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INSTITUTO NACIONAL DE PERINATOLOGIA

Laboratorio de Biologia Molecular

e

. Diagndstico Microbiologico
o Helicobacter:pylori:

M. en C. IYARI MORALES MENDEZ

-7 --‘Manual Bérgey .de Bacteriolog
DT sa) s, 01 ISistematd

DOMINIO: Bacteria

PHYLUM BXII: Proteobacteria
CLASE V: “Epsilonproteobacterias”
ORDEN I: “Campylobacteriales”
FAMILIA II: “Helicobacteriaceae”
GENERO 1: Helicobacter
ESPECIE: pylori

4 Descubierta en 1982 por Robin Warren y Barry
Marshall.

# Coloniza la capa mucosa gastrica.
+ Campylobacter pyloridis

-+ Gastritis crénica

% Ulceras

w Dispepsia no ulcerosa o funcional
% Linfoma MALT

% Adenocarcinoma géstrico

» Céancer gastrico

T S e oe Lo G
LT fu&? ‘ \l’&ﬂ..n}d‘l:.' |

Elevada Acidez

N Eng 1 Med, Yol 47, No. 15
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Oligomerizacién de VacA

* En condiciones nativas existe como un
gran oligpmero

+ Es disociado en mondmeroes por aceidn
del dcido

s s

b

Fenotipicamente se han clasificado en 3 tipos:

# Cepas tipo I (Vac A*/ Cag AY)
4. Cepas tipo I1 (Vac A~/ Cag AY)
ey &

el s o
‘u‘éﬁg\
e

% Cepas Triple positivas (Vac A*/ Cag A*/ Bab A*)
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* Establecer criterio para lo seleccidn de pacientes
* Cuadro clinico
+ Edad
= Adulto
+ Pedidtrico

» Disponibilidad (costo, equipo, etc}

-'i‘rntamientn (persistencia}

-
»
-
u
"
-]
B
=
"

*Método a emplear
+ Directo (Invasivo)

« indirecto (No Invasive)
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Diagnos!

Meétodos directos

P eRn i 2 + A et
Histologia Cultivo Ureasa ripida
PCR
* vacA
* cagA
+ plmM

+ Antisecretores
+ Antagonistas de los receptores H,
= Inhibidores de la bomba de protones

~- Proteccion local
+ Sales de bismuto
~ Bismuto coleidal
+ Sucralfato

+ Antimicrobianos
“ Amoxicilina
+ Claritromicina
+ Metronidazol
% Tetraciclina

ratamicnty

“Monoterapia Terapias
=Un solo antimicrobiano
+Terapia doble
=Un antimicrobiano
+Un antidcido
~“Terapia triple
+Dos antimicrobianos
*%Un antitcido
% Terapia cuidruple
+Dos ¢ tres antimicrobianos

+Uno o dos aptiscidos

Antisecretores
Antagonistas de los receptores H,

% Bloguean de forma especifica ¥ competitiva los receptores H, de Iz
histamina en ly mucosa gdstrica, inhibiendo la secrecidn gdstrica y
reduciendo la secrecién de pepsina.

Ventajas
+ Disminucion de la secrecion gdstrica ¥ de |a acidez
% Costo.

Desventajas
4 Tolerancia cuande se uso mis de 7 dias.

Dosis
=% 150 mg/12 hrs. o 300 mg/2d brs,
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Tetraciclina

+
Claritromicina (250mg/12h)
-
Metronidarol (400me/12h)

= Es también muy activa y existen pocos problemas
de resistencia.

% No puede usarse en nifios ni en mujeres
embarazadas.

Omeprazol (20mp/12h)
*
Amoxiciling {S00mg/Fh)
+

% Actualmente se incluye con menos frecuencia en Metronidazot (400mg/ah)

los regimenes terapéuticos recomendados para el
tratamiento de 1a infeccién por H. pylori.

