis * Infeccién de origen desconocido

El foco de infeccion puede ser:
* Virus, tales como SARS-CoV-2

Extravascular:
2 : N F At Infeccion de
a través de los capilares o vasos linfaticos oiel v tejidos Netionls
blandos
» Heridas quirurgicas ' Infeccion del torrente
> Infecciones gastrointestinales Infeccién relacio- ‘. el o
: : : : nada a catéter
» Infecciones genitourinarias Infeccién abdominal ei.

* apendicitis
Intravascular: Infeccion del , e
a través de los propios vasos sanguineos b DL vesicula, etc.

» Endocarditis (infeccion en el corazon)

» Catéteres contaminados (fungemia)
Enterococcus Enterobacterias

Staphylococcus (e.g. escheriquia
El 25% de los casos tienen un origen desconocido Streptococcus Fo) Salmon%ﬂla)



Sintomatologia de la bacteremia y fungemia

Tras la infeccion y si el microorganismo llega a sangre se produce:

Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS)

» Resulta de la activacion general del sistema inmune

» Subida de temperatura, frecuencia cardiaca y respiratoria

» Aumento de recuento leucocitario (células inmunes en sangre)
Sepsis

» Disfuncion organica que amenaza la vida del paciente
» Se monitoriza por una escala de sepsis

Shock séptico

» Alteraciones metabdlicas, circulatorias y celulares
» Altas probabilidades de muerte




Escala de SOFA: Sequential (Sepsis-Related) Organ Failure Assessment
(Adaptada de Singer et al.)
Abreviaturas: PaO; (presion arterial de oxigeno), FiO: (Fraccion Inspirada de Oxigeno), Bb (Bilirrubina), SNC
(Sistema Nervioso Central), GCS (Glasgow Coma Scale), PAM (presion arterial media), dosis de catecolaminas en

pg/kg/min.
Puntuacion
SISTEMA 0 1 2 3 4
Respiratorio < 200 < 100
(Pa0/Fi0z) >400 < 400 < 300 Con soporte Con soporte
mmHg respiratorio respiratorio
Coagulacion
(p'aquﬁtf)s x 103 >150 < 150 < 100 <50 <25
Hepatico
(Bb, mg/dL) =2 1,2-1,9 2,0-5,9 6-11,9 >12
SNC {5
(GCS) 13-14 10-12 6-9 <9
Dopamina 5,1-15 ~
PAM > 70 Dopamina < 50 o adrenalina < g%?:g'l?ﬁailos f
Cardiovascular PAM > 70 mmHg e dobutamina a 0,10 s landie g
9 cualquier dosis  noradrenalina < > 01
0,1 4
Renal
Creatinina <01 12-1.9 2,0-34 3,5-4,9 >5
Diuresis rots <500 mL/24h <200 mL/24h
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Diagndstico

El principal método de diagnostico es el HEMOCULTIVO

Permite:

» Determinacion de bacteremia/fungemia
» Aislamiento del microorganismo
» Aplicacion de antibiograma

La concentracion microbiana es extremadamente baja (0.1 UFC/ml), por lo que se debe usar un
medio de cultivo altamente enriquecido

La sensibilidad depende de:

» Volumen de muestra
» Momento de extraccion (SRIS, sepsis, shock)
» Ausencia de tratamientos antibioticos previos

La principal desventaja es que es un método lento en comparacion con el rapido desarrollo de la

patologia
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Flujo de trabajo

1. Toma de muestra
2. Transporte y conservacion
3. Analisis de la muestra

4. Procesamiento de positivos
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JAase de Fase Fase Fase de muerte
e O m a e m u e S ra S atencia exponencial estacionaria
—r——— > ———>

Crecimiento | #
tedrico

¢Cuando?

» Justo antes de que aparezca la fiebre
» 1h después de la entrada de microorganismos en sangre
» Punto marcado por comienzo de escalofrios

Registro de niumero de bacterias

» Antes de administrar antibidtico Tempo >

¢Cuanto?

M
A
v
a
v

% VOLUMEN SANGRE ~ VOLUMEN SANGRE ~ VOLUMEN SANGRE  VDLUMEN SANGRE
» 10-20 ml en adultos ! oM 1-5 M| = 10 M|
» frasco aerobio y anaerobio i 7
» 1-5 ml en nifios lam | - 9 = \
» frasco aerobio e et B " Pods PluslF |
Aerotio | Mioobactrias] Aerobio < Anagrobica

“% P &
éComo? (Acuifo) 4"%2’2'9"3] | Uedidiicn) (hduifo
: L, o>

; -
| W-faﬂﬂﬁ& w fiocir
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» Desinfectar la zona
» Toma rapida sin cambiar de aguja




1. Toma de muestras

\\

Cuando haya un pico febril, o si se Realizar antes de comenzar con el Si existe bacteriemia, no importa
indica antes tratamiento antibiético cuando se haga la extraccion

; : &
.c’s ' ALCCHO
‘:c ¥
7 -
Frascos de hemocultivos jeringa de 20¢C con agupd Clorhexiding ol 2% Gasas, guantes y pafo Compresor, guantes no estérile
INtravenosa y'o palomiiia Alcohol 70¢ (TODO ESTERIL y esparadrapo
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1. Toma de muestras

Tabla 1. Metodologia a seguir para la extraccion

de un hemocultivo

1.- Utilizacién de guantes y mascarilla

2.- Limpieza con clorhexidina de los tapones de
los viales

3.- Seleccion del lugar de la extraccion (no obte-
ner la sangre a través de catéter)

4 - Desinfectar la piel con clorhexidina y dejar
actuar

5.- Realizar la puncién sin tocar la piel del pa-
ciente con la mano

6.- No poner en contacto la aguja con el algodon
7.- Extraer la sangre necesaria para que se pue-
dan anadir 10 ml de sangre en cada frasco en el
caso de los adultos y entre 1 y 5 ml en el frasco
pediatrico

8.- Inocular primero el frasco anaerobio evitando
la entrada de aire

9.- Inocular después del frasco aerobio; no es
necesario anadir aire

10.- Inocular el resto de los tubos si los hubiere
(bioquimica, etc.)

11.- Agitar suavemente los dos frascos

12.- Llevar de forma urgente al Servicio de Mi-
crobiologia

13.- Si no fuera posible, mantener a temperatura
ambiente
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2. Transporte y conservacion

tencia exponencial estacionaria
—P—— > 4+——p 4

%

Crecimiento, #
tedrico

Mantener a temperatura ambiente hasta llegar al laboratorio

NO guardar en nevera > muerte de los microorganismos

Registro de nimero de bacterias

NO meter en incubador - podrian llegar a fase estacionaria
impidiendo su posterior deteccion

Analizar antes de 2h desde su extraccion
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3. Analisis de la muestra

Los tubos contienen unas resinas que cambian de color por el
crecimiento bacteriano

Esto se detecta automaticamente en un equipo que mantiene
los frascos a 37°C vy registra:

» Momento de entrada del frasco

» Curva de crecimiento del microorganismo
» Tiempo de positividad

» Cantidad de sangre que contienen

Liquid Culture
_,_,,// Medium

‘-

— Sensor

Reflected \
light o . |
\ !

Photodiode




3. Analisis de la muestra

Precauciones:

» Muy importante verificar el estado de los frascos al entrar al laboratorio

» Un frasco en mal estado puede comprometer la deteccion dando falsos negativos
» El retraso de incubacion puede comprometer la deteccion dando falsos negativos
» Los frascos se incuban 5 dias antes de informarse como negativos

» Los positivos se procesan en cuanto el sistema comunique su positividad
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3. Procesamiento de positivos

A. Tinciones:

Se lleva a cabo una tincién de gram

Gramnegativas Grampositivas

Se observa al microscopio para extraer todas las caracteristicas morfolégicas que
puedan contribuir al diagnéstico
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3. Procesamiento de positivos

B. Subcultivos:

Se usan unas gotas del frasco para cultivarlas en distintos medios de cultivo

Siempre se incluye agar sangre y/o agar chocolate

Se mantienen a 37°C y se comprueban diariamente

Agar sangre Agar chocolate

La sangre del frasco anaerobio se emplea para cultivos en atmosfera
» Anaerobia
» Microaerdfila
» Capndfila
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Flujo de trabajo (resumen)

HEMOCULTIVO
‘ ‘ Procesamiento muestras

2 frascos/toma:
aerobia/anaerobia
(con/sin quelante).

https://www.youtube.com/watch?v=FgGy4MCDSL4 167


https://www.youtube.com/watch?v=FgGy4MCDSL4

Interpretacion de los resultados

El informe de los resultados debe ser CLARO, CONCISO y FACIL DE INTERPRETAR

Falsos positivos:

» Normalmente por contaminacién con flora de la piel
» Informar de la contaminacion
» Volver a tomar muestra mejorando la asepsia

Resultados clincamente relevantes

» Informar de forma inmediata (aun sin antibiograma)
* |ncluir comentario que pueda ser importante en el
resultado
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Bioseguridad

La sangre de los frascos de hemocultivo puede contener otros agentes infecciosos

VIH
VH
Bacterias de categoria lll (e.g. Brucella spp) \

)

SIEMPRE MANIPULACION DE SANGRE =
HUMANA EN CABINA DE FLUJO f\ M

) ; ,‘ ~ -
e
/19

RESPETAR LAS NORMAS DE SEGUIRIDAD
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Control de calidad

Se ha de mantener el manual de procedimientos actualizado y con la descripcion exhaustiva de
la metodologia para llevar a cabo el hemocultivo

El laboratorio ha de trabajar para mejorar:

» Eficacia: aumentar el numero de hemocultivos que puede hacer
» Efectividad: reducir contaminaciones

» Eficiencia: para mejorar la administracion del tratamiento de forma precoz.

Objetivo: diagnostico en menos de 6h tras la positividad del hemocultivo
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Métodos de diagnostico no basados en cultivo

El diagndstico rapido de sepsis condicionan la evolucion del paciente

La gravedad de la sepsis ha hecho que se implementen nuevos métodos para la deteccion de
bacterias y hongos directamente en:

» Muestras de sangre periférica
» Hemocultivos positivos

Métodos de amplificacion de ADN

Espectrometria de masas

Pantoea agglomerans
« 283 bp - 165 rRNA
Acinetobacter lwoffi

«— 110 bp - crtd (Neisseria meningitidis) O
U] cepacia

« 283 bp - /16S rRNA Raoultella ornithinolytica

Staphylococcus sureus

« 177 bp — p6 (Haemophilus influenzae) s P—
I Escherichia coli
«— 395 bp - IytA (Streptococcus pneumoniae) "2.000 == 8.000

174
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«- 283 bp - 165 rRNA Figura 1. Diferentes perfiles de proteinas obtenidas para diferentes bacterias por MALDI-TOF MS
(cortesia bioMerieux).
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Métodos de estudio de sensibilidad a antimicrobianos 'Z‘qf:‘r

La instauracion del tratamiento rapidamente condiciona la evolucion del paciente

Normalmente el antibiograma se haria sobre los subcultivos tras el positivo del hemocultivo

Para reduclr tiempos se emplean:

Métodos fenotipicos
Métodos de amplificacion genémica ) Presente

1

2.

3. Meétodos de imagen
4. Citometria de flujo

5. Andalisis de bioluminiscencia mm—) Futuro
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Métodos de estudio de sensibilidad a antimicrobianos

1. Meétodos fenotipicos
Se aplican directamente desde el frasco de hemocultivo positivo

Se usan principalmente:

» Antibiograma de difusion en discos
» Antibiograman de diffusion E-Test

Estos métodos no estan avalados por las sociedades cientificas pero muchos estudios han
demostrado excelentes resultados
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Métodos de estudio de sensibilidad a antimicrobianos

2. Métodos de amplificacion gendémica

» Detectan la presencia de microorganismos patdogenos
» Detectan la presencia de genes asociados a resistencias a antibioticos

¢Bacteria? ; 5
-2 di | (AST:4-5d
P 1-2 dias §: Método actual ( ias)

¢ Qué antibiético?

~5 - — @ — Hll - I
(\ ) e 0S0800808

vy = Cultivo Identificacion Cultivo puro AST Seleccion del

K — N del patégeno \ tratamiento
¢ antibiético
Nt N\ o
,l .-f‘ *.-. - ~’*37 —a D . .
~ )
===\
NGS

S

¥,
e

E;t;a[;:ﬁuon Analisis Identificacion del patégeno chrome-
bioinformatico Deteccion de ABR extension://efaidnbmnnnibpcajpcglclefindmkaj/https://riull
s i R WO AR desscuencies  Inierencia dol lencipo .ull.es/xmlui/bitstream/handle/915/41870/Aplicaciones%?2
Muestra-AST: secuenciacion metagenomica <24h ‘ 1 , —a 0de%20la%20secuenciacion%20masiva%20para%20la%?2
r;‘,‘:,ss";‘;gif,: e 3"2?;';’5:?:;;2” — ‘:jz:‘ Oprediccion%20de%20la%20resistencia%20bacteriana%?2

0a%20los%20antibioticos.pdf?sequence=1&isAllowed=y
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Métodos de estudio de sensibilidad a antimicrobianos 'Z‘qf:‘r

3. Metodos de imagen
» Basado en una combinacion de electrofiltracion en gel y FISH (hibridacion in situ fluorescente)

» Permite identificar 10 especies bacterianas en 90 minutos
» Si se combina con antibidticos se puede determinar la CMI en unas 7 horas

Accelerate Pheno™ System

System Module Kit

* 1-4 module(s) * Automated pipetting robot « 48 flow-channel cassette
* Control & Analysis PCs + Digital camera + Reagent cartridge

* Touchscreen monitor « Custom microscope « Sample vial

IR Identification -

1
] ' — I ¥
3 | 2 = 1
A oA g v @
o ) 3 y B »
+=RC ’_' — '; —
2o &) —
: , b4 + + +

' v | »
RBC Lysis Filtration Immobilization FISH Probes Microscopy Imaging 175
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Métodos de estudio de sensibilidad a antimicrobianos e

4. Citometria de flujo

N

» Basado en el uso de distintos fluorocromos para la identificacion bacteriana
» Si se combina con antibidticos se podria determiner la sensibilidad
» Es un método costoso y necesita mucha especializacion

Inyector 7
v 5 ~ | 'I'
' F

A ~amarillo

A =rojo
Detectores de
fluorescencia

FL1
A ~verde

33 Side Scatter (dispersion lateral)

F$ Forward Scatter (dispersién frontal)

Chlorophyll
10 10° 10° 10¢

10°

By 4
. B e v
- PRy Lo P .
Picoeucaryotesif.™. - )
® . o I . {

S
: Synechococcus
oy

Chlorophyll
\ 10°

e
y Billes 0.98 um

" Billes 0.98 um 2 ‘
LN e e .
Prochl us " “Prochlorococcus
3 9 .
100 100 104 100 10' 10° 10° 10
Side Scatter Phycoerythrine
&
Prochlorococcus z Synechococcus Picoeucaryotes
@ 4
8 £
E
| | ‘
o4 Ow R e e a——
10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
Chicrophylle Chorophylle Chlorophylle
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Meétodos de estudio de sensibilidad a antimicrobianos

5. Analisis de bioluminiscencia

» Basado en el uso de luciferina para producir bioluminiscencia
» Si se combina con antibidticos se podria determinar la sensibilidad

» No identifica el patégeno

» Puede dar interferencias el ATP humano

» Es costoso

Luciferina

ATP+0, AMP + CO,
HO .~ | >_2_‘ M HD\‘F; >_<5 + hv 560 nm
= ’ ;:I ’J\CUUH mf hlﬂ
Luciferina Oxiluciferina
| R:-Jﬂccitin de luciferina a oxiluciferina mediante luciferasa de luciérmaga con emision de luz de 560 nm de longitud
de onda,
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Microbiota y Microbioma

MICROBIOTA

Es el conjunto de microoganismos (bacterias, hongos, virus, arqueas, parasitos) que habitan en
nuestro cuerpo

» Comensal
> Mutualista SIMBIOSIS
» Patogena

MICROBIOMA

Ambiente relacionado con la microbiota

En un individuo adulto se estima que

el numero de bacterias es del mismo
orden que el de células humanas.
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Microbiota y Microbioma

La microbiota se encuentra en diversas
localizaciones corporales que constituyen
microbiomas complejos y adaptados al
ambiente

La microbiota intestinal es la mas compleja y
abundante

El comportamiento de la microbiota es
mutualista y simbiético

La microbiota y el microbioma de cada persona
es unico

Se esta estudiando como herramienta
terapéutica > Trasplante de heces

No cultivable = secuenciacion rRNA 16S

Microbiota
pulmonar

Funcién:

También en la
mucosa de la nariz,
traquea y
bronquios existe
una microbiota
pulmonar que
cuida tus vias
respiratorias.

Microbiota
cutanea

Funcidn:

Protege contra los
patégenos invasivos.
La alteracion de la
microbiota cutanea
favorece las
infecciones de la piel.

Microbiota oral
Funcion:
Contribuyen con la
salud bucal e incluso
ayudan a digerir
algunos alimentos.

Microbiota
intestinal
Funcién:

Ejerce un papel
clave en el proceso
digestivo y la
regulacién
metabdlica del
hospedado.

Microbiota
vaginal

Funcién:
Proteger a este
érganoc femenino
y contribuir con
su buen
funcionamiento.




Microbiota y Microbioma

-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

@2 8 b

El ser humano tiene EL MISMO Nuestra microbiota El microbioma
NUMERO de células que de bacterias PESA APROXIMADAMENTE 1KG de cada individuo ES UNICO
»° C’b ;
NO PODRIAMOS VIVIR La mayor parte de nuestro microbioma
SIN nuestro microbioma SE ENCUENTRA EN EL INTESTINO

l" 5

fo:BVF
Barcelona
Macula
Foundation

www.barcelonamaculafound.org Rosaareh for aian
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Microbiota y Microbioma

Boca Canal auditive

M Actinobacteria
B Firmicutes
Bacteroidetes
I Proteobacteria
Fusobacteria
Ml Otros

Esofago Nasofaringe

Orofaringe

Estémago

Intestino delgado 7 ,r : Vagina
t

Intestino grueso
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Determinacion de microbiota

Para determinar la microbiota se han usado cultivos microbiolégicos
Hoy sabemos que muchas bacterias de la microbiota no son cultivables
Por ello se usan técnicas de secuenciacién masiva (rRNA 16S) y analisis masivo de datos (dmicas)

5
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e

- - Ay - o ‘[ e ] )
S ' Glovannoni et al., -
Carl Woese perform the first
M propose rRNA microbial community
Robert Ko('h isolates YA study by 165 rRNA
microorganisms using taxonomy libraries I /
solid cultures i -~

o Number of metagenomic publications 5

2005

1998 2006 2008 2011 2015

Lecuwenhoek Winogradsky Kary Mullis Handelsman et al., GA sequencer PacBio RS sequencer
reports his microbial ecology develops PCR propose the term from Solexa is is released
observations about experiments ‘metagenomics’ released
oral microbiota . Fred Sanger First NGS machine Hut!\an Miu?bio_me Ocean Samplig Day
develops DNA released by Roche Project publication

sequencing C e g il e O e
. p — IRy P e s SR 2 e Sl
o ~ . 3

L e ™ \ e, e R
- ) - E 3 - [ > X "-‘ P ‘
.= DS - S , O ) O . o ;. &
N 2 )| O ' % % £
g - [ O € e
— weay e l_ = P IR R 183
P adh ad Fonns bexp s (o m Mhove erg bt araii of ‘ Stbrmamot o, 3003 - o _L!;C;.'-n‘k ;4’;0;0:4-«'—;7.‘




Eubiosis y disbiosis

La eubiosis es el equilibrio saludable de las poblaciones que forman la microbiota

» Diversidad microbiana adecuada (5.000 especies en todo el organismo)
» Predominancia de microorganismos beneficiosos

La disbiosis es el desequilibrio de las poblaciones que forman la microbiota

> Pérdida de diversidad o funcionalidad microbiana
» Disminucion de microorganismos beneficiosos
> Se asocia con el desarrollo de enfermedades

La disbiosis tiene distintas causas entre las que se encuentran: ; .y ©°_©° 4
; ﬁ}
» Uso de antibidticos ! w
» Malos habitos alimenticios Se mide por el ratio entre VL
> Estrés bacterias positivas y

> Infecciones negativas 184




Eubiosis y disbiosis

N

Eubiosis
Microbiota intestinal equilibrada

Caracterizada por:
« Mayor presencia de microorganismos

beneficiosos para el organismo

Se relaciona con:
« Un buen estado de salud

Disbiosis
Microbiota intestinal desequilibrada

Caracterizada por:
« Mayor presencia de microorganismos
daninos y oportunistas

Se relaciona con el desarrollo de:
« enfermedades intestinales

inflamatorias, cancer, estrés...

Alto consumo de;:
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Microbiota intestinal

™~
Beneficios de la
microbiota intestinal

Se origina en el utero gracias a la flora placentaria Beneficios metabdlicos:

Fermentacion de las fibras contenidas §
en los alimentos y del moco intestinal
para la formacién de acidos grasos de
. ., . . cadena corta, utilizadas por las células del
Alcanza su madurez con la alimentacion sdlida (2-3 anos) intestino para producir energa.

Sintesis de vitaminas como la Ky la B12.
Conversion de sales biliares y acidos biliares en
el intestino para mejorar la digestion de las

Es la mas abundante

grasas.
No existe un “estado normal” - alta variedad interpersonal L

@ Beneficios troficos:

Desarrollo y equilibrio del

sistema inmunoldgico.

. . . ] ) ) ] % Fontrql del crecimie'ntoy

La diversidad y el equilibrio entre especies definen su salubridad Titonamee de e s
Funciones: St s
» B fecto barrera:
Proteccion contra
> Protegen de microorganismos patégenos oI i o e
> Ayuda en la digestion g el

y rapidos en su composicion.

» Produccion de vitaminas (B y K)
» Estimula el sistema inmune




Microbiota intestinal

PROTECCION
ENFERMEDADES. MENTALES,
ALZHEIMER,DEPRESION,
PARKINSON....

)

FUNCIONES
MICROBIOTA

PROTEGE
ENFERMEDADES
CARDIO-
VASCULARES

POTENCIA
LA INMUNIDAD
INNATA,FRENTE AL CANCER

PROTECCION
FRENTE A
PATOGENOS

FAVORECE
DIGESTION
ABSORCION
NUTRIENTES

+

SINTESIS
VITKY B12

PROTEGE DE LA
DIABETES Y OTRAS
ENF.METABOLICAS
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Composicion de microbiota intestinal

Efectos patogenos/perjudiciales # Funciones promotoras de salud

Ps-Aeruginosa

Produccion
patégena de toxinas
Diarrea
constipacion
Infecciones

Dano Hepatico
Cancer
Encefalopatia

Produccion de
carcinogenos

Putrefaccion
Intestinal

T550n.&Roberfroid. 1994

Proteus
Staphylococci
Clostridia

Veillonellae

Enterococci

Lactobacilli
Streptococci
Eubacteria
Bifidobacteria

Bacteroides

Number/g faeces (log 10 scale)

Inhibidores del
crecimiento de

'| bacterias

perjudiciales

Estimulacion de
funciones inmunes

Ayudaen digestion
y/o absorcion de
ingredientes de la
comida/ minerales

Sintesis de
vitaminas
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Microbiota intestinal y sistema inmune

Mantienen una relacion mutualista

Microbiota  <({uEEEESS————) Sistema inmune
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Microbiota Intestinal y salud

La microbiota varia y evoluciona en el tiempo

Estado de salud

Comida solida 3
. - . AN
Mantiene un equilibrio con el Si p D Estado de salud
@ - ’
3 '.',M_f;. ,-’ ‘:A7 A .
. - . Alimentacion con - £ Entre 60 y 80 arnos
Si el equilibrio se rompe Férmuts Obesidad P
~
Y ‘1-\\ <
-
Alimentacion con e
leche materna | - .
""i;-.-:fy Terapla Mayor de 100 afios

antibiotica
|
L7 \
! | i
| W

Patologias

Firmicutes

¥ Bacteroidetes

B Actinobacteria

B Proteobacteria
otros

Recién nacido Bebé Nino Adulto Anciano 190
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Microbiota intestinal y sistema nervioso central ’3’ %

La microbiota intestinal y el SNC se comunican influyendo en diversas funciones

Cerebro

> Balance microbiano 0 ,\V/)\\\} > Estado de animo, estrés y
Estrés ! ‘\ \‘y\ comportamiento
) ISEA : .
Motilidad Eshr_nulaqon d_e las |
3 . terminaciones intestinales del
ecreciones EJE nervio vago
_ CEREBRO-
> Uso de nutrientes INTESTINO

> Neuroinflamacion

Control de apetito e ingesta N _ _ _
Produccion de citoquinas pro y anti-

Ritmos circadianos Q J inflamatorias
Disbiosis se aocia a: m-[é"

Depresion y ansiedad W > Estimulacion del SNC
TAE

Parkinson y Alzheimer b tieastho: |

Produccion de metabolitos como:
butirato, propionato, triptéfano, GABA,
dopamina

.v ﬁ

Sindrome del intestino
irritable con componente Microbiota
psicologico
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Microbiota urinaria

El aparato urinario tiene una microbiota comensal formada
por entre 20 y 500 especies

Varia segun sexo y edad

Funciones:

» Proteccion frente a patdogenos
» Mantenimiento del epitelio
» Modulacion del sistema inmune

Disbiosis:
> Antibidticos > Infecciones recurrentes
> Relaciones sexuales > Incontinencia

» Cistitis
» Dolor pélvico

> Catéteres

»MICROBIOTA

SRS URINARIA:

LAS BACTERIAS BUENAS PUEDEN
PROTEGER TU TRACTO URINARIO

La microbiota urinaria es un conjunto
de bacterias beneficiosas que viven en el
tracto urinario y lo mantienen sano.

Evita el crecimiento de
bacterias daninas. )

Mantiene un ambiente
urinario equilibrado.

® N, Disminuye el riesgo de oo
L infecciones recurrentes. e

L]
o e % Apoya la respuesta

inmunologica del
L J
iy

tracto urinario.

Q Hospital Puebla | Atlixcayotl, [+] Fifty Doctors Hospital |
Heroica Puebla de Zaragoza Torre Médica | San Manuel
Consultorio 1023 Blvrd. 14 Sur Consultorio 106

@ 222.388.3803 @ 222.694-N34

COFEPRIS: 2421062002A00095

El uso de antibidticos sin supervision,
los cambios hormonales y la mala
hidratacion son algunos factores que
contribuyen a su alteracion.

