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OBJETIVOS DE LA GUIA

Describir los lineamientos y el proceso de vigilancia por laboratorio de Bordetella pertussis como
agente etiologico de tosferina, pertussis o coqueluche.

Establecer los procesos de obtencion, conservacion y transporte de las muestras para la deteccion
de Bordetella pertussis.

Describir los fundamentos técnico-cientificos de los métodos de ensayos empleados para el
diagndstico por laboratorio de tosferina.

Describir los criterios técnico-operativos para la participaciéon en el programa interlaboratorio de
control de calidad para la evaluacién del desempefio directo e indirecto.

Precisar cdmo se articula la red nacional de laboratorios para la vigilancia por laboratorio de
Bordetella pertussis, asi como describir las funciones y responsabilidades en cada uno de los niveles.

ALCANCE

El presente documento es una guia para la vigilancia por laboratorio de Bordetella pertussis en
Colombia dirigido al personal asistencial y profesional que capten casos sospechosos de tosferina.

DEFINICIONES, SIGLAS ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

Acido desoxirribonucleico (ADN): es un polimero de monémeros de nucleétidos (deoxyadenilato,
deoxyguanidilato, deoxycitidilato y timidilato) donde se almacena la informacién genética y
responsable de la transmisién hereditaria

Agar Regan Lowe con cefalexina (RL+C): medio selectivo usado para aislamiento de Bordetella,
contiene compuestos que absorben moléculas toxicas como iones pesados, radicales libres, acidos
grasos que puedan contener la muestra e inhibir la bacteria. El medio esta elaborado a base de
carbon activado, glicerol, peptonas y sangre de caballo desfibrinada al 10%. La cefalexina se utiliza
para inhibir la mayoria de la microbiota bacteriana presente en el tracto respiratorio. Agar Regan
Lowe sin cefalexina (RL-C): tiene el mismo fundamento y composicion del medio agar Regan Lowe,
pero sin cefalexina que inhibe el crecimiento de Bordetella holmesii.

Aspirado nasofaringeo (ANF): muestra extraida por succion de la parte posterior de la nasofaringe
mediante sonda.

Frotis nasofaringeo (FNF): muestra extraida con un escobillén flexible de dacrén, rayén o nylon de
la parte posterior de la nasofaringe.

Medio de transporte Regan Lowe semisélido: la misma composicion del medio agar Regan Lowe
pero a la mitad de su concentracion y se usa para el transporte de muestras nasofaringeas en
pacientes o casos probables de tos ferina; el medio aporta la humedad, inhibiciébn de microbiota
acompafiante y aporte de nutrientes suficientes para el género Bordetella mientras se siembra en
agar Regan Lowe.
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Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): técnica de biologia molecular cuyo objetivo es
obtener un gran nimero de copias de un fragmento de ADN particular, partiendo de una Unica copia
del fragmento original.

Tosferina: enfermedad respiratoria bacteriana aguda, prevenible por vacuna, altamente contagiosa,
causada por Bordetella pertussis, cuya sintomatologia es ocasionada por las toxinas que libera el
microorganismo cuando invade el epitelio ciliado respiratorio y afectando el arbol traqueo bronquial
del individuo susceptible.

Sindrome coqueluchoide: a diferencia de la tos ferina es un término que se ha utilizado para incluir
aquellos pacientes que presentan un cuadro clinico indistinguible de tos ferina; es un cuadro clinico
con diferentes etiologias infecciosas o0 no infecciosas. Los agentes comuUnmente involucrados
incluyen virus y bacterias, entre los que se destacan Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila
pneumoniae, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Bordetella parapertussis, Adenovirus,
virus Influenza, Parainfluenza 1-4, Virus sincitial respiratorio, citomegalovirus y virus de Epstein Barr.

1. GENERALIDADES

1.1 Agente etiolégico

La tos ferina es una enfermedad causada por Bordetella pertussis, sin embargo, existen otras
especies del género Bordetella que pueden causar infeccién respiratoria similar a la tosferina
como B. parapertussis, B. holmesii y B. bronchiseptica este Ultimo conocido como un patégeno
animal que infecta ocasionalmente a personas inmunocomprometidas. Bordetella es un
cocobacilo Gram negativo pequefio entre 0,2 - 0,5 um de diametro y entre 0,5 - 2,0 um de largo
que se encuentra de forma aislada o en pares y raras veces en cadenas cortas, inmovil, no
forma esporas, aerobio estricto y de requerimientos nutricionales especiales(1, 2). El hombre es
su Unico reservorio y huésped. B. pertussis se aloja transitoriamente en la nasofaringe de los
pacientes, de personas oligosintomaticas y asintométicas estos Ultimos, definidos como
portadores transitorios(3).