Omeprazo] (20mg/12h)
+

Amoxiclina (1g/12h)
+
Claritromcins (SKmp/12h)

Ronitilato de bisnuta (408m g1 Th)

Ranitidato de bsmuto (404me/1 28} .
+ 14 Totraeiclina [S00aphh}
+
Mevnaidezol (250mp/Sh 6 SMng/12h)

+

Tetracicling (SNXmh)
+
Metrunidazol {$00mg/Bh)

Owsepraral Anp/1Th)
‘“"”‘idl""l(""""‘w"] Ranltdato ke bésmut (480mp/1Th)
Claritromlicina (300mp/8k) 1" T-ln:ldl-: (W g/ih)
* m-uu;(wma

Antagonlsta /12h o una sola dusis por la

Boche M

Amtagonists /120 & wix miz dosts por s meche
Rutitid 930 de himpwg o (4081 g/LZh}
+

Ranitidato de bismato (400mg/1 1h)

+
Antaponisia /12h o uns sola dosls perla
nothe
+
Clar{iromiclng {230mp/Gh 6 500mp/Bh) o
amaxlciling (S00mp/6h)

14 Tesracicling & smoriciling (S8mg/Gh)

+
CYaritromicina (S00wgEh)

+
Antegonista 712h 0 una wolz dorls por la nocke

Factores que dificultan La accién de los antibidticos:

% pH

% Moco gistrico

w Forma de actuar del antibidfico
<+ Kl estado fisiolégico de fa bacteria

% La diferencia de las pruebas ir vitro ¢ in vivo
= El glucocilix puede actuar como barrera.




VIRUS DE INMUNODEFICIENCIA

HUMANO
PRUEBAS DE DIAGNOSTICO
RGO R o,

METITUTO NADIONAL DE
PERICATOLOG LA
IOAS EXPRIOSA BE LOS REYES

BEPARTARENTD DE.
WFECTOLOGIA EINMUNDLOGIA
PERINATAL

LABORATORKY DE RIDLDGLA
MOLEGLL

BIOL. LINA AVIGAIL GIL ACEVED(Q

INTRODUCCION
= PROBLEMA DE SALUD PUBLICA

= AFECTA A MAS DE 3%9.5 MILLONES DE
PERSONAS EN EL. MUNDO (OMS)

EL VIRUS DE INMUNODEFICIENCIA
HUMANA = SIDA

ANTECEDENTES

« 1981 SE DETECTARON CASOS SORPRENDENTES DE
INFECCION POR Pneumocystis jiroveci, (HONGO
CARACTERIZADO POR INFECTAR A PERSONAS
MNMUNOSUPRIMIDAS)

= CAS(OS SEMEJANTES EN VARONES HOMOSEXUALES
Y APARECIAN A SU VEZ INFECCIONES ASOCIADAS
POR CITOMEGALOVIRUS Y CANDIDIASIS

» DESPUES APARECIERON NUEVOS CASOS EN
PERSONAS HETEROSEXUALES, USUARIOS DE
DROGAS E INCLUSO SUS HIJOS.

ANTECEDENTES

CAUSA DEBIA SER UN AGENTE INFECCIOSO QUE SE
TRANSMITIA DE FORMA SEMEJANTE AL VIRUS DE
LA HEPATITISB .

s DISTINTQS GRUPOS EMPEZARON A INVESTIGAR
SOBRE LAS DIFERENTES INMUNODEFICIANCIAS,
TALVEZ UN RETOVIRUS SEMEJANTE AL QUE CAUSA
UNA INMUNODEFICIENCIA EN LOS GATOS O EL
HTLV, PRODUCTOR DE UN TIPO DE LEUCEMIA

= 1983 EN EL INST. PASTEUR DEDICADOS AL ESTUD!IO
DE LOS RETROVIRUS L. MONTAGNIER ENCONTRO
UN CANDIDATO QUE LO DENOMINO LAV

