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OBJETIVOS DE LA GUIA

e Describir los lineamientos y el proceso de vigilancia por laboratorio para la vigilancia por laboratorio
de Enfermedad Diarreica Aguda (EDA) y Enfermedad Transmitida por Alimentos (ETA) de origen
bacteriano.

e Establecer los procesos de obtencidn, conservacion y transporte de las muestras para la deteccion
de EDA — ETA bacteriana.

e Describir los fundamentos técnico-cientificos de los métodos de ensayos empleados para el
diagndstico por laboratorio de EDA — ETA bacteriana.

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

e Precisar cdmo se articula la red nacional de laboratorios para la vigilancia por laboratorio de EDA —
ETA bacteriana, asi como describir las funciones y responsabilidades en cada uno de los niveles.

ALCANCE

La presente guia aplica para la vigilancia por laboratorio de EDA — ETA en materia fecal y métodos con
los cuales se detectan en el laboratorio nacional de referencia del INS.
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DEFINICIONES, SIGLAS, ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

DEFINICIONES

Antigeno Bacteriano: molécula capaz de ser reconocida por un anticuerpo (Ac), por células
presentadoras de antigenos (Ag) y que tiene la capacidad de inducir una respuesta inmune. (1)

Coprocultivo: método de diagnéstico microbiol6gico que permite identificar los agentes bacterianos
causantes de enfermedad gastrointestinal, mediante la siembra de un medio de cultivo selectivo de
materia fecal. (2)

Deshidratacion: perdida durante un episodio de diarrea de agua y electrolitos (sodio, cloruro, potasio y
bicarbonato) en las heces liquidas, los vomitos, el sudor, la orina y la respiracion.(1)

Diarrea: Se define como la deposicidn, tres o0 mas veces al dia (o con una frecuencia mayor que la
normal para la persona) de heces sueltas o liquidas. (1)

Medios de cultivo: cualquier preparacion liquida o sélida hecha especificamente para cultivo,
almacenamiento o transporte de microorganismos u otros tipos de células. La variedad de los medios que
existen permiten el cultivo de microorganismos y tipos de células especificos, como medios diferenciales,
medios selectivos, medios de test y medios definidos. (3)

Medio de transporte: medio de cultivo que es capaz de mantener viva una muestra o cepa de
microorganismos por un periodo prolongado, manteniendo a los microorganismos vivos y sobre todo sin
alterar su concentracion. (3).

Prevalencia: se refiere a todos los casos tanto nuevos como viejos, al paso que, incidencia se refiere solo
a nuevos casos. La prevalencia puede referirse a un momento dado (prevalencia momentanea), o a un
periodo determinado (prevalencia durante cierto periodo)

Morbilidad: proporcién de pacientes con una enfermedad particular durante un afio fijado por una
determinada unidad de poblacién

Mortalidad: concepto estadistico para determinar muertes causadas u ocurridas en un evento especifico
con enfermedades.

Pruebas bioguimicas: medios de cultivos liquidos o sélidos que contienen sustancias especiales de
enriquecimiento, suplemento, que al ser inoculados permiten la diferenciacion de la bacteria. (3)

Serogrupo: lipopolisacarido -antigeno somatico O-, es una subpoblacién de un microorganismo infeccioso
gue se diferencia de otras subpoblaciones de la misma especie por medio de pruebas seroldgicas.
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Serotipo: o serovar es un tipo de microorganismo infeccioso clasificado segin los antigenos que
presentan en su superficie celular.

Serotipificacion: proceso de reaccién antigeno - anticuerpo que pone en evidencia la presencia de
antigenos ya sean somaticos o flagelares.

Vigilancia epidemiolégica: conjunto de actividades que permite reunir la informacion indispensable para
conocer la conducta o la historia natural de las enfermedades, asi como detectar o prever alteraciones de
sus factores condicionantes, con el fin de recomendar las medidas indicadas y eficientes que conduzcan
a la prevencion y al control de determinados agravios

SIGLAS, ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

DVCSP: Direccion Vigilancia y analisis del riesgo en Salud Publica
EDA: Enfermedad Diarreica Aguda

ETA: Enfermedad Transmitida por Alimentos

FAO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
Sivigila: Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Publica

INS: Instituto Nacional de Salud.