B. pertussis produce mudltiples productos antigénicos biolégicamente activos que incluye la
toxina pertussis (PT), hemaglutinina filamentosa (FHA), aglutinbgenos, adenilato ciclasa,
pertactina y citotoxina traqueal. Estos productos son responsables de las caracteristicas clinicas
de la enfermedad, y una respuesta inmune a uno o mas de estos antigenos produce una
inmunidad después de la infeccién, aunque parece no ser permanente(1, 2). Los individuos que
han contraido la tos ferina desarrollan inmunidad de tipo humoral que protege contra una nueva
infeccion sintomatica entre 7-10 afios. Entre las vacunas contra B. pertussis existen las
elaboradas con bacteria inactivada (DPT), que confiere proteccién contra la enfermedad en
aproximadamente al 70-90% de la poblacién que ha recibido cuatro dosis. En algunos estudios
han demostrado que las vacunas acelulares no impiden la colonizacion nasofaringea y la
inmunidad otorgada por estas vacunas tiene como fin de proteger contra las formas graves de
enfermedad disminuyendo la probabilidad de hospitalizacion, complicaciones, letalidad y
secuelas especialmente en lactantes. La proteccion se pierde progresivamente a cabo de 5-6
afios, quedando adolescentes y adultos nuevamente susceptibles a enfermar(1, 4, 5).
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1.2 Modo de transmision

El agente etiologico de la tos ferina se transmite por contacto directo (persona a persona) a
través de las gotas de secreciones o aerosoles que se expulsan de las mucosas respiratorias
de una persona infectada a una susceptible en un rango de un metro de distancia(6, 7). La
transmisibilidad es maxima durante el periodo catarral (primeros 5 a 7 dias), antes de la fase
paroxistica y puede extenderse hasta tres semanas de comenzados los paroxismos tipicos en
los pacientes que no han recibido tratamiento. Es altamente contagiosa si la exposicién con el
infectado es prolongada y estrecha como en el hogar, colegio, sala cuna, jardin infantil. Posee
una alta transmisibilidad, presentando una tasa de ataque secundaria en los susceptibles de un
80%. E Estudios han demostrado que una persona infectada puede transmitir B. pertussis entre
12 a 17 individuos susceptibles, mientras que los valores Ro para la polio y la viruela (5 a 7), la
rubéola (6 a 7), la parotiditis (4 a 7) y difteria (6 a 7) son sustancialmente inferiores. (6, 8). El
periodo de incubacion de la tos ferina es de 7 a 10 dias y en raras ocasiones excede los 14
(rango: 6 a 21 dias). Estudio han mostrado que en el hogar, el 22% de los casos secundarios
ocurrieron méas de 28 dias después del inicio de la enfermedad en el caso primario(1, 6, 9).

1.3 Prevencion

La prevencion de la tosferina se basa principalmente en la vacunacion; en Colombia de acuerdo
con el Plan Ampliado de Inmunizaciones-PAl (tabla 1) del Ministerio de Salud y Proteccién
Social se deben vacunar los menores de cinco afios y a las mujeres gestantes para prevenir el
contagio al recién nacido, no obstante, también se sugiere la vacunacion al personal que este
en contacto con susceptibles, sin embargo, es necesario que se consulte a la ARL. En el caso
gue los nifios mayores de cinco afios, adolescentes y adultos diferentes a las gestantes deseen
vacunarse, en Colombia se encuentra disponible la vacuna acelular, aunque ésta debe ser
asumida por el usuario porgue no esté incluida en el PAI (10).

Tabla 1. Esquema nacional de vacunacion para tosferina del PAI

A los 2 meses Pentavalente* 1.2 dosis Difteria, tétanos, tosferina, meningitis y

Pentavalente 2.2 dosis otras enfermedades causadas por

e 3.2 dosis Haemophilus influenzae tipo b, hepatitis B
Al de la tercera dosis DPT 1.e" refuerzo fteria. 13 fori

DPT 20 refuerzo Difteria, tétanos, tos ferina.

AL pa;tb!r GO EATIE TdaP** Una dosis por embarazo Tétanos neonatal, difteria y tosferina.