ANTECENTES

» 1984 R. GALLO - HTLV RETROVIRUS (VIRUS
LINFOTROPICO T HUMANO TIPO III),

= DESPUES L MONTAGNIER Vs R, GALLO

a 1984- VIRUS ADQUIRIO LA DENOMINACION

“VIRUS DE INMUNODEFICIENCIA HUMANA™"

DISTRIBUCION GEOGRAFICA VIH
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EPIDEMIOLOGIA

A FINALES DEL 2006 HABIA 39.5 MILLONES

DE PERSONAS INFECTADAS VIH (OMS)

No. DE DEFUNCIONES FUE DE 2.9 MILLONES

NUEVOS CASOS 11 MIL PERSONAS POR DIA

1995 TERCERA CAUSA DE MUERTE EN
MUJERES Y HOMBRES JOVENES

EN EEUU ERA LA PRIMERA CAUSA DE
MUERTE

EPIDEMIOLOGIA EN MEXICO

» DESDE 1993 A LA FECHA - 182 MIL PERSONAS
INFECTADAS POR EL VIH

= OCUPANDO EL PRIMER LUGAR MEXICQ, D.F.
Y EL CUARTO LUGAR JALISCO.

MAYOR PARTE DE AFECTADOS ENTRE 15-44
ANOS

GRUPOS DE RIESGO

HOMOSEXUALES
TRABAJADORES SEXUALES

GRUPOS EN CONTACTO CON DROGAS,
TATUAIJES.

TRABAJADORES DE LA SALUD

MECANISMOS TRANSMISION

= SEXUAL (acto sexual sin proteccion)

= PARENTERAL (sangre)

s VERTICAL (madre-hijo)

TRANSMISION SEXUAL

HOMOSEXUAL 285%

HETEROSEXUAL 50.9%

TRABAJADORES SEXUALES 32 %

BISEXUALES 174 %

TRANSMISION SANGUINEA
» UDI 98.8 %
= HEMOFILICOS 0.4 %
= TRANSFUNDIDOS 0.7 %

» ACCIDENTES LABORALES 01 %




LIQUIDOS CORPORALES TRANSM. VIH
s SANGRE

= SEMEN

SECRECIONES VAGINALES

= LECHE MATERNA

s LIQ. RODEA AL CEREBRO, ARTICULACIONES,
Y EL QUE RODEA AL BEBE. -

SIGNOS Y SINTOMAS
DIARREA
PERDIDA DE PESO
FIEBRE
NODULOS LINFATICOS INFLAMADOS

TOS Y DIFICULTAD PARA RESPIRAR

BIOLOGIA DE VIH

FAMILIA : RETROVIRUS

SUBFAM: LENTIVIRUS

DOS SEROTIPOS, VIH |- VIH 2
FORMA: ESFERICO

TAMARG: AFROX 120 rm DIAMETRO

CARACTERISTICAS PRINCIPALES

-RAPIDA EVOLUCION

FORMAS RECOMBINANTES})

-VARIABILIDAD GENETICA (9 SUBTIPOS Y

BIOLOGIA DEL VIH
Bicapa lipidica
nul:l;g}:;,[}ni::;’‘.h __4";% N'-%',,.gplm
ARN, 5

