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INTRODUCCION

La tos ferina es una enfermedad altamente transmisible, comun en la
infancia que puede causar neumonia intersticial o bronconeumonia por
Bordetella pertussis, B. parapertussis o B. bronchiseptica y también puede ser
asociada a patogenos bacterianos secundarios, aumentando asi la afeccion al
epitelio respiratorio y complicando aun mas al paciente. Esta enfermedad
reporta tasas de morbilidad del 90 al 100% en contactos intradomiciliarios que
Nno han sido vacunados, se puede presentar en cualquier época del ano. Los
lactantes menores de un ano de edad ocupan el 41% de los casos declarados
de tos ferina y el 78% de los fallecimientos debido a esta enfermedad. Entre
adolescentes y adultos cercanos a casos de tos ferina, del 40 al 80% de los
miemlbros de la familia desarrollan anticuerpos contra B. pertussis y de estos
solo el 50% presentan signos y sintomas compatibles con la enfermedad. En la
actualidad se acepta que adolescentes y adultos sintomaticos no
diagnosticados, representan una fuente de transmision a lactantes y ninos, asi
CoOmMo un mecanismo de perpetuacion de la enfermedad en la poblacion en
general.

En México los estudios realizados en brotes de tos ferina, sugieren que la
inmunidad protectora inducida por la vacuna tiene una duracion
determinada, de tal forma que el bioldgico elaborado con la bacteria completa
solo ofrece proteccion aproximadamente durante 12 anos. Esto hace necesario
gue en las zonas endémicas se mantenga una vigilancia epidemioldgica
permanente para disminuir los indices de morbilidad. Es conveniente evaluar
de manera constante la eficacia del programa de inmunizacion, asi como
conocer la potencia, composicion y cobertura de los serotipos de la vacuna
anti-Pertussis. En nuestro pais la aplicacion de la vacuna anti-Pertussis, ha
favorecido la disminucion de la morbilidad de la tos ferina de tal manera que
en 1950 la tasa de morbilidad era de 130 por 100000 habitantes y en 1980
disminuyo a menos de 10 por 100000 habitantes. Sin embargo, en el aho 2008
se presentd un notable incremento con un reporte de 162 casos de este
padecimiento a nivel nacional, con una incidencia global de 0.15 por 100000
habitantes. Durante el 2009 se confirmaron por laboratorio 185 casos (21%) de
879 estudiados y se estudiaron un total de 2060 contactos, de los cuales 76
(3.8%), presentaron Bordetella pertussis. En el 2011 se estudiaron un total de
983 casos de Sindrome Coqgueluchoide por la técnica de cultivo; de estos casos,
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161 (16.4%) fueron confirmados por el laboratorio como positivos a tos ferina; los
contactos estudiados fueron 3340 y 56 fueron positivos a Bordetella pertussis.

Con la introduccion de la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) multiple en Tiempo Real (TR) se observo un incremento en la positividad
en la deteccion de B. pertussis y otras especies de Bordetella, lo que nos
permite aumentar la sensibilidad en el diagndstico por el laboratorio, de tal
forma que de noviembre de 2011 a mayo de 2012 se realizd un estudio piloto
con cinco Laboratorios Estatales de Salud Publica (LESP) de la Red Nacional
de Laboratorios Estatales de Salud Publica (RNLESP) para Infecciones
Respiratorias Agudas (IRA) bacterianas (Chiapas, D.F., Nuevo Ledn, San Luis
Potosi y Sonora) para la implementacion de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa en Tiempo Real (PCR TR) multiple. En este estudio se procesaron
un total de 463 casos probables de tos ferina por PCR TR y por cultivo, de los
cuales 155 (33.5%) fueron positivos a B. pertussis por PCR TR y solamente 47
(10.1%) fue positivo a B. pertussis, por cultivo. También se analizaron, por ambas
técnicas, un total de 1614 muestras de contactos resultando que el 1.0% (17/1614)
fueron positivas por cultivo y el 6.3% (102/1614) positivas por PCR TR. De estos
resultados se concluye la importancia de la busqueda tanto de casos como de
portadores por las dos técnicas siendo estos Ultimos, los portadores, quienes
favorecen la transmision de esta enfermedad, a pesar de existir la prevencion
a través de la vacunacion.

Todo esto impulsa a mantener una vigilancia estrecha entre casos y
contactos porque una de las complicaciones pulmonares mas comunes es la
presencia de atelectasias, neumonia bacteriana o muerte por asfixia durante
la fase paroxistica.

La vigilancia epidemioldgica de la tos ferina y el sindrome coqueluchoide
consiste en promover y difundir la informacion generada en el laboratorio, que
contribuya a la prevencion y control de estos padecimientos mediante el
estudio y confirmacion de casos probables o sospechosos asi como de sus
contactos intra-domiciliarios.

Una de las principales funciones de la vigilancia por el laboratorio es
caracterizar la etiologia del sindrome coqueluchoide y determinar la
frecuencia con que se presenta Bordetella pertussis y B. parapertusis, como
agentes etioldgicos de este sindrome.

El propdsito del siguiente lineamiento es el de establecer las directrices para
la toma, manejo y envid de muestras para el diagndstico por laboratorio de tos
ferina y sindrome cogueluchoide de una forma estandarizada, estableciendo
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los flujos de informacion adecuados de los datos generados por el laboratorio
en apoyo a la vigilancia epidemioldgica.

ANTECEDENTES

Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica

La Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica (RNLSP) es el conjunto de
laboratorios con objetivos especificos que permiten unificar métodos de
diagndstico, criterios de interpretacion de resultados, transferencia
tecnoldgica, generacion de conocimiento y formacion de recursos humanos
gue garanticen procedimientos técnico-administrativos que produzcan
informacion de laboratorio Util para la vigilancia epidemioldgica y la operacion
de los programas preventivos.

Es el soporte técnico-cientifico Util para la vigilancia epidemioldgica que
genera informacion de calidad para la toma oportuna de decisiones, a traves
de la confirmacion mediante estudios de laboratorio en muestras bioldgicas.

La RNLSP depende de la Secretaria de Salud, esta integrada por el Instituto
de Diagnostico y Referencia Epidemioldgicos “Dr. Manuel Martinez Baez”
(INDRE) como organo rector de la red, los Laboratorios Estatales de Salud
Publica (LESP) y los Laboratorios de Apoyo a la Vigilancia Epidemiologica
(LAVE). Se encuentra estructurada en tres niveles: nacional, estatal y local o sus
equivalentes para otras instituciones. El nivel nacional esta representado por
el INDRE como Laboratorio Nacional de Referencia (LNR).

Tiene fundamento legal en la Norma Oficial Mexicana NOM-017-SSA2-2012,
para la vigilancia epidemioldgica y se encuentra definida en los Criterios de
Operacion para la Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica
Componente Vigilancia Epidemiologica.

Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica para la Vigilancia de |la Tosferina

El Laboratorio de Infecciones Respiratorias Agudas Bacterianas (IRAB) vy
Pertussis, inicio en la década de los ochenta, e instrumentd el diagndstico de
tos ferina a partir del estudio de casos de Sindrome Coqgueluchoide y sus
contactos, estableciendo hasta la fecha una red con hospitales de
concentracion pediatrica, en su mayoria localizados en el area metropolitana.

Tosferina-INDRE Pagina 12 de 93
Marzo 2017 Versiéon 1.2015



Desde hace aproximadamente 32 anos, se ha trabajado en el
perfeccionamiento del proceso de obtencion y manejo de muestras de cultivo.

En colaboracion con los servicios de salud del Distrito Federal a partir del
ano 2001 se realizd la descentralizacion de la toma y manejo de muestras para
el diagndstico de tos ferina en el area metropolitana. Paralelamente se
capacito en la técnica de cultivo a los Laboratorios Estatales de Salud Publica
(LESP) gue conforman hasta nuestros dias la Red Nacional de Laboratorios
Estatales de Salud Publica (RNLESP). Actualmente 26 estados de nuestro pais
realizan el diagnostico por cultivo.

En 2007 en el laboratorio de IRAB y Pertusis del Instituto de Diagnostico y
Referencia Epidemioldgicos (INDRE) se implemento la técnica de PCR punto
final y en el ano 2010 la de PCR tiempo real empleada por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) y los Centros para el Control y la Prevencion de
Enfermedades [Centers for Disease Control and Prevention (CDC), por sus
siglas en ingles]. Posteriormente se realizaron modificaciones al algoritmo
diagnostico utilizado en el INDRE y se adoptd la técnica de PCR tiempo real
multiple, transferida por el CDC en agosto de 2011.

Hoy en dia los 26 LESP ya fueron capacitados por el INDRE para realizar el
diagndstico por cultivo y PCR tiempo real multiple, de la tos ferina. Sin
embargo, solo 4 estados (Nuevo Ledn, Sonora, San Luis Potosi y Chiapas),
tienen la infraestructura y los insumos necesarios para la realizacion de la PCR.

El INDRE también lleva a cabo el aseguramiento de la calidad para los
laboratorios de la red, los abastece con medio de transporte Regan Lowe en
situacion de brotes y les proporciona reactivos y materiales necesarios para el
diagnostico y la toma de muestra cuando estos son requeridos.

Todas las cepas aisladas a través de la red se envian al INDRE para su
confirmacion ya sea para control de calidad o referencia.

La Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica para el diagnostico de Tos
ferina (RNLSP-Tos ferina) esta formada por 26 laboratorios en los siguientes
estados: Aguascalientes, Baja California, Baja California Sur, Chiapas,
Chihuahua, Coahuila, Colima, Estado de México, Guanajuato, Guerrero,
Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro,
Quintana Roo, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tabasco, Tlaxcala, Veracruz, y
Zacatecas, los cuales declaran en su marco analitico que realizan el cultivo para
Bordetella pertussis y otras especies, la mayoria de los LESP (83.8%) ya realizan
este diagndstico sin embargo, es necesario que el 100% de los laboratorios
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participen en la Red para fortalecer la vigilancia epidemioldgica continua de la
tos ferina a nivel nacional.

Los LESP de los estados de Campeche, Durango, Nayarit, Tamaulipas y
Yucatan no estan incorporados a la red (Figura 1).

Estados con metodologiade

cultive implementada para

LESP NO integrantes de la
Red Tos ferina.

Estados con metodologia de
cultivo implementada para
diagnéstico de Tosferina que
envian cepas de B. pertussis y

B. parapertussis para control de

Figura. 1. Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica (RNLSP) para el Diagnostico
de Tos ferina

MARCO LEGAL

Constitucion Politica de los Estados Unidos Mexicanos

e Constitucion Politica de los Estados Unidos Mexicanos. Articulo 4. Diario
Oficial de la Federacion 05/11/1917, Ultima Reforma D.O.F. 15/11/2012.

Leyes
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Ley General de Salud, México. Nueva Ley publicada en el Diario Oficial de
la Federacion el 7 de febrero de 1984. Ultima reforma publicada DOF
07/06/2012.

Ley Federal de Responsabilidades Administrativas de los Servidores
Publicos. D.O.F.13/111/2012. Ultima reforma en D.O.F. 28/V/2009

Reglamentos

Reglamento Interior de la Secretaria de Salud. México. Publicado en el
Diario Oficial de la Federacion el 19 de enero de 2004. Ultima reforma
publicada en el DOF del 10 de enero de 2011. Reforma aplicable: Decreto
gue reforma, adiciona y deroga diversas disposiciones del Reglamento
Interior de la Secretaria de Salud. DOF 2 de febrero de 2010.

Reglamento Sanitario Internacional (2005) 2da edicion. Ginebra Suiza
2008. Organizacion Mundial de la Salud.

Normas Oficiales Mexicanas

Norma Oficial Mexicana NOM-017-SSA2-2012, Para la vigilancia
epidemioldgica, publicada en el Diario Oficial de la Federacion el 19 de
febrero de 2013.
http://dof.gob.mx/nota_detalle.php?codigo=5288225&fecha=19/02/2013.
Norma Oficial Mexicana NOM-007-SSA3-2011. Para la organizacion vy
funcionamiento de los laboratorios clinicos. D.O.F. 27/03/2012

Norma Oficial Mexicana NOM-035-SSA3-2012. En materia de informacion
en salud

Norma Oficial Mexicana NOM-253-SSAT1-2012, Para la disposicion de
sangre humana y sus componentes con fines terapéuticos. D.O.F.
26/10/2012.

Norma Oficial Mexicana NOM-052-SEMARNAT-2005, que establece las
caracteristicas, el procedimiento de identificacion, clasificacion y los
listados de los residuos peligrosos. D.O.F. 22/10/1993: Modificacion D.O.F.
23/06/2006.

Norma Oficial Mexicana NOM-018-STPS-2015, Sistema armonizado para
la identificacion y comunicacion de peligros y riesgos por sustancias
quimicas peligrosas en los centros de trabajo. D.O.F. 09/10/2015

Planes y Programas

Plan Nacional de Desarrollo 2013-2018. Diario Oficial de la Federacion,
DOF: 20/05/2013, www.dof.gob.mx
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e Secretaria de Salud. Programa Sectorial de Salud 2013-2018. Diario Oficial
de la Federacion DOF: 12/12/2013.

e Secretaria de Salud. Programa de Accion Especifico 2013-2018. Sistema
Nacional de Vigilancia Epidemioldgica, primera edicion 2014.

Lineamientos y Manuales

e Direccion GCeneral de Epidemiologia. Manual de Procedimientos
estandarizados para la Vigilancia Epidemiologica de las Enfermedades
Prevenibles por Vacunacion; DCAE. México: Secretaria de Salud; 2012

e |Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemioldgicos “Dr. Manuel
Martinez Baez. Criterios de Operacion para la Red Nacional de
Laboratorios de Salud Publica Componente Vigilancia Epidemiologica;
INDRE. México: Secretaria de Salud; 2015.

e Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemioldgicos “Dr. Manuel
Martinez Baez". Lineamientos para programas de evaluacion externa del
desempeno de la Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica; INnDRE.
Meéxico: Secretaria de Salud; 2015.

e |Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemiologicos “Dr. Manuel
Martinez Baez". Lineamientos para la Gestion del Riesgo Bioldgico;
INDRE. México: Secretaria de Salud; 2015.

e |Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemioldgicos, “Dr. Manuel
Martinez Baez". Lineamientos para el reconocimiento a la competencia
técnica de los laboratorios que apoyan a la vigilancia epidemioldgica;
INDRE. México: Secretaria de Salud; 2015.

e |Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemioldgicos “Dr. Manuel
Martinez Baez". Manual para la toma, envio y recepcion de muestras
para diagnostico, INDRE. México: Secretaria de Salud; INDRE. México:
Secretaria de Salud; 2015
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DEFINICIONES OPERACIONALES

Caso sospechoso de tos ferina: persona de cualquier edad con tos, sin
importar los dias de duracion y con asociacion con otros casos probables o
confirmados. Esta definicion se utiliza para la busqueda activa de casos
adicionales ante la presencia de casos probables, confirmados o atipicos,
portadores, defunciones y en brotes.

Caso probable de tos ferina: persona de cualquier edad, con tos de 14 0 mas
dias de evolucion y dos o mas de las siguientes caracteristicas; tos paroxistica,
en accesos, espasmaodica o estridor laringeo inspiratorio y uno o mas de los
siguientes datos; tos cianosante, hemorragia (conjuntival, petequias, epistaxis),
leucocitosis con predominio de linfocitos; o historia de contacto con casos
similares en las Ultimas 2 a 4 semanas previas al inicio del padecimiento. Nota:
En esta definicion se incluyen a los menores de 3 meses que pueden
manifestar sélo episodios de apnea o cianosis con o sin tos.