Modificado de: Protocolo de Vigilancia de Tosferina INS.2016 y https://lwww.minsalud.gov.co/sites/rid/Lists/BibliotecaDigital/RIDE/VS/PP/PAl/ficha-vacunas-cara-a-b.pdf

En el caso de que poblaciéon susceptible o personas adultas tengan contacto con casos
confirmados de tosferina deberan recibir profilaxis para disminuir la diseminacion del
microorganismo, estas medidas se encuentran tanto en el Protocolo de Vigilancia de Tosferina
del Instituto Nacional de Salud como en la Guia de Practica Clinica (GPC) para la identificacion
y el manejo clinico de la tosferina en menores de 18 afios (tabla 2). La profilaxis es un
tratamiento decidido Gnicamente por personal médico.
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Tabla 2. Recomendaciones de dosis para los diferentes farmacos segun la edad

Claritromicina**

No recomendado

Antimicrobiano <1 mes 1-5 meses 2 6 meses Adultos
10 mg/kg (méx. 500
mg) una vez al dia, 500 mg una vez al
Azitromicina® 10 mg/kg/dia unavez | 10 mg/kg una vez al dia 1; luego 5 mg/kg dia, dia 1; luego 250
itromicina ] ] . . . :
al dia por 5 dias dia por 5 dias (max. 250 mg) una mg una vez al dia
vezaldiadias2a5 dias2ab
15 mgfkg (méx. 1 1 gldia egldoss por 7
15 mg/kg/dia en dos g/dia) en dos dosis 1as

dosis por 7 dias por 7 dias Contraindicado en
mujeres embarazadas
40-50 mg/kg/dia en 40-50 mg/kg/dia 2 aramos dia en 4
Eritromicina No es el preferido cuatro dosis por 14 (méx. 2 gramos dia) dg ; ;

dias osis por 14 dias

TMP 320 mg - SMX

>2 meses: TMP 8 mglkg/dia 1600 mg/dia en dos
Trimetoprim/ Contraindicado TMP 8 mglkg/dia SMX 40 mg/kg/dia en dosis por 14 dias

Sulfametoxazol SMX 40 mg/kg/dia en 2 dosis por 14 dias

2 dosis por 14 dias Max TMP 320 mg/dia Contraindicado en

mujeres embarazadas

Tomado de: Protocolo de Vigilancia de Tosferina, 2016 del INS
*Medicamento no POS, solo para tratamiento por via oral para Neumonia
**Claritromicina no POS, solo para tratamiento por via endovenosa para Neumonia

Como sucede con muchas enfermedades respiratorias, la tosferina se propaga cuando una
persona susceptible inhala el bacilo que se encuentra en las gotas respiratorias 0 aerosoles

expelidas por una persona infectada al toser o estornudar.

Por esta razon siempre se

recomienda tener buenos hébitos de higiene para prevenir la diseminacién de las enfermedades
respiratorias; los buenos habitos de higiene incluyen:

Botar el pafiuelo desechable usado en el cesto de la basura.

Toser o estornudar en la parte superior del brazo o en el codo, no en las manos, si no se
tiene un pafiuelo desechable.

2. DIAGNOSTICO POR LABORATORIO

Cubrirse la boca y la nariz con un pafiuelo desechable al toser o estornudar.

Lavarse las manos con agua y jab6n a menudo por lo menos durante 20 segundos.
Usar un desinfectante de manos a base de alcohol si no se dispone de agua y jabén.

2.1 Bioseguridad:

Los aislamientos y el procesamiento primario de la muestra (hidratar,

resuspender

liofilizados, alicuotar y extraer ADN) deben realizarse en una cabina de bioseguridad tipo Il.

Elementos de proteccion personal (EPP)
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El personal asistencial que recolecta la muestra y el de laboratorio quien realiza el
procesamiento de la muestra debe utilizar elementos de proteccién personal como guantes
de latex, nitrilo o vinilo; bata; tapabocas y gafas.

e Para el embalaje de muestras se debe etiquetar los aspirados o hisopados como sustancia
biolégica Categoria B UN 3373.

2.2 Toma de muestras:

2.2.1 Hisopado nasofaringeo

Revise la demostracion de recoleccion de hisopos nasofaringeos de los Centros de
Control y Prevenciéon de Enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés) en YouTube:
https://www.youtube.com/watch?v=PyjEflrgVvo - Pertussis: Tomando un espécimen
clinico de hisopado nasofaringeo.

Las muestras deben ser obtenidas de la parte posterior de la nasofaringe (ver Figura
1). No se deben colectar especimenes obtenidos de garganta o de la parte nasal
anterior, debido a que se obtienen bajas concentraciones del microorganismo y por
tanto los resultados no seran confiables.

La punta de la torunda nasofaringea a usarse durante la coleccion debe ser hecha de
poliéster (anteriormente conocida como Dacrén), rayon, o nylon, con un mango suave
y flexible hecho de aluminio o plastico. Debido a posible inhibicion en la reaccion de
PCR, no se deben usar hisopos con punta de alginato de calcio o algodén.

Durante el procedimiento se deben usar tapabocas, bata, gorro, gafas y guantes
desechables para colectar los hisopados; es importante cambiar los guantes entre cada
paciente. También se le debera proporcionar una toalla desechable al paciente en el
caso que estornude debido a la molestia producida por el procedimiento.