p2:4-Cip||de

Pratcesa

BIOLOGIA DEL VIH

EL VIH INFECTA A LA LINFOCITOS T4
MAYORIA DE LA CELULAS e AVISAN AL SIST

DEL SISTEMA
INMUNE QUE HAY
INMUNQLOGICS AGENTE EXTRARO

VIRIONES DEL VIH 1 ENSAMBLANDOSE A UN
LINFOCITO

/0



CICLO DE VIDA

IPCION
INVERSA wirun ARH

ADK &
Y

TOMA D E LA MUESTRA

PRUEBAS
DIAGNOSTICAS
VIH

DIAGNOSTICO

?S:é’gg:)'; DFER ViH [ RIESGOS EFIDEMIOLOGICOS |
l 8
NORBACTIVA DETECCION DE
— s *+——| ANTICUERPOS ANT! VIH
MES

REACTIVA

REPETTR DETECCION DE
ANTICUERPOS ANTI-VIH

PRUEBAS CONFIRMATORIAS

l REACTIVA

TINFECCION POR
VIH

DIAGNOSTICO INMUNOLOGICO

« ELISA (INMUNOENSAY()
+ WESTERN BLOT (PRUEBA CONFIRMATORIA)
*DIAGNISTICO MOLECULAR

PCR

{RT-PCR CARGA VIRAL)

PCR TIEMPO REAL

DIAGNOSTICO INMUNOLOGICO

TIPOS DE ELISA:
sIndiracto(++)
*Competitivo(+)

+Tipo sandwich {+++}

Captura(+++)

/



DIAGNOSTICO INMUNOLOGICO

ELISA:

En ellas el antigenc puede proceder del lisado viral
de un cultivo.

Proteinas recombinantes o péptidos sintéticos de 10-
50 amincacidos especificos del VIH (se clasifican
como EfA de 2% vy de 3" genaracidn).

DIAGNOSTICO INMUNOLOGICO

ELISA POR QUIMIOLUMINISCENCIA: todo en un equipe aulonutizado

Muesira (suere o plasma) —s ACY suere ——» reconocen epitopes del mucleo y
Tebo contra gheoproteinac de 1a envoltura

Reaccion de dos fases

Dunién Ag-Ac {incubacién de 37°C x 30°) se hace un lavado

2)8¢ agregar Ag VIH recombinanies marcados con Peroxidasa de rabano {Cotjugado)
se fijard al Ac Espec:ﬁcaminw VH1yZ2

3¢ vucive a bavar quiar exceso de
conjugado
RESULTADOS libre

Este se obtiene por una reaccion luminicente, adadiendo ur reachiva denvado del
lumanal ¥ un agente de transferencia de e- La peroxidasa va a oxidar al denvado del
Lumnol produciendo Luz

DIAGNOSTICO INMUNOLOGICO

ELISA QUIMIOLUMINISCENCIA

RESULTADOS

Se va a medir un unidades de lumiriscencia
Valores de corte

Mayor oiguala 10 Teactivo +
Menor a 08 10 reactivo —

Mayor o lgual {8 y menor a 1 0 Indica una muestra dudosa o en zona gris
RESULTADDi# © DUDCS0S

VOLVER A PROCESARLOS POR DUPLICACO
SIVUELVE A DAR LQS MISMCS VALORES

HACER PRUEBA CONFIRMATORIA

DIAGNOSTICO INMUNOLOGICO

ELISA QUIMIOLUMINISCENCIA
LIMITACIONES DE LA PRUEBA puede darte falso + 0 -
-Estadios tempranos de la infeceién puede nc detectar los Ac

- No utihizar muestra de plasma extraidos con EDTA {pueds interfenr con
en la reaccisn)

-N¢ utlizar muestras turbias

-Puede dar falsos + 0 — en muesiras de personas gue rabajan con
animales o gue han recibido fratamientos dervados de sueros de animales

DIAGNOSTICO INMUNOLOGICO
Pruebas de confirmacién: Tienen como objeto verificar

(confirmar) que los resultados obtenidos con las pruebhas de
escrutinio sean correctas.

* Western blot

PAUTAS DE LECTURA DEL WESTERN
BLOT

Identificacidn de bandas especificas virales de reactividad

Valoracion de la reactividad de cada banda

Anotacion individualizada de los resultados en cada muestra

Aplhcacién del criterio de positividad

Emision del resultado e informe




CRITERIOS DE POSITIVIDAD
WESTERN BLOT

Criterio Reactividad frente a:

OMS Dos glucoproteinas cualguiera

de: gpl60, gpl 20, gpd!