7 USDLDAIA INTEGRAL / CRUGIA D€ MINEMA VAN



Microbiota vaginal

Formada por mas de 280 especies

LAS FUNCIONES DE LA
La principal es Lactobacilus spp. MICROBIOTA VAGINAL

» Mantenimiento de pH acido (acido lactico)
» Generacion de H202 y bacteriocinas

» Proteccion contra patdogenos (Candida) A
» Favorece la secrecién de mucosa [T S

et

Varia con la edad y con influencias hormonales

Disbiosis

Antibidticos

g.e'f‘c'r?”es Se’l‘“a'es > Candidiasis A\ >4

EICI;) ormona ‘ > VaganSIS baCterIana el sistema inmunitario it
mMobarazo > ETS

Duchas vaginales
Estrés

VVVVVYVY
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Microbiota vaginal

Variaciones hormonales

- NEONATA m PUBERTAD | MADUREZ | EMBARAZO | MENOPAUSIA
SEXUAL

ESTROGENOS
EPITELIO
GLUCOGENO
pH 4-5 4-5 3,5-4,5 6-7
MICROBIOTA Estéril Lactobacillus  Lactobacillus Mixto
Lactobacillus

Alvarez-Calatayud et. al. Nutricién hospitalaria. 2015
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chrome-extension://efaidnbmnnnibpcajpcglclefindmkaj/https://www.redalyc.org/pdf/3092/309243316011.pdf



Microbiota vaginal

Coloniza al recién nacido durante el parto para instaurar su microbiota

. B Higher risk of
C-section Health | } chronic immune
. " disorders

delivery
=
0

Vaginal
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Microbiota del tracto respiratorio

Es una microbiota algo desconocida en un sistema que se pensaba estéril

. . PR . Tracto respiratorio
Tracto respiratorio superior: /7 \ superior
> Microbiota mas abundante vy diversa [l A\ | Fosasnasales

> ES méS eStable ) ] “ ; O . Faringe
» Papel clave como primera defensa Tracto respiratorio > " Laringe
» Regula el equilibrio biolégico del sistema respiratorio Traquea —_
Pulmones 5 _
Tracto respiratorio inferior: Bronquios —__/
: : : Bronquiolos —_/
> Microbiota menos abundante abundante y diversa PR~ —

» Es mas transitoria
» Prioriza la eliminacion rapida para evitar dano alveolar yau
> Selecciona y elimina N

Se estudia con muestras nasales, esputos o lavados broncoalveolares

196



Microbiota del tracto respiratorio

Microbiota bucal

» Alta diversidad y cantidad (>600 especies)
» Forma biopeliculas - caries
» Predomina el género Streptococcus

Disbiosis en el tracto respiratorio:

» Antibidticos
» Tabaquismo

» Contaminacion
> Edad

Consecuencias:

» Asma
» EPOC
» Rinitis y sinusitis cronica
Infecciones recurrentes

MICROBIOTA BUCAL

Esta formada por microorganismos que s Primeras
habitan en [a boca y ayudan a mantener su T horas
equilibrio, funcionamiento v prevenir enfermedades. del nacimiento

EXISTEN DIFERENTES MICROBIOTAS EN LA BOCA

LABIOS ---- - _ PALADAR ;
= Staphylococcus epidermis L : BLANDO
e om e 4 « Haemophilus

* Micrococcus

» Corynebacterium

» Streptococcus pyogenes
» Streptococcus viridans

~._PALADAR
- DURO

» Streptococcus sanguinis,
mitis y salivarus

TAMBIEN
* Haemovrhilus

EL DESEQUILIBRIO
MICRO%ANO
PUEDE PROVOCAR:

Caries

Toy malito Enfgrmedad
ialboAl & periodontal

5 \ FACTORES QUE ALTERAN LA
7 \[]]"_fl CONSTITUCION DE LA MICROBIOTA BUCAL o *
‘-b':"a\ Habitos alimenticios, tabaquismo. alcoholismo, :
}{ '/? higiene bucal deficiente, restauraciones dentales
h

(resinas, prétesis o implantes) y embarazo. Q s

LENGUA - - _

* 45% son cocos grampositivos:
Streptococcus salivarius,
Streptococcus Mitis ¥ grupo
Strepfococcus anginosus
(grupo milleri)

* 16% de especies de veillonella
* 12% de Actinomyces sspp
» Lactobacillus fusobacterium

BOCA A LA COLONIZACION BACTERIANA

& LAMUELASAS



Microbiota de la piel

La piel contiene muchos microhabitats
Microbiota depende de la zona de la piel
1x107 bacterias por cm? de piel - 150 especies

Predominan Corynebacterium,
Propionibacterium y Staphylococcus

Las bacterias comensales y patogénicas no
se consideran microbiota de la piel

Disbiosis:
» Alteraciones en la barrera
» Productos cosméticos
» Higiene
» Factores ambientales
» Antibidticos

—)

epidermis \—‘\‘) -

dermis Ay
’

zZona seca zona humeda

Zona grasa

BIOCODE \.
Aicaelrrte fontitste

» Infecciones cutaneas
» Inflamacion (acné, dermatitis, rosacea)
» Piel seca propensa a irritaciones
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Microbiota y salud

La eubiosis de la microbiota intestinal esta muy relacionada con un buen estado general de salud
Esta eubiosis depende de la biodiversidad y de la cantidad total de bacterias
Algunas bacterias muy abundantes son muy sensibles a los cambios - indicadores de biodiversidad

Firmicutes Bacteroidetes Actinobacterias Proteobacterias Fusobacterias

Bifidobacterium E. coli Fusobacterium
Salmonella

Helicobacter

Lactobacillus Bacteroides
Clostridium

Acidos grasos Fibra vegetal

Probidticos

Patogenas Patogenas

» Cancer colorrectal ¢/ Qué va antes?
> Enfermedad inflamatoria intestinal

» Enfermedades metabdlicas L ,
> Alergia y asma “ Patologia

» Diarrea por Clostridium difficile
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Microbiota y salud

https://mpunti.es/blogs/sal
ud-digestiva/microbiota-y-
cancer-la-influencia-
invisible-en-la-salud-y-la-
enfermedad?srsltid=AfmB
OophsY9LuPDvQpf72KPZJA
THxh9_mMs909xYOHE8B8mM7Y
ZIWKBndmCm

Inflammatory

bowel disease
Crohn's disease

Heart disease

Hypertension

Atherosclerosis Ulcerative colitis

Cancer
Lung cancer
Colorectal cancer

Liver disease

Cirrhosis
Hepatitis

Respiratory

disease
Asthma

Bronchitis

Chronic kidney
disease

Diabetes

disorders

Type1
Parkinson's disease
Type2 L
Alzheimer's disease
Gestational

Depression
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Disbiosis y cancer colorrectal

En la relacion de la microbiota con el cancer colorrectal hay dos teorias

Teoria de metabolitos toxicos Teoria del sistema inmune

Produccion de sulfuro de hidrogeno Estimulacion del sistema inmune

Dano en células intestinales

La patologia se relaciona con:

Cancer

» Incremento de Streptococcus gallolyticus
» Dietas ricas en grasas y proteinas
» Dietas pobres en fibra (frutas y verduras)

Gut Microbiota Immune System
201



Disbiosis y enfermedad inflamatoria intestinal

La enfermedad inflamatoria intestinal agrupa desérdenes cronicos de etiologia no bien definida que
dan lugar a brotes de inflamacion intestinal (e.g. colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn)

. Host genetic factors Environmental factors
. = ie aternal exposure
Relacionada con: S Nop2wroret || Plbkc oot nections
. s . . Resident microbiotia \ /
» Alteracion de la barrera intestinal * Diversity bacterie Microbiota 5 O bactaria
+ Diversity caudoviralis composition + Diversity caudoviralis
4+ Diversity fungi L~ “\ + Diversity fungi
» Aumento de bacterias proinflamatorias «-:a»;m R
oe(; TCells 45CFA
. . e . r Qi;~' NELR detensins
» Disminucion de bacterias protectoras oo\ R
(IR} » b:;ﬂ
. . . AT ) £ 3
> Activacion inmune desregulada j"’% o) -
.7 . ~ :‘;:" B;imu 11
» Produccion de metabolitos daninos o, il A
ot S
e - Normal 'S
RQdUCClon |mp0rtante Mucosal homeostasis, Activated
. . immunologic tolerance inflammatory cascades,
de la diversidad mucosal ulceration

202
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Disbiosis y enfermedades metabdlicas

Se asocian a la alteracion digestiva por parte de la microbiota
Obesidad

» Pacientes con una mayor recuperacion energética
» Su microbiota puede degradar fibras insolubles
» Toma de antibidticos durante primeros meses de vida

Diabetes tipo |l

» Reduccion de bacterias productoras de butirato
» Disbiosis funcional

MICROB

La pandemia del siglo XXI

39% de personas adultas en
Espaia padece sobrepeso

o4
- : Qy
16’5% obesidad ;Zs"

Consecuencia de un

G.ast(iﬁ de
energia
Ingesta
calorica

¢Relacion con la microbiota?

I ( ~———() Influye en el apetito

de paciente s ,
con obesidad O %

Diversidad I
bacteriana (b
Bacteroidetes Clave en la sintesis
Firmicutes de
Inflamacién Mejorabqilgtjlad
1 i i 1 ermeabilida
Disbiosis X Riesgo B ]
intestinal de SIBO
Probliéticos de  Neuroestimulacién M;;z?:z‘:%?diel
IV Generacion  del dermatoma T6

(dieta y ejercicio)
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« e . . D
Disbiosis y alergia y asma 4?»?

Hipotesis de la higiene: la reduccion de la exposicion a microorganismos durante el periodo
neonatal y los primeros anos de vida empobrecen la biodiversidad de la microbiota y por tanto la
estimulacion del sistema inmune

La microbiota intestinal de ninos de 3 semanas atopicos tiene una menor proporcion de
bifidobacterias

La diversidad de la microbiota intestinal de ninos con enfermedad atdpica siempre es
menor
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Disbiosis y diarrea por Clostridium difficile

C. difficile desplaza a las bacterias positivas produciendo diarrea

Las alteraciones de la microbiota contribuyen a la colonizacion por C. difficile y a las recurrencias de
la patologia

El trasplante de heces ha demostrado una mejora de la sithomatologia

Trasplante de microbiota fecal
El trasplante de microbiota fecal consiste en trasladar
los microbios de un paciente sano a los intestinos de un
paciente enfermo. Este método ha sido eficaz en el
tratamiento de la infeccién por Clostridium difficile.

Mgestrg de Poblacion
microbiota Limpieza microbiana
fecal

Receptor 205

Donante

Restos fecales

Credits: CSIC/ Scientific Reports



Analisis de microbiota intestinal

1. Eleccion de la muestra

Normalmente se usan heces o exudados rectales
No representa la totalidad de las poblaciones intestinales
Para una mejor zonacion se pueden llevar a cabo de biopsias de intestino

2. Transporte de la muestra

Se ha de hacer a -80°C para evitar cambios en las comunidades microbianas

3. Extraccion de los acidos nucleicos

Importante homogeneizar debido a los distintos microambientes en la muestra

Protocolo de extraccion es critico para buena calidad y cantidad de acidos nucleicos
sin arrastrar sustancias que puedan interferir en la PCR
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Analisis de microbiota intestinal

4. Secuenciacion

Se hace por next generation
sequencing (NGS)

Principalmente se usan métodos de 22
generacion (lllumina)

Los métodos de 3% generacion son mas
rapidos pero no son coste efectivos

Los métodos de 32 generacion no
necesitan amplificacion previa de los
fragmentos

First generation
sequencing
(chain termination)

Sanger
DNA purification

=T Sl s Fragmentation

O O O @) Cloning
: — Amplification
li( )
E. coli U
primer Sequencing
T
DNA template @ ordeTF’
0
-0 Detection
P W
SO NN /|
|
0

* Sequencing by synthesis

* Read length: 300-1000 nucleotides
* Accuracy:>99%

* Real-time analysis: No

« QOutput data: low output

Second generation
sequencing
(massively parallel)
lllumina
=TT DNA purification

= AL 7S Fragmentation

— —
T Adaptor ligation

Ampllf"catlon & Sequencing

Al

lllumina Bridge amplification
flow cell
Detection
A Cycle 1
‘I‘
—
ACGT

= Sequencing by synthesis

* Read length: 36-600 nucleotides
= Accuracy: >99%

* Real-time analysis: No

* QOutput data: high output

Third generation
sequencing
(single molecule)

Nanopore

s, DNA purification

g3 Adaptor ligation

Sequencing

Native DNA
helicase

/.

3
- nanopore
Manopore J'

flow cell
Detection

™

Raw Signal | | W/ "

ACGT

Base calling

* Single molecule sequencing

* Read length: 200-2 million nucleotides
* Accuracy:~90-95%

* Real-time analysis: Yes

* Qutput data: high output
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Estudio de la microbiota intestinal

El estudio de la microbiota intestinal se puede enfocar en distintos ambitos

A. Metataxonomia

B. Metatranscriptomica
C. Metagendmica

D. Metabolomica

E. Estudio de los acidos grasos de cadena corta
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A. Metataxonomia

» Es técnica de analisis para identificar microorganismos presentes en una muestra sin cultivarlos

> Es la mas utilizada

1. Extraccion y secuenciacion de gen codificante del rRNA 16S total de muestras de heces (DNA)
2. Se usan cebadores universales y se secuencian los amplicones

3. Finalmente se alinean los resultados con bases de datos para identificar los grupos taxonémicos

» NO permite distinguir los microoganismos vivos de los muertos

; Quién esta ahi?

» NO permite identificar con precision la funcion metabdlica
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B. Metatranscriptomica

> También llamada metataxonomia de la fraccion activa

» Analiza el RNA para identificar qué genes se estan expresando activamente

1. Extraccion del rRNA 16S total de muestras de heces

2. Secuenciacion del cDNA 16S total de muestras de heces

3. Se usan cebadores universales y se secuencian los amplicones

4. Finalmente se alinean los resultados con bases de datos para identificar genes expresados

> SI permite distinguir los microoganismos vivos de los muertos
> Sli permite identificar con una potencial funcién metabdlica

» La deteccion de RNA NO implica una proteina final activa

;, Qué genes expresan?

» Mas costosa y mayor complejidad técnica
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C. Metagendmica

» Estudia el conjunto total de genes de una comunidad microbiana

1. Extraccion del DNA total de muestras de heces

2. Se secuencian sin especificidad (shotgun)

3. Finalmente se alinean los resultados con bases de datos para identificar los grupos taxondmicos
» NO permite distinguir los microoganismos vivos de los muertos
> Sl permite identificar el potencial metabdlico

» Mas costosa y mayor complejidad técnica que la metataxonomia

» Mejor resolucion taxondmica que la metataxonomia

; Qué podrian hacer?




D. Metaboldmica

» Estudia el conjunto total de metabolitos producidos por la microbiota en una muestra

1. Extraccion de metabolitos
2. Analisis por espectrometria de masas o resonancia magnética nuclear
3. Identificacion y cuantificacion de los compuestos

» NO permite identificar las poblaciones microbianas

> Sl permite identificar el potencial metabdlico ; .
;, Qué metabolitos

generan?

» No se usa de forma estandarizada

» Complejidad por la mezcla con metabolitos procedentes de alimentos
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E. Estudio de acidos grasos de cadena corta

» Estudia unos acidos grasos especificamente generados por la fermentacion bacteriana

=  Acetato
= Propionato
= PButirato

» Se analizan por cromatografia de gases o cromatografia liquida (HPLC)

» Estos acidos grasos de cadena corta (SCFA) tienen distintas propiedades funcionales

> Este andlisis permite: ;, Qué metabolitos

= Confirmar actividad metabadlica funcional generan?
= Evaluar salud de microbiota
= Relacionar la microbiota con efectos sistémicos
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i Universidad
"?{f} Francisco de Vitoria
Al UFV Madrid

Seccion Il: Laboratorio de microbiologia

TEMAS

Control seroloégico de la
gestante

Analisis Biologico y Diagnostico de Laboratorio
Nacho Escrig, PhD
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Suero vs Plasma Suero Plasma

- —
Pasma —+ @ @
Capa leucocitaria —

La mayor parte de

determinaciones clinicas
se hacen sobre el suero

* Sin «Con
anticoagulante anticoagulante
e A, heparing
= Sin factores de « Con factores de
coagulacion coagulacion
(sin fibrinogeno) (con fibrinbgeno)
» Obtenido por + Obtenido por
centrifugacion de centrifugacion de
sangre coagulada sangre no coagulada

SUERO = PLASMA - factores de coagulacién 215



Transmision vertical

Es el paso de una infeccidon o enfermedad durante el embarazo, durante el parto o
durante el periodo posnatal

Las infecciones en embarazadas suelen ser infecciones locales
La llegada de estas infecciones al feto puede comprometer su salud
Programas mundiales preventivos:

» Campanas de vacunacion
» Educacion sanitaria
» Control serologico
Estas infecciones pueden ocurrir a distintas edades gestacionales

Se pueden transmitir al feto por varios mecanismos
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DN

Definiciones 4

Embarazo: periodo de desarrollo de un feto en el utero materno, desde la concepcion hasta el parto, durando
unas 40 semanas (aproximadamente 9 meses) y se divide en tres trimestres.

Periodo perinatal: etapa que abarca desde la semana 22 hasta los primeros dias tras el parto

Periodo neonatal: etapa que abarca desde el nacimiento de un bebé hasta los primeros 28 dias (las primeras
cuatro semanas) de vida

Periodo postnatal: fase que abarca desde las primeras horas hasta aproximadamente 6 a 8 semanas
después del parto

Infecciones locales: infeccion bacteriana, fungica o viral limitada a un area corporal (infecciéon urinaria)
Infecciones sistémicas: infecciones que afectan a todo el cuerpo (VIH)

Control serologico: analisis del suero de la gestante para la identificacion y prevencion de agentes de
transmision vertical. Su intencidn no es diagnosticar a la madre sino prevenir al feto.

Edad gestacional: etapa del embarazo
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Definiciones

Embarazo: periodo de desarrollo de un feto en el utero materno, desde la concepcion hasta el parto, durando
unas 40 semanas (aproximadamente 9 meses) y se divide en tres trimestres.

Periodo perinatal: etapa que abarca desde la semana 22 hasta los primeros dias tras el parto

Periodo neonatal: etapa que abarca desde el nacimiento de un bebé hasta los primeros 28 dias (las primeras
cuatro semanas) de vida

Periodo postnatal: fase que abarca desde las primeras horas hasta aproximadamente 6 a 8 semanas
después del parto

Concep 12 sem 28 sem Nacimiento 7 dias 28 dias
PERIODO NEONATAL
Neonatal Neonatal tardio
precoz
PERINATAL
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Fases del desarrollo embrionario

La fecundacion marca el comiendo del desarrollo embrionario.

Hasta la 82 semana el ser humano se denomina embridn

A partir de la 8 semana el ser humano se denomina feto

Cigoto Embrion Feto

1 2 3 4 /7 8 16 20-36

13 933333

. En esta etapa
En la etapa embrionaria se produce la . -
. . . . (perinatal) las
organogénesis por lo que infecciones . .
. infecciones
en esta etapa suponen un gran riesgo

suponen menos

paraelembridn .
riesgo
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cpe ez : : - . . S
Clasificacion de infecciones de transmision vertical

1. Infecciones prenatales o congénitas
Adquirida en el utero por dos vias:

» Via hematica transplacentaria: Toxoplasmosis, sifilis, rubeola, parvovirus, CMV, Varicela
zoster (VVZ)

» Via liquido amnidtico: Zika
2. Infecciones neonatales
Adquiridas durante el parto natural por contacto o por deglucion o aspiracion

Sifilis, VIH, VHB, VHC, virus herpes simple (VHS), Streptococcus

3. Infecciones postnatales

Adquiridas en el primer mes tras el nacimiento
» Contacto: VVZ
» Lactancia: VIH

» Transfusiones: CMV
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Tabla 1. Principales microorganismos que causan infeccion de transmisién vertical en humanos.

Clasificacion de infecciones de transmision vertical

Infeccion en la gestante

Riesgo de transmision

Tratamiento

Patologia en el Vacuna
Mic nismo Formas de transmision asociada con riesgo de Semana de es o en
oo transmision ve:gcal neonato gestacion Infeccion fetal% olmmo disponible
Rubéola Transplacentaria Primoinfeccion Rubéola congénita 3-12 85% No Si
13-16 35%
> 16 Minimo
Toxoplasma gondii Transplacentaria Primoinfeccion Toxoplasmosis <6 1% Si No
congeénita 6-12 14%
13-24 29%
25-36 > 60%
>37 90%
Treponema pallidum Transplacentaria Primaria o secundaria Sifilis congénita Muy eficaz 75% Si No
Intraparto Sifilis después de la
cuarta semana
Latente temprana 40%
Latente tardia 10%
Virus de la hepatitis B Intraparto HBsAg (+) Hepatitis neonatal Parto 20% si Anti-HBe(+) No Si
Mayor riesgo HBe-Ag (+) 90% si HBeAq (+)
VIH Transplacentaria Viremia SIDA pediétrico 25% sin Si No
Intraparto (mas riesgo si es elevada) VIH tratamiento
<5% con
tratamiento
Virus de la hepatitis C Intraparto Viremia elevada Hepatitis C < 5-10% VIH (-) No No
Mayor riesgo si VIH + 20-30% VIH (+)
Citomegalovirus Transplacentaria Primoinfeccion CMV congénita® 12 25-35% No No
24 35-45%
>24 45-75%
Reactivacion o reinfeccion 0.5%
Intraparto Reactivacion o reinfeccion CMV perinatal” Parto y lactancia 20-50%
Postparto
Virus herpes simple 1y 2 Transplacentaria Primoinfeccion Herpes neonatal Proxima al parto 40-50% No No
Intraparto Reactivacion 1-3%
Reinfecciéon 1-3%
Virus varicela zoster Transplacentaria Primoinfeccion Varicela congénita <28 5-12% No Si
Intraparto Varicela perinatal 28-36 25%
>36 50 %
Parvovirus B19 Transplacentaria Primoinfeccion Pérdida fetal <4 0% No No
Hydrops foetalis 5-16 15 %
> 16 25-70 %

“Los cuadros graves se asocian con la primoinfeccién materna durante los tres primeros meses de gestacion.
®La infeccion perinatal no se asocia con consecuencias graves para el recién nacido, al menos a corto y medio plazo.
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Grupos de agentes infecciosos verticales

Las distintas infecciones dependen del momento en que la gestante haya sido infectada

> Primoinfeccion
» Congénitas
» Latentes - reactivacion

Las infecciones tienen distinta probabilidad de afectar al feto segun el estado de desarrollo en el
que se produce la primoinfeccion

No todas las infecciones tienen tratamiento o vacunacion efectiva durante el embarazo
» Grupo |: causan primoinfeccion en la gestante (e.g. toxoplasma, rubeola, parvovirus B19)
» Grupo lI: causan infeccidn cronica en la gestante (e.g. VIH, VHB, VHC, sifilis)

» Grupo lll: causan infeccion latente siendo fuente de infeccion tras la reactivacion (e.g. VHS,
CMV, VZZ)
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Objetivos del control serolégico

Su intencion no es diagnosticar a la madre sino prevenir al feto.

Estrategias:

Grupo |: primoinfeccion
» Detectar sila gestante es seronegativa para prevenir la infeccion
» Medidas higiénicas preventivas

Grupo Il: infeccion cronica
> Detectar infecciones cronicas
> Reducir viremia al maximo

Grupo llI: infeccidn latente
» El control serolégico no da mucha informacion
» Recurrir al historial clinico
» Evitar la exposicion a situaciones que puedan dar lugar a la reactivacion
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Objetivos del control serolégico

Su intencion no es diagnosticar a la madre sino prevenir al feto.

Agentes de infeccion vertical a INCLUIR en el control serologico:

1. Rubeola

2. Toxoplasma

2- \Tltl‘aponema Agentes prevenibles o con tratamiento
5. VHB

Agentes de infeccion vertical a EXCLUIR en el control serolégico :
1. Herpesvirus

A. CMV
B. Wz Agentes no prevenibles, sin
SHCVHS tratamiento o asintomaticos

Parvovirus B19
Listeria monocytogenes 225
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Agentes a EXCLUIR en el control serolégico
1.A CMV

Es de las causas mas comunes de infeccion (50% de la poblacion espanola)
Es de las causas mas comunes de infeccion congénita (0,5% de los recién nacidos)

La infeccidn puede resultar de:
» Primoinfeccion materna
» Reactivacion
» Reinfeccion

La mayoria de las infecciones son asintomaticas
El analisis de anticuerpos no es capaz de ofrecer datos utiles para la prevencion y transmision porque:

No existen claras medidas preventivas higiénico-sanitarias eficaces

No hay tratamiento efectivo

Solo un 30-50% de los fetos se ven afectados por transmision vertical

El 80% no tienen secuelas

No existe vacuna

No se puede saber cuando hay reactivacion o reinfeccion en gestantes seropositivas

ok wh =
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Agentes a EXCLUIR en el control serolégico

1.A CMV
CMV is short or cyto-megalo-virus
CONGENITAL CYTOMEGALOVIRUS
. . CMV is preventable

FETAL INFECTION — BIRTHDEFECTS /" N\ o7 ™
7 L CYTOPATHIC EFFECT ' CMV is
Sema= =Tl L BL00D VESSEL INJURY @ P o aan . found in /ﬁ\

children, or who work E home and
with young children, daycare settings
are at highest risk of catching ch ------------------

pamEm . 75
B 3 0
E'YE ABNORMALITIES f:ﬁ:,i io[I(Iit:scz;:]sth . of toddlers have
INTELLECTUAL DISABILITY under the age of 6 on the . CMV in their urine
DEVELOPMENTAL DELAYS forehead instead of lips or cheek . or saliva in studies
TREATMENT: SYMPTOMATIC NEWBORN  LONG TERM BEHAVIORAL DISORDERS . atchild-care settings
L~ GANCICLOVIR (— THERAPIES MOTOR DISABILITIES Wash your hands / Don’t share utensils,
L~ VALGANCICLOVIR SEIZURES i after contact / drinks, or toothbrushes
with bodily fluids :  with kids under the age of 6
of kids under : NATIONAL
the age of 6 E CMV

FOUMDATIOMN
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Agentes a EXCLUIR en el control serolégico
1.BVVZ

Causa dos enfermedades
» Varicela
» [nfeccidon primaria
» Puede producir problemas en el feto o recién nacido
» Herpes zoster
= Reactivacion de virus latentes
= No se asocia con morbilidad fetal o materna significativa

Casi toda la poblacion en edad gestante esta vacunada - incidencia baja

Riesgo de transmision vertical de varicela es del 8-25%, no siempre afectando al feto

» Sindrome de varicela congénita:

» 0.4-2.8% casos de varicela gestacional

* Mas incidencia en la primoinfeccion antes de las 20 semanas de embarazo
» Varicela neonatal

= Consecuencia de primoinfeccion alrededor del momento del parto
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Agentes a EXCLUIR en el control serolégico

1.CVHS E 9
VHS1 o

> Labial

» 10% de los casos de VHS

» Menor riesgo de transmision vertical
VHS2 (5-10% poblacion espanola)

> Genital

» 90% de los casos

» Tercera ETS mas frecuente

» Mayor incidencia en mujeres

» Mayor riesgo de tranmsion vertical

Incidencia en neonatos muy baja en Espana (1/3.000 — 1/20.000)

90% de las infecciones transmitidas durante el parto

Baja seroprevalencia - infeccion latente

Morbimortalidad elevada y/o secuelas permanentes neurologicas



Agentes a EXCLUIR en el control serolégico
2. VHC

La infeccion cronica por el VHC puede conducir
a enfermedad hepatica cronica y cancer de higado

Seroprevalencia en Espana en mujeres en edad fértil <2%

Fibrosis Cirrosis Carcinoma Hepatocelular

. . e . (con cirrosis)
Riesgo de transmision vertical <5% -
= El cancer de higado
i _rosis'_ puede desarrqllarse
Mayor riesgo durante el parto VHC crénica pusc + ofbcuton ceéedoa vor
conducir al el VHC
desarrollo de tejido

cicatricial fibroso en Cirrosis con descompensacion;
el higado T - Ascitis

Deteccion serologica desaconsejada por: oo progesa s e T e
caus mayor - Ictericia

> Ausencia de riesgo anadido de la infeccion neonatal coarizacende Ngado
» Tratamiento no se aconseja antes de los 3 afios (teratdgeno) e sy
» No hay medidas profilacticas para evitar la transmision vertical

fallo hepatico
» No hay vacuna

NO se aconseja tampoco la cesarea programada ni la retirada de la lactancia
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Agentes a EXCLUIR en el control serolégico
3. Parvovirus B19

Riesgo de transmision vertical del 25% si hay primoinfeccion al carecer de anticuerpos

Primoinfeccion en la gestante asociada a:
» Hidroplesia fetal: acumulacion de liquido en cavidades fetales
» Hepatoesplenomegalia
» Insuficiencia cardiaca
» Anemia severa
» Aborto espontaneo o muerte fetal

La inmunidad materna protege de la transmision vertical en reinfecciones
Seroprevalencia en mujeres en edad fértil de la Comunidad de Madrid del 72%

No existe vacuna eficaz

Bastante comun en ninos en edad escolar con sintomas eritomatosos




Agentes a EXCLUIR en el control serolégico
4. Listeria monocytogenes
El control serologico no es fiable pues:

» No permite distinguir infecciones pasadas o presentes

» Reacciones cruzadas con otras bacterias dan falsos positivos
» Respuesta humoral variable

Es poco frecuente en el embarazo (0.5-1 casos por milléon de habitantes)
No hay beneficio del cribado

Falsos positivos podrian llevar a tratamientos antibidticos innecesarios

Importante la prevencion higiénico dietética:
» Lacteos no pasteurizados
» Embutidos y carnes poco hechas
» Pescados crudos o poco cocinados
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Agentes a EXCLUIR en el control serolégico

4. Listeria monocytogenes

SINTOMAS

e -

-

-

Dolor de Dolor Fiebre
cabeza muscular

|

Cocinar bien
los alimentos

CONSECUENCIAS

‘ Riesgo de parto
< P prematuro
l %

Q}_

N
. Riesgo de muerte
: barazada contagiada
Nauseas o dze listeria g fetal intrauterina
diarrea
PREVENCION

C
F

;3]}) o l' “

Lavar verduras, Lavarse las

frutas y hortalizas manos
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Realizacion del control serolégico

1. Consulta preconcepcional

» Preparar vacunas
» Conocer el estado seroldgico de la madre
» Informar a la mujer de los riesgos y precauciones que correspondan

2. Cada trimestre de la gestacion
» Es lo mas comun pues lo anterior no suele darse

3. Momento del parto
» En embarazos no controlados
» Evitar la transmision de enfermedades durante el parto
» Sifilis, VHB y VIH
» Se realizan con urgencia
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Determinacion seroldgica primera visita

Consulta preconcepcional o 1er trimestre de gestacion
Se hacen analisis de anticuerpos contra:

» Rubeola (IgG)
» |dentificar pacientes seronegativas - precauciones higiénicas
» Sidan positivo se consideran protegidas y por tanto también el feto

» Toxoplasma gondii (IgG)
» |dentificar pacientes seronegativas - precauciones higiénicas
= Sidan positivo se consideran protegidas y por tanto también el feto

» Treponema pallidum (sifilis)
= Sidan positivo se pone tratamiento

»> VIH

= Sidan positivo se pone tratamiento
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Determinacion serologica 22 y 3¢ trimestre

2° Trimestre
Se repiten analisis de anticuerpos contra:

» Toxoplasma gondii (IgG)

3¢ Trimestre Gestantes sin controlar
» Toxoplasma gondii (IgG) > Sifilis
> VIH > VIH

» VHB » VHB

236



N Universidad
"?{;’; Francisco de Vitoria
Al UFV Madrid

Seccion Il: Laboratorio de microbiologia

TEMA 10
Diagnostico del VIH

Analisis Biologico y Diagnostico de Laboratorio
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El VIH — generalidades y patogenia

Virus de inmunodeficiencia humana
|dentificado en 1983 - técnicas de diagndstico microbiologico
Década de los 90 determinacion de carga viral plasmatica (CVP)

Principios de siglo técnicas de secuenciacion para identificar resistencias a antirretrovirales

Baltimore Group VI (ssRNA-RT)

Elyconietain: ghioy Destruccion Efecto citopatico Apoptosis por

inmunomediada directo proteinas toxicas

Human Leukocyte
Antigen Class I

Glycoprotein gp41

Protease

R
o Activacion CD4

Replicacion VIH

Respuesta CDB‘ ’
citotoxica & §
Human Leukocyte sl -

Antigen Class II ' @ @
Nucleocapsid protein p24 Matrix protein p17

Lipid bilayer
membrane

https://www.elsevier.es/es-
revista-enfermedades-
infecciosas-microbiologia-
clinica-28-articulo-
inmunopatogenia-infeccion-
por-el-virus-

Reinfeccion CD4 S0213005X11060073

activados

U0000L T\ J Reverse
/7 transcriptase




El VIH - filogénesis

Family Sub-Family

Orthoretrovirinae

. Retroviridae

Spumaretrovirinae

 Epsilonretrovirus

| Gammaretrovirus / ‘

Genus Species
. Bovine immunodeficiency
Alpharetrovirus iru
Caprine arthritis
Beta retrovirus pncephalitis s —

Equine infectious anemia

Deltaretrovirus Feline immunodeficiency

Human immunodeficiency

Human immunodeficiency
‘ d

Lentivirus Puma lentivirus
Simian immunodeficiency
(rus
Spumavirus Visna/maedi virus
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El VIH - variantes

VIH Variante 1

Se divide en tres grupos M (main), O (outlier) y N (no M no O)

El grupo M tiene 11 subtipos A-K

En Espana y Portugal la mayoria de los aislados son subtipo B v|H
A nivel mundial los mas habituales son subtipo A, seguido de B

El subtipo A es mas patogeénico

El subtipo B tienen una virulencia intermedia

Los subtipos C-G son menos virulentos ‘V“‘I 1| VIH 2
VIH Variante 2 |
> Tiene 7 subtipos A-G @@h ab.cdefy 9.