Se debe inmovilizar e inclinar la cabeza del paciente hacia atras. Se recomienda el uso
de una linterna para observar el orificio en el cual se insertara el hisopo. Si se usa un
hisopo con mango de aluminio se debera deformar el mango haciendo un arco. ™

Insertar cuidadosamente el hisopo nasofaringeo hasta que llegue a la parte posterior
de la fosa nasal (figura 1).

Una vez insertado el hisopo, deje la torunda en el mismo sitio hasta unos 10 segundos
y rételo. Este procedimiento podria inducir tos y lagrimeo. Si el paciente muestra
resistencia durante la insercion de la torunda, remuévala e intente insertarla en la fosa
nasal opuesta.

Remueva el hisopo suavemente.
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Figura 1. Recoleccién de hisopado nasofaringeo

Fuente: http://www.antimicrobe.org/images-Monographs/b83_f1.jpg

o Luego de la coleccion, coloque el hisopo nasofaringeo en un tubo estéril para PCR o
envase que contenga medio de transporte Regan-Lowe para cultivo, tenga en cuenta
los algoritmos que se encuentra en la “Figura 2. Recoleccién de muestras de hisopado
nasofaringeo”.

e Se debera rotular el tubo y transportar al laboratorio en el menor tiempo posible ver
tabla 4. Recipientes primarios, condiciones de trasporte y almacenamiento de muestras
para diagnostico de tosferina.
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Figura 2. Recoleccion de muestras de hisopado nasofaringeo

Paciente captado en Muestraobtenida Repetir la toma con los escobillones adecuados
consulta externaoen con hisopo Recuerde: el algodon y el alginato de calcio
busquedacomunitariacon nasofaringeo con inhiben la PCR como también los &cidos grasos
cocr‘ltactos sintomaticos punta de dacrén, presentes en el algodén inhiben el crecimiento de
rayén o nylon B. pertussis.

i Muestras iMuestra
obtenidas con obtenidacon

dos hisopos? un hisopo?

CULTIVO

Colocar el hisopado dentro -
del medio de iransporte Colocar el hisopadoen un

Regan Lowe, cortando el tubo esteéril taparosca.
exceso del aplicador con
unatijera

Embalaje y envio
de muestraa
LSPD o
laboratorio de
procesamiento

2.2.2 Aspirado nasofaringeo

https://www.youtube.com/watch?v=7BXEHCrXj M - Pertussis: Tomando un espécimen
clinico de aspirado nasofaringeo

e Debera acostar el paciente de espaldas con el cuello extendido (posicién supina). Es
importante que el cuello esté extendido, porque permite la recoleccién del aspirado en
la nasofaringe (Figura 3).
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Figura 3. Recoleccién de aspirado nasofaringeo con equipo de aspirado con jeringa

Fuente: http://www.cdc.gov/pertussis/clinical/diagnostic-testing/specimen-collection.html

Retirar la tapa de la jeringa (sin descartarla) e insertar la sonda en la punta de la jeringa.
Se deben usar guantes desechables durante la coleccion de aspirados y deben ser
cambiados y desechados entre cada aspirado.

Lubricar el catéter usando el gel lubricante incluido en el equipo.

Pedirle al paciente que sople su nariz para remover cualquier exceso de mucosidad de
la cavidad nasal.

Asegurarse de que la jeringa contenga un volumen de 3 ml de solucién salina.

Antes de tomar la muestra se debera pedir al paciente que aguante la respiracion
(dependiendo de la edad del mismo y su disponibilidad para hacerlo). Sin aplicar
inyeccién, inserte la sonda por la nariz hasta que haya resistencia al llegar a la
nasofaringe que es aproximadamente la distancia desde la punta de la nariz hasta la
abertura externa del oido cuando se mide en linea recta (figura 4). Puede ayudar si se
coloca los dedos para guiar la sonda mientras se inserta en el area nasofaringea. Si se
esta aspirando a un nifio pueda que sea dificil que aguante su respiracién por tanto no
€s un requisito, pero se recomienda.

GOBIERNO DE COLOMBIA
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e Usando movimientos ligeros,
rdpidamente empuje e inyecte
suavemente la solucion salina, dejando
la sonda en su sitio por unos segundos
y aspire inmediatamente todo el
volumen de la jeringa.

e En caso de que el nifio esté llorando
durante el procedimiento, trate de
sincronizar la aspiracion con la
exhalacion del llanto porque se debe
prevenir que la solucién salina salga de
la nasofaringe. El aspirado recolectado
debe ser de aproximadamente de 1 a 2
ml en volumen.

e Cuidadosamente retire la sonda de la
nariz y despegue la misma de la jeringa,
por ultimo, coloque la tapa de la jeringa.