Cruz Roja Americana

Una proteina de cada gen
estructural {env, po! y gag)

FDA2 p24 +p32 +(gpdl 0 gpl200
gp160)
CRSS? p24 ~ (gp41 o gpl20 0 gpléd) o

p32 + (gp41 o gpl20 o gpl60)

CDC/ASTPHLD®

p24 + (gpd1 0 gp120 0 gpl60) o
go4l + (gp120 0 gpl6d)

DIAGNOSTICO MOLECULAR VIH

*DIAGNISTICO MOLECULAR
PCR
{RT-PCR CARGA VIRAL)

PCR TIEMPO REAL

DIAGNOSTICO MOLECULAR

PCR

Técnica “in vitra” que imita ¢l proceso natural de replicacion

RT-PCR' Obtencion de DNA a partir de RNA, para e caso de
vIrus

Consta de tres pasos basicos que se repiten un determinado
numero de veces formando un ciclo

Los pasos basicos son,

— Desnaturalizacion

- Alneacitn

- Extensidn

E! proceso se realiza en un termociclador, egqupo
automatizado que controla y alterna las temperaturas durante
los tiempos programados para un determinado nimero de
ciclos {30-40).

DIAGNOSTICO MOLECULAR

-

PCR en el Laboratorio . N
Clinico . &

st

DIAGNOSTICO MOLECULAR

COBAS AMPLICOR

Ensayos Cuantitativos Ensayos Cualitativos

HIV-1 « HCV

HCV + C trachomatis
HBV * N. gonorrhoeae
CMV * M. tuberculosis

DIAGNOSTICO MOLECULAR

P
COBAS AMPLICOR T
CARGA VIRAL

ESFECIFICACIONES:

Dos termocicladores .

Dos estationes de deteccidn (48 muoesiras).

Unldad de pipetee para muestras ¥ reactivos automatlzads y
estandarizada

Estacitn de lncubacitn a 37°C +-1°C,

Estacién de lavado

Fotdmetro integrade para leciuras colorimétricas & 66¢nm.
‘Tres gradilias con capacidsd para 18 cassetes de reactlvos.
Tres espaclos para graditias de D-cups desechables.

4lcm x B6em x 5Tem vy 75 kgs.




EXTRACCION DE LOS AC. NUCLEICOS
RNA
o wl ¥

T o T |
CONTROLEI 123 ulENTUBCA | &

CENTRIFUGAR 4. waT
AITIRAR SOBRENADANTE Y ACRECAR 40
w DE LA 0L DB LSS v LYS

T v
[ ATRAGAR 60 W DB 15CPROP ANOL. MEZ VORTEZ |

COMTIF (30 g T A
RETIRAR 40GRENADANTE

[ ARADCIR 1 o FTANOL AL 0% - VORTEY |

CENTRIF 12300 5! TA
ELIMIN AR SOBKEN AD ANTE PRKFECT AMENTE ESEN
VA QUE LGS REFDUOS DE ETOL FUEDEN IRHIBIR
AT IR CACION

l ARADNR AL RNA EXTRAIDO 100 W DEL l
DILLIYENTE

PRUCESALYXM A B CORRESPONDIENTE TUDDEN

AR ADHR 37wl DE LA MUESTRAS % CONTRCLLS
LL ANTLLO

DIAGNOSTICO MOLECULAR

COBAS AMPLICOR CARGA
YIRAL

- DETERMINAR LOS ANILLO
NECESARIOS A UTILIZAR

-FREPAR MEZCLA MAESTRA (Buffer,
dNTF'S , Mg++, Dligos, DNA, Ennma Taq
pohmerasa, agua

-MEZCLAR POR INVLRSION Resultados en numero de
copizs' se pueden trabajar npos
de cormdas estandar {400 — 750
000 c/fml y ultrasensibles
5100000 o/mi