Caso confirmado de tos ferina: todo caso que tenga aislamiento de
Bordetella pertussis por cultivo o PCR en el caso per se o cualquiera de sus
contactos, convivientes o personas con asociacion epidemioldgica.

Caso de tos ferina clinica: todo caso con datos clinicos caracteristicos y que
Nno cuenta con muestra, independientemente de sus cinco contactos.

Caso de tos ferina atipico: todo caso sospechoso que tenga aislamiento de
Bordetella pertussis.

Portador asintomatico de Bordetella pertussis: toda persona sin signos o
sintomas de enfermedad respiratoria a quien se tomd muestras por tener
asociacion epidemiolégica con un caso probable o confirmado y cuyos
resultados de cultivo o PCR son positivos a Bordetella pertussis.

OBJETIVOS

Objetivo General

Establecer las directrices para realizar el diagndstico por laboratorio de la Tos
Ferina y el Sindrome Coqueluchoide a través de la RNLSP de forma
estandarizada, asi como crear los flujos de informacion adecuados de los datos
generados por el laboratorio en apoyo a la vigilancia epidemioldgica.
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Objetivos Especificos

e GCenerarydifundir informacion de laboratorio que contribuya a la prevencion y
control epidemioloégico de la Tos ferina.

e Alcanzar difusion en las técnicas del manejo del microorganismo asi como la
integracion del formato Unico para el estudio de cada paciente.

e Realizar el diagnostico, control de calidad y referencia de Bordetella pertussis
y otras especies mediante las técnicas de cultivo y PCR Tiempo Real Multiplex
(TRM).

e Emitir lineamientos para la operacion de la RNLSP.

e Asegurar la calidad del diagndstico del Laboratorio Nacional de Referencia a
través de la participacion en programas internacionales de evaluacion externa
para Tos ferina.

e Desarrollary evaluar la competencia técnica de los laboratorios de la red.

Ambito de aplicacién

El presente documento aplica a todos los laboratorios que forman parte de
la Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica para la Vigilancia de las
Tosferina

RED NACIONAL DE LABORATORIOS DE SALUD PUBLICA
PARA LA VIGILANCIA DE LA TOSFERINA

Como LNR, es responsabilidad del Laboratorio de Infecciones Respiratorias
Bacterianas del INDRE la coordinacion de la RNLSP-Tosferina, siendo el
organo rector de la Red para el diagnodstico, referencia, capacitacion,
actualizacion y evaluacion de la competencia técnica.

Organizacidon de la Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica para la
Vigilancia de |la Tosferina

El Laboratorio de Infecciones Respiratorias Agudas Bacterianas (IRAB) vy
Pertusis adscrito al departamento de bacteriologia, coordina la Red Nacional
de Laboratorios de diagnostico de Tos-ferina (RNLSP-Tos), integrada por 26
Laboratorios Estatales de Salud Publica (LESP) y los laboratorios de
diagnostico locales (centros de salud, jurisdicciones sanitarias), aunado a todos
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los laboratorios publicos y privados que realicen las técnicas de cultivo y PCR
TRM para el diagnostico de la tosferina por el laboratorio. (Figura 2.

Estades con metadologia
57 implementada para PCR TR

IMultiplex para diagndstico de

Tos ferina {Provecto

LESP capacitades en maye—
[] junic 2012 en PCR TR

raultiplex.

LESP capacitades en PCR
|:] TR muldplex en julic

Figura. 2. Cobertura diagnodstica por PCR-TRM
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INDRE (Nivell) |-

LABORATORIO ESTATAL
DE SALUD PUBLICA
(LESP) (Nivel 1)

Unidad de salud de
primer nivel
(Centros de Salud,

J.S. Hospitales de
1ery 2" nivel)

IGILANCIA ODENIO]

Envio de informacion a Epidemiologia

Control de calidad y Referencia Internacional

A
.
. -

CDC de Atlanta

\ I Basqueda de B. pertussis y B. parapertussis

Cultivo en Agar Bordet-Gengou o Agar Charcoal (con y sin cefalexina)

PCR TR a partir de la muestra clinica (exudado nasofaringeo) o
confirmacion de cepas

ENVIO DEL AISLAMIENTO AL InDRE PARA SU IDENTIFICACION
FINAL (REFERENCIA)

Tomar Exudado Nasofaringeo en Medio de transporte Regan-
Lowe para cultivo
Tomar exudado nasofaringeo en solucion salina o en tubo estéril
paraPCR TR
Tomar suero para confirmacion de casos en etapas tardias de la
enfermedad o en situacion de brotes.

ENVIO DE LAS MUESTRAS EN RED FRIA CON LA INFORMACION
CORRESPONDIENTE AL LESP

Figura. 3. Flujo de trabajo de la red nacional de laboratorios para el diagndstico de
la Tos ferina. Clave de tabulador: IB1534001
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FUNCIONES DE LOS INTEGRANTES DE LA RED NACIONAL
DE LABORATORIOS DE SALUD PUBLICA PARA LA
VIGILANCIA DE LA TOSFERINA

Funciones de los laboratorios a nivel local

En este nivel se incluyen los laboratorios de los centros de salud,
jurisdiccionales y algunos laboratorios de hospitales de primer nivel, que
deben realizar la toma, manejo y transporte de muestras, sus funciones son:

Realizar las pruebas minimas para el diagnostico de tos ferina en muestras
humanas que requieren Unicamente el uso de equipo basico de laboratorio.
Referir muestras al LESP de su entidad para control de calidad y para la
realizacion de pruebas generales y especializadas o de referencia que no
realicen en su laboratorio.

Llevar a cabo la toma de muestras por personal capacitado, de los contactos
de un caso probable o sospechoso de tos ferina.

Notificar al 6rgano normativo jurisdiccional correspondiente los casos
confirmados de tos ferina.

Mantener el flujo de informacion con los niveles estatal y nacional (LESP e
INDRE).

Funciones de los Laboratorios Estatales de Salud Publica

Participar en actividades de vigilancia epidemiologica mediante la realizacion
de pruebas minimasy generales en el diagndstico de la tos ferina.

Ser el centro de referencia de la red estatal de laboratorios locales de salud
publica.

Coordinar, asesorar y supervisar las actividades de la red estatal de lalboratorios
de diagndstico.

Participar en el disefo de programas de vigilancia epidemioldgica y de
diagnostico por laboratorio a nivel estatal.

Realizar investigaciones seroepidemiologicas y bacterioldgicas acerca de la
prevalencia de la tos ferina a nivel estatal.

Colaborar en el seguimiento y control de casos y contactos de pacientes con
infecciones respiratorias sujetas a vigilancia epidemioldgica.

Promover la utilizacion adecuada de las pruebas diagnodsticas ya
estandarizadas, asi como la interpretacion de los resultados obtenidos en
apoyo a las actividades de vigilancia epidemioldgicas de la tos ferina y la
aplicacion de medidas de prevencion y control correspondientes al ambito
estatal.

Disefnar programas de capacitacion para el personal de la red de laboratorios
locales, para el manejo de muestras, y el aislamiento y caracterizacion de
Bordetella pertussis y B. parapertussis.
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Promover y apoyar programas de control de calidad para el mejoramiento
integral de los laboratorios locales.

Participar en la elaboracion y actualizacion de los manuales de procedimientos
relacionados con el diagndstico y temas especializados (bioseguridad, manejo
de residuos peligrosos bioldgico-infecciosos, etc.).

Notificar al érgano normativo correspondiente los casos confirmados de tos
ferina.

Coordinar el flujo de informacion de la red estatal al nivel nacional.

Funciones del Laboratorio Nacional de Referencia

El INDRE coordina la Red Nacional de Laboratorios de diagndstico de Tos
ferina (RNLSP-Tos), y es la institucion de referencia a nivel nacional y
desempena las siguientes funciones:

Llevar a cabo actividades de diagndstico y analisis diversos en muestras de
seres humanos en apoyo a la vigilancia epidemiolégica.

Participar en el desarrollo, estandarizacion, adaptacion y validacion de técnicas
y procedimientos de laboratorio para pruebas minimas, generales vy
especializadas.

Realizar estudios de referencia y control de calidad de los LESP a nivel nacional.
Participar en el diseno de programas de vigilancia epidemiologica vy
diagnostico de la tos ferina a nivel nacional.

Realizar investigaciones seroepidemioldgicas y bacterioldgicas que permitan
conocer directa o indirectamente la prevalencia de la tos ferina en poblaciones
gue viven en zonas endémicas del pais.

Establecer la utilizacion de las pruebas estandarizadas y validadas por el INDRE,
en apoyo a la vigilancia epidemioldgica de la tos ferina.

Capacitar al personal de los LESP en las técnicas, procedimientosy en la toma
y manejo de muestras respectivamente para el diagndstico por laboratorio de
la tos ferina en las instalaciones del INDRE.

Establecer programas de supervision continua a las actividades de la red.
Orientar a los LESP en la preparacion, compra de reactivos y de estandares de
referencia para el aislamiento de los agentes etiolégicos del Sindrome
Coqgueluchoidey la tos ferina.

Elaborar y mantener actualizados los manuales de procedimientos y técnicas
de laboratorio para el diagndstico de estas enfermedades.

Organizar y participar en reuniones cientificas donde se aborden temas
relacionados con procesos infecciosos de las vias respiratorias.

Coordinar el flujo de informacion de la RNLSP y notificar al 6rgano normativo
de vigilancia epidemioldgica correspondiente de los casos confirmados de los
padecimientos ya sefalados.
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TOMA, MANEJO Y ENVIO DE MUESTRA

Para la toma de muestras es importante considerar las definiciones
operacionales de caso probable, caso sospechoso y portador asintomatico.

La caracteristica de la infeccion por Bordetella pertussis y B. parapertussis
es que la bacteria se adhiere a los cilios del epitelio respiratorio que recubre la
nasofaringe, por lo que se puede aislar a partir de exudados o aspirados
nasofaringeos. Pero debido a la dificultad y el tipo de material requerido para
la toma del aspirado nasofaringeo, en la mayoria de los casos se prefiere la
toma del exudado nasofaringeo (EXNF).

La obtencion de las muestras de todos aquellos pacientes con evidencia
clinica de Sindrome Coqueluchoide o Tos ferina se realizara en el laboratorio
de la unidad hospitalaria publica o privada, centro de salud o jurisdiccion
correspondiente. Las muestras deben ser tomadas durante el episodio agudo
de la enfermedad a fin de tener la mayor posibilidad de aislamiento del agente
etiologico y previo al tratamiento con antibidticos.

El laboratorio del hospital, del centro de salud o de la jurisdiccion procesara
las muestras clinicas y todos los aislamientos presuntivos de Bordetella spp los
remitira al LESP. Si el hospital no cuenta con laboratorio o recursos para
procesar las muestras clinicas, debera tomar las muestras y enviarlas al LESP.

Los LESP recibiran las muestras clinicas o los aislamientos presuntivos de
Bordetella pertussis o Bordetella spp procedentes de las unidades
hospitalarias a fin de que se realice el diagnostico o se confirmen las cepas. Los
LESP se encargaran de transportar las cepas confirmadas como positivas (en
medio de transporte de AMIES con carbon) al INDRE, con la informacion
solicitada (formato Unico de envio de muestras con los resultados obtenidos y
formato adicional de estudio Epidemioldgico de caso) y aplicaran para hacer
el envio, el sistema basico de triple embalaje utilizado en el INDRET. Los LESP

(1). El sistema basico de triple embalaje consiste en la utilizacién de un recipiente primario, en el cual esta contenida la muestra biolégica
(Exudado nasofaringeo, lavado bronquio alveolar, biopsia, suero, etc.), el recipiente primario (p. €j. criotubos, tubos o frascos con tapa de rosca)
debe ser hermético para evitar que la muestra se derrame y tiene que estar perfectamente etiquetado con el nombre o nimero de muestra del
paciente. El recipiente primario debera rodearse de material absorbente como gasa o papel absorbente y colocarse en un recipiente secundario
hermético a prueba de derrames y golpes. Si se colocan varios recipientes primarios dentro de un recipiente secundario se debera usar una gradilla
y material absorbente para evitar algin derrame. Es importante mencionar que dentro del recipiente secundario (hielera) tiene que haber
suficientes refrigerantes para mantener una temperatura de 4 a 8 °C. Los recipientes secundarios deberan llevar las etiquetas de riesgo biologico
y sefial de orientacion del recipiente, a su vez el recipiente secundario debera ir contenido en un paquete externo de envio (caja de carton o
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deberan apoyar a los laboratorios de las unidades hospitalarias vy
jurisdiccionales en aquellas situaciones en que se requiera y de acuerdo a los
recursos disponibles, a fin de realizar los estudios de las muestras y enviar los
resultados al laboratorio correspondiente.

En el INDRE el laboratorio de Infecciones Respiratorias Agudas Bacterianas
(IRAB) y Pertusis sera el responsable de recibir las muestras para diagnostico
de los hospitales del area metropolitana o las cepas de Bordetella pertussis o
Bordetella spp procedentes de los LESP.

En el INDRE se llevara a cabo el estudio de confirmacion y enviara los
resultados a los LESP y a la Direccion General Adjunta de Epidemiologia.

Toma de muestra

Método directo
Toma de exudado nasofaringeo para cultivoy PCR

El exudado nasofaringeo (ExNF) es la muestra de eleccion para el estudio de
casos probables y sospechosos de Tos ferina, asi como de sus contactos para
la busqueda de Bordetella en portadores asintomaticos; debido a que esta
bacteria se adhiere a los cilios del epitelio del tracto respiratorio superior en el
hombre.

Para la toma de la muestra se utiliza un hisopo con mango flexible (alambre
de aluminio o plastico) para no lastimar al paciente. Si el estudio solicitado es
cultivo, latoma de la muestra puede ser con hisopo de alginato de calcio, rayon
o dacron.

Para el estudio de PCR la muestra debe ser tomada con hisopo de rayon o
dacron (tambiéen conocido como polyester), nunca de alginato de calcio ya que
este Ultimo inhibe la actividad de la Tag polimerasa y se pueden obtener
resultados falsos negativos.

Si se van a realizar las dos técnicas, cultivo y PCR, lo ideal es tomar dos
muestras; la muestra destinada para cultivo debe ser depositada en el medio
de transporte Regan Lowe y la muestra para PCR en el medio de transporte

hielera) que proteja el contenido de elementos externos del ambiente y debe estar etiquetado con los datos del remitente, destinatario y sefial de
orientacion. La documentacion que se integre al triple embalaje debera colocarse en la parte interior del paquete.
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solucion salina con Cefalexina, a una concentracion final de 40 pg/mL. Cada
tubo de muestra debe ser perfectamente etiquetado con los datos de la
solicitud del estudio para cultivo o para PCR y las dos muestras deben
transportarse en red fria y de acuerdo a la metodologia implementada en el
INDRE (ver figura 5). [1]

Condiciones para la toma de las muestras (Exudado nasofaringeo y aspirado
nasofaringeo)

La toma de muestra se efectUa con el paciente sentado y la cabeza
ligeramente hacia atras. Se introduce el hisopo de mango flexible por cada una
de las fosas nasales perpendicularmente a la nariz, hasta aproximadamente 10
cm hacia dentro, cuidando tocar solo el extremo posterior del mango y evitar
tocar los cornetes. Una vez tocado el fondo de la nasofaringe, frotar
suavemente el hisopo durante 10 segundos, pedir al paciente que tosa y retirar
con cuidado para gue no se contamine (ver figura 4).

Fuente: Centers for Disease Control and Prevention. Manual for the surveillance of
vaccine-preventable diseases. Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta,
GA, 2008. http://www.cdc.gov/vaccines/pubs/surv-manual/

Depositar el hisopo con la muestra para cultivo en el medio de transporte
Regan Lowe y cortar con tijeras el excedente del mango de aluminio que
qgueda fuera del tubo, el mango de aluminio no debe enrollarse dentro del
tubo para evitar contaminacion de la muestra.