e Dispensar el contenido del aspirado en
tubos estériles tapa rosca como
crioviales para PCR y agregue unas
gotas en el medio de transporte Regan
-Lowe para cultivo (ver algoritmo en
figura 5)

e Rotular los tubos y trasportar al laboratorio las ~ Figura 4. Recoleccién aspirado
muestras en el menor tiempo posible (24
horas) usando bolsas refrigerantes para mantenerlo a una temperatura de 4-8 °C. No
congelar las muestras. Ver tabla 4. Recipientes primarios, condiciones de trasporte y
almacenamiento de muestras para diagnostico de tosferina.
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Figura 5. Recoleccién de muestras de aspirado nasofaringeo

Muestraobtenida
Paciente captado en el hospital, con unvolumen NO Repetir la toma
urgencias, consultaexternaoen mayora 800 pl hasta obtener el
basqueda comunitaria sintomatico con evidenciade volumen requerido
células epiteliales

Sl

¢Se tiene medio
de transporte iSetiene
Regan Lowey criovialo tubo
criovial o tubo estériltapa
estéril tapa rosca?
rosca?

C]|

CULTIVO

Sl

Tome un escobillon que no Enviar el aspirado en un

sea de algodon e un criovial o tubo estéril
imprégnelo con el ANF tapa rosca sin la sonda
introduciéndolo hasta la con un volumen minimo
mitad del medio de de 800 pl debidamente

transporte Regan Lowe sellado con papel
parafilm o vinipel

Embalaje y envio
de muestraa
LSPDo
laboratorio de
procesamiento

A continuacién, se muestra recomendaciones generales que se deberdn tener en cuenta
durante la fase preanalitica como la interferencia de medicamentos, precauciones durante la
toma de muestra y fase de la enfermedad recomendada para realizar los analisis de las pruebas
diagndsticas disponibles.
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Tabla 3. Recomendaciones generales en la fase pre analitica

Interferencias con
medicamentos

Precauciones durante

Tomar la muestra antes de inicio del
tratamientoterapéutico o de la profilaxis.

+ Tomar Unicamente la muestra con hisopos

Tomar la muestra antes de inicio
de tratamiento o de profilaxis.

Si se inicio el tratamiento se
puede tomar la muestra maximo
3 dias después del fratamiento
terapéutico o profilactico para
realizar PCR en tiempo real.

Tomar la muestra con hisopes

No es crucial el tratamiento antimicrobiano.
Se debe conocer el estado de vacunacion del
paciente para poder interpretar los resultados.

. nasofaringeos recomendados. . .
nasofaringeos recomendados. . Tomar la muestra en ayunas, si nc es posible
- . : . *+ No tomar con hisopos de ; PR
= Si se tomé aspirado de igual manera se . . ) tomar la muestra asi haya ingerido alimentos.
algoddno alginato de calcio.

debe insertar un hisopo para que mantenga
la humedad la muestra.

Se recomienda el uso de tubos

Al obtener la muestra es necesario mezclar por
inversién varias veces y dejar coagular de 30-

LTI | Colocar las muestras inmediatamente en e b [eiiztiz =) para 45 minutos (maximo dos horas) antes de
’ transperte de muestra para evitar q
medio de transporte Regan Lowe . - L centrifugar.
A 3 la excesiva manipulacién de la f L

+ No tomarcon hisoposde algedoén. . Transferir el suero a un cricviales dentro de las
muestra evitando falsos

* Nocongelar. " 24 horas
positivos.

Fase recomendada

de la enfermedad para

tomade muestra

En fase catamal hasta la segunda semana de
la fase paroxistica

Desde inicio de sintomas y la fase
paroxistica.

Diagnéstico suero pareado: Primera muestra en
fase catarral, segunda muestra en fase
convaleciente o 15 dias después de la primera
toma.

Estudios epidemiologicos: tomar la muestra
durante los tres primeros meses, después de la
fecha deinicio de sintomas.
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2.3 Tipo de muestra, conservacién, almacenamiento y transporte:

Tabla 4. Recipientes primarios, condiciones de trasporte y almacenamiento de muestras

Muestra/Matriz

Aspirado para cultivo

Aspirado para PCR

Hisopado para
cultivo

Hisopado para PCR

Aislamiento
bacteriano

Lavado
broncoalveolar
obtenido a partir de
una mortalidad

Recipiente primario y
volumen minimo
requerido

Impregnar un hisopo que no

sea de algodon e insertarlo
en la mitad del medio de
transporte Regan Lowe

800uL de aspirado
recolectado en un criovial 0
tubo tapa rosca

Colocar el hisopo en la
mitad del medio de
transporte Regan Lowe

Criovial o tubo tapa rosca
esteril

1 mL de suero recolectada
en criovial o tubo tapa rosca
esteéril

Impregnar todo el hisopo
con el aislamiento y
colocarlo en el medio de
transporte Amies con
carbon.