» Se localiza principalmente en paises africanos _
» El epicentro de infeccidon esta en Guinea-Bissau a,b,c,d,e,f,g,h,i,j,k

VVVVYYVYYVY
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El VIH - estructura

Envoltura lipidica ,
Baltimore Group VI (ssRNA-RT)

> gp120 Glycoprotein gp120
« Se une al receptor CD4 y a los correceptores Human Leukocyte AR
CCR5 o0 CXCR4 Antigen Class I ’
 Es uno de los principales antigenos detectados orence -
> gp41 2 Proteins p7,p9
« Permite la fusion del virus con la célula Rna

Integrase

» Genera anticuerpos detectables

’ . Lipid bilayer
Cap5|de membrane

> p24 / 4 "_ J00000% 4@ Reverse
« Proteina que conforma la capside ® [ \ transcriptase
, Human Leukocyte
« El antigeno p24 aparece en sangre antes que  Antigen Class II
los anticuerpos
« Se usa en las pruebas de 42 generacion
 Fundamental para reducir el periodo ventana

Nucleocapsid protein p24 Matrix protein p17
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Sensibilidad VS Especificidad

Condicion o |Condicion o
enfermedad |enfermedad
presente ausente

Sensibilidad: capacidad de detectar
correctamente a individuos enfermos

VP
VP + FN

Sensibilidad=

Especificidad: capacidad de detectar
correctamente a individuos sanos

VN
FP + VN

Especificidad=

Total de
sujetos con
prueba
positiva

Prueba
positiva

Total de
sujetos con
prueba
negativa

Prueba
negativa

Total de Total de
sujetos sujetos sin  Total de

enfermos enfermedad sujetos
incluidos
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Infeccidon aguda y periodo ventana

Seroconversion Infeccion
asintomatica SIDA

Inicialmente el virus se replica sin resistencia inmune

AumentO del RNA Vlral 1000 - Vjrus (p24 antigen)
Aumento antigeno p24

Anti-HIV antibody (gp120)

$
5
. . . . S s
Carga viral disminuye por aumento de anticuerpos % v
e
o
Periodo ventana: periodo de tiempo en que la infeccion ° 2:
aguda no es detectable debido la sensibilidad de la 0 - — =
técn |Ca 4-8 semanas aprox. 10 afios 2-3 afios

Sin tratamiento el sistema colapsa:

Aumento del RNA viral

Aumento p24

Caida de CD4

Caida de produccion de anticuerpos

Anticuerpos

Anos tras la infeccion



Diagndstico del VIH

Deteccion de anticuerpos especificos en suero o plasma

1. Recogida de la muestra

2. Transporte

3. Recepcion en el laboratorio
4. Analisis

5. Interpretacion

6. Informe de los resultados

PREANALITICA POSTANALITICA
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1. Recogida de la muestra

A partir de sangre del paciente

El personal de los puntos de extraccion tiene que:

> ldentificar minuciosamente la muestra

» Guardar la confidencialidad

» Llevar a cabo la extraccion con medidas de seguridad
» Mantener un sistema de registro que minimice errores

A partir de muestra de saliva

Mas empleada en test de autodiagnostico
Se obtiene mediante un isopo - pruebas rapidas

Deben ser confirmadas en un laboratorio clinico
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2. Transporte de la muestra

El suero:

No puede estar mas de 24h a temperatura ambiente

No puede

estar mas de 7 dias en nevera (2-8°C)

Suero

v Vo — Suero
W/

ea— Gel separador

— Godguio

A4

» Sin
anticoagulante

= Sin factores de
coagulacién

(sin fibrinégeno)

* Obtenido por
centrifugacion de
sangre coagulada

Pasma —+ @ @

Capa leucocitaric — |

» Con

anticoagulante

\&J: EDTA, heparina..)

» Con factores de
coagulacion

{con fibrinogeno)

+ Obtenido por
centrifugacion de
sangre no coagulada

SUERO = PLASMA - factores de coagulacién 246



3. Recepcion de la muestra

El laboratorio receptor tiene que tener un sistema de recepcion y registro para evitar errores
Utilizar equipos de bioseguridad nivel 2 para evitar contagios

Todas las muestras humanas se manipulan como potencialmente infecciosas

EPIs:
» Guantes » Gafas protectoras
> Bata » Contenedores de residuos
» Mascarilla » Cabina de flujo de nivel 2

BSL2 -

@ controlled access

o Is‘\'.':‘?‘d washing

1

sharp hazards
O warning policy

physical
© containment
device

personal
£) protective
equipment

© laboratory bench

© autoclave
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4. Analisis

Deteccion de anticuerpos anti VIH-1 o VIH-2
+

Deteccion del antigeno p24 del VIH-1

Deteccion de anticuerpos anti VIH-1 o VIH-2

Los ensayos serologicos pueden tener fines:

» De cribado
» |dentifican muestras reactivas
= Tienen una mayor sensibilidad - pocos falsos negativos
= CLIA (Chemoluminiscence immunoassay)

» De confirmacion
» Permiten conocer si las muestras reactivas contienen anticuerpos especificos para VIH1 o VIH2
» Tienen una mayor especificidad - pocos falsos positivos
» WB (Western blot), LIA (Lineal immunoassay)
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4. Analisis — Cribado

Las técnicas tienen una alta sensibilidad para identificar a todos los pacientes que puedan ser
positivos para el VIH

Puede dar falsos positivos, pero estos se descartaran con las pruebas de confirmacion

La técnica mas utilizada es la CLIA por medio de equipos automaticos

No diferencia entre VIH-1y VIH-2 Chemiluminescent > - 4
substrate ‘ 4
>
Han ido evolucionando en sensibilidad C P B

Q
HRP o Light

» 12 generacion
» 22 generacion
» 32 generacion
» 42 generacion

Antibody

Plate AAntigen

<= , = 249



4. Analisis — Cribado

12 generacion 22 generacion
Detecta I1gG frente VIH-1 Detecta 1gG frente VIH-1 y VIH-2
Antigeno: lisado viral (gp120, gp41, p24) Antigeno: péptidos sintéticos (gp120, gp41, p24)
Baja sensibilidad Mas sensible que la 12
Reacciones cruzadas > mas falsos positivos Menos falsos positivos
Periodo ventana de 6-8 semanas Periodo ventana de 4-6 semanas
32 generacion 4° generacion
Detecta IgM e IgG frente VIH-1 y VIH-2 Detecta IgM e IgG frente VIH-1 y VIH-2 y antigeno
ELISA tipo sandwich p24
Alta sensibilidad ELISA y CLIA combinados

Periodo ventana de 3-4 semanas Alta sensibilidad y especificidad

Prueba estandar de cribado hoy en dia

Periodo ventana de 2 semanas 250



4. Analisis — Confirmacion

Diferencia ambas variantes mediante la deteccion de anticuerpos contra antigenos especificos

VIH-1: gp160, gp41, p31y p24
VIH-2: gp140, gp36

Western blot (WB)

Muy especifico

Deteccion directa de antigenos
Interpretacion compleja y subjetiva
Técnica laboriosa

En desuso

Inmunoensayo en linea (LIA)

Muy especifico

Deteccidon de anticuerpos especificos
Mejor estandarizacion que WB

Facil de interpretar

Uso hoy en dia

. —_ gp 160
gp 120
—
— - p55
5 il ap 41
o
p 31
= - . p24
Control A B C

Band 4. Gp 160
Band 3. P31 (HIV-1 envelope protein) Band 5. P24
(HIV-1 polymerase proten) (HIV-1 gag (core) protein)

L
————
o 120 gre Band C. Control band
,. T
Band 1. Gp 36 AL
HIv-2 ope ein) S
2

N\
Band 2. Gp 140 Band 6 Gp 41
(HIV-2 envelope protein) (HIV-1 envelope protein) 25 1




5. Interpretacion de resultados

La combinaciéon de pruebas de cribado y de confirmacion hace que la sensibilidad vy
especificidad del diagnéstico sea superior al 99%

Aun asi se pueden dar falsos positivos por:

> Enfermedades autoinmunes
> Errores de identificacion de la muestra
> Hemdlisis Prueba

_ _ . positiva
» Otras infecciones virales

Condicion o |Condicion o
enfermedad |enfermedad
presente ausente
VP

Total de
sujetos con
prueba
positiva

Total de
sujetos con
prueba
negativa

Prueba
negativa

Total de Total de n
sujetos sujetos sin  Total de

enfermos enfermedad sujetos
incluidos
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6. Informe de los resultados

El informe debe ser claro, conciso y facil de interpretar

Si no se llega a una conclusidon se debe llevar a cabo el protocolo necesario para un diagnéstico
concluyente
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Algoritmo de diagnostico

Inmunoensayo 4* g
[ generacion Ag/Ac ] ‘ Cribado
I : 1

Negativo para \ [ Positivo ]

VIH-1/VIH-2 _
[ Agy Ac Repetir por duplicado

4 “

[ = ] (+/+) 0 (+/-)

o >

I |
Negativo para [ Diferenciacién | . e
[ VIH-1VIH-2 ] Ac VIH-1VIH-2 ‘ Confirmacion
g‘f c \ J
|
1 1

(VIH-1(-) VIH-2 (-) 0
Indeterminado

[VIH-1(+) VIH-2 () ] [le-u-) VIH-2 (+) ] [VIH-1(+] VIH-2 (+) ]

o

. . i h
Se recomienda pedir §egunda muestra para RNA VIH-1
confirmar \ I /
I 1
RNA VIH-1 RNA VIH-1
Negativo Positivo

[ Infeccion aguda )
VIH-1 254




Pruebas de diagnostico rapido

Estan consideradas como pruebas de cribado

Detectan la presencia de anticuerpos VIH-1, VIH-2 y/o antigeno p24 del VIH-1
Inmunocromatografias rapidas (15-30 mins)
Se hacen con saliva o sangre de puncion digital

Tienen que confirmarse en el laboratorio porque:
» Lectura es subjetiva
» Sensibilidad y especificidad menores a las pruebas de laboratorio
» Tienen un periodo ventana mayor a las pruebas de cribado de 42 generacion

autodiagnosbico
de deteccion

autotest VIH°@ e

autotest VIH® es de un solo uso.

RESULTADOS :
Diagnéstico correcto del 99,8 % de las
personas no infectadas.

Diagndstico correcto del 100 % de las personas
infectadas.
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Profilaxis postexposicion

En la exposicion accidental al VIH se puede aplicar profilaxis

Aun asi se hace seguimiento a los 20 dias por serologia

3.196 nuevos casos de VIH en 2023

A WORLD

3.340 nuevos casos de VIH en 2024 TOGETHER WE EMPOWER
Aol s PREVENTION WITHOUT
debrtdlyent AIDS
La existencia de tratamiento y profilaxis ' ! . a
hace descender la percepcion de riesgo @& \t 'f
N 4
o | WORLD
La incidencia es mayor en HSH y en AIDS DAY L
inmigrantes siendo desafios importantes I |

para la prevencion



Seguimiento de la efectividad antirretroviral

Para el seguimiento de la efectividad del tratamiento antirretroviral se emplean:
» Carga viral plasmatica: logaritmo del numero de copias de RNA por ml de sangre
» Numero de linfocitos CD4

ase aguda Fase créniga
Latencia clinica
106
1000 Eventos
oportunistas

750 —

—
sm’v u

0 6 12 £ 1 2 3 = 5 6 7 8 9 10 1

Semanas Anos

Cuadro
constitucional

104

Carga
virica

CD4+
102

La disminucion del numero de linfocitos T CD4 conduce al sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA)
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Aplicaciones del analisis gendmico del VIH

El analisis gendmico del VIH es mas costoso que los inmunoensayos

Sin embargo, se usa para:

1. Determinacion de la carga viral plasmatica
2. Diagnostico neonatal
3. Diagnostico de resistencia a antirretrovirales

4. Determinacion de tropismo viral




1. Determinacion de la carga viral plasmatica

Se hace por medio de una PCR cuantitativa a tiempo real (QPCR) SYER Green
, . 4.000 — S p— =, - - " .
Estan automatizadas para .. | [ || e
g 8 ooy (33
» Extraccion de ARN 8 ,s00] |29
. . s § 2,000 4 ';‘
> Amplificacion S N SYER Green| primer
L 5
> Cuantificacion § 0] man oo Annesiing
2 500 1 ' L ,, |
(R - : |- * *
Detecta VIH-1 peronoel VIH-2 2y Y vy v v |
0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 * *
;. . Cycle number
Umbral en clinica de 15-20 copias
Extension
En los laboratorios de investigacion son mas sensibles E 3k 3k 3 3

. 3E 3k 3 3 3
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1. Determinacion de la carga viral plasmatica

El objetivo del tratamiento es reducir la CVP a valores por

debajo de limites de deteccion en 16-24 semanas Carg a viral indetectable

El fracaso de este objetivo supone resistencia a la terapia
antirretroviral

Una alta carga viral implica mayor posibilidad de transmitir la

Nivel ,\
enfermedad detectable g
La transmision es poco probable con carga viral plasmatica
inferior a 1.000 copias por ml de sangre Nivel
indetectable
La determinaciéon de carga viral para el diagnéstico solo se Carga viral Carga viral

usa cuando el test confirmatorio es negativo tras un test de BTIEES gl TAR con TAR

cribado positivo
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1. Determinacion de la carga viral plasmatica

Evolucion de la infeccion por el VIH

Antes de Infeccion aguda Infeccion crénica
la infeccion por el VIH por el VIH SIDA

@ Infeccion

Semanas a meses | [ Anos

a Células CD4 protectoras ' Particulas destructivas del VIH

Para obtener mas informacion, visite HIVinfo.NIH.gov/es.

261




2. Diagnostico neonatal

Reciben IgG de la madre por lo que pueden dar falsos positivos
Deteccion de contagio por medio de antigeno p24

El procedimiento habitual es detectar la viremia por gPCR

Se hace seguimiento serologico y viral durante 6 meses - 1 afo hasta que se negativice

La cuantificacion de RNA viral no se hace como prueba de cribado por no ser coste

efectiva (adelanta el diagnéstico en unos 3-5 dias solamente)
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3. Diagnostico de resistencias

Para detectar resistencias se usan: Gf;'jfi N i*p‘ <« >
Integrase’:\au —_‘__:‘-Capside a ok g Entry "" 000 A
r r L QI . . -
Métodos fenotipicos proease 4. Jrea W) ¢ imhisitors ’ "
4 < ® ../
, . - S A
> De forma empirica por fracaso de TAR R PR ’i\\cmrmmr “/ o
1!,/\* CCRS or CXCR4 4 s
/3_‘ [ % co-receptor L 4 -4
7 7 _» & L v'r ’
Métodos genotipicos A4 ) 2 protencd X Yy AR
\‘C v |‘nhibi‘tl:1rs4 ‘:’ —~
> ldentificacion de mutaciones que producen (- = - :
resistencia por secuenciacion AR N > o= ™
% o :ﬁ?gﬁgféase Integras&*’ Fuiral /
» Mutaciones complejas y diversas ol K i A inhibitors RNA ~
l'/ " * DNA, »—:IS\‘- x \ *
= ) G
» Mutaciones no estandarizadas Ny m@mm | 4N
. ~ . ., / " i L \
» Informe ha de ir acompanado de interpretacion / \

de facultativo
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3. Diagnostico de resistencias

Polimorfismos naturales en VIH-2 Impacto clinico

Inhibidores de la :
transcriptasa inversa T69N, V75I, T215S, K219E (RT) Sensible a ITIAN
Inhibidores de la Resistencia natural a NVP/EFV
transcriptasa inversa Y1811/V, Y188L, G190A (RT)
no analogos de nucledtidos No recomendados ETR/RPV
L10V, V32, M36l, M46l, 147V, Q58E, Sensibles LPV/DRV/SQV
Inhibidores de la proteasa
A71V/I, G73A, V82, L891/V (PR) No recomendados APV/ATV/TPV
Enfuvirtida N42Q y N43Q (gp41) Resistencia natural a T20
Maraviroc Uso varios co-receptores Actividad in vitro en aislados R5
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D

4. Determinacion de tropismo viral e

El VIH puede valerse de los receptores de quimioquinas CCR5 o CXCR4 para entrar en las CD4

Esto determina las variantes
» Rb5-tropicas >
> X4-tropicas 22

» Duales o mixtas
CCR5 f CXCR4
El interés de la identificacion de este
tropismo viral reside en el desarrollo de CD4-expressing cell

terapias antirretrovirales que bloquean
estos receptores impidiendo la entrada del

VIrus Virus that can use either receptor
Dual Tropic Virus

El maraviroc bloguea CCRS5 siendo eficaz
contra variantes R5-tropicas pero ineficaz
contra variantes X4 tropicas
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4. Determinacion de tropismo viral

El tropismo viral se puede determinar por meétodos

Fenotipicos
» Costosos
» Complicados técnicamente 2'2-
» Complicados logisticamente n
CCR5 f CXCR4
Genotipicos

» Analisis de secuenciacion gp120
» Mas rapidos

» Mas factibles

» Mas econdmicos

CD4-expressing cell

Virus that can use either receptor
Dual Tropic Virus

Se hacen estas determinaciones en pacientes con fracaso en el tratamiento con antagonista de
CCRS5 (Maraviroc)
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EI Virus de Ia gripe Lipid envelope

Pertenece a la familia Orthomyxoviridae que incluye:

Protein
envelope

Thogotovirus

Isovirus

Influenza - causante de la grlpe Haemaggmmn ) R e

| M2 protein
/ \ Neuram|n|dase (NA) M1 protein
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Morfologia

Virus envueltos con RNA de cadena sencilla y polaridad negativa

» RNA esta segmentado en: Lipid envelope
8 segmentos: Influenza Ay B
7/ segmentos: Influenza C

» ElI RNA se asocia a nucleoproteinas (NP)

formando complejos Protein
envelope

» Nucleocapside (RNA+NP+Polimerasas)
de simetria helicoidal

» Envuelta lipidica derivada de las células huéspedes

» Glicoproteinas de superficie / » R ——
Hemaglutinina (HA) Haemagglutinin (HA) SE{salies 6
Neuraminidasa (NA) M2 brotei
Proteina M2 M1 protein protein

Neuraminidase (NA)

» Proteina matriz (M1) 269
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Morfologia

Hemaglutinina (HA):

» Es importante para producir la reaccion inmune

» Se une alos acidos siadlicos de las células del huésped

» Estimula la fusion de las membranas para entrar en las células

» Puede aglutinar hematies « rP—F
7l

Neuraminidasa (NA):

» Rompe la union entre la HA y los acidos sialicos
» Permite la salida del virus de la célula huésped
» Segunda proteina antigénica mas importante

Proteina M2: Protsin

envelope

> Forma un canal ionico

A e

Proteina M1:

> Da estructura al virion A N2 proten
Neuraminidase (NA) M1 protein 271



Diferencias entre Influenza A, By C

TIPO A

8 segmentos de ARN
Tiene HAy NA
Tiene proteina M2

Aves, cerdos y algunos
mamiferos

Grandes variaciones en HAy
NA

4 subtipos en humanos
H1N1, H2N2, H3N2, H5N1

Pandemias

TIPOB

8 segmentos de ARN
Tiene HAy NA

Tiene proteina M2 distinta (BM2)

Solo humanos

Pequenas variaciones en HAy
NA

Epidemias regionales

TIPOC

7 segmentos de ARN

No tiene HAy NA separadas

Tiene proteina M2 distinta (CM2)

Solo humanos

Baja variabilidad

Infecciones en ninos

No causa enfermedad seria



Diferencias entre Influenza A,By C

semeditip > Tipos de Influenza




Influenza A

Es el mas relevante a nivel epidemiologico

Hay distintos subtipos segun la combinacion de
hemaglutinina y neuraminidasa

» 16 tipos de HA
» 9 tipos de NA

Para nombrarlos se sigue el siguiente sistema:

Tipo / Lugar de aislamiento / n° de referencia
de la cepa / ano de aislamiento / subtipo

A/Sydney/5/97/H3N2

Los subtipos que mas circulan entre humanos son
de los lingjes H1, H3, N1y N2

@ Hipdmn @ Hihun @ Hian @ =
® HipdmN2 ® Hinun2 ® a2 ®
H1pdmNx

Figura 1. Distribucion de subtipos y linajes de swiAV en
Europa (2018 - junio 2023). 274



Variabilidad genética

El virus de la gripe A tiene una alta variabilidad genética debida a cambios en las proteinas
de superficie NAy HA

Alteraciones geneticas

Deslizamientos geneticos Sustituciones antigénicas
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Variabilidad genética

Deslizamientos genéticos (antigen drift) , L
Deriva antigénica

>

>

Errores acumulados en
la replicacion del
material genético a lo
largo de muchos ciclos
de replicacion

Error en la replicacion
del material genético

Traduccion Traduccion

Después de muchos
ciclos de replicacion,
la vacuna pierde
todos los sitios
antigénicos de la
hemaglutinina y es
incapaz de detectar al
virus.

Se producen
pequenos cambios
en la estructura de

superficie de la
hemaglutinina,
La vacuna sigue
identificando 5
sitios antigénicos de
b,

Deriva antigénica abrupta

276
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Variabilidad genética

Deslizamientos genéticos (antigen drift)

» Alteraciones menores

» Fruto de acumulacion gradual de mutaciones en HA'y NA
» Anticuerpos generados contra cepas anteriores ineficaces
» Producen epidemias anuales - gripe estacional

» La nueva variante reemplaza a la cepa previa
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Variabilidad genética

Sustituciones genéticas (antigen shift)

» Alteraciones mayores

Recombinacion: mezcla de genes

» Fruto de recombinacion entre segmentos 55
geneticos provenientes de virus de distintos 33 6 (humano)
animales (aves N

» Pueden no afectar al ser humano H2N2

(humano)

» Si afecta al ser humano las defensas no sirven é Ve
HIN1

(cerdo)
@microbioblog

» Responsables de las pandemias
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Variabilidad genética

Origen de los virus pandémicos

= Transmision de un virus de las
aves a humanos

* Transmision de un virus de las
aves a humanos por medio de
intermediaros (cerdo)

=  Coinfeccion + recombinacion

. e . . - ‘r recombinante
u ReapanClon de VIrus antlguos
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Variabilidad genética
SUSTITUCION DESLIZAMIENTO

VIUSA o St |

Host Cell ~ VirusB Accumulation of
(Intermixing of RNA) mutations over
time

Virus B ?YKW o
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Pandemias de gripe en la historia

= 1889 Gripe Rusa
» Probablemente causada por virus influenza H2N2 o H3N8
» Extension mundial por transporte maritimo y ferrocarril moderno
» 1 M de muertes

= 1900 Gripe de 1900
» Debida a una evolucion del virus de 1889
» Cifras imprecisas
» Posible origen equino

H2N2

—

HiN1
2

i

2010 2015

Russian Ol Hong \{3-.'{ ..7 Hong Kong

influenza | Kong influenza pintiuenza ll influenza | influenza
H2N2 H3N8 DHIND O H2N2 H3N2 281



Pandemias de gripe en la historia

= 1918 Gripe Espanola
» Debida a un nuevo subtipo de la gripe (A/H1N1)
» 20-40% de poblacion mundial infectada
» 50 M de muertes

= 1957 Gripe Asiatica
» Debida a un nuevo subtipo de la gripe (A/H2N2)
» 4 M muertes
» Menos letal que la de 1918

HZNZ
%q%l‘ll"l
HiN1
H3N8 >
éos G 115 .\ \1925 010 2015

1889
Russian Old Hong '} Spanish ' Hong Kong

influenza | Kong influenza JNintibenza 8 influenza | influenza '
H2N2 H3N8 SUHIND S H2N2 H3N2 282



Pandemias de gripe en la historia

= 1968 Gripe de Hong Kong
» Debida a un nuevo subtipo de la gripe (A/H3N2)
» 4 M muertes
» Menos letal que anteriores, pero mas impacto en edades avanzadas

= 2009 Gripe Porcina
» Debida a virus H1N1 recombinado entre cerdo, aves y humanos
» 600 K muertes
» Menor letalidad, mayor difusion

H2N2

P ‘}.15-:’{.;'; H1N1
& .

HIN1

P - r_:-'c >
4 | ‘{‘)\.‘-‘
|
4 H3N8 SN
895 1 1015 1925 2010 2015

Russian Old Hong '} Spanish Hong Kong

influenza | Kong influenza | infiienza influenza
H2N2 H3N8 ~ HIN1 H3N2
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Sintomatologia

Sintomas de la gripe

-R“' —
- ':- '. Ay
. __:::- Mg }
‘h"q- “ _‘
Tos Fiebre Congestidn Secrecion
nasal nasal
Qe
Dolor de Dolor de Dolor Cansancio
garganta cabeza muscular
Fuentes: Helena Ravagnani (SBI - DF), Paulo Sergio Ramos (Fiocruz Recife), BEAE

OMS, NH5, CDC
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Epidemiologia
El sindrome gripal es causado por los virus influenza Ay B

Su alta variabilidad asegura el mantenimiento del virus por alta proporcion de
personas inmunologicamente desprotegidas

Tasas de ataque mas altas en jovenes, pero mortalidad mas alta a partir de 65 anos

Virus muy resistente - hasta 24h en superficies
(

Transmision por pequefas goticulas emitidas al hablar \‘ | /H ; l
( e

Sensible a temperaturas elevadas (

Factores de riesgo: [’ \
» Enfermedades cardiovasculares \ ‘ ({
» Enfermedades pulmonares
» Enfermedades metabdlicas
» Disfuncion renal
» Inmunodepresion 285



Obtencion de la muestra

La clave para diagnosticar la gripe es recoger una muestra respiratoria adecuada

Los esputos no se
consideran muestra

» Frotis nasofaringeos

> Lavados broncoalveolares

Broncoscopio flexible
encajado en la ubicacion deseada

Se introduce

con cuidado un
palillo de algodon
esterilizado a
traves de la fosa
nasal, hacia la
nasofaringe

Trampa que recoge
el efluente del LBA
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Obtencion de la muestra

La clave para diagnosticar la gripe es recoger una muestra respiratoria adecuada

¢Cuando?