Las muestras destinadas para PCR deben depositarse en medio de
transporte de solucion salina con Cefalexina y transportarse en red fria. El area
donde se toman las muestras en el caso de los centros de salud u hospitales,
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debe ser un area independiente del area de vacunacion DPT o la vacuna
acelular contra Pertussis para evitar contaminacion cruzada en la muestra
tomada.

Toma del aspirado nasofaringeo (ANF)

Para esta toma se utiliza un kit de aspiracion que contiene una jeringa de
3.0 mL con solucion salina estéril y una sonda. Durante la recoleccion de la
muestra el paciente se mantiene acostado con el cuello extendido y la sonda
se introduce suavemente a través de una fosa nasal por el piso de la nariz hasta
alcanzar la nasofaringe. La solucion salina se introduce en la nariz a través de
la sonda hasta estancarse en la nasofaringe, de donde se aspira la muestra
rapidamente.

Se colectan aproximadamente 2.0 mL de aspirado por este método.
Después de la recoleccion, se quita el catéter de la jeringa, se desecha, y a
continuacion se tapa la jeringa. Después de etiquetarlo debidamente, la
jeringa se coloca en una bolsa de plastico “zip-top” o el aspirado se puede
depositar en un tubo estéril y se transportan al laboratorio en bolsas con hielo
en una hielera. La muestra debe llegar al laboratorio dentro de las primeras 24
horas de su extraccion.

Las muestras aceptadas para analizarse por PCR TRM, exudado o aspirado
nasofaringeo, deben de depositarse en medio de transporte de solucion salina
con Cefalexina a una concentracion final de 40 pg/mL, y la muestra debe ser
tomada con hisopo de rayon o dacron. (No emplear hisopos de alginato de
calcio debido a que se inhibe la accion de la Tag polimerasa y se pueden
obtener resultados falsos negativos). El tiempo de transporte no debe exceder
mas de 3 dias.

En el laboratorio de IRA bacterianas se reciben las dos muestras, se les
asigna el numero de identificacion TOS correspondiente y una muestra se lleva
al area de proceso de cultivos y la otra al drea de Bacteriologia molecular.
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En el caso de extraccion del ADN ésta se realiza empleando las columnas de
QlAamp® ADN Miniand Blood Kit de la marca QIAGEN®, cuando se procesan
10 muestras como maximo. Si el numero de muestras es mayor se debe
realizar la extraccion automatizada (por robot) para evitar el riesgo de
contaminacion cruzada. Una vez realizada la extraccion del ADN, se efectua el
corrimiento de la PCR TRM por el grupo de expertos.

Las muestras que no amplifican se reportan como negativas a Bordetella
pertussis, B. parapertussis y B. holmesii, y se sugiere efectuar el diagnostico
diferencial con la finalidad de determinar el origen de la infeccion: viral o
bacteriana. Para descartar la presencia de otras bacterias se debe solicitar otro
tipo de muestra, para la busqueda de Mycoplasma pneumoniae,
Haemophilus influenzae, Chlamydia trachomatis.

Método indirecto
Toma de muestra para serologia
Condiciones para la toma de las muestras para serologia

Para la prueba de Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas [Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay, (ELISA), por sus siglas en inglés| se requiere de
una muestra de suero, la muestra de sangre se debe tomar a partir de las 2
semanas o hasta las 8 semanas de iniciada la tos.

e Para obtener la sangre se deben utilizar tubos con tapdn de gel que permitan
separar los componentes de la sangre después de la centrifugacion.

e La toma deberd hacerse en un lugar perfectamente iluminado y con el
paciente comodamente sentado

e |ocalizarunavenaadecuada en la cara anterior del codoy colocar el tornigquete
en la parte media del brazo. Desinfectar el area con un algodén humedecido
con alcohol al 70% e introducir la aguja con el bisel hacia arriba. Al empezar a
fluir la sangre retirar el torniquete y una vez que se haya obtenido la cantidad
de sangre requerida (3.0-6.0 mL), retirar la aguja y colocar una torunda con
alcohol sobre el sitio de puncion ejerciendo presion para detener la
hemorragia.

e Sila toma se realizd con jeringa, retirar la aguja y verter la sangre a un tubo
estéril, dejandola resbalar lentamente por la pared para evitar hemolisis. Tapar
el tubo cuidadosamente.

e Debido a que la toma de sangre es para la obtencion de suero, no utilizar
Nningun anticoagulante y si el tubo tiene gel, centrifugar lo antes posible es
decir, dentro de las primeras 8 horas de recolectada la muestra sanguinea.
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Es muy importante que la sangre se deje coagular de 30 a 45 minutos
(maximo 2 horas) para que al final se obtenga un volumen mayor de suero.

Criterios de aceptacion y rechazo

Acompanada con el oficio de solicitud de estudio donde se especifique
la justificacion de envio.

Bien identificado el contenedor primario de las muestras con los datos
del paciente.

Contenedor de dimensiones adecuadas para manipular el tipo de
muestra y cerrado herméticamente.

Muestra conservada en red fria de 2 a 8°C.

Tiempo de transito de la muestra entre la llegada al Laboratorio de
diagnostico vy la llegada al INDRE (para control de calidad, referencia,
banco, etc) <2 semanas

Tiempo de transito de la muestra entre toma y recepcion en el
Laboratorio de diagnodstico < 3 semanas.

Todas las muestras deben de enviarse junto con el Estudio
epidemioloégico de caso de enfermedades trasmitidas por vector
debidamente llenado y con informacion veridica de cada paciente,
Identificacion del médico tratante. Identificacion del caso (nombre del
paciente, edad, sexo, lugar de residencia, ocupacion, sintonatologia
completa), datos epidemiolégicos que permitan identificar factores de
riesgo, indispensable incluir la fecha de inicio de sintomas (debe ser
concordante entre primera muestray las subsecuentes, cuando aplique)
y fecha de toma de muestra, asi como si se trata de una primera o
segunda muestra (cuando aplique) y si el paciente ha recibido
tratamiento (incluya nombre del medicamento, dosis y fecha de inicioy
téermino).

Conservacion, envio y transporte

Envio y manejo de muestras

1.

Las muestras deben ser centrifugadas antes de refrigerarse, si se utilizan tubos
con gel separador de suero es necesario centrifugar antes de que la muestra
sea refrigerada.
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2. Después de la centrifugacion transferir el suero a criotubos para su
almacenamiento; el tiempo transcurrido entre la toma de la muestra y la
separacion del suero a mediano plazo no debe exceder las 24 horas.

3. Las alicuotas de suero que se procesan a corto plazo se pueden mantener en
refrigeracion hasta 8 dias. Si el proceso de la muestra excede de los ocho dias,
estas deberan congelarse entre -20 °C y hasta -80 °C. Es muy importante
minimizar los ciclos de congelacion y descongelacion de las muestras
serologicas para evitar el deterioro de los anticuerpos.

4. Para este estudio se solicita de 1.0 a 3.0 mL de suero, el cual no debe estar
hemolizada, ni lipémica o contaminada. Estas muestras deben ser separadasy
transportadas en red fria.

5. Las muestras de suero deben estar bien etiquetadas y acompanadas de los
formatos: de laboratorio de estudio de caso y contactos de Tos ferina y copia
del Formato del Sistema Nacional de Salud de estudio epidemiolégico de caso.

6. Recordar que es muy importante que la muestra seroldgica sea tomada a
partir de las dos semanas o mas de iniciada la tos, pero no antes. Las muestras
deben ser enviadas con la solicitud de estudio. La falta de alguno de estos
documentos o condiciones inadecuadas de la muestra, causa el rechazo de las
mismas y se notificara al responsable del envio. Seguir procedimiento de
Sistema Basico de Triple Embalaje para envio de muestras.
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Material

Los materiales requeridos para la toma y manejo de muestras son:

Equipo de proteccion personal (bata, guantes, cubrebocas, lentes de
seguridad)
Bolsas de plastico
Gradillas para tubos de ensaye
Hisopos de alginato de calcio, raydn o dacrén estériles, con mango flexible de
aluminio para los menores de 6 anos y con mango de plastico, para
adolescentes y adultos
Tubos con medio de transporte Regan Lowe, para cultivo
Tubos con solucion salina con Cefalexina a una concentracion final de 40
pg/mL
Refrigerantes, hieleras
Para la toma de aspirados nasofaringeos se requiere de un kit que esta
formado por:

o Jeringa estéril con 3.0 mL de solucion salina estéril

o Unasonda nasofaringea

o Tubos estériles con tapon de rosca

Envio y transporte

El transporte de las muestras clinicas indicadas para el diagnostico de tos
ferina debe ser utilizando red fria, y en las condiciones y tiempo de transporte
gue se indican en el cuadro 1.

Cuadro 1.- Condiciones para la toma manejo y envio de muestras para el diagndstico

por cultivo, PCR y serologia de la tos ferina

Tiempo
Tipo de Método Medlo/conteneQOr/forma indicado para la Técnica
muestra de envio toma de
muestras
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Tubos con 3.0 mL de medio
Se pueden utilizar |de transporte Regan Lowe,
Exudado hisopos de alginato enviar en un tiempo
nasofaringeo de calcio, rayon o maximo de 48-72 horas y
dacron (poliéster) |temperatura de transporte
en red fria Durante fase
Se utiliza una catarral.y hasta .
jeringa estéril con o las 2 primeras | Cultivo
Contenedor estéril (tubo o | semanas de la
una sonda vaso recolector de muestra)| f isti
. nasofaringeay 3.0 . . CI52 [ORNISIICE
Aspirado ”, enviar en un tiempo
. mL de solucion .
nasofaringeo ; . maximo de 24 horas y
salina estéril, y se
temperatura de transporte
recuperan 2.0 mL de .
. en red fria
aspirado
nasofaringeo
Se puede utilizar como
medio de transporte
solucidn salina con
Cefalexina 40 ug/mL, enviar
Para diagnostico por| en un tiempo maximo de
PCR utilizar
swekds I 24272 horasytemperat,ura
nasofaringeo . ) de transporte en red fria
hisopos de rayén o
dacron(poliéster) |Depositar el hisopo en seco,
en tubo estéril enviar en un| Durante la fase
tiempo maximo de 24 catarral y hasta PCR
horas y temperatura de las 4 semanas
transporte en red fria de la fase TRM
— paroxistica
Se utiliza una
jeringa estéril con
una sonda Contenedor tubo estéril
. nasofaringeay 3.0 enviar en un tiempo
Aspirado 9 y . P
. mL de solucion maximo de 24 horas y
nasofaringeo ; .
salina estéril, y se |temperatura de transporte
recuperan 2.0 mL de en red fria
aspirado
nasofaringeo
Por venopuncion, la| Tubo estéril con o sin gel |[Necesariamente
sangre se deposita | separador, enviar en un a partir de la |Serologia
en tubos sin tiempo maximo'y segunda (ELISA
Suero anticoagulante, se |temperatura de transporte| semanade para
pueden utilizar |de 24 horas en red fria y si el| iniciada la tos y |[deteccion
tubos con gel tiempo de transporte es  |hasta maximo 8| de Acs.
separador mMayor en congelacion semanas anti-
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toxina
pertussis)
: . Medio de transporte de
Hisopos de alginato . . .
) . Amies enviar en un tiempo :
de calcio, rayon o . . Cultivo
Cepas ) ) Maximo 48-72 horasy No aplica
dacron (poliéster) y/o PCR
' |temperatura de transporte
nunca de algodon )
en red fria

Criterios de rechazo:

El envase primario de la muestra esta vacio.

El envase primario de la muestra no esta identificado con los datos del
paciente.

La informacion de identificacion del tubo no coincide con la informacion
del soporte documental.

La muestra es de paciente gque no presenta sintomas caracteristicos del
cuadro clinico

La muestra es de un paciente asintomatico.

La muestra esta derramada.

La muestra no cumple con alguna de las caracteristicas de aceptacion
mencionadas.

La muestra no fue tomada y/o enviada en los tiempos establecidos (+/- 1
dia de tolerancia).

Muestra de sangre total con anticoagulante diferente a citratos o EDTA.
Muestra de sangre total de paciente que no presente sintomatologia y
etapa aguda: exantema y/o extravasacion de sangre y/o hemorragias y/o
alteraciones gastrointestinales y/o neurolégicas.

Muestras no conservadas de 2 a 8°C

Muestras concesionadas

Se considera muestra concesionada o de alto valor a aguella que se recibe
en el laboratorio y que no cumple con alguno de los criterios de aceptacion
pero que por las caracteristicas de evolucion del paciente se considera una
muestra de alto valor epidemiologico.
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Al procesar estas muestras el laboratorio se debe asegurar que en el informe
de resultados se indique la naturaleza del problema y se especifique que se
requiere precaucion cuando se interprete el resultado.

ALGORITMO DE DIAGNOSTICO

Para el diagndstico por laboratorio de

la Tosferina y el Sindrome

Coqueluchoide se establecen los siguientes algoritmos de diagnostico para la

RNLSP.

ALGORITMOS DIAGNOSTICOS PARA EXUDADO NASOFARINGEO

Exudado nasofaringeo y cepas para diagnostico,
control de calidad o referencia

k

Resiembras en Bordet Gengou o agar Charcoal

Exudado nasofaringeo y
cepas se envian para
diagndstico por PCRTR

K

Aislamientos sugestivos de B. pertussis

W

Pruebas de coaglutinacién con antisuero
especifico nara B. pertussis v B. nparaoertussis

k

Pruebas bioquimicas

Conservacion a -70" C en Stainer Sholtter

Estandar del servicio
15 dias

Figura. 5. IRAB-M-01/1 Diagnéstico, referencia y control de calidad de Bordetella pertussis'y
otras especies a partir de exudado nasofaringeo o cepas. Clave del tabulador: 1B1534001
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ALGORITMO DIAGNOSTICO PARA PCR TR

* Muestra clinica (ExNF para el diagnostico
molecular de Bordetella pertussis y otras
especies

¥

Extraccion de ADN
( QiaAmp) ylo extraccion de Acs.
nucleicos totales TagMan Gene
Expression Master Mix P/N:4369016

|

Secuencia deinsercion 1S481 para 8.
peitussisy B, holmesii p|1S 1001 para
B. parapertussis y #lS1001 para 8.

holmesil

b

Amplificacidn del producte esperado

¥ ¥ L
Amplificasion Negativo a: Indeterminads
positiva B. pertussis y ofras repetir la prueba, si
especles se confirma
*
Repgrtar v Megativo I
Positivo a
B. pertussiso B. n . Reportar
parapertussis 6 indeterminado y
B. holmesii Reportar negativo para el Dx tomaren
. cuenta otras pbas.

¥

Dx diferencial con
virus respiratorios:
Virus sincicial
respiratorio

de Laboratorio y
asociacion
epidemiolégica

E
Adenovirus
Influenza
L Positivo N;gtiw:
¥
Reportar positive

Figura. 6 Algoritmo para el diagndstico de Tos ferina por PCR TR Multiple*,
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*Todos los casos clasificados como probables o sospechosos en situacion de brotes o
defuncionesy a los contactos de los casos. Si el resultado del cultivo y PCR es negativo
a B. pertussis o B. parapertussis u otras especie de Bordetella, hacer diagnostico
diferencial con otros microorganismos.

ALGORITMO PARA LA DETERMINACION DE LA TOXINA POR PCR TR

Muestra clinica

A 4

Extraccion de ADN,
manual o

v —> Reportar negativo

PCR en tiempo real Negativo
“multiplex” Resultado

Diagnostico
diferencial con virus

\ 4

Positivo v

Reporta

A

PCR en tiempo real
para toxina “ptx1”

Figura. 7. Algoritmo para la determinacion de la toxina por PCR TR Multiple
Il PRUPNE N . AN 10102000]

Reportar de acuerdo al
criterio de interpretacién
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LESP

Busqueda de 8. pertussis y B. parapertussis

InDRE Cultivo en Agar Bordet-Gengou o Agar Charcoal (cony
Diagnéstico, Control de Calidad y Referencia de sin cefalexinn)
cepas, serotipificaciony pruebas moleculares Tincion de Gram
" PCR punto final y PCR tiemporeal para el E‘":;;'ca"'fd.’" bm“'":.'ca {ficos(DIFCO ¢
entificacion con antisueros especificos ]
diagnosticoy Brotes) R )
PCR TR a partir de la muestra clinica (exudado

“Toma de Muestra seroldgica Se recomienda en nasofaringeo) o confirmacionde cepas.

pacientes adolescentes y adultos, la toma de muestra a .
. - . ) Si el resultado del cultivo y PCR es negativo para B.
B & R LS EPE TG M ncia por| pertussis o 8 parapertussis hacer diagnostico diferencial

. con ofras bacterias y virus.
Coqueluchoide Clave ta Y

Emisidn de resultados

Todos los resultados emitidos por los diferentes niveles de los integrantes de la RNLSP
deben cumplir con las siguientes caracteristicas.

e |osresultados deben ser legibles, sin errores de trascripcion e informados a las
personas autorizadas para recibir y utilizar la informacion médica.
e Elinforme de resultados debe incluiry sin estar limitado la siguiente
informacion:
o lIdentificacion claray sin ambigUedad del examen.
o lIdentificacion del laboratorio que emite el informe.
o ldentificacion Unica, ubicacion del paciente y destino del informe.
e Nombre u otra identificacion Unica del solicitante y la direccion del mismo.
e Fechay hora de latoma de la muestra primaria, cuando esté disponible y sea
pertinente para el cuidado del paciente, asi como la hora de recepcion en el
laboratorio.
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e Fechay hora de la liberacion del informe, las cuales si no estan en el informe,
deben estar facilmente accesibles cuando sea necesario.

e Tipo de muestra primaria.

e Resultados de los examenes.

e Oftros comentarios (calidad de la muestra primaria condiciones que puedan
haber comprometido el resultado).

e |dentificacion de la persona que autoriza la liberacion del informe.

e Sies pertinente, los resultados originales y los corregidos.

e Firma o autorizacion de la persona que verifica o libera el informe, cuando sea
posible.

El correctoy oportuno intercambio de informacion, es la base de la interaccion interna
de la RNLSP vy ala que debe tener con sus respectivos niveles técnico-administrativos.

Los resultados de laboratorio del INDRE se envian directamente al LESP de la entidad
federativa de la que proviene la muestra, la que a su vez es el responsable de hacer
llegar el resultado al destinatario final y a la jurisdiccion correspondiente. Este mismo
procedimiento es aplicable a los resultados de los estudios que realizan cada LESP o
laboratorio local.

Los resultados producidos a nivel nacional o estatal deben ser enviados por este
dltimo nivel a su homonimo de las otras instituciones del sector salud.

En el nivel central la notificacion de resultados de laboratorio la realiza el INDRE por
via electronica al Centro Nacional de Vigilancia Epidemioldgica, a la Direccion General
de Epidemiologiay a la maxima autoridad de salud en cada entidad federativa con la
frecuencia establecida para cada padecimiento de las vias respiratorias ya
mencionados.

Silascircunstancias loameritan, el informe de los resultados de los estudios realizados
para el diagndstico del Sindrome Coqueluchoide y la Tos ferina, en cualquiera de los
tres niveles de laboratorios, debe ser enviado en forma inmediata y directa al
responsable de la solicitud del examen, con el propodsito de administrar al paciente el
tratamiento oportuno y adecuado, llevando a cabo el seguimiento de los contactos y
convivientes para evitar la posible aparicion de brotes.
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Con la caracterizacion de la etiologia de la Tos ferina y el Sindrome Coqueluchoide se
podra conocer la temporada, su distribucion por grupo de edad, area geografica, y de
esta manera ofrecer informacion Util a los servicios de salud para la eleccion de las
mejores medidas de prevencion y tratamiento adecuado de |los casos.

PROGRAMA DE EVALUACION EXTERNA DEL DESEMPERO
(PEED)

A partir de la introduccion del Programa de Evaluacion Externa del Desempeno en la
RNLSP, el Laboratorio de IRA bacterianas y Pertussis ha enviado trece paneles de
eficiencia; de 2005 a 2012, inicialmente se envid un panel por aho y en 2008
considerando los resultados obtenidos por la red de laboratorios para el diagnostico
de IRAS Bacterianas en este periodo, se propuso hacer una modificacion del esquema
(un panel por ano) y privilegiar el envio de paneles de eficiencia como una mejor
herramienta para la evaluacion del desempeno.

Para evaluar el desempeno de la RNLESP se propuso comparar la concordancia de
los resultados obtenidos en la identificacion bacteriana obtenida por los lalboratorios
participantes con los resultados del Laboratorio coordinador considerando los
siguientes criterios a partir del 2010.

a) Aquellos laboratorios que hayan obtenido de manera constante en los dos
dltimos ahos de evaluacion entre 9.0 y 10.0 en el PEED, se clasifican como
sobresalientes

b) Aquellos laboratorios que hayan obtenido de manera constante en los dos
Ultimos anos de evaluacion entre 80 y 89 en el PEED, se clasifican como
satisfactorios

c) Aquellos laboratorios que hayan obtenido de manera constante en los dos
dltimos anos de evaluacion entre 6.0 de 79 en el PEED, se clasifican como
mMinimos

d) Aquellos laboratorios que hayan obtenido de manera constante en los dos
Ultimos anos de evaluacion menos 5.9 en el PEED, se clasifican como precarios

Es importante mencionar que los criterios empleados durante los afios 2005 al 2009
gue se emplearon para evaluar el desempeno de los paneles del primero al séptimo,
fueron modificados a partir del 2010 con el fin de mejorar el desemperfo de los LESP
participantes.

La clasificacion del desempeno se realizd empleando los criterios que se especifican
en el cuadro 4.
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Cuadro 4. Clasificacién del desempeno

Concordancia (%) 2005-2009 Concordancia (%) 2010 Clasificacion del

desempefio
90-100 90-100 Sobresaliente
70-89 80-89 Satisfactorio
50-69 60-79 Minimo
<50 <59 Precario

La evaluacion del desempeno se hace dos veces al ano a través de paneles de cepas
o0 muestras de laboratorio (para la evaluacion de la PCR TR). El INDRE envia paneles a
los LESP vy éstos a su vez a los laboratorios locales. Cuando es necesario se realiza
supervision en cascada.

CRITERIOS PARA LA LIBERACION DE PRUEBAS
DIAGNOSTICAS EN LA RED NACIONAL DE LABORATORIOS
DE SALUD PUBLICA PARA LA VIGILANCIA DE LA
TOSFERINAY EL SINDROME COQUELUCHOIDE

10. Los laboratorios de la red con clasificacion de sobresaliente y satisfactorio en los
Ultimos dos anos, con base a los resultados del Boletin Caminando a la
Excelencia (BCE) y los panales del Programa de Evaluacion Externa del
Desempeno (PEED) no enviaran cepas para control de calidad porque les
gueda liberado el diagndstico pero deberan enviar el 100% de los aislamientos
positivos para referencia la cual no es considerada en el BCE, (cuadro 5).
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1. Cuadro 5. Evaluacién del Desempefo

Concordancia Clasificacion Porcentaje solicitado para control de calidad en
(%) 2012-2013 del desempenfo | 2014

90-100 Sobresaliente [No envian cepas para control de calidad.
80-89 Satisfactorio | Diagnostico liberado
60-79 Minimo Se solicita el 100% de cepas positivas para control

de calidad y la asistencia al INDRE del personal
responsable del diagndstico de tos ferina en el
<59 Precario LESP para capacitacion en servicio y atender
areas de oportunidad

12.

BANCO DE MATERIAL BIOLOGICO EN EL InNDRE

Una vez caracterizadas las cepas aisladas y enviadas al INDRE, y después de
la emision del informe correspondiente; se conservaran a mediano y a largo
plazo el 100% de las cepas de B. pertussis y B. parapertussis o alguna otra
especie aislada de casos probables de tos ferina, con el objetivo de crear un
banco de material biologico para:

e Monitorear cambios fenotipicos o genotipicos de cepas circulantes a nivel
nacional, en apoyo a la vigilancia epidemioldgica de este padecimiento.

e FEvaluar el impacto de las vacunas disponibles en el pais.

e Desarrollar proyectos de investigacion en colaboracion con instituciones que
permitan el fortalecimiento de los participantes de la RNLSP, manteniendo cada

estado la propiedad de sus colecciones.
[ ]

Todas las cepas seran conservadas, a excepcion de las qgue no cumplan los
siguientes criterios de inclusion para ingresar a la coleccion de cepas del
INDRE.

Criterios de inclusion

Una vez caracterizadas las cepas aisladas y enviadas al INDRE, y después de la emision
del informe correspondiente; se conservaran a medianoy a largo plazo el 100% de las
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cepas de B. pertussis y B. parapertussis o alguna otra especie aislada de casos
probables de tos ferina, con el objetivo de crear un banco de material biolégico para:

Monitorear cambios fenotipicos o genotipicos de cepas circulantes a nivel
nacional, en apoyo a la vigilancia epidemiolégica de este padecimiento.

Evaluar el impacto de las vacunas disponibles en el pais.

Desarrollar proyectos de investigacion en colaboracion con instituciones que
permitan el fortalecimiento de los participantes de la RNLSP, manteniendo cada
estado la propiedad de sus colecciones.

Todas las cepas seran conservadas, a excepcion de las que no cumplan los siguientes
criterios de inclusion para ingresar a la coleccion de cepas del INDRE.

Criterios de inclusién

Cepas caracterizadas que han sido aisladas y relacionadas con la aparicion de
brotes.

Cepas gque envia la RNLSP al InDRE para su confirmacion y control de calidad y
referencia.

Cepas resistentes a los antibioticos de primera eleccion (macrdlidos) que se
emplean para el tratamiento de la tos ferina.
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ANEXOS

Anexo |: Técnicas diagndsticas
Procesamiento de las muestras para serologia

La prueba de ELISA que se estandarizo en el INDRE es una técnica transferida
por el personal experto en Pertussis del CDC de Atlanta. Es una técnica facil de
utilizar y donde se obtienen resultados en menor tiempo que otras técnicas de
ELISA. Este es un inmunoensayo indirecto no competitivo desarrollado por el
CDC vy la Food and Drug Administration (FDA) de EE.UU. que detecta en el
suero IgG humana en contra de la toxina Pertussis. Se utilizan 6 estandares de
referencia de concentracion conocida que van de 15 a 480 Ul/mL, con los que
se realiza una curva estandar de cuatro parametros que se utiliza para calcular
las concentraciones de las muestras problema; también se emplean tres
controles, uno negativo, y dos positivos, los puntos de corte mas altos indican
una infeccion reciente, los puntos de corte mas bajos indican una respuesta
indeterminada o zona gris, indicando una posible infeccion reciente.

Cuadro 7. Valores de corte para la prueba de ELISA estandarizada en el INDRE

Valores de corte Interpretaciéon
<49 Ul/mL Negativo No se presenta infeccion
49-93 Ul/mL *Indeterminado Posible infeccion reciente
>94 Ul/mL Positivo Infeccion reciente

*

Requiere confirmacion por otras pruebas (cultivo, PCR o vinculacion
epidemiologica).
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Uso de la Reaccidén en Cadena de la Polimerasa (PCR) para diagnéstico molecular de
B. pertussis a partir de muestras clinicas.

La deteccion especifica de los acidos nucleicos de B. pertussis y B. parapertussis
presentes en muestras clinicas se describidé desde 1985, desde entonces se han
empleado diferentes iniciadores para esta deteccion, hoy en dia se emplean
diferentes oligonucleoétidos para la deteccion de este patdgeno que derivan de cuatro
regiones cromosomicas del genoma de B. pertussis, estas incluyen:

1) Laregion promotora que codifica para la toxina pertussis (PT)

2) Una region upstream del gen porina

3) Las secuencias de insercion repetitiva 1S481 para B. pertussis e I1S1001 para B.
parapertussis

4) La region que codifica para la produccion de la Toxina Adinilato Ciclasa (ACT,
por sus siglas en inglés).

Con excepcion del gen ACT, estas sondas son especificas de especie, algunas pruebas
de PCR son especificas para B. pertussis, otras permiten la deteccion de B. pertussis 'y
B. parapertussis 'y otras la deteccion de estas dos Ultimas ademas de B.
bronchiseptica. A pesar de esta gran diversidad de iniciadores disponibles, la
sensibilidad reportada para cada uno de ellos es similar.

La técnica de la PCR en tiempo real a partir de exudados y aspirados nasofaringeos es
un método alternativo mas sensible y rapido que el cultivo para el diagnostico de la
tos ferina por el laboratorio. Otras consideraciones importantes de esta técnica son:

a. Ofrece mayor posibilidad que el cultivo y la serologia, en la deteccion de
infeccion en pacientes con sintomatologia no definida o en pacientes
asintomaticos, incluyendo aquellos individuos previamente inmunizados, lo que
permitira definir con mas claridad la epidemiologia de la tos ferina.

b. Permite detectar la infeccion por B. pertussis inclusive en aquellos individuos
gue ya tienen tratamiento antimicrobiano previo.

Diferentes organismos internacionales como la OMSy el CDC recomiendan el empleo
de esta técnica, sin dejar de realizar el cultivo, por qué un aislamiento representa la
posibilidad de realizar pruebas de sensibilidad y la tipificacion molecular.

La recomendacion internacional es que la PCR en tiempo real no se realice a partir del
mismo hisopo, con el que se realiza el cultivo, esta practica puede generar resultados
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falsos positivos, debido a que el hisopo puede estar expuesto a una contaminacion
ambiental con el ADN de B. pertussis, que se produce en la inoculacion de los medios
de cultivo empleados para el primer aislamiento.

Recomendaciones

1. Las muestras aceptadas para realizar PCR TRM son el exudado o el aspirado
nasofaringeo, el medio de transporte debe ser Solucion Salina con Cefalexina
(SSCC) a una concentracion final de 40 pg/mL, O bien, depositar la muestra en
un tubo estéril en seco, siemprey cuando la muestra se reciba en el laboratorio
en un maximo de 24 horas, si el tiempo es mayor se recomienda utilizar SSCC.

2. La muestra debe ser tomada con hisopo de rayén o dacréon. (No emplear
hisopos de alginato de calcio debido a que se inhibe la accién de la ADN
polimerasa y se pueden obtener resultados falsos negativos). El tiempo de
transporte no debe exceder de 40 horas.

3. Tomar las muestras de la misma forma en la que se realiza para el cultivo y
transportarlas en red fria. La muestra de exudado nasofaringeo puede ser
almacenada en refrigeracion durante un periodo de hasta 3 dias, si se necesita
almacenar por mas de 3 dias, esta debera mantenerse en congelacion en un
rango de -20 a -70 °C. Descartar el hisopo antes de congelar la muestra.

4. Realizar la extraccion de ADN, empleando las columnas de QlAamp® ADN Mini
and Blood Kit de la marca QIAGEN.

Nota: Tener en mente que el area de toma de muestras para PCR debe ser un area
independiente del area en donde se aplican las vacunas contra la Tos ferina (DPT o la
vacuna acelular contra Pertussis), en el caso de que las muestras sean tomadas en
centros de salud u hospitales.

La técnica de PCR TR gque se emplea es la PCR TR multiple "multi-target”, en donde
se utilizan iniciadores y sondas especificos, trazable al CDC de Atlanta. En esta se
emplean dos “targets”: el IS481y el ptX1 que son positivos para B. pertussis.

La secuencia 1S481° es una secuencia de insercidon que se encuentra en Mmultiples
copias (50 a 238) por cada célula de B. pertussis. El amplicon generado es de 66 pares
de bases (bp). El ensayo de ptXl® es especifico para una region de aproximadamente
400 pares de bases que codifica para la subunidad 1 de la toxina pertussis, conocida
como el gen ptxAy genera un amplicon de 55 pares de bases y solo se encuentra una
copia por cada célula de B. pertussis, estos dos targets permiten detectar a B.
parapertussis como se muestra en el cuadro 8.
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Cuadro 8. Secuencias y sondas para PCR MULTIPLEX

“Target” Primer/Sonda  Secuencia 5'—3° Tamafio  Concentracidn
del Optima (nM)
amplicon
(bp)

IS481°  852UI8 CAAGGCOCGAACGCTTCAT 6o6bp 100

§941.24 GAGTTCTGGTAGGTGTGAGCGTAA 100
su2pt CAGTCGGCCTTGOGTGAGTGGG 300
hiS7001° BHIS41U20  GGCGACAGCGAGACAGAATC 67bp 100
BHISOIL17  GCCGCCTTGGCTCACTT 100
BHIS62U28 CGTGCAGATAGGCTTTTAGCTTGAGCGC 100
piSroor: 135017 TCGAACGCGTGGAATGG 65bp 300
199120 GGCOGTTGGCTTCAAATAGA 300
157Uy AGACCCAGGGCGCACGCTGTC 100
pixS1Y 402016 CGCCAGCTCGTACTTC 55bp 700
442115 GATACGGCOGGCATT 700
419022¢" AATACGTCGACACTTATGGCGA 300
rmasePi  masePforward CCAAGTGTGAGGGCTGAAAAG S0bp 400
masePreverse TGTTGTGGCTGATGAACTATAAAAGG 400
masePprobe”  CCCCAGTCTCTGTCAGCACTCCCTTC 100
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Cuadro 9. Criterios de interpretacion

Criterios de interpretacion para los resultados de PCR con multiples “targets™

IS481 pIS1001 hiS1001 | ptxS1° Interpretacion

Ct < 35 ciclos negalivo | negativo | positivo B. pertussis
_-(_ij’;_.%‘ucln.\ neganvo negauvo positivo B. pertussis .

Ct =35 ciclos negativo negativo | negativo Indeterminado®* —
Ct < 35 ciclos negativo positive | negativo |'B holmesii
negativo positivo negativo | positivo [B. parapertussis

ptxS1 PCR:CT<40 ciclos es considerado como una reaccidon positiva.

Requiere confirmacion por otras pruebas (cultivo, serologia o vinculacion

epidemiologica)

1.

Diagndstico molecular de Bordetella por PCR multiplex en tiempo real

Propdsito

Realizar el diagnodstico de Bordetella spp. de las muestras (exudado
nasofaringeo, aspirado nasofaringeo, biopsia) con sospecha de caso probable
0 sospechoso de Bordetella mediante RT-PCR tiempo real.

Realizar la confirmacion de las muestras con resultado negativo y positivo a
Bordetella que envian los LESP y los Institutos Nacionales de Salud Publica al
INDRE para control de calidad.

Principio del método

El diagndstico molecular de Bordetella pertussis se realiza mediante la
amplificacion de la secuencia blanco, utilizando sondas TagMan también
llamadas sondas de hidrdlisis. Las sondas de hidrolisis son oligonucledtidos
marcados con un fluorocromo donador en el extremo 5 que emite
fluorescencia al ser excitado y un aceptor en el extremo 3' que absorbe la
fluorescencia liberada por el donador.

Cada muestra de ADN extraida reacciona con cada uno de los cuatro conjuntos
de cebador/sonda en dos reacciones por separado. Estos conjuntos de
cebador/sonda componen la prueba 1S481/pIS1001/nIS1001y el ensayo ptxSl. La
prueba multiplex de 1S481/pIS1001/nIS1001 es especifica para la secuencia de
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insercion 1S481, que esta presente en varias copias en B. pertussis (50-238
copias por genoma) y B. holmesii (8-10 copias por genoma). La de plS1001 esta
presente solamente en B. parapertussis (20-23 copias por genoma) y hIS1001
en B. holmesii (3-5 copias por genoma). El conjunto ptxSl es especifico para la
subunidad S1 del gen que codifica para la toxina de pertussis, con una sola
copia en B. pertussis y B. parapertussis.
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Sistema de muestra primaria

Como lo indica el procedimiento de laboratorio de diagndstico y tipificacion
molecular (DITI-P-01) para envio y recepcion de muestras para el laboratorio de DITI,
las muestras para Bordetella son:

o Exudado nasofaringeo
o Aspirado nasofaringeo

Tipo de contenedor y aditivos

e Tubocon 2.0 mL de medio Reagan-Lowe
e Solucion salina con Cefalexina
e [Extraccion de acidos nucleicos en microtubos de 1.5 mL o criotubos de 2.0

mL

e Eltraslado debe ser en refrigeracion a 4 °C

Equipos
Equipo Marca Modelo No. de serie
4275012203
5275012200
. Applied 7500 Fast Real-Time 7275012207
fermociclador AB Biosystems PCR System 9:275012187
10:275012215
12:2750112262
Nuaire NU-425-400 128665020309
Nuaire NU-425-400 128602013009
Cabinas para PCR Nuaire NU-126-300 132022072809
Nuaire NU-126-301 131984072409
Micropipetas
automaticas de Thermo Finnpipette V97235
intervalo 0.5a 10 yL
Rainin Classic HOB15855C
. . FO866336G
M|crop|,|o.etas Gilson Pipetman P61453]
automaticas de Brand Transferpette 07D3235
intervalo1.0a10 L Brand Transferpette 07D312]
Rainin Classic KO757138G
Thermo Labsystems T32562
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Rainin Classic JO747480C

Centrifuga para placas Labofuge 400 Heracus 40578332
Intruments
Centrifuga (minispin) Eppendorf Minispin Plus 5452Y1047904
Crosslinker Amersham UVC500 20121306
Bioscienses
Labnet Mixer SO100 61016017
Agitador vortex Velp
) . Mixer 140449
Scientifica

Materiales

Bata desechable para cirujano de manga larga estéril

Puntas con filtro estériles de 10 pL

Puntas con filtro estériles de 200 yL

Puntas con filtro estériles de 1000 uL

Dispensadores con capacidad de 1250 ulL

Microtubos de polipropileno con capacidad de 1500 uL

Microtubos de polipropileno con capacidad de 600 uL

Microtubos de polipropileno con capacidad de 2000 ulL con tapa de rosca
Cradillas de plastico para tubos del500 uL

Guantes de nitrilo

Papel aluminio

Placas de 96 pozos Fast

Tiras de 8 tubos Fast de 0.1 mL

Tiras de tapas opticas

Caja de almacenamiento para criotubos para temperaturas de hasta -100 °C
Blogque de enfriamiento para microtubos de polipropileno con capacidad de
1500 pL

Blogue de enfriamiento para placasy tiras de tubos

Bolsas de polipropileno

Contenedor para puntas desechables

Gasa esteril

Marcadores indelebles

Reactivos y material biolégico

Estuche comercial de TagMan®Cene Expression Master Mix (Applied Biosystems
No Cat. 4369016 para 200 reacciones).

Agua grado biologia molecular.

Sondas e iniciadores (sentido y anti-sentido) especificos para:
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Bordetella pertussis

Bordetella parapertussis

Bordetella holmesii

Toxina ptxS]

ARNsa P Humana

o ARNse Away

o ADN away
e Controles positivos (ACF vy ptxS1 con diluciones 10° y 10 respectivamente)
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Procedimiento

1. Extraccién de ADN manual

La extraccion manual de ADN aplica cuando se van a extraer menos de 5 muestras
(Referirse al Instructivo y formato para extraccion de acidos nucleicos mediante el
estuche comercial QlAamp ADN Mini and Blood Mini Handbook, Qiagen DITI-1-01/0,
DITI-F-16/0).

1.1 Extraccion de ADN automatizada

La extraccion automatizada de ADN aplica cuando se van a extraer mas de 5 muestras
(Referirse al método de extraccion automatizada de acidos nucleicos mediante el uso
del Reactivo Magna Pure total Nucleic Acids y el Equipo Magna Pure LC 2.0 GNMP-
M-02/0).

2. Condiciones de almacenamiento de los reactivos para PCR-RT

e Estuche comercial de Invitrogen Estuche comercial de TagMan®Gene
Expression Master Mix (Applied Biosystems No Cat. 4369016 para 200
reacciones).

e Almacenar a 4° C, una vez descongelados los reactivos no delben volverse a
congelar.

e Losiniciadoresy las sondas liofilizados deben almacenarse de 2 a 8 °C. Una vez
hidratados deben almacenarse a -20 °C o menos. Si el uso es continuo puede
mantenerse a 4 °C para evitar degradacion.

3. Rehidratacién de iniciadores de sondas

Los iniciadores y sondas se reciben liofilizados. Previo a su uso deben hidratarse con
agua grado biologia molecular, la cantidad de agua dependera de la concentracion
inicial de los iniciadores y sondas para obtener una concentracion de trabajo. Mezclar
con la punta de la micropipeta (cargar y descargar la micropipeta) aproximadamente
20 veces y posteriormente mezclar en el vortex durante cinco segundos. Una vez
hidratados los reactivos se almacenan a -20 ° C en alicuotas de 200 uL o 500 uL si el
Uso No es tan frecuente, si su Uso es muy frecuente se mantienen a 4° C.

4. Preparacion de la mezcla de reaccidén para PCR multiplex en tiempo real
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NOTA: Mantener todos los reactivos en bloques de enfriamiento para tubos durante
todo el montaje de la prueba.

La preparacion de la mezcla de reaccion se realiza de acuerdo al cuadro 10, los valores
en este solo son para una reaccion, se deben realizar los calculos de acuerdo al
ndmero de muestras que se vayan a trabajar, ademas se deben considerar los
controles positivo y negativo por cada corrida de PCR. Es necesario preparar una
reaccion extra de la mezcla de reaccion, considerando la posibilidad de error de
pipeteo.
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Cuadro 10. Reactivos para PCR multiplex en tiempo real (DITI-F-22)

Reactivo Volumen por reaccion ul
TagMan®Gene expression master mix 125
Agua 1.0
3 uM IS481Forward Primer 0.84
3 UM IS481Reverse Primer 0.84
9 UM 1S481Sonda (uL) 0.84
9uM plIS1001Forward Primer 0.84
9 UM pISIO0TReverse Primer 0.84
3 UM plS1001Sonda 0.84
3 UM hIS1001Forward Primer 0.84
3 UM hIST1001Reverse Primer 0.84
3 UM hIS1001Sonda 0.84
Volumen Total 21

Cuadro 11. Reactivos para PCR multiplex en tiempo real ptxSl

Reactivo Volumen por reaccion ul
TagMan®Gene expression master mix 12.5
Agua 1.0
7uM Forward Primer (ulL) 25
7uM Reverse Primer (uL) 2.5
3uUM Sonda (uL) 2.5
Volumen total 21

Cuadro. 12. Reactivos para PCR multiplex en tiempo real ARNse P

Reactivo Volumen por reaccion ul
TagMan®Gene expression master mix 12.5

Agua 7.0

ARNse P Forward Primer 05

ARNse P Reverse Primer 05

ARNse P Sonda 05

Volumen total 21
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Nota: No utilizar vortex para mezclar.

5. Adicion de moldes a la mezcla de reaccién

a. Después de preparar la mezcla de reaccion de acuerdo con el cuadro 10 para
cada juego de iniciadores y sondas, dispensar en cada pozo 21 uL de esta
mezcla de reaccion con una micropipeta automatica. Se recomienda hacerlo
de izquierda a derecha de acuerdo con el cuadro 13, este procedimiento se
debe de efectuar para cada una de las mezclas diferentes que se han
preparado.

Cuadro 13.- Ejemplo de una placa de 96 pozos Fast

NuUmero de pozo
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10| 1N 12

IS481/pIS1001/hIS1I001 | A | NTC >

PXS] B | NTC —— >

RP C | NTC

D

IS481/pIS1001/hIS1001 | E >

PxS] Frolm— | — — o — — — o a—— — )

il - . T
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H

NTC = Negative Template Control

b. Posteriormente colocar 4.0 uL de agua grado biologia molecular en los pozos
1A,1B,1C Cuadro 13, esto servira como control negativo (NTC, Negative Template
Control) de los reactivos de la mezcla de reaccion.

c. Ajustar las tapas opticas Unicamente a los pozos marcados como NTC, cada
placa se rotula con las iniciales de la persona que la prepard y se cubre con
papel aluminio para proteger de la luz, manteniendo en temperatura de
refrigeracion hasta su uso.

d. Se elaboraran las hojas de registro (formato DITI-F-25) de acuerdo al orden en
gue se colocan los extractos en las placas (ver cuadro 14) y colocar los numeros
gue le corresponden a cada extracto de los acidos nucleicos.

Cuadro 14. Ejemplo de la distribucion de los acidos nucleicos de las muestras,
controles positivos y negativos en la placa

NuUmero de pozo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 m 12
]
1481/pIS1001/hIS100] A M2 : M4 ' M6 | M8 | MI10 | M12 | M14 | Ml6 | M18 | M20 ?\geF
B M2 EM4 M6 | M8 | MIO | M12 | M14 | M16 | M18 | M20 | ptxS]
pPtXSI L C )
" [ 106
RP C M2 : M4 EM6 | M8 | M10 | M12 | M14 | Ml6 | M18 | M20 RP
D :
15481/pIS1001/hIS100] E 5 M1 M3 . M5 : M7 | MO | MTT | M13 | M15 | M17 | M19 | M2] ?(;F
Yy v
F M1 M3 [ M5 [ M7 | MO | MTT | M13 | M15 | M17 | M19 | M21 | ptxSl]
ptxSl }
1073
RP G M1 M3 | M5 | M7 | MO | MTT | M13 | M15 | M17 | M19 | M21 RP
H

e. Anadir 5.0 yL del extracto en el pozo correspondiente, para obtener un
volumen final de mezcla de reaccion de 25 uL, realizar este paso en un gabinete
de bioseguridad tipo Il.

f. Después, colocar 5.0 uL de los controles positivos en el area correspondiente.
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g. Finalmente, trasladar la placa de microtubos cubierta con el papel aluminio al
area donde se encuentren los termocicladores en tiempo real (Applied
Biosystems 7500 Fast). Centrifugar la placa antes de introducirla al
termociclador a 1200 rpm durante un minuto.

6. Procedimiento para realizar corridas de rRT-PCR para el diagndstico de
Bordetella en el equipo ABI 7500 Fast Dx.

.  Acceso al software
e Encender la Lap-topy el equipo ABI 7500 Fast (DITI-1-09).
e Abrir el programa 7500 Fast SDS software, dar doble clic sobre el acceso directo
gue se encuentra en el escritorio de la computadora ver Figura 1.

Figura. 1.- Reconocimiento del acceso directo al software.

e [l software abrird exitosamente si se observa una ventana con el nombre Quick
Startup document (inicio rapido de documento, ver Figura 2

2500 % v S5 So s

- b v d el

| abd P Dot i

L L —id

Mo 1) reveverate)

3 IO DI S O RS i
A CUPEPRAEI I wte

Cancut |

Figura. 2.- Ventana
de inicio del
software

e Enlaventana Quick Startup document (inicio rapido de documento) seleccionar
la opcion Create New Document (crear nuevo documento). A continuacion dar
clic en este icono y aparece la ventana con el nombre New document wizard
(asistente de nuevo documento), como se observa en la Figura 3.
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2) Programacién de la corrida
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En esta nueva ventana se inicia la programacion de la corrida. En el parametro
Template (plantilla/formato templado), del lado derecho de esta opcion,
buscar el boton de Browse (navegacion) y dar clic para seleccionar la plantilla
previamente programada y seleccionar la opcion Open (abrir) que se
encuentra en la parte inferior derecha de la ultima ventana que se abrid.

En la ventana New document wizard, cambiar la opcion de Template
(plantilla/formato), por la del nombre de la plantilla seleccionada en la opcion
de Plate name (nombre de la placa). Escribir el nombre de la corrida que se va
a programar, se sugiere sea de la siguiente forma: fecha (dia-mes-ano), espacio,
nombre de la corrida, espacio, nUmero de la corrida.

Verificar que los pasos anteriores son correctos y dar clic en el botédn de Finish
(terminar) gue se encuentra en la parte inferior derecha de la ventana.

La plantilla elegida aparece en la pantalla con los marcadores por detectar (ver
Figura 4), Programar las claves de los templados o extractos de ARN por
analizar en esta plantilla.

Para programar las muestras, abrir la pestafna SETUP (programar/establecer) y,
seleccionar las casillas de la columna 1 para el control negativo, que son
identificadas como Negative Template Control (NTC). Ingresar el numero de
identificacion de los extractos de acuerdo a la hoja de registro (DITI-F-25) y el
nombre de los controles positivos en la columna 12.
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Figura. 4. Programacion de las celdas de la plantilla

Una vez programadas las muestrasy verificados los marcadores a detectar, dar
clic en la pestafa Instrument (instrumento) que se encuentra en la parte
superior izquierda de la ventana por debajo de la barra de menus.

En esta parte de la programacion se verifican que las condiciones de
termociclado, el volumen de la reaccion y el modelo en que fue programada la
corrida, correspondan a las descritas en el formato DITI-F-25, ver Figura 5.

Programacion: Positivo
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Figura. 5 Programacion de las condiciones de corrimiento del termociclador

e Verificar las condiciones de termociclado y guardar la corrida: en el menu
principal, seleccionar File (carpeta) y elegir la opcion Save as (guardar como).

e A continuacion dar click en el botdon Start (iniciar) que se encuentra en la parte
superior izquierda de la ventana, ver Figura 5. La corrida dura una hora con 45
minutos para completarse totalmente.

3) Control de calidad

e Realizar periddicamente la identificacion de paneles de evaluacion externa que
envia el CDC.

e El conjunto de sondas e iniciadores para la ARNsaP tiene como blanco el gen
ARNsaP humano, que se utiliza como control interno, por lo que en todas las
muestras clinicas humanas deberan amplificar este marcador para
considerarse validas. Una mala senhal ARNsaP puede indicar inhibicion,
rendimiento bajo de ADN en el proceso de extraccion o mala toma de muestra.
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e Un control sin templado con agua estéril en lugar del ADN se debe incluir en
cada ensayo para garantizar que no hay contaminacion cruzada durante el
PCR. Este NTC también sirve como control negativo.

e EI ADN extraido de la cepa A639 de B. pertussis en baja concentracion debe
incluirse como un control positivo del ensayo ptxSl. El ADN extraido de la cepa
AG39 B. pertussis, B. parapertussis cepa F585 y cepa C690 de B. holmesii se
combinan basados en el equivalente gendmico de las especies y se incluyen
como un control positivo a bajas concentraciones del ensayo
1S481/pIS1001/hIS1001. El control positivo combinado se llama ACF.

e |os testigos positivos en cada placa deben presentar los valores de Ct
esperados (valores menores a 35) para que se consideren confiables. En los
testigos negativos no debera presentarse amplificacion.

e Se deberd contar con personal capacitado en el uso del termociclador modelo
7500 Fast Real-Time PCR System marca Applied Biosystemsy en el manejo de
herramientas moleculares aplicadas al diagndstico.

4) Interferencias

e Las senales que exceden el limite de fluorescencia normal, pueden indicar la
presencia de contaminantes fluorescentes dentro de la placa o del bloque de
muestra. Los contaminantes mas comunes incluyen residuos de tinta de los
marcadores indelebles, talco de los guantes desechables y polvo (Applied
Biosystems, 2009).

e Hisopos de alginato o algodon.

e Toma incorrecta de las muestras (muestras gue no cumplan con los lineamientos
de Bordetella).

e Transporte inadecuado de la muestra al no mantenerse la cadena fria.

e Extractos de acido nucleicos y reactivos en los que no se mantuvo la cadena fria.

e Utilizacion de modo Fast en lugar del modo Estandar en el termociclador de
tiempo real.

e Utilizacion de equipos y reactivos fuera de los recomendados en el presente
protocolo o en el establecido por el CDC.

Intervalo biolégico de referencia

No aplica
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Intervalo reportable

Positivo o negativo.

Valores de alerta criticos

La no amplificacion del marcador RP indica que la toma de la muestra, preparacion
de reactivos, extraccion de ADN o el proceso de amplificacion fue inadecuado, en
algunos casos.

Silos testigos positivos no presentan sehales de fluorescencia, existe alguna alteracion
en el proceso de amplificacion. Si los testigos negativos presentan fluorescencia,
existe contaminacion en los reactivos o insumos utilizados.

5) Interpretacioén por el laboratorio

Después de que la corrida de rRT-PCR, ha sido completada, se abrird una ventana
emergente con el mensaje notificando que la corrida ha finalizado (Figura 6), dar
clicen el botéon OK, que se encuentra en el centro de la pantalla.

Figura 6.- Finalizacion de la corrida de rRT-PCR para Bordetella

Enseguida seleccionar la pestafna de Results (resultados), que se encuentra
debajo de la barra de menus de la ventana, en esta opcidn se observan las sub-
pestanas Plate (placa), Spectra (espectro), Component (componente)
Amplification Plot (amplificacion de la grafica), Standard Curve (curva estandar),
Dissociation (disociacion) y Report (reporte). Solamente se encuentra activa la
sub-pestana Plate.

En la sub-pestana Plate se observan los nUmeros de las muestras programadas
al inicio de la corrida, en todas las celdas se observa la leyenda de Undet
(indeterminado), esto es porgue la deteccidon de Bordetella, propuesta por el CDC,
es cualitativa y no cuantitativa ya que no se utiliza una curva estandar de
concentracion de ADN de Bordetella por lo tanto, no se cuantifica la cantidad de

Tosferina-INDRE Pagina 64 de 93
Marzo 2017 Versiéon 1.2015



material genético presente en cada muestray el sistema envia automaticamente
dicha leyenda (cuadro ).

Cuadro. 1 Inicio de revision de resultados
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e Darclicen lasub-pestafia Amplification Plot en donde se observa el registro de la
fluorescencia emitida durante la amplificacion del material genético de interés de
acuerdo con el ciclo del termociclado; en la parte inferior de la ventana de esta
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sub-pestana se encuentra una especie de hoja de Excel indicando la plantilla de
trabajo. Seleccionar las celdas de los controles negativos (columna 1) y las celdas
de los controles positivos (columna 12) al mismo tiempo, como se muestra en el
cuadro 1.

e Una vez seleccionados los controles PTC y NTC verificar que los parametros que
se encuentran en el lado derecho de la ventana estan debidamente programados
para realizar una lectura adecuada de los resultados de la rRT-PCR, de acuerdo
con los siguientes parametros:

a) Data (datos): elegir la opcion de Delta Run vs. Cycle,

b) Detector (detector). elegir la opcion de 1S481, pISTI00]1, hIS100, ptxSTy RP (Se
analiza por cada marcador).

c) Line Color (color de linea):. elegir la opcion de Detector Color (detector de
color).

Delta Rn vs Cycle

X 100

v

Deita Rn

Cycie Number

Selectnd Detnctor All

Welis): E7.F7 G7
Document: 030412 (Stardard Curew)

Figura. 7. Curvas de amplificacion de los marcadores en los pozos de los
controles positivos (arriba de la linea de threshold) y negativos (abajo de la
linea de threshold) de la rRT-PCR

e Antes de realizar el analisis de los resultados, es necesario establecer el threshold
(umbral de deteccion de fluorescencia) para eliminar el ruido de fondo de los
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reactivos. Dar click en la linea horizontal que aparece en la ventana de
amplificacion (cuando se encuentra por definir, la linea es de color rojo, una vez
fijado el threshold esta linea cambia a color verde), se coloca la linea de threshold
por encima de las amplificaciones del control negativo sin sobrepasar la fase
geométrica de las curvas de amplificacion de los controles positivos,
manteniendo presionado el boton izquierdo del mouse mientras se ajusta la linea,
se recomienda establecer el threshold en la expresion logaritmica de las curvas
de amplificacion.

El threshold se fija al dar clic en el botdn Analyze (analizar), que se encuentra del
lado derecho de la ventana de las curvas de amplificacion y por debajo de los
parametros antes establecidos. Cada vez que se realice alguna modificacion
sobre la corrida es necesario dar clic en Analyze para que los cambios sean
aplicados.

La lectura de las curvas de amplificacion de los extractos se realiza por columnas,
ver Figura 8.
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Figura. 8. Las flechas indican la forma de leer los resultados de RT-PCR multiplex
para el diagnostico de Bordetella

Interpretacidén de las curvas de amplificacién

Los siguientes graficos son representativos de los resultados obtenidos durante las
diferentes corridas de RT-PCR multiplex para el diagnoéstico de Bordetella. Los valores
positivos reportables no deben de exceder el valor de Ct de 35 en el caso de B.
pertussis, B. parapertussis y B. holmesii, en el caso de toxina hasta un Ct de 40.

a) Muestra positiva Bordetella pertussis
Bordetella pertussis 15481 .

Deita Bn v Cycle
Toxina ptxS1
: ; 15481 s .
ptxs¥* RP O

Cycin Numtor

Figura. 9. Muestra positiva Bordetella pertussis

b) Muestra positiva Bordetella parapertussis
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Qetta Fon vs Cycle Bordatella parapertussis ‘
pS1001
Toxina ptxS1 .
RP
pIS1001 O
RP pixsl

Figura. 10. Muestra positiva Bordetella parapertussis

c) Muestra positiva Bordetella holmesii

ita Rn vs Cycle

Bordetella holmesii
RP hiS1001 .
hiS1001
15481 15481 ‘
RP @)

Delta Rn

Cycle Number

Figura. 1. Muestra positiva Bordetella holmesii

d) Muestra no Adecuada. En este caso, no se observa ninguna curva de
amplificacion, como se muestra en la figura 12. Reportandose el resultado
como NA (no adecuada).
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Figura. 12. Muestra que no
amplifico, - - e TR A es decir
mMuestra con resultado NA.

Los resultados se reportaran conforme al formato DITI-F-25y DITI-F-17.

6) Medidas de bioseguridad
Para el desarrollo de esta técnica se deben de tomar en cuenta las siguientes
consideraciones:

e El proceso de materiales infecciosos, como muestras clinicas puede crear
aerosoles, por lo tanto, mientras se trabaja con las muestras se debe utilizar una
cabina de bioseguridad tipo Il.

e La cabina de bioseguridad debe ser inspeccionada anualmente para confirmar
que esta funcionando correctamente.

e Usar guantes y bata de laboratorio mientras se trabaja, y limpiar la cabina de
bioseguridad después de utilizarla con hipoclorito de sodio al 10% primero vy
después con alcohol al 70%.

e Procesar la muestra de acuerdo con las regulaciones de seguridad bioldgica
nacional pertinente (NORMA Oficial Mexicana NOM-087 —-SEMARNAT-SSA1-2002,
Proteccion ambiental — Salud ambiental — Residuos peligrosos bioldgico-
infecciosos — Clasificacion y especificaciones de manejo.

e El material de desecho generado debe ser descartado de acuerdo al
procedimiento de Gestion Ambiental GABI-P-05.

Fuentes de variabilidad

e Utilizar equipos de amplificacion y reactivos para PCR en tiempo real fuera de los
evaluados por el INDRE para esta técnica.
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e Desarrollar el proceso en forma unidireccional para evitar la contaminacion de las
areas contiguas.

¢ Almacenar reactivos inadecuadamente, contaminacion de reactivos, preparacion
incorrecta de reactivos y contaminacion cruzada en areas.

e No seguir estrictamente los lineamientos de Bordetella establecidos para el
diagndstico.

2. DESARROLLO DE PCR PUNTO FINAL PARA LA DETECCION DE Bordetella
pertussis, EN MUESTRAS CLINICAS Y CEPAS

PRINCIPIO

La amplificacion de una secuencia de insercidon presente en varias copias
exclusivamente en el genoma de Bordetella pertussis por la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) en acido desoxirribonucleico (ADN) extraido de
muestras de exudado nasofaringeo o cultivo puro. La especificidad de la amplificacion
se confirma usando la enzima de restriccion Alu |

Objetivo

e Deteccion de Bordetella pertussis en casos de tosferina y sus contactos utilizando
la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Materiales y equipo
Equipo

e Termociclador

o GCabinete de bioseguridad tipo Il clase 2A
Cabina para PCR

Camara de electroforesis horizontal
Foto documentador

e [Fuente de poder

e Congelador

e Refrigerador

e Termoagitador

e Sistema de purificacion de agua

e Balanza analitica

e Aire acondicionado

e Horno de microondas
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Materiales

Micropipeta 1-10 pyL

Micropipeta 2-20 uL

Micropipeta 20-200 uL

Micropipeta 100-1000 pL

Guantes desechables

Tubos tipo eppendorfde 0.2 mL, 0.5 mLy1.5mL
Puntas para micropipeta de 10, 200 y 1000 pL
Tubos para centrifuga de 50 mL

e Pipetas desechablesde 5y 10 mL

e Marcadores indelebles

e Gradillas para tubos eppendorf

e Bolsas de polipropileno

e Contenedores para desecho de puntas

e (Casas

Reactivos y materiales bioldégicos

Reactivos y Materiales bioldgicos Marca
dNTP s (A, T, C, G) T00uM Roche
Taqg polimerasa 5U/uL Roche

Bp168 5'-CAC TTC GTC TTC GTG GCC AT-3'

Applied biosystems

Bpl169 5'- TCG TCC AGG TTG AGT CTG GA -3' 1)

Applied biosystems

Endonucleasa de restriccion Alu |

Roche

MgCl,, 25mM

Applied biosystems

Regulador 10 X

Applied biosystems

Solucion amortiguadora TBE

Agarosa Sigma
Bromuro de etidio
Agua destilada y desionizada MILLIPORE

Marcador de peso molecular

Naranja G
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Alcohol etilico al 70%

' Ewanowich CA, Linda W. Chui, Paranchych, Pepler, Marusyk G, Albrition W, Major
Outbreak of Pertussis in Northern.

Alberta, Canada: Analysis of Discrepant Direct Fluorescent-Antibody and Culture
Results by Using Polymerase Chain Reaction Methodology. J Clinical Microbiol, 1993,
31:1715-1725.

Metodologia

1.

Enviar el ADN de las muestras al laboratorio en tubo para microcentrifuga de 1.5
mL tipo eppendorf a temperatura ambiente cuando se ha extraido
recientemente y congelado cuando tenga mas de 2 h de haberse extraido.

2. Almacenar la muestra de ADN a -20 °C.

—
. ~

2
3.
4.
5

Consideraciones antes de iniciar la PCR

Descontaminar el gabinete de bioseguridad antes de empezar a trabajar,
utilizando el sanitizante asignado.

Utilizar el equipo de seguridad.

Mantener las muestras en hielo listas para llevar a cabo la PCR.

Descongelar previamente los reactivos para la PCR.

Rotular los tubos de acuerdo al numero y tipo de muestra a trabajar.

Preparacion de la mezcla de reacciéon

1.
2.

Efectuar la preparacion en el area blanca del laboratorio.

El volumen de los reactivos se calcula de acuerdo al niumero de muestras a
diagnosticar, siguiendo el formato de trabajo para PCR. Una vez preparada la
mezcla de reaccidon homogenizar suavemente con pipeta aproximadamente
30 veces (cargary descargar la micropipeta), finalmente adicionar 20 UL de esta
mezcla en el fondo de cada tubo.

En el area de templados, adicionar 5.0 pyL del ADN extraido de cada muestra en
el tubo correspondiente.

PRUEBAS DIFERENCIALES DE CATALASAY OXIDASA

Prueba de la catalasa

a) Principio

La catalasa es una enzima que descompone el peroxido de hidrogeno (H-O:) en agua
y oxigeno. Es una hemoproteina de estructura similar a la hemoglobina, excepto
porgue los cuatro atomos de hierro de su molécula estan en el estado oxidado (Fe3”)
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en lugar del estado reducido (Fe?"). Excepto los estreptococos, la mayor parte de las
bacterias aerobias y anaerobias facultativas poseen actividad catalasa.

El peroxido de hidréogeno se formma como uno de los productos finales de oxidacion
del metabolismo aerobio de los hidratos de carbono. Si se permite que se acumule,
resulta letal para las células bacterianas. La reaccion que se lleva a cabo es la siguiente:

2 H0O,

>2 H,O + O, (burbujas de gas)

La prueba de catalasa es utilizada con mucha frecuencia para diferenciar miembros
de la familia Micrococcaceae de miembros de la familia Streptococcaceae.

b) Reactivos
1. Perdxido de hidrogeno al 3 % almacenado en botellas color ambar.
2. Un cultivo de 18 a 24 horas del microorganismo que se va a probar.

c) Controles
El reactivo peroxido de hidrogeno se debe probar con microorganismos control
negativos y positivos, todos los dias o inmediatamente después de probar bacterias
desconocidas.

e Control positivo: Staphylococcus aureus.
e Control negativo: especies de Streptococcus.

d) Procedimiento
1. Con una aguja de inoculacién o con un palillo de madera, transferir parte del
centro de una colonia a la superficie de un portaobjetos.
2. Loseritrocitos poseen catalasa, tener cuidado de no tomar eritrocitos junto con
el material de la colonia. Agregar una gota de perdxido de hidrégeno al 3% vy
observar la formacion de burbujas.

e) Interpretacion

La aparicion rapida y sostenida de burbujas o efervescencia constituye una reaccion
positiva. Debido a que algunas bacterias poseen enzimas distintas de la catalasa que
pueden descomponer el perdxido de hidrégeno, la observacion de pocas burbujas
pequenas después de 20 a 30 segundos no se considera un resultado positivo.

Prueba de la Oxidasa

a. Principio
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La prueba de oxidasa determina la presencia de la enzima citocromo oxidasa, que
cataliza la transferencia de iones de compuestos donadores a receptores,
generalmente oxigeno. ElI substrato de esta prueba, para-fenilendiamina
dihidroclorada, actUa como un receptor artificial de iones, y cuando es oxidado, forma
un compuesto colorido, el indofenol. Empleando otro reactivo, el tetrametil, para-
fenilendiamina dihidroclorada, que es menos téxico pero de mayor costo, se observa
una pigmentacion que varia en tonalidades del azul al morado.

b. Reactivos
1. Para-fenilendiamina dihidroclorada 0.1 g
2. Agua destilada 10 mL

c. Procedimiento

1. Tomar una asada del crecimiento bacteriano con asa de plastico o de platino o
con la punta de una pipeta Pasteur y colocarla en un papel filtro previamente
impregnado con el reactivo (dejar secar el papel antes de depositar el indculo).

2. Usar como control positivo: Moraxella catarrhalis

3. Usar como control negativo: Escherichia coli

Observacion: No usar asa de niguel cromo para evitar un falso positivo

d. Lectura de la prueba: Se considera que la reaccion es positiva cuando se
desarrolla un color purpura en 10 segundos.

Anexo |l: Transporte y envio de cepas de Bordetella pertussis y otras especies de
Bordetella spp

Para enviar cepas de Bordetella pertussis y Bordetella spp a un laboratorio de
referencia se debe emplear el medio de transporte de AMIES modificado con
carbon activado.

Procedimiento

1. Realizar una siembra masiva de la cepa en el medio de cultivo de Bordet
GCengou o Agar Charcoal y agar Regan Lowe.
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2. Incubar de 48 a 72 horas a 35-37 °C en aerobiosis, dependiendo de la
especie de Bordetella

3. Cosechar el desarrollo con asa estéril o con hisopo de dacrén o raydn e
introducir el hisopo en un tubo que contiene el medio de transporte de
AMIES con carbon, cerrar el tubo, sellar con Parafilm™ vy rotular el tubo
con la clave del microorganismo, anexar la informacion solicitada
(formato Unico de envio de muestras al INDRE). Utilizar el sistema basico
de triple embalaje Enviar inmediatamente por un medio confiable de
mensajeria y avisar por via telefénica al laboratorio de referencia del
envio de las cepas. En caso de que no sea posible el envio inmediato, se
puede mantener la cepa en este medio a temperatura de refrigeracion
durante 5 dias como maximo.

Anexo lll: Preparacién de medios de cultivo y reactivos para métodos
bacterioldgicos

1. Agar Bordet Gengou (Preparacion)

El Agar de Bordet- Gengou es empleado en el proceso de identificacion de
Bordetella pertussis y otras especies de Bordetella. Bordet y Gengou
introdujeron el medio en 1906 como un Mmeéetodo de mantenimiento de los
cultivos de B. pertussis existentes. En 1934, Kendrick y Eldering sustituyeron la
sangre humana por sangre de conejo al 50% aun cuando lo recomendado en
la formulacion original es utilizar sangre de oveja al 15%, que es lo mas practico
para la produccion del medio en los laboratorios en los procedimientos de
rutina. Este es un medio nutritivo que se inocula por estria cruzada para
aislamiento de colonias. Las colonias de B. pertussis son casi transparentes de
contorno poco definido, lisas, algo elevadas, brillantes y de diametro inferior a
1.0 mm. Las colonias de B. parapertussis crecen mas rapidamente (en 48 h
estan bien desarrolladas), aungque de aspecto similar, dan un tono verde
negruzco al medio. Las colonias de cocobacilos Gram negativos son opacas y
Mas oscuras.

a. Formulacién del medio

Compuestos para un litro

Papa amarilla en inicio  de 150.0 g
germinacion

Cloruro de Sodio (NaCl) 549
Agar bacteriologico 30049
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Clicerol 10 mL

Sangre de carnero desfibrinada estéril 150-200 mL

Agua destilada y desionizada 1000 mL

b. Preparacién del medio

1.

2.
3.

4.

8.

9.

Pelary cortar las papas en trozos pequenos.

Lavar las papas con agua destilada y envolver en gasa.

Sumergir en aproximadamente 174 veces el volumen final deseado de agua
destilada.

Poner en ebullicion durante 1% a 2 horas, hasta que se obtenga una
consistencia de puré.

Retirar el paquete de papa y dejar sedimentar la infusion de 6-12 horas, en
refrigeracion. Decantar y desechar el sedimento.

Agregar el agar, el NaCl y el glicerol a la infusién en las cantidades
especificadas.

Dejar enfriar hasta 50 °C y anadir NaOH al 2.0% hasta obtener un pH de 7.2-
7.5.

Colocar la preparacion en un matrazy esterilizar a 15 libras de presion durante
15 minutos.

Dejar enfriar hasta alcanzar 40-45 °C, adicionar la sangre de carnero en
condiciones estériles con agitacion constante.

10. Agregar antimicrobianos disueltos en 5.0 0 10 mL de solucion salina fisiolodgica

(0.85%) junto con la sangre, distribuir en placas desechables estériles.

Condiciones de incubacion

Microorganismo de Incubacién
referencia Temperatura(® Resultado
Tiempo (h) C) Atmosfera
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Bordetella pertussis 48-72 35-37 Aerdbica |Crecimiento

a. Almacenamiento y caducidad

Las placas ya preparadas son de color cereza brillante, se pueden guardar
hasta por 30 dias a temperatura de 2-8 °C, lejos de la luz directa, no utilizar si
hay senales de deterioro, contaminacion o si la fecha de caducidad vencio,
proteger de la humedad y el congelamiento.

Nota: Existen otros medios comerciales que se preparan de acuerdo a las
indicaciones del fabricante

2. Base de Agar Difco™ Bordet Gengou

Principio
La base de Agar Bordet Gengou, con la adicion de glicerol y sangre estéril, se utiliza
en procedimientos cualitativos para la deteccion y el aislamiento de Bordetella

pertussis a partir de muestras clinicas como exudados o aspirados nasofaringeos, de
las secreciones bronquiales etc.

a. Formulacién del medio

Férmula en g/L

Infusion de papa 45
Cloruro de Sodio 55
Agar 20.0
Agua destilada 850 mL

* Ajustada y/o complementada cuando sea necesario para cumplir con los criterios de
desempeno.
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b. Preparacién del medio deshidratado
1. En un matraz Erlenmeyer de 2 L agregar 850 mL de agua destilada que
contenga 10 mL de glicerol suspender 30 g de la base de Agar BG y mezclar
bien.
2. Calentar la mezcla anterior agitando frecuentemente y hervir durante un
minuto para disolver por completo la base de agar Bordet Gengou.
3. Ajustarel pHa6.7+0.2
4. Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.
5. Cuando el medio alcance de 45-50 °C anadir 15% de sangre estéril desfibrinada
de carnero en condiciones asépticas. Mezclar bien.
Vaciar el medio de cultivo en cajas de Petri estériles
Realizar prueba de esterilidad al medio de cultivo en estufa bacterioldgica a 37
°C por 24 horas.
8. Almacenar a temperatura de 4-8 °C, el medio de cultivo preparadoy envasado
puede durar hasta 30 dias.

a. Control de calidad
Inocular las siguientes cepas de Bordetella en el medio de cultivo previamente

preparado, e incubar a 35 + 2 °C durante 48-72 horas.

Microorganismo ATCC Recuperaciéza?iecrzgﬁ"s(;on sangre de
Bordetella bronchiseptica 4617 Buena 30-300
Bordetella parapertussis 15311 Buena 30-300
Bordetella pertussis 8467 Buena 30-300

b. Limitaciones del procedimiento
Algunos Haemophilus spp pueden crecer en el aislamiento de Bordetella y pueden

dar reaccion cruzada con antisueros-Bordetella pertussis.

3. Medio de Cultivo Regan-Lowe
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Las placas de agar Regan-Lowe con carboén se usan en laboratorios clinicos para el
aislamiento de Bordetella pertussis en aspirados y exudados nasofaringeos. Este
medio fue desarrollado por Regan y Lowe como medio de transporte para
especimenes de tos ferina, pero demostro ser un medio de enriguecimiento para el
aislamiento selectivo de B. pertussisy B. parapertussis. El cual consiste en un agar con
carbon como base suplementado con cefalexina (RL+C) para inhibir bacterias de la
nasofaringe, asi como sangre de caballo desfibrinada para el crecimiento de otras
especies de Bordetella. El uso de este medio sin cefalexina (RL-C) en paralelo a RL+C
es recomendado, ya que varias cepas (<10%) de B. pertussis no crecen en RL+C. B.
holmesii también es inhibida por la cefalexina. RL-C se usa en subcultivos para
obtener un mayor crecimiento de aislados para pruebas bioguimicas, de aglutinacion
e inmunofluorescencia.

a. Formulacién del medio

Compuestos para un litro

Compuesto Cantidad
Agar carbon OXOID(numero de catalogo CM119) 51g
Sangre de caballo estéril y desfibrinada 100 mL
Solucion estéril de cefalexina(u “Oxoid Bordetella supplement”,
. . 10 mL
numero de catalogo SR82)
Agua desionizada, estéril 890 mL

b. Preparacion del medio

Transferir 51 g de agar carbéon OXOID a un matraz Erlenmeyer de 2.0 Ly ahadir

890 mL de agua. Afadir una barra magnética para agitar la solucion.

2. Colocar en un agitador magnético con plato calefactor que permita la
agitacion, con la finalidad de que el agar se disuelva y se mantenga en
suspension. Mientras la solucion se calienta, cubrir el matraz con papel de
aluminio.

3. Calentar lentamente la solucion hasta que inicie la ebullicion para disolver el

agar. Tener cuidado de no quemar la solucion.

Esterilizar el agar en autoclave por 15 minutos a 121 °C y 15 Ib de presion.

Colocar el matraz con el agar estéril en bafo de agua para que se enfrie hasta

50 °C. Este paso es necesario para prevenir que se desnaturalice la sangre de

caballoy la cefalexina una vez que se agreguen a la solucion.

—

OIS
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Anadir en condiciones de esterilidad 100 mL de sangre estéril desfibrinada de
caballo, después de que el agar se ha enfriado hasta la temperatura deseada.
Preparar la solucion de cefalexina disolviendo 40 mg de cefalexinaen 10 mL de
agua. Filtrar la solucion para esterilizarla.

Nota: Se pueden usar dos frascos de “Oxoid Bordetella Supplement” en lugar de los
10 mL de la solucion de cefalexina.

10.

11.

12.

13.

4.

Preparar el suplemento anadiendo 0.5 mL de agua estéril a cada frasco.
Anadir en condiciones de esterilidad 100 mL de solucion estéril de cefalexina.
La concentracion final de cefalexina es 40 ug/mL.

Opcional: En el caso de observar crecimiento de hongos en la placa, anadir 50
mg/L de Amfotericina B en adicion a la cefalexina.

Mezclar el medio y dispensar en placas Petri de 100x15. Verter
aproximadamente 20 mL de medio en cada placa. Dejar las tapas de las placas
un poco abiertas hasta que se enfrie el agar para prevenir que se condense.
Empacar las placas en bolsa plasticas una vez que el agar se haya solidificado y
enfriado.

Guardar las placas de manera invertida a 4 °C hasta por 3 meses, después de
esta fecha desecharlas.

Agar Soya Tripticaseina (TSA)

El Agar Soya Tripticaseina (TSA) es un medio solido, muy rico en nutrientes por lo que
tiene un “uso general” en los laboratorios de Microbiologia. Permite la multiplicacion
abundante y satisfactoria de gérmenes de desarrollo dificil y exigentes, como
NeumMmococos, estreptococos, neisserias. No contiene inhibidores o indicadores. Se
inocula por el método de estria cruzada para el aislamiento de colonias.

1.

2.

Formulacion del medio de TSA (g/L)

Compuesto Cantidad (g/L)
Triptona (peptona de 15.0
caseina) 50
Peptona de Soya 50
Cloruro de Sodio 150
Agar
Total 40.0

Preparacién del medio deshidratado
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1. Resuspender 40.0 g de medio en 1000 mL de agua destilada vy
desmineralizada, dejar reposar durante 10-15 minutos.

Agitar para mezclar perfectamente y calentar hasta ebullicion durante
un Minuto.

Ajustar el pH, 7.3+0.2 cuando el medio alcance 25 °C.

Esterilizar en autoclave a 121 °C por 15 minutos.

Enfriar a 45-50 °C y distribuir en placas desechables estériles de 100 x 15.
Si se preparan placas de agar sangre para estudios de hemolisis, agregar
de 5.0 a 10% de sangre de conejo o de carnero, preferiblemente de ésta
altima.

N

oUW

3. Control de calidad

Condiciones de incubacidén

Incubaciéon
Microorganismo de
. Resultado
referencia Tiempo (h) Temp()oeé)atura Atmosfera
staphylococcus 18-24 35-37 Aerébica | Crecimiento
aureus

4. Almacenamiento y caducidad
Las placas ya preparadas se pueden guardar hasta 7 dias en refrigeracion (2-8
°C) sin que las placas estén protegidas de la luz, y hasta 30 dias protegiendo las
placas de la luz directa y en refrigeracion a 2-8 °C. No utilizar las placas si hay
sefales de deterioro, contaminacion o si la fecha de caducidad estad vencida y
protegerlas de la humedad y congelacion.

Precauciones

Debe ser utilizado solamente por personal calificado y descartarlo como RPBI
cuando ya no se use. Unicamente para uso diagnostico.

5. Agar MacConkey
Este medio se utiliza para el aislamiento y diferenciacion de bacterias

fermentadoras y no fermentadoras de lactosa, y se inocula por el método de
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estria cruzada para el aislamiento de colonias. Microorganismos Gram
negativos como Klebsiella pneumoniae y otras Enterobacterias.

a. Formulacién del Agar MacConkey

Formula en g/L

Compuesto Cantidad (g/L)
Mezcla de peptonas 20.0
Lactosa 10.0

Bilis 5.0
Cloruro de sodio 5.0

Rojo neutro 0.05
Agar 13.5
Total 53.55

Nota: El medio tiene una apariencia rosa palido, transldcida.

b. Preparacién del medio deshidratado

1. Resuspender 5355 g de medio en 1000 mL de agua destilada vy
desmineralizada. Calentar hasta ebullicion para disolver completamente.

2. Ajustar el pH a 7.4+0.2 cuando se alcance la temperatura ambiente (25
°C).

3. Esterilizar en autoclave a 121 °C por 15 minutos.

4. Cuando la temperatura del medio alcance los 47 °C, adicionar en
condiciones de estériles sangre de carnero desfibrinada estéril a una
concentracion del 5-7%.

5. Distribuir en placas desechables estériles de 100 x15.
6. Antes de utilizar, secar la superficie dejando en la incubadora a 37 °C
durante 30 minutos.
Caracteristicas de crecimiento Microorganismo

De rojas o rosadas. No mucoides, pueden rodearse de un | Escherichia coli
precipitado opaco de sales biliares.

Tosferina-INDRE Pagina 83 de 93
Marzo 2017 Versiéon 1.2015



Crandes, rosadas, mucoides Klebsiella
Crandes, rosadas, no mucoides Enterobacter
Incoloras, transparentes, rojas si fermenta la lactosa. Serratia
Incoloras, transparentes, rojas si fermenta la lactosa. Arizona

Incoloras y transparentes.

Citrobacter

Incoloras, hasta café verdosas. Olor dulce caracteristico. Proteus
Incoloras, transparentes o ambarinas. Pseudomonas
Incoloras, transparentes o rosa muy tenue. Salmonella
Puntiformes, rosa palido, opacas y escasas. Shigella
Escasas, puntiformes, rojas, opacas y con un halo claro | Staphylococos
como de 1.0 mm de diametro alrededor de la colonia.
Escasas, puntiformes, rojas, opacas y con un halo claro Enterococos
como de 1.0 mm de diametro alrededor de la colonia.
c. Control de calidad
Condiciones de incubacion
Microorganismo de Incubacion
referencia . .
Tiempo (h) Temperatura (°C) Atmosfera
Escherichia coli 24-48 35-37 Aerobia

d. Almacenamiento y caducidad

Las placas ya preparadas se pueden guardar a temperatura de 2-8 °C, por hasta

30 dias lejos de la luz directa. No utilizar si

hay sefales de deterioro,

contaminacion o si la fecha de caducidad se vencid. Proteger de la humedad vy

el congelamiento.

Precauciones

Este medio es para uso diagnostico, debe ser utilizado solamente por personal

calificado y una vez utilizado se desecha como RPBI.
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6. Agar Citrato de Simmons

Principios del procedimiento

El citrato de sodio y el cloruro de sodio mantiene el equilibrio osmaodtico del medio y
cuando las bacterias utilizan el citrato de sodio (que es la Unica fuente de carbono
para el microorganismo) el medio se alcaliniza y cambia el color inicial verde (neutro)
a color azul (alcalino, prueba positiva). La reaccion negativa se manifiesta por ausencia
de crecimiento y no hay cambio de color.

El Agar Citrato de Simmons se utiliza para la diferenciacion de bacterias Gram
negativas, principalmente enterobacterias, basandose en la utilizacion del citrato
como Unica fuente de carbono.

a. Formulacién del medio

Féormula en g/L

Compuesto Cantidad (g/L)
Agar agar 15.0
Azul de bromo timol 0.08
Citrato de sodio 2.0
Cloruro de sodio 50
Fosfato dihidrogenado de amonio 1.0
Fosfato dipotasico 1.0
Sulfato de magnesio 02
Total 24.28
Agua destilada 1000 mL
pH requerido 6.9+0.2

b. Preparacién del medio

1. Rehidratar 24.28 g del medio en 1000 mL de agua destilada y dejar reposar de
10 a 15 min.

2. Calentar agitando frecuentemente hasta ebullicion por un minuto para
disolver por completo.
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Ajustar el pH con solucion de HCl o NaOH al 20% segun se necesite.

Distribuir en tubos de 13x100 mm.

Etiquetar y esterilizar a 121° C durante 15 min.

Determinar el pH final, enfriar en posicion inclinada con un angulo aproximado
de 30° de manera que el medio en el fondo del tubo alcance una profundidad
de 2.0 cm o masy la superficie de inclinacion sea mayor de 3.0 cm.

7. Someter a prueba de esterilidad y almacenar en refrigeracion de 2 a 8 °C
protegido de la luz.

O

Caracteristicas de Crecimiento Microorganismo

Si crece, trazas sin vire del indicador Escherichia coli

Crece, vire del indicador a azul Enterobacter aerogenes

Crece, vire del indicador a azul Klebsiella pneumoniae

c. Control de calidad

Condiciones de incubacién

Microorganismo de Incubacién

referencia . -
Tiempo (h) Temperatura (°C) Atmosfera

Escherichia coli 24-48 35-37 Aerobia

Klebsiella pneumoniae 24-48 35-37 Aerobia

d. Almacenamiento y caducidad
Los tubos ya preparados se pueden almacenar hasta por 30 dias a temperatura
de 2-8 °C, lejos de la luz directa. No utilizar si hay sefnales de deterioro,
contaminacion o si la fecha de caducidad se ha vencido, proteger de la
humedad y el congelamiento.

Precauciones

Es para uso diagndstico, debe ser utilizado solamente por personal calificado y
una vez usado se desecha como RPBI.
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7. Medio de Movilidad-Nitratos
Los microorganismos que reducen los nitratos tienen la capacidad de extraer

oxigeno de aquellos para formar nitritos y otros productos de reduccion. La
presencia de nitritos en el medio de prueba se detecta por el agregado de a-
naftilamina y acido sulfanilico, con formacion de colorante rojo de diazonio, el
p-sulfobenzoato de a-naftiamina. La aparicion de un color rosa a rojo dentro de
los 30 segundos después de agregar los 1.0 mL de los reactivos Ay B indica la
presencia de nitritos es decir, positiva para la reducciéon de nitratos. En caso de
gue no haya cambio de color agregar una pequenisima cantidad de polvo de
zinc. La aparicion de un color rosa a rojo intenso indica que el nitrato ha sido
reducido. En algunos casos el color puede desaparecer de inmediato. Se utiliza
para identificar y diferenciar especies (Neisseria y Moraxella).

a. Formulacién del medio

Formula en g/L

Extracto de carne 3.0
Caldo nutritivo
Peptona de caseina 50
Agar agar 3.0
Agua destilada 1000 mL
Nitrato de potasio 1.0
pH final 7.6+0.1

b. Preparacion del medio

1. Disolver los ingredientes en 1000 mL de agua destilada y hervir hasta
disolver.

2. Transferir 3.0 mL del medio en tubos de 13x100 mm con tapodn de rosca.
Esterilizar a 15 libras y 121 °C durante 15 minutos.

3. Dejar solidificar los tubos en forma vertical a temperatura ambiente e
incubar para prueba de esterilidad.

4. Almacenar en refrigeracion hasta su uso. Si no es utilizado de inmediato,
colocar el medio ya preparado en bolsas de plastico y almacenarlo por un
tiempo maximo de dos meses.

c. Control de calidad
Positivo: Escherichia coli
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Negativo: Acinetobacter bawmannii

e Reactivos Ay B
— Acido sulfanilico y alfa naftilamina para nitritos

Solucién A
Acido sulfanilico 0849
Acido acético 5N 100 mL

Disolver con calentamiento suave

Solucién B
Alfa naftilamina o NN, dimetil-1- 059
naftilamina 069
Acido acético 5N 100 mL

Disolver con calentamiento suave

Precaucién

La alfa naftilamina es carcinogénico. En NN, dimetil-1-naftilamina no se ha
comprobado lo anterior por lo cual, se debe trabajar con precaucion evitando
formar aerosoles, pipetear con la boca y el contacto con la piel.

8. Urea de Christensen
La urea es una diamida del 4cido carbdnico. Todas las amidas se hidrolizan

facilmente con liberaciéon de amoniaco y didéxido de carbono. La ureasa es una
enzima que poseen muchas especies de microorganismos que hidroliza la
urea. El amoniaco que se produce reacciona en solucion para formar carbonato
de amonio, produce una alcalinizacion y un aumento de pH. La fenolftaleina
gue contiene el medio vira de incolora a un pH menor de 8.1y a color rosa a un
pH mayor de 8.1.

Los microorganismos que hidrolizan la urea rapidamente, dentro de dos o tres
horas, dan reacciones positivas gue se manifiestan por un color rojo en todo el
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medio (Proteus), los degradadores lentos inicialmente solo el pico de flauta y
después el resto del medio (Klebsiella). Si el medio se conserva amarillo, indica
una prueba negativa.

a.

SN

G

C.

Formulacion del medio
Férmula en g/L

Compuesto Cantidad (g/L)
Peptona 1.0
Glucosa 1.0
Cloruro de sodio 5.0
Fosfato monopotasico 2.0

Rojo de fenol 20.0
Urea 0.012
Agar 15.0
Total 44.012

pH final 6.8+0.2

Preparacién del medio

Disolver 29.012 g del medio deshidratado en 100 mL de agua destilada.
Esterilizar por filtracion.

Por separado, suspender 15 g de agar en 900 mL de agua destilada
durante 10 a 15 minutos. Disolver por ebullicion.

Esterilizar en autoclave a 121 °C 15 Ib durante 15 minutos.

Dejar enfriar a 50 °C y agregarlos a los 100 mL de la base con urea estéril.
Mezclar bien y distribuir en tubos estériles.

Dejar solidificar en posicion inclinada procurando obtener fondos
profundos.

Control de calidad

Control positive: Klebsiella

Control negativo: Escherichia coli

d. Almacenamiento y caducidad
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Los tubos ya preparados se pueden guardar hasta por 30 dias a temperatura
de 2-8 °C, lejos de la luz directa. No utilizar si hay senales de deterioro,
contaminacion o si la fecha de caducidad se vencio, proteger de la humedad y
el congelamiento.

Precauciones

Es para uso diagnostico, debe ser utilizado solamente por personal calificado y
una vez usado se descarta como RPBI.

Anexo Ill: Conservacion a corto plazo de microoranismos exigentes en medio de
transporte de AMIES

Una alternativa de conservacion a corto plazo para microorganismos exigentes o
también llamados fastidiosos (Haemophilus sp, Neisseria meningitidis,
Streptococcus pneumoniae y Bordetella pertussis) es el medio de transporte de
Amies. Este medio permite prolongar el tiempo de resiemlbra hasta por una semana.

Procedimiento

1. Tomar una asada de un cultivo puro de 24 horas de incubacion e inocularla
masivamente en una placa del medio de cultivo adecuado dependiendo del
microorganismo que se trate (ver cuadro 13); incubar de 35 a 37 °C por 24 horas en
tension parcial de (5-10%) de CO..

2. Verificar la pureza de la cepa como se describié anteriormente.

3. Etiguetar un tubo de medio de transporte de Amies por cada cepa a conservar con
la clave o nUmero de laboratorio y la fecha de conservacion.

4 Cosechar con un hisopo de rayon o dacrén estéril todo el desarrollo bacteriano y
depositarlo hasta el fondo de un tubo que contiene medio de transporte de Amies
previamente etiquetado.

5. Sellar el tapdn del tubo con Parafilm™ y colocarlo en una gradilla a temperatura
ambiente.

6. Realizar resiembras una vez por semana, o las veces que sea necesario segun el
ndmero de pruebas que realicen semanalmente, en el medio apropiado y
Mmantener los microorganismos a temperatura ambiente sellando las placas o
tubos con Parafilm™ para evitar la desecacion del medio de cultivo.

Recuperacién de cepas a partir del medio de transporte de AMIES o Base de Agar
Sangre (BAB)

1. Identificar el nombre del microorganismo que contiene cada uno de los medios
de transporte.

2. Escoger los medios de cultivo adecuados para la recuperacion de cada uno de
ellos, dependiendo del tipo de microorganismo.
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Quitar el papel Parafilm™ del tapon.

Si el medio de transporte es Amies, sacar el hisopo sin rozar las paredes internas
del tubo, si se trata de medio BAB, con un asa estéril tomar una asada del
crecimiento.

Depositar el indculo sobre la superficie del medio de cultivo en forma concéntrica,
rotando el hisopo o el asa.

Estriar la placa por estria cruzada con un asa bacteriologica estéril, diluyendo el
indculo inicial.

Incubar a 37 °C en aerobiosis o tension parcial de CO, dependiendo del
microorganismo durante 24 a 48 horas.

Se recomienda verificar las caracteristicas fenotipicas de cada una de las cepas
como se indica en las especificaciones y certificado del microorganismo una vez
obtenido el desarrollo bacteriano.

También se sugiere dar dos pases previos a la utilizacion de las cepas.

Cuadro 16. Medios de cultivo para la recuperacion de microorganismos

Temperatura Tiemnpbo de
. . Medio de cultivo para| o6ptimade | Condiciones |. P .
Microorganismo - . - . .. |incubacion
Su recuperacion incubacion |de incubacion
o (horas)
(°C)
Agar sangre de -
StreptOC.OCCUS carnero al 5.0% 35-37 Aerobiosis 24-48
agalactiae
Streptococcus Agar sangre de 2537 Aerobiosis 5448
pyogenes carnero al 5.0%
Tension
Streptoco;cus Agar sangre de 2527 parqal de Sl diS
pneumoniae carnero al 5.0% CO; (jarra con
vela)
Tension
Haemophilus Agar chocolate con arcial de
. P polienrriguecimiento 35-37 P . 24-48
influenzae CO; (jarra con
al 1.0%
vela)
Agar Soya
Enterqcoccus Tripticaseina o 2537 Aerobiosis 448
faecalis sangre de carnero al
5%
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Agar chocolate con

Tension

/\/e/ss.er/q' . polienrriguecimiento 35-37 paragl de 24-48
meningitidis CO; (jarra con
al 1.0%
vela)
Aerobiosis
con bolsa de
Bordetella Agar Bordet-Gengou pla;Uco para
ortussic con sangre de 35-37 evitar la 72
P carnero al 15% desecacion
del medio de
cultivo
Agar Soya
Listeria Tripticaseina o Agar 2527 Aerobiosic 5448
monocytogenes sangre de carnero al
5.0%
Corynerbacterium |Agar sangre de 2527 Aerobiosic 4870

diphtheriae

carnero al 5%
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