Criovial o tubo tapa rosca

para diagndéstico de tosferina
Temperatura de almacenamiento y transporte para
procesamiento de las muestras

antes de 24 horas después de 24 horas

Conservar a 10°C-25°C

Conservar a 10°C-25°C

Conservar a 2°C-8° C

Temperatura 10°C-25°C

Conservar a 2°C-8° C

Almacenamiento
después del
procesamiento

Descartar el tubo
realizando primero
esterilizacion

Conservar a 4°-8°C i
Alicuota minimo de 200pL

y almacenar de: -20°C a
-70°C

Descartar el tubo
realizando primero
esterilizacion
Conservar a 4°-8°C . .
Alicuota minimo de 200uL
y almacenar de: -20°C a
-70°C

Conservara 2°C-8° C
hasta = 8 dias.
Conservar a -20 a -80°C
> 8 dias.

Alicuota minimo de 50uL
y almacenar de:
-20°C a-70°C

Para un aislamiento de
Bordetella spp
criopreservar a-70°C en
Skim Milk al 20% o
crioperlas para
conservacion de cepas a
-20°C

Temperatura 10°C-25°C

Alicuota minimo de 200uL
y almacenar de: -20°C a
-70°C

Conservar a -20 a -80°C
> 2 dias.
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2.4 Documentacién requerida

e Para los aislamientos de Bordetella spp. se debe enviar al LNR con el formato diligenciado
de envio de cepas para bacteriologia general y anaerébica FOR-R01.5030-005 de solicitud

del andlisis.

e Para el analisis de muestras tanto para PCR en tiempo real como para cultivo para
diagndstico se debe enviar tanto para los LSPD como el LNR los formatos de datos basicos
del Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Publica del INS vy la ficha epidemiol6gica de tos
ferina INS: 800 adecuadamente diligenciados.

2.5 Métodos de laboratorio empleados para el diagndéstico del agente etiolégico

En la siguiente tabla se muestra los ensayos recomendados por la OMS para el diagnéstico de
tosferina

Tabla 5. Sensibilidad, especificidad, fundamento y utilidad de las pruebas disponibles para
diagnéstico de tosferina

ensayo

Aislamiento del microorganismo a partir de muestra
nasofaringea en medio selectivo y con agentes
protectores que elimina radicales libres, sulfuros e iones
metalicos que pueda contener la muestra y que puedan
inhibir el crecimiento del microorganismo, ademas

Especifico, pero poco sensible necesario
en la vigilancia del microorganismo; no es
necesario hacer otra prueba diagnéstica si
la prueba es positiva, la sensibilidad se
aumenta si se procesa en los hospitales y

Cultivo 12-60 % 100% L IR . . ;
aporta aminoacidos y acido nicotinico esenciales para el clinicas o en el Laboratorio de Salud
desarrollo de B. pertussis. Publica lo procesa en menos de 24 horas
si la muestra es transportada en medio
semisolido de agar Regan Lowe.
Amplificacién de fragmentos de acidos nucleicos de las Mas rapida y sensible, que las técnicas
secuencias de insercién y el gen de la subunidad 1 dela disponibles  actualmente  para el
toxina pertussis presentes en muestras nasofaringeas:  diagndstico de tos ferina; se puede
.PCR en 70-99 %  86-100 % . IS481:' B_. pertussis, B. holmesii, B. obtenerlaespecie causgnte. Es necese?rio
tiempo real bronshiseptica tener procesos estandarizados para evitar
e hIS1001: B. holmesii. |a contaminacion de muestras.
e pIS1001: B. parapertussis
o pitxS1: B. pertussis, B. parapertussis
ELISA Deteccion de anticuerpos contra la toxina pertussis Indicacion eficaz de titulos de anticuerpos
(Suero 90-92 % 72-100 % isotipo IgG. contra la toxina pertussis.
pareado)
Deteccion de anticuerpos contra la toxina pertussis Tiene importancia en caracterizacion de
isotipo IgG. brotes. Util para el diagnéstico post-
63-89 % 52-94 % antibiético y para quienes en los ltimos 3

afos no hayan recibido dosis de DPT o
DTaP.
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Figura 6. Algoritmo de diagndéstico y resultados por el laboratorio para cultivo
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Figura 7. Algoritmo de diagnéstico y resultados por el laboratorio para PCR en tiempo real.

Notificar a la entidad
remitente paraenvio de
nueva muestra

Blancos y umbrales ptxS1+ (Ct<40) H

S481+ (Ct<35) B. pertussis B. holmesif?

