Av. Calle 26 No. 51- 20, Bogota, D.C., Colombia

INsTITUTO Conmutador: (1) 220 7700 Ext. 1703-1704
fax: 220 7700 Ext. 1283-1269

NACIONAL DE correo electrénico: contactenos@ins.gov.co
S Pagina web: www.ins.gov.co
ALUD Linea gratuita nacional: 018000 113 400

([J)

GUIA PARA LA VIGILANCIA POR LABORATORIO
DE Corynebacterium diphtheriae

DIRECCION REDES EN SALUD PUBLICA

SUBDIRECCION LABORATORIO NACIONAL DE
REFERENCIA

GRUPO DE MICROBIOLOGIA

2017

1 de27

GOBIERNO DE COLOMBIA




INsTITUTO
NACIONAL DE
SALUD

Av. Calle 26 No. 51- 20, Bogota, D.C., Colombia
Conmutador: (1) 220 7700 Ext. 1703-1704

fax: 220 7700 Ext. 1283-1269

correo electrénico: contactenos@ins.gov.co
Pagina web: www.ins.gov.co

Linea gratuita nacional: 018000 113 400

Direccién
Martha Lucia Ospina Martinez
Directora General Instituto Nacional de Salud

Coordinaciéon

Esther Cristina Barros Lifian
Director Técnico (E)

Redes en Salud Publica

Maria Alexandra Duran Romero
Subdirectora
Laboratorio Nacional de Referencia

Carolina Duarte Valderrama

Coordinadora

Grupo de Microbiologia

Subdireccion Laboratorio Nacional de Referencia
Direccion Redes en Salud Publica

Sandra M Barrera Ayala.

Equipo Técnico

Subdireccion Laboratorio Nacional de Referencia
Direccion de Redes en Salud Publica

Elaborado por

Efrain Andrés Montilla Escudero

Grupo de Microbiologia

Subdireccion Laboratorio Nacional de Referencia
Direccion Redes en Salud Publica

@ GOBIERNO DE COLOMBIA

180 9001

Cermpca®

> loonisc

Certificatio CO-5C-CER3S84ST



([J)

Av. Calle 26 No. 51- 20, Bogota, D.C., Colombia
INsTITUTO Conmutador: (1) 220 7700 Ext. 1703-1704

fax: 220 7700 Ext. 1283-1269

NACIONAL DE correo electrénico: contactenos@ins.gov.co
S Pagina web: www.ins.gov.co
ALUD Linea gratuita nacional: 018000 113 400

TABLA DE CONTENIDO

OBJETIVOS DE LA GUIA ...ttt ettt ae et tesaeanstenn s enn et ennatn s ateenannananeanas 4
O Y N 1 R PRPPPPRP 4
DEFINICIONES, SIGLAS ABREVIATURAS Y ACRONIMO ......ccocoiiiiieiceceeeeeeeeeeee e 4
1. GENERALIDADES ...ttt ittt sttt ettt ettt e sttt e e sttt e e sttt e e s bbb e e e s enbn e e e s nnbaeeesannaeee s 5
IO Yo = oL (=T 1 To] o To | olo TSRO OUPR PSPPI 5
A oo Tl o Lo 1 =T a1 4o 1o PSRRI 6
G I o 1Y =T o (ol o o PRI 6
2. DIAGNOSTICO POR LABORATORIO .....cooviuiieieeieeeeeee ettt 8
P =110 1S 1=To [ U To F= Lo Lo PP OPUPRTPPP 8
A o) 0 0 T W0 Lo T TS o SRR 8
2.2.1 Exudado faringeo 0 amigdaling ............ccoeeiiiiiiiiiiieie e 8
2.2.2 EXudado NASOfariNgEO0.........ceeiiiiiiiiiiiiiiie e e sttt e e s e s e e e e e e s e s e e e e e e s e s n e e e e e e e e e eannes 9
2.2.3 Exudado de 1eSIONES CULANEAS .........uuuiiiieeeiiiiiiiiie et e e e e s e e e e e e s s eeeaeeeaennnnes 9
2.2.4 MUESHIAS dE EJIUO ....eeieiiitiie ettt ettt e ettt e e e aabe e e e s eabr e e e e 9

2.3 Tipo de muestra, conservacion, almacenamiento Y tranSPOIte: ........ccccveeeeeiiciivreeeeeeeeseeivvnnenss 14
A Do Tor 01 g 1T gl v= oo TN €=To [V 1T o T F- VR SEER 15
2.5 Métodos de laboratorio empleados para el diagnostico del agente etioldgico...........cccccene.e. 15
2.5.1 Aislamiento de C. diphtheriae por CUltiVO..............ccooeeeee i, 15
2.5.2 Coloracion Azul de metileno o coloracién Albert (Loeffler)..........cccvveeeeeiiiiiiiiieece e, 16
2.5.3 Pruebas de biotipificacion y toxigeniCidad .............cceeeiiiiiiiiiiiieciiiiee e 16
2.5.4 Prueba de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): ......cceeeiiiiiiiiiiiieee e 17

3. CONTROL DE CALIDAD. ....ettiiitiite ittt e sttt e et e e st e e e ssbaee e e snteeeesantaeeaesntaeeeeantaeeeesntaeeeesnsbeeeeanes 23
4. VIGILANCIA POR LABORATORIO DE Corynebacterium diphtheriae...........ccccooveeiiiiiienninenn, 23
5. ESTRUCTURA Y FUNCIONES DE LA RED NACIONAL DE LABORATORIOS (RNL) PARA EL
Y N 0 SN 23
5.1 Funciones del Laboratorio Nacional de Referencia (LNR) .........ccccoviiiiiiiiiiiii e, 23
5.2 Funciones del Laboratorio de salud publica departamental o distrital (LSPD). ...........cc......... 24
5.3 Funciones de los laboratorios publicos y privados o referentes para el evento en el nivel
municipal y/o local SEgUN COMMESPONUAL ....c.ccceiiiiiiiiiiieeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e s ranrrreeeas 24
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...t ettt e e 26
AANEXO A e et e e e e e L et e e e ettt b e e e e e e et an b e e e e et eeebanaaaaaee 27
Agar Sangre CistiNa TEIUMEO (ACT ) ...uuueiiiee ittt ettt e et e e e e e e bbb e e e e e e e e e anbebreeaaaeeaan 27
Telurito de POLASIO @l 0.3%0 ..ottt e e e e et e e e e e e s e b b e e e e e e e e e e e annes 27

Sy

«»icontec Cermmcst®



Av. Calle 26 No. 51- 20, Bogota, D.C., Colombia

INsTITUTO Conmutador: (1)220 7700 Ext. 1703-1704
fax: 220 7700 Ext. 1283-1269

NACIONAL DE correo electrénico: contactenos@ins.gov.co
S Pagina web: www.ins.gov.co
ALUD Linea gratuita nacional: 018000 113 400

OBJETIVOS DE LA GUIA

Describir los lineamientos y el proceso de vigilancia por laboratorio de Corynebacterium diphtheriae
como agente etiolégico de difteria.