Al inicio del cuadro clinico

Carga viral maxima a las 48-72h tras inicio de
sintomatologia

Tratamiento solo es eficaz si se administra de
forma temprana (48 h desde inicio de sintomas)

Gravedad

Sintomas

Dias

287
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Transporte

Se usan contenedores que mantienen la viabilidad del virus

Tubos donde se introduce el hisopo

Llevar rapidamente al laboratorio

Conservar a 4°C si se va a procesar en horas

Conservar a -80°C si se retrasa el analisis
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V 4 (]

Diagnostico

1. Serologia

2. Cultivo

3. Deteccion de antigenos virales - mas usado
4. Microscopia electronica

5. Amplificacidon gendmica
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1. Técnicas serologicas

Detectan los niveles de anticuerpos frente al virus influenza en la sangre del paciente

Los anticuerpos se hacen detectables dos semanas tras la infeccion y alcanzan niveles
maximos a las 4-7 semanas, tras las que disminuyen lentamente

Para diagnosticar el virus influenza se requiere detectar una seroconversion:
Seroconversion: aumento significativo de anticuerpos especificos contra el virus (IgG)

» Primera muestra: en la fase aguda
» Segunda muestra: 2-4 semanas después

Estos tiempos reducen la efectividad de la técnica para la deteccion aguda

Se emplean para realizar estudios de seroprevalencia

Seroprevalencia: porcentaje de poblacion que tienen anticuerpos especificos contra un
microorganismo
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2. Cultivo celular

Permite observar la presencia del virus a través del efecto citopatico caracteristico sobre una linea
celular adecuada (MDCK)

Es el método de referencia, pero se esta sustituyendo por técnicas moleculares

Permite estudiar el virus - muy utilizado en investigacion

Desventajas
» Tarda de 3 a 14 dias, por lo que no es util para el diagnostico
» La sensibilidad depende de la cantidad de virus presente en la muestra
» Técnicas estandarizadas pero costosas
» Nivel de bioseguridad Tipo Il
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2. Cultivo celular

Nivel de bioseguridad tipo |l

» Personal con entrenamiento especifico para agentes patdégenos
» Acceso laboratorio restringido
» Precauciones extremas con punzocortantes contaminados

En situaciones de pandemia se debe elevar el nivel de seguridad a nivel Il

» Bata impermeable

» Doble guante

» Proteccion ocular

» Eliminacion de todo material usado en el proceso




2. Cultivo celular

Shell-Vial
Técnica de cultivo viral rapida 24-48 horas Virus Cell Culture - Shell Vial
1. Inoculacion de la muestra en un cultivo celular p '

&5 7 Inoculate
- with specimen

2. Centrifugacion de la muestra sobre una linea
celular: favorece la entrada del virus en las
células y su replicacion

' ammas! | —— Coverslip with tissue culture
T monolayer in sholl vial

3. Tincion de inmunofluorescencia con
anticuerpos monoclonales especificos

Centrifuge 10 enhance
infection of monolayer

Incubate at 35 *C for
1-5 days depending on virus

Stain with anti-viral fluorescent
monocional antibodes

Desventajas -

> =
+ 2 ; "-*“’(‘_;:-f Mount coverslip on sliide

> Requiere mucha especializacion |

Read with fluorescent microscope

» Mas lenta que técnicas moleculares 0
» Menor sensibilidad que técnicas moleculares
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3. Deteccion rapida de antigenos

A. Técnicas de inmunocromatografia

Tienen anticuerpos monoclonales que detectan la
nucleoproteina viral de virus influenza fijados a una tira de
nitrocelulosa

Permiten diferenciar entre virus influenza Ay B

B. Técnicas de inmunofluorescencia

La unidn de los anticuerpos fijados en la tira de nitrocelulosa
con el antigeno emite una senal fluorescente captada por el
lector del instrumento

Son sistemas de lectura automatica




3. Deteccion rapida de antigenos

A. Técnicas de inmunocromatografia

Tienen anticuerpos monoclonales que detectan la
nucleoproteina viral de virus influenza fijados a una tira de
nitrocelulosa

Permiten diferenciar entre virus influenza Ay B

B. Técnicas de inmunofluorescencia

La unidn de los anticuerpos fijados en la tira de nitrocelulosa
con el antigeno emite una senal fluorescente captada por el
lector del instrumento

Son sistemas de lectura automatica

Ventajas

Rapidez (15-30 min)
Sencillez

Facil realizacion

Inconvenientes

Sensibilidad variable (40-80%)

Dependiente de cantidad

No distingue variantes de

influenza A
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4. Microscopia electronica

Se emplean anticuerpos contra HA, NA o NP conjugados con particulas de oro

Se observan como puntos negros en el microscopio electronico

Se pueden usar tanto en tejidos como en cultivos celulares

Sensibilidad de entre el 60 y el 100%

Desventajas

» Se necesita un microscopio electronico
» Es laborioso

» Requiere personal entrenado

» Tarda 2-4 horas en obtener resultados




5. Diagnostico molecular

Es gold estandar para el diagndstico de la gripe

1. Extraccion del material genético virico de la muestra
2. Mezcla con reactivos de PCR y primers frente a regiones conservadas (M1 o NP)
3. Amplificacion por PCR

Es muy importante incluir un control interno para excluir presencia de inhibidores

de la PCR y asegurar que los negativos son verdaderos A) B)
Influenza A + swH1 duplex Influenza A, B and RSV triplex
L
» Se pueden emplear para distinguir subtipos de Influenza A E
> Alta sensibilidad g IRESE
. 1234 56789
» Rapidez
C) Real-time RT-PCR
» Permiten detectar coinfecciones virales T
> Sistemas multiplex i

5 10 15 20 25 30 35 40 297
Cycles
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Legionella

El género Legionella contiene 48 especies y 70 serogrupos

Serogrupo: subclasificacion microbiana basada en las diferencias de antigenos de superficie,
que seran reconocidas por el sistema inmune

Mas de la mitad de estas especies de bacteria causan enfermedad en el ser humano

Producen infecciones respiratorias
La principal especie causante de las infeccidnes (90%) es Legionella pneumophila
» Tiene 16 serogrupos
» Serogrupo 1 mas prevelante (80% casos)
» Bacilo gram negativo
» Presente en ambientes acuaticos

» Produce legionelosis




Manifestaciones clinicas

Enfermedad respiratoria producida cuando individuos sensibles inhalan la bacteria contenida en
aerosoles

~ No se diferencia
clinicamente de otros

patégenos que producen
» Enfermedad del legionario: neumonia con dos desarrollos  \_ neumonia )

Tiene dos manifestaciones clinicas

= Leve — moderado

» Grave - produce fallo multiorganico

» Fiebre de Pontiac: cuadro gripal poco importante

> Fiebre

» Escalofrios
» Mialgia

» Malestar
» Cefalea
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Manifestaciones clinicas

FIEBRE DE PONTIAC

Se caracteriza ba por los sintomas antes menconadas, pero no curso ninguna evidencia clinica

de neumania,

Lossintomas se desarrollaron a lo largo de un periodo de 12 boras, se mantuvieron entre 2a 5
dins, v remitieron espontaneamente con una morbilidad minim a2 sin causar ninguna musrte.

LEGIONELOSIS

Respansable de una notable mortalidad, que con frecuencia culmina en la muerte del 15 % de

los individuos sanos v Lasta «1 T6 % de los pacientes inmunodeprimidos.
Lossigros de una enlermedad aguda, se inician después de un periodo de incubacién de 2 a 10

dias. Es recuente la enfermedad multiorginica con afectacidn del tubo digestivo, ¢l sistema
rervioso central, ¢l higado v las rifones. La manifestacidn principal ¢s la neumonda.

P - o o - 2l P -

Canganesila Foeomoping

e
v oy - z e
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Legionelosis

Dolor de cabeza

— -

Tiene un periodo de incubacion de entre 2 y 10 dias

] ol LEGIONELOSIS
. I A « G
Cursa con un comienzo abrupto de: \ &

Legionella Pneumophila

> Fiebre

> Melestar Tos, dificultad — L— Dolor muscular

> Debilidad . | )

> Mialgias il

> Dolor de cabeza Dolor deariculaciones. 1§ ﬁ kﬁji/fb osseas. vomios dare

» Tos no productiva L=

" e - ! Fiebre

Puede derivar en insuficiencia respiratoria y renal ot . Escalofrios

Tiene tratamiento antibi6tico, pero es importante aplicarlo de forma temprana

El retraso en el tratamiento se asocia con aumento de mortalidad
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Epidemiologia

1.300 casos en 2025

Vigilancia de Legionelosis. Ambos sexos. Espafia. 2023

Aumento del 13% con respecto al afio 2024 e

Media de 4.7 casos por 100.000 habitantes

Aumento de los casos en verano
&7
e

Factores de riesgo

Hombre (2-3 veces mas)
Edad (40-70 anos)
Inmunodepresion

. ’ Incicencia: Casos por 100 000 hat
Diabetes 9 _ﬂd g 0200
Enfermedades pulmonares previas _ © J o 3t P
Fumadores Fuente Red Naconal de Vigilanca Epidemoiogica (RENAVE)

VVVVYYVYYVY

Alcohodlicos
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Epidemiologia

Suele ser una infeccion intrahospitalaria (nosocomial)

Figure 1, Distribution of Legionnaires' disease cases per 100 000 population by country, EU/EEA, 2019

También pueden darse brotes en la comunidad e PG
Age standardised rate //////,

(N/100000)

.y . . 0.00
Enfermedad de declaracion obligatoria 001059
=22.;)2-02,99

#28 No data reported

Aumento de los casos por aumento de Mot incoded

Countries not visible
in the main map extent

» Aires acondicionados -
> Sistemas de refrigeracion o
» Agua micronizada

.

ECDC. Map produced on: 31 Aug 2000
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Epidemiologia

En los ultimos afos se ha producido un aumento del diagnostico de casos de legionelosis, tanto en
Espana como en el mundo

El diagndstico por deteccion de antigeno en orina facilitado la disminucion de la mortalidad

1995: la legionelosis se establece como enfermedad de declaracion obligatoria
Figura 2. Incidencia anval de legionelosis esporadica [casos por 100.000 habitantes) total y por sexo en Espafio (2011-2023)

2000: se declaran 752 casos, 1,91 por 100.000 habitantes

2004: se declaran 1.074 casos, 2,62 por 100.000 habitantes
2025: se declaran 1.300 casos, 4,7 por 100.000 habitantes

— Total

ual de legionelosis

— Hombres
Mujeres

casos por 100.000 habitantes-ano)

Incidencia an

Los brotes también han ido en aumento
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Transmision

Legionella pneumophilus es una bacteria muy resistente a condiciones ambientales

» Se multiplica entre 20 y 45°C
» Se inactiva por encima de 70°C

» Se alimenta de microorganismos formadores de biocapas

Esta asociada a sistemas acuaticos artificiales - temperatura por encima de la ambiental

No se contagia de persona a persona o3 Tone,

No hay evidencia de reservorios animales I

L;(\dHEIS&Spe;' - o2

Se contagia por la aspiracion de aerosoles contaminados N\
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Transmision

ENFERMEDAD
DEL LEGIONARIO

La enfermedad del
legionario, un tipo de
neumonia grave, es
causada por inhalar
pequenas gofitas de
agua con Legionella

JQUE ES? PRINCIPALES @ Fiebre alta

También llomada legionela o leglonelosis, .
s una Infeccion pulmonar causada por SINTOMAS

lo bacleria LEGIONELLA, que se desarrolia
en ambientes humedos y muchas veces
con ollas temperaluras

Escalofrios

FORMA
DE CONTAGIO Dolores | U
Por el aire, por lo " = musculares
6 cxkiers pok ek ) y de cabeza (B)@)
vapor de agua que N
contiene bacterias.
No se confagia de una
2 persona a ofra. - /
® D‘—“ DIAGNOSTICO
" Algunas veces es necesario
& ~— una radiografia de térax para
© diagnosticarla, por su similitud
& con ofros tipos de neumonias
e NN TRATAMIENTO
|||l|'||lll'|||I|’||II|'|| de las personas
il | e recupet
2 - con antibiotico
GRANDES FUENTES PERSONAS 1 0 0 /
DE CONTAGIO EN MAYOR RIESGO 0

Edificios, hoteles, hospitales
que tengan humidificadores,
aires acondicionados, torres
de refrigeracion, o cualquier
reserva de agua

- Con mas de 50 afios

- §i tienen alguna enfermedad crénica

Muere

por complic
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Toma de muestra y conservacion

Se puede detectar en varias muestras

Sangre

» Serologia

» Requiere dos muestras

» Util de forma retrospectiva

Muestras respiratorias

Esputo
» Cultivo, PCR o tinciéon directa

Aspirado broncoalveolar
> Util para pacientes graves o intubados ‘
» Cultivo o PCR |

Biopsia pulmonar
» Solo en casos complicados

<—— Suero

Orina
» Deteccion del antigeno de legionela
» Rapida, no invasiva

Coagulo




Diagndstico en pacientes

Solo se puede diagnosticar por:

1. Cultivo
2. Serologia

3. Deteccion de antigeno en orina

4. PCR
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1. Cultivo

Es el método de referencia
Sirve como diagnéstico de confirmacion

Permite detectar cualquier especie y cualquier serogrupo

Baja sensibilidad (20-80%)

> Dificil crecimiento
» Requiere experiencia microbiologica
» Limitada supervivencia en la muestra
» Terapia antibiotica previa
Meétodo lento
El crecimiento se puede empezar a ver alos 3 dias

Se deja hasta el dia 12 para confirmar el negativo
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1. Cultivo

Medio BCYE
» Contiene hierro y cisteina

Medio BCYE con antibidticos

» Inhibe el crecimiento de otras bacterias en muestras mixtas /

Necesita condiciones ambientales

> 35-37°C
> Aerobiosis
» Humedad

Tras el positivo se ha de confirmar que es legionella

» MALDI TOF
» PCR
» Bioquimica: no se utiliza mucho



2. Serologia @ >

Detecta anticuerpos generados por el paciente en suero P RN, Contugado de
y  ANBCULTPO
Secuncano

Inmunofluorescencia indirecta

Anticuerpos marcados con fluorescencia directamente en la muestra O

Inmunoensayos de quimioluminiscencia ELISA indirecto

Anticuerpos unidos a enzimas que dan color

Se emplean para ver la seroconversidon en suero T C gzmog/

Se analizan las IgG porque las IgM no las generan todos los pacientes } k“*\!.’..
antibody -

Esta técnica se emplea para establecer la etiologia de una neumonia o “, \ —

Un resultado negativo no descarta la enfermedad — .

Well bottom



3. Deteccion de antigeno en orina

Desde el inicio de la infeccion un componente de la pared de LPS puede ser detectado en orina

Se puede detectar hasta meses después - neumonia actual o pasada

Es la técnica mas utilizada ,,{7;{4,0

Inmunocromatografia de orina

Ventajas

» Muy rapido (15-30 min)
» No se ve afectado por la toma de antibédticos

Lateral Flow Assay Architecture

Antibodies conjugated Tag  Test Line Control Line
(Gold, Latex, Fluorophore, etc.) (Antibodies) (cdgG Antibodies)

v Dk}:” Capillary Flow {1~

V.
—

P

Sample Conjugate  Nitrocellulose Wicking
Pad Pad Membrane

Test Line Control Line
(Positive) (Valid Test)
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4. PCR

Se puede detectar directamente en la muestra respiratoria

» A partir de DNA bacteriano - no distingue vivas y muertas
» A partir de RNA bacteriano - distingue vivas y muertas

Se puede usar multiplex para detectar distintas bacterias

Multiplex real-time PCR C value

Sample no. Source’ Culture result DFA Legionella spp. (ssrA) L. prewmophila (mip) L. preumophila sgl (wam) Human DNA (KNase P)
1 Sputum t sgl 27.63 26.84 27714 23.96
2 Lung t sgl 17.15 16.85 17.11 17.66
3 Lung t sgl 15.14 14.97 15.19 16.56
1 Br. swab # sgl 2553 24.47 24.53 23.91
> Lu ng t sgl 26849 26,18 2595 20,00
& Lung t sgl 28.55 28,07 26,98 17.66
7 Lung + sgl 25.19 24.37 24.17 19.59
& Lung + sgl 25.93 25.30 24.72 19.05
9 Lung # sgl 29.36 18.74 28.27 20,50
10 Lung t sgl 26,04 25,18 2515 7.50
11 Lung t sgl 26,54 2397 25,81 21.24
12 Lung + sgl 26.72 27.07 26.52 19.83
13 BAL t sgl 3307 3213 397 24.70
14 Sputum t sgl 27.68 7.2 2666 16.75
15 Lu ng sgl 28.18 27.24 26,95 20,48
16 OF swab NT" NILY ND ND 24.11
17 Urine NT ND ND ND 23.07
18 OP swab NT ND ND ND 25.17
19 NP swab NT ND ND ND 24.56
20 Sputum MNT MND ND ND 2226
21 Sputum MT ND ND ND 23.98
* Br. swab, OP swab, and NP swab, bronchial, oropharyngeal, and nasopharyngeal swabs, respectively; BAL, bronchoalveolar lavage specimen. 314

b :‘\:[. not tested.
A | ¥ not detected.



Deteccidn en muestras de agua/aire

El analisis diagnostico se lleva a cabo como parte del control sanitario para

> Detectar fuentes de infeccion en brotes
> Determinar la eficacia de la esterilizacion
» Conocer el riesgo en los hospitales

PARAMETROS

La toma de la muestra y preparacion posterior dependera de la et
finalidad del analisis S— ==

Legionella (UFC/L)
Microorganismos { %

aerobios (UFC/mL) ,4’
Hierro (mg/L) Q‘_ =

Un resultado negativo no excluye la presencia de la bacteria
El microorganismo puede encontrase por debajo del limite de deteccion

Un resultado positivo debe acompanarse de una medida correctora que elimine o disminuya la
bacteria
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Deteccidn en muestras de agua/aire

Las técnicas de deteccion en aguas son similares a las de muestras biologicas

1. Cultivo
2. Deteccion de antigeno en el agua

3. PCR
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1. Cultivo

Es mas complicado que en muestras de pacientes

» La concentracion suele ser muy baja
» Presencia de otros microorganismos en la muestra

Hay que someter las muestras a un pretratamiento

» Centrifugacion -> concentrar
» Descontaminacion - eliminar microbiota acompafnante

Los medios son los mismos que en muestras biologicas (BCYE)

Inconvenientes

» No detecta bacterias no cultivables

» Enmascaramiento por otras bacterias
» Tiempo requerido
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1. Cultivo

Anexo I: Deteccion de Legionella en muestras de agua mediante cultivo

PROCEDIMIENTO: En general, las muestras de agua son concentradas y descontaminadas antes
de su inoculacion en los medios de cultivo. Las muestras de aguas en las que se supone una alta
concentracion de Legionelia se pueden sembrar directamente en los medios.

1) Concentracién:

a) En muestras limpias, filtrar mediante vacio, usando membranas de nylon, policarbonato o ésteres
de celulosa de tamafo de poro 0,45 um. Transferir el filiro a un frasco y lavar con 5 a 25 ml de
diluyente (soluciones de Ringer o Page, muestra filtrada o agua destilada estéril). Suspender
agitando vigorosamente durante 2 min, o cortando el filtro con ftijeras estériles y agitando, o
raspando con un raspador estéril, o en un bafio de sonicacion de 2 a 10 min. Anotar volumen de
concentrado.

Cuando se sospecha una reducida microbiota acompanante se puede sembrar el filtro directamente

en una placa de GVPC, evitando burbujas, o realizar el tratamiento acido sobre el filtro antes de

sembrarlo.

b) En muestras con elevada turbidez, centrifugar a 6.000 xg durante 10 min (6 3.000 xg durante 30
min) y resuspender el sedimento en 2 a 20 ml de diluyente.

Los sedimentos y las torundas de rascado se pueden sembrar directamente en los medios.

2) Descontaminacion e inoculacion de los medios de cultivo: Preparar 3 alicuotas:
a) Sin tratamiento. Inocular de 0,1 a 0,5 ml de concentrado en una placa de GVPC.
b) Tratamiento con calor. Transferir 0,5 ml de concentrado a un frasco con tapén de rosca y
mantener en bafio a 50°C durante 30 min. Inocular de 0,1 a 0,5 ml en una placa de GVPC.
c) Tratamiento acido. Se puede usar cualquiera de las siguientes dos opciones:
- Centrifugar de 1 a 10 ml de muestra a 6.000 xg durante 10 min (6 3.000 xg durante 30 min.),
eliminar la mitad del sobrenadante y agitar el sedimento vigorosamente, afiadir tampon acido
(pH 2,2) hasta el volumen original, mantener en contacto durante 5 min, e inocular
inmediatamente de 0,1 a 0,5 ml en una placa de GVPC. Anotar la dilucion (1/2) y el volumen
inoculado.
- Diluir 0,1 ml de concentrado en 0,9 ml de tampon acido y mantener en contacto 5 min, e
inocular de 0,1 a 0,5 ml en una placa de GVPC.
El tratamiento acido sobre el filtro se realizara de la siguiente manera: Anadir 20 ml de tampoén
acido (pH 2,2) sobre el filiro antes de retirar el embudo, mantener en contacto 5 min, eliminar el
tampén mediante filtracion, lavar con 10 ml de agua destilada, e inocular el filtro directamente en
una placa de GVPC.
Una vez secos los in6culos, se extenderan por toda la placa (excepto si se ha sembrado el filtro
directamente).

3) Incubacion:

- Incubar a 36°C con humedad durante 12-15 dias, revisando las placas cada dia.

- Subcultivar 2 6 3 colonias sospechosas/placa GVPC en BCYEa y BCYEw sin cisteina, e incubar
a 36°C durante al menos 2 dias. Identificar en base a su morfologia, ausencia de crecimiento en
BCYEu sin cisteina y tincion de Gram (bacilo gramnegativo).

- Confirmar 5 6 6 colonias/muestra de agua segun el PNT-LP-02.
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2. Deteccion de antigeno

Quimioluminiscencia

El ensayo no es el mismo que el utilizado para muestras clinicas - 0 _
Inmunofluorescencia

Es un ensayo rapido que dura menos de 1h

Se puede hacer en el mismo lugar de recogida de la muestra

Se emplean tubos de reaccion que contienen el anticuerpo

1. Anadir muestra

2. Anadir anticuerpo conjugado con peroxidasa / fluoroforo
3. Lavar

4. Revelar con colorante / observar al microscopio

Se mide el cambio de color (azul — amarillo) mediante espectrofotometria

Técnica cuantitativa
Solo detecta el serogrupo 1

No diferencia entre vivas y muertas - no usar tras uso de biocidas
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3. PCR

Es el método mas empleado por su rapidez

» A partir de DNA bacteriano - no distingue vivas y muertas

» A partir de RNA bacteriano - distingue vivas y muertas

Con gPCR podemos conocer el numero de bacterias presentes

UNICO método que puede confirmar resultados negativos

A < |7
" o/ X \ b |
—® &> 7 j | A
y P —— o -
| . ' \ / \ e -, W
5= ,' \ \_/’ “,\ < =5 / % 2 o
\/ &/ _—
e
Recogida de muestras Extraccion de material
; g PCR en cadena
de aire geneéetico
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Procedimiento en brotes

La aparicion de varios casos de legionelosis hace sospechar de un origen comun

Iniciar investigacion multidisciplinar para identificar el foco de aerosoles contaminados

» Epidemioldgica
» Microbiologica

> Ambiental 10 mayores brotes de legionelosis notificados, 2008-2012

El estudio del brote incluye 1 Spain 2010 51 Community acquired Coaling tower
. e e, 2 Spain 2012 39  Community acquired Decorative fountain

1. Definicidn del brote 3 Porugd 00 %  Community acquired Teri—

2. Creacion de un grupo de trabajo 4  spain 2009 25 Community acquired Unkniown

3. Estudio epidemioldgico 2 012 | B Communityacquiec Spa pool

. . 6 Spain 2010 22 Community acquired Water system

4' EStUdIO a_mblental_ i _ 7 Poland 2010 19  Community acquired Water systemn

5. Formulacion de hipotesis 8  Spain 2012 18 Travel associated Pool

6. Medidas a tomar 9 LK, 2010 15  Community acquired Multiple unknown source

7 EStUdiOS moleculares 10  Spain 2008 14  Community acquired Unknown

8. Elaboracion de un informe
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Procedimiento en brotes

1. Definicion del brote

Un brote de legionelosis se define como la aparicion de 2 o mas casos relacionados
epidemiolégicamente

2. Creacion de un grupo de trabajo

Importante mantener una estrecha colaboracidn entre profesionales multidisciplinares
Realizar reuniones periddicas para consensuar pasos a seguir
Determinar si se ha de informar la a opinion publica o no

3. Estudio epidemioldgico

Realizar encuesta epidemioldégica que incluya variables de persona, lugar y tiempo
Incluir la exposicion de los pacientes a posibles fuentes de infeccion
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Procedimiento en brotes

4. Estudio ambiental

Se basa en la investigacion de posibles fuentes de infeccidn en el area geografica
relacionada con los casos

Toma de muestras de instalaciones revisadas para detectar la presencia de Legionella

La toma de muestras se debera hacer antes de 48 h tras |la deteccion del brote, de lo
contrario no se tiene la seguridad de hacerlo en ausencia de desinfectantes

Si se han desinfectado, se tomara la muestra 15 dias después

5. Formulacién de la hipétesis
La hipotesis sobre la posible fuente/s de infeccion ha de ser plausible

Esta hipotesis se comprobara posteriormente con estudios analiticos
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Procedimiento en brotes

6. Medidas a tomar

Segun los resultados del estudio ambiental y pendientes de comprobar la hipotesis, se
toman las primeras medidas de prevencion

» Limpieza

» Desinfeccion

» Reparacion de defectos estructurales
» Paralizacion de la instalacion

7. Estudios moleculares

L. pneumophila serogrupo 1 esta muy diseminada en el ambiente, por lo que habra que
tipificar las cepas de los pacientes y las ambientales en estudios genotipicos

Genotipage de las muestras de cultivos de pacientes - objetivo a buscar en el ambiente

La comparacion se hace con técnicas de epidemiologia molecular (genotipificacion)

8. Elaboracion de un informe

Cerrado el brote y terminadas las investigaciones se elabora un informe con los aspectos
mas relevantes, aunque algunas investigaciones parciales continuen 324



Técnicas de genotipificacion

PFGE: electroforesis en campo pulsado

Se digieren las muestras con enzimas de restriccion de corte poco frecuente

Se separan mediante una electroforesis

Se comparan los patrones de bandas

AFLP: digestion de ADN y amplificacion de fragmentos

Se digieren las muestras con enzimas de restriccion
Se amplifican fragmentos selectivos
Se separan mediante electroforesis

Se comparan los patrones de bandas




Técnicas de genotipificacion

MLST: secuenciacion de genes multilocus

Se amplifican genes housekeeping
Se secuencian

A cada variante secuenciada se le asigna un
numero generando un codigo

Se compara el coédigo

Sequencing

PCR
products

Allele assignment Sequences type assignment
3
4
'R 1
VCARDG D 34-1- -1
| == ST 51
| 7
- 2
Allele Allelic Sequence
sequences profile type

TODAS ESTAS TECNICAS VAN SIENDO

SUSTITUIDAS POR LA SECUENCIACION
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N Universidad
’4”\@ Francisco de Vitoria
Al UFV Madrid

Seccion lll: Laboratorio de hematologia

TEMA 13
Hemograma

Analisis Biologico y Diagnostico de Laboratorio
Nacho Escrig, PhD
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Laboratorio de hematologia

El laboratorio de hematologia solo maneja la muestra de sangre

Su principal actividad son los hemogramas

» Es una de las pruebas mas solicitadas pues los parametros que de €l se extraen aportan
informacion muy importante sobre la homeostasis del paciente

» Permite tener una vision de la homeostasis del sistema hematopoyético

» En el hemograma se puede evaluar:

5.100 /mm? 3.500
39.7 % 2.024,7 Imm? 1.700 a 8! 500 a 7.000 /mm?

= Serie roja > eritrograma 0%  O/mm 0a0% 0 i
= Serie blanca % on ca
» Plaquetas 0%  Ofmm 0ad%

39.7 % 2.024.7 Imm? 36a66%
. 285.6 /mm? 1ad4%
Estas células son producidas por la hematopoyesis ;’ ; 4/5 !
2a10%

Dal1%



Hematopoyesis

Es el proceso que regula la produccion de células del sistema hematopoyético

Se produce en la médula 6sea

Vida media celular

= Eritrocitos: 120 dias

= Polimorfonucleados: 8-10 h
= Monocitos: 17 h

» Linfocitos: semanas o afnos

= Plaquetas: 10 dias

Célula madre hematopoyética
(HSC)

y

Precursor
multipotente

If;\Q}' (MPP)
@

Precursor Precursor

mieloide comun linfoide comun
(CMP) (CLP)
o ‘\
Progenitor de Progenitor de
megacariocitos y granulocitos y / \
eritrocitos monomtos
(MEP)

e A ]
/\* Jr IJr v Y

.aoarioo,‘,b © citog

(&

ir s\Nog,
"fo@ <2)‘ae.o A \\e\l Of, 7= 0,

BEED
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Eritropoyesis
Es el proceso de generacion de los globulos rojos

Tarda entre 5y 7 dias
Se produce en dos fases

» Generacion de reticulocitos - médula 6sea
» Maduracion a eritrocitos - sangre periférica

Es un proceso estimulado por la eritropoyetina, hormona que se secreta por el parénquima renal

20 horas 20 horas 25 horas 30 horas 120 dias
Hemocitoblasto | Proeritroblasto | Eritroblasto Eritroblasto Eritroblasto Normoblasto Reticulocito Evitrocita
Basfilo Policromatdfilo Ortocromatdfilo
[Normaoblasto]
El reticulocito Luego de 1dia
Es una célula madre En condiciones Se forman Su contenido Como no requiere El normoblasto sale de la en Ell Slstt_Emal
en la médula 6sea normales ocupa ribosomas que de hemoglobina acumular mas pierde el medula osea erctl atorio, Ed
un 1% a 4% de comienzan a ya es muy alto hemoglobina, se nicleo y mantiene rl?tlcu_gcnto pierde
la médula osea fabricar reduce la cantidad ribosomas y os ri r;ljsgmas y
hemoglobina de ribosomas presentes mitocondrias por mitocondrias para
24 horas mas terminar madurando
en eritrocito

6 DIAS EN LA MEDULA OSEA EN SANGRE 390



Eritrograma

Es el analisis cualitativo y cuantitativo de parametros relacionados con los eritrocitos en sangre
periférica

Incluye:

Parametros clasicos
Recuento de eritrocitos
Hematocrito
Hemoglobina
Indices eritrocitarios
» Volumen corpuscular medio (MCV)
» Hemoglobina corpuscular media (MHC)
» Concentracion media de hemoglobina corpuscular (MCHC)
» Ancho de distribucion de eritrocitos (RDW)
Parametros nuevos
1. Subpoblaciones eritrocitarias
2. Recuento de reticulocitos
3. Eritroblastos

s =
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Parametros clasicos

Se llevan a cabo por medio de autoanalizadores que analizan:

» Tamano celular
» Numero de células
» Concentracion de hemoglobina

Para calcular el tamafno y el numero se emplea |la impedancia eléctrica o método de Coulter

= Se hacen pasar las células por un orificio por el que pasa una corriente eléctrica
» |La corriente eléctrica se altera por la célula produciendo pulsos
o El pulso es proporcional al tamano vCM
o El numero de pulsos indican el numero de células

Células grandes Células pequenas

Te 3
"l 11

e \| Q@
el A 9|

IDE

MIC MAC

Numero de células

Tamano de células?




1. Recuento de eritrocitos

Es la cantidad de eritrocitos en sangre periférica por unidad de volumen

Tiene poca utilidad clinica

Se emplea para obtener otros parametros como:
» Hematocrito
» Volumen corpuscular medio
» Ancho de distribucion de eritrocitos
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2. Hematocrito

Es la fraccion del volumen eritrocitario.
Volumen ocupado por los globulos rojos en el volumen total de sangre.