LNR: Laboratorio Nacional de Referencia

LSP: Laboratorio de Salud publica

LSPD: Laboratorio de Salud Publica Departamental o Distrital
OMS: Organizacion Mundial de la Salud

OPS: Organizacién Panamericana de la Salud

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa
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1. GENERALIDADES

La Enfermedad Diarreica Aguda (EDA) es uno de los principales problemas de salud publica a nivel
mundial, especialmente en los paises en via de desarrollo, debido a las altas tasas de morbilidad y
mortalidad que se presentan en la poblacion infantil, especialmente en niflos menores de cinco afios. Por
lo general, estas patologias son causadas por la ingesta de agua y alimentos contaminados. (4)

La OMS reconoce que las ETA son importantes y requieren el establecimiento de esquemas de vigilancia
epidemiolégica para determinar el nimero de casos y sus causas (7). La incidencia mundial de ETA es
dificil de estimar, pero se reporta que en el 2005 alrededor de 1,8 millones de personas murieron a causa
de enfermedades diarreicas. Una gran proporcidn de estos casos puede atribuirse a la contaminacion de
alimentos y del agua potable o a la desnutricion en lactantes e infantes, consecuencia de la
deshidratacién asociada a episodios diarreicos.

Latinoamérica experimenté al menos 6.000 brotes de diversos tipos de enfermedades de origen
alimentario entre 1993 y 2002 segun las cifras ofrecidas por la Organizacién de las Naciones Unidas para
la Agricultura y la Alimentacion (FAO) y la OMS. Estos brotes, junto a un nimero mayor de casos
aislados de enfermedades provocadas por la ingesta de alimentos y agua, causaron en la region
alrededor de 57.000 muertes en 2004. Sin embargo, esta estimacion se encuentra todavia muy por
debajo de la incidencia real del problema segun los expertos (8).

En Colombia, el Grupo de Microbiologia del INS con apoyo de la Organizacion Panamericana de la salud
(OPS) a través de la Red Nacional de Laboratorios inici6 en 1997 el programa de vigilancia de EDA
bacteriana, que incluye la caracterizacion de los principales agentes causales: Salmonella spp., Shigella
spp., Vibrio spp., y L. monocytogenes, E.coli O157:H7 y Campylobacter spp,. de ingreso reciente al
programa. Por medio de esta vigilancia se ha establecido un panorama global sobre el comportamiento
epidemiolégico de estos patdgenos en Colombia, lo que ha contribuido a la caracterizacion por
laboratorio de brotes de ETA. (8,9).

A nivel nacional, las ETA son unas de las causas mas comunes de gastroenteritis de origen alimentario
en humanos, que pueden traer consigo graves secuelas para la salud de las personas infectadas y que
circulan en diferentes regiones del pais. (Para informacién sobre Vibrio cholerae, remitirse a la Guia para
la Vigilancia por laboratorio de célera)
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1.1 Agente infeccioso

Las ETA se manifiesta de forma sibita, generalmente caracterizado por sintomas como vomito, diarrea,
fiebre, dolor abdominal, cefalea, algunas veces reacciones alérgicas, deshidratacion y otras que
comprometen el sistema nervioso central e incluso causan la muerte, después del consumo de alimentos
0 agua contaminada. La ingestion de alimentos contaminados puede provocar una insuficiencia
multiorganica, incluso cancer, por lo que representa una carga considerable de discapacidad, asi como
de mortalidad (21). Teniendo en cuenta los principales agentes causales de EDA-ETA de la vigilancia por
laboratorio, se amplia informacién de acuerdo a un microorganismo especifico ver tabla 1. Caracteristicas
de patogenicidad de Enteropatégenos.

1.2 Modo de transmisién

Ver tabla 1. Caracteristicas de patogenicidad de Enteropatdgenos

Tabla 1. Caracteristicas de patogenicidad de Enteropatdégenos
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Agente . . Periodo de . .
. Transmisién Reservorio . o Patogénesis
bacteriano incubacién

Via de ingreso oral, por
ingestion deagua o
alimentos de origen

animales contaminados
o por contacto con

personas infectadas®.

Salmonella spp.

Via de ingreso oral, por
ingestion deagua o
alimentos de origen

animales contaminados
(sobrevive hasta 30

dias en alimentos ' o
por contacto con
personas infectadas®

Shigelfa spp.

La transmision puede
ser vertical (madre-hijo),
por contacto con
animales enfermos y
como una infeccion
asociadas a la atencion
en salud™.
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Via de ingreso oral, por
ingestion de agua o
alimentos de crigen

animales contaminados
o por contacto con

personas infectadas®.

Campylobacter

Via de ingreso oral, por
ingestion de agua o
alimentos de origen

animales contaminados
o por contacto con

personas infectadas®.

E. coli0157:H7

1.3 Prevencion

Animales domésticos,
salvajes y de
produccion.

Portadores crénicos® ™.

El ser humano es el
Unico reservora
conocido de este

agente®.

Animales domésticos,
salvajes y de
produccidn, se
encuentra en distribuido
en
ambientes
Naturales.
Portadores cronicos®'?.

Animales domésticos, vy
de produccion.
Portadores cronicos®?.

Animales domésticos, y
de produccion,
especialmente ganado
bovina'. Puede
encaontrarse en
vegetales por
contaminacion cruzada.

De 6 a72 horas
con un promedio
de 12a 36
horas®'®.