Establecer los procesos de obtencion, conservacion y transporte de las muestras para la deteccion
de Corynebacterium diphtheriae.

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

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

Corynebacterium diphtheriae, 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 Corynebacterium diphtheriae
en Colombia dirigido al personal asistencia y profesional que capten casos sospechosos de difteria.

DEFINICIONES, SIGLAS ABREVIATURAS Y ACRONIMO

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

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.

Difteria: La difteria clasica es una enfermedad del tracto respiratorio superior caracterizada por dolor
de garganta, fiebre de bajo grado y produccion de una toxina por C. diphtheriae que causa la
destruccion celular local de las membranas mucosas y la toxina absorbida puede causar
manifestaciones en varios drganos que incluye el miocardio, los rifiones y el sistema nervioso. La
acumulacion de material inflamatorio y la fibrina dan como resultado la caracteristica
"pseudomembrana" adherente que habitualmente implica la amigdala (s), la faringe y / o la nariz, no
obstante, la enfermedad puede afectar casi cualquier membrana mucosa.

Difteria nasal: Esta forma se caracteriza por una secrecién nasal mucopurulenta, en la que a veces
se observan estrias de sangre, pudiendo formarse una membrana blanca en el tabique. La difteria
nasal aislada es poco frecuente y por lo general leve; su diagnéstico puede pasarse por alto
facilmente(1).
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Difteria faringea y amigdalina: Esta es la forma “clasica” y puede ir acompafiada de afeccién
concomitante en otras localizaciones, respiratorias o no. Al principio, la faringe tiene un aspecto
congestivo al examen, pero pronto se forman placas blancas pequefas que crecen formando una
membrana adherente blanco-grisacea, que puede cubrir toda la faringe, incluidas las amigdalas, la
Gvula y el paladar blando. Los intentos para desprender la membrana provocan sangrado. El edema
y la inflamacién de los tejidos blandos circundantes y el aumento de volumen doloroso de las
adenopatias cervicales anteriores pueden dar lugar al denominado “cuello de toro”, indicativo de
infeccion grave. Si no se administra el tratamiento especifico, la membrana se reblandece unos ocho
dias después y progresivamente se desprende en pedazos o en un bloque Unico. Los sintomas
generales comienzan a desaparecer con la caida de la membrana(1).

Difteria laringea: Esta forma puede presentarse aislada (puede no haber lesién faringea) o puede
ser una extension de la forma faringea. Es mas frecuente en los nifios menores de 4 afios y se
presenta como una ronquera progresiva gradual, tos perruna y estridor. Puede evolucionar hacia la
obstruccién faringea y causar la muerte(1).

Difteria cutanea (piel): Esta es una infeccion cutanea leve causada por bacilos productores o no
productores de toxina, mientras que todas las otras formas de difteria son causadas por los
organismos que producen toxina. Es mas frecuente en los tropicos y a menudo se ha relacionado
con la pobreza y el hacinamiento. Las personas con difteria cutanea pueden ser una fuente de
infeccion para los demas(1).

Definicion clinica de difteria para Colombia: paciente que presenta una enfermedad aguda de las
amigdalas, faringe, nariz, y se caracteriza por una o varias placas grisaceas adherentes confluentes
e invasoras, con una zona inflamatoria circundante de color rojo mate, dolor de garganta, aumento
de volumen del cuello, fiebre, cefalea y grado variable de compromiso del estado general. La
enfermedad puede afectar otras localizaciones como mucosas y piel. -protocolo

Enfermedad similar a la difteria: Manifestaciones clinicas parecidas a la difteria causada por
Corynebacterium ulcerans de asociacidon zoonotica. Las cepas toxigénicas de C. ulcerans producen
toxina diftérica que se diferencia alrededor del 5% de la secuencia de aminoacidos de la toxina
producida por C. diphtheriae. Actualmente se requiere estudios para conocer la efectividad del
tratamiento con el toxoide para proteger contra la enfermedad causada por C. ulcerans.

1. GENERALIDADES

1.1 Agente etiol6gico

Corynebacterium diphtheriae es el agente etioldgico principal de la difteria en humanos, ademas
es una especie que puede producir la toxina diftérica como principal factor de virulencia. Sin
embargo, las especies de Corynebacterium ulcerans y Corynebacterium pseudotuberculosis
pueden producir la toxina diftérica sin ser el principal factor de virulencia en estas dos especies
que causan enfermedad frecuentemente en animales. Generalmente son bacilos aerobios,
Gram positivos, cuyo poder patogénico esta asociado a la excrecion de la exotoxina diftérica
que proviene de la integracién del gen de la toxina (tox) al cromosoma de las bacterias por los
corinebacteriéfagos: B tox +, y tox +, w tox +(2).