Se puede expresar como porcentaje o como fraccion decimal

(fL)

Recuento de( células ) X Volumen

_ eritrocitos ul corpuscular medio
Hematocrito (%) =

10

Refleja la concentracion de eritrocitos

No refleja la masa de eritrocitos

Se emplea para diagnosticar poliglobulia, aumento de la concentracion de eritrocitos
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3. Hemoglobina

>

>

La hemoglobina es el parametro principal para definir el concepto de anemia

Hace referencia a la capacidad de transportar oxigeno

Cadenaa g8 - CadenaP

Los eritrocitos tienen una mezcla de hemoglobinas
(metahemoglobina, oxihemoglobina,
carboxihemoglobina...)

La medicion de la hemoglobina refleja el sumatorio de
todas ellas

Glébulo rojo

Cadenal adenaa

orma eliptica de la

Para calcularla se lisan los eritrocitos y se transforman molécula de polipéptido
todas las formas en cianometahemoglobina

La cianometahemoglobina se puede medir por espectrofotometria (g/dL)

La medicion de la hemoglobina es importante para calcular otros parametros como:
= Hemoglobina corpuscular media (HCM)
= Concentracion media de hemoglobina corpuscular (MCHC) -



4. indices eritrocitarios

Volumen corpuscular medio (MCV)

> Es el tamano de los eritrocitos

> Se expresa en fentolitros (fL) que equivalen a 10-"° L

Volumen Hematocrito (%) X 10
corpuscular medio (L) =

Recuento de ( células )
eritrocitos ulL

» Es un parametro muy estable

» Variaciones superiores a 5 fL son significativas para el diagnostico
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4. indices eritrocitarios

Hemoglobina corpuscular media (MCH)

» Es la media de la cantidad de hemoglobina de cada eritrocito

> Se expresa en picogramos (pg) que equivalen a 1012 g

: g
Hemoglobina Hemogloblna( dL) X 10

corpuscular media

(PQ) =

Recuento de ( celulas )
eritrocitos uL

» Define los conceptos de

= Hipocromia
= Normocromia
= Hipercromia

» Combinada con el volumen corpuscular medio permite definir el tipo de anemia
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4. indices eritrocitarios

Concentracion media de hemoglobina corpuscular (MCHC)

» Es la cantidad total de hemoglobina en la masa eritrocitica

» Se expresa en g/dL

. g
Concentracion media (9 Hemoglobina ( dL ) X 100

de hemoglobina corpuscular * dL

) =

Hematocrito (%)

» También define los conceptos de

= Hipocromia
= Normocromia
= Hipercromia

» Combinada con el volumen corpuscular medio permite definir el tipo de anemia
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4. indices eritrocitarios

Ancho de distribucion de eritrocitos (RDW)

» Indica el coeficiente de variacion (%) del tamafno de los eritrocitos

MuestraHeterogenea MuestraHomogéenea

» El volumen corpuscular medio puede ser
irreal por ser una media

> El RDW refleja el grado de anisocitosis:
desigualdad en el tamarfno de los eritrocitos

» Un valor alto de RDW alerta de una
enfermedad carencial, aun cuando no hay
cambios en el MCV, MHC o MCHC

Fré(ue neia
Erecuencia

VEM WAEI
Victor Gdmez © 339



Parémetros clasicos

PARAMETRO ABREVIATURA VALOR DE
HEMATOLOGICO REFERENCIA,
Recuenio total de 4.5-5.5 mill/mm®
globulos rojos.
Hemeoalobina Hbc (M) 1 2-1éar/dl
H] 13.517gr/dl Poiﬁ;&pﬂ"“
(RM} 1520 gr/dL
Hematccriio Hio (M) 36-48 %
[H] 40.5-51 %
[EMN) 45-60 %
Velumen MCY 80-100f Micro, macre o
corpuscular madio Normocitos
Hemaglobing MCH 27-32 pg
corpusceular media. Hipocramia
Concentracion de MCHC azsegidl RS
Hemaglobina
corpuscular medic
Ancho de RDW-CV 11.5145% Anisocitosis
districucion entroide | 340




Nuevos parametros hematologicos

Actualmente se aplican otras tecnologias para determinar los parametros hematoldgicos clasicos

» Citometria de flujo y tecnologia laser Complapdad

(dispersion frontal
en angulo abierto)

Esta tecnologia se usa para determinar
parametros fisicos

= Recuento eritrocitos

= Tamano de eritrocitos —. |
i Laser
Pueden calcular nuevos parametros -
| ! =
1. Subpoblaciones eritrocitarias - |
2. Recuento de reticulocitos Extincion A
3. Eritroblastos (luz absorbida)
Tamaiio Granularidad Dui\émetro celular
(dispersion frontal (dispersion en (tiempo de vuelo)

en angulo cerrado) angulo recto) 341



1. Subpoblaciones eritrocitarias

La citometria de flujo puede analizar de forma muy precisa parametros como

» Concentracion de hemoglobina: combinando parametros de refraccion y dispersion
» Tamano celular
» Complejidad interna

La concentracion de hemoglobina permite calcular la amplitud de %
distribucién de hemoglobina (HDW)

» Un valor bajo indica que los eritrocitos son homogéneos en
cuanto a la concentracion de Hb

» Un valor alto hace sospechar de policromasia: diversidad de 2
la concentracion de Hb en los eritrocitos

La amplitud de distribucion de hemoglobina se observa en histogramas

Esto permite calcular el porcentaje de poblaciones eritrocitarias:

o B B B B B O b O b 0 6 0
G

Conc hemoglobina (g/dL)

342

» Hipocromicas: concentracion de hemoglobina < 280 g/L
» Hipercrémicas: concentracion de hemoglobina > 410 g/L



1. Subpoblaciones eritrocitarias

El tamano de cada eritrocito permite calcular el porcentaje de subpoblaciones eritrocitarias:

- » 3 .‘\ * | 3 “’ '-‘\ L
: b o Lad > lév b - b
= e ""A.‘.‘.', (R AP
~ LTS g 3

AN

) v Y sl & . RN STV s .
- - / A < P . ‘ - L)
ekt Bhe TIDLR 0r labed o SIS T D st S0 Car SN SO (psdb e 2N

» Macrociticas: volumen >120 fL
» Microciticas: volumen < 60 fL

De esta forma se evalua el estado férrico y eritropoyético de una
forma mucho mas precisa que las medias poblacionales
obtenidas en el Volumen corpuscular medio y Hemoglobina
corpuscular media

Esta tecnologia nos permite conocer el porcentaje de células
con valores extremos, alejados de la media, siendo util en
déficits funcionales de hierro o anemias cronicas

Volume - MCVY

HGB Concentration - CHCM
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2. Recuento de reticulocitos

Los reticulocitos son eritrocitos jovenes que conservan restos de ARN, ribosomas y mitocondrias que
pueden ser marcados con sondas

Permanecen 2-3 dias en la médula y 1-2 dias en sangre hasta que maduran

La tasa de produccion de eritrocitos en la médula 6sea evalua la actividad hematopoyética

20 horas 20horas 25 horas 30 horas 120 dias
Hemocitoblasto | Proeritroblasto | Eritroblasto Eritroblasto Eritroblasto Normoblasto Reticulocito Bl GEItD
Basdfilo Policromatafilo Ortocromatdfilo
[Normoblasto]
El reticulocito Luego de 1dia
Es una célula madre En condiciones Se forman Su contenido Como no requiere El normoblasto sale de la en Ell SIstgmal
en la médula 6sea normales ocupa ribosomas que de hemoglobina acumular mas pierde el medula 6sea CjTC:I atorio, Ed
un 1% a 4% de comienzan a ya es muy alto hemoglobina, se nucleo y mantiene rlitlcu_gcnto pierde
la médula osea fabricar reduce la cantidad ribosomas y oS ri ?jsgmas y
hemoglobina de ribosomas presentes mitocondrias por mitocondrias para
24 horas mas terminar madurando
en eritrocito

B DIAS EN LA MEDULA OSEA EN SANGRE
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2. Recuento de reticulocitos

Se puede determinar:

> Fraccion de reticulocitos inmaduros:

» Los reticulocitos se pueden clasificar por su morfologia
» Este parametro indica recuperacion de la médula 6sea de forma precoz,
ya que estos aparecen antes que los eritrocitos maduros

» Hemoglobina en reticulocitos:

= Marcador de enfermedades deficitarias de hierro precoz
» |ndica la situacion actual de la disponibilidad de hierro
* |ndica la calidad de la produccion de glébulos rojos

Recuperar
-
f =

4

‘ .
} éﬁ;icu i ﬁ
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3. Eritroblastos

Son glébulos rojos nucleados
NO deberian de existir en la sangre de adultos, solo en recién nacidos

Su presencia indica un aumento de actividad eritropoyética por:

» Hemodlisis aguda
» Cancer hematoldgico: leucemias, sindromes mielodisplasicos o linfomas

Eritroblasto ARMANDO . .
; R %
ortocromatico C:@ s . :
Eritroblasto Eritroblasto

policromatdfilo|  policromatdfilo . Reticulocito  Eritrocito ® N a o
' s -y ¢ : N
» T - “
9 ' L" : r & y “\rtl ?
¥ . A , :;_“P ,‘. "’vf .




Anemias

La anemia se produce por una disminucion en el numero de
glébulos rojos o en los niveles de hemoglobina

Las anemias pueden ser:

» Manifestacion de enfermedad hematoldgica
» Manifestacion secundaria a muchas enfermedades

Parametros hematologicos normales

» Gldébulos rojos =2 4,4-5,9 M/uL

» Hemoglobina - 11 - 17,7 g/dL

» Volumen corpuscular medio (MCV) - 80 — 100 fL

» Hemoglobina corpuscular media (MCH) - 27 — 32 pg

Anemia
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Anemias

Parametros del hemograma mas empleados para clasificar anemias

Globulos Volumen
Corpuscular
Rojos Hemoglobina Medio (VCM)

B

(RBC)

4.4 -59x10°/mcL 11 -17.7 g/di 80-100 fL

« Menos de 4.4 anemia . .Debajo indica una « < 80 Microcitica
cifra baja de
eritrocitos= anemia » >100 Macrocitica

Hb Corpuscular
Media (HCM)

27-31 pg

«< 27 Hipocrémica

* N0 mayor
348




Anemias

Las anemias se clasifican por:

» Morfologia: segun el tamano del eritrocito
= Microcitica: MCV < 100 fL
= Normocitica: 80 fL < MCV < 100 fL
= Macrocitica: MCV > 100 fL

» Concentracion de hemoglobina
» Hipocromica: MCH < 27 pg
= Normocromica: 27 pg < MCH < 31 pg
= Hipercromica: NO EXISTE. Si sucediera
los eritrocitos se lisan por 6smosis

» Etiologia
= Carencia de produccion
= Trastornos en la maduracion
= Destruccion

Microcitica

| {YCM =+ [HCM hipocromica

TVCM + HCM
normal

Macrocitica
normocromica

VCMy HCM
normal

Normocitica
normocromica
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Etiologia de las anemias

Alteraciones nutricionales

Deficiencias de hierro, vitamina B12, y acido félico que
afectan la produccion de glébulos rojos y la sintesis de
hemoglobina.

Neoplasias y trastornos de la médula 6sea

Enfermedades como leucemia, mielodisplasia o infiltracion
de la médula ésea por cancer, que alteran la producciéon de
globulos rojos.

Los glébulos rojos pueden disminuir por

» Carencia de produccion
= Aplasias medulares
= Infiltraciobn medular de tumores
= Déficit de hierro
= |nsuficiencia renal cronica

Enfermedades crénicas

Condiciones como insuficiencia renal, enfermedades
autoinmunes o inflamatorias, que afectan la produccion y
supervivencia de los glébulos rojos.

Malabsorcién

Problemas en la absorcion de nutrientes esenciales
(hierro, vitamina B12, acido félico) debido a enfermedades
como la celiaquia o cirugias gastrointestinales.

Infecciones

Infecciones como malaria, leishmaniasis visceral o
esquistosomiasis, que causan anemia por hemalisis,
supresion de la médula 6sea o pérdida cronica de sangre.

» Trastornos de maduracion
= Déficit de vitamina B12 o folatos
=  Anemias refractarias

Anomalias hereditarias

Trastornos genéticos como la anemia de células falciformes,
talasemia o esferocitosis hereditaria, que causan hemdalisis o
produccion defectuosa de glébulos rojos.

Sangrado (Hemorragia)

Pérdida aguda o crénica de sangre, como en Ulceras
gastrointestinales, menstruaciones abundantes o
traumatismos.

o>|-[z[=[z]>

» Destruccion / Pérdida
= Hemorragias
= Hemodlisis intravascular mecanica o autoinmune
= Alteraciones en la membrana del hematie (hereditaria)
= Alteraciones en la hemoglobina (hereditaria)
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Glébulos rojos y hemoglobina

La principal funcion de los globulos rojos es el transporte de oxigeno en la sangre y su liberacion en
los tejidos

El oxigeno se transporta en el interior del hematie unido a la hemoglobina

La hemoglobina esta formada por dos cadenas alfa
y dos cadenas beta denominadas globinas

Cada globina tiene un grupo hemo que contiene 2,[;): o

un atomo de hierro en estado de oxidacion ferroso o f« £ /‘

b
(+2) cuﬁ hc'
Cada globulo rojo contiene

varios cientos de millones de

moléculas de hemoglobina, & , ,

las que trasportan el oxigeno — ELl oxigeno se fija al
hemo en la molecula
de hemoglobina

#ADAM,




Clasificacion de anemias

La mejor forma de clasificarlas es combinando los parametros del hemograma con la etiologia

MICROCITICAS | NORMOCITICAS | MACROCITICAS

«Anemia ferropénica -Esferocitosis ‘Deficiencia de Vitamina
A o ¢ dad Deficiencia de G6PD B12
R *Células falciformes « Deficiencia de acido folico

cronica

- .NO HEMOLITICAS NO MEGALOBLASTICAS
*Pérdida de sangre *Hipotiroidismo

« Sideroblastia *Anemia aplasica

*Enfermedad hepatica
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Anemias microciticas

Se caracterizan por la produccion de globulos rojos mas pequefios de lo normal (VCM < 80 fL)

Su principal causa es la disminucion o alteracion en la produccion de
hemoglobina

Casi siempre son hipocrémicas

Clasificacion: MICROCITICAS

1. Ferropénica
«Anemia ferropénica

2. Enfermedad inflamatoria cronica s ARSRIE da EharvaRET
cronica

3. Talasémica . Talasemias

4. Sideroblastica + Sideroblastia

2572




Py

Anemias microciticas <
1 E - ANEMIA FERROPENICA
- Ferropenica CUANDO FALTA EL HIERRO
> La anemia ferropénica es la anemia microcitica mas frecuente @ que es? @ éIONJSmXSS

Tipo de anemia

. , . causada por déficit
» EI 67% del hierro corporal esta en las hemoglobinas de hierro, esencial

para la produccion
de hemoglobina

» El déficit de hierro afecta a la produccion del grupo hemo y por O
tanto a la produccion de eritrocitos

Fatiga, palidez, caida
de cabello, uiias
fragiles, disnea (5
de esfuerzo S

» La ferritina < 15 ug/fL es el mejor parametro para diagnosticar
la anemia ferropénica

» Las principales causas de este déficit de hierro son: QgIAGNGSTI-
= Deéficit nutricional © CAUSAS Vferritina,
g PRINCIPALES bseturacon (@D
- M alabs OrCI On Sangrado cronico ?-entéacnSfernna
. (digestivo, menstrual), ripensRcie @
u Sangl’adOS pOl‘ dietas pobres en hierro, e hipocromia
aumento de demanda oriirahis
@) AlNES (embarazo), mala
. .. absorcion v
o Neoplasias colonicas 4l © TRATAMIENTO
. . . . z { Suplementos orales 4 '
o Enfermedad inflamatoria intestinal & 9 oo s casa '
o Ulceras pépticas - g I



Anemias microciticas

2. Enfermedad inflamatoria cronica

» La liberacion de ciertas citoquinas inflamatorias (IL6) produce la inhibicion de la eritropoyesis

» Las principales causas de este aumento de citoquinas son:

Estimube inflamateria
|infecciones, autoinmunidad, cancer)

= Trastornos autoinmunes l
= Enfermedad de Crohn

Monccites y céllas T activadas |

= Lupus eritematoso
[ | Artritis red matOi d es il InhEm:Id-n de EFO A].ﬁ.um:nl.u de le mint==is hepatica de hepcidina
= (Colitis ulcerosa

» (Canceres hematologicos - linfoma vbnine 1
» |nfecciones prolongadas proliferacién eritreids +H=-=-=i-=n=
o Endocarditis bacteriana

Inhibicitn de laliberacion de

Inhibiciin de la D] Aumenta de la Fa por imtemalizacidn da
O t . It eritmpoyesia . hermiago-:itmls FRP1L
O steomielltis Limitas llagada da Fa 8 Retencidn be Fe - SRE
o VIH \ /
O VH B BajaFp ? en ‘ *
aritroblastos ratians
O VH C Fe para sintesiz de Vida Media acortada Dismemsuciéen da la
hamaglobina (VO .® abzarcion intestinal
noemal) ‘e, -®

de F9355

JeFad+ [ transferming



Anemias microciticas

3. Talasémica

» Enfermedad hereditaria que destruye los globulos rojos en sangre (hemoalisis)

» Se produce por un defecto en la sintesis de una de las globinas

» Alfa talasemia: defecto en sintesis de cadenas alfa. Compensa hiperproduciendo cadenas beta
» Beta talasemia: defecto en sintesis de cadenas beta. Compensa hiperproduciendo cadenas alfa

» El acumulo de una de las globinas produce la lisis del eritrocito, liberando hierro.
» Consecuencias:

» Hipertrofia hepatica: acumulacion de hierro en el higado produce Normal Thalassemia
dano hepatico que desemboca en fibrosis y crecimiento hepatico

= Hipertrofia esplénica: los macrofagos fagocitan eritrocitos lisados
produciendo esta congestion y aumento de tamafo del bazo

» Hipertrofia medular: para compensar los bajos niveles de
eritrocitos en sangre se fuerza la eritropoyesis




Anemias microciticas

4. Sideroblastica

> Alteraciéon de la sintesis del grupo hemo en los
precursores eritroides de la médula osea

» Esto produce depdsitos de hierro en las mitocondrias de

los precursores eritroides formando sideroblastos en
anillo

» Causas:

= Alteracion de la eritropoyesis = sindrome mielodisplasico
» Hereditarias: mayor incidencia en varones

= Asociadas al consumo de alcohol y farmacos - reversibles
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Anemias normociticas

Se caracterizan por una menor produccién de globulos rojos con un tamano normal

(80 fL < VCM < 100 fL)

Clasificacion
1. Hemoaliticas
2. Enfermedad inflamatoria aguda
3. Aplasicas

4. Hemorragicas

NORMOCITICAS

HEMOLITICAS
«Esferocitosis
*Deficiencia de G6PD
«Células falciformes

*NO HEMOLITICAS
*Pérdida de sangre
«Anemia aplasica

e lye}




Anemias normociticas Esferocitosis

o98p
=9
1. Hemolitica ‘ Q @

» Los gldbulos rojos se destruyen y son expulsados de forma e R R oL

(erythrocyte) are sphere-shaped) into blood plasma

prematura al torrente sanguineo Eliptocitosis

o o

> Pueden ser:

= Hereditarias

Esferocitosis: globulos rojos con forma esférica
Eliptocitosis: globulos rojos con forma de elipse
Falciforme: globulos rojos con forma de hoz
Deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa Falciforme

Deficiencia de piruvato quinasa . )

= Adquiridas:
o Autoinmunidad Toma g hoe
o Hemolisis mecanica: estructuras circulatorias producen la hemdlisis (valvulas)
o Hemoglobinuria paroxistica nocturna: sensibilidad al sistema del complemento

O O O O O
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Anemias normociticas

2. Enfermedad inflamatoria aguda

» La liberacion de ciertas citoquinas inflamatorias (IL6) produce la inhibicion de la eritropoyesis

» Las principales causas de este aumento de citoquinas son; ! mteinmunidd. cncer)

+

= Trastornos autoinmunes Monocitos y ceiulss T scevadas |
= Enfermedad de Crohn

i' IIi"lE]ll‘.'Iﬂln de EFO A'.ﬁ.umenl.u de lo mint==is hepatica de hepcidina

= Lupus eritematoso

= Artritis reumatoides 3

= Colitis ulcerosa q,nhm“,
= Canceres hematolégicos - linfoma profferaciin erreld "f*::-““TI o

. Inhibicitn de laliberacion de
= [nfecciones prolongadas Inhibickin de Ia O] Aumenta de la Fa por Intemallzacidn da
g . eritropoyesis I Wm'ag{":itﬂ&lﬁ FRP1

o Endocarditis bacteriana Limitad lagada da Fa 1§ Retencici de Fe - SRE

o Osteomielitis " \ /7 .

o VIH s &% : \

o VHB e ot iele

o VHC roemal) '-"'-. e -" g

JeFad+ [ transferming

» Cuando se cronifican evolucionan a anemias microciticas 260



Anemias normociticas

3. Aplasica

» Se produce por una reaccion autoinmune de los linfocitos T
contra células precursoras de eritrocitos y leucocitos

» Causas:

= Consumo de farmacos
» Antiepilépticos (Carbamazepina)
» Citostaticos (Metotrexato)
» Antibidticos (cloranfenicol)

= |nfecciones viricas = Parvovirus B19

= Anemia hereditaria de Fanconi = defectos en
la reparacion del DNA eritrocitario

CDT. DR. CESAR A. COLLAZO
" Juntos poa fa Sofiud do Juncos’



Anemias normociticas

4. Hemorragica

» Se produce por la pérdida de grandes cantidades de sangre

» Causas:

= Traumas

= Ulceras pépticas
=  Aneurismas rotos
= Parasitos

» Dependiendo de la velocidad de pérdida de sangre y de los depdsitos de hierro en el organismo
dara lugar a anemia normocitica o microcitica ferropénica
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Anemias macrociticas

Se caracterizan por presentar globulos rojos de un tamano superior al normal VCM > 100 fL

Su principal causa es la alteracion de la sintesis de DNA (megaloblastia):

Las células se dividen muy lentamente pero el desarrollo del
citoplasma es normal, adquiriendo mayor tamafno y produciendo
menos celulas

Clasificacion:
Megaloblasticas:
1. Déficit de vitamina B12

2. Déficit de acido fdlico
No megaloblasticas:

3. Hipotiroidismo

4. Enfermedad hepatica

AR R R AR R RN R R AR RN RN NN )

MACROCITICAS

MEGALOBLASTICAS

Deficiencia de Vitamina
B12

 Deficiencia de acido fdlico
NO MEGALOBLASTICAS
*Hipotiroidismo

*Enfermedad hepatica

o0o




Anemias macrociticas
1. Déficit de vitamina B12

» Es la denominada anemia perniciosa

» La vitamina B12 es esencial para la sintesis,
reparacion y metilacion del ADN

» Debido a una malabsorcion de vitamina B12
por el intestino se produce un déficit en la
sintesis de ADN (megaloblastica)

» La principal causa es la falta del factor intrinseco

Dieta Proteina

| —~

Metionina \‘

Cistationina (E)

1O,

Cisteina

(C)




Anemias macrociticas

Dieta Proteina

| —~

Metionina
SAM

2. Déficit de acido folico

Glicna

» El acido fdlico (vitamina B9) es esencial para la
sintesis, reparacion y metilacion del ADN

5,10-metilenTHF

> Debido a una falta de acido fdlico se produce un & @ Cistationina | (E)
déficit en la sintesis de ADN (megaloblastica) . cmﬁ (A)
(€)
> Causas: SANGRE NORMAL  DEFICIENCIA DE FOLATO

o Malabsorcion
o Aumento de requerimiento (embarazo)
o Ingesta insuficiente
o Pérdida renal
o Farmacos que interfieren con el folato -
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Anemias macrociticas

3. Hipotiroidismo

> No tiene que ver con la sintesis de ADN, por lo que HIPOTIROIDISMO

no es megaloblastica

» La T3 es necesaria para disminuir el volumen de los —

Produccidn de EPO
precursores eritrocitarios '

Disminucion del volumen de sangre fotal

lMosa enfroctana
Hipocekdandad de fa MO
Clearence y ecambio de Fe++

—— Globulos Rojos —

» Su deficiencia produce macrocitosis

Lintocito

Monocito

recuento y funcionaiciod
Basoflo dg‘wm“i;\ . «:i“ff:

Neurdfilo

| | [
©®0Ve 10

o DiGtesis hemordgica
" o Alteracion de adhesidn
— Plagietas g%xo plaquetana
L o Fragidad capikr
o Deficitiactor \éog 6wa'obnnd




Anemias macrociticas
4. Enfermedad hepatica

» No tiene que ver con la sintesis de ADN, por lo que
no es megaloblastica

» Enfermedades hepaticas cronicas dan lugar a:
= Menor metabolismo de fosfolipidos y colesterol

= Glbébulos rojos absorben lipidos aumentando
sus membranas

= Eritrocitos redondeados

» Causas
= Alcoholismo crénico
= Hepatitis cronica
= Cirrosis
= (Colestasis

AFECTACION HEMATOLOGICA

EN LA HEPATOPATIA CRONICA

os

Trombocitopenia

Plaquetas bajas
por hiperesplenismo
y 1trombopoyetina.

Coagulopatia
Déficit de factores

de coagulacion,
TP/TTPa prolongados

-

Anemia Trastornos
Sangrado Fibrinoliticos
gastrointestisnal, Riesgo de

deficiencias
nutricionales

sangrado y trombosis.

Leucopenia

(glébulos blancos bajos)
riesgo de infeccion
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Sintomatologia de la anemia

Los sintomas de la anemia dependen de la rapidez de su instauracion
» Instauracion progresiva

1. Disminucién de resistencia fisica, taquicardia y dificultad respiratoria

2. Acentuacion de sintomas incluso con minimos esfuerzos, cansancio extremo
3. Palidez, baja coloracion de piel y mucosas, dolor de cabeza

4. Adaptacion y control de sintomas si se alarga en el tiempo, siempre que no se
haga esfuerzo

» Instauracion brusca: depende del volumen de sangre perdido
= Colapso vascular
= Palidez
= Sudoracion
= Taquicardia
= Hipotension arterial
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Complicaciones de la anemia

Si la anemia se hace mas grave pueden surgir complicaciones como

> Infarto de érganos por falta de oxigeno Ane m I a .
La anemia es una afeccion que se

produce cuando no se tienen
» Partos prematuros en embarazadas suficientes globulos rojos sanos o

Q \ Latidos irregulares
~ 3 Mareos o aturdimiento

hemoglobma para transportar
oxigeno a los tejidos del cuerpo.

consecuencias de La, m

anemia en La 9estacion

Cansancio (\
Bebés c'on bajo
peso al nacer o
| Debilidad €—
\. Falta de aire
Y = -
e i € presentar
fScia 050 4 complicaciones
Piel palidao
= amarillenta <\

> polorenel pecho

—~—3 Manos y pies frios

-3 Dolores de cabeza
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.;f ’f’ Francisco de Vitoria
UFV Madrid

Seccion IV: Laboratorio de Bioquimica

TEMA 14

Alteraciones del
metabolismo del hierro

Analisis Biologico y Diagnostico de Laboratorio
Nacho Escrig, PhD
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El hierro

Es el metal mas abundante en el cuerpo humano - 40 mg de hierro por Kg de masa

Localizado en

» Hemoglobina

» Proteinas de transporte - transferrina

» Proteinas de almacenamiento - ferritina y hemosiderina
» Enzimas

» Mioglobina muscular

Es indispensable para la vida

» Escasez - sintesis de hemoglobina defectuosa
= Exceso - patologias hepaticas, pancreaticas o cardiacas

Su determinacion se hace en la sangre
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Equilibrio del hierro

ABSORCION

El hierro en la dieta se encuentra en dos formas

» Hemo (ferroso +2)
» Carne
» Mariscos
> Pollo
» No hemo (férrico +3)
» Lentejas
» Espinaca
» Garbanzos
La acidez gastrica reduce el hierro
férrico (+3) a ferroso (+2), que se
absorbe en el duodeno vy la parte
superior del yeyuno

TRANSPORTE y USO

Almacenamiento

Utilizacion

Transporte

Absorcion

Alimento
Hierro Heme (Fe?*) y No-Heme (Fe3*)

Mioglobina en
" musculo

Macréfagos

Reduccién a

forma absorbible "3 Transferrina
@ » Fo* —— > @

s Ferritin / 4
' Hemoglobina en Hemosiderina
Transportador @ eritrocitos +
DMT-1 Ferritina
O

En el enterocito se oxida de nuevo a férrico (+3) y se transporta por la transferrina alli donde se

necesite (sobre todo médula 6sea)
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Equilibrio del hierro

ALMACEAMIENTO

Si hay exceso se almacena en la ferritina o la hemosiderina

Absorcion Transporte = Utilizacion | Almacenamiento

Alimento
Hierro Heme (Fe?*) y No-Heme (Fe3*)

Vida media:

 Hierro =2 75 minutos

Mioglobina en
musculo

 Ferritina 2 semanas - meses

. . ~ Macroéfagos
« Hemosiderina - meses — afnos ok O . 6
eauccion a
lforma absorbible ?3 Transferrina ’37)’ :” # .

