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Técnica directa de deteccion

LABORATORIO DE PATOLOGIA

Descripcion y estudio anatomo-patologico

e Microscopia luz

e Microscopia electronica

e Demostracion de antigenos

LABORATORIO DE BIOLOGIA MOLECULAR
e Evidencia de material genético.




Técnica indirecta de deteccion

Corresponden a las técnicas seroldgicas.

Fijacion de complemento, hemaglutinacion indirecta, ELISA, inmunoblot o

Western blot.
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Obtencion y preservacion de la muestra

e Sangre se extrae en tubo con EDTA, o citrato y se enviard a 4°C.Suero o Plasma .

Liquido Cefalorraquideo (LCR) o BAL

° TRANSPORTE: Debido a la facilidad de la destruccion del ARN, las muestras deben ser

transportadas en perfecto estado de CONGELACION.

e CONDICIONES: LCR no hematico, preferiblemente debido a la dificultad en la

interpretacion de los resultados y posibilidad de no ser apto para diagnostico.

e VOLUMEN: se requiere al menos 250ul de LCR para una determinacion y dependerd de la cantidad
de células que contenga el liquido la calidad de la determinacion. Si es inflamatorio aunque tengamos 250ul,
se pueden realizar al menos 8 determinaciones.

En caso de ser un liquido con escaso contenido celular (1-2 células) se requiere de al menos 2ml para 8
determinaciones.

BIOPSIA

e El material en fresco es ideal para la obtencion de ADN o ARN. Debe congelarse a -80
grados C. Debe ser conservado adecuadamente .
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Fijacion y procesamiento de la muestra

Prolonged
No fixation Formaldehyde fixation formaldehyde fixation

Intact DNA Fragmented DNA  Fragmented and
cross-linked DNA




Método PCR anidada y tiempo de duracion
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Metodo PCR en tiempo real y tiempo de duracion
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Sensibilidad y Especificidad

Falsos

Tipo de tejido a evaluar (LCR o Tejido)

Concentracion de material genomico: contaminacidn por arrastre del amplicon
Tipo de PCR directa (tejido) o anidada (LCR)

Amplifica un agente distinto al que buscamos: secuenciacion cuando hay duda
Presencia de genoma viral sin actividad litica???

No se trabaja con controles positivos

Controles negativos varios

Contaminacidn por infeccion de los que manipulan la muestra

Falsos

Tipo de PCR directa (tejido) o anidada (LCR).

Descartar inhibidores de la Taq Polimerasa

Secuestro de cebadores u oligdmeros por exceso de material genomico
Fijacion agresiva y deterioro del material gendmico

Utilizacién de control gendmico humano para validacion de la determinacion
Ventana de la infeccion y toma de la muestra




Pruebas diagnosticas

Especiﬁcidad Verdaderos Negativos

Verdaderos Negativos+Falsos

Verdaderos Positivos
Verdaderos Positivos+Falsos

La seguridad de la prueba diagnostica.

Valor Predictivo Verdadero Positivo
Verdadero Positivo+Falsos

Valor Predictivo Verdadero Negativo
Verdadero Negativo+Falsos



Infecciones virales del Sistema Nervioso Central

ADN doble cadena
Herpesviridae
HSVI1,HSV2,VZV,EBV,CMV,HHV6,
HHV7 HHVS, B-virus
Adenoviridae
(virus ayudador)

Papovaviridae

SIMIAN virus 40

JC/BK virus

ADN cadena simple

Parvoviridae
PARVOVIRUS B19

Capsuls
pelipeptidica .
icosasdricz

Tegumente °
ADM wiral

Glicoproteinzs
de superficie

Envelturs

ARN doble cadena

Reoviridae

ARN cadena simple sensa no
segmentada

Retroviridae

ONCOVIRUS )
LENTIVIRUS (HIV-1,HIV-2)
Coronaviridae

CORONAVIRUS

Togaviridae RUBIVIRUS (RUBEOLA)
Flaviviridae
Picornavirus

ARN cadena simple antisensa
segmentada

Bunyaviridaea HANTAVIRUS

Arenaviridaea ARENAVIRUS (LCMYV)

ARN cadena simple antisensa no
segmentada

Paramyxoviridaea MORBILLIVIRUS
(SARAMPION)

RUBULAVIRUS
(PAROTIDITIS)

Orthomyxovirusa INFLUENZA VIRUSES
Rhabdoviridaea RABIES BORNA
Filoviridaea EBOLA




Infecciones bacterianas y parasitarias del Sistema Nervioso Central

Era Post- vacunas

Haemophilus influenzae tipo b (Hib), 2 meses a 3 afios (Otofio)

Neisseria meningitidis (meningococo) nifios, adolescentes y >50 afios(Primavera)
Streptococcus pneumoniae (pneumococo), >40 afios (Invierno)

Otras Escherischia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas ssp., Proteus, Citrobacter, Serratia, 10s
Streptococcos del grupo B y la Listeria monocytogenes son causa cada vez mas frecuente de

meningitis.
Mycobacterium tuberculosis (individuos inmunocomprometidos)
Mycoplasma pneumoniae ( disminuye citoquinas dispara reactivacion de herpes)
Tropheryma whippelii (enfermedad del macrofago)
Parasitos
Toxoplasma gondii LCR : PCR, serologia; biopsia cerebral: PCR biopsia
Strongyloides stercoralis Deteccion del parasito en materia fecal
Neurocisticercosis Deteccion
Frecuentes infecciones oportunistas
® Pneumocystis jiroveci pneumonia asociada a presencia de herpes
e cryptococcal meningitis




Experiencia del diagnostico de agentes infecciosos por PCR en
alteraciones del Sistema Nervioso Central en FLENI

Arias E!, Martinetto H!, Pérez S, Mora A 2, Del Castillo M2, Arakaki N!, Taratuto A!, Sevlever G'.
Departamento de Neuropatologia' e Infectologia?, Fundacién para la Lucha contra las Enfermedades Neurologicas de la
Infancia (FLENI).