Corynebacterium diphtheriae se subdivide en cuatro biotipos: gravis, intermedius, mitis y belfanti
de los cuales los tres primeros estan asociados a la enfermedad por la capacidad de producir
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la toxina y de acuerdo con la severidad de los sintomas, el nombre del biotipo se relaciona
comunmente con la intensidad de la enfermedad. Las cepas no toxigénicas de C. diphtheriae
rara vez causan enfermedad y cuando lo hacen, ésta suele ser leve y sin complicaciones
generalizadas. Las cepas no toxigénicas suelen causar faringitis, difteria cutanea y se han
relacionado con pocos casos de endocarditis(2). Los seres humanos son el Unico huésped
natural de C. diphtheriae y por lo tanto son los Unicos reservorios significativos de infeccion (3).
El periodo de incubacién de la difteria es de 2-5 dias con un rango de rango de 1-10 (4). Incluso
en la era previa a la vacuna, la difteria era rara en los lactantes menores de 6 meses, quiza
debido a la presencia de anticuerpos maternos. Después de los 6 meses, la mayoria de las
personas adquiria la inmunidad contra la difteria sin haber contraido la enfermedad. Después
de recibir tres dosis del toxoide, practicamente todos los lactantes y los adultos alcanzan
concentraciones de antitoxina diftérica consideradas protectoras. La vacunacion proporciona
una inmunidad duradera pero no permanente, segun lo demuestran los titulos de antitoxina. Sin
embargo, algunos adultos vacunados a temprana edad pueden conservar una memoria
inmunitaria y estarian protegidos en caso de exposicion a la toxina diftérica. El toxoide protege
contra la enfermedad generalizada, pero no contra la colonizaciéon nasofaringea (5).

Corynebacterium ulcerans es un microrganismo que no tiene biotipos o biovares. Esta asociado
principalmente a enfermedad en animales y se considera como agente etiolégico potencial
zoondtico debido al reporte de casos de enfermedad diftérica clasica en humanos. Los paises
donde se ha reportado casos han sido Estados Unidos Canada, Argentina, Brasil, Reino Unido,
Italia, Espafia, Irlanda, Rumania, Francia, Alemania, Espafia y Japén (2).

Corynebacterium pseudotuberculosis se subdivide en biovar ovis que causa enfermedad
principalmente en ovejas y cabras, y el biovar equi en caballos. Aunque no se ha encontrado
casos de difteria cldsica en humanos son potencialmente reservorios de corinebacteriéfagos

).

1.2 Modo de transmision

C. diphtheriae es comUnmente transmitida por contactos cercanos a través de gotitas de
secreciones nasofaringeas o lesiones cutaneas infectadas o rara vez por el contacto con
articulos contaminados por secreciones de lesiones de personas infectadas. Se conoce que las
cepas toxigénicas pueden colonizar directamente la cavidad nasofaringea. Ademas, el gen tox
puede propagarse indirectamente por la liberacion de corinebacteriéfagos toxigénicos y por
conversion lisogénica de células autéctonas no toxicas. El estado portador respiratorio
asintomético es importante en la transmisién de la difteria, por tanto, la inmunizacion reduce la
probabilidad de estado portador. El polvo y la ropa pueden contribuir a la diseminacién porque
el microorganismo puede sobrevivir hasta 6 meses en polvo y fémites (3). La transmisibilidad
se encuentra entre 2-4 semanas en la fase aguda en pacientes no tratados y de 1-2 dias en
pacientes tratados. Los portadores crénicos pueden excretar la bacteria durante mas de 6
meses (6).

1.3 Prevencion

La prevencion de la difteria 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 afos y suele usarse un refuerzo en edad adulta,
contactos de casos y en mujeres gestantes, también se sugiere la vacunacion al personal que
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se encuentre en contacto con pacientes sospechosos, sin embargo, es necesario que se
consulte a la ARL. Los pacientes que no han sido vacunados, o cuyo esquema es incompleto,
deben iniciarlo o completarlo de acuerdo con el calendario de vacunacion vigente durante la
fase de convalecencia, dado que la enfermedad no confiere inmunidad (1).

La vacuna antidiftérica, constituida por toxoide diftérico, se comercializa combinada con la
vacuna anti-tos ferina y toxoide tetanico (DPT), o exclusivamente con el toxoide tetanico con
dosis de vacuna antidiftérica tipo pediatrico (DT) o tipo adulto (Td). La DPT es la clasica
combinacion que se utiliza actualmente en Colombia en los refuerzos; existen diversos
preparados aprobados para el uso en varios paises, que combinan en una misma inyeccion la
vacuna anti diftérica con otras vacunas como la pentavalente, la cual incluye DPT, Hib, HB, y
es la que se utiliza en Colombia a los 2, 4 y 6 meses de edad que se muestra en la tabla 1 (1).

La DT puede sustituir a la DPT a partir de los dos meses de edad, cuando el componente celular
de Bordetella pertussis esté contraindicado formalmente. La Td se aplica en Colombia entre los
10 y 49 afios en mujeres en edad fértil y en gestantes y grupos de riesgo. Eficacia e
inmunogenicidad: 90-95 % de los vacunados con cuatro dosis de DPT adquiere niveles séricos
protectores de anticuerpos. Esta inmunidad adquirida persiste inalterada durante cinco afios y
disminuye progresivamente hasta el décimo afio (50 % a los 6 afios) (1).

Tabla 1. Esquema nacional de vacunacion de para difteria.

Alos 2 meses | Pentavalente* 1 dosis Difteria, tétanos, tos ferina, Haemophilus M
influenzae tipo b, hepatitis B

Alos 4 meses | Pentavalente 2 dosis Difteria, tétanos, tos ferina, Haemophilus M
influenzae tipo b, hepatitis B

Alos 6 meses | Pentavalente 3 dosis Difteria, tétanos, tos ferina, Haemophilus IM
influenzae tipo b, hepatitis B

Al afo de la | DPT 1er refuerzo Difteria, tétanos, tos ferina IM

tercera dosis

A los 5 afos DPT 2do esfuerzo Difteria, tétanos, tos ferina IM

Entre los 10- | Td (adultos) MEF 5 dosis** Difteria y tétanos IM

49 ainos Gestantes 2 dosis

Tomado de: Protocolo de Vigilancia de Difteria INS.2016 y https://www.minsalud.gov.co/proteccionsocial/Paginas/EsquemasdeVaunaci%C3%B3n.aspx

* DPT+Hib+HB

** La 1ra, al inicio del esquema; la 2da, al mes de la primera; la 3ra, a los 6 meses después de la 2da; la 4ta, al afio de la 3ra, y la 5ta, al afio de la 4ta. Fuente:
PAI