REUTILIZACION S > ;G r@.80———8 '
Cuando los eritrocitos envejecen son Hemoglobina en Hemosiderina

) i Transportador @ eritrocitos +
fagocitados por macrofagos en bazo, DMT-1 Farsttiin
higado y médula 6sea O

Se degrada la hemoglobina vy el hierro es transportado por la transferrina para reutilizarlo
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Equilibrio del hierro

El hierro se esta reciclando continuamente

El aporte de hierro por la dieta es necesario para
compensar pérdidas de hierro:

» Descamacion de piel y epitelios

» Menstruacion y peérdidas sanguineas
» Embarazo

» Parasitos

Las bajadas de hierro se compensan liberando hierro
de los depdsitos (ferritina o hemosiderina)

Estos depdsitos se rellenan cuando hay hierro disponible

El grado de absorcion de hierro es:
» Inversamente proporcional a la cantidad de hierro en los depdésitos
» Directamente proporcional a la actividad eritropoyética

Este proceso esta regulado por las IRP (Iron Regulatory Proteins) 374



1. Transferrina

2. Receptor de transferrina
3. Ferritina

4. Hemosiderina

5. IRP
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1. Transferrina

Es la encargada de transportar el hierro por el plasma vy el liquido extracelular

Altamente especifica para el hierro

Puede unir hasta dos atomos de hierro > HOLOTRANSFERRINA

Si no tiene ningun atomo de hierro unido se llama APOTRANSFERRINA

Se sintetiza en el higado

Su sintesis aumenta cuando hay baja cantidad de hierro
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1. Transferrina — cuantificacion

Se cuantifica con inmunoensayos

Miden la concentracion de transferrina mediante la B
generacion de complejos que enturbian la solucion )
Complejo lente de enfoque
» Inmunoturbidometria Antigeno- g

Anticuerpo

Cuantifica la disminucion de luz transmitida (absorcion)

> Inmunonefelometria

Cuantifica la luz dispersada lateralmente =

Mas sensible que la inmunoturbidometria

Detector
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1. Transferrina — parametros asociados

Capacidad total de fijar hierro (CTFH/TIBC):
» Cantidad total de hierro que puede unirse a la transferrina disponible en el plasma
» Determinacion bioquimica:

1. Extraccion de sangre

2. Incubacion con hierro @ @
3. Eliminacion del hierro no unido a transferrina

4. Cuantificacion del hierro unido a transferrina

» Determinacion matematica J
CTFH (mmol/L) =25 x Transferrina (g/L) CTFH (mg/dL) = 1,64 x Transferrina (mg/dL)

Indice de saturacién de la transferrina (IST):

» Proporcion de sitio ocupados con hierro con respecto a los totales
» Se calcula midiendo el hierro sérico y dividiéndolo por la CTFH

» Se mide en porcentaje

Fe sérico x 100
CTFH

IST =
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Cuantificacion del hierro sérico

No es el parametro que mas se usa para determinar el estado del paciente
Se mide con sistemas automatizados basados en colorimetria

Para su medicion hay que:

CALIBRATION

» Separar el hierro de la transferrina con un medio = =

Hydroxylamine

acido INGE e G

» Reducir el hierro férrico (3+) a hierro ferroso (2+) Uummanonurmmon/ o | Reloase/ .
<

preconcentration V= reduction °
O
2 e
@

euy Transferrin with Fe3*

ANALYSIS

» Formar complejos cromogeno-hierro

La interpretacion de los resultados es delicada por su A ro
variabilidad biologica o Fo>

® Fe*

2 > 5 4 s
® Anti-transferrin immunomagnetic beads

Nunca se interpreta solo, siempre junto a:

* Ferritina

* Transferrina

« Capacidad total de fijar hierro

- Indice de saturacion de transferrina -



2. Receptor de la transferrina

Permite la entrada de los atomos de hierro a las células

Reconoce la transferrina cargada de hierro Transferin

Transferrnna

Algunos receptores se escinden formando la fraccion
soluble, sobre todo en los eritroblastos

Lo expresan todas las células menos los hematies maduros

1. Cuando la transferrina se une al receptor de " Recepo

transferrina el complejo transferrina-hierro-receptor Fys tranafel I8

se internaliza sin ser transformado

2. Tras liberar los atomos de hierro, el complejo
transferrina-receptor es devuelto a la superficie de g% Complejo

transferrina -

la membrana o receptor

Mitocondiia

3. Finalmente, la transferrina es liberada para reiniciar
el ciclo de transporte 380



2. Receptor de la transferrina — cuantificacion

Se cuantifican los receptores solubles de la transferrina, que son equivalentes a los receptores
en la membrana (insolubles)

Indica la funcionalidad de la eritropoyesis

Se cuantifican por:

> Elisa
> Inmunonefelometria

\\// \ / N/ N\ Detector

i
I il
sy ]
ang —
, y e -
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3. Ferritina

Almacena los atomos de hierro en gran cantidad
Formada por 24 subunidades en forma de esfera
Puede contener hasta 4.500 atomos de hierro
Su vida media es de semanas a meses

El hierro que contiene esta biodisponible para
funciones celular

Para almacenarlo tiene que oxidarlo a Fe3* mediante
ferroxidasas presentes en la ferritina
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3. Ferritina — cuantificacion

Es la proteina que mas se cuantifica para el diagnéstico del estado del hierro

> Elisa
> Inmunoturbidometria
> Inmunonefelometria

Fuente de luz

lente de enfoque

Y.

. 7

\\-:// |\ //\' ANz \V/

W Detector
.
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4. Hemosiderina

Almacena los atomos de hierro en gran cantidad

Diferencias con la ferritina:

» Mas insoluble
» Mayor capacidad de almacenamiento
» Deposito de largo plazo - vida media de meses-anos

» El hierro contenido es menos biodisponible, se
incorpora de forma mas lenta y erratica
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4. Hemosiderina — cuantificacion

La hemosiderina se cuantifica en tejidos para evaluar los depdsitos de hierro

" LN TR z.gst' L .
Se usa mucho menos que la ferritina o ‘:,‘,",?’ a0 ;‘,’,{k
A " % - - s ..AV\’ ...

Histologia = Tincion con Azul de Prusia

» Estima el hierro en los tejidos

indice de Golde = cuantificacion en macréfagos
» Se hace en lavado broncoalveolar

» Indica hemorragias alveolares




4. Proteinas reguladoras del hierro (IRP)

Regulan la sintesis de las proteinas involucradas en el metabolismo del hierro

Se encuentran en todos los tejidos - @
IRE
Controlan la estabilidad del mRNA en ausencia de — ”
hierrO ’ Receptor de
Transferrina
. DEGRADACION TRADUCCION
Cuando hay poco hierro: |
— iR InacTivos T ‘
» Estabilizan el mMRNA de la transferrina y del / AN
I'eceptor de tranSfer”na .Sc‘:fggc::c;rcum gﬁﬁé;ﬂg;;gznﬁgi :EE;::::?:Q'SE D{-:::.‘:z:i?;rér:.f::
« Mas transporte e incorporacion del hierro en las }*;K /
células = IRP activos ~
o _ o TRADUCCION TRADUCCION BLOGIUEADA
» Bloquean el mRNA de la ferritina impidiendo su Receptor de_IRE-RP -
traduccion Transferrina 0 O @
RIL ' (A . [Fenitina_}—4m

« Mas hierro disponible ) 3

FTI: recapbor de transterring, IRP [ron regulatony protain): proteirs regulatoria, IRE (o respansive aamsani:

NO se Cuantifican de forma rutinaria secuencia de ARN que interaccions con les IRP, ANAsS: nucleass degradaddors de ARN. 500



Deficiencia de hierro — causas

Las pérdidas de hierro son minimas y se suelen recuperar por medio de la dieta

La ingesta de hierro puede ser insuficiente debido a Te—

Dieta Pbbré en Hierr; Sangrld;Crénico

» Situaciones fisiologicas:

* Menstruacion (causa mas comun en mujeres)
 Embarazo

« Lactancia

* Crecimiento

» Menstruaciones abundantos
» Ulceras, sangrado gostiomiestinal

» Situaciones patologicas: Aumento de

., Requerimientos
* Problemas de absorcion el -

 Hemorragias

« Canceres

« Hipotransferrinemia

* Proteinurias: presencia de proteinas en la orina W o

« Hematurias: presencia de sangre en la orina s estinales » Embarazo y lactancia

. Hemorragia gastrointestinal (causa mas comgn e 2bsoraon deferro 8 * e S
en hombres) 387




Deficiencia de hierro — estadisticas

Es la principal causa de anemia sobre todo en mujeres, ninos y ancianos

Figura 2: El déficit de hierro fue la causa mas frecuente de anemia

EI déflClt de hlerrO en los pacientes con ICC avanzada (NYHA IV)'2

» No produce sintomas hasta que se instaura la anemia :J‘“
Anemia por enfermedad crénica
Hemodilucidn

Afecta al 30% de la poblacion mundial

O Inducida farmacelégicamente

>

» Produce 500 millones de casos de anemia ferropénica
» Tiene mas incidencia en paises no desarrollados 5.4%
>

En Espana afecta a:

n=37

e 10% de los menores de 3 anos taptac de Nanae ok 2006

* 4% de mujeres en edad fértil
* 3% de ancianos

» La mitad de los casos en Espana desarrollan anemia ferropénica
388
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Deficiencia de hierro — diagnaostico %

ANEMIA FERROPENlCA

La mejor forma es medir la concentracion plasmatica de ferritina CUANDO FALTA EL HIERRO

La ferritina es un reactante de fase aguda, por lo que puede @ QUE ES? @ g'ONJS,TEASS

verse aumentada en procesos inflamatorios, falseando el e porehat c Fatiga, palidez, calds
de hierro, esencigl de cabello, unas

resu Itad (@) para la produccion fragiles, disnea

de hemoglobina de esfuerzo O,

Por ello no se usa como unico marcador, sino que se utilizan
otros parametros asociados con anemia ferropénica

» Volumen corpuscular medio disminuido
» Hemoglobina corpuscular media disminuida

» Eritrocitos hipocromicos y microciticos QgIAGNOSTl-

. . . . . . 4 CAUSAS Lferritina,
> Ar_usogltoss - gran amplitud de ancho de distribucion de @ A8 gsat“'ac;""
erItI’OCItOS Sangrado cronico T?_lté%ns ernna@
(digestivo, menstrual), microcitosis
dietas pobres en hierro, e hipocromia

aumento de demanda
(embarazo), mala
absorcion

YL/ © TRATAMIENTO
_ V= Suplementos orales 4
' : de hierro, dieta rica en
— =4 hierro, tratar la causa

subyacente 390

en frotis
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Deficiencia de hierro — Proceso fisiolégico

Cuando el organismo tiene una carencia de hierro:

Déficit de Hierro

1. El organismo moviliza las reservas de hierro de la

% Transferrina

ferritina (T
[ [l .y Vd [] ngn \
2. Disminuye la concentracion plasmatica de ferritina . _ o
Liberacién de Hierro Aumento Produccion + Capacidad de fijacion
desde Ferritina de Transferrina
3. El higado aumenta la produccion de transferrina -
para aprovechar el poco hierro disponible l indice de Saturacién de Transferrina
JFerritina “ —
4. Aumenta la capacidad de fijar hierro Sérica

’ ¥ Saturacion
¥ Depésitos de Ferritina 4 Hierro Ligado

5. Disminuye el indice de saturacion de transferrina
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Deficiencia de hierro — tratamiento

Soluciones de la falta de hierro

> Dieta rica en hierro

Las dietas ricas en cereales que contienen
fitatos precipitan el hierro impidiendo su
absorcion

» Suplementos de hierro

Se usan sales ferrosas que se absorben con
mas facilidad

La administracion parenteral se lleva a cabo solo en casos de
intolerancia intestinal o dificultades de absorcion

El tratamiento se mantiene mas alla de la recuperacion de
los niveles normales para tratar de rellenar las reservas
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Exceso de hierro — causas

No es tan comun como la deficiencia de hierro
HEMOSIDEROSIS HEREDITARIA
Se puede producir por:

» Fatiga cronica o
» Trastornos genéticos « Hipopituitarismo
* Arritmias

* Hemosiderosis hereditaria e Fallo cardiaco

* Hepatomegalia
» Cirrosis

» Transfusiones frecuentes por: « Hepatocarcinoma . Diabetes

« Talasemias
 Anemias aplasicas
» Sindromes mielodisplasicos

 Unas blancas
 Unas cuchara

Pigmentacion
cutanea

> Sobresuplementacion » Sequedad cutanea

» Dolor articular
» Osteoporosis
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Exceso de hierro — consecuencias

La principal consecuencia es la acumulacion de depdsitos de hemosiderina en Ios tejidos
denominada HEMOSIDEROSIS.

La hemosiderosis tiene un efecto prooxidante en los tejidos

Este efecto produce un dano denominado HEMOCROMATOSIS en
tejidos como:

» Higado - cirrosis
» Corazon - cadiomiopatia
» Pancreas —> diabetes

La cirrosis hepatica es la alteracion mas grave, pues desemboca
en carcinoma hepatocelular

Puede producir hiperpigmentacion en la piel




Exceso de hierro — proceso fisiolégico

La hemosiderosis produce: — @
HE
. 4 agn [=IE
1. El organismo aumenta la produccion de ferritina | _—— TR
. 5
para almacenar el exceso de hierro (IRPs)
DEGRADACION TRADUCCION
2. El hierro sérico aumenta - e —
e N
. . Sobrecargo iRe E"_‘_i";af:”;;;i :gg;:“ﬂjd" IRE Deficlencia
3. Se eleva la saturacién de transferrina al ocuparse 5 i e e de Fo
todos los espacios de la transferrina ) P /
T IRP achvas ~
4. Las células reducen la sintesis del receptor de TRADUCCION TRADUCCION BLOQUEADA

IRE-IRF IRE-IRF

transferrina (IRPs)
&

RTI: recaptor de transterring, [RF (o reguilabony prodain): protefms regulatoria, IRE (o0 raspansive alameani:
sacuencia de ARN que inberacciona con las IRF, RNASS: nucleass degradadors de ARN.
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Exceso de hierro — diagnostico

El diagndstico se hace por determinacion de los parametros relacionados con el metabolismo del
hierro

> Aumento de ferritina

» Aumento de hierro sérico pm‘. "

C
.

» Aumento de saturacion de ferritina

Se puede cuantificar el hierro no contenido en grupos
hemo en muestras de tejidos hepaticos

»\ "

R N
: 3o " S
) ‘? ‘”_.\.mv,ﬂ wo\b‘ '¢-



Exceso de hierro — tratamiento

Los tratamientos del exceso de hierro son:

> Quelantes de hierro - Deferroxamina

> Flebotomias = Hemosiderosis hereditaria A

Extracciones periddicas de sangre para
que el cuerpo use el hierro almacenado
en tejidos para la produccion de glébulos

rojos

397



i Universidad
"?{f} Francisco de Vitoria
Al UFV Madrid

Seccion IV: Laboratorio de Bioquimica

TEMA 15

Marcadores bioquimicos
de sepsis

Analisis Biologico y Diagnostico de Laboratorio
Nacho Escrig, PhD
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DN

Bacteremia “«

Presencia de bacterias en sangre

Meningitis * Infeccién de origen desconocido
El foco de infeccidn puede ser: e Virus, tales como SARS-CoV-2
Extravascular:
. : s~ FAE Infeccién de
a través de los capilares o vasos linfaticos biel y tejidos Naniionla
blandos

Infeccion del torrente
sanguineo

» Heridas quirurgicas
» Infecciones gastrointestinales Infeccion relacio-

> Infecciones genitourinarias G ateter y _—y
Infeccion abdominal ej.

. apendic.itis '
Intravascular: Infeccion del e
a través de los propios vasos sanguineos doloiboli b esictia ci
» Endocarditis (infeccion en el corazon)
» Catéteres contaminados (fungemia)
Enterococcus Enterobacterias
Staphylococcus (e.g. escheriquia

El 25% de los casos tienen un origen desconocido
Streptococcus o salmonella)



Sepsis
Es una enfermedad muy “tiempo-dependiente”

Tras la infeccion y si el microorganismo llega a sangre se produce:

Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS)

» Aactivacion general del sistema inmune
» Subida de temperatura, frecuencia cardiaca y respiratoria
» Aumento de recuento leucocitario (células inmunes en sangre)

Sepsis

» Disfuncion organica que amenaza la vida del paciente
» Se monitoriza por una escala de sepsis

Shock séptico

» Alteraciones metabdlicas, circulatorias y celulares
» Altas probabilidades de muerte




Diagndstico de sepsis

El diagndstico puede darse por tres vias complementarias

» Microbiolégica - Hemocultivo (Tema 7)

» Sintomatica -> fiebre, taquipnea, taquicardia o leucocitosis

» Biomarcadores - TNF, PCR, PCT...
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Diagndstico sintomatico

Se considera que hay una sepsis cuando el paciente desarrolla sindrome de respuesta inflamatoria
sistemica (SRIS)

El SRIS asociado a sepsis cumple dos de los siguientes parametros

» Taquipnea > Leucocitosis A |
. Frecuencia respiratoria elevada  » < 4.000 células/mm3 | i Itﬁ:ﬁﬁﬁ::ﬁ::lzo%%o/ﬁ,mn'," |
« > 20 respiraciones por minuto » >12.000 células/mm3
» Taquicardia > Fiebre o hipotermia
» Frecuencia cardiaca elevada > <36 °C
» > 90 latidos por minuto > >38°C
. . v Taquipnea Taquicardia
Estos parametros son muy sensibles, pero poco especificos Respiracion Acelerada Latidos Acelerados

Aparecen en otras patologias, lo que dificulta el diagndstico de pacientes con sepsis = antibidticos innecesarios

Esto hace que los biomarcadores sean mucho mas utiles para el diagnéstico de sepsis
402



Diagndstico por biomarcadores

Los biomarcadores son molecular medibles en una muestra biologica de forma objetiva,
sistematica y precisa

Sus niveles correlacionan con la presencia de un proceso patolégico
Se utilizan para:

» Diagnostico precoz que se adelante a sintomas y signos permitiendo un tratamiento precoz
» Cuantificar la gravedad

> Estratificar el riesgo
» Monitorizar la evolucion




[ [ ] [ ] [ ] [ I 4 \%
Biomarcadores de respuesta inflamatoria e infeccion g

Estos biomarcadores sirven para

>

vV V VY YV VY VY VY VYV V

Distincion entre infeccion bacteriana vy viral

Distincion entre infeccion bacteriana localizada y sistémica

Deteccion precoz del paciente con infeccidn grave
Prediccion de bacteremia para proceder con pruebas microbioldgicas (hemocultivos)
Orientacion en la decision de alta o ingreso

Orientacion diagnoéstica en distintas infecciones (neumonia, meningitis, sepsis urologicas)
Indicacion de administracion inmediata de antibioticos

Monitorizacion de tratamiento antibiotico, mantenimiento o cese de la pauta
Monitorizacion de la evolucion del paciente y grado de SRIS

La combinacion de los marcadores permite confirmar un diagnoéstico dudoso
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[ (] o [ (I 4 \\L‘\‘
Biomarcadores de respuesta inflamatoria e mfeccmn

Existen mas de 200 biomarcadores de respuesta inflamatoria e infeccion
Su naturaleza es muy variable: citoquinas, factores de coagulacion, vasodilatacion, receptores...

No todos estan validados: evidencia cientifica de que mide de forma fiable lo que pretende

Validados:
1. Procalcitonina (PCT) r—
2. Lactato g
3. Proteina C reactiva (PCR) s IL-6
No validados pero muy utilizados: = i
4. TNF, IL-6, IL-8 £ Tl
5. sTrem1 3 i el

6. Neopterina ==l e ]
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Biomarcadores de respuesta inflamatoria e infeccion

Tabla2

Clasificacién de BMRlel y utilidades relevantes reconocidas en urpencias

BMRlel

Capacidad
diagnéstica®

Gapacidad
prondstica

Oerass Comentanos
]

Citoguimas
TNFa
IL-6

I8
IL-10

IL-12

Protefnas de fase aguda
PR

ETl y Pro-ET1

L

g

et

»

Primer mediador que estimula a su vez 13 aparicién de IL-1, IL-G, IL-8
Se ha relacionado con gravedad (SG-SS) mala evolucién (PMO)
mortalidad a los 28.30 dias, sepsis neonatal y en pacientes pedidtricos.
Utilidad demostrada en neutropénicos

Se ha relacionado con gravedad (SC-55) mals evolucida (MO, D),
mortalidad 3 los 28.30 dias. Utilidad en neutropénicos. Sensibilidad

y especificidad > 90%

Se ha relacionado con gravedad (SC-SS) y mortalidad 2 28 dias

Se ha relacionado con infeccién bacteriana y sepsis, més en pacientes
pedidtricos. Sensibilidad y especificidad > 90%

Se ha relacionado con infeccién bacteriana, sepsis, gravedad (SG-SS),
bacteriemia, mala evolucidn, mortaliclad, como guia de tratamiento
AB. Menor sensibilidad y especificidad que ks PCT

Se ha relacionado con mfeccién bacteriana, sepsis, gravedad (SG-58),
mortalidad, bacteriemiz, mala evolucidn (FMO, necesidad de LICI), puia
de tratamiento All {sepsis, NAC, EPOC), evolucién segfin aclaramiento
porcentual. Sensibilidad y especificidad > 90% seglin puntos de corte.
Utilidad en: neutropénicos, pacientes oncobematolégicos,
reumatolgicos, con insuficiencia renal o bepitica. Utilidad en
pacientes ancianos con similar sensibilidad y especificklad. Asociacién
con escalas pronésticas de gravedad. Orientacidn de eticlogia
microbiana especifica {NAC, meningitis). Estimacidn de puntos de
corte, intervalos semicuantitativas y VRC Utilidad de seriacién y
medicién del aclaramienta. Es el BM con mayor poder diagnstico®
Mortalidad a los 28 dias y correlacién con SOFA

Receptor es sofubles
sTREM1 -

(s )P} -
m o

(Dilb -

Factores de ka coagulacién
Trombopenia -
Dimero D -

TTPa .
AT
ProteinasCy S

R

..
-
..

Dano vascular endoerhal wo vasodilotandn

Endocan -

Neopterina +

Pro-ADM +

ME-proADM

Pro-.ANP

Copeptina -

Oxido nitrico -
Oeros BM

FosfolipasaA2 vt

tpoll
lactato -

Complemento .
(3, 04,Ga)

-

..

e

F i

e

Se ha relacionado con gravedad (SG-55) y mortalidad 2 los 28 dias.
Estudios recientes Je otorgan menor poder predictivo que PCT y otros
BM. M3s 6til en UQ que en SUH. Receptores de superficie celular
Mortalidad a los 28 dias

En sepsis frente 2 SRIS con sensibilidad y especificidad » 90%.
Correlacién con APACHE Il y SOFA

En sepsis frente a SRIS con sensibilidad y especificidad > 90%. Ueilidad
en neonatos

Predice MO y mortalidad a los 28-30 diss

Se ha relacionado con [z gravedad (SG-5S), mala evoluciéa (FMO, QD)
APACHE Il y mortalidad a Jos 2B dias

Correlacidn con FMO, 0D y mortalidad

Predicen FMO y mortalidad

Descenso de proteinas Cy S predicen mala evolucién y mortalidad

Se ha relacionado con gravedad (SC-SS) y mortalidad 2 los 28 dias.
Diagnéstico de sepsis frente 2 SRIS no infecciosa

Se relaciona con infeccidn virica y mortalidad 2 los 28 dias. Orientacién
etiolégica en NAC

Se ha relacionado con gravedad (SG-5S) y mortalicdad 2 kas 3, 28, 90,
180 dias. Asociacién con escalas prondsticas de gravedad en NAC Esel
BM con mayor poder pronstico® de mortalidad

Se relaciona con mortalidad a los 28 dias en pacientes con 5SS con
depresidn miocirdica y distensién auricular. Disfuncién orgdnica
Mortalidad a los 28 dias y correlacién con APACHE T

Se ha relacionado con gravedad (SC-55)

Se ha relacionado con S y bacteriemia con sensibelidad y especificidad
> 90% Mortalidad a los 28 dias.

Mejor marcador de hipoperfusidn e hipoxia tisular. Predictor de mals

evolucin, gravedad (SC-SS) y mortalidad. Utilidad de senacién

y meclicién del adaramiento. Respuesta al tratamiento

Mortalidad a los 28 dias. Distingue entre 5 y SRIS. No adecuado para el
SUH
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1. Procalcitonina (PCT)

Produccion:
» Se sintetiza en la tiroides y en las células neuroendrocrinas del pulmon

» En condiciones normales toda su produccion se procesa, siendo indetectable su
concentracion en individuos sanos (>0,05 ng/mL)

» Se produce por otros tejidos en infecciones bacterianas y sepsis

Cinética: IL-6

» Se eleva de forma precoz a las 4-6
horas de la infeccion

> Tiene su pico entre las 12y 24 h =

» Tiene una vida media de 20y 36 h




1. Procalcitonina (PCT)

Utilidad diagnostica:
» Sus niveles se relacionan con la CARGA BACTERINANA

» Se mide el porcentaje de variacion entre dos mediciones, pues una reduccion del 30-50%
en los niveles de PCT significa que el estimulo inflamatorio ha cesado o esta en resolucion

» Su utilidad diagnostica se mantiene en enfermos con patologias que pueden producir falsos
positivos como:

» Insuficiencia renal « Pacientes oncohematologicos
» Cirrosis « Pacientes neutropénicos
* Ancianos * Autoinmunidad
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1. Procalcitonina (PCT)

Utilidad diagnostica:

» Los distintos puntos de corte sirven para diagnosticar distintas situaciones

» Puede dar lugar a falsos positivos y falsos negativos en determinados contextos

Tabla 4
PCT: puntos de corte, valores normales, falsos positivos y negativos

Puntos de corte de PCT (ng/ml):
Sanos <0,05
Posible infeccién bacteriana > 0,1
Probable infeccion bacteriana > 0,25
Posible sepsis (gravedad clinica) > 0,5
Probable bacteriemia > 1-2
Posible SG-SS > 5-10 ng/ml
Pacientes con infeccién viral <0,5
Pacientes con infeccion bacteriana localizada <0,5
Inflamacién crénica y enfermedades autoinmunes <0,5
FN o situaciones donde la PCT puede estar en rangos normales existiendo una
infeccion:
Fases precoces de la infeccién (6 primeras horas). Repetir determinacion
alas6-12024h
Infeccion localizada (empiema, absceso)
Endocarditis subaguda-crénica
Infecciones por bacterias intracelulares

FP o situaciones donde la PCT puede estar elevada:

Neonatos (a partir de 48-72 h regresan a valores normales)

Trauma grave o cirugia mayor reciente (considerar IB si PCT> 1,5-2 ng/ml o si
existe un aumento entre 2 mediciones de VRC (0,45 ng/ml) o del 50% del valor
inicial

Invasion fingica masiva (puede mostrar niveles >2-5 ng/ml)

Shock cardiogénico grave (considerar IB si PCT > 2-5 ng/ml o si existe un
aumento entre 2 mediciones de VRC o del 30-50% del valor inicial)

Infeccion por Plasmodium falciparum (puede mostrar niveles > 2-5 ng/ml)
Anomalias importantes de perfusion (considerar IB si PCT > 2-5 ng/ml o si
existe un aumento de VRC o entre 2 mediciones del 30-50% del valor inicial)
Carcinoma medular de tiroides (puede mostrar niveles muy altos)
Carcinoma microcitico de pulmén (puede mostrar niveles muy altos)
Sindrome carcinoide (puede mostrar niveles altos)

Isquemia mesentérica y pancreatitis (considerar IB si PCT > 2-5 ng/ml o si
existe un aumento entre 2 mediciones de VRC del 30-50% del valor inicial)

FN: falsos negativos; FP: falsos positivos; IB: infeccion bacteriana; PCT: procalcitonina; SG: sepsis grave; SS: shock séptico; VRC: valor de referencia de cambz%glinico.

Adaptada de las referencias 45,46,51,56.



1. Procalcitonina (PCT)

Utilidad diagnostica:

ENTORNO DE ATENCION PRIMARIA (BAJA GRAVEDAD)

DETERMINACION DE PCT EN LA ADMISION

PCT (ng /L) <0,1 0,1-0,25 0,25-0,5
Prescripcion Fuertemente .
de Antibidticos desancosejada | Deoamcosejada [

* Valarar la prescripcidn de antibiditicns con independencia del valor de PCT en pacientes de alto riesgo.

* Reolizar otra determinacion en caso de que no se resuelven los sintomas tras 1-2 dias.