Tiempo para Nevar a cabo 1a
amplificacsin 4 hrs Despues de
la extracexdn

-ARADIR 50 ul DG LA MEZCLA
MAESTRA A LOS 30 yl DE LAS
MULSTRA PROBLEMA Y CONTROLES

DIAGNOSTICO MOLECULAR VIH

Ciclo de PCR - Paso 1: Desnaturalizacién por calor

DIAGNOSTICO MOLECULAR

Ciclo de PCR - Paso 2: Los primers biotinilados se unen a las
secuencias blance (templado)

Secuencia BLANCO

Secuencia BLANCO

DPIAGNOSTICO MOLECULAR
Ciclo de PCR - Paso 3: la Tag DNA polimerasa cataliza la
extensién de los primers a medida que se incorporan los
nuclettidos
Secuercia blanco

DIAGNOSTICO MOLECULAR

Fin del Primer Ciclo de PCR — Resulta en Dos copias
de la Secuencia blanco

Secuencia blanco

i)
Biotina K5

/¥



DIAGNOSTICO MOLECULAR

Amplificacién ____
s No.de MNo. de
e . Clelos| Coplas
e AR S —
Cluly 1 =4 Ampliconss 1 2
fo T T AT IS
Cloly 3 = & Ampditoerets 2 4
Cicia 4 = 1§ Amplicanas 3 8
S AT W AT W —
Cicha § w 32 Arnpliconas 4 16
KT e
Ciclo 6 = 64 Amplicones I
Clcio 7 = 128 Amplicones 2 | 1048576
W‘ W 30 1,073,741,824

DIAGNOSTICO MOLECULAR &£
LightCycler 2.0 :

= PCR tempo real.

- 32 muestras de 20 o 100 pl
quc se miden en 577,

- 35 ciclos en 30°

= 6 canales de deteccién. Con

- DRTERMIN AR LOS CAFILARES NLCESARIOS

AUTILIZAR

diferentes filtros
PRI PAR MEZELA MAESTRA (Bullor, dNTP §

- Sulto de temperatura de 0.1- My, Oligas, DNA, Enmma Taq poltmeni, ague

20°C/s. fiworofares

- Lecturs/eapilar/ciclo. -AFADIR 10 u} DE L MEZC1A MAESTRA A
LOS (0wl DE LAS MUESTRA PRGELEMA Y
CONTROLES + -

- PONER EN LOS CAPILARES, BAJAR DE UN
S3LO GOLPT

“METLRLOS LOS CAPILAAES Al.
TERMOCICLADOR UNA VES YA PROGRAMA
LA CORRIDA EN EL SOFTWAR!

Resultado Cuantificacién EBV

T T N T I Sy

TV hmpiaalien furres

N R T I R A L N A T T i
rn

eowam

Resultade Cuantificacién EBV

FL Sk

o

w F.E.6

T T atind wrATEwamns n
o

Fedas™2
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TRATAMIENTO TRATAMIENTO

= INHIBIDORES DE PROTEASA

ADULTOS EN PRIMER ESQUEMA DE TERAPIA

ANTIRETROVIRAL:

v EFAVIRENZ

n  ATAZANAVIR/RITONAVIR O
LOPINAVIR/RITONAVIR

»  FOSAMPRENAVIR/RITONAVIR O
LOPINAVIR/RITONAVIR

SE DAN TRES OPCIONES DE TRATAMIENTO DEPENDIENTO A TU CUAKNTA
DE T4 - ALGUNOS MEDICAMENTOS CALISAN HEPATOXICIDAD

»  INHIBIDORES DE PROTEASA
ADULTOS EN SEGUNDO ESQUEMA DE TERAPIA
ANTIRETROVIRAL:

n  ATAZANAVIR/RITONAVIR O
SAQUINAVIR/RITONAVIR

n  FOSAMPRENAVIR/RITONAVIR O
LOPINAVIR/RITONAVIR
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