Quimioprofilaxis: a todos los contactos préximos que hayan estado directamente expuestos a

las secreciones respiratorias del paciente, se les debe realizar cultivo y PCR de muestra nasal

y faringea, e inmediatamente después se instaurara la profilaxis con antibiético. Se recomienda

administrar una sola dosis de penicilina benzatinica Intramuscular (600 000 unidades en

menores de 6 afios y 1 200 000 unidades para personas de 6 afios y mas), o eritromicina (40
mg/Kg/dia para nifios y 1 gramo/dia para adultos) durante 7 a 10 dias. Si se obtiene un cultivo
positivo de un contacto, se debe realizar lo siguiente (1).

e Aislamiento de acuerdo con el protocolo de vigilancia INS de difteria del Sivigila.

e Repetir el cultivo y PCR al menos dos semanas después de completar el tratamiento. Las
personas que continden con cultivo positivo después del tratamiento deberan recibir
tratamiento adicional de 10 dias con eritromicina oral, y realizar otro cultivo de control
finalizado el tratamiento (1).
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Como sucede con muchas enfermedades respiratorias, la difteria 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 razén siempre se
recomienda tener buenos habitos de higiene para prevenir la diseminacién de las enfermedades
respiratorias; los buenos habitos de higiene incluyen:

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

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.

Lavarse las manos con agua y jabon a menudo por lo menos durante 20 segundos.

Usar un desinfectante de manos a base de alcohol si no se dispone de agua y jabon.

2. DIAGNOSTICO POR LABORATORIO

2.1 Bioseguridad:

Los procedimientos relacionados con la toma de muestras en pacientes sospechosos suelen
inducir tos y estornudos, por tanto, los profesionales que realicen este procedimiento deben
estar adecuadamente protegidas con mascara N95 y gafas. Como medida preventiva la
vacunacion y los refuerzos de la vacuna contra la difteria deben estar al dia.

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.
El personal de laboratorio debe usar los elementos de proteccion personal (EPP) como
guantes de latex, nitrilo o vinilo; bata; tapabocas y gafas.

Para el embalaje de muestras se debe etiquetar los aspirados o hisopados como sustancia
biolégica Categoria B UN 3373 de acuerdo con la instruccion de embalaje P650 de la IATA.

2.2 Toma de muestras:
Los hisopos adecuados para la toma de muestra en el diagnéstico de difteria son: rayén, nylon o
dacron (poliéster). Se recomienda la obtencién de piezas de pseudomembrana (si esta esta
presente) y se debera colocar en solucion salina la pseudomembrana y no en formol para realizar el
cultivo o la PCR; en el caso que se necesiten piezas de tejidos para patologia se debera dividir la
muestra. A continuacién, se encuentran los procedimientos y algoritmos para la toma de muestras
en pacientes con sospecha de difteria:

2.2.1 Exudado faringeo o amigdalino

La faringe debe ser claramente visible y bien iluminada.
Presionar la lengua con un bajalenguas o depresor lingual. Tenga en cuenta que cuando se
realiza el frotis faringeo no se debe tocar la lengua o la parte interna de las mejillas.
Frotar con un hisopo de forma firme y sin manipular excesivamente las lesiones. Obtenga el
exudado de la membrana, manchas blancas o areas inflamadas; se debe aplicar una ligera
presién con un movimiento de rotacion al hisopo.
Se recomienda tomar una muestra por debajo de la membrana levantando el borde y
frotando por rotacion con el hisopo para obtener el exudado (en esta zona se concentran los
microorganismos) ADVERTENCIA PUEDE HABER SANGRADO.

o Colocar un hisopo en medio de transporte Amies y enviarlo inmediatamente al
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o También se puede tomar un hisopo para PCR y transportar en tubo seco.
Si se obtiene parte de la pseudomembrana se debe depositar en 1 mL de solucion salina y
enviarlo inmediatamente al laboratorio para cultivo y PCR.

2.2.2 Exudado nasofaringeo

Inmovilizar e incline la cabeza del paciente.

Insertar un hisopo nasofaringeo mas alla de las narinas anteriores.

Introducir suavemente el hisopo a lo largo del suelo de la cavidad nasal bajo el cornete medio
hasta que se alcance la pared faringea.

Rotar el hisopo por cinco segundos.

Colocar el hisopo en el medio de transporte Amies y enviarlo inmediatamente al laboratorio
para su cultivo.

También se puede tomar un hisopo para PCR y transportar en tubo seco.

2.2.3 Exudado de lesiones cutaneas

Limpiar la lesién con solucion salina estéril y remover el material con costra.
Presionar el hisopo firmemente en la lesién y rotarlo.

Transportar en medio de transporte Amies el hisopo al laboratorio para su cultivo.
También se puede tomar un hisopo para PCR y transportar en tubo seco.

2.2.4 Muestras de tejido

Muestras post mortem: se debe obtener muestra de pseudomembrana para
microbiologia recogida en 1 mL de solucion salina. Para estudio histopatoldgico se
debe recolectar muestras como si fuese muerte por IRA a partir de la secrecion
respiratoria hasta seis horas posteriores a la muerte, y/o cortes de tejido del tracto
respiratorio de pulmon y bronquios (de ambos lados -derecho e izquierdo-) y trdquea
en solucién salina, refrigerados para analisis virolégico y microbiol6gico, con contra-
muestra adicional de los mismos tejidos en formol tamponado al 10 % para
patologia.
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Figura 1. Requisitos generales y toma de decisiones pararecoleccion de muestras de

Paciente que cumple con
definicion de caso de difteria
faringea, amigdalinao laringea.

exudado faringeo

¢ Paciente con
tratamiento
antimicrobiano?

Tomade exudado

éSe obtuvo
una parte de
la membrana?

Colocarlamembranaen
1mL de solucion de salina

faringeo

i Muestra
obtenida
con dos

hisopos?

Colocar un hisopo en Amies
y el otro en untubo seco
estériltaparosca

Solicitud de:
PCR CULTIVO

Adjuntarficha
epidemiologica F230

Embalaje y envio de muestraa LSPD o
laboratorio de procesamiento

Solicitud de:

Avisaral LSPDy LNR sise
puede analizar las
muestras

¢ Muestra

obtenida
conun
hisopo?