Tabla 2: Algoritmo de recomendacion antibiotica en base al valor de PCT en
pacientes atendidos en atencion primaria. Adaptado de Schuetz y cols. (17).
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1. Procalcitonina (PCT)

Utilidad diagnostica:

ENTORNO DE SERVICIOS DE URGENCIAS Y SERVICIOS DE HOSPITALIZACION NO CRIiTICOS
(GRAVEDAD MODERADA)

DETERMINACION DE PCT EN LA ADMISION

PCT (ng/mL) <0,1 0,1-0,25
Fuertemente
Prescripcién antibidtica desun cossfada Desancosejada

» Reevaluar a los pacientes y volver a determinar la PCT despuds de 24 horas si no hay meforia clinica,
= En pacientes estables determinar los valores de PCT cada 2-3 dias para considerar la interrupcion temprana

de la terapta antibidtica,
DETERMINACION DE PCT PARA CONTROL EVOLUTIVO
feada 2-3 dias)
_PCT [ng/mL) <0,1 0.1-0.25
Interrupcion de Fuertemente
antibidticos recomendada Lzl P

» Considerar la continuacfon de terapia antibidtica en pacientes clinicamente inestables.
» Considerar el fracase del tratamiento si la PCT' no disminuye de manera progresiva.
Tabla 3: Algoritmo de recomendacion antibiética en base al valor de PCT en

pacientes atentidos en servicios de urgencias o pacientes hospitalizados no criticos.
Adantadn de Sehiers v cale d170

411



2. Lactato

Produccion:

» Principal metabolito resultante de la glucdlisis anaerobia (ausencia de oxigeno)
» Aparece en condiciones de hipoxia e hipoperfusion

Utilidad clinica:

» Indica hipoxia o hipoperfusion, por lo que se relaciona con disfuncion organica
» No sirve para diagnostico precoz
» Es muy util como marcador de evolucion clinica y mortalidad

» Niveles superiores a 2-5 mmol/L indica mala evolucion y mortalidad
* La disminucion de los niveles con el tratamiento indica buen prondstico

* Una reduccion de los niveles en un 10% reduce la probabilidad de muerte en un 11%
» No diferencia sepsis de SRIS

» Su determinacion es rapida y barata
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3. Proteina C reactiva (PCR)

Produccion:

» Es liberada por los hepatocitos ante reacciones inflamatorias mediadas por IL-6 e IL-8
» El higado continua produciendola tras la infeccion

Utilidad clinica:

» Es una proteina de fase aguda liberada en
respuesta a infecciones viricas y bacterianas

» Se emplea en la monitorizacion y apoyo al
diagnostico

» Se usa siempre en combinacion con otros
biomarcadores por:

Concentracion en plasma

« Elevaciéon en procesos infecciosos y no
infecciosos

« Cinética lenta (12h tras la infeccion)

« Sus niveles se mantienen tras la resolucion de
la infeccion 413



4. TNF, IL-6, IL-8

Produccion:

» Se producen por el sistema inmune innato y adaptativo durante la infeccion

Cinética:

» Se elevan en las primeras 2h

» Tienen una vida media corta por su baja estabilidad

Utilidad clinica IL-6 e IL-8:

» Alta sensibilidad para diferenciar SRIS infecciosa
de no infecciosa

Concentracion en plasma

» |L6 se emplea en urgencia de pediatria y neonatos,
que presentan la PCT elevada fisiolégicamente

» |L6 tiene mayor capacidad diagnostica que IL-8
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5. sTREM1

Produccion:

» Es un receptor de superficie de células mieloides (neutrofilos y monocitos)

Cinética:

» Se eleva en las primeras 2h

» Tiene un pico a las 12-24h

Utilidad clinica:;

» Sus niveles correlacionan con el mantenimiento y
empeoramiento de la sepsis

Concentracion en plasma

» Se emplea como marcador de seguimiento

» Se usa mucho en pacientes inmunodeprimidos y
ancianos
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6. Neopterina

Produccion:

» Es liberada por macréfagos estimulados por INFy
Cinética:
» Alcanza su pico dias después de la infeccion

Utilidad clinica:

» Marcador de infecciones viricas
» Marcador de infecciones bacterianas intracelulares (respiratorias)
» No diferencia entre viricas y bacterianas intracelulares

» No es precoz

> Se usa en combinacion con la PCT
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Consideraciones de los biomarcadores de sepsis W

El mejor diagndstico reside en la combinacion de los biomarcadores
NO sustituyen la valoracion clinica ni el estudio microbiologico

Son de utilidad en:

> Pacientes leves:

- - Los valores predictivos no
e Se busca un valor predictivo positivo elevado

« Evitar falsos negativos dependen de la tecnica
> Pacientes graves: (espemﬁmdad y sensibilidad)
« Se busca un valor predictivo negativo elevado sino de que el parametro
* Descartar las sospechas analizado permita la correcta
Las mas utilizadas en combinacién son: interpretacién de la realidad

» PCT: para inicio y seguimiento de la infeccién
» Lactato: prediccion de mortalidad
» PCR: Monitorizacion
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Diagnostico de los biomarcadores de sepsis

Los biomarcadores de sepsis se determinan en sangre, aunque algunos pueden medirse en otras
muestras

Todos ellos se miden mediante inmunoensayos tipo ELISA

VALOKES NOKMALES

La unica excepcion es el lactato, que se mide por:

GasesensangilE Gasometria arterial
» Gasometria pH  735-745 -
» Tiras reactivas Pa02 80-100mmHg

Na+ 135-145mEqg/L
Equilibrio dcido-base* K+ 35-45 mEq/L

Ca2+1.15-2.35mEg/L
HCO3- 22-26 mEqg/L Cl- 95-105mEq/L
EB. -2a+3mEq/L

C02 23-28 mmol/L [ Metabolitos

Oximetria Glucosa 70 - 100 mg/dL
Lactato 0.5-20 I/L
cthb 12-17g/dL ey

s02 95-100%
FO2Hb 94-98%

+Los valores cambian en 13 gasometria venosa.
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Infertilidad en datos

Los problemas reproductivos afectan a 80 millones de parejas en todo el mundo

Se asocian con: Causas de infertilidad

» Modificacion del estilo de vida
» EXxposicion a toxicos ambientales

» Consumo de toxicos (alcohol, tabaco, drogas...) dl @! Q

Desde 2002 la esterilidad es considerada por la OMS
como una enfermedad

Es complicado aunar datos fiables de prevalencia de
estgr!lldad pues no todas Ias. parejas,. no gestantes son’ | 40% - Causa de origen masculino
estériles, y no todas las parejas estériles acuden al medico 40% - Causa de origen femenino

20% - Mixta
De los casos de infertilidad que se conocen, el 40% tiene un origen masculino

Los hombres tienen menos problemas hormonales que las mujeres

Sus problemas suelen estar mas relacionados con una produccidon de espermatozoides andmala



Infertilidad vs Esterilidad

Hay que diferenciar entre estos dos conceptos

» Infertilidad: se logra la gestacion, pero no llega a término

“Consigue la gestacion pero no

* Problemas en la implantacion Infertilidad alcanza el parto”

 Problemas anatdémicos del utero

» Alteraciones genéticas g

» Esterilidad: no se logra la gestacion

* Problemas ovulatorios

» QObstruccion en trompas de Falopio
 Endometriosis ESterilidad “No consigue la gestacion”
 Edad

« Alteraciones en la calidad del semen
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Causas de la esterilidad
En las mujeres lo mas comun son PRINCIPALES CAUSAS
problemas hormonales o fisiologicos

Obstruccién Testiculo. no
En los hombres lo mas comun son de conductos descendido
anomalias en la produccién de

Deficiencia

espermatozoides Obesidad hormonal
E ste ril Id a d | Espermatozoides
Enfermegia_des con defectos
cronicas Mascu | i na (malformacién o inmovilidad)

Infecciones

Tabaquismo como paperas

Tratamientos
contra el cancer
(radiacién o quimioterapia) 422

Lesiones _ % |
0 Cirugias NS



Diagndstico

Lo primero que se hace es un estudio de antecedentes familiares y personales (anamnesis)

Gyn
B.10-2.10

Luego se lleva a cabo un estudio de la fertilidad: -

C5/ M5
FF2/E3

Mujer:

» Estudio hormonal: para descartar problemas . w ...
hormonales - |

» Ecografia transvaginal: para descartar

problemas morfologicos del utero y las Trompa Trompa
trompas ‘:\ permeable obstruida
N
» Histerosalpingografia: estudio radiolégico con —
contraste para ver el estado del utero y las .
trompas Introduccién de liquido

de contraste por la canula 423



Diagndstico

Lo primero que se hace es un estudio de antecedentes familiares y personales (anamnesis)

Luego se lleva a cabo un estudio de la fertilidad:

Hombre:

>

Estudio hormonal: para descartar problemas
hormonales

Test de capacitacion: indica el porcentaje de
espermatozoides aptos para fecundar

Estudio bacteriologico y bioquimico: las
infecciones pueden alterar la calidad del
semen

Seminograma

Capacitacién por
gradientes de densidad

R
"
Concentracion:
2 15 millones por ml

e

Movilidad:
2 40% moviles

Capacitacién por
swim-up

oy
QW

Morfologia:
2 4% con forma normal



El semen

El semen es el unico fluido corporal disenado para llevar a cabo su funcion fuera del organismo que lo
produce
Composicion del semen:

Q Plasma seminal (90%): a8 )
» Secreciones seminales (60-65%) Vesicula seminal —

- Lo producen las vesiculas seminales Préstata

« Esrico en fructosa

* Nutre, da energia y favorece movilidad Glandula —
> Secrecion prostatica (30-35%) bulbouretral

Lo produce la prostata \ J

« Licua el semen tras la eyaculacion 5

* Protege a los espermatozoides en el tracto Glandulas productoras

femenino del semen

» Secreciones bulbouretrales (5%)
« Lo producen las glandulas bulbouretrales (de Cowper)
« Aportan lubricacion natural
* Neutralizan los residuos de la acidez urinaria

O Espermatozoides (10%)
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El seminograma

El seminograma permite valorar ciertas caracteristicas del paciente

NO sirve para pronosticar la capacidad fecundante a no ser que haya

AZOOSPERMIA: ausencia de espermatozoides
ASTENOZOOSPERMIA: ausencia de movilidad espermatica

Existen unos valores de referencia en los parametros del seminograma, pero no significan valores
de normalidad

Pacientes con niveles fuera de los valores de referencia pueden conseguir la fecundacion

Dada la variabilidad de los valores del liquido seminal, la OMS recomienda un seminograma
longitudinal, con al menos dos muestras tomadas con una diferencia de unas semanas, y un
tercero si hubiera discrepancia entre los dos primeros

El seminograma tiene una variacion interindividual pero también intraindividual
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Caracteristicas del seminograma

El seminograma incluye

1. Caracteristicas macroscopicas:

Volumen

Licuefaccion

Viscosidad

Color

pH

Concentracion de fructosa

YVVVYVVVYVY

2. Caracteristicas microscopicas:

» Concentracion de espermatozoides
» Movilidad

> Vitalidad

» Morfologia
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1. Caracteristicas macroscopicas

» Volumen
« Se encuentra entre 1.5y 6 mi
. Si es inferior hay HIPOSPERMIA Conducto
deferente
 La hipospermia puede deberse a: %
Uretra —__
o Infeccion Ccas
o Obstruccién de vasos deferentes Testiculo —
o Eyaculacion retrograda Glande -

> Licuefaccion

 El semen se licua a temperatura ambiente 20 minutos despuées de la eyaculacion
« A esta licuefaccion contribuyen las secreciones prostaticas

« Sino se da dentro de esos 20 minutos puede haber disfuncién prostatica
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1. Caracteristicas macroscopicas

» Viscosidad
 El semen licuado ha de ser ligeramente mas viscoso que el agua

« Para comprobarlo se observa la formacion de hilos en la muestra

« Sila muestra es muy viscosa puede deberse a disfuncion prostatica
» Esto no es causa directa de infertilidad, pero se ha de considerar con el resto de parametros

» Color
. . Bl i A illo/Verde:
 El semen debe ser blanco ligeramente amarillento griséceo: Presencia e oria, infeccién
» Oftros colores indican contaminacion:
o Rojo: presencia de sangre
o Amarillo intenso: presencia de bilirrubina, _ \
) ) Rojo/rosado: Marron/morado:
vitaminas i el
msgtu['ij;a(j;i..?'l\.vh!h;";j;:'_ 'lIH"ij (0 S

o Amarillento: alto contenido en leucocitos
o Transparente: baja concentracion de
espermatozoides
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1. Caracteristicas macroscopicas
> pH

 Normalmente entre 7,2y 8,2

« Debe medirse antes de 1 h tras la eyaculacion <
. _r : 8ml pH: 7,2 -8,0 —> Normal
 Indica el balance de las distintas secreciones \Eml
4ml
« Acido: secrecion prostatica ik pH: < 7 ———— Posible de infeccién

L_Oml

 Alcalino: secrecion seminal

» Concentracion de fructosa
 Es el sustento nutritivo de los espermatozoides

« Valores bajos indican problemas en las vesiculas seminales
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2. Caracteristicas microscopicas

Normal Oligospermia Oligospermia Oligospermia

» Concentracion de espermatozoides leve moderada severa
> B, A1 XN ol [ T s
« El valor de normalidad inferior es de 15 M/ml /,/ - Ao AR : \ / : AN ' A

-

>15 mill./ml 14-5 mill./ml 5-1 mill./ml <1 mill./ml

« Si hay una cantidad baja se denomina OLIGOZOOSPERMIA

« Se mide contando en una camara de Neubauer

« Se puede automatizar

» Movilidad
« Es muy importante para que los espermatozoides lleguen a las trompas de Falopio y fertilicen el
ovulo
Espermatozoides avanzan No avanzan
« Su defecto se denomina ASTENOZOOSPERMIA ~N 7 ~
BN X
Movilidad progresiva  Movilidad progresiva Movilidad no

lineal no lineal progresiva


https://www.google.com/search?sca_esv=51f1ea3ba9abaebf&rlz=1C1AWFC_enES1110ES1110&sxsrf=ANbL-n7qkWANU2IhfhDaJlvfstVRdTm-tw:1775664963059&udm=7&fbs=ADc_l-bpk8W4E-qsVlOvbGJcDwpnWL6Swv3cGYGr8GhrqffhqWQeKrzHXR8CrIbqBEGtaz2oeuogojn39yKgn18EXMkpIfKk4ahPgQj76TT6z2x7oS_spQa3RClEj-w68ZaOjsx0LdgBQE-RiADEFOMu1EwUBkFJLWol7ii1AUaal9Zf9pqEhT5kwCiUm3HXMJ5x5ZbZ8wJt&q=video+de+espermatozoides+con+astenozoospermia&sa=X&ved=2ahUKEwjA1fO6096TAxUcTaQEHaHmICEQtKgLegQIFxAB&biw=1612&bih=771&dpr=1.19#fpstate=ive&ip=1&vld=cid:ccd7b5a3,vid:3BMFgQKCFlg,st:0

2. Caracteristicas microscopicas

» Vitalidad

Es el calculo del porcentaje de espermatozoides vivos
Se hace con una tincion de eosina-nigrosina
Un alto porcentaje de muerte se denomina NECROZOOSPERMIA

’
> Morfolog II a Fig. 1. Specimen stained using eosin-nigrosin (A — unstained sperm

cells, viable, B — dead sperm cells with a damaged cell membrane)

El espermatozoide ha de tener una cabeza oval, sin defectos en el cuello, pieza media ni cola
Alteraciones de esta morfologia dan lugar a problemas de fertilidad

En un seminograma normal ha de haber mas de un 4%

de espermatozoides normales

Se estudia con una tincion de Papanicolaou @ . @ .

Defectos en >96% de los espermatOZOideS se Espermatozoides Defectos en Defectos en Defectos en
: normales la cabeza el cuello la cola
denomina TERATOZOOSPERMIA 43



2. Caracteristicas microscopicas

A. DEFECTOS DE CABEZA

AREA
AFILADC PIRIFORME AMOREOS :gggsggrlca
REDONDEADO VACUOLADO '
Il Normal Defectos en la cabeza Sin acrosoma
| " o " o L " o - L ¥ o v v v v

EXCESO . _
B. DEFECTOS DE CUELLO C. DEFECTOS DELTALLO D. RESIDUAL Def L 1 Def l L

CITOPLASMATICO C efectof_s enﬁe cue o_.‘ e esto;\enﬁa cola
L ASIMETRICO GRUESO DELGADO CORTO PUNTIAGUDO ENROSCADO

A2 K-S

L *
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2. Caracteristicas microscopicas

| 10 microns | T
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2. Caracteristicas microscopicas

PARAMETRO

ANOMALIA

Volumen

Aspermia: Ausencia de eyaculado ( o eyaculacién retrégrada)

HiEosEermia: < 1.5ml

Concentracion espermatica

OLIGOZOOSPERMIA: < 15 millones/ml

POLIZOOSPERMIA: > 150 millones/ml

AZOOSPERMIA: ausencia de espermatozoides en el fresco y tras centri-
fugacion

CRIPTOZOOSPERMIA: Ausencia de espermatozoides en el fresco pero
presencia de espermatozoides en el sedimento tras la centrifugacion

Movilidad total

ASTENOZOOSPERMIA: movilidad progresiva <32%

Vitalidad

NECROZOOSPERMIA: < 58 % espermatozoides vivos

Morfologfa espermatica

TERATOZOOSPERMIA: < 4% espermatozoides normales

Otras células

LEUCOSPERMIA: > | millén leucocitos/ ml

Alteraciones mixtas

ASTENOTERATOZOOSPERMIA,
OLIGOASTENOTERATOZOOSPERMIA
CRIPTOTERATOZOOSPERMIA, etc
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Pruebas adicionales

A veces las pruebas basicas del seminograma no son suficientes para un diagnéstico concluyente

Para apoyar el diagnostico se pueden llevar a cabo:

1. Métodos avanzados: _ o
3. Estudio genético

> Indice de anomalias espermaticas

> Interaccion espermatozoide-moco cervical 4. Estudio hormonal
» Bioquimica del plasma seminal S
> Andlisis espermatico mediante software 5. Estudio microbiologico

2. Métodos menos utilizados

» Estudio de las ROS
» Interaccion espermatozoide-ovocito




1. Métodos avanzados

Indice de anomalias espermaticas

Un espermatozoide puede presentar multiples alteraciones morfoldgicas

La evaluacion de la incidencia de anormalidades morfolégicas ? ? ? Y i { ? ?

puede ser mas util que el porcentaje de espermatozoides anomalos

Indican cuanto de danados estan los espermatozoides del
"B

paciente
Para ello se puede calcular: Total de defectos observados
> Indice de anomalias multiples: es la media de las " n° espermatozoides anormales

anomalias por espermatozoide anormal Total de defectos observados

£ L. i : , ITZ

» Indice de teratozoospermia: es la media de las anomalias n° espermatozoides anormales
por espermatozoide anormal teniendo en cuenta un maximo (max. 4 por espermatozoide)
de 4 anomalias por espermatozoide

_ Total de defectos observados

> Indice de deformidad del esperma: nimero promedio de IDE Total de espermatozoides
defectos entre el total de espermatozoides de la muestra analizados **’




1. Métodos avanzados

Interaccion espermatozoide-moco cervical

Permite ver el numero de espermatozoides activos en el moco cervical, su supervivencia y
comportamiento

» Prueba de Huhner o postcoital

Indica la cantidad de espermatozoides que han penetrado qv
en distintos mocos cervicales

Se utiliza una muestra de moco cervical tras una relacion >
sexual

Se considera positiva si hay 10 espermatozoides moviles

en un campo de 40x

> Penetracion cruzada in vitro

Evalua la cantidad de espermatozoides que han penetrado en distintos mocos cervicales

Se mezclan los espermatozoides con el moco de la pareja y con mocos controles
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1. Métodos avanzados

Bioquimica del plasma seminal

Se estudian parametros bioquimicos para ver el estado funcional de las glandulas secretoras

Se estudia:
= Citrato

= Fructosa

= Alfa glucosidasa

Volumen pH Citrato Fructosa o -glucosidasa
Obstruccion : ¢ . . :
distal Muy bajo Acido Bajo Muy baja Baja
Inflamacién Bajo Norma}l Normal Baja Normal

[Alcalino

Obst.ru gy Normal Normal Normal Normal Baja
proximal
AROOSpEFIIA Normal Normal Normal Normal Normal
secretora
Hlp(tspermla Bajo Normal Normal Normal Normal
funcional

Tabla 8. Alteraciones de marcadores bioquimicos
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1. Métodos avanzados

Analisis espermatico mediante software

Se emplea un sistema automatizado que evalua la motilidad de los espermatozoides
Estudia:
= Velocidad

= Numero de espermatozoides que se mueven

Esta formado por:

= Microscopio con camara

= QOrdenador

=  Software
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1. Métodos avanzados

Analisis espermatico mediante software

CNOIONGIONCIO,

Results Capture Analysis Previous Next Windows Help

X

rResuIts [83 - 25.61 M/mL] v 44
= | Show Analysis (F4)
|| [ show Numbers
B ® WHOS5
M Progressive (PR) - 25.3 %
M Non-progressive (NP) - 19
Immotile (IM) - 55.4 %
@ O WHO 4
O Velocity
(O Progression
® [[] Sperm tracks

Capture  Analysis i .Spermatozoon

uonewauy wiads l X0Q|00] I uonesnbyuo? ‘

QO Sort
< | [ >
Information v #4 X

Fields 1/5

Spermatozoa 83/500

Results

Concentration : 25.61 M/mL

Progressive (PR) : 25.30 %

Motile : 44.58 % 441

u | Plavback <2 i



2. Métodos menos utilizados

Estudio de las ROS

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son generadas por espermatozoides y neutrofilos

Su acumulacion puede producir peroxidacion de los lipidos de la membrana del espermatozoide
afectando a:

= Movilidad

= Capacidad de fecundar ROS

= Reconocimiento del évulo T _~e 0 /. \
i - Estres -> : - //

n |ntegr|dad del ADN oxidativo Alteraciones en la ‘

membrana espermatica No fecundacion

Antioxidantes

442



2. Métodos menos utilizados

Interaccion espermatozoide-ovocito

Se estudia la unidon del espermatozoide a la zona pelucida del ovocito

Se puede medir

= Reconocimiento del ovulo Penetracion
de la zona pelucida

= Union a la zona pelucida Reaccidn
acrosomica

= Reaccion acrosomica Zona pelucida
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3. Estudio genético

Las alteraciones genéticas pueden producir azoospermia u oligozoospermia

Se puede estudiar

> rioti
Cariotipo T —— T T —
= Detecta anomalias estructurales y/o T gg:'r:gfo —) (NRIREENTRY gﬁﬁ?atéio
numéricas en los cromosomas del T ninua (1)
paciente I
» Sindrome de Klinefelter (XXY)
FISH FISH
> FISH normal - alterado

= Evalua aneuploidias o0 mosaicos
en los propios espermatozoides
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3. Estudio genético

Las alteraciones genéticas pueden producir azoospermia u oligospermia

Se puede estudiar

Azoospermia

» Microdelecion del Y

= Se estudia en el ADN del paciente

Arresto madurativo

SRRT : § AzFc
= Puede producir oligozoospermia o \ A e
azoospermia Microdeleciones FED (RN Azoospermia
del cromosoma Y 1/ N/ uoligospermia

> Estudios de meiosis

= Se hace sobre espermatozoides
obtenidos de biopsias testiculares

Meiosis |1 T)
Meiosis | L]

. A IO i >
I{ | A [\ e
~ 4 )
}\ Biopsia abierta Recuperacion de
Cromosomas |> o TESE espermatozoides
homologos , . ] N 445
Células hijas Células hijas

/N /N



4. Estudio hormonal

Se estudian:

» FSH

> LH

» Testosterona
» Prolactina

Hormona Foliculo Hormona
estimulante (FSH) Luteinizante (LH) | Testosterona (T) Prolactina (PRL) | Escenario Clinico

Baja Baja Baja Normal o Alta Hipogonadismo
Hipogonadotropico

Alta o Normal Normal Normal Normal Espermatogénesis
anormal
Alta Alta Baja Normal Fracaso Testicular o

Hipogonadismo
Hipergonadotrépico

Normal o Baja Normal o Baja Baja Alta Prolactinoma
446



5. Estudio microbioldgico

Se puede hacer un estudio serologico de ambos miembros de la pareja para prevenir enfermedades
de transmision hematologica (VHB, VIH...) o ETS (sifilis)

Las infecciones que influyen en la fertilidad pueden afectar a: -
= =

» Vias urinarias: =

. . . -

« Para determinarlo se lleva a cabo un urocultivo (cultivo »

de orina)
* \
| Z 4

> Via seminal

« Para determinarlo se lleva a cabo un espermocultivo ll-.

Cultivo
espermatico




i Universidad
"?{f} Francisco de Vitoria
Al UFV Madrid

Seccion |V: Laboratorio de Bioquimica

TEMA 17

Hipersensibilidad
alimenticia

Analisis Biologico y Diagnostico de Laboratorio
Nacho Escrig, PhD
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Reacciones adversas a alimentos

Cualquier respuesta clinicamente anormal, atribuible a la ingestion, contacto o inhalacion de un
alimento, de sus derivados o de un aditivo contenido en el mismo.

Las reacciones adversas a alimentos se conocen desde la antiguedad

Hoy en dia suponen un importante problema clinico en
los paises occidentales, con una incidencia creciente

La hipersensibilidad comienza en los 2 primeros anos
de vida y disminuye progresivamente en la infancia hasta
la edad adulta

Incluye:

» Reacciones téxicas: producidas por toxinas propias del alimento o contaminantes

= Setas toxicas
= Marea roja del mejillon

» Reacciones no téxicas: generadas por sustancias no toxicas en personas susceptibles
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Hipersensibilidad a alimentos

Unicamente incluye las reacciones adversas no téxicas a alimentos

Se clasifica en:

Hipersensibilidad alérgica: mediada por mecanismos inmunoldgicos

Hipersensibilidad no alérgica (intolerancia): mediada por otros mecanismos

Hipersensibilidad a alimentos

1
A 1
AL Ale kiR Hipersensibilidad no alérgica a
4 Yid d ¢ § s
alimentos (Intolerancia)

||
| | 1

| S [ 1
Mediad o

CFI a(él mediada Mixta Enzimatica Farmacol6gica | | Indeterminada
poL s por Ig E

450




Hipersensibilidad alérgica a alimentos

Es el conjunto de reacciones adversas a alimentos debido a su ingesta, contacto o inhalacion por
una causa inmunologica comprobada

Se distinguen:

1. Mediada por IgE
2. No mediada por IgE
3. Mixta

CACAHUETE  MOLUSCOS LACTEOS MOSTAZA SESAMO ALTRAMUCES HUEVOS

Son reacciones no dependientes de dosis GLUTEN ~  PESCADO  CRUSTACEOS FRUTOSDE ~ APIO  DIOXIDODE  SOJA
CASCARA AZUFRE Y SULFITOS

La prevalencia se estima en torno al 4-8% en menores de 3 anos

Esta prevalencia se reduce conforme se llega a la edad adulta
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1. Hipersensibilidad mediada por IgE

Etiologia
Se produce por la accion de anticuerpos IgE especificos frente a un antigeno alimentario

Dan lugar a reacciones inmediatas de hipersensibilidad tipo |

» Urticaria

» Angioedema

» Broncoespasmo
» Diarrea

» Vomitos

» Hipotension

Irritacion de ojos
Congestion nasal

Picor de la piel

# —— Picor de garganta
Problemas
respiratorios w
@ 2Z ,-C—m

Estornudos Fatiga Ansiedad
452



1. Hipersensibilidad mediada por IgE

FISIOPATOLOGIA

» Primer contacto con el antigeno
 Se genera IgE especifica al alérgeno

» Segunda exposicion al alérgeno

- El alérgeno interacciona con la IgE
* Liberacion de mediadores inflamatorios

Histamina
Leucotrienos
Prostaglandinas
Citocinas

O O O O

Allergen / IgE
Allergen & ° * Py IgE receptor
. * ®ee ., !&{
e — APC L K .}:&
&
Jg IgE production
Presentation to Py
] ‘ .'
T-helper cells ‘ %_ A * [ ] P
EBTCR IL-4 .':... ‘ L

IL-5 s *® . Mast cell
» basophil
-

L
. IL-13 . ® L
Degranulation, histamines,

leukotrienes, prostaglandins,
platelet-activating factor

|

Vasodilation
Wheal and flare:
« Edema
« Redness
« ltching

B CeII
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1. Hipersensibilidad mediada por IgE

FISIOPATOLOGIA

Los mediadores inflamatorios producen: Puede afectar a:

» Vasodilatacion > Piel: eritema, prurito, habones

» Contraccion del musculo liso > Bronquios: secrecion de mocos

» Aumento de secrecion de moco » Nariz y ojos: rinoconjuntivitis

» Estimulo de los nervios sensitivos > Tracto digestivo: diarrea y vomitos

Cuando estos efectos afectan a mas de dos organos se
denomina anafilaxia

El grado mas severo es el shock anafilactico que
incluye hipotension y puede llevar a la muerta
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1. Hipersensibilidad mediada por IgE

FISIOPATOLOGIA

Shock anafilactico

Sistema nervioso central
« Aturdimiento
» Pérdida de conciencia

« Confusién <& e Hinchazén de la conjuntiva
- Dolor de cabeza ’ Rinorrea .
. Ansiedad «— Hinchazén de labios, lengua y/o garganta

Sistema respiratorio
« Dificultad para respirar
« Sibilancias o estridor

Sistema circulatorio

* Ronquera « Frecuencia cardiaca répida o lenta
: ?olor al tragar - Presion arterial baja
 Tos

Sistema digestivo
« Dolor abdominal

tipo célico
« Diarrea
« Vomitos Piel
« Urticaria
* Picor
Pérdida del control de la vejiga « Enrojecimiento
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1. Hipersensibilidad mediada por IgE

ALERGENOS

Son proteinas o glicoproteinas hidrosolubles

Son resistentes a calor, acidos y proteasas

Conservan su poder alergénico tras la coccion y digestion

Se han sintetizado alérgenos recombinantes
con técnicas de ingenieria genética para:

» Diagnostico

» Tratamiento con inmunoterapia

CRUSTACEOS HUEVOS

P

GLUTEN PESCADO

ALTRAMUCES . CACAHUETES

Simbolos
de
Alérgenos

MOLUSCOS

DIOXIDO DE %

AZUFRE Y SULFITOS

\20eS5
D LACTEOS

FRUTOS DE
CASCARA

GRANOS DE
SESAMO
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1. Hipersensibilidad mediada por IgE

ALERGENOS

Todos los alimentos pueden contener alérgenos (potencialmente sensibilizantes)

Factores que determinan que se produzca sensibilizacion

Predisposicion genética

Habitos alimenticios

Microbiota

Edad

Exposicion a los alérgenos

Grado de maduracion inmunoldgica

VVVVYY

El huevo, la leche de vaca y el pescado son los mas prevalentes en nifios

Los vegetales, mariscos, frutos secos, frutas, leguminosas y hortalizas son mas prevalentes en
adultos
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1. Hipersensibilidad mediada por IgE

ALERGENOS

Las costumbres alimenticias favorecen patrones de alergia a alimentos
» Pescado - Espafa, Japon o Islandia
» Cacahuete 2> USAy UK