1S481+ (Ct35=<40) B. pertussis Indeterminado
315481- B. parapertussis’ Negativo
'Confirmar con pIS1001
2 Confirmar con hiS1001

3 También es negativo si en dos PCR con dos extracciones diferentes el Ct >40

Blancos y umbrales ptxS1+(Ct<40) H

; Posible
plS1001+ (Ct<40) B. parapertussis contaminacion
plS1001+ (Ct=40) Negativo® Negativo

jel
B. pertussis’ o Negativo

B. bronshiseptica?

1Unicamente si amplifica 15481
2 Confirmar con aislamiento de B. bronshiseptica o blanco de PCR para B. bronshiseptica
3 Realizar una nueva extraccion y confirmar el resultado

Caso probable

Muestracon
ficha
epidemiologica

Analisis e
Interpretacion
a partirde los
Ct obtenidos

dela PCR

NO

Notificar ala entidad
remitente para que
completeno
diligencien laficha
para poder emitirel
resultado

L FEspecies | ptxS1 | 1S481 | hiS1001
+ =

| Bopertussis |

Bordetellaspp! - +
| B parapertussis [
| Bholmesii S

B. pertussisy B. parapertussis +
B. pertussisy B. holmesii +

+ + +

" También se puede interpretar comoindeterminado

+
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3. CONTROL DE CALIDAD.

Evaluacion del

Institucion que realiza la

prueba y analisis de

datos

Tabla 6. Controles de calidad disponibles para diagnéstico de tosferina

Muestras que analizar

Poblacion objeto

Laboratorio

ELEllEs o LB 6 Centros para el Control Nacional de
directa del ensayo de PCR en para Y Cinco suspensiones no .
d - . prevencion de las . . . Referencia (Grupo
esempefio para tiempo real infecciosas de proteinas y ADN . . .
“ S Enfermedades de los de Microbiologia,
PCR multiplex” para . de Bordetella spp. . .
. . Estados Unidos Instituto Nacional
(Internacional) las especies de
de Salud)
Bordetella
*Evaluacion Directa LR R
Evaluacion < Salud Publica
: del Desempefio de "
directa del L . . . Distritales/
N Bacteriologia y Instituto Nacional de Una cepa relacionada con
desempeiio para . . h e . - Departamentales y
. Resistencia Salud infeccion respiratoria .
cultivo o . laboratorios de
. Antimicrobiano . . X
(Nacional) “EDDBRA” microbiologia
privados o publicos
*Programa de
Evaluacion Externa
Evaluacion gng::iiT;e?r::I Laboratorios de
directa del P Instituto Nacional de Seis muestras de ADN Salud Publica
- parala L
desempeio para identificacion de Salud desecadas Distritales/
PCR (Nacional) Departamentales

Bordetella spp.

“PEED-
PCRBORDETELLA”
Laboratorios de
Evaluacion Indirecta del Desempeio Instituto Nacional de 100% de las cepas identificadas Salud Publica
para Cultivo (Nacional) Salud como Bordetella spp. Distritales/

Evaluacion Indirecta del desempeiio para
PCR (Nacional)

Instituto Nacional de
Salud

1. 100% de las muestras
positivas.

2. Envio de muestras
negativas con el
siguiente criterio de
muestreo:

e Tamafio de la

Departamentales

poblacién= numero de Eahoratoriosids
Salud Publica
muestras procesadas L
Distritales/

»  Frecuencia esperada=
porcentaje de positivos

Departamentales
que realicen PCR en

(muestras .
e tiempo real para
positivas/muestras
Bordetella spp.
procesadas)
» Limite de confianza=
10%

e Se toma al azar la
muestra obtenida con
un nivel de confianza
del 95%.

e Para participar de estas pruebas puede ingresar a: http://www.ins.gov.co/tramites-y-servicios/programas-de-
calidad/Paginas/introduccion.aspx

4. VIGILANCIA POR LABORATORIO DE Bordetella pertussis

La vigilancia de agente etiolégico Bordetella pertussis, consiste en identificar y describir su
circulacién en variables relacionadas con sus caracteristicas genotipicas, su estacionalidad y los
sitios en donde circula con el fin de suministrar informacion que permita orientar las acciones de
prevencion en especial primaria y secundaria, asi como estrategias de control.

De igual manera se definiran indicadores que permitirdn resumir estos aspectos y publicarlos en
forma periddica en informes técnicos, asi como la construccién de repositorios institucionales donde
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facilmente se puedan obtener los microdatos y permitir su uso por la comunicad cientifica, médica,
académica, administrativa del sistema de salud y el publico en general”.

5. ESTRUCTURA Y FUNCIONES DE LA RED NACIONAL DE LABORATORIOS (RNL) PARA EL
EVENTO

5.1 Funciones del Laboratorio Nacional de Referencia (LNR)

Apoyar al diagnéstico a los departamentos con menos de 30 muestras al afio.