Colocar el hisopo enun
medio de transporte Amies

GOBIERNO DE COLOMBIA




Av. Calle 26 No. 51- 20, Bogota, D.C., Colombia

INsTITUTO Conmutador: {1)22[] 7700 Ext. 1703-1704

fax: 220 7700 Ext. 1283-1269

NACIONAL DE correo electrénico: contactenos@ins.gov.co
SaLup

Pagina web: www.ins.gov.co
- Linea gratuita nacional: 018000 113 400

Figura 2. Requisitos generales y toma de decisiones para recoleccion de muestras de
exudado nasofaringeo para contacto asintomatico
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Figura 3. Requisitos generales y toma de decisiones pararecoleccion de muestras de
exudado nasofaringeo para paciente con difteria nasal
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Figura 4. Requisitos generales y toma de decisiones para recoleccion de muestras de
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2.3 Tipo de muestra, conservacién, almacenamiento y transporte:

Tabla 2. Tipo de recipientes, temperatura de almacenamiento y tipo de almacenamiento de
muestras para diagnoéstico de difteria
Temperatura de almacenamiento y
transporte para procesamiento de
las muestras

Recipiente primario/medio de Almacenamiento después del

Muestra/Matriz

transporte/volumen minimo
requerido

procesamiento

Insertar el hisopo dentro del
medio de transporte Amies con

antes de 24 después de 24
horas horas

Esterilizar y descartar el medio de

Exudado far'mgeo carbon o Loeffler <24 horas; 10°C-25°C transporte
para cultivo .
preferiblemente en bolsas con
silica gel >24 horas
Btk Insertar el hisopo en un criovial o o Guardar una alicuota ml'onimo deOZOOpL y
para PCR tubo tapa rosca y cortar el exceso 2°C-8°C almacenar de -20°C a -70°C
del mango
Insertar el hisopo dentro del
Exudado medio de transporte Amies con Esterilizar y descartar el medio de
nasofaringeo para carbon o Loeffler <24 horas; 10°C-25°C transporte
cultivo preferiblemente en bolsas con .
silica gel >24 horas S
Exudado Insertar el hisopo en un criovial o Guardar una alicuota minimo de 200pL y
WECWENN LN EIERE  tubo tapa rosca y cortar el exceso 2°C-8°C almacenar de -20°C a -70°C
PCR del mango
Insertar el hisopo dentro del
Exudado de medio de transporte Amies con Esterilizar y descartar el medio de
lesiones cutaneas carbon o Loeffler <24 horas; 10°C-25°C transporte
para cultivo preferiblemente en bolsas con
silica gel >24 horas
Exudado de Insertar el hisopo en un criovial o Guardar una alicuota minimo de 200uL
EEEETENEEERS  tubo tapa rosca y cortar el exceso 2°C-8°C y almacenar de -20°C a -70°C
para PCR del mango
Impregnar todo el hisopo con el P u'n alslamlgnto &
Aislamiento aislamiento y colocarlo en el 10°C-25°C 10-25°C ?g:}énebascfnum: pT ; S;presgwarla i
bacteriano medio de transporte Amies con en skim ' Al B8R0 cnoperoas
carbon. para conservacion de cepasa -20°C
Muestras de Colocar la membrana o tejido en o 0o o L
2°C-8°C 2-8°C y almacenar de -20°C a -70°C

membrana o tejido

1 mL de solucién salina (0,85%)
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2.4 Documentacién requerida

e Para los aislamientos de Corynebacterium 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 analisis y ficha epidemioldgica INS: F230.

e Para el andlisis de muestras tanto para cultivo como para PCR en tiempo real se debe remitir
los especimenes con los formatos de datos basicos del Sistema Nacional de Vigilancia en
Salud Publica del INS y la ficha epidemiologica de tos ferina INS: F230 adecuadamente
diligenciados a los LSPD como al LNR. La Unica excepcion para no anexar la ficha
epidemiolégica es en los casos de difteria cutanea y nasal en las cuales se solicita un
resumen de la historia clinica.

2.5 Métodos de laboratorio empleados para el diagnéstico del agente etioldgico

Las pruebas diagnoésticas utilizadas para confirmar la infeccién incluyen el cultivo para el
aislamiento de C. diphtheriae y la prueba de Elek la cual verifica la produccion de la toxina a
partir del aislamiento. Actualmente, varios LNR en el mundo utilizan la prueba de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) a partir de muestras clinicas para apoyar a la confirmacion de
la infeccion en blusqueda de una cepa toxigénica de C. diphtheriae, en adicion, existen
publicaciones de PCR que permiten la deteccién del gen de la toxina diftérica (tox) con y sin
deteccion del gen regulador de la toxina (dtxR), sin embargo, la diferencia de las secuencias
usadas en PCR afecta la especificidad del resultado debido a las similitudes de secuencias
entre algunas especies de corynebacteria. A continuacion, se enuncian las pruebas usadas
rutinariamente para confirmacién de difteria:

2.5.1 Aislamiento de C. diphtheriae por cultivo

El aislamiento de C. diphtheriae por cultivo es esencial para confirmar la difteria. No obstante,
incluso si el cultivo del paciente es negativo y existe un aislamiento de C. diphtheriae de
contactos cercanos este resultado ayuda a confirmar el diagnéstico del caso. Las muestras
clinicas para el cultivo pueden ser tomadas de la faringe, nariz o nasofaringe, no obstante, se
recomienda la toma de muestras faringeas de todos los casos sospechosos y contactos
cercanos. Los hisopados en los casos sospechosos deben realizarse con preferencia por debajo
de la membrana y en lo posible debe extraerse una pieza de la membrana. Las muestras para
el cultivo se deberan obtener tan pronto como la difteria se sospeche, incluso si el tratamiento
con antibiéticos ha comenzado. Conviene alertar con anterioridad a los laboratorios que vayan
a procesar la muestra debido a la necesidad de preparar los medios especiales que contengan
telurito de potasio (7) (ver anexo A).

El medio descrito por Tinsdale que contiene L-cistina y telurito de potasio ayuda al aislamiento
de C. diphtheriae, C. ulcerans y C. pseudotuberculosis producen un halo marrén bien delineado
alrededor de las colonias negro-grisaceas. Un halo marrén se produce por el H2S obtenido por
la accién de la cistinasa en L-cistina y el teluro de potasio (K203Te) que se reduce a teluro
metalico (Te) (2). Se debe incubar a una temperatura de 35-37°C de 18-48 horas
preferiblemente en atmosfera de 5% CO.. El medio de agar sangre cistina telurito es utilizado
también para el aislamiento primario de C. diphtheria el cual inhibe el desarrollo de la mayoria
de las bacterias que normalmente habitan en las vias respiratorias altas por la accién del telurito
de potasio. C. diphtheriae se desarrolla con produccién de colonias grisadceas o negras después
de 24 a 48 horas de incubacion. Pueden distinguirse el morfotipo de la colonia de los tres
biotipos:
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1. Colonias del biotipo gravis son planas, de color gris oscuro, con estrias radiales, secas y de
bordes irregulares.

2. Colonias de biotipo mitis son pequefias, negras, brillantes y convexas, con bordes lisos y
aspecto humedo.

3. Colonias del biotipo intermedius son pequefias planas con un centro negro elevado (8).

2.5.2 Coloracion Azul de metileno o coloracion Albert (Loeffler) : En esta tincion se
observan dentro de las células granulos de depésito de polifosfato con apariencia rojizo-parpura
(granulos metacromaticos) casi terminales que confieren una apariencia de cuentas y que
pueden sugerir la sospecha de una estructuras (2).

2.5.3 Pruebas de biotipificacion y toxigenicidad

Después de haber aislado a C. diphtheriae se debe realizar la biotipificacion para determinar el
biovariedad de la especie diphtheriae (intermedius, belfanti, mitis, o gravis) por medio de
pruebas bioquimicas convencionales o con técnicas semi 0 automatizadas de identificacién. Las
caracteristicas bioquimicas los biotipos, incluyendo el biotipo belfanti como la variante negativa
de nitrato reductasa del biotipo mitis, todas estas caracteristicas se muestran en este
documento; es de destacar que todas las cepas de C. diphtheriae carecen de actividad de
pirazinamidasa. El biotipo gravis se distingue de mitis por su capacidad de producir &cido a partir
de glucégeno(2, 7).

La prueba de Elek es una técnica que determina la produccién de la toxina diftérica por parte
del microorganismo de manera in vitro. Esta técnica es la confirmacion de un caso sospechoso
de difteria por tres razones:

1. La toxina diftérica es una exotoxina que destruye el tejido local (formacién de la
pseudomembrana) y se absorbe en el torrente sanguineo distribuyéndose a sus
alrededores resultando en complicaciones sistémicas de la difteria como la neuritis
periférica por desmielinizacion y la miocarditis. También se encuentra involucrada en la
trombocitopenia y proteinuria.

2. No todos los aislamientos de C. diphtheriae tienen la probabilidad de expresar la toxina
debido a que el gen involucrado debe estar integrado al cromosoma bacteriano
(profago). Ademas, el gen se encuentra regulado por una proteina represora bacteriana
que controla la expresion del mismo. La expresion de la toxina de acuerdo con su biotipo
es > belfanti: 0%, gravis: 95%, intermedius: 99%, mitis: 85%(3).

3. La técnica de PCR no demuestra la produccién de toxina diftérica Unicamente la
deteccion del gen de la toxina, por tanto una prueba de PCR positiva en ausencia de un
cultivo positivo y ausencia de una prueba de toxigenicidad positiva (prueba de Elek)
determina que el resultado de PCR no es suficiente para clasificar un caso como difteria
(7). No obstante, si existe una situacion de brote y para el caso indice se pudo aislar
una C. diphtheriae toxigénica, la PCR en tiempo real se convertiria en un apoyo para
clasificar los casos segun amerite los criterios epidemiolégicos y clinicos.
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2.5.4 Prueba de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR):

El aislamiento de C. diphtheriae puede no ser siempre posible debido al tratamiento terapéutico o
profilactico iniciado en pacientes u contactos antes de considerar un diagnéstico por laboratorio de
difteria. Las pruebas de PCR actualmente disponibles pueden detectar del gen regulador para la
produccion de toxinas (dtxR) o el gen de la toxina diftérica (tox) en organismos viables y no viables.
La especificidad de la técnica depende de las secuencias blancos utilizadas y el nimero blancos a
amplificar debido a la existencia de regiones o secuencias de alta homologia para el gen de la toxina
entre las especies de C. diphtheriae, C. ulcerans y C. pseudotuberculosis (2, 7). No obstante, se
deben obtener muestras clinicas adicionales para que la prueba de PCR tenga una validez y un
apoyo en la interpretacion de resultados, de acuerdo con lo que se ha descrito en este documento
(ver tabla 5).

Pruebas serolégicas
La medicién de los anticuerpos séricos del paciente frente a la toxina diftérica antes de la

administracion de antitoxina puede ayudar a evaluar la probabilidad del diagndstico de difteria, pero
esta técnica no se encuentra disponible en el LNR. Si los niveles de anticuerpos son inferiores a 0,01
Ul / ml, es probable que la inmunidad esté ausente, pero un nivel superior a 0,1 Ul / ml se considera
protector y es poco probable que la difteria sea la causa de la enfermedad del paciente. Los niveles
de anticuerpos diftéricos entre 0,01 Ul / ml y 0,09 Ul / ml indican la presencia de alguna inmunidad
limitada(7).

Diagnéstico diferencial

e Infecciones por Streptococcus del Grupo A B-hemolitico

¢ Infecciones por Staphylococcus aureus

e Infecciones por Arcanobacterium haemolyticum (faringitis en nifios y Ulceras cutaneas crénicas
en diabéticos)

e Candida albicans

e Borrelia vincentii - Angina de Vincent

e Haemophilus influenzae — epiglotitis aguda

e Virus de Epstein-Barr (abreviado VEB) (mononucleosis infecciosa), adenovirus, herpes simple

e Toxoplasma gondii

e El consumo de algunos agentes antineoplasicos puede resultar en la formaciéon de una
membrana faringea como por ejemplo el metotrexato

e Elusoalargo plazo de los corticosteroides (por ejemplo prednisolona) puede causar candidiasis
oral (9).
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Figura 5. Algoritmo de diagnoéstico y resultados por el laboratorio para cultivo
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Figura 6. Algoritmo de identificacion de Corynebacteria causante de difteria en el
Laboratorio Nacional de Referencia

¢Presenciade

Sembrar en Agar Sangre de ‘erecimiento N
Aislamiento Cordero al 5% (AS) y Agar Sangre antes de 72 reenviar aislamiento
Cisteina-Telurito (ASCT)

horas?

Informe de morfologia no compatible Realizar PCR
con bacilos corineformes

Si hay presenciadel gen
tox en la muestra se debe
esperarlos resultados del
cultivo para confirmacion

porla prueba de ELEK

¢Bacilos Gram
positivos, -
dispuestos en forma Tincion de Gram y azul e
de “V"0 empalizadas de metileno de al menos de color gris
con granulos 5 colonias diferentes ® "99"“7 <l
metacromaticos ASCT?
catalasa positivos?

Informe de colonias no
compatibles

Identificacion de género ¢ldentificacion de S
especie y biotipo por C.diphtheriae o - icroorganis
bloquimica T e —— |dent|f|cgdo 0 |dent|f!cac|onlno
convencional pseudotuberculosis? compatible con C. diphtheriae

*Toxigenicidad asociada a biovares: Prueba de Elek

» gravis 95% *Biovares C. pseudotuberculosis
> intermedius 99% = ovis

»  mitis 85% > equl
- belfanti0%
Informe :
» C.diphtheriae biovar toxigénico*
+ C.ulcerans toxigénico
+ C. pseudotuberculosis biovar toxigénico™

¢Produccion
de toxina?

Informe tnicamente C.diphtheriae biovar notoxigénico*

Por razones de vigilancia epidemiolégica inicamente el aislamiento identificado como C. diphtheriae toxigénico confirma la difteria. Las pruebas de
PCR positivas sin aislamiento seguira ajustado como caso sospechoso al menos que la clinica y las complicaciones pertenezcan a una difteriaclasica
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Tabla 3. Morfotipo de colonias del género Corynebacteria en medios de cultivo disponibles
para el aislamiento de especies de importancia clinica

Especie/biovar Agar Sangre Agar Telurito de Hoyle Agar Tinsdale

Gris / negro mate, opaco, 1,5-2mm

C. diphtheriae biovar de diametro, superficie mate, -
. - : gy : Negro con halo de color castafio
gravis No hemolitica friable, movil o que tiende a Nearo
romperse en segmentos pequefos €9
cuando setoca con un asa
C. diphtheriae biovar Gris / negro, opaco, de 1,5-2 mm de Nearo con halo de color castario
mitis Pequena zona de B-hemoalisis diametro, borde entero y superficie €9
. ; - negro
brillante, variable entamario
C. diphtheriae biovar Gris | negro{,;_)'paco, pequerrao,_ L N halo de col -
intermedius Pequefiazona de B-hemolisis mm de diametro, supericie egro con halo de color castafio
in brillante, discreto, translicido, negro
parcialmente con centro negro
C. diphtheriae biovar Gris / negro, opaco, de 1,5-2 mm de Nearo con halo de color castario
belfanti Pequefia zona de p-hemolisis diametro, borde entero y superficie €9

. . - negro
brillante, variable entamario €9

Pequefia zona de p-hemolisis,
gris / blanco, seco,
C. ulcerans consistencia cerosa, circular, Gris / negro, opaco, muy seco
ligeramente convexa con un
borde entero

Negro con halo de color castafio
negro

Pequefia zona de p-hemolisis -
€q B ’ Negro con halo de color castafio

C. pseudotuberculosis de color crema a naranja, Gris / negro, opaco, muy seco
anillada concentricamente negro
. No hemolitico, blanco, : _
C. striatum et Gris / negro Negro sin halo

No hemolitico, gris / blanco, Negro sin halo

bajo convexo Gris / negro

C. jeikeium
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Tabla 4. Identificacién por metodologia convencional de C diphtheriae, C. ulcerans y C.
pseudotuberculosis

L B -] o
(7 @ ©
:g x = E s % = a
ilbi = s | E[SE|2 o st
Especie/biovar g ] s S H 8 35
) = N = = @ O
= 2| 2|2 |2 ° &
o o
C. diphtheriae
biovar gravis - + + - + = + F = = = + + =
biovar mitis +/- + + B + 5 + + - 5 = = ft &
biovar intermedius - + + = + - + + = = = = = =
biovar belfanti - + + = e = + + e = = = = =
C. ulcerans + % + - -1+ + + + - 5 \" +/- + Rev
C. pseudotuberculosis
biovar ovis + - + - - + + + \' = = -+ + Rev
biovar equi + - + - + + + + \' - - -+ + Rev

3 Actividad cistinasa determinada en agar Tinsdale
bPrueba de CAMP reversa observada en agar sangre de cordero
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Tabla 5. Interpretacion de PCR en tiempo real y prueba de Elek (toxigenicidad)

PCR en tiempo

real
& = 0
3 | @G S5 5
gl s | &< © © @
S| = L3 T T = =
S| & 8 e @5 .o 5 .
3| 5 =3 o .= O ]
S = = g L= = [} © g
0 » . b
Especie/genes a0l o3 B .0 o o 2
2 o | @S E 3 g =
© o 3 © = 2 & <
s| & &3 S = = 7]
Ol | g 25 2
3 ® O o <
C. diphtheriae
. ; C. diphtheriae biovar
biovar gravis + + = +* prieriac o Sl
gravis toxigénico
biovar mitis + + ) +* C. diphtheriae biovar S|
mitis toxigénico
. . . C. diphtheriae biovar
biovar intermedius 4+  + - +* P sl

intermedius toxigénico

biovar belfanti + o+ - * C. diphtheriae biovar NO
belfanti toxigénico

C. ulcerans + - + + C. ulcerans Sl

C. pseudotuberculosis

C. pseudotuberculosis

biovar ovis + - + + . o
biovar ovis toxigénico

NO (afecta a ovinos)
C. pseudotuberculosis

biovar equi toxigénico NO (afecta a equinos)

biovar equi + - + +

7B gen de la subunidad beta de la RNA polimerasa
*Toxigenicidad asociada a biovares: gravis 95%, intermedius 99%, mitis 85% y belfanti 0%
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3. CONTROL DE CALIDAD.

Tabla 6. Evaluaciones del desempefio relacionada con difteria

Institucion que realiza la

prueba y analisis de Muestras que analizar Poblacion objeto
datos
*Evaluacion Directa Laberatariosids
Evaluacion o Salud Publica
; del Desempefio de L
directa del - f n g Distritales/
N Bacteriologia y Instituto Nacional de Una cepa relacionada con
desempeiio para . . ) e . . Departamentales y
. Resistencia Salud infeccion respiratoria .
cultivo o . laboratorios de
A Antimicrobiano . . X
(Nacional) @ ,, microbiologia
EDDBRA . e
privados o publicos
Laboratorios de
Evaluacion Indirecta del Desempeio Instituto Nacional de 100% de las cepas identificadas Salud Publica
para Cultivo (Nacional) Salud como Bordetella spp. Distritales/

Departamentales

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

4. VIGILANCIA POR LABORATORIO DE Corynebacterium diphtheriae

La vigilancia de agente etiolégico Corynebacterium diphtheriae, consiste en identificar y describir
su circulacion 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 permitiran resumir estos aspectos y publicarlos en
forma periddica en informes técnicos, asi como la construccion de repositorios institucionales donde
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 en la confirmacién del diagndstico a los departamentos.

» Realizar la caracterizacion y confirmacién de los brotes de difteria, el nUmero de muestras
dependera el andlisis epidemioldgico.

* Realizar la prueba de la toxina (prueba de Elek) para confirmacion de difteria.

* Realizar PCR de difteria para apoyo diagnostico.
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Realizar el control de calidad directo (PEEDD).

Brindar asesoria técnica al Ministerio de Salud y Proteccion 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, conservacioén de las muestras y de los
aislamientos.

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

Realizar la caracterizacion microbioldgica/ molecular definitiva que confirme la circulacion
del microorganismo frente 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 difteria y verificar los
estandares de calidad.

Participar en las evaluaciones externas del desemperio.

Mantener técnicas de diagnoésticas actualizadas para la confirmacion de difteria de acuerdo
con las recomendaciones nacionales.

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

Capacitar a la red de laboratorios en la toma, diagnéstico, interpretacion de las pruebas y
envio de muestras nasofaringeas para diagndstico de difteria.

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 diagndstico que realizan en sus
laboratorios para difteria.

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

Participar en evaluaciones externas del desempefio para difteria.

Realizar la remisiébn de muestras con la documentacién establecida para la vigilancia del
evento (ficha de notificacion INS:230).

Informar a los epidemidlogos y al LSP de los casos sospechosos que ingresan al laboratorio.
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Tabla 7. Responsabilidades y flujo Red Nacional de Laboratorios

Secretaria
IP—S - E - departamental de Salud
Laboratorios publicos | Laboratorios publicos LSPD INS
Procedimientos y privados sin y privados con Laborarcme Salud Grupode
capacidad diagnostica | capacidad diagnostica Publica Debartamentales Microbiologia
en microbiologia en microbiologia v D?strital
Recoleccion de muestra X X
Recoleccion de muestra en apoyo a brotes X
Envio de muestra en medio de transporte al
LsP >
Envio de muestra en medio de transporte al La muestra debe
LSP procesarce aqui
Aislamiento e identificacion del agente etiol6gico
Aislamiento de microorganismo en Agar
Sangre o Agar Sangre Cisteina-Telurito o Agar X X
Tinsdale
Identificacion del microorganismos por
medios convencionales, semi o X X
automatizados o MALDI-TOF
Envio de aislamiento para confirmacion a_q
Confirmacion del agente etiologico
Confirmacién por pruebas fenotipicas de
Género y especie X X
Identificacion de biotipo (aplica solo para X
Corynebacterium diphtheriae)
Prueba de Elek (prueba de toxina) X
PCR en tiempo real (muestra y aislamiento) X
Confirmacién de Corynebacterium diphtheriae X
toxigénico
Confirmacién de caso de difteria Grupo de
vigilancia INS
h—r
Flujo de resultados de confirmacion ‘
<<
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Anexo A

Agar Sangre Cistina Telurito (ACT)

Agua destilada o purificada tipo Il ... 250 mL
Agar Infusion de Cerebro y COrazon..........c.oeiuiuiiiiii e 13 g

Sangre de cordero desfibrinada. ..., 12,5 mL
Telurito de potasio al 0.3% oo 37,5 mL
L-Cistina (no confundir con L-CiSteiNa) .........ceoiuieiieieiiia e 12,5 mg

Preparacion:

Nota.:

Colocar en un matraz de Erlenmeyer o botellas de laboratorio de 500 mL, 250 mL de Agua
destilada o purificada tipo Il + 13 g de agar Infusion de cerebro y corazon. Disuelva y hierva
de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

Esterilizar a 15 libras de presion, a 121 °C por 15 minutos.

Mantener a 47,5 + 2,5°C en un bafio seroldgico el medio después de esterilizado como
minimo por 15 min.

Con el medio temperado agregar 37,5 mL de telurito de potasio al 0,3% (ver abajo la
preparacién de esta solucion) y mezclar.

Agregar 12,5 mg de L-Cistina y mezclar

Agregar 12,5 mL de Sangre de cordero y mezclar

Servir en placas de Petri

Realizar los controles de calidad pertinentes

Mantener los medios de 6 + 2°C

para la mezcla es preferible utilizar planchas donde funcionen las barras magnéticas de
mezcla.

Telurito de potasio al 0.3%

Agua destilada o purificada tipo Il ... 400 mL
Telurito de POASIO ......ve e 1200 mg

Preparacion:

Colocar en un matraz de Erlenmeyer o botellas de laboratorio de el agua y el telurito de
potasio y mezclar hasta disolver.

Esterilizar al vacio con unidades de filtro desechables de 500mL.

Mantener la solucién de 6 + 2°C
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