Huevo

El principal componente responsable de la alergia al huevo es la clara

La clara del huevo contiene al menos 24 proteinas que inducen alergia

Las mas alergénicas son la ovoalbumina y el ovomucoide

Leche de vaca
Contiene al menos 25 proteinas distintas

Las caseinas son los mayores alérgenos

La mayoria de los nifios adquieren tolerancia a la leche de vaca en los primeros afos  4ss



1. Hipersensibilidad mediada por IgE

ALERGENOS

Pescados y mariscos

Producen el 12-14% de los casos de alergia en adultos

Los principales alérgenos de los mariscos son proteinas termostables
del grupo de las tropomiosinas

Es mas frecuente la alergia a crustaceos que a moluscos

Frutas y verduras

Producen mas alergias en niinos mayores de 5 afos y adultos

Las mas alergénicas en Espafna son: melocoton, fresa,
manzana, pera, cereza, ciruela, pina, kiwi, mango, aguacate




1. Hipersensibilidad mediada por IgE

ALERGENOS

Anisakis simplex T——
Es un caso de alergia especial tras el consumo de pescado

Se produce al ingerir pescados parasitados con las larvas de
este parasito

Es mas comun en merluza, anchoa y bacalao donde hasta el
80% puede estar parasitado

Produce dos cuadros clinicos

» Anisakidosis: infestacion del tracto digestivo humano
» Reacciones alérgicas mediadas por IgE

Se previene con medidas que maten al parasito (obligatorias en la UE) como:

= Congelacion durante mas de 24h
=  Alcanzar al menos 60°C durante 10 minutos 460



1. Hipersensibilidad mediada por IgE

ALERGENOS

Frutos secos

Es una de las alergias mas frecuente y con mas riesgo de
reacciones graves

Afecta al 0,5 — 2 % de la poblacion europea

Es mas frecuente en ninos y tiende a persistir en adultos
Las proteinas alergénicas resisten el calor
Legumbres

Las mas prevalentes son a las lentejas, garbanzos y soja
Es menos frecuente que otras alergias

El calor puede aumentar la alergenicidad de algunas legumbres como
las lentejas 461



1. Hipersensibilidad mediada por IgE

ALERGENOS OCULTOS

Los alimentos elaborados pueden tener alérgenos no siempre faciles de identificar

» Ingredientes con nombres técnicos: caseina, lecitina, albumina
» Derivados o procesados: proteina vegetal hidrolizada

Propiedades 1 ( Informacién nutricional
: . ] (Valor medio por 100 g )
» Contaminacion cruzada: trazas ;&wmmmgﬂ Valor enerpitico 1,500 80 1 372 hea
vitamina B, con gran concentracion Gf:a;‘mm :gg
. . : . de vitaminas y minerales ' '
Tienen que estar obligatoriamente en las etiquetas i crs e s ot Wamosdecatos  $379
Fibra alimentania 100g
: . Conocxdo cuahdades Protei 135
Ejemplos. @mdmmm -@; - oozgj
> Frutos secos, huevo, leche en galletas, pasteles... asver ng:d:“s;m% °°';°3 DE AVENZ
ey e contener trazas de gluten,
» Antibidticos en leche de vaca H{“ de cacahuete, soja, !rutosooncég:ara, lactosa
, . ES-ECO-026-VA
» Caseina (de leche de vaca) en embutidos Agrcvnurs onservar

\  en unTogs
o frescoyseco | gl 420535 I 051032

500g Fecha de envasado / Consumo preferente / Lote
(Ver envase)

» Soja en hamburguesas
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1. Hipersensibilidad mediada por IgE

PRUEBAS DIAGNOSTICAS

Su objetivo es establecer una asociacion causal entre el alimento y las manifestaciones clinicas
Se pueden llevar a cabo:

Anamnesis

Pruebas cutaneas
Pruebas de laboratorio
Pruebas de provocacion

00w
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1. Hipersensibilidad mediada por IgE
4

PRUEBAS DIAGNOSTICAS

A. Anamnesis

Se lleva a cabo un estudio del paciente en cuanto a:

» Motivo de consulta

» Relacion temporal

» Exposicion a posibles alérgenos

» Antecedentes personales y familiares
» Medicacion

Estos datos condicionaran las pruebas posteriores a realizar
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1. Hipersensibilidad mediada por IgE

PRUEBAS DIAGNOSTICAS

B. Pruebas cutaneas

Usan extractos alergénicos

Prick-Test: prueba intraepidérmica en la que se deposita una gota del extracto alergénico en la piel
puncionando a través de ella con una lanceta

Valor predictivo negativo superior al 95% —> si da negativo probablemente sea negativo

Valor predictivo positivo menor del 50% -> si da positivo puede ser un falso positivo

» Indica sensibilizacion
» Puede no ser acompafada de clinica

Pequefio pinchazo Reaccion cutanea

I A e )



1. Hipersensibilidad mediada por IgE

PRUEBAS DIAGNOSTICAS

B. Pruebas de laboratorio

Estudia distintos parametros inmunes asociados con hipersensibilidad mediada por IgE

» Anticuerpos IgE

= Niveles totales
» |gE especifica frente a alérgeno

> Niveles de IgG

» Especifica frente a alérgenos
= EXxposiciones repetidas al alérgeno
» |gG4: elevada como respuesta a vacunas frente alérgenos
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1. Hipersensibilidad mediada por IgE

PRUEBAS DIAGNOSTICAS

B. Pruebas de laboratorio

Estudia distintos parametros inmunes asociados con hipersensibilidad mediada por IgE

Ry 1 c o] 02
» Test de activacion de basofilos
= La proteina CD63 aumenta ensu | .\ : ]
membrana cuando se activan
. ’ . Nega;}Qz':c;l;:trol Po:i‘t-‘i'vlexz;r;:rol
= Se detecta por citometria de flujo : o ! =
Basophil selection strategy Amoxicilln Clavulanic acid

(positive result) (negative redgit)



1. Hipersensibilidad mediada por IgE

PRUEBAS DIAGNOSTICAS

B. Pruebas de laboratorio

Estudia distintos parametros inmunes asociados con hipersensibilidad mediada por IgE

» Determinacion de nivel de eosindfilos en sangre

Eosinophilia Causes

= Aumentan en sangre como respuesta a reacciones alérgicas

» Determinacion de mediadores alérgicos: . ——

= Triptasa U 500\ 6L \J
. . Asthma Infections
= Histamina
= Factores y enzimas del sistema del complemento e
-
3

Leukemia Eczema Medications
Allergy

468



1. Hipersensibilidad mediada por IgE

PRUEBAS DIAGNOSTICAS

C. Pruebas de provocacién
Exponen al paciente al alergeno sospechoso bajo circunstancias controladas para:

» Reproducir los sintomas
» Demostrar tolerancia

4|I|Ili7m !

Se debe realizar siempre bajo vigilancia pues existe el
riesgo de reacciones graves




1. Hipersensibilidad mediada por IgE

ALGORITMO DIAGNOSTICO

Las pruebas mas indicadas ante sospecha de una hipersensibilidad mediada por IgE son:
» Prick-test
» Determinacion de IgE sérica especifica

La prueba de provocacion es el Gold Standard

Sin embargo, se reserva para cuando las anteriores no son
concluyentes debido a su peligrosidad



1. Hipersensibilidad mediada por IgE

Sospecha de alergia a alimentos por historia clinica

Grave/anafilaxia Leve/moderada

PC/slgE

Paositivo. Negativa
Si la alergia fue grave/anafilaxia
y PC/slgE son positivas: no hay que
realizar provocacion oral

Provocacion oral

Positiva Negativa PC: prueba cutanea

slgE: determinacion de
Alergia a alimentos No alergia a alimentos |g E en suero 471



2. Hipersensibilidad NO mediada por IgE

Etiologia

Se produce por una reaccion de tipo IV o retardada

No intervienen anticuerpos

Se produce por la activacion de linfocitos T sensibilizados

\{ coa
Presenta un curso subagudo o cronico - W N
r | apc =X 9= At
. . . \ / Giant cell
El tiempo desde la ingesta hasta la aparicion de ! N
los sintomas es largo (horas — dias) { t —— }NV = A macrophage
\ . 4 \ r») ) A
Sintomas mas inespecificos y variables | — > 6 _/, 6 -
» Negatividad de test cutaneos | VN o
i Monocytes S Q¢ S )

9

» Negatividad de IgE en suero

Fibroblast —1 _l [
Macrophage

Lymphocyte

Tienen su inicio en los primeros meses de vida Blood vessel

Las manifestaciones suelen ser locales 472



2. Hipersensibilidad NO mediada por IgE

Causas

Son producidas por alimentos como:

> Leche
> Soja
> Huevo

» Pescado
> Arroz

» Trigo

473



2. Hipersensibilidad NO mediada por IgE

Diagndstico

Test de supresion-provocacion

> Sen elimina el alimento de la dieta durante 2-4 semanas
> Se introduce el alimento de forma controlada
» Se observa la aparicion de sintomas

i

Patch-test

» Similar al prick-test pero con el alergeno de forma
epicutanea

» Se mantiene el alergeno durante mas tiempo




2. Hipersensibilidad NO mediada por IgE
Clasificacion

Se clasifican por el 6rgano afectado —

Allergies in
Children

» Formas gastrointestinales
= Afectan al colon distal y/o intestino delgado
= Producen malabsorcion, vomitos, moco en las heces
= Muy comunes en lactantes
= Desaparecen con el tiempo

» Forma intestinal autoinmune
= Ademas de por linfocitos T hay autoanticuerpos
= Suelen ser cronicas
= Enfermedad celiaca

» Forma cutanea

= Son mas raras
= Se producen por el contacto con el alimento
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3. Hipersensibilidad alérgica mixta

Etiologia
Se produce por una combinacion de las anteriores
» Produccion de anticuerpos IgE

» Activacion de linfocitos T sensibilizados

Su prevalencia va en aumento con los anos en los paises desarrollados
Incluye

» Dermatitis atopica
= Asma
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3. Hipersensibilidad alérgica mixta
Diagndstico

Combina pruebas diagnosticas de alergias mediadas por IgE y no mediadas por IgE

> Historia clinica

Prick-test

Deteccion de IgE especifica en suero

>
>
» Prueba de eliminacion y provocacion
» Patch-test

>

Sintomatologia intestinal

> Infiltracion de eosinodfilos en el tracto intestinal sin haber otras causas de eosinofilia tisular
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Hipersensibilidad a alimentos

Hipersensibilidad a alimentos

[ 1

Alckisni & alihickiig Hipersensibilidad no alérgica a
&= ( - -
alimentos (Intolerancia)

[Fannacoldgica} [IndetenninadaJ
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Hipersensibilidad no alérgica a los alimentos

Son reacciones de hipersensibilidad no mediadas por mecanismos inmunolégicos (INTOLERANCIA)

Pueden ser:

1. Enzimaticas: debidas a la ausencia de enzimas metabolizadoras
2. Farmacoloégicas: debidas a sustancias con potencial farmacoldgico

3. Idiopaticas: de mecanismo desconocido




1. Enzimaticas

Originadas por la imposibilidad de metabolizar sustancias presentes en los alimentos por déficits
enzimaticos

Son las intolerancias mas frecuentes
FRUCTOSE METABOLISM

] FRUCTOSE
1.1 Intolerancia a la fructosa:

Fructokinase
Se produce por déficit de aldolasa B i
FRUCTOSE-1-PHOSPHATE

Aldolase B {fructose

La fructosemia es un trastorno genético de herencia autosomica
recesiva

La fructosa esta en frutas, vegetales y algunos farmacos GLYCERALDEHYDE DHAP

También en edulcorantes como la sacarosa o j( l

Se diagnostica mediante GLYCERALDEHYDE GLYCERALDEHYDE
-3-PHOSPHATE -3-PHOSPHATE

 Estudio de la actividad enzimatica

« Estudios genéticos de mutaciones
480



1. Enzimaticas

1.2 Intolerancia a la lactosa:
Se produce por un déficit en la lactasa que hidroliza la lactosa en glucosa y galactosa

Para procesar correctamente la lactosa solo se necesita una actividad del 50% de la lactasa

Hay dos tipos:

Primaria = genéticas
« Alactasia congénita: pérdida completa de la lactasa (muy rara)

« Hipolactasia del tipo adulto: reduccion de la actividad enzimatica de la lactasa durante la
infancia o adolescencia (mas comun)

Secundaria - adquirida
 Hipolactasia secundaria:

o Temporal y reversible.

o Se produce por enfermedades que afectan a la reserva enzimatica intestinal como
enfermedades gastrointestinales, farmacos que afecten a la mucosa intestinal o la
inflamacion cronica del intestino delgado 4o



1. Enzimaticas

1.2 Intolerancia a la lactosa:
El diagndstico habitual se basa en la mejora clinica tras la eliminacion de la lactosa de la dieta
En el laboratorio clinico se puede llevar a cabo:

» Test de hidroégeno espirado

La lactosa no metabolizada es fermentada por las
bacterias intestinales aumentando el hidrogeno
espirado tras la administracion de lactosa

> Test de tolerancia a la lactosa

Si hay deficiencia de lactasa la glucemia no se elevara
tras la administracion de una sobrecarga de lactosa

» Lactasa en biopsia de intestino delgado

» Polimorfismo 13910 C/T en el gen de la lactasa
Sirve para diferenciar la hipolactasia primaria de la secundaria 482



2. Farmacolégicas

Se deben a reacciones andmalas a sustancias presentes de forma natural en alimentos que
pueden desencadenar reacciones adversas gastrointestinales y neurologicas

» \asoactivas

Histamina — quesos curados Triptamina — vino tinto
Tiramina — productos fermentados Serotonina — platano
Noradrenalina — vegetales frescos Dopamina — aguacate

Feniletilamina — chocolate negro

> Metilxantinas

Cafeina — café
Teofilina — té
Teobromina — chocolate

» Capsaicina — alimentos picantes
» Alcohol




3. Idiopaticas

Muchas de ellas se deben a intolerancias a los aditivos

Un aditivo es toda sustancia que se anade a los alimentos y/o bebidas sin modificar su valor
nutricional

Entre los mas asociados a intolerancias se incluyen

W e T Hsalud
» Colorantes: i
« Tartracina: relacionada con asma vy urticaria cronica

u - =
[snuonoms D E ]

} Restaurante Chiné !

Hace referencia a un grupo de sintomas que algunas personas
experimen tan después de ingerir comida china. Es un término en
desuso, que fue creado en los anos 60s para describir por primera vez
reacciones serias a |la comida china.

» Conservantes:

- Sulfitos: relacionados con asma vy urticaria cronica s Soms o

« Dolor de cabeza, toracico o muscular
+ Enrojecimiento de la piel

+ Sudoraciéon

+ Sensacion de presion facial y

» Entumecimiento o ardor en la boca

Benzoatos: asociados a urticaria y angioedema

» Antioxidantes:
» Acido lactico y citrico: relacionados con asma, rinitis y urticaria

» Potenciadores del sabor:
« Glutamato: puede provocar eritema, cefalea, sudoracion



N Universidad
"?{;’; Francisco de Vitoria
Al UFV Madrid

Seccion |V: Laboratorio de Bioquimica

TEMA 18
Metabolomica clinica

Analisis Biologico y Diagnostico de Laboratorio
Nacho Escrig, PhD

485



Técnicas omicas

DNA RNA

Protein Metabolites
TR &
A e £ ph
=h 1 \ e \
SR ni

( (CE\D R P &
\\ ‘:'\s ';’ \ ~ 1500 small
- - molecules

Genomica Transcriptomica Protedomica Metabolomica

-------------

l‘ ‘f“‘ ' l uni “L“

‘l"_ .‘l_....- J.‘.J NI VAST TV NI

1 186




Técnicas omicas

Las omicas permiten el conocimiento integral de un compartimento molecular

Requieren de herramientas:

» Analisis de datos masivos
> Bases de datos estandarizadas

La cantidad de informacion obtenida es a la vez ventaja y desventaja de las técnicas

» Ventaja - mayor informacion
» Desventaja - dificultad de integrar la informacion

Gendémica — W

v

Informacion obtenida

Transcriptomica —

» Genodmica - 25.000 genes
» Transcriptomica—> 100.000 transcritos &

» Protedmica - 1.000.000 proteinas *
» Metabolomica - 6.500 — 10.000 metabolitos 487

L1
Proteémica —> k.

\ 4

Metabolomica o TR
N
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Metabolomica ome |

Es el estudio masivo de todos los metabolitos presentes ]
en una muestra biolégica (metaboloma)

Representa el futuro de un diagndstico precoz, un { } )
pronostico certero y un tratamiento clinico ajustado

Metabolites

» El conocimiento profundo de una patologia
» El descubrimiento de nuevas rutas fisiologicas ligadas a la enfermedad

Phenotipe/Function

Transcriptoma Proteoma Metaboloma

El metaboloma representa el punto final de los procesos regulatorios, fisiologicos y patolégicos

Refleja una perspectiva integrada de los fenotipos bioldgicos 488



Metabolomica

El desarrollo de la metabolomica podra revelar marcadores y condiciones fisiopatologicas para:

Current Medicine
One Treatment Fits All

/ it
» Deteccion de enfermedades de forma precoz W m

» ldentificar biomarcadores de situaciones fisiopatologicas — -
e.g. colon cancer

Adverse effects

> Prevenir el desarrollo de enfermedades cronicas

> Implementaciéon de tratamientos clinicos adecuados Future Medicine
More Personalized Diagnostics

» Generar “metabotipos” de respuesta a tratamientos V2% ’U‘
para fomentar tratamientos individualizados =1 Therafl)
e.g. colon cancer Urine and Tissue Analysis p 489 e



Aplicacion de la metabolomica

La metabolomica clinica se basa en la comparacion de patrones biologicos estandarizados
asociados a las patologias con el metaboloma del paciente

Existen una gran cantidad de variables que pueden afectar a los resultados

> Sexo

> Edad GENETIC

> Tratamiento G

> Dieta AGE @ .’

» Habitos PHENOTYPE

» Condiciones de estrés WR— G G

> Tecnologia analitica - AR NG

DISEASES ‘U‘ MEIABbEOM'CS
DRUGS | ' : | |

Es muy importante fijar estas variables para poder T e
llevar a cabo un diagnoéstico mas preciso RS G

LIFESTYLE @
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Técnicas de la metabolomica clinica

Las principales técnicas que se utilizan para el estudio de la metabolémica son

Espectrometria de masas Resonancia magnética nuclear
Flaca Rodo baguerr | <l oI
Cafon de aceleradora input osciltator output recelver
electrones

lones mas pesados

/ Pantalla

S|

~4/

o
k".!\'.l‘.n.' |

i

k AL

Haz de iones

positivos lones mas ligeros
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Técnicas de la metabolomica clinica

Espectrometria de masas

» Se basa en la conversion de los compuestos organicos de una muestra en iones para ser
identificados en base de su relacion masa/carga

» Partes
Fuente de ionizacion: da carga ionica a los
fragmentos peptidicos resultantes de la digestion

Analizador: separa los iones por masa/carga

Detector: produce la huella peptidica
» Se suele acoplar a la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

« Separar los compuestos de una mezcla compleja
« Asegura la llegada individualizada al espectrometro de masas

» Destruye la muestra
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Técnicas de la metabolomica clinica

Resonancia magnética nuclear

» Se basa en la aplicacion de un campo magnético que hace entrar a los compuestos en
resonancia en funcion de su estructura

1. Muestra Bioldgica

» No necesita HPLC @ — | f{}\
Y . Campo Magnético ‘ S— S
Suero ' Tejido
> NO deStrUye Ia mueStra 3. PulsodeRadwfrecuenaa (RF) / 4. Seﬁalte RMN
@ ﬁm)» > \\\‘é =~ %ﬂ))

> LOS equ|pos estén Optlmlzados para un ExcntaCIoridelosNucleos(1H) / Relajacién y Deteccidn de la Seial
procesamiento minimo de la muestra A o

6. Analisis e Interpretacion

—
de Fourier —}‘
» Favorece el analisis de toda la muestra y ‘J\LMM O @ @ ; l“@

Glucosa Lactato Alanina

no solo de lo que se logra extraer , t || T earmsoa
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Muestras para metabolomica clinica

Muestras de orina

» Centrifugacion
» Filtrado

Muestras de plasma o suero

» Precipitacion de proteinas
» Centrifugacion
» Filtrado

Lisis,
« Extraccion

Muestras

de proteinas |

Alquilacion

Biopsias

» Resonancia magnética nuclear
» Se puede analizar directamente muestras
congeladas
» Espectrometria de masas
= Disgregar
» Precipitar proteinas
» Centrifugar

= Filtrar
5 o ; Separacion
¢ Digestion cromatografica
*  enzimatica
P — —D sl } T e '
; { Pedidos lonizacion W .
l Espectrometria
| | de masas
Fraccionamiento,
Reduccion, l

Espectro MS/MS
de alta resolucion
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Metabolomica en el cancer

Los perfiles metabdlicos de muchos tumores correlacionan con el tipo de tumor, proliferacion y
actividad tumoral

Ciertos metabolites pueden ser empleados como biomarcadores en el diagndstico y prondstico de
una gran variedad de canceres

1. Cancer de mama

» Es el segundo tipo de cancer mas comun en el mundo

» La esperanza de vida esta muy relacionada con el diagnostico precoz

» Metabolitos relacionados:

Nucledsidos metilados en orina

Acido nonanedidico en plasma

Lactato - efecto Warburg

Colina y derivados > membranas celulares
Glutamina - fuente de energia

Review > Metabolites. 2025 Jun 23;15(7):428. doi: 10.3390/metabo15070428

Metabolomics in Breast Cancer: From Biomarker
Discovery to Personalized Medicine

Rosa Perestrelo 1, Catarina Luis ! 2

Affiliations <+ expand
PMID: 40710528 PMCID: PMC12298204 DOI: 10.3390/metabo15070428 495



Metabolomica en el cancer

2. Cancer de pulmoén

» Se diagnostica normalmente en un estado avanzado, teniendo mal prondéstico
» Lo ideal seria usar aire expirado como muestra pero se puede emplear plasma

» Metabolitos relacionados:

= Lipidos peroxidados

= Alcanos derivados de acidos grasos
» |Lactato - efecto Warburg

= Aminoacidos de cadena ramificada

nature > scientific reports > articles » article

= Ornitina Article ' Open access = Published: 03 June 2021
= Acidos grasos High-resolution metabolomic biomarkers for lung
» Acido palmitico cancer diagnosis and prognosis
= Acido heptadecanoico Shi-ang Qi, Qian Wu, Zhenpu Chen, Wei Zhang, Yongchun Zhou, Kaining Mao, Jia Li, Yuanyuan Li, Jie Chen
= Acido tridecanoico 9, Youguang Huang & & Yunchao Huang &
u ACidO estearico Scientific Reports 11, Article number: 11805 (2021) | Cite this article

12k Accesses |83 Citations |4 Altmetric | Metrics
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Metabolomica en el cancer

2. Cancer de colon

>
>

Es el que presenta mas muertes en paises desarrollados
Los programas de cribado se basan en la deteccion de sangre en heces

El reto de la metabolomica radica en la deteccion antes de la aparicion de anomalias fisicas en el
colon o en el recto

Metabolitos relacionados:

= Bajas concentraciones de acidos grasos de cadena corta (butirato)
= Prolina y cisteina - destruccion de glicoproteinas epiteliales del colon

. FOSfOCOIina nature > scientific reports > articles > article
» Esfinganina
- FOSfoetan0|am|na Article  Open access = Published: 27 December 2019

Untargeted LC-HRMS-based metabolomics to identify
novel biomarkers of metastatic colorectal cancer

Ariadna Martin-Blazquez, Caridad Diaz, Encarnacién Gonzéalez-Flores, Daniel Franco-Rivas, Cristina

Jiménez-Luna, Consolacién Melquizo, José Prados &, Olga Genilloud, Francisca Vicente, Octavio Caba &

José Pérez del Palacio

Scientific Reports 9, Article number: 20198 (2019) ‘ Cite this article 497
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Metabolomica en enfermedades cardiovasculares

» La complejidad y variedad etiologica de las enfermedades cardiovasculares son puntos clave
para la metabolomica

» El dano cardiovascular es silencioso y los sintomas aparecen de forma brusca cuando la
enfermedad ya esta avanzada

» La metabolomica puede aportar al diagnostico precoz

» Existen multiples variables confusoras en estos pacientes: tratamientos, intervenciones...

» Se siguen estudiando metabolitos que permitan estratificar estos pacientes:

" N'éXido de trimetilamina Review Open access Published: 23 September 2024
= Acido urico Recent advances in cardiovascular disease research
= Homocisteina driven by metabolomics technologies in the context of

= (Ceramidas

systems biolo
= Lactato - hipoxia tisular y gy

Boyac Zhang & Thierry Schmidlin &

npj Metabolic Health and Disease 2, Article number; 25 (2024) ‘ Cite this article 498
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Metabolémica en enfermedades neurodegenerativasié

» La identificacion de biomarcadores neuroldgicos es clave para el desarrollo de nuevos
tratamientos para estas patologias

1. Alzheimer

» Las alteraciones patologicas se relacionan con el metabolismo de la proteina amiloide, el estrés
oxidativo, inflamacion y desregulacion lipidica

» Los acidos biliares vy lipidos podrian tener un papel importante a través de mecanismos de
sefalizacion celular, homeostasis del colesterol y metabolismo [3-amiloide

> Metabolitos relacionados: JOURNAL ARTICLE

» Lisofosfatidilcolinas (LPCs) - reducidos Comprffhenswe metabolomics profiling reveals.
novel biomarkers and pathways for early detection of

= Esfingolipidos : :

1INGOTIP . Alzheimer’s disease 3
. TrlptOfanO 9 redUCIdO Prabhakar Tiwari ™, Anu Gupta, Meenakshi Kaushik, Anjali Yadav, Anjali Anjali, Rekha
u Ceramidas Dwivedi, Pallavi Mudgal, Yashwant Kumar, Manjari Tripathi, Rima Dada

Brain Communications, Volume 7, Issue 6, 2025, fcaf410,
https://doi.org/10.1093/braincomms/fcaf410

Published: 18 October2025  Article history v
499
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Metabolémica en enfermedades neurodegenerativasié

2. Parkinson

» Afecta a 6 millones de personas en el mundo

» Su incidencia esta aumentando

nature » npj parkinson's disease » articles > article

> Metabo“tos reIaC|onadOS Article | Open access Published: 19 March 2024

, _ Comprehensive blood metabolomics profiling of
NUCIGQSIdOS metilados Parkinson’s disease reveals coordinated alterations in
Glutation xanthine metabolism

ACIdO urico Elisa Gomez de Lope, Rebecca Ting Jiin Loo, Armin Rauschenberger, Muhammad Ali, Lukas Pavelka, Taina

MetabO“tOS de danO OXIdatIVO M. Marques, Clarissa P. C. Gomes, Rejko Kriiger & Enrico Glaab & On behalf of the NCER-PD Consortium

npj Parkinson's Disease 10, Article number: 68 (2024) | Cite this article

LU (4R | February 8, 2017 ‘M) Check for updates

Metabolomic biomarkers as strong correlates of
Parkinson disease progression

Peter A. LeWitt, MD, Jia Li, PhD, Mei Lu, PhD, Lining Guo, PhD, and Peggy Auinger, MS On behalf of the Parkinson Study Group-DATATOP

Investigators =~ AUTHORS INFO & AFFILIATIONS 500




Metabolomica en la celiaquia

vV VWV VvV V¥V

A\

Es una enfermedad con factores genéticos y medioambientales determinantes
Da lugar a una enteropatia mediada por el sistema immune ante la ingestion de gluten
Puede ser asintomatica

Se suele diagnosticar cuando ya se ha producido cierta atrofia de las vellosidades intestinales

La metaboldmica ha permitido diferenciar a pacientes susceptibles mediante

= |ndoxil sulfato
» Acido-meta-hidroxilfenilpropionico
= Fenilacetilglicina

Home > Clinical and Experimental Medicine > Article

Estos metabolitos se detectan en - S - . -
Metabolomics and lipidomics sighaturein

orina de los pacientes susceptibles

celiacdisease: a narrative review

Review | Open access | Published: 10 February 2024

Volume 24, article number 34, (2024) Cite this article




Metabolomica en la diabetes

» Es una patologia caracterizada por el metabolismo anormal de los carbohidratos, lipidos y
proteinas

» La metabolomica estratifica a los pacientes en

L Normoglicémicos con riesgo: niveles elevados de Q Diabeticos: niveles bajos de
= |soleucina = Leucina
= Leucina » Dihidroesfingosina
= Valina » Fitoesfingosina
= Tirosina

= Fenilalanina

Article | Open access Published: 29 July 2016

d Prediabéticos: rutas alteradas e o - . . .
Identification of metabolic biomarkers in patients with

= Metabolismo lipidico type 2 diabetic coronary heart diseases based on
= Metabolismo de &cidos biliares metabolomic approach
n Ruta de eSterO|d eS Xinfeng Liu, Jian Gao, Jianxin Chen, Zhiyong Wang, Qi Shi, Hongxue Man, Shuzhen Guo, Yingfeng Wang,

Zhongfeng Li & Wei Wang

Scientific Reports 6, Article number: 30785 (2016) | Cite this article 502



Consideraciones de la metabolomica

Los avances en la metabolomica han permitido la caracterizacion de rutas desreguladas en
distintas patologias y la identificacion de biomarcadores

. ;. . . 400
Es un herramienta rapida y poco invasiva que puede

. . . . . B Metabolomics
mejorar nuestra capacidad diagnostica vy el

tratamiento de las enfermeades 300
=
, B
Aunque los resultados son prometedores, aun no g 200
hay una aplicacion rutinaria de la metabolomica en §
el diagnostico precoz de enfermedades 100
Se aplica a nivel quirdrgico para asistir a cirujanos 0

en la reseccion de tumores, de forma que aporta
datos utiles durante la operacion para mejorar la
extirpacion del tumor
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