Especimen LCR Tejido cerebral BAL
APTOS/NOAPTOS 520/43 (7.6%) 207/16 (7%) 35/5 (12:5%)
HIV 12 (2%) 33 (15%) 7 (18%)

Virus/bacte/parasitos  +/- +/- +/-

HSV1 21+8co/354 (8%) 6/80 (7%) 3+1co/5 (44%)

HSV2 10+1c0/368 (3%) 1/40 (2.4%) 0/8 (0%)

VZV 15+1co/310 (5%) 1+1co/17 (10.5%) 0/4 (0%)
EBV 9+6c0/267 (5%) 4/43 (8.5%) 2+1co/2 (60%)
cMV 5+2co/276 (2.5%) 2/30 (6%) 7+5co/21 (36%)

3+1co/200 (2%) 7+2co/87 (9%) 3co/8 (27%)
TOXO 1+1co/6 (25%) 6/18 (25%) 0/0

6+1co/30 (19%) 18/44 (29%) 0/0

TBC 0/117 (0%) 6/44 (12%) 0/7 (0%)

Mycoplasma pneumon. 2/249 (1%) 0/5 (0%) 0/1 (0%)

Tropheryma whippelii ~ 1/30 (3%) 0/7 (0%) 0/0
TOTAL 82(73+9co0)/438  (16%) 53(51+2co0)/154  (26%) 17(12+5co0)/18 (49%)

Origen: Datos de las PCR en Liquidos Cefaloraquideos Tejidos cerebrales Lavados broncoalveolares
LCR, tejidosy BAL FLENI-5afios




Resultados en LCR de acuerdo al grupo etario
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Deteccion por PCR “anidada” de Mycoplasma pneumoniae

La infeccion por Mycoplasma pneumoniae se observo en pacientes inmunocompetentes por evidencia
serologica y/o PCR sin ser detectada en el tejido nervioso, clasificando estos casos como agentes posibles.
En dos casos, pareciera que el Mycoplasma p. actua como reactivador de HSV1 y otro HHV®.

Anti-NMDAR (N-methyl-D-aspartate receptor ) 2 teratomas, de los 8 restantes 4 tenian evidencia de
infeccion aguda por Mycoplasma pneumoniae.
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Reporte de Caso

ENCEFALITIS RECURRENTE POR

VIRUS HERPES

HUMANO TIPO 6 EN

UNA PACIENTE ADULTA E
INMUNOCOMPETENTE CONFIRMADA POR

BIOPSIA CEREBRAL

Dy Patricio Brand, Dra. Lucia Schorflaender,
Dra. Maria Ines Gaitan, Dra. Eugenia Arias, Dra. Marcela Fiol,
Pira. Andrea Mora, Dr. Marcelo del Castillo.

tible v la confirmacion histopatolégica de encefa-
litis. sugieren foertemente el rol del vims como
agente etioléogico de la enfermedad de nuestra
paciente. Hemos interpretado la PCR. positiva -
cial en liqudo cefalorraquideo para Mycoplasma
pneumoniae comeo un falso positivo, dado que no
se obtuvo la PCE positiva en el tejido cerebral ni
evidencia serologica para dicho microorganismo.
Ademas. a pesar de haber cumplido el esquema
antibiotico adecmado con doxicicling continnd
presentando ouevos episodios de su enfermedad.

For genomic analysis, DNA was
extracted from whole CSF. Nested
PCR was performed under stringent
conditions with precautions to avoid

results. PCR analysis
detected Mycoplasma pnemoniae
DNA. CSF PCR was negative for HSV
and VZV. Serologic tests for HIV and
TBC, were negative.




Deteccion por PCR Tropheryma whippelii

La sola presencia de ADN de 7. Whippelii por PCR, sin demostrar la presencia de macrofagos, no
equivale a enfermedad de Whipple. Asi, que sera dudoso donde sindromes clinicos (poliartritis)
mas la demostracion de ADN de T. Whippelii sola sin la demostracion de macréfagos PAS
positivos, califican para una forma frustrada de enfermedad de Whipple.*J.Clin
Microb,p5414,2005

El ADN de Tropheryma whippelii en saliva de individuos sin enfermedad de Whipple. Defecto
inmunolodgico no caracterizado, se considera una enfermedad del macrofago.

El ADN de T. whippelii en 40% de muestras gingivales de sujetos sanos. Asi, como pacientes con
enfermedad de Whipple (confirmados con biopsias intestinales PAS-positivas ) fueron negativos
para la PCR en sangre.

Deactivation of Macrophages with Interleukin-4 Is the Key to the Isolation of Tropheryma
whippelii. Gabriele Schoedon, Daniel Goldenberger, Regula Forrer, Anja Gunz, Fabrizio Dutly,
Mathias Ho ‘chli, Martin Altwegg, and Andreas Schaftner.
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