El periodode
incubacion varia
de 1a7 dias pero
tipicamente es de
2 a4 dias®.

El periodode
incubacion puede
serde 2 semanas

a 3meses®.

El periodode
incubacion es de 2
a b dias, con limite

de 1a 10 dias®.

Tiene un periodo
de incubacion de 3
a4 dias™.

Resistente las condiciones del fracto
gastrointestinal, coloniza el intestino delgado
e invade los ganglios linfaticos, provocando
una infeccion localizada. Evade las defensas

intracelulares y se disemina al torrente
sanguineo produciendo una infeccion
sistémica. Se elimina por las heces,
quedando libre en el ambiente™.

La invasividad es el factor de virulencia mas
importante para causar la enfermedad.
Shigella spp. es tolerantes a pH bajos, por lo
que pueden soportar la acidez del estomago
v luego colonizar el tracto digestivo'.
Tipicamente se presenta una inflamacian
aguda con ulcera del epitelio™ La
diseminacion al torrente sanguineo no es
comun. La infeccion esta asociada a higiene
deficiente y a la baja dosis Infectante (100 a
200 bactenas).

Este patogeno intracelular invade los
macrofagos y la mayoria de los tejidos
celulares en los que puede proliferar.
Posterior a la internalizacian, la bacteria
ingresa al citoplasma celular y se catapulta
entre las c&lulas, infecta las placas de Peyer
invadiendo los nodulos linfaticos y el torrente
sanguineo. El érgano blanco principal es el
higado. Puede ocasionar septicemia,
meningitis y abortos espontaneos.

Por un mecanismo similar a Salmonelia no
Typhi, Campylobacter spp. invade células
del intestino delgado, las lesiona y altera la
absorcion de liquidos ocasionando diarrea
severa. Es considera el agente etiologico de
otros sindromes como Guillan-Barré.

Adherencia intima a los enterocitos
intestinales, en donde serealiza una
transduccion de sefiales ocasionando una
alteracion del cito esqueleto, posteriormente:
se secretan las shigatoxinas ste1, y stx2'7
produciendo el sindrome hemalitico urémico
(SHU).

Las EDA - ETA son causadas en la mayoria de los casos por el consumo de alimentos en mal estado, o
por la incorrecta manipulacién de los mismos en las diferentes etapas, desde el procesamiento hasta su
consumo; son considerados los de mayor riesgo en salud publica: lacteos, huevos, carnes, entre otros, es
por ello que debemos realizar acciones que garanticen el cumplimiento de las normas basicas de higiene,
dado que podria afectar directamente a los nifios, nifias y adolescentes, ocasionando serias

consecuencias para su salud.
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Sin embargo, las actuales intervenciones de capacitacion y capacitacion de los trabajadores demuestran
un modesto éxito en el cambio del comportamiento de los trabajadores de los servicios alimentarios

La Organizacién Panamericana de la Salud recomienda aplicar cinco medidas claves:

mantener la higiene,

separar los alimentos crudos de los cocidos,
cocer totalmente los alimentos,

mantener los alimentos a temperaturas seguras, y
utilizar agua e ingredientes crudos seguros.

2  DIAGNOSTICO POR LABORATORIO

El laboratorio tiene una importante funcion en la identificacion de los agentes etiol6gicos de los casos de
ETA y esta a cargo del Laboratorio de Salud Publica de cada departamento.

Es importante tener en cuenta que en la atencién clinica de un caso y/o brote es determinado de acuerdo
a la sintomatologia dada por el médico tratante, y el posible diagnéstico de ETA debe ser relacionado a
un posible origen infeccioso o0 no infeccioso, por lo tanto los exadmenes respectivos se deberan realizar en
la IPS donde se atendi6 el caso.

La informacién generada a partir de los analisis de laboratorio, permitira luego hacer el analisis
epidemiolégico de los agentes etioldgicos identificados y asi mismo, orientar las acciones de prevencion
de las ETA relacionadas principalmente con las acciones de IVC tanto del INVIMA como de las areas de

salud ambiental de las secretarias de salud.

Teniendo en cuenta lo anterior, las acciones que se deben realizar dentro de la vigilancia por laboratorio
del evento, por parte de los laboratorios que pertenecen a la Red Nacional de Laboratorios se explican en

la tabla No. 2

Tabla 2. Responsabilidad de los laboratorios frente al evento en cada uno de los niveles

IPS Primer nivel IPS segundo nivel IPS Tercer nivel

Confirmacion, serotipificacion,

Coprocultivo e Confirmacion a nivel de prubas de sensibilidad
Toma y envio de Coprocultivo e identificacion bacteriana  género, especie, pruebas S
.. e, L antimicrobiana, pruebas moleculares
muestras al siguiente identificacion y pruebas de de sensibilidad ara establecer clonalidad de los
nivel bacteriana sensibilidad antimicrobiana de los Pe ) o,
e . aislamientos, caracterizacion de
antimicrobiana agentes bacterianos

brotes y control de calidad

Nota: tener en cuenta el reenvié al siguiente nivel si no se cuenta con capacidad diagnéstica.

2.1 Bioseguridad (5)

e El personal de laboratorio debe recibir adiestramiento especifico en cuanto al manejo de los
agentes patdgenos y estar dirigido por profesionales competentes.
e El acceso al laboratorio tiene que ser limitado en horas de trabajo.
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e El personal que realiza ciertos procedimientos que requieren la creacion de aerosoles infecciosos
o salpicaduras tiene que utilizar los elementos de proteccion personal correspondientes.

2.2 Tomade muestras (6)

Los laboratorios deben enviar todos los aislamientos bacterianos obtenidos de casos de ETA dentro del
sistema de referencia y contra-referencia del LNR, para su confirmacion.
Las muestras utilizadas para el diagnostico de ETA son:

e Muestras biolégicas (materia fecal)
¢ Ambientales (ver Guia de para la toma de muestras de agua para andlisis microbiol4gico)
e Muestras de alimentos (competencia del INVIMA).

Nota: muestras de vomito no se procesan, no hay protocolos normalizados y estandarizados para su_procesamiento.

Muestras adecuadas

No contaminada con orina

Fresca: menor a 2 horas después de su evacuacion.
Recolectada por frotis rectal, no se recomienda de rutina.
Contenido duodenal, de colostomia o ileostomia.

Muestras inadecuadas

¢ Que no ha sido preservada en un medio de transporte adecuado y que tiene mas de 2 horas de
haber sido recolectada.
e Hisopos secos con muestras de frotis rectal

2.3 Tipo de muestra, conservacion, almacenamiento y transporte:

Los laboratorios deben enviar todos los aislamientos bacterianos que fueron obtenidos de casos de
EDA o ETA dentro del sistema de referencia y contra-referencia del LNR, para su confirmacion.

Tipo de muestra

Las muestras para el diagnostico de célera son:

e Bioldgicas: materia fecal o hisopado rectal
e Ambientales: agua

Recoleccion de la muestra

e La muestra de materia fecal debe ser recolectada en un recipiente limpio, libre de preservativos y
detergentes, seco, de boca ancha con tapa. No es necesario que sea estéril.

e En algunos casos el frotis rectal es mas eficaz que las heces, particularmente en los pacientes
adultos severamente debilitados.

e Conrelacién al volumen de 1 a 2 gramos de materia fecal son suficientes.

Transporte de la muestra

Las muestras deben remitirse segln se muestra a continuacion, tabla 3.
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Tabla 3. Medios de transporte y temperaturas de envié.

Listeria

Microorganismo Salmonella spp.  Shigellaspp.  E. coli 0157:H7 monocytogenes Campylobacter spp.
Medio de transporte Cary Blair Cary Blair Cary Blair AIMES Cary Blair
Temperatura 0°Ca23°C 0°Ca23°C 0°Ca23°C 0°Cas8°C 0°Ca8°C

Envio de los aislamientos al Laboratorio de Referencia.

Luego del procesamiento de muestras y obtencion de aislamientos presuntivos bacterianos asociados a
EDA - ETA, se realiza él envio de los aislamientos al LNR para su confirmacion.

Procedimiento

e Realice una siembra masiva del aislamiento presuntivo en un medio no selectivo (Agar BHI o

Agar Tripticasa soya, tripticasa soya con sangre 5%) de acuerdo a cada microorganismo

inclbela en los tiempos, temperatura y atmosfera de acuerdo a cada microorganismo.

Recoja con el escobillén del medio de transporte correspondiente el crecimiento bacteriano.

Inserte el escobilléon en el medio y cierre el tubo herméticamente.

Rotule el tubo con la identificacion de paciente y envielo al Laboratorio de Referencia junto con el

ficha de envi6 vigente y debidamente diligenciado.

Enviar en sistema triple embalaje de acuerdo a las normas IATA

e Las muestras y aislamientos enviados al Grupo de Microbiologia son: Sustancias Infecciosas
Categoria B, “muestra para diagnéstico”

Iméagenes: fuente Grupo Microbiologia INS

2.4  Documentacion requerida

Todo aislamiento de los enteropatdgenos descritos en la presente guia, debe ser enviado con la siguiente
documentacion:

e Carta de solicitud del ensayo.

e Ficha de envio de aislamientos Programas EDA-ETA, vigente y debidamente diligenciado
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2.5 Métodos de laboratorio empleados para el diagnéstico
Examen directo
No se realiza.

Medios y reactivos empleados en el procesamiento de identificacién de enteropatégenos.

e Medio de transporte Cary-Blair

Este medio es utilizado para el transporte de muestras de materia fecal o de aislamientos, de
microorganismos Gram negativos entéricos. El medio de transporte Cary-Blair es adecuado para el
transporte de este tipo de muestra, debido a que sus escasos nutrientes y el pH de 8,4 mantienen al
microorganismo viable y evita su replicacion.

e Caldo Selenito cistina

Favorece el crecimiento de microorganismos de los géneros Salmonella y Shigella. La peptona aporta los
nutrientes necesarios para el adecuado desarrollo bacteriano, la lactosa es el hidrato de carbono
fermentable, el selenito de sodio inhibe la flora Gram positiva y la mayoria de la flora entérica excepto
Salmonella spp., durante las primeras 8 horas a 18 horas de incubacién.

e Caldo Rappaport: — Vassiliadis

El caldo_cuenta con una baja concentracion de verde de malaquita, cloruro de magnesio y harina de soya
para asi obtener un mayor porcentaje de recuperacion de Salmonella spp, ademas la reduccion del pH a 5.2
mejora la selectividad.

e Caldo fraser

El caldo base fraser es recomendado para el enriqguecimiento, aislamiento y cultivo de Listeria
monocytogenes. La proteosa peptona, hidrolizado enzimatico de caseina, extracto de carne, extracto de
levadura son nutrientes esenciales para el desarrollo. Cloruro de litio inhibe el desarrollo de enterococos.
Todas las especies de Listeria hidrolizan esculina a esculitina que, junto con los iones férricos, forman un
complejo marrén oscuro a negro. Citrato férrico amonico favorece el desarrollo de L. monocytogenes.

e Caldo Bolton
El caldo de enriquecimiento selectivo Bolton esta disefiado para el enriquecimiento previo de Campylobacter,
contiene nutrientes para ayudar a la resucitacion de células lesionadas de manera sutil y estd formulado para
evitar la necesidad de una atmésfera microaerébica.

e Agar de Xilosa-Lisina-Desoxicolato (XLD)
Medio selectivo y diferencial muy adecuado para la deteccién de enterobacterias patégenas exigentes, sobre
todo del género Salmonella spp.
La baja cantidad de desoxicolato hace que la flora Gram positiva sea inhibida, pero en cambio permite el

crecimiento de Salmonella spp., y Shigella spp con mayor facilidad que otros medios selectivos.

e Agar Hektoen Entérico (HE)
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Medio selectivo y diferencial para el aislamiento particularmente de las especies de Shigella spp., Contiene
lactosa, sacarosa y salicina, Salmonella spp., y Shigella spp., ho fermentan estos carbohidratos y, por otro
lado, microorganismos como por ejemplo, E. coli fermentan uno o més de los hidratos de carbono hasta
convertirlos en acidos, causando cambio de color del medio.

e Agar Palcam o Oxford modificado

Medio selectivo y diferencial de Listeria spp., hidroliza la esculina contenida en el medio que en presencia de
iones férricos forma un compuesto fendlico de color negro, contiene antibiéticos que inhiben en forma total o
parcial el desarrollo de la flora presente en la muestra y permitiendo la recuperacion de Listeria spp.

e Agar CCDA

El medio CCDA se basa en la formulacion original descrita por Bolton et al., que se desarrollé para
reemplazar la sangre con carbdn vegetal, sulfato ferroso y piruvato de sodio. Se logré una selectividad
mejorada cuando la cefazolina en la formulacién original fue reemplazada por cefoperazona como agente
selectivo. La anfotericina B se ha agregado a la férmula para suprimir el crecimiento de levaduras y
contaminantes fangicos que pueden ocurrir a 37 ° C, es adecuado para el aislamiento de Campylobacter

spp
e Agar BHI (Brain Heart Infusion Agar- Agar infusidn cerebro corazén) o Tripticasa de Soya

Son medios enriquecidos que contiene infusion altamente nutritiva, para el aislamiento de microorganismos
pocos exigentes; por no ser selectivo, esta libre de inhibidores lo que facilita su uso para pruebas de
serotipificacion, recoleccion de cepas, etc.

e Agar sangre de cordero al 5%

Este medio se emplea especialmente para el aislamiento, cultivo y determinacién de reacciones hemoliticas
de organismos fastidiosos. El agar base con la cual se trabaja fue desarrollada para cumplir con los
requerimientos de nutrientes del agar sangre, mantiene los glébulos rojos en un excelente estado de
conservacion y asegura unas reacciones hemoliticas tipicas y bien determinadas; se utiliza con o sin
sangre.

e Oxidasa
El dehidrocloruro de tetrametil-parafenilendiamina al 1% se emplea para la determinacién de la citocromo
oxidasa. Este reactivo actla como aceptor artificial de electrones sustituyendo al oxigeno. En su estado
reducido es incoloro pero en la presencia de la citocromo oxidasa C del microorganismo y el oxigeno
atmosférico se oxida formando el azul de indofenol.

e Catalasa

La enzima catalasa convierte el perdxido de hidrégeno (H202) en oxigeno y agua. La liberacion del oxigeno
se puede observar a simple vista por la formacién de burbujas.

e Agar citrato de Simmons
Algunas bacterias pueden obtener energia utilizando el citrato como Unica fuente de carbono. El medio

utilizado para este fin no debe contener proteinas ni carbohidratos que sirvan como otra fuente de carbono.
Las bacterias que utilizan el citrato, también puede extraer nitrégeno de las sales de amonio del medio,
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produciendo hidréxido de amonio, éste compuesto alcaliniza el medio. El indicador azul de bromotimol es
amarillo a pH menor de 6,0 y azul a pH mayor de 7,6.

e Triple Sugar Iron Agar - TSI

Medio que permite diferenciar bacilos entéricos Gram-negativos basandose en su diferente capacidad de
fermentacion a los tres azlcares (glucosa, sacarosa y lactosa) y produccién de sulfhidrico. La degradacion
del azlcar da lugar a la formacion de acido que se detecta por un cambio de color del rojo de fenol que
pasa de anaranjado a amarillo, mientras que si el medio sufre una alcalinizacién pasa de anaranjado a
rojo/purpura. Los microorganismos que solo fermentan la glucosa, como Salmonella y Shigella, (que se
encuentra en una concentracion 10 veces inferior a los otros azlcares), si bien producen el viraje al
amarillo, éste s6lo se mantiene en la columna vertical (base del tubo) mientras que la superficie inclinada
restablece el color rojo por oxidacion del acido. El color amarillo obtenido en la acidificacion del medio
producida por la fermentacion de la sacarosa o de la lactosa es persistente. Los cultivos que contienen
microorganismos capaces de formar sulfuro de hidrogeno (H2S) presentan el caracteristico precipitado
negro. La produccion de gas se observa por la formacién de burbujas e incluso por la rotura del propio gel.

e Agar lisina hierro (LIA)

Este medio que permite determinar los microorganismos capaces de descarboxilar la lisina, produciendo un
cambio de color del purpura de bromocresol. Sin embargo, esta descarboxilacion sélo se puede hacer en un
medio ligeramente &cido, que se consigue con la fermentacion de glucosa, por ello esta prueba esta
limitada a los microorganismos capaces de utilizar la glucosa. Cuando el pH del medio baja, el indicador vira
a amarillo. Al alcalinizar el medio debido a la descarboxilacién de la lisina, el indicador (parpura de
bromocresol) vira a rojo purpura. Los cultivos que contienen microorganismos capaces de formar sulfuro de
hidrégeno (H2S) presentan un precipitado negro. Ademés pueden aparecer burbujas de gas, que pueden
incluso desplazar el medio.

Este medio es util en la identificacion de algunas especies de Salmonella, las cuales son lisina
decarboxilasa positivas en un 94,6%. Salmonella Paratyphi es lisina decarboxilasa negativa. La
decarboxilacion de la lisina se observa por la presencia de un color parpura, en todo el medio. Esto se debe
a la alcalinizacion del medio por la amina liberada: cadaverina.

e Agar urea

Este medio es recomendado para detectar la presencia de la ureasa especialmente de las especies del
género Proteus también puede ser usado para otras enterobacterias, que hidrolizan la urea mas
lentamente, incubando el medio por un periodo mas largo (48 horas). La urea al ser hidrolizada produce
amonio que reacciona en solucién formando carbonato de amonio, compuesto que alcaliniza el medio.

e Agar motilidad Gi
El agar Motilidad Gl es un medio que se utiliza para la deteccién de la maotilidad de los microorganismos y
para la separacion de los organismos en su fase mévil. El medio contiene infusion de corazdn de gelatina
semisélida que es adaptable para utilizar en ambos tubos y placas para estudios de motilidad.
Principios del procedimiento

e Azucares para la fermentacion de carbohidratos de enterobacterias
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Todas las enterobacterias utilizan hidratos de carbono mediante una fermentacion acida mixta, en la cual se
produce finalmente una variedad de acidos organicos que derivan del acido piravico. Las pruebas de
fermentacion de carbohidratos se hacen con el fin de determinar la capacidad de un microorganismo de
fermentar un hidrato de carbono especifico incorporado a un medio basico, produciendo acido o acido con
gas visible. Los carbohidratos utilizados son: manitol, sorbitol, xilosa, rhamnosa, entre otros.

Procesamiento de coprocultivo para el diagnostico de enteropatégenos

La identificacion de enteropatdégenos se establece de acuerdo a lo descrito en la tabla 4.

Tabla 4. Identificacion de enteropatdgenos

. n y Listeria
Salmonella spp Shigella spp E. coli O157:H7 S Campylobacter spp
Cultive directo Agar XLD y Hecktoen enterico REET X:r[l)t;::cklcen No se realiza No se realiza No se realiza
T°=37°C £1°C T°=37°C +1°C
Periodo de incubacion 18 horas a 24 horas 18 horas a 24 horas No se realiza No se realiza No se realiza
Atmosfera aerobia Atmosfera aerobia

Realizar suspension de materia fecal (directa o de medio de transporte), en 2 mL de solucion salina al 0,85%"*

Caldo de Agregar + 300pL de la Agregar + 300uL de la Agregar + 300uL de la Agregar + 300uL de la Agregar + 300uL de la
. . suspension en caldo suspension en caldo No se realiza suspension en caldo suspension en caldo suspension en caldo
enriquecimiento
Rappaport selenito cisteina selenito cisteina fraser Bolton
a3r°c +1°C
T°= 40°C 1°C T°=37°C °C £1°C T°=37°C £1°C T°=30°C £1°C
por & horas
Periodo de incubacion 18 horas a 24 horas 8 horas a 18 horas No se realiza 8 horas a 18 horas hasta por 72 horas luege  40°C £1°C
por 42 horas
Atmosfera aerobia Atmosfera aerobia Atmosfera aerobia Atmosfera aerobia atmosfera microerofilia

Cultive del caldo de

enriquecimiento en Agar XLD y.Hecktoen Agar XLD y .Hecktoen No s& redliza Agar Mac.Conkey (solo esculina positiva) Agar CCDA
" enterico enterico Sorbitol Agar Oxford o Palcam
agar selectivo
T°=37°C +1°C T°=37°C +1°C T°=37°C +1°C T°=30°C =1°C T°=40°C +1°C
Perlodo de Incubacién 18 horas a 24 horas 18 horas a 24 horas es mEE 18 horas a 24 horas 24 horas a 48 horas 48 horas
Atmosfera aerobia Atmosfera aerobia Atmosfera aerobia Atmosfera aerobia atmosfera microerofilia
Col lact Colonias plana,
Lectura Colonias lactosa negativa atoomas a;dosa . Colonias sorbitol Colonias planas con secalaceitosa
Con o sin produccién de Hz3 neg Wadse":_lps uceion negativo halo marron pleomérficas, con brllo
2 metalico.
Cultivo para i Agar Tripticasa soya con
identificacién Agar no selectivo: Brain Heart Infusion (BHI), Tripticasa Soya (T3) S Bt
T°=37°C +1°C T°=40°C +1°C
Periodo de incubacion 18 horas a 24 horas 48 horas
Atmosfera aerobia atmosfera microerofilia
Citrato Citrato Prueba de CAMP
Pruebas Bioguimicas TSl TSl Caldo sorbitol Gram Gram
‘:9 LIA LIA LIA Xilosa Oxidasa
presuntivas Urea Urea Motilidad Gi Rhamnosa Catalasa
Motilidad Gi Motilidad Gi Manitol

*8e puede ulilizar esta suspension para diagnéstico de Vibro cholerae, ver Guia para lawigilancia de cilera

Reacciones Bioguimicas

En las tablas 4, 5, 6 y 7 se muestran las reacciones bioquimicas que son necesarias para la identificacion
de Enteropatégenos.
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Tabla 4. Lectura de baterias bioquimicas para Salmonela spp. y Shigella spp.

PRUEBA Salmonella spp. S. Typhi S. Paratyphi A Shigella sp.

Gram: Morfologia Bacilos Bacilos Bacilo Bacilo

Coloracion Negativa Negativa Negativa Negativa
Hektoen Enterico - Lactosa Negativa Negativa Negativa Negativa
Hektoen Enteric - Lactosa/ H2S Negativa/positiva ~ Neg /pos 6 neg Negativa/ neg Negativa/ neg
XLD- lactosa Negativa Negativa Negativa Negativa
XLD- lactosa/H2S Negativa/positiva ~ Neg /pos 6 neg Negativa/ neg Negativa/ neg
XLD - decarboxilacion Lisina Positiva Positiva Negativa Negativa
Citrato Positivo Negativo Negativo Negativo
TSI KIA KIA KIA KIA
Gas +4/+++ - ++ -
H2S [+ +
LIA KIK KIK KIA KIA
Urea Negativa Negativa Negativa Negativa
Motilidad Positiva Positiva Positiva Negativa

o Positiva: Sh. Sonnei

Orinitina

Negativa: Shigella spp.
Lisina Positivo Positivo Negativo Negativo

Positiva: E.coli inactiva

Acetato Negativa: Shigella spp.

Tabla 5. Lectura de baterias bioquimicas para L. monocytogenes.

PRUEBA Resultado

Coloracion de Gram Bacilos o cocobacilos Gram positivos
Prueba de catalasa Positivo
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Motilidad Movil en forma de sombrilla
CAMP Positivo en forma de cabeza de fosforo
Fermentacic PRUEBA Resultado
Fermentaci¢ LIA KIK
.. Gas -
Fermentacic
H.S -
Fermentacion de sorbitol ~ Negativo
Movilidad Mavil

Tabla 6. Lectura de baterias bioquimicas para E.coli 0157:H7

Tabla 7. Lectura de baterias bioquimicas para Campylobacter spp.

PRUEBA Resultado

Coloracion de Gram Bacilos o cocobacilos Gram positivos
Prueba de oxidasa Positivo
Prueba de catalasa Positivo

3 CONTROL DE CALIDAD

El grupo de Microbiologia realiza la Evaluacién Externa del Desempefio en Bacteriologia y Resistencia a
los Antimicrobianos EED-B-RA como control de calidad directo y de forma indirecta se realiza con él
envié del 100% del total de los aislamientos de las muestras positivas y sospechosas que se procesen
en cada LSPD.

4  VIGILANCIA DE LOS AGENTES INFECCIOSOS

La vigilancia de los agentes bacterianos causantes de EDA y ETA, 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.
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De igual manera se definirdn indicadores que permitiran resumir estos aspectos y publicarlos en forma
periédica en informes técnicos asi como la construccién 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

Funciones del Laboratorio Nacional de Referencia (LNR)
Dentro de las funciones enmarcadas en la vigilancia por laboratorio del evento se encuentra:

e Ellaboratorio del Grupo de Microbiologia realizara la confirmacién de todos los aislamientos de
los enteropatégenos descritos en la presente guia, procedentes de materia fecal obtenidos
mediante la vigilancia por laboratorio EDA- ETA que sean enviados por los LSPD del pais.

e El Grupo de Microbiologia, apoyara al LSPD con asesoria técnica, medios de transporte y medio
de cultivo en el caso de brotes o cuando se presente emergencias.

e Fortalecer la red nacional de laboratorios para la identificacion de agentes bacterianos causantes
de EDA.

e Realizar el control de calidad de la red a través del programa de evaluacién del desempefio a los
LSPD.

Funciones del laboratorio de Salud Publica (LSP)

e Recibir, confirmar y remitir al Grupo de Microbiologia del INS, los aislamientos de los
enteropatdgenos descritos en la presente guia, obtenidos a partir de materia fecal, junto con la
documentacion requerida debidamente diligenciada.

e Participar en el programa de control de calidad que realiza el Grupo de Microbiologia de la
Subdireccién Laboratorio Nacional de Referencia (SRNL).

e Mantener una base de datos actualizada con los aislamientos recibidos por municipios y los
resultados luego del procesamiento de los mismos.

e Retroalimentar los resultados de los casos a las IPS, direcciones locales y departamentales de
salud para realizar las acciones necesarias con el paciente y ajustar los casos en el sistema de
vigilancia.

e En caso de no poder realizar el procedimiento de identificacién de acuerdo al protocolo
establecido, solicitara apoyo diagnéstico y remitira la muestra en medio de transporte adecuado,
acompafiado de la documentacion requerida completamente diligenciado al Laboratorio del
Grupo de Microbiologia del INS.

e Verificar la capacidad diagnéstica de su red (insumos necesarios para recoleccién, envio,
transporte y diagnéstico de muestras sospechosas de célera por parte de las IPS), de acuerdo
con la presente guia, siguiendo las especificaciones técnicas y normativas para el envio
(utilizando el sistema de triple empaque).

Funciones de los laboratorios publicos y privados o referente para el evento en el nivel municipal
y/o local segln corresponda

e El laboratorio clinico debe asegurarse que la muestra haya sido tomada correctamente, procesar
la muestra de acuerdo al protocolo establecido, asegurandose de guardar un duplicado del
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aislamiento obtenido para posibles eventualidades o tener la posibilidad de confirmar los
resultados o realizar pruebas adicionales.

En caso de no poder realizar el procedimiento de identificacion de acuerdo al protocolo
establecido, solicitara apoyo diagnéstico y remitird la muestra en medio de transporte adecuado,
acompafiado de la documentacién requerida y completamente diligenciada al LSPD.

Hacer la notificacion del caso segun de forma inmediata al &rea de epidemiologia.

De ser necesario, pueden solicitar apoyo técnico para el analisis de los casos a las autoridades
locales, departamentales o nacionales. prestando toda la colaboracién y poniendo a disposicion
la informacién necesaria.

Capacitar y actualizar permanentemente a los profesionales de la salud en el diagnéstico,
tratamiento, seguimiento y vigilancia de colera.

El flujo de la informacién se genera desde el laboratorio de la IPS (publica o privada) hacia el LSPD y de
este a nivel Nacional, y desde el nivel nacional se envia retroalimentacion a los departamentos, de los
departamentos a las IPS, figura 1

Figura 1. Sistema de referencia y contrarreferencia.
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