Realizar la caracterizacion y confirmacién de los brotes de tos ferina, el nimero de muestras
dependera el andlisis epidemioldgico.

Realizar el control de calidad directo (PEEDD) e indirecto (PEEDDI).

Brindar asesoria técnica al Ministerio de Salud y Proteccién Social para la formulacién de
politicas y lineamientos del evento.

Elaborar informes, guias y documentos técnicos cientificos.

Definir las técnicas de confirmacion en los laboratorios.

Difundir los lineamientos de remision, transporte, conservacion de las muestras y de los
aislamientos.

Realizar la estandarizacion y/o validacion de las metodologias diagnosticas para su
implementacion en el pais.

Realizar la caracterizacion microbiolégica/ molecular definitiva que confirme la circulacion
del microorganismo trente a la vacuna.

Capacitar a los profesionales de la Red de Laboratorios.

Participar en programas interlaboratorios internacionales o de ensayos de aptitud.

5.2 Funciones del Laboratorio de salud publica departamental o distrital (LSPD).

Adoptar las politicas nacionales de la RNL.

Monitorear la red de hospitales y clinicas que realicen diagnéstico de tos ferina y verificar los
estandares de calidad.

Participar en las evaluaciones externas del desempefio.

Mantener técnicas de diagnésticas actualizadas para la confirmacion de tos ferina de
acuerdo con las recomendaciones nacionales.

* Realizar evaluaciones de desempenio a los laboratorios de su red de laboratorios.
Confirmar los aislamientos de Bordetella spp y realizar el envio de cepas confirmadas al
laboratorio de referencia.

Capacitar a la red de laboratorios en la toma, diagnéstico, interpretacién de las pruebas y
envio de muestras nasofaringeas para diagnostico de tos ferina.

5.3 Funciones de los laboratorios publicos y privados o referentes para el evento en el
nivel municipal y/o local segun corresponda.

Informar a los laboratorios de salud publica las técnicas de diagnostico que realizan en sus
laboratorios para tos ferina.

Realizar el cultivo de tosferina en los laboratorios que tengan &reas microbiologia o
bacteriologia.

Participar en evaluaciones externas del desempefio para tos ferina.

Realizar la remisi6bn de muestras con la documentacién establecida para la vigilancia del
evento (ficha de notificacion INS:800).

Informar a los epidemidlogos y al LSP de los casos confirmados por el laboratorio.
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Figura 8. Diagrama de flujo de informacion de red para tosferina

*Condiciones de envio aislamientos Bordetella spp.
v'Formato de envio: diligenciado
v'Medio de transporte: Aimes con carbén activado
v'Bioseguridad: triple empaque

Laboratorio de Salud Publica distrital
o departamental

Reenvio de
i resultados by |
- v Resultados B

Reenvio de
muestra a
laboratorio sin
capacidad
diagnéstica,

Laboratorio clinico

Grupo de Microbiologia- INS

PCR

CULTIVO

Serologia en situacion de
estudio de brotes

————————

PCR

CULTIVO
Confirmacion de
aislamientos y
almacenamiento
Serologia para
configuracion de brotes

Reenvio de
resultados

v Resultados

PCR
Confirmacion de CULTIVO
género/especie de los Confirmacion de aislamientos y
aislamientos y/o almacenamiento
procesamiento de muestras Serologia para configuracion de
en caso de brotes y reenvio brotes
de Bordetella spp

PCR

CULTIVO

Serologia pareada ELISA
IgG Anticuerpos antitoxina
pertussis

p—

Los resultados deben ser|Los resultados deben ser informados a | Los resultados deben ser informados a los
informados a los epidemitlogos | los epidemiologos de la secretaria de | epidemidlogos del Grupo de Enfermedades
correspondientes a la institucion | salud. Prevenibles por Vacunacion.

ylo localidad y/o municipio.

Informar por consolidado en hoja | Informar por consolidado en hoja de | Consolidar las bases nacionales para realizar
de célculo cada 3 meses al LSP | célculo cada mes al Grupo de |andlisis de vigilancia por laboratorio de tos
de las muestras procesadas | Microbiologia-INS de las muestras | ferina

para tos ferina. procesadas para tos ferina tanto las del
LSP como la de su red.

Participar en evaluaciones externas del desempeio

**Condiciones de envio muestra respiratoria
& v'Ficha epidemiolégica INS:800: diligenciada
( v v'Medio de transporte:
/ » Cultivo: Medio de transporte Agar Regan Lowe
» PCR: Aspirado, hisopado o lavado broncoalveolar en tubo estéril taparosca
v'Bioseguridad: triple empaque
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