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PRESENTACION

El presente “Manual de procedimientos de Laboratorio en Microbiologia Cinica™ es
una herramienta basica y fundamental para mejorar lacalidad de los analisis
Microbiologicos que se realizan en el Hospital San Juan de Lurigancho, lo cual
constituird un valioso apoyo comwo herramienta de trabajo para los profesionales y
técnicos que realizan los procedimientospara el diagnostico de las diferentes
enfermedades que afectan a la poblacidn que acude para su Diagndstico y tratamiento.
Este Manual es el resultado de una revision bibliografica detallada y de unproceso de
encuentros técnicos que surgié ante la necesidad de estandarizarmetodologias, que
permitieran umificar los conocimientos y velar en formaconjunta por la calidad que
brindan el Servicio de laboratorio Clinico, de talmanera que proporcionara los
elementos necesarios para lograr la confiabilidadde los resultados de laboratorio
emitidos.

Sirva entonces este Manual como guia a todos los Profesionales del Laboratorioen el
area de Microbiologia Clinica, el cual ayudara a mejorar la calidad de losresultados.
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INTRODUCCION

Este Manual de procedimientos es el resultado de un trabajo conjunto de los
profesionales del Laboratorio Clinico del Hospital San Juan de Lurigancho. En él
secristaliza gran parte del trabajo de los profesionales y técnicos, de la familiade
Laboratorio Clinico.El propdsito de este manual, es ofrecer un servicio profesional
allaboratorio Clinico.

El laboratorio de analisis de Microbiologia tiene que predisponer,documentar y
mantener activo un sistema de calidad, para garantizar losrequisitos especificados y la
conformidad de los productos. Es tareafundamental de un laboratorio el proveer
resultados confiables, entendiendopor veracidad de los resultados analiticos, la
precisidn, la exactitud, lasensibilidad, la especificidad y la eficiencia instrumental.Para
iniciar el Control de Calidad Interno en el Laboratorio Clinico se debeestablecer un
conjunto de acciones, para asegurar la calidad en losresultados finales, cubriendo asi
todas las fases del laboratorio. Laveracidad, como indice de calidad, caracteriza de
modo global un resultadoanalitico.Para lograr altos estdndares de calidad es necesario el
seguimiento,supervision y evaluacion de las diferentes fases del laboratorio: pre-
analitica,analitica y post-analitica.Con este manual esperamos contribuir al
mejoramiento delos procedimientos y serviciosque prestan el Laboratorio Clinico.
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MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DE MICROBIOLOGIA
CLINICA

Finalidad

- de muestras biologicas

- Envio y conservacién de muestras

- Entrega de resultados
Examenes urgentesEl presente Manual de procedimiento explica la organizaciéon del
laboratorio de analisis y sus relacionescon los clientes externos e internos de acuerdo
con la modalidad de:

- Acceso a las prestaciones diagndsticas

- Ejecucion
_ - Validacién del trabajo
Ambito de referencia
El presente procedimiento estd aplicado a un laboratorio de andlisis, desde las
seccioneshospitalarias, y al lugar de toma de muestras, y a los lugares de entrega de
resultados.
Responsabilidad
La responsabilidad debe ser conocida y distribuida segtn sus funciones por:

- El Director del Hospital

- El responsable del laboratorio

- Los responsables de las diferentes secciones del laboratorio
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SECCION |
GENERALIDADES

1.10bjetivo
Realizar procedimientos de Siembra de muestras microbiologicas que se reciben  en nuestro

1.2

21

2.2

221
2.2.2
223
2.24
225
2.26
227

laboratorio para cultivos en forma correcta para obtener resultados confiables.
Campo de Aplicacion

Obtencion de muestras de los pacientes

Envio de muestras al laboratorio

Procedimientos en el laboratorio para el aislamiento e identificacion

Prueba de susceptibilidad antimicrobiana

Control de calidad y registros necesarios para su control

SECCION lI
MEDIDAS DE BIOSEGURIDAD

El personal involucrado en los diferentes procesos para el diagnéstico de infecciones
intrahospitalarias debe aplicar las medidas de bioseguridad establecidas en las
Normas de Bioseguridad. Serie Normas Técnicas.

Se deben controlar las medidas necesarias apiicables a:

El personal.

La vestimenta.

Los ambientes.

La obtencion de muestras.

El envio de muestras al laboratorio.
Los casos de accidentes.

El laboratorio.

SECCION Wi
PROCEDIMIENTOS DE OBTENCION DE MUESTRA

La efectividad de un laboratorio microbiolégico y el éxito de los procedimientos dependen en gran
medida det modo de obtencion, transporte, rapidez vy oportunidad con que las muestras llegan al
laboratorio. Estos procedimientos son pricritarios para que el laboratorio r{ntribuya eficientemente en

el diagnostico, es por ello que todos los miembros del equipo de salud inv
naturaleza critica de mantener la calidad de la muestra durante todo el pro

lucrados deben entender la

e50.
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31.2

OBTENCION DE MUESTRA DE SANGRE PARA CULTIVO
Condiciones especificas

El momento optimo de obtencidn de la muestra para hemocultivo es juste antes del pico mas
alto de fiebre, sin embarge esta situacidn ideal no es frecuente. Alternativamente las
muestras pueden obtenerse de acuerdo con el caso. Por gjm.

+  BACTEREMIAS CONTINUAS: En cualguier momento, gjm. Endocarditis,
«  BACTEREMIAS INTERMITENTES: Una hora antes del pico febril, gjm. Brucelosis.

Guia para la cronologia y el numero de cultivos de sangre en adultos:

»  En sepsis: Se debe tomar dos a tres muestras de lugares diferentes en un {apso de diez
minutos

»  En endocarditis aguda: Obtener tres musstras de tres lugares diferentes en un lapso de
1 a 2 horas.

»  En endocarditis subaguda; Obtener tres muestras de tres lugares diferentes a infervalos
de al menos quince minutos. Si el cultivo es negativo a las 24 horas, cbtener tres
muestras mas.

= En fiebre de origen desconocide: Obtener dos o tres muestras de lugares diferentes con
diferencia de una hora ¢ mas entre una y otra muestra. Si el cultivo es negativo a las 24
horas, ohtener dos a tres muestras mas.

Obtencién de muestra de sangre mediante uso de jeringa:

Remitirse al Manual de Procedimientos de Laboratorio Para !a Obtencion y Envio de
Muestras SERIE DE NORMAS TECNICAS N° 15, 2da ed. 1997.
Capitulo I, 2.2 Procedimiento de Obtencién de Sangre Mediante Uso de Jeringa,

La proporcion entre el volumen de sangre obtenida y el volumen del caido de cultivo debe
estar en una relacion de 1:5 - 1:10.

Ei volumen de sangre dependera de la edad del paciente; por cada venopuncion se

recomienda:;
Adultos: 10-30ml
Nifios: 1-5ml

Lactantes: -2 ml
Neonatos: 0.5- 1 mi

Inoculacién de la muestra de sangre al medio de cultivo

Utilizar un medio bifasico o monofasico para este procgdimiento. Desinfectar el
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3.1.3.2 Inocular la muestra de sangre al frasco con medic de cultive a través del diafragma.
Debe realizarse inmediatamente de obtenida la muestra para evitar que se coagule.

3.1.3.3 Mezclar el contenido del frasco inclinandelo suavemente dos o tres veces. En ¢aso
que se use el medio bifasico, bafar la fase sdlida con la sangre.

3.1.3.4 Descartar la aguja y la jeringa en un contenedor resistente a las punturas. No volver
a infroducir a aguja en su funda.

3.1.3.5 Limpiar la tapa del frasco. Etiquetar el frascoc apropiadamente indicando ademas e!
numero de hemocultive.

3.1.3.6 Transportar el hemocultivo inmediatamente al laboratorio de acuerdo a la norma 1.6.5.

NOTA: Si por alguna razon se obtiene menor volumen de sangre que el deseado, no debe
descartarse.

3.1.4 Referencias:

O Instituto Nacional de Salud. Manual de procedimientos de laboratorio para el
diagnéstico de infecciones respiratorias agudas. Curso Teorico Practico. En:
Diagnéstico de laboratorio deinfecciones respiratorias agudas y enterovirus.
Lima. 1999.

O Koneman E, Allen S, Dowell V, Sommers H. Diagnéstico microbiologico. 3a ed
Buenos Aires. Editorial Médica Panamericana. 1992.

0 Miller J. Michael, Holmes H. Specimen collection, transport and storage. En:
Murray PR, Baron EJ, Pfaller MA, Tenover FC. Yolken RH. Manual of Clinical
Microbiology. 7a ed. Washington DC: American Society for Microbiclogy; 1999.
pp 33 - 63.

0O OMS Manual for the National Surveillance of Antimicrobial Resistance of S.
pneumoniae andH. influenzae: Epidemiological and Microbiological methods.
Programme for the Control ofAcute Respiratory Infections. Atianta.1594.

3.2  OBTENCION DE MUESTRA DE DISPOSITIVOS INTRAVASCULARES
3.21 Objetivo

Describir el procedimiento de obtencién de muestra de dispositivos intravasculares.
3.22 Campo de Aplicacién

a)

A RDIAS
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3.24

3.25

3.2.6

b) Tijera esteril

¢) Tubo o frasco con tapa rasca estéril
d)  Guantes de latex estériles

e) Refrigeradora

Procedimiento

a)  Limpiar la piel con alcohol de 70° alrededor de Ja insercidn del catéter.

b) Retirar el catéter en forma aséptica, cortar a 5 ¢m de la punta distal del catéter dejando
caer directamente en un tubo o frasco vacio estéril con tapa rosca.

¢} Rotular y transportar la muestra inmediatamente al laboraterio de microbiologia en un
periode
NO MAYOR DE 15 MINUTOS A TEMPERATURA AMBIENTE para prevenir que se seque.

d) Registrar el procedimiento.

e) En el casc de no poder enviarse inmediatamente al laboratorie, la muestra debe
mantenerse refrigerada a 4° C hasta por 24 horas.

Se aplica en la obtencién de muestras para el diagnéstico de infecciones asociadas a
dispositivos intravasculares del torrente sanguineo.

l.os dispositives intravasculares en los que puede realizarse cultivos semicuantitativos son;
central, Hickman, Brovag, periférico, arterial, umbilical, de nutricidn parenteral total, Swan
Ganz.

Materiales

a) Alcoho! 70%
Referencias:
[ MilerJ. Michag!, Holmes H. Specimen collection, transport and storage. En: Murray PR,

Baron EJ, Pfaller MA, Tenover FC. Yolken RH. Manual of Clinical Microbiology. 7a ed.
Washington DC: American Society for Microhiology; 1999. pp 33 - 63.

3.3 OBTENCION DE MUESTRA DE ORINA PARA CULTIVO

3.34

3.3.2

3.33

Objetivo

Describir €l procedimiento de obtencion de muestras de orina para cultive, obtenida del
chorro medio, por aspiracicn de catéter vesical permanente y por aspiracion suprapibica,

Campo de Aplicacién

El presente procedimiento se aplica en la obtencion de muestras de orina de pacientes para
el diagndstico de infecciones del tracto urinario.

Condiciones Generales

La orina es un excelente medic de cultivo para la proliferacién bagteriana, por esta razon, la

R. RAMOS M



3.34

3.3.41

3.3.42

refrigerarse a 4° C (maximo 24 horas) hasta su procesamiento.

Generalmente el desarrollo de dos ¢ mas tipos de colonias {en pacientes sin sonda vesical)
indica que la muestra se ha contaminado por recoleccion incorrecta o demora en la siembra.

OBTENCION DE MUESTRA DE ORINA DEL CHORRO MEDIO

Obtencion de muestras de orina en pacientes mujeres

hospitalizadas Materiales y equipos

O

1D Cor D2 f T e

o

(Guantes de latex esteriles

Cinco o mas piezas de gasa estéril de tamano adecuade pudiendo ser de 4" x 4"
Jabon

Agua tibia estéril

Frasco esteril de boca ancha para la muestra de orina

Procedimiento

k)

Mantener |a privacidad de |a paciente.

Rotular el frasco con el nombre de la paciente, fecha de obtencion de la muestra, hora
y el procedimiento a utilizar para la obtencion de la muestra.

Lavarse tas manos con jabon y abundante agua.

Preparar una pieza de gasa para la limpieza de los genitales externos
humedeciéndola con agua y una pequefia cantidad de jabon. Preparar dos piezas méas
de gasa para el enjuague con agua tibia.

Separar los labios mayores con dos dedos de una mano y limpiar el area expuesta
pasando la gasa de adelante hacia atras.

Descartar la gasa.

Con ofra gasa humedecida enjuagar el area de adelante hacia atras. Repetir el
procedimiento con otra gasa.

Finalmente secar el area de adelante hacia atras con un trozo de gasa seca.

Mantener separados los labios mayores mientras la paciente empieza a orinar. Luego
del chorro inicial colocar el frasco estéril para colectar el chorro medio.

Al terminar de orinar, inmediatamente tapar el frasco y limpiar la superficie del mismo.
Transportar el frasco con la muestra de orina inmediatamente al laboratoric de
acuerdo alanorma 1.6.5.

Obtencion de muestra de orina en pacientes

varones Materiales

a)
b)
c)
d)
e)

Procedimiento

Guantes de latex

Cinco o mas piezas de Gasa esteril

Jabaon

Agua tibia estéril

Frasco estéril de boca ancha para la obtencion de la mt‘estra

LAMNYE2C




POCOOOCOCOOOOQGOIOOROCQROCOOCPOIEOPOEPOPEOOOOCPOPOOROOCOEOPOPRPOCPRPOOTCCRTS

a) Mantener la privacidad de la paciente.
3.3.4.3 Rotular el frasco con el nombre de la paciente, fecha de obtencion de la muestra, hora y el

procedimiento a utilizar para la obtencion de la muestra.
3.3.4.4 Obtencion de muestra de orina en pacientes

varones Materiales

a) Guantes de latex

b) Cinco o0 méas piezas de Gasa estéril

c) Jabon

d) Agua tibia estéril

e) Frasco estéril de boca ancha para la obtencién de la muestra

Procedimiento

b} Mantener la privacidad de la paciente.

c) Rotular el frasco con el nombre de la paciente, fecha de obtencion de la muestra,
hora y el procedimiento a utilizar para la obtencian de la muestra.

d) Lavarse las manos con jabdn y abundante agua.

d) Preparar una pieza de gasa con agua y una pequefia ¢antidad de jabon. Preparar
dos piezas mas de gasa para el enjuague con agua tibia.

e} Realizar la higiene de los genitales. Retraer e! prepucio antes de lavar el glande con
la gasa humedecida con jahén, Descartar |a gasa.

f) Enjuagar el glande, usando una gasa himeda. Repetir ef procedimiento con otra gasa.

q) Secar la zona, usando uno o mas piezas de gasa seca.

h) Indicar al paciente que mantenga el prepucio retirado e inicie la miccion
directamente en un recipiente (orina para descartar),

i) Cespués del chorro inicial colocar el frasco estéril para colectar la muestra del
chorro medio.

)] Obtenida la muestra, inmediatamente tapar &l frasco y limpiar la superficie del mismo.

k) Transportar el frasco con la muestra de orina inmediatamente al laboratorio.

3.3.5 OBTENCION DE MUESTRA DE ORINA POR ASPIRACION DE CATETER VESICAL

PERMANENTE

Material

a) Guantes de |atex estériles

b) Jeringa descartable esteril

c) Aguja descartable estéril N° 21

d) Tubo o frasco estéril para la muestra

)] Alcahol 70%

Procedimiento

a) Rotular el frasco con el nombre de la paciente, fecia de obtencién de la muestra,
hora y el procedimiento a utilizar para la obtencion de la muestra.




3.3.6

3.3.61

3.3.6.2

3.3.6.3

b) Desinfectar con alcohol 70%, el extremo proximal del catéter {lo mas cerca al punto
de insercién), donde se realizara la puncidn.

c) Realizar una puncion en el area desinfectada y con la jeringa obtener la muestra:
5mL a 10 mL de orina idealmente (Véase Figura €).

d) Vagiar la orina en un tubo o recipiente estéril evitande que el cuelle de la jeringa
toque superficies no estériles, por ejemplo las paredes externas del tubo o frasco.

e} Tapar o cerrar hermeéticamente el tubo o frasco.

L} Transportar el frasco con la muestra de orina inmediatamente al laboratorio de acuerdo

alanoma 1.8.5.

OBTENCION DE MUESTRA DE ORINA POR ASPIRACION SUPRAPUBICA
Condiciones Generales

Ocasionalmente puede ser necesaria la aspiracion suprapubica de la vejiga, por lo general
cuando se trata de nifios pequefios. El procedimiento es efectuado por el médico especialista
asegurando gue el paciente esté con [a vejiga llena y realizando una puncion directa de ia
vejiga a fravés de la pared abdominal con aguja y jeringa.

L.a obtencion de muestra la debe realizar el medico especialista siguiendo los procedimientos
normativos de su Institucién.

Procedimiento

a) Rotular el frasco con el nombre del paciente, fecha de obtencion de la muestra, hora
y el procedimiento a utilizar para la cbtencion de la muestra.

b) Colocar en el recipiente estéril la orina obtenida por aspiracion.

G) Tapar €! recipiente.

d) Llevar la muestra inmediatamente al laboratorio para su procesamