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La OMS ha establecido una red mundial para la vigilancia de Influenza, la meta es detectar e
identificar variantes epidémicas recién emergidas en corto tiempo, de esta forma se podra
contribuir a la seleccién de cepas apropiadas para la vacuna. Las muestras para el aislamiento
de virus de Influenza en el cultivo celular y en embrién de pollo, asi como para la deteccion
directa del antigeno viral o de 4cidos nucleicos, deben ser colectadas sin excepcién
durante los primeros cuatro dias después de iniciados los sintomas.

Hasta ahora se cuenta con diferentes pruebas diagnosticas especificas para influenza, entre
las cuales lainmunofluorescencia indirecta el RT-PCR, RT-PCR en Tiempo Real y la secuenciacion
son las mas importantes durante la pandemia para la caracterizacidn del virus.

El virus de influenza se puede recuperar e identificar de diferentes muestras clinicas: Exudado
nasofaringeo, exudado faringeo, aspirado nasofaringeo, lavado bronquioalveolar, suero,
raspado de conjuntiva y tejido pulmonar (autopsia).

La siguiente tabla resume el tipo de muestras y las técnicas utilizadas para la identificacion

diagnostica.

Tipo de muestra

Método

Medio/contenedor/
forma de envio

Tiempo

Técnica

Masofaringeoo

Hisopo: usar solo

Viales estérilesenc5mlde

Durante la fase inicial de

Inmunofluorescencia

bronquioalveolar

tomada solo por un
medicoounapersona
experimentada en el

proceso (Hospital)

medio de transporte viral
Enviar conrefrigerantes de
4a8° C

Farinaco hisopo estéril de | medio de transporte viral. | laenfermedad (primeros 4| Cultivo viral
9 dacron o rayon con | Enviar conrefrigerantesde | dias de iniciado los|RT-PCR
mango de plastico 4a8° C sintomas)
Lavado La muestra debe ser| Viales estériles en 3 ml de | Cuando sea clinicamente | Inmunofluorescencia

apropiado en paciente
intubado, con enfer-
medad pulmonar severa.
(primeros 4 dias de

iniciado los sintomas).

Cultivo viral
RT-PCR

Conjuntiva  |Hisopo: usar solo | Viales estériles en@ 5 ml de EﬁC@5OdGCOQjUﬂUViU5. Inmunofluorescencia
hisopo de dacron o | medio detransporte viral | tan rapido como s€a|Cultivo viral
rayon con mango | Enviar con refrigerantes de posible en €l Curso dela|RT-PCR
plastico. 4a8° C enfermedad. (primeros 4
dias de iniciado los
sintomas)

Suero Por venopuncion, | > ml Enviar con refrige-| Fase aguda: tan rapido | Deteccion de anti-
en tubos  sin | rantesde4a8° C como seaposible (hasta | cuerpos totales por
anticoagulante 7 dias) inhibicion de la

hemaglutinacion.
Tejido Pulmon Contenedor estéril con| (Primeros 4 dias de |lnmunoflucrescencia
(autopsia) mediode transporte viral. | iniciado los sintomas). | Cultive viral
Fresco,congeladoa-70° C RT-PCR
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Exudado faringeo
Procedimiento:

3

Se abate lalenguay se frota con firmeza la pared posterior de la garganta (orofaringe)
con el hisopo de mango de plastico estéril (con punta de raydn o dacroén) al frotar
obtenemos células infectadas por el virus.

Se debe tener cuidado de no tocar la Gvula para no provocar vomito.

El hisopo se introduce en el tubo de ensayo (contiene medio de transporte viral o
solucidn salina estéril), la parte que contiene la muestra se mantiene dentro del tubo,
el resto se corta y se desecha, el tubo se cierra perfectamente y se mantiene a 4°C.

Se identifica el tubo de ensayo con tela adhesiva (evitar papel engomado o cinta
adhesiva).

LVEEA
FONA DE LAY
AMIGDALAY

LO0NA POSTERIOR,
PE LA GARGANTA

EMPLJE LA LENGUA
FIRMIFMENTE HACTA

ABAJO

4-8°C

Exudado nasofaringeo

Procedimiento

3
3

El exudado nasofaringeo se recomienda para menores de 5 afios.

Colocar al paciente en posiciéon de decubito dorsal, elevar la cabeza, introducir
suavemente el hisopo con mango de alambre flexible estéril (con punta de raydn o
dacroén), paralelo al paladar, hasta llegar a la nasofaringe (entre 2.5 y 3 cm), rotar
suavemente el hisopo para frotar la pared de la nasofaringe y retirarlo sin dejar de
rotar. Esto se hace para ambas narinas con diferente hisopo.

Introducir la punta del hisopo en el tubo de ensayo (contiene medio de transporte
viral estéril o solucion salina al 0.85% estéril), el resto se cortay se desecha, el tubo
se cierra perfectamente y se mantiene a 4°C.

El hisopo se introduce en el tubo de ensayo (contiene medio de transporte viral o
solucioén'salina estéril), la parte que contiene la muestra se mantiene dentro del tubo,
el resto se cortay se desecha, el tubo se cierra perfectamente y se mantiene a 4°C.

Se identifica el tubo de ensayo con tela adhesiva (evitar papel engomado o cinta
adhesiva).

Nota: Las muestras para aislamiento viral deberan refrigerarse inmediatamente e
inocular lo antes posible, en embridon de pollo o en cultivo celular. De no procesarse
las muestras de 48 a 72 hrs; deben permanecer a temperatura de 4 a 8°C. Evitar
mantener muestras por mas de 5 dias en refrigeracién con medio de transporte
viral © mas de 24 horas en solucion salina.
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— 4-8°C

Medio de transporte - 100 ml

AlbIMINa boVviNa al 5 Y., 10 mi
Gentamicina (4 mg/ mMl) ..o, 25 ml
Penicilina / estreptomicina (50,000 U.l. 50,000)........... 1 ml
Fungizona (I Mg/ Ml) ..o 0.25ml
NaHCO, @l 7.5 %0 w...ovvvviririsisssns 04 —0.7ml
Solucién balanceada de Hank's.........ccocovnnneniencninn, 85.5ml

Ajustar el pH de 7.0 a 7.2 y esterilizar por filtracion.
Envasar 2 ml en tubos estériles.

Solucion salina balanceada de Hank’s: i I
Componentes g/litro ir‘f
NACL .o 8.0 | J
KCloiiieseeees 04 ! !
MGSO,H,O...cocccmirriirisinin 0.2
(0Z:Y{ I K © SN 0.185
(NI SR 0.046
(N 2 © 0.06
GlUCOSA. ... 1.0
NaHCO,........ccoueves
Rojo de fenol.........ccocovinennne. 0.02

Albumina bovina al 5%
5 g de albumina bovina fraccién V en 100 ml de agua.
Esterilizar por filtracion.

Tratamiento de las muestras

Cuando las muestras llegan al laboratorio para el aislamie
respiratorios, deben ser procesadas o preparadas para su di
indirecta) y aislamiento (cultivo celular).
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Material:

Campana de bioseguridad

Vaso con hipoclorito

Pinzas

Pizeta con alcohol-benzal

Crioviales

Puntas para cargar 1 ml

Pipetas para cargar 1 ml

Encendedor

Guantes, mascarilla, bata

Marcador indeleble

Muestras clinicas; exudados faringeos o nasofaringeos
Tubos de ensayo de 13X100 mm de poliestireno o vidrio, con tapa de rosca, estériles
Gradilla

Charola con refrigerante para mantener las muestras a 4°C
Vortex

Centrifuga refrigerada (4°C)

Reactivos

Caldo soya tripticaseina, Medio de trasporte 6 Medio D-MEM
Solucién de antibidticos (penicilina/estreptomicina 10 000 U/10 mg)

Desarrollo:

Para

exudado faringeo o nasofaringeo:

Muestras en medio de transporte viral
Agitar en Vortex ligeramente de 5 a 10 segundos.
Agitar el hisopo vigorosamente y “exprimirlo” en las paredes del tubo.
Retirar el hisopo con pinzas, inactivarlo con hipoclorito y desecharlo.
Colectar 200 ml y colocarlos en un criovial, congelarlo a —70°C.
Nota: Flamear las pinzas cada vez que se remueven los hisopos.
Centrifugar 1000 rpm por 5 minutos a 4° C.
Nota: Trasportar los tubos a centrifugar dentro de una charola con hielo.
Separar el sobrenadante de la muestra con filtros tipo pirinola de 0.22 um
depositandolo en crioviales perfectamente etiquetados y almacenar a—20° C.

Guardar el sedimento a 4° C para la prueba de inmunofluorescencia.

exudado faringeo o nasofaringeo:

Muestras en solucién salina
Agitar en Vortex ligeramente de 5 a 10 segundos.
Agitar el hisopo vigorosamente y “exprimirlo” en las paredes del tubo.
Retirar el hisopo con pinzas, inactivarlo con hipoclorito y desecharlo.
En.caso de que la muestra contenga mas de 2 ml de solucidn salina, centrifugar a
1000 rpm por. 5 minutos a 4° C, desechar el volumen de solucion salina hasta que
queden 1.5 ml.
Agregar un 1 ml de caldosoya tripticasceina.
Colectar.200 ml y colocarlos en un criovial, congelarlo a—70° C.
Centrifugar a 1000 rpm por 5 minutos a 4° C.

I CaPITULO IV IINEAMIENTOS PARA LA TOMA de muestras
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Nota: Transportar los tubos a centrifugar dentro de una charola con refrigerante

* Separar el sobrenadante de la muestra con filtros tipo pirinola con filtro de 0.22 um
de diametro y depositarlo en crioviales.

* Guardar el sedimento a 42C para la prueba de inmunofluorescencia.

Tratamiento de hisopos de VIROCULT

* Alllegar lamuestra al laboratorio corroborar que venga a 4° C, que la historia clinica
tenga lainformacioén requerida y que coincida con los datos del tubo.

* Sacar el hisopo del tubo de transporte.

* Introducir el hisopo y agitarlo en un tubo que contenga 1.5 ml de medio DMEM.

* Adicionar 1 ml de medio DMEM al tubo virocult, exprimir la esponja tomandolo por
la parte inferior y transferir el contenido al tubo con el medio DMEM del paso
anterior (volumen final 2.5 ml).

* Homogeneizar la muestra agitdndola suavemente por inversion.

* Colectar 200 mly colocarlos en un criovial, congelarlo a—70° C.

* Centrifugar el tubo a1 000 rpm durante 5 minutos (de preferencia en centrifugaa 4° C,
y si esto no es posible por lo menos enfriar las camisas de la centrifuga).

* Separar el sobrenadante de la muestra con filtros tipo pirinola con filtro de 0.22 um
de diametro, depositarlo en crioviales y conservar a—20°C.

* Elsedimento (botdn celular) se enjuaga con amortiguador de fosfatos (PBS) para la
deteccidn de Influenza tipo Ay B por la técnica de inmunofluorescencia.

Nota: Todo el procedimiento se debe llevar a cabo a 4°C, en ambiente estéril,
con material y equipo en buenas condiciones.

Para exudado de conjuntiva:
Este procedimiento tiene como finalidad unificar la forma adecuada para la toma de muestras
clinicas para diagndstico de conjuntivitis por Influenza.

Va dirigido a todo el personal involucrado con la toma de muestras en los diferentes Centros
de Salud, Hospitales, el Departamento de Recepcidn de muestras.

Material

* Tubos de ensayo de 13X100 mm de poliestireno o vidrio, con tapa de rosca (estériles),
conteniendo 2.5 ml de medio de transporte viral o solucion salina esteéril.

* Gradilla

* Hisopos de Rayon o Dacron con mango de plastico estériles.

* Hielera conteniendo hielo o una bolsa refrigerante para mantener las muestras a 4°C.
* Formato para el envio de muestras

* Guantes, cubrebocas, bata y goggles o anteojos.

* Tela adhesiva, boligrafo.

Procedimiento
Antes de tomar las muestras es indispensable llenar el formato de envio/de solicitud de
laboratorio, en el cual se registra la fecha y el nombre/de la persona a quien se debe enviar

o
VERSION: DICIEMBRE, 2006 l ‘sl

Salud



©

Salud

A
. )
e o
Plan Nadional®
Y
Preparacion y Respuesta

ante una
Pandemia de Influenza

el resultado, el nombre de la institucién a la que pertenece, el domicilio y el teléfono en el
que se le puede localizar; los datos del paciente como su nombre completo, edad, fecha
de nacimiento, sexo (masculino o femenino), direccién, ocupacion, fecha de inicio de la
enfermedad (es importante saberlo para un mejor diagndstico), la sintomatologia. También
es necesario saber si la persona tuvo contacto con casos semejantes, si ha efectuado algin
viaje y a donde (de esta manera es posible detectar la presencia de brotes nuevos o es
posible saber si la persona estuvo en algin donde se sabe con anterioridad de la existencia
de un brotes o epidemia). Debe anotarse el tipo de muestra que se tomoé (en este caso
exudado de conjuntiva).

Para limitar la contaminacién y el posible contagio del tomador de muestras, todas las
muestras deben tomarse asépticamente (usar bata, guantes, gogles o anteojos y
cubrebocas); asi como lavarse las manos inmediatamente después de tomar las muestras.
Las muestras deben mantenerse siempre sobre hielo o en refrigeracion (4°C) hasta su
procesamiento.

Procedimiento

a) Elevar un poco la cabeza del paciente, pedirle que vea hacia arriba, exponer la conjuntiva
inferior (jalando ligeramente el parpado inferior hacia abajo con el dedo indice) y la
superior e introducir el hisopo de Raydn o Dacrén raspando vigorosamente ambas
superficies conjuntivales, rotando el hisopo durante el proceso de muestreo para asegurar
gue toda la superficie de la conjuntiva se estad muestreando, de tal forma que se puedan
obtener células infectadas por el virus.

b) Introducir el hisopo en un tubo de ensayo (con medio de transporte viral o solucion
salina estéril, el tubo se cierra perfectamente y se mantiene a 4°C.

c) Cada tubo se marca colocando una tela adhesiva (evitar papel engomado, «masking-
tape» o0 «diurex»), en la cual se escribe el nombre del paciente y la fecha en que se hizo
la toma de muestra.

d) Los tubos con las muestras deben mantenerse en refrigeracion (o en hielera con bolsas
refrigerantes si van a ser transportadas), hasta su procesamiento en el laboratorio.
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MEDIDAS DE BIOSEGURIDAD PARA EL MANEJO DE MUESTRAS

El trabajo en un laboratorio de diagndstico debe hacerse de acuerdo a las practicas
microbioldgicas estandar. En el manejo de cualquier muestra clinica humana debe asumirse
gue puede contener virus infecciosos de la hepatitis, del VIH u otro agente infeccioso no
caracterizado. Para el manejo de muestras de casos probables o sospechosos de influenza
pandémica, se han emitido las siguientes recomendaciones:

Generales
1. Utilizar practicas y equipos de laboratorio apropiados para el manejo de agentes virales.

2. Evitar generar aerosoles, contaminar superficies y otros objetos. Los procedimientos
que puedan generar aerosoles deben realizarse en un gabinete de bioseguridad apropiado
y certificado para el trabajo microbioldgico. Los gabinetes de bioseguridad apropiados
son los siguientes:

a. Clasell A, Bl,B26 B3 (losclase Il A son suficientes para el trabajo microbiolégico;
la denominacién B indica que ademas se pueden trabajar quimicos téxicos y
radioniclidos, sélo si estan apropiadamente instalados (a un sistema de ventilacién
especial).

b. Claselll.

3. Evitar realizar procedimientos en los que no se tenga la seguridad de poder contener al
agente infeccioso e impedir la liberacién incontrolada de virus.

Actividades que requieren practicas € instalaciones de bioseguridad clase |

1. Manejo de suero para diagnéstico de rutina.

2. Manejo de particulas virales de influenza inactivadas (por lisis, fijacion, u otro tratamiento
de efectividad probado) y/o segmentos no infecciosos del genoma viral.

3. Empaquetamiento final de muestras para el transporte a laboratorios de diagndstico o
referencia. Este paso s6lo se debe realizar con muestras que ya se encuentran en/un
contenedor primario herméticamente cerrado y cuyo exterior se ha descontaminado.

4. Los procedimientos en los que se puedan generar aerosoles deben realizarse en un
gabinete de bioseguridad clase II.

5. El personal de laboratorios debe utilizar, guantes, bata desechable cerrada al/ frente
con manga larga y pufio ajustado, proteccion ocular y respirador N100.

6. Lo centrifugacidon de muestras clinicas debe hacerse en rotores que cierren
herméticamente o dentro de contenedores para tubos de centrifuga sellados. Estos
rotores o contenedores s6lo deben abrirse dentro de un gabinete de bioseguridad.

7. Los procedimientos que se realicen fuera de gabinetes de bioseguridad deben hacerse
de tal manera que se minimice la posibilidad de liberacion accidental del agente etiolégico
y exposicion a éste.

o
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8. Lasareas de trabajo y el equipo deben descontaminarse después de ser utilizados con
agente quimicos.

9. Lainformacion preliminar proporcionada por la red de laboratorios colaboradores de
la OMS indica que el hipoclorito de sodio al 10%; el etanol al 75% y el fenol al 2%
inactivan al virus.

10. Los desechos de muestras clinicas y cultivos deben ser esterilizados en autoclave antes
de ser descartados. Las temperaturas de esterilizacidon apropiadas van de 121 a 134°C.

Actividades que se deben realizar en instalaciones y practicas de bioseguridad clase I

1. Intento de aislamiento del agente etioldgico en cultivo celular.
2. Procedimientos que involucren la concentracion o crecimiento del agente etioldgico
(inoculaciéon en embriones de pollo, cultivo celular, centrifugacion).

Etiquetado, embalgje y transporte de muestras

Etiquetado de las muestras:
Cada tubo debera contener UNA SOLA MUESTRA y en la etiqueta se incluird:
3  Nombre del paciente

- Tipo de muestra (indicar el nimero de muestras)

- Fechay lugar de colecta

- Nombre o iniciales del colector.

3 Transporte de las muestras:

Los agentes bioldgicos y los materiales que los contienen o se sospecha que los contienen
son considerados por los gobiernos nacionales y locales como materiales peligrosos y su
transporte y transferencia estan sujetos a controles reglamentarios.

Las regulaciones acerca del transporte de agentes bioldgicos aseguran que el publico y el
personal de las empresas de mensajeria estén protegidos de la exposicidn a cualquier agente
gue se encuentre en el interior del envase. La proteccion se logra mediante:

a) Requisitos rigurosos para el embalaje que debera resistir el manejo brusco y, en caso de
derrame, debera contener todo el material liquido dentro del contenedor sin ninguna
pérdida.

b) Elrotulado adecuado del paquete con el simbolo de peligro de sustancia bioldgicay

otros rotulos para alertar al personal de la cadena de transporte del contenido peligroso
de éste.

c) Ladocumentacion de contenidos peligrosos del paquete en el caso de que la informacion
sea necesaria en una situacion de emergencia.

d) La capacitacion de personal en la cadena de transporte para familiarizarlo con los
contenidos peligrosos, paraque pueda asi responder ante una situacion de emergencia.

l sl CaPITULO IV IINEAMIENTOS PARA LA TOMA de muestras
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3 Embalaje para el transporte de las muestras:

La figura 1 muestra el sistema de triple embalaje (recipiente primario, recipiente secundario
impermeable, contenedor externo irrompible), que se requiere para un agente biolégico
de enfermedad humana o materiales que contienen o se sospecha que lo contienen. Este
envase requiere el rotulado de sustancia infecciosa, que se observa en laFigura 2 en la parte
externa del Gltimo contenedor.

1. Colocar los crioviales o tubos vacutainer (contenedor primario) con las muestras, en un
recipiente rigido irrompible con tapa hermética (contenedor secundario), colocando
material absorbente y envolviendo los tubos en material que sirva para inmovilizar los
contenedores primarios dentro del secundario, evitando el golpeteo entre las muestras.

2. Colocar el recipiente secundario dentro de un contenedor de poliestireno, agregando
un numero suficiente de refrigerantes congelados o hielo seco (si aplica) para mantener
las muestras en refrigeracion o congeladas durante el traslado al laboratorio.

3. Dentro de una bolsa de plastico, con cierre hermético, incluir toda la documentacion
respectiva de la(s) muestra(s) enviada(s), con el fin de mantener la vigilancia
epidemioldgica de caso.

4. Sellar el paquete con cinta canela y rotular como material infeccioso (riesgo biolégico).

FIGURA |
Sistema de triple embalajey un 4° contenedor para transporte
en frio o en congelacion.

Tapa de c—
poliestreno ¥
Tapahermética —— -
Divisor ———
Envoltura de bubujas

Contenedor de cartdn
Hidosecoo Material absorbente
paquetes oz gel
refrigeranke Empaque reemplazable

Contenedor secundatic——
Contenedar de
poliestreno
Collar de carbon
Caja de carkin |
£
i
4 .
Jr .
w/ / dreapara sefial de peligro Cy
- Caja de carton reemplazable
A0 B0 VI CHEFED Compery
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LABORATORIOS DE DIAGNOSTICO DE LA RED DE INFLUENZA

Laboratorio Regional de Salud Piblica en Chihuahua

Calle Jiménez # 4203 (01614) 411-33-15
Col. Cuarteles

31440 Chihuahua, Chihuahua 411-63-05
Responsable: QBP Imelda Machado Mufioz. 411-37-66

Laboratorio Estatal de Salud Publica en México

Paseo Tollocan s/n (01722) 217-34-41

Col. Moderna de la Cruz 270-03-63

C.P. 50120 Toluca, Edo. de México 270-03-64
L .

Responsable: Q.I. Jorge Ortiz Trejo

Laboratorio Estatal de Salud Piblica en Guanajuato

Calle Beta 208 Fracc. Delta, (01-477) 761-0409

Carretera Leon-Silao KM. 7761-0408

C.P. 37540 Le6n, Guanajuato 761-0411
; . ) . .

Responsable: Dr. Juan Carlos Gallaga Solérzano

Laboratorio Estatal de Salud Publica en Hidalgo

Blvd. Donaldo Colosio s/n (01771) 716-58-17
Col. Parque de Poblamiento 716-58-14
42088 Pachuca, Hidalgo

lesph@hotmail.com

Responsable: Dra. Armida Zuiiga Estrada 718-98-03

Laboratorio Estatal de Salud Piblica en Nuevo Ledn

Av. Serafin Pefia # 2211 (01818) 361-39-56
Col. Valle de la silla

64000 Guadalupe, Nuevo Leodn 260-27-70
Responsable: Q. B. P. Edgar lvan Galindo Galindo. 361-44-11
edgarivan@att.net.mx, fernando.quijano@nl.gob.mx

Laboratorio Estatal de Salud Publica en San Luis Potosi

Begonias # 180 (01444) 824-54-66
Fraccionamiento Dalias 824-54-66

C.P. 78399 San Luis Potosi, S.L.P. 824-94-06

Responsable: Dr. Benito Carrera de la Torre

Laboratorio de la Universidad Auténoma de San Luis Potosi

Av. Venustiano Carranza #2405 (01444) 8262345
Apartado Postal #142 C.P. 78210 Ext. 534
San Luis Potosi, S.L.P. 8262352

Responsable: Dr. Daniel Noyola

Laboratorio Estatal de Salud Pidblica en Sonora

Av. José Miro Abella s/n Zona Oficina Federal (01662) 218-86-76
Col. Las Quintas,
83240 Hermosillo, Sonora 218-75-55

Responsable: Q. Francisco Barragan Duarte216-66-47

amadavelez@yahoo.com.mx
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Laboratorio Estatal de Salud Publica en Veracruz
Eucalipto s/n Lote 7 Manzana 1ZC (01229)
Frac. Framboyanes

Zona Industrial Bruno Pagliai,

C.P. 91697 Veracruz, Ver

aparissi@ssaver.gob.mx/lesp@ssaver.gob.mx

Responsable: M. en C. Aurora Parissi Crivelli

Laboratorio Estatal de Salud Pdblica en Zacatecas
Vialidad Arroyo de la Plata # 1 (01492)
Zona Industrial

C.P. 98600 Guadalupe, Zacatecas899-09-11

lespzac@salud.gob.mx/claudiaamin@yahoo.com
Responsable: Q.F.B. Martha Esther Raygoza Castafieda

Actividades
3 Recepciony procesamiento de muestras.
Identificacion viral.

981-21-43
981-29-51
981-13-90
981-29-68 Ext. 102

899-09-10

3
3 Reporte inmediato de resultados.
3

Envid de sobrenadantes de muestras positivas y negativas al INDRE para llevar a cabo
el aislamiento del virus (se deberan enviar congeladas y en un lapso no mayor de 48
horas de haber procesado la muestra) acompafiados de una copia de su
correspondiente solicitud de laboratorio y sus resultados de inmunofluorescencia,

para llevar acabo el aislamiento viral.

Salud

Laboratorios Centinelas de la Red de Influenza

Laboratorio Estatal de Salud Pablica en Aguascalientes
Responsable: M. En C. Sabel Hernandez Zavala

Laboratorio Estatal de Salud Pidblica en Chiapas
Responsable: Dr. Carlos Mario Lugo Pfeiffer

Laboratorio Estatal de Salud Publica en Durango
Responsable: Q.F.B. Roberto Cisneros Niebla

Laboratorio Estatal de Salud Publica en Guerrero
Responsable: Q.B.P. Anabel Benitez Zamora

Laboratorio Estatal de Salud Publica en Jalisco
Responsable: QFB. Robertina Marin Buriel

Hospital Infantil «<kEva Samano de L6pez Mateos» en Michoacan

Responsable: Dr. Juan Manuel Ginori Colé

Laboratorio Estatal de Salud Pdblica en Morelos
Responsable: Dr. Ubaldo Soto Ayala

Laboratorio Estatal de Salud Publica en Oaxaca
Responsable: Q.F.B. Fabiola Jiménez Rojas

Laboratorio Estatal de Salud Pidblica en Puebla
Responsable: Q.F.B. Martha Alicia Leon Flores

o
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Laboratorio Estatal de Salud Pidblica en Tabasco
Responsable: Olga E. Pifia Gutiérrez

Laboratorio Estatal de Salud Publica en Tamaulipas
Responsable: QFB. Héctor Ramirez Martinez

Laboratorio de la Universidad Auténoma de Yucatan «Dr. Hideyo Noguchi»
Responsable: Dra. Maria del refugio Gonzéles Losa

Laboratorio de Referencia Epidemiolégica en Yucatan
Responsable: Q.B.B. Pilar Granja Pérez

Actividades

3 Recepcidny procesamiento de muestras.

3 Identificacion viral.

3 Reporte inmediato de resultados.

3 Envio de sobrenadantes de muestras positivas y negativas al INDRE para llevar a cabo el
aislamiento del virus (se deberan enviar congeladas y en un lapso no mayor de 48 horas
de haber procesado la muestra) acompafiados de una copia de su correspondiente
solicitud de laboratorio y sus resultados de inmunofluorescencia, para llevar acabo el
aislamiento viral.

LABORATORIOS PARA RECEPCION Y ENVIO DE MUESTRAS:

Laboratorio Estatal de Salud Piblica en Baja California
Responsable: Q.B.P. Esperanza Romo Rodriguez

Laboratorio Estatal de Salud Piblica en Baja California Sur
Responsable: 1.B.Q. Karla Lucero Savin

Laboratorio Estatal de Salud Pidblica en Campeche
Responsable: Q.F.B. Jorge Rafael Flores Gutiérrez

Laboratorio Estatal de Salud Publica en Coahuila
Responsable: Q.F.B. Jorge Rafael Flores Gutiérrez

Laboratorio Estatal de Salud Publica en Colima
Responsable: Q.F.B. Ramén Rodriguez Alcaraz

Laboratorio Estatal de Salud Piblica en Nayarit
Responsable: Q.F.B. Xochitl Dorinda Diaz Rodriguez

Laboratorio Estatal de Salud Puablica en Querétaro
Responsable: Q.F.B. Maria Elena Gil Recasens

Laboratorio Estatal de Salud Publica en Quintana Roo
Responsable: Q.F.B. Teresa Martin Escobar

Laboratorio Estatal de Salud Publica en Sinaloa
Responsable: Eduardo Llausas Magafia

Laboratorio Estatal de Salud Publica en Tlaxcala
Responsable: Q. F.B. Sandra Lezama Riquelme

Actividades:
3 Recepcion, procesamiento y envio de muestras.
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GUIA TECNICA DE LABORATORIO PARA EL MANEJO, TRANSPORTE Y
PROCESAMIENTO DE MUESTRAS PARA EL DIAGNOSTICO DE
NEUMONIA BACTERIANA SECUNDARIA A INFLUENZA

l.-Informacion general

Esta guia contiene recomendaciones para el uso de medios de cultivo y reactivos, para el
aislamiento e identificacion de S. pneumoniae, N. meningitidis, H. influenzae, Moraxella
catarrhalis, y S. aureus.

Alternativamente, pueden sustituirse por otros medios de cultivo y reactivos, que se
encuentran enlistados en esta guia.

Todos los métodos y técnicas descritos en este manual deben manejarse con un Nivel de
Bioseguridad 2.

En este Manual no se hace referencia a las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana, para
tal efecto consultar el manual de la NCCLS 2006 .

A. Registro de las muestras
Se recomienda que todas las muestras clinicas sean etiquetadas de tal forma que contengan
la siguiente informacion :

1. El nombre de paciente

2. La edad de paciente y sexo

3. El numero de cuarto de hospital de paciente o direccién

4. El nombre del médico y/o direccion donde puede localizarse al médico.
5. Sitio anatodmico de recoleccion de la muestra

6. La fechay tiempo de recoleccion la muestra

7. Diagnéstico clinico y la historia clinica del paciente

8. Antibidticos que el paciente estéa recibiendo

Ademés, cada muestra debe tener una etiqueta firmemente pegada al recipiente de la misma.
recipiente y llevando la informacion siguiente:

El nombre del paciente:
Hospital:
Cuarto:

Médico:
Tipo de muestra:
La fechay tiempo de recoleccion:

Prueba solicitada:

En el laboratorio se debe incluir un registro, en un libro 0 bitacora de cada una de las
muestras que recibe, con toda la informacidn antes mencionada, y también los resultados
de las pruebas o diagndsticos solicitados. Ademas, la informacion béasica sebre el paciente
también debe notarse (la edad, sexo, nombra, direccién).

o
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Il.- MEDIDAS DE BIOSEGURIDAD EN EL LABORATORIO PARA MANEJAR MUESTRAS
SOSPECHOSAS DE CONTENER VIRUS DE LA INFLUENZA

Precauciones

La infeccidn puede transmitirse del paciente al personal y del personal al paciente durante
el procedimiento de la toma de muestras. Los agentes virales son el mayor riesgo y en
algunos casos es potencialmente letal. Son de particular importancia los virus que causan
hepatitis y el sindrome de inmunodeficiencia adquirida.

Para disminuir el riesgo de transmisidn por estos agentes virales, deben considerarse las
siguientes recomendaciones:

a)

Uso de guantes de latex o de vinilo impermeables a liquidos.

b) Cambio de guantes entre cada paciente.

c)

d)

e)

g)

h)

)

k)

Inocular inmediatamente la sangre en los medios de transporte para prevenir que la
sangre se coagule en la jeringa. Las jeringas y agujas deben depositarse en un
contenedor resistente a perforacion y que sea autoclavable. No debe hacerse ningin
intento en tapar la aguja.

Se deben emplear agujas y jeringas nuevas para cada paciente.
Limpie con un desinfectante. la superficie del tapon del frasco de hemocultivo y los
guantes.

Etiquete el frasco de hemocultivo

Para transportar al laboratorio de microbiologia, ponga el hemocultivo en un recipiente
que puede sellarse firmemente.

Los recipientes de las muestras deben ser individuales y visiblemente clasificados.
Cualquier recipientes con sangre por fuera debe limpiarse completamente. Estos
recipientes deben transportarse en sobres de plastico individuales.

Quitarse los guantes y desechar en un recipiente autoclavable.

Lavar las manos con aguay jabon inmediatamente después de quitarse los guantes.

El transporte de la muestra al laboratorio de microbiologia o, si esa facilidad esta
cerrada, guarde el espécimen en una situacion aceptado.

En caso de una lesién por la aguja u otra perforacidn de la piel por herida, lave con
abundante agua y jabon, y exprima la zona dafiada para promover el sangrado.

Informar cualquier contaminacioén de las manos o del cuerpo con sangre, o cualquier
herida por cortadas o perforaciones, al supervisor en salud de su unidad de trabajo
para que se aplique el tratamiento correcto.

-EQUIPO |, MATERIALES, MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS REQUERIDOS

Equipo

balanzagranataria

campanade bioseguridad nivel 2

Incubadora con rango de temperatura de 35-39 °C
micropipetade volumen variable de 10 a 100pL
microscopio 6ptico

A N
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e Refrigerador conrango de temperatura de 4-6 °C
¢ nefelébmetro de Mac Farland

e Centrifuga

e Autoclave u olla de presién

e Potencidmetro

Material

e algodon

e aplicadores de madera

e asas bacteriol6gicas desechables estériles
e batadesechable

e bulbos

e cubrebocas

e gQasa

e gradillas para tubo de ensaye
e guantes

o filtros millipore de 0.22 0 0.45 um de didmetro

¢ hisopos de dacrén o rayon estériles

e jeringas desechables estérilesde 1,5y 10 ml

e marcador indeleble

e mascarilla con filtro de 0.22 micrémetros con visor
e mechero bunsen

e pinzas

e pipetas graduadas estériles de 10 y 25 ml

e pipetas pasteur de tallo largo

e portaobjetos

e propipette con ajuste de entrada y salida de liquidos
e Tiras de papel filtro

e Tubosde 13 X100 mm

e Puntas de 1-100 uL

e Vaso de precipitados de 250 ml

Medios de Cultivo y Reactivos

e Agar sangre de carnero al 5%

e Agar chocolate (enriquecido)

e Agar DNasa

e Agar suero de caballo

e Agar polisacaridos

e Gelosa Fildes

e Agar Mueller-Hinton

e Agar Mueller-Hinton con sangre de carnero al 5%
e Base de CTA (Cistina Tripticaseina Agar con carbohidratos al 1.5 %)
e Agar soya tripticaseina

e Medio HTM (Haemophilus Test Medium)

e Discos de optoquina de 0.04 Ul

e Discos de oxacilinade 1ug

e Discos o tiras de Factor X
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e Discos o tiras de Factor V

e Discos o tiras de Factores XV

e Discos de Cefinasa

e EqQuipo parala determinacion de antigenos capsulares de H. influenzae «b», S. pneumoniae,
Streptococcus del gpo. B, N. meningitidis grupos. A, B,/E.coli K1y C»

e Equipo parala deteccion de los antigenos solubles para Neisseria meningitidis A,B/E. coli,C,Y/
W135, Haemophilus influenzae «b», Streptococcus pneumoniae, StreptococcusB

e Sensidiscos de antibioticos: Oxacilina 1 mg, ampicilina 10 mg, cefuroxima 30 mg,
cloranfenicol mg, trimetoprim/sulfametoxazol, tetraciclina 30 g, vancomicina 30 mg

e Solucidn salina [0.85%] estéril

e Solucion de desoxicolato de sodio al 2%

e Acido Sulfanilico

e Alfanaftil amina

e Azul de toluidina

e Lugolal 2%

e Reactivo para prueba de oxidasa

e Perdxido de hidrégeno diluido al 3%

e Colorantesy reactivos para la tincion de gram

e Aceite de inmersion

e Sangre de carnero

Medios de transporte
Medio de transporte de Stuart
Medio de transporte de AMIES con carbdn activado
Botella de hemocultivo bifasico con carbén activado.

V.- ESPECIFICACIONES PAR LA TOMA DE MUESTRAS

El diagnéstico en el laboratorio se realiza a partir de diferentes muestras clinicas como:
sangre y otros liquidos corporales como el liquido pleural.

La obtencion de las muestras se hara exclusivamente a los casos probables en el laboratorio
de la unidad hospitalaria. Las muestras deben ser tomadas durante el episodio agudo de la
enfermedad a fin de tener la mayor posibilidad de aislamiento del agente etioldgico. El
laboratorio procesara las muestras clinicas y todos los aislamientos presuntivos de
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae ,Neisseria meningitidis, Moraxella
catharralis o Staphylococcus aureus, los remitira al Laboratorio Estatal de Salud Publica.
Solo en caso de que. el hospital no cuente con laboratorio o recursos para procesar las
muestras clinicas, debera enviarlas al Laboratorio Estatal de Salud Publica.

Los Laboratorios Estatales de Salud Publica (Lesp) recibiran las muestras positivas procedentes
de las unidades hospitalarias a fin de que confirme las cepas mediante las pruebas basicas.
Los Lesp se encargaran de transportar las cepas confirmadas como positivas a cualquiera de
los microorganismos antes.mencionados al Instituto de Diagndstico y Referencia
Epidemiolégicos (InDRE) con la informacidn solicitada (formato Unico de envio de muestras
con los resultados obtenidas). Los LESP deberan apoyar a los laboratorios de las unidades
hospitalarias en aquellas situaciones que se requieran y de acuerdo alos recursos disponibles
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a fin de realizar los estudios de las muestras. Enviarad los resultados al laboratorio
correspondiente.

El INDRE sera el area responsable de recibir las cepas de Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis, Moraxella catharralis o Staphylococcus aureus
procedentes de los Lespr. En el InDRE se llevara a cabo el estudio de serotipificacion y
perfiles de resistencia: Concentracion Minima inhibitoria. Enviara resultados por RED a los
Lesp Y a la bGE.

Tipo y toma de muestras para €l aislamiento de agentes bacterianos
causantes de NMeumonia y Meningitis bacteriana

DIAGNOSTICO NEUMONIA
TIPO DEMUESTRAS Sangre
Liquido pleural
INDICACIONES PARA LA TOMA *Durante el episodio

agudo de la enfermedad
*Preferentemente antes

de iniciar tratamiento
antimicrobiano

*Colectar de:

Nifios: de 1 a 2 mL/Frasco
Adultos: de 5 a 10 mL/Frasco
*Depositar la sangre en

una botella de hemocultivo

TEMPERATURA Y TIEMPO DE Temperatura ambiente
TRANSPORTE Maximo 2 horas
NUNCA REFRIGERAR

Salu

V. METODOS PARA LA RECOLECCION, TRANSPORTE Y
PROCESAMIENTO DE MUESTRAS CLINICAS.

La recoleccidn de muestras clinicas es importante para el aislamiento e identificacién de
agentes bacterianos que causan neumonias y meningitis. Se recomienda que las muestras
clinicas sean obtenidas antes de la terapia antimicrobiana, para evitar la pérdida de
viabilidad del agente etioldgico.

El tratamiento del paciente, sin embargo, no debe esperar al resultado del laboratorio. Una
vez recolectadas las muestras estas deben procesarse o mas pronto posible en un
laboratorio de bacteriologia.
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A. Toma de la sangre

20

Son varios los factores que afectan la sensibilidad de las culltivos de sangre:
a) el nimero de tomas,
b) el volumen de cada toma,
c) el uso de agentes para inhibir la actividad bactericida de la propia sangre.

Volumen requerido

El volumen de la muestra es critico ya que la cantidad de microorganismos en la mayoria de
las bacteriemias es baja, especialmente si el paciente esta bajo tratamiento antimicrobiano.
En los nifios la cantidad de microorganismos es generalmente mayor que en los adultos, por
lo que la cantidad de sangre requerida es menor.

Volumen recomendado de sangre venosa:

Nifios: 1 ml como minimo, de 2 a 5 mL si es posible.

Adultos: 5 a 10 ml (algunos autores recomiendan de 10 a 20ml)

Es muy importante considerar el volumen del medio de cultivo que se va a utilizar, procurar
que se guarde una proporcion 1:10 de la sangre con el volumen final del medio de cultivo.

Nimero e intervalo de cultivos
Para incrementar la posibilidad de aislamiento de la bacteria es conveniente tomar varias
muestras como se recomienda a continuacion.

Cultivos en casos de neumonia, meningitis y sepsis
En pacientes sin tratamiento:
- dos muestras de sangre de sitios distintos antes de empezar el tratamiento.
En pacientes con tratamiento:
- extraer seis muestras en un intervalo de 48 horas, previo al momento de la siguiente
dosificacion del antibidtico.

Toma de la muestra

1.- Seleccionar el sitio de venopuncion. Es conveniente seleccionar un sitio diferente para
cada toma.

2.- Debe evitarse extraer sangre de catéteres intrarteriales o intravenosos permanentes.

3.- El sitio de puncion seleccionado se desinfecta con una torunda de algodén impregnada
con tintura de yodo en alcohol al 1% o al 2% o povidona yodada, realizando
movimientos concéntricos del centro a la periferia, dejar que seque sin soplar y no
tocar el sitio después de haber desinfectado.

4.- Remover el yodo con una torunda de algoddén impregnada con etanol al 70%. Si se usa
povidona yodada, este paso puede omitirse. Sin embargo hay que asegurarse de que la

solucion de povidona esté seca antes de hacer la puncidn venosa.

5.- Antes de realizar la extraccion de la sangre se desinfecta el tapon de las botellas de hemocultivo.
El tapon se limpia conalcohol al 70% o con tintura de yodo y dejar secar al aire.

6.- Remover el yodo del tapon conuna torunda de algoddn impregnada con etanol al 70%.

CaPITULO IV IINEAMIENTOS PARA LA TOMA de muestras
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7.- Insertar la aguja en la vena seleccionada y extraer la sangre. Hacer cambio de aguja si
fall6 la primera vez.

8.- Inocular la sangre extraida rapidamente (para evitar la coagulacion de la sangre en la
jeringa) en condiciones de esterilidad en la botella de hemocultivo previamente
desinfectada y rotulada con el nombre del paciente o cédigo, fecha , horay nimero de
la toma de la muestra. Se recomienda hacer cambio de aguja antes de inocular la
botella de hemocultivo.

9.- Hacer girar el frasco varias veces y limpiar el tapon de la botella de hemocultivo.

10.- Incubar durante 24 h a 35-37 °C y posteriormente realizar resiembras diarias durante
siete dias ( en medios agar chocolate , agar sangre , agar sal y manitoly Mac Conkey).

Nota: Si la sangre no puede ser inoculada inmediatamente en una botella de hemocultivo
usar anticoagulante, aunque no se recomienda ya que pueden inhibir el desarrollo de N.
meningitidis, H. influenzae y S. pneumoniae

Aplique el torniquete
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PROCESAMIENTO DE LA SANGRE

El procesamiento de la sangre consiste en emplear botellas de hemocultivo con medio
bifasico, preparadas con agar soya tripticasa, caldo soya tripticasa, gelatina y una
concentracion de 0.05 % de polianetol sulfonato de sodio. Si no se observa algin desarrollo
de bacterias los hemocultivos se descartan una semana después de la fecha de toma.

e Una vez inoculado el hemocultivo se incuba a 37°C durante siete dias, realizando
resiembras (subcultivos) periédicamente.

e Paralas resiembras se limpia el tapdn de la botella de hemocultivo y con una jeringa se
aspira una alicuota de 0.5 a 1.0 ml y se inocula el liquido en los siguientes medios de
cultivo: gelosa chocolate, gelosa sangre y MacConkey y se prepara un extendido para
colorear con Gram.

e Las placas se incuban a 37°C en tension parcial de CO, de 24 a 48 horas y se hace la
blsqueda y aislamiento de colonias compatibles con S. pneumoniae.

e Lasresiembras se realizan cada 24 horas hasta cumplir 7 dias si es que no se ha encontrado

desarrollo bacteriano en alguna de las resiembras. Después de los siete dias de incubacion
si no hay desarrollo bacteriano se puede descartar y considerarse como negativo.

Identificacion presuntiva de M. Meningitis, S. Penumoniae y H. Influenzae

Tincion de Gram Identificacion
Crecimiento en: presuntiva
+ + Diplococos N. meningitidis

Gram negativos

Diplococos S. penumoniae
+ + Gram positivos

=

Cocobacilos
pleomérficos
Gram negativos

H. influenzae
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B. Liquido cefalorraquideo (LCR)

El liquido cefalorraquideo (Lcr) es la muestra mas comuin en infecciones del sistema nervioso
central y debe tomarse preferentemente antes del tratamiento con antibidticos para aumentar
las posibilidades de aislamiento. Esta muestra es obtenida por un médico y en un hospital.

Kit para toma y recoleccionde Lcr

TOMA DE LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO (LcR)

El liquido cefalorraquideo debe ser obtenido por personal médico capacitado y en
condiciones estériles de operacion. El volumen requerido es de 2 a 5 mL. Las muestras
deden ser etiquetadas con el nombre del paciente y fecha de la toma de la muestra.

El iquido cefalorraquideo obtenido es separado en en tres tubos estériles para las distintas
determinaciones:

Tubo 1l Examen citoldgico (recuento de células y tipo de células que lo constituyen)
Tubo 2 Examen bioquimico: (andlisis de proteinas, glucosa...)
Tubo 3 Tincioén de Gram aglutinacion en latex y cultivo

El tubo 3 debe ser llevado rapidamente a temperatura ambiente al laboratorio y/procesarlo

de inmediato para evitar una pérdida de viabilidad de los microorganismos sensibles a la
temperatura.
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RECOLECCION DE LCR POR PUNCION LUMBAR

Lailustraciony procedimiento se reimprimieron con permiso de J. B. Compania de Lippincott de Koneman, Elmer
w. aldel et (1992). Microbiologia de diagnostico, Pagina 9O.

Sélo en el caso de que el hospital no cuente con laboratorio o recursos para procesar la
muestra podra separar una parte para la deteccion directa de antigeno capsular y almacenar
por un maximo de 8 horas entre 2 y 8°C. Si no puede hacerse el envio, entonces congelar a
—20°C por un maximo de 2 dias y enviarla en red fria.

Laotra parte del liquido cefalorraquideo se puede inocular en un frasco para hemocultivo
chico o en 1 ml de caldo infusién cerebro corazén enriquecido y transportarla al laboratorio
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Procesamiento del liquido cefalorraquideo (lcr)

Una vez que llegé la muestra al laboratorio reportar la apariencia de la muestra haciendo
énfasis en la claridad, turbidez, color, purulencia, presencia de sangre, coagulos o peliculas.
Independientemente del aspecto del Lcr, esté debe centrifugarse a 2500 r.p.m. por 20
minutos para concentrar la muestra.

Separar el sobrenadante el cual sera usado para la prueba rapida de aglutinacion en latex y
el sedimento se empleara para cultivo y realizar un frote y tefiirlo con la técnica de Gram.

Identificacion rapida por aglutinacion con latex
El sobrenadante se calienta en bafio maria, en un vaso de precipitados con agua destilada
a ebullicién, durante cinco minutos, se deja enfriar.

Luego centrifugue por 5 minutos a 2500 rpm antes de realizar la pruebas de aglutinacién
en latex con los antisueros especificos. El procedimiento a seguir dependera del equipo
con el que cuente el laboratorio (SLIDEX o PASTOREX) y se deberan observar estrictamente
las indicaciones del inserto.

Cultivo del liquido cefalorraquideo (lcr)

El sedimento se siembra en placas con gelosa chocolate y gelosa sangre. Las placas se incuban
a 37°C en tension parcial de CO, de 24 a 48 horas. Si hay desarrollo bacteriano identificar
colonias. Si después de 48 horas no hay desarrollo bacteriano pueden ser descartados.

Transporte al Transporte al
laboratorio laboratorio
<delhora > de 1 hora

Liquido cefalorraquideo LCR

<delhora >de 1 hora

Centrifugar a 2000 rpm/20min

Inocular medio de
transporte

Sobrenadante Sedimento Incubar a 35°C
en CO,
L, Subcultivo en
Alutinacion
, 3 ASC y ACh
con latex Tincion de Primoaislamiento
Gram en ASC y ACh

Figura 4. Procesamiento del Lcr
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C. Otros liquidos corporales: pleural, articular, sinovial, peritoneal y aspirado de médula 6sea.

Estos especimenes deben ser tomados en el hospital por personal médico capacitado antes
de iniciar la terapia antibidtica, debido a que ésta puede reducir la posibilidad de aislar el
agente causal.

Estos liquidos se procesan de la misma forma que un liquido cefalorraquideo.

Toma de otros liquidos corporales
Pleural, articular, sinovial, peritoneal y aspirado de médula &sea.

El liguido pleural, articular, sinovial y aspirado de médula 6ésea deben ser obtenidos por
personal médico capacitado y en condiciones estériles de operacion. Transportar la muestra

inmediatamente al laboratorio a temperatura ambiente para procesarla.

Procesamiento de otros liquidos corporales
Pleural, articular, peritoneal, sinovial y aspirado de médula &sea.

Estos especimenes deben ser procesados de la misma manera que un liquido cefalorraquideo
(Ver procesamiento de liquido cefalorraquideo)

Nota: Solo en el caso de muestras purulentas deberan examinarse directamente sin centrifugar.

D. Aspirado bronquial

26

Este espécimen debe ser tomado en el hospital por personal médico antes de iniciar la
terapia antibiotica debido a que ésta puede reducir la posibilidad de aislar el agente causal.

Toma de aspirado bronquial

El aspirado bronquial es tomado por el personal médico capacitado en condiciones
asépticas, evitando la contaminacién con la flora de la cavidad oral. El volumen requerido
es 1 mL o més. Depositar el aspirado dentro un recipiente estéril y transportar la muestra
inmediatamente al laboratorio a temperatura ambiente para procesarla.

Procesamiento del aspirado bronquial

Se realiza una preparacion en fresco y se observa a seco fuerte (40X) y se seleccionan
diez campos y en ellos se cuenta el nimero de leucocitos y células epiteliales de descamacion
para clasificarla muestra segun el criterio de Welch y Kelly.

Lasmuestras que seande clase lll seran cultivadas enmedios de gelosa chocolate, gelosa sangre y agar Mac Conkey,
Incubarlas enuna atmaésfera parcial de CO_entre 35-37°C durante 21a 48 h. Ademas con estamuestra se hace un

frote y setine por la tincionde gram

Las de clase | y Il se rechazan y por lo tanto no se deben cultivar. Se le debe notificar al
medico este rechazo y'solicitarle nueva muestra; si no es posible o si el médico insiste en
gue se procesen, se hace cultivoy se anota en la hoja de solicitud los motivos para haberse
procesado.

CaPITULO IV IINEAMIENTOS PARA LA TOMA de muestras
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Clase de Welch-Kelly Células epiteliales Leucocitos

>25 <25

| >25 <10
>25 10-25

Il >25 >25
10-25 >25

] <10 >25
<25 >25

Nota: Antes de sembrar la muestra en los medios antes mencionados se digiere con N-acetil
cisterna 0.5% v/v, 30 minutos o pancreatina 0.2% v/v, 1 hora a 37°C con agitacion.

Si hay desarrollo bacteriano identificar colonias.

I:

Las muestras para cultivo de tejidos se remiten rapidamente al laboratorio en un recipiente
estéril con tapas adecuadas. Estos especimenes deben ser tomados en el hospital por
personal médico capacitado.

Toma de Biopsias

Las muestras en formol no son adecuadas para su cultivo a menos que el tiempo de exposicion
haya sido breve y el cultivo pueda obtenerse de la porcién central deltejido que no estuvo
expuesta al formol.

Estos especimenes deben ser tomados en el hospital por personal médico capacitado.

Procesamiento de biopsias
Estas muestras se siembran directamente en caldo de infusidn cerebro corazén enriguecido y
en medio de gelosa chocolate y gelosa sangre. Se realiza frote y se tifie por la técnica de gram

Las placas se incuban a 37°C en tension parcial de CO, de 24 a 48 horas. Si despues de 48
horas no hay desarrollo bacteriano las placas pueden ser descartadas.

. Biopsias

o
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IDENTIFICACION DE S. PNEUMONIAE

Morfologia Macroscopica

Las colonias de S. pneumoniae en agar sangre presentan un halo de alfa hemdlisis (lisis parcial
de los eritrocitos) que se observa de color verde oscuro cuando se incuban en tension
parcial de CO,. Las colonias tipicas tienen una apariencia mucoide y himeda que las diferencia
de otras colonias alfa hemoliticas, las colonias son ligeramente elevadas y después de 24
horas sufren una pequefia depresion en el centro observandose umbilicadas.

Morfologia Microscopica

A partir de la cepa aislada se hace un frote directo y se tifie con la técnica de Gram y se
busca la presencia de estructuras bacterianas compatibles con diplococos lanceolados
Gram positivos que a veces se observan con un halo refringente alrededor del cuerpo
bacteriano, sugiriendo la presencia de cédpsula. Se requiere de tener precauciones con la
técnica ya que estas bacterias se decoloran facilmente.

l.- Prueba de la optoquina

La optoquina es una sal de cobre (etilhidrocupreina) que solubiliza la pared celular de los
Nneumococos, y por esta razén se inhibe el desarrollo bacteriano, por lo tanto las cepas de
S. pneumoniae son sensibles a la optoquina.

Procedimiento:

A partir de un cultivo sospechoso de 24 horas de incubacion realizar una suspension
bacteriana en solucidn salina (0.85%), igualarla a una turbidez aproximada del tubo 0.5 del
nefeldmetro de Mac Farland.

Introducir un hisopo de algoddn estéril en la suspension bacteriana e impregnarlo con la
solucidn, drenar el exceso de liquido contra la pared interna del tubo.

Inocular con el hisopo una placa que contiene 25 ml de agar Mueller-Hinton con sangre de
carnero al 5%, y distribuir el inéculo homogéneamente por estria cerrada sobre todo la
superficie de la placa.

Colocar asépticamente un disco de optoquina que contiene una concentracion 0.04 Ul,
incubar a 37°C durante 24 horas en tension parcial de CO,,

Examinar la placay realizar la lectura del diametro de inhibicién alrededor del disco.
Interpretacién de la prueba

Halos > 14 mm de inhibicion Sensible a la optoquina
Halos <14 mm de inhibicidn Resistente a la optoquina

C.- Prueba de solubilidad en bilis ‘en tubo

28

Las cepas de S. penumoniae sufren una lisis rdpida cuando se activan las autolisinas después
de la exposicion asales biliares como el desoxicolato de sodio. Las colonias de S. pneumoniae
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se solubilizan en unos minutos mientras que otros estreptococos alfa hemoliticos no se
modifican.

Procedimiento:

A partir de un cultivo sospechoso de 24 horas de incubacidn se realiza una suspensién
bacteriana en tubo que contiene 3 ml de caldo infusidn cerebro corazén o solucion salina
estéril (0.85%), y se iguala a una turbidez del tubo 0.5 del nefelbmetro de Mac Farland.

Adicionar a dos tubos estériles 0.5 ml de la suspensidn anterior, marcar uno de los tubos
como pruebay el otro como control y adicionar lo siguiente:

Tubo Prueba: Adicionar 0.5 ml de una solucién de desoxicolato de sodio del
2 al 10%.

Tubo Control: Adicionar 0.5 ml de caldo infusion cerebro corazén o solucion
salina estéril (0.85%).
Mezclar e incubar a 37°C durante una hora.

Interpretacién de la prueba
Si el tubo marcado como prueba se observa transparente, se considera que la cepa es
soluble en bilis por lo tanto es Streptococus pneumoniae.

Si el tubo marcado como prueba se observa turbio, se considera que la cepa no es soluble
en bilis por lo tanto no se trata de Streptococcus pneumoniae

En ambos casos el tubo marcado como control deberd permanecer turbio dado que no
contiene la sal biliar.

Prueba de Solubilidad de bilis

VERSION: DICIEMBRE, 2006 29




Salud

A
Plan Nadional
de
Preparacion y Respuesta
ante una
Pandemia de Influenza

Crecimiento en: ASC

Crecimiento en: Ach

Tincién de Gram: Diplococos Gram positivos

Sensibilidad a la optoquina

y
Prueba de solubilidad en bilis
1
Sensibilidad Solubilidad Interpretacion
(mm) a la optoquina en bilis
FARED T o T 5. prenmoniae
14 >=Z1 = 8§ + 5. pneumoniae
14=£1 = § - Not & pnewmoniae
L1=0 - Mot & pretanoniae

IDENTIFICACION DE Haemophilus influenzae

30

El género Haemophilus comprende un grupo de microorganismos Gram negativos, con
morfologia de cocobacilos pleomaérficos, no esporulados, inmadviles, anaerdbios facultativos,
generalmente menores a 1 micra de ancho y de longitud variable. Requieren para su desarrollo
de hemina (factor X) y de dinucle6tido de adenina y nicotinamida (factor V), y desarrollan
a temperatura de 35-37°C; la dependencia de estos factores, se utiliza para diferenciar las
especies del género.

Haemohpilus influenzae es la especie que se reporta con mayor frecuencia, a partir de muestras
clinicas de humanos. Sin embargo hay otras especies de importancia médica (Tabla 1).

H. influenzae'y H. parainfluenzae se pueden clasificar en biotipos o biovariedades, sobre la
base de su comportamiento bioquimico: produccién de indol, ureasa y ornitina
descarboxilasa, estos biotipos estan denominados con los nimeros romanos del | al vii, se
han descrito 8 biotipos para H. influenzae y 7 biotipos para H. parainfluenzae.

H. influenzae se divide en 6 grupos antigénicamente diferentes con base en sus antigenos
capsulares, existen cepas capsuladas y no capsuladas, éstas se denominan no tipificables.
Entre las cepas capsuladas se conocen 6 serotipos seroldégicamente distintos, denominados
con las letras a, b, c, d, e y f.La virulencia de este microorganismo esta asociada a la
presencia de la,capsula.

CaPITULO IV IINEAMIENTOS PARA LA TOMA de muestras
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IDENTIFICACION DE ESPECIES DE Haemophilus.

Una vez demostrado que se trata de bacterias gram negativas sospechosas de tratarse de
Haemophilus, para confirmarlo y diferenciar las especies de importancia clinica, se utilizan
las siguientes pruebas:

1. Requerimientos de factores Xy V
2. Requerimiento de tension de CO,

Las cepas capsuladas de Haemophilus se pueden identificar rapidamente por tipificacidn
seroldgica. Las cepas no tipificables o que se auto aglutinan, pueden ser dificiles de distinguir.

Determinacién de requerimientos de factores X y V
1.- Crecimiento satélite a colonias de Staphylococcus aureus (satelitismo)
2.- Crecimiento satélite a discos o tiras impregnados con factores Xy V.

3.- Prueba de la produccién de porfirina.
1.- Satelitismo a colonias de Staphylococcus Aureus.

1. A partir de un cultivo puro de 24 horas de incubacién se realiza una suspension
ajustando al tubo 0.5 del nefelébmetro de Mac Farland.

Se inocula una placa de gelosa sangre y otra de agar soya tripticaseina con la
cepa sospechosa de H. influenzae y se extiende sobre las superficies en estrias
muy cerradas.

2. Con una asada muy concentrada de Staphylococcus aureus se siembra una
estria Unica a la mitad de cada placa (se recomienda que la cepa de S. aureus
sea hemolitica).

3. Se incuban a 35°C con tension de CO, durante toda lanoche y se busca el crecimiento
de colonias tipicas de H. influenzae en la cercania de las estrias de S. aureus.

2.- Satelitismo a disco o tiras de papel impregnado con factores X y V.

En el comercio hay tiras o discos de papel filtro impregnados con factores X o V. /Los
factores Xy V, ambos hidrosolubles, difunden facilmente en el agar del medio de cultivo.
Los discos o tiras de papel filtro con estos factores se colocan en lasuperficie de un medio
deficiente en dichos factores como son el agar nutritivo y el agar soya tripticaseina, los
cuales previamente fueron inoculados con el organismo en estudio. la dependencia de los
factores X y V de la bacteria se determina observando el patron de desarrollo de las
colonias alrededor de las tiras de papel.

Procedimiento:

1. A partir de un aislamiento puro de la cepa por identificar, preparar una suspension
bacteriana en solucidn salina 0.85%; ajustando al'tubo 0.5 del nefelémetro de

o
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McFarland, introducir un hisopo en esta suspension,e inocular con él por estria
cerrada sobre tres planos toda la superficie de una placa de agar soya
tripticaseina o Mueller Hinton.

2. Colocar los discos o tiras X, V'y XV (BBL, Difco o preparados en el laboratorio)
sobre la superficie del agar en el area de inoculacién, cuidando que haya una
distancia de 1 cm entre cada uno de los discos.

3. Incubar la placa a 35°C con tension parcial de CO, durante 19 a 24 horas.

4. Examinar la superficie del agar para comprobar la presencia de desarrollo
visible alrededor de una o ambas tiras.

3.- Prueba de la produccién de porfirinas

Esta prueba para diferenciar cepas de Haemophilus dependientes del factor X, se basa en
el principio de que dichas cepas carecen de la enzima porfobilinégeno sintetasa, que
transforma el &cido &-aminolevulinico en porfobilinbgeno. Una reaccion inicial en la sintesis
del grupo hemo. Por lo tanto, la deteccidn de porfobilinégeno o porfirinas indica que la
bacteria es capaz de efectuar la sintesis enddgena del grupo hemo y no requiere una fuente
exogena de factor X. El acido s-aminolevulinico es la molécula precursora a partir de la cual
se sintetizan el porfobilinbgeno, las porfirinas y el hemo. Los microorganismos que poseen
porfobilindgeno sintetasa pueden transformar el 4cido delta-aminolevulinico en
porfobilindgeno el cual se puede determinar en el medio con el reactivo de Kovac o Ehrlich
modificado o se puede demostrar la presencia de porfirinas por la fluorescencia que emiten
al ser excitadas por la luz ultravioleta.

Procedimiento:

Suspender una asada del microorganismo en estudio en 0.5 mL del substrato enzimético.
Incubarla mezcla a 35° C durante 4 horas (suspension concentrada) o 18 a 24 horas (suspension
diluida). Finalizado el periodo de incubacion, afiadir igual volumen de reactivo de Kovac y
agitar la mezcla enérgicamente.

Interpretacion:
La aparicion de un color rojo indica la presencia de porfobilinégeno y por lo tanto un
resultado positivo, es decir, el organismo no quiere factor X.

Pruebas de fermentacion de carbohidratos

32

En la diferenciacion de especies de Haemophilus, es muy importante determinar su capacidad
de fermentar distintos carbohidratos

Procedimiento:
1.- A partir de un cultivo puro de 24 horas de incubacion realizar una suspension
concentrada (aproximadamente al tubo No. 3 del nefelé6metro de Mac Farland)

A N
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2.-Inocular cada una de las bioquimicas con aproximadamente tres gotas de la
suspension anterior de tal manera que el inoculo sea homogéneo en cada
bioquimica (utilizar pipeta pasteur estéril para inocular la bioquimica).

3.- Incubar a 37°-C de 24 a 48 h.

4.- Interpretar como resultado positivo (fermentacidn) el cambio de color
del medio de rojo a amarillo.

IDENTIFICACION DE BIOTIPOS

Para la diferenciacidn de biovares se utilizan las siguientes pruebas bioquimicas:
1.- Produccioén de indol
2.- Produccion de la enzima ornitina descarboxilasa
3.- Produccidén de la enzima ureasa

1.- Produccién de indol

El indol es un bencil pirrol, producto de degradacién del triptéfano y las bacterias que
poseen la enzima triptofanasa son capaces de hidrolizar y desaminar el triptéfano con
produccion de indol, reacciona con el grupo aldehido del p-dimetilamionobenzaldehido,
contenido en los reactivos de Kovac y de Ehrlich. Se utiliza como substrato un medio rico en
triptofano.

Procedimento:
1. Inocular caldo soya tripticaseina enriquecido con 5% de Fildes con el organismo
en estudio e incubar a 37°C durante 18 a 24 horas.

2. Afadir 5 gotas del reactivo de Erhlich o de Kovac. Si es el reactivo de Erhlich
este paso debe ser precedido por la adicion un mililitro de cloroformo, lo cual
no es necesario con el uso del reactivo de Kovac. El desarrollo de un color rojo
en la capa de cloroformo indica la presencia de indol.

2.- Descarboxilacién de aminoacidos

Se explora si la bacteria descarboxila aminoacidos con formacién de aminas.

En el caso de H. influenzae, el caldo descarboxilasa previamente se debe suplementar con
5 % de enriquecimiento de Fildes.

Procedimiento:

1. Con una suspensioén del organismo en estudio que haya sido recuperada en un
medio de aislamiento primario, se inoculan dos tubos con caldo descarboxilasa
de Mueller, uno con el aminoacido por ensayar y el otro sin el aminoacido
(control).

2. Afiadir a ambos tubos 0.5 ml de aceite mineral estéril eiincubar a 35°C por 18 a
24 horas.

3. El desarrollo de un color amarillo en el tubo contrel indica que el organismo es
viable y que el pH del medio ha disminuido por el uso de glucosa. El color azul

o
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purpura del tubo que contiene aminoacido indica una reaccion positiva debida
alaliberacion de aminas por accion de la descarboxilasa.

3.- Hidrélisis de la urea
El caldo urea de Stuart y el agar urea de Christensen, son los dos medios mas cominmente
utilizados en los laboratorios clinicos para la determinacién de la actividad de la ureasa.

Procedimientos:
1. Puede utilizarse cualquiera de estos dos medios, pero en ambos casos al medio
base se le debe afadir enriquecimiento de Fildes al 5% para Haemophilus.

2. Si va a utilizar caldo de Stuart, este se inocula con una asa cargada con el
organismo previamente aislado en cultivo puro.

3. Si va a utilizar el medio de Christensen, la superficie del agar se siembra por
estria con el organismo en estudio.

4. En ambos casos el medio inoculado se incuba a 35°C durantel8 a 24 horas.

5. Los organismos que hidrolizan urea radpidamente pueden producir reacciones
positivas en 1 6 2 horas, las especies menos activas pueden requerir 3 6 mas
dias. Para las especies que requieren una fuente de peptona para crecer
solamente se observara su crecimiento en el medio s6lido de Christensen.

6. La reaccion positiva en el caldo de Stuart da un color rosa en todo el medio, lo
cual indica alcalinizacidn e hidrdlisis de urea.

7.Lareaccion positiva en el agar de Christensen también da un color rosa que se
inicia en la zona cercana a donde hay crecimiento bacteriano y poco a poco
se extiende la alcalinizacion a todo el medio.

CaPITULO IV 1INEAMIENTOS PARA LA TOMA de muestras
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IDENTIFICACION DE H. INFLUENZAE

Crecimiento en ACH
No crecimeino ASC
Tincidén de Gram:Cocobacilos pleomoérficos gram negativos

Serotipo

+ H. influenzae -—
| de serotipo especifico

Requerimiento de factores Xy V
Requiere de ambos factores para No requiere de algln factor para crecer.

crecer.

H. influenzae No es H. influenzae

Identificacidon de Neisseria meningitidis

Neisseria meningitidis, forma colonias translicidas, brillantes de apariencia himeda y algunas
son mucoides sin pigmentacion. En el frotis se observan al microscopio diplococos gram

negativos.

Identificacién bioquimica
Las pruebas bioquimicas se realizan en base CTA (Cistina Triptosa Agar),

Procedimiento:
1.- A partir de un cultivo puro de 18 a 24 horas de incubacion se realiza una
suspensiéon bacteriana densa en solucién salina (0.85%) (tubo No. 4 del
nefeldbmetro de MacFarland )

2.-Inocular por goteo 4 gotas de la suspension bacteriana a cada tobo de CTA
con el carbohidrato correspondiente.

3.- Agitar suavemente el tubo para que toda la superficie de la bioquimica de
impegne del indculo.

4.- Incubar a 37°C de 24 a 48 horas (Sin CO,)

o
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El meningococo es oxidasa y catalasa positivo, se distingue de otras neisserias por fermentar
la glucosa y la maltosa. Si las colonias sospechosas fermentan un solo carbohidrato o alguno
de estos dos, esto no indica que sea meningococo ya que hay otras especies que también
fermentan la glucosa y la maltosa, como Neisseria polysaccharea, por tanto hay que utilizar
pruebas adicionales como la identificacion de polisacaridos al 1% (agar polisacaridos),
prueba de DNasa y reduccidn de nitratos, ademas de la confirmaciéon de la especie se
debe realizar la identificacion de serogrupo.

SINTESIS DE POLISACARIDOS

36

Deteccion de sistésisi de polisacaridos (de tipo amilopectina) a partir de sacarosa.

Procedimiento de la prueba:
1.- Sembrar la cepa a probar en forma de botdn en una placa con agar sacarosa o
polisacaridos
2.- Incubar por 48 hrs en laincubadora a 37°C . (Sin CO,)

Lectura de la prueba:

Revelar la reaccion por la adicidn de lugol diluido a 1:2 directamente sobre el agar inoculado,
a los pocos minutos, una reaccion positiva se visualiza por una coloracion café rojiza en el
crecimiento bacteriano. En una reaccién negativa el crecimiento bacteriano no cambia de
color.

Usar como control positivo : N. polysacchareae o N. sicca
Usar como control negativo: N. meningitidis

Determinacion de DNASA
Determinacion de la habilidad de despolimerizacion del medio por la acciéon de la
desoxirribonucluasa.

Procedimiento:
1.- Sembrar la cepa a probar en forma de botén en placa con Agar DNA
2.~ Incubar por 48 horas en la incubadora a 37°C .. (Sin CO,)

Lectura de la prueba:

Revelar la reaccion por la adicion de Azul de toluidina, después de algunos minutos, una
reaccion positiva se visualiza por la observacién de un halo de color rosa alrededor del
crecimiento bacteriano. En una reaccidn negativa no se observa halo.

Usar coma control positivo : Moraxella catarrhalis
Usar como control negativo: N. meningitidis

Reduccion de nitratos
Determinaciéon de la Enzima Nitrato reductasa
1.- A partir de un cultivo puro de 18 a 24 horas de incubacidn en agar chocolate
0 gelosa sangre, se realiza una suspension bacteriana densa en solucidn salina
(0.85%) (tubo No. 4 del nefelémetro de MacFarland )
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2.-Inocular por goteo 4 gotas de la suspension bacteriana en el medio movilidad
nitratos.

3.- Conunaasarecta estéril picar hasta el fondo el medio de cultivo.
4.-Incubar a 37°C de 24 a 48 horas. (Sin CO,)

Lectura de la prueba:
Adicionar 4 gotas de reactivo Ay 4 gotas de reactivo B ;

Prueba positiva: El desarrollo de una coloracion rosa a rojo intenso; indica la
reduccioén de nitratos a nitritos.

Prueba negativa: El desarrollo de una coloracion rosa transparente; indica la ausencia
de reduccion de nitratos a nitritos.

Usar como control positivo : Moraxella catarrhalis
Usar como control negativo: N. meningitidis

CARACTERIZACION FENOTIPICA

Determinacién de serogrupo
Esta se basa en la identificacidn de los antigenos capsulares de N. meningitidis, empleando
antisuero especificos de grupo.

1.- A partir de un cultivo puro de 24 horas de incubacion se realiza una suspension
bacteriana ajustada al tubo 3 del nefelébmetro de MacFarland.

2.- En una placa de aglutinacién se depositan una gota de cada uno de los antisueros
especificos sensibilizados con reactivo de coaglutinacion y se les adiciona 25

microlitros de la suspensién bacteriana.

3.-Mezclar con un aplicador y homogenizar con movimientos rotatorios, por tres
minutos, en ese tiempo se observa en donde se presenta la aglutinacion.

4.- Paravalidar la prueba se montan al mismo tiempo controles positivos y negativos.

5.- La aglutinacién en més de dos grupos se considera inespecificay por lo tanto
no es confiable. (3)

6.- El resultado: solo puede ser una opcidn, positivo o negativo. (3,4)
Procedimiento:
1. Emplear portaobjetos de cristal previamente desengrasados y libres'de fibras y

con un marcador indeleble para dividirlos en partes iguales o emplear una placa
de aglutinacién previamente dividida.

o
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2. Colocar en cada uno de los pozos de una placa de aglutinacion tres gotas (de 30 pl
cada una) de cada reactivo de coaglutinacion de forma vertical cubriendo la linea
de (T+) testigo positivo y la del (T-) testigo negativo del R1 al R8 . figura 1

3. Colocar 1 gota (25il) del testigo positivo, debajo de cada una de las gotas de los
reactivos previamente colocadas en cada uno de los pozos.

4. Colocar 1 gota (25il) del testigo negativo, debajo de las gotas de los reactivos
previamente colocadas en cada uno de los pozos.

5. Enlalinea vertical identificada como «M»de muestras depositar en la parte inferior
de cada gota de los reactivos previamente colocados una gota de (25ul) de la
suspension bacteriana ajustada al tubo No. 3 del Nefelbmetro de MacFarland para la
tipificacion de colonias en cada uno de los pozos para cada reactivo.

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8
Control Poli Poli2 anti-NmA anti-NmB anti-NmC anti-Nmw135

"TOOOOOO®®
QOO OO®O@®

WDOEOOO®O®

6. Mezcle las dos gotas colocadas en cada pozo, utilizando un palillo mezclador,
cambie el palillo mezclador para cada reactivo.

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8
Control Poli Poli2 anti-NmA anti-NmB anti-NmC anti-NmW135

ROLOIORO2020XO020,
2OI0JOO0X0X02020

SO0 02000200
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7. Realice ligeros movimientos rotatorios a la placa de aglutinacién y observe la aparicion
de aglutinacion dentro de los 3 primeros minutos a partir de haber mezclado los
reactivos con los testigos positivos y negativos y con la muestra problema. Leer con
la ayuda de una lampara.

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8
Control Poli Poli2 anti-NmA anti-NmB anti-NmC anti-Nmw135

o
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8. Deseche los palillos, la placa de aglutinacidn o porta objetos en un recipiente con
solucién de hipoclorito de sodio o esterilice este material antes de eliminarlo.

9. En caso de que el testigo positivo no aglutine con cada uno de los reactivos, y que
el testigo y el control negativo si aglutinen, se debera desechar el equipo.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Reaccién positiva

Una reaccion positiva se detecta por la formacidn de grumos visibles a simple vista y
depende en mayor o menor medida de la concentracion de antigeno en la muestra.

El tiempo de aparicidon de los grumos depende de la concentracidn de antigeno.

Las discrepancias entre una prueba positiva de coaglutinacién y un cultivo negativo pueden
ser explicadas generalmente por el inicio del tratamiento antimicrobiano antes de que las
muestras sean colectadas.

La aglutinacion en mas de uno de los reactivos indica, en la mayoria de Igs casos, una reaccion
inespecifica. En este caso la prueba no es interpretable y deberéa verificarse que la muestra
haya sido tratada adecuadamente

Reaccién negativa
En el caso de una reaccion negativa, la suspension no se aglutinara y mantendra suapariencia
homogénea (discretamente lechosa).

Resultados no interpretables

Unareaccién es no interpretable si, pese al tratamiento./de la muestra, esta aglutina con los
controles negativos (R1) y/o con méas de un reactivo.En este caso es acaonsejable repetir la
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prueba con otra muestra para confirmar el resultado. En casos excepcionales, una infeccion
puede deberse a dos diferentes especies de bacterias.

Serotipificacion
Actualmente se emplean una gran variedad de técnicas con anticuerpos monoclonales para
la identificacion de serotipos y subtipos de Neisseria meningitidis, tales como
seroaglutinacion, dot-blotting, radioinmunoensayo, ELISA y aglutinacidn con latex.

Hasta el momento estan descritos 18 serotipos y 18 subtipos. La estandarizacidn de un
esquema se serotipificacion de los antigenos de superficie de meningococo fue reallizada
a semejanza del esquema de tipificacidn de E. coliy Salmonella. Por consiguiente , una cepa
de Neisseria meningitidis identificada como B:4:P1.15, significa que ella pertenece al serogrupo
B, serotipo 4, subtipo P1.15.

Las nomenclaturas designadas como NT y nt significan respectivamente que las proteinas
de membrana externa del serotipo y subtipo no pudieron ser caracterizadas por el panel
de anticuerpos monoclonales disponibles. Por ejemplo:

B:NT:P1.15; B:4:nt B:NT:nt

Identificacion de M. meningitidis

Crecimiento en ACH
Crecimiento en ASC
Tincion de Gram:Diplococos Gram

negativos
1
Oxidasa
| 1
H T
Identificacion de serogrupo No N. meningitidis

+. N. meningitidis de l
L serogrupo especifico |

Utilizacion de carbohidratos

Otro
|

No N. meningitidis

N, meningitidis
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TRANSPORTE Y ENVIO DE CEPAS DE Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae y Neisseria meningitidis

Para enviar una cepa de S. pneumoniae, H. influenzae y N. meningitidis a un laboratorio de
referencia se debe emplear el medio de transporte de AMIES modificado con carbén
activado.

Procedimiento:
Realizar una siembra masiva de la cepa en el medio de cultivo de acuerdo al tipo de cepa
como sigue:

Si es Streptococcus pneumoniae en gelosa sangre
Si es Haemophilus influenzae en gelosa chocolate
Si es Neisseria meningitidis en gelosa sangre o gelosa chocolate

*Incubar de 18 a 24 horas a 35-37°C en tension parcial de CO,

*Cosechar el desarrollo con asa estéril o con hisopo de dacrén o rayén e
introducir el hisopo en un tubo que contiene el medio de transporte de AMIES,
cerrar el tubo, sellar con parafilm y rotular el tubo con la clave de
microorganismo, anexar la informacion solicitada (formato tUnico de envio de
muestras al INDRE).

*Enviar inmediatamente por un medio confiable de mensajeria
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 ambiente durante cinco dias como méaximo.
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ORGANIZACION DE LA RNLSP PARA EL DIAGNOSTICO DE
NEUMONIAS BACTERIANAS SECUNDARIAS PREVIO A
UNA INFECCION POR INFLUENZA

Influenza y sus complicaciones

Introduccion

Aunque en la gran mayoria de los casos influenza es una infeccidn respiratoria alta, aguda y
auto-limitada, pueden ocurrir complicaciones. En las epidemias y pandemias, la tasa de ataque
total es relativamente alta y ocurre durante unas pocas semanas en cualquier ubicacion.
Consecuentemente, incluso una baja frecuencia de complicaciones resulta en un aumento
mensurable de las tasas de hospitalizaciones y, a menudo, de mortalidad. Una complicacion
importante es el compromiso del tracto respiratorio inferior. Este puede ocurrir por
infecciones bacterianas secundarias, mixtas virales-bacterianas o virales. Las complicaciones
también pueden ocurrir por exacerbaciones de enfermedades crdnicas pre-existentes,
particularmente enfermedad cardio-pulmonar. También se han observado complicaciones
cardiacas en adultos jovenes sanos. Los nifios pequefios y las mujeres embarazadas presentan
un riesgo aumentado de ser hospitalizados por influenza, asi como otras personas de cualquier
edad cuya habilidad para resolver una situacidn de cronicidad estd comprometida por la
infeccion con influenza. Generalmente, las consecuencias més serias se ven aumentadas con
la edad, particularmente por encima de los 65 afios.

El andlisis de los registros hospitalarios y las estadisticas de mortalidad durante muchos afios
provee evidencia del rol de influenza como causa primaria de complicaciones serias en
personas previamente sanas y aquéllas con condiciones de base previas. (Collins,
1953;Glezen,1987). Ademas, estudios detallados de colecciones de casos individuales
identifican sintomas raros o secuelas que se creen asociados con infecciones por influenza.
Se proveenmas abajo, descripciones breves de los mas importantes o desafiantes.

Complicaciones pulmonares

Con las infecciones por influenza se reconocen el crup, la exacerbacion de la enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (bronquitis crénica, asma y fibrosis quistica) y la neumonia.
Esta Gltima es la que presenta mayor amenaza de muerte (Kaye,1961; Martin,1959; Stuart-
Harris, 1966); se han descripto tres tipos de complicacidn por neumonia:

Neumonia bacteriana (la mas comin)

Esta puede ocurrir en personas previamente sanas luego que el virus influenza ha dafiado el
epitelio en la via aérea, asi como en aquéllas con una enfermedad de base que las hace mas
susceptibles a las infecciones bacterianas. La infeccidn bacteriana secundaria debe ser
fuertemente considerada en pacientes que tengan fiebre severa o reaparicion de fiebre u
otros sintomas de infeccion bacteriana en el tracto respiratorio después que su enfermedad
influenza inicial ha mejorado.

Neumonia combinada viral y bacteriana (menos comun)
Los estudios actuales de patogénesis se plantean cuanto de «bacteriano» existe en la neumonia
combinada viral y bacteriana. Esta puede ser mas comun que la neumonia debida a un tnico
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agente (Scheiblauer,1992), particularmente en pacientes con enfermedades cronicas
cardiovasculares y pulmonares.

Neumonia viral pura (rara)
La neumonia viral primaria por influenza es la menos comin de las complicaciones
pulmonares (Burk,1971).

La neumonia secundaria a influenza conduce a dolor pleural, a veces con evidencias de
consolidacioén y efusiones pleurales (Burk,1971). Sin embargo, los signos y sintomas clinicos
pueden ser muy atipicos en los ancianos. Si no se resuelve, puede resultar en muerte por
asfixia, sepsis y sindrome de shock toxico (Martin,1959; Sperber,1987) o arritmias cardiacas
(Martin,1959). Una progresion rapida durante los primeros dias, luego del comienzo con
alta fiebre y tos, hacia disnea severa y cianosis son consistentes con un diagnéstico de
neumonia severa por virus influenza. El examen fisico y la radiografia de térax a menudo
revelan cambios bilaterales a veces con signos de consolidacion. La tinciéon de Gram del
esputo puede no mostrar evidencias de patdgenos bacterianos y pocos leucocitos
polimorfonucleares mientras que los estudios de gases sanguineos muestran hipoxia. Pueden
ocurrir una falta de respuesta a la terapia para el edema cardiopulmonar (Kaye,1961) y fallo
cardiaco congestivo en personas con enfermedad de base del corazon. (Schwarzmann,1971).
En cualquier paciente con neumonia, la terapia antibidtica es normalmente indicada sin esperar
la confirmacidn de laboratorio de la causa bacteriana (Martin,1959; Jones,1991).

Los patrones actuales de sensibilidad/resistencia deben ser considerados para las decisiones
sobre los antibidticos especificos. Los patdgenos bacterianos mas comunes son
Streptococcus pneumoniae, Staphilococcus aureus y Haemophilus influenzae
(LaForce,1994;Scheiblauer,1992). La falla en obtener una respuesta terapéutica satisfactoria
puede deberse a la resistencia a los antibidticos, a falla circulatoria o a los efectos toxicos
abrumadores de la infeccién en pacientes con enfermedad crénica del pulmdn o del corazén
previas (Stuart-Harris,1966). Debe disponerse de cuidados de sostén para tratar la
insuficiencia respiratoria aguda. El tratamiento del componente viral de la neumonia no es
una practica establecida. En algunos lugares puede ser considerada la terapia con un aerosol
de pequenas particulas de ribavirina.

Complicaciones no pulmonares

44

Complicaciones cardiacas

La complicacion cardiaca mas comun es la fibrilacidon auricular, particularmente en ancianos.
Puede indicar la presencia de enfermedad isquémica del corazon (Stuart-Harris, 1966). Se notan
cambios en el ECG durante la influenza aguda en pacientes que tienen enfermedad cardiaca,
pero éstos han sido adjudicados a la exacerbacion de la enfermedad cardiaca de base mas que
al compromiso directo del miocardio con el virus influenza (Dolin,1991). Puede también ocurrir
una falla del corazén izquierdo o derecho (Stuart-Harris, 1966). La miocarditis y la pericarditis,
aunque dificilmente probadas por métodos de laboratorio como originadas por el virus influenza,
Se cree que pueden ocurrir en casos raros y pueden ser fatales (Martin,1959).

Riositis y rabdomiolisis
El compromiso muscular ha sido informado mas cominmente luego de la infeccién por
influenza B en nifies. Los dolores en las piernas y la flaccidez en los musculos durande 1a 5
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dias (Middleton,1970). Los niveles séricos de CPK estan elevados y la mioglobinuria aguda
puede resultar en falla renal aguda debida a la necrosis tubular. Puede ser necesario
establecer un tratamiento especifico (Leebeek,1995; Simon,1970).

Complicaciones del sistema nervioso central
La mielitis transversa y la encefalitis ocurren raramente. La mania y la esquizofrenia estuvieron
asociadas con la pandemia de 1918.

Sindrome de Reye

Esta es una complicacidn rara hepatica y del sistema nervioso central que se ha visto luego
de infecciones virales, en particular influenza B, casi exclusivamente en nifios, y unida al uso
de salicilatos. Los sintomas son cambios en el estado mental, ndusea y vomitos debidos al
edema cerebral. El tratamiento incluye medidas de mantenimiento general, intubacion y
reduccion de la presion intracraneal (Dolin,1991; LaForce,1994).

Las infecciones respiratorias agudas bacterianas (IRAB) constituyen un problema de Salud
Publica en México y aunque las medidas tomadas para su control han sido satisfactorias, en
algunos casos por el uso de vacunas, en otros su prevalecia se haincrementado en forma
significativa, asi en el afio de 1995 se reportaron 7.099,247 casos de este tipo de
enfermedades en las que se incluyen las de origen viral y bacteriano (5), en el 2004 cinco
afios después, la cifra de casos se incrementa a 25.813,744 (10).

Entre las IRAB que con mayor frecuencia se presentan en el pais, son las provocadas por
Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Bordetella pertussis, Neisseria
meningitidis y Corynebacterium diphtheriae.(4,5,10)

Las IRAB presentan una amplia gama de cuadros clinicos que van desde una fiebre moderada
hasta un ataque al estado general grave y en ocasiones mortal, con frecuencia los sintomas
y signos son clinicamente indistinguibles, en cuanto silos patédgenos que los producen son
virus o bacterias, entre estos cuadros estéan las rinofaringitis, amigdalitis, sinusitis, bronquitis,
bronconeumonias, neumonias y meningitis. (6,7,8)

Por su importancia epidemioldgica algunas de las IRAB, son de notificacién inmediata como
son los casos de tos ferina, sindrome coqueluchoide, meningitis meningocdcica, las
infecciones invasivas por Haemophilus influenzae y difteria. (1,2,3,9)

Las IRAB se presentan con mayor frecuencia en las poblaciones mas vulnerables de nivel
socioecondmico bajo y en especial en los nifios menores de 5 afios y en individuos /de la
tercera edad, por ello no se debe permitir que las tasas de morbilidad crezcan, ya que por
probabilidades también las tasas de mortalidad tienden a incrementarse. (9)

En funcidn de la situacidn actual de las IRAB y tomando en cuenta que el 25% de la poblacion
presentd durante el afio 2000 alguna infeccidn respiratoria, se hace necesario/ ampliar los
programas ya existentes de vigilancia epidemioldgica, de estos padecimientos, apoyandolos
con estudios de laboratorio oportunos y confiables, evitandose asi las posibles confusiones
en la definicién de caso sospechoso y confirmado; que para fines epidemiolégicos es
fundamental. Por lo anterior seria de gran interés médico-epidemioldgico disponer de un
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laboratorio para el diagnostico de las IRAB, integrado a los laboratorios que forman laRed
Nacional de Laboratorios de Salud Publica (RNLSP) y que no cuenten ya con el mencionado
departamento que permitiria confirmar el diagndstico y administrar el tratamiento adecuado
para cada caso, evitando de esta manera que la enfermedad se extienda a los contactos,
convivientesy ala poblacién en general. En base alos estudios de laboratorio de enfermedades
respiratorias, el SINAVE, podria redisefiar los programas, lineamientos y procedimientos a
nivel nacional para disminuir la prevalencia de las IRAB, que por lo que se sefiala en las estadisticas
respectivas son un asunto prioritario para el SNS. (4,9)

Objetivo

- Descentralizar el recurso diagnéstico de las neumonias y meningitis bacterianas que afectan
ala poblacion, organizando unared de laboratorios estatales y locales de Salud Publica
capaz de brindar cobertura nacional en el diagndstico de las neumonias y meningitis
bacterianas, en coordinacion con el Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemioldgicos
(INDRE).

Estrategias
* Aprovechar las instalaciones ya existentes en los Laboratorios Estatales de Salud
Publica (LESP) para instalar un laboratorio en el que se pueda llevar a cabo el
diagnostico de las neumonias y meningitis bacterianas.

» Establecer funciones de acuerdo con el nivel técnico de los LESP para el estudio
de las neumonias y meningitis bacterianas.

* Uniformar los procedimientos y técnicas de estudio de las neumonias y meningitis
bacterianas en los laboratorios, a nivel nacional, estatal y local.

* Capacitar al personal (quimicos y técnicos) de los LESP en el diagndstico de las
neumonias y meningitis bacterianas.

* Proporcionar reactivos especiales, como medios de transporte y frascos de hemocultivo
preparados por el InDRE, alos LESP para el estudio de las neumonias y meningitis
bacterianas y dar asesoria para la preparacion de los mismos.

* Elaborar mapas epidemiolégicos de los casos de neumonias y meningitis bacterianas
gue se presenten con el objeto de conocer las zonas de riesgo en las entidades
federativas.

Establecer y mantener un control de calidad en los diagndsticos de las neumonias
y meningitis bacterianas realizados en los LESP con la supervisién del INDRE.

* Diseflar mecanismos de colaboracién entre la RNLSP y otras instituciones del Sector
Salud (IMSS, ISSSTE, Sanidad Militar y Naval) y los laboratorios de instituciones médicas
privadas en cada estado en la deteccidn de casos de neumonias y meningitis
bacterianas sujetas a vigilancia epidemioldgica.

Coordinar las actividades de vigilancia epidemioldgica e investigacion de las neumonias
y meningitis bacterianas, entre los hospitales centinela pertenecientes alaRHOVEY la
RNLSP a nivel nacional.
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* Establecer mecanismos de colaboracion con organizaciones de salud internacionales
gue permitan el fortalecimiento y desarrollo de la RNLSP.

* Coordinar por los canales correspondientes el flujo de informacién de la RNLSP y
notificar al rgano normativo de vigilancia epidemioldgica correspondiente los
casos confirmados de neumonias y meningitis bacterianas.

Metas
* Promover la instalacién y funcionamiento de un laboratorio para el estudio de las
neumonias y meningitis bacterianas en cada uno de los 32 LESP.

* Adiestrar ados o mas quimicos o técnicos laboratoristas de cada uno de los LESP
en el manejo de procedimientosy técnicas para el diagndstico de las neumonias y
meningitis bacterianas en el INDRE.

* Promover en los LESP, el uso de técnicas estandarizadas y evaluadas a nivel nacional
e internacional para el estudio de neumonias y meningitis bacterianas.

* Participar en el disefio, programacion, seguimiento y evaluacion de los programas de
vigilancia epidemioldgica de las neumonias y meningitis bacterianas.

* Mantener e incrementar la comunicacion y colaboracién entre el LESP y otros
laboratorios de los sectores publico y privado de la entidad en la prevencién y
control de las neumonias y meningitis bacterianas.

* Realizar trabajos conjuntos de vigilancia epidemioldgica e investigacion de las neumonias
y meningitis bacterianas entre los LESP y los Hospitales centinela pertenecientes a la
RHOVE.

* Elaborar y poner en uso formatos Unicos para el envio de muestras a los laboratorios
y la entrega de resultados.

El laboratorio €n la vigilancia epidemiolégica de
neumonias 'y meningitis bacterianas

Organizacion Técnica Administrativa de la RNLSP

Nivel Nacional
El InDRE, para el estudio de las IRAB, es la instituciéon de referencia a nivel nacional y
desempefia las siguientes funciones;
* Llevar a cabo actividades de diagndéstico y analisis diversos en muestras:de seres
humanos en apoyo a la vigilancia epidemioldgica.

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

* Anivel nacional realizar estudios de referencia y control de calidad de los LESP.
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Participar en el disefio de programas de vigilancia epidemioldgica y diagndstico de las
IRAB a nivel nacional.

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

Establecer la utilizacidn de las pruebas estandarizadas y validadas por el INDRE, en
apoyo a la vigilancia epidemioldgica de las neumonias y meningitis bacterianas.

Capacitar al personal de los LESP (Quimicos y técnicos) en las técnicas y procedimientos
para el diagndstico de las neumonias y meningitis bacterianas 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 patrones de referencia
para el aislamiento de los agentes etioldgicos de este tipo de enfermedades.

Proporcionar alos LESP cepas de referencia de los microorganismos causantes de las
neumonias y meningitis bacterianas.

Elaborar y mantener actualizados los manuales de procedimientos y técnicas de
laboratorio para el diagndstico de las neumonias y meningitis bacterianas.

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 los casos confirmados de los padecimientos
ya sefialados que se presenten.

Nivel Estatal
Constituido por los LESP y son sus funciones:

Participar en actividades de vigilancia epidemioldgica mediante la realizacion de pruebas
minimas y generales en el diagndstico de las neumonias y meningitis bacterianas.

Centro de referencia de la Red Estatal de Laboratorios Locales de Salud Publica.

Coordinar, asesorar y supervisar las actividades de la red estatal de laboratorios de
diagndstico de las neumonias y meningitis bacterianas.

Participar en el disefio de programas de vigilancia epidemioldgicas y de diagndstico
por el laboratorio de la neumonias y meningitis bacterianas a nivel estatal.

Realizar investigaciones seroepidemildgicas y bacterioldgicas sobre la prevalencia de
las neumonias y meningitis bacterianas a nivel estatal.
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* Colaborar en el seguimiento y control de casos y contactos de pacientes con neumonias
y meningitis bacterianas que son sujetas a vigilancia epidemioldgica.

* Promover la utilizacién adecuada de las pruebas diagndsticas ya estandarizadas, asi
como la interpretacion de los resultados obtenidos en apoyo a las actividades de
vigilancia epidemioldgicas de las neumonias y meningitis bacterianas y la aplicacion
de medidas de prevencion y control correspondientes al ambito estatal.

* Disefiar programas de capacitacion al personal de la red de laboratorios locales para
la manipulacidn de muestras, asi como en el aislamiento y caracterizacion de los agentes
etioldgicos de las neumonias y meningitis bacterianas.

* Promover y apoyar programas de control de calidad para el mejoramiento integral de
los laboratorios locales.

* Participar en la elaboracién y actualizacién de los manuales de procedimientos referente
al diagnéstico y temas especializados (bioseguridad, manejo de residuos peligrosos
bioldgico-infecciosos, etc).

* Notificar al 6rgano normativo correspondiente los casos confirmados de infecciones
respiratorias provocadas por los microorganismos antes mencionados.

* Coordinar el flujo de informacién de la red estatal al nivel nacional.
Nivel Local
Los laboratorios locales estan ubicados en centros de salud, en hospitales y en cabeceras
jurisdiccionales. En cada estado puede haber tantos laboratorios locales como sean
necesarios para resolver las necesidades de diagndstico en apoyo a la vigilancia
epidemioldgicay a las actividades de salud publica del estado.

Los laboratorios locales tienen las siguientes funciones:

* Realizar las pruebas minimas para el diagnéstico en muestras humanas que requieren
Unicamente equipo basico de laboratorio.

» Referir muestras al LESP de su entidad para el control de calidad y para la realizacion
de pruebas generales y especializadas o de referencia que no realicen.

* Llevar a cabo la toma de muestras de los contactos de un caso confirmado de neumonias
y meningitis bacterianas, si la situaciéon epidemioldgica lo amerita.

* Notificar al 6rgano normativo jurisdiccional correspondiente los casos confirmados
de las neumonias y meningitis bacterianas.

* Mantener el flujo de informacidn a los niveles estatal y nacional (LESPy INDRE).
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Procedimientos de mangjo y analisis de muestras en la RNLSP

El envio de cada muestra, junto con el formato correspondiente, debe ser directamente
del responsable de la toma al laboratorio que la va a procesar, debe mandar copia
del formato al responsable de la unidad de vigilancia epidemiolégica y debe notificar
al nivel inmediato superior de acuerdo alos procedimientos especificados en la Norma
Oficial Mexicana NOM-017-SSA2-1994, para la vigilancia epidemioldgica.

La toma, el manejo, el envio de muestras y los procedimientos de laboratorio para el
estudio de los casos de padecimientos sujetos a vigilancia epidemioldgica deben
cumplir los requisitos minimos de definicién operacional de cada padecimiento y las
condiciones de calidad (temperatura, esterilidad, cantidad, etc) descritas en el manual
de procedimientos respectivo.

La clasificacion de las pruebas que se realizan en apoyo a la vigilancia epidemiol&gica
las define el INDRE segun su nivel de complejidad en pruebas minimas, generales y
especializadas o de referencia.

Las muestras que no cumplan con los requisitos anteriores técnicos y administrativos
correspondientes no se procesaran y se dard aviso a las instancias correspondientes,
para que anexen los requisitos faltantes o envien nuevamente la muestra adecuada, en
las condiciones solicitadas.

Los LESP y laboratorios locales que no tengan capacidad técnica para el aislamiento
y caracterizacion de los microorganismos causantes de las neumonias y meningitis
bacterianas, pueden solicitar el apoyo total o parcial en cualquiera de las fases de un
estudio al InDRE, especialmente en lo que se refiere a la serotipificacion de un
microorganismo involucrado en el proceso infeccioso de las neumonias y meningitis
bacterianas.

Procesos de informacion de resultados

El correcto y oportuno intercambio de informacion, es la base de lainteraccidén interna
de laRNLSP y a la 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 jurisdiccién correspondiente. Este mismo
procedimiento es aplicable a los resultados de los estudios que realiza cada LESP o
laboratorio local.

Los resultados ‘producidos a nivel nacional o estatal deben ser enviados por este 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 Direccidn General de
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Epidemiologia y a la maxima autoridad de salud en cada entidad federativa con la
frecuencia establecida para cada padecimiento de los ya mencionados.

* Silas circunstancias lo ameritan, el informe de los resultados de los estudios realizados
para el diagndstico de las neumonias y meningitis bacterianas en cualquiera de los tres
niveles de laboratorios deben ser enviados en forma inmediata y directa al responsable
de la solicitud del examen, con el objeto de administrar el tratamiento oportuno y
adecuado, llevando a cabo el seguimiento de los contactos y convivientes para evitar
la posible aparicion de brotes.

Criterios de calidad para realizar €l diagnésticos de las
Neumonias y Meningitis bacterianas

* Todos los laboratorios que conforman la RNLSP deben contar con un sistema y un
programa de aseguramiento de calidad en lo que respecta a los procedimientos
técnicos, a las instalaciones, equipos y a la bioseguridad en el laboratorio.

* Esresponsabilidad de los laboratorios manejar y eliminar adecuadamente los residuos
peligrosos biolégico-infecciosos acorde con las normas vigentes.

* Se considera necesario que los laboratorios cuenten con un programa anual de
mantenimiento, calibracion y verificacion de equipos e instrumentos, asi como el
establecimiento de sistema de evacuacion de los locales en caso de siniestros.

* Los laboratorios deben mantener actualizada la informacion relativa a la formacién y
experiencia de su personal técnico por lo que respecta a las infecciones respiratorias,
de donde es conveniente asistir a los cursos tedrico-practicos que se imparten en el
INDRE sobre el tema, esto ayudaria a mantener un alto nivel de preparacion de quimicos
y laboratoristas para llevar a cabo diagndsticos confiables y oportunos.

Organizacion de laboratorios para €l diagnoéstico de las IRAB en los LESP

Para llevar a cabo el aislamiento, identificacion y serotipificacion de los microorganismos
causantes de las neumonias y meningitis bacterianas, aislados de diferentes muestras clinicas,
se requiere de un area preferentemente exclusiva para los fines sefialados, equipo, material
y reactivos para realizar trabajos de bacteriologia, asi como de personal de laboratorio
capacitado en el estudio de estas enfermedades.

Como punto de partida uno o dos quimicos de cada uno de los LESP, debe asistir a los
cursos tedrico-practicos, que imparte el INDRE .

En estos cursos se abordaré el estudio de la biologia, patologia, epidemiologiay diagnostico

de: Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae; Neisseria meningitidis, Moraxella
catarrhalis y Stphylococcus aureus.
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Por otra parte se proporcionara a los asistentes: medios de transporte, frascos para
hemocultivo, cepas control y bibliografia de los microorganismos antes mencionados, que
serian de utilidad para el inicio en la busqueda de estos microorganismos.

Cada curso tendra una duracion de 5 dias habiles con 8 horas de actividades.
El programa del evento se entregara al inicio del mismo.

De lo anterior se considera que si se organiza a nivel nacional la Red de Laboratorios para el
Diagndstico de las IRAB, seria de gran utilidad en el control epidemioldgico de estas
enfermedades, que afectan considerablemente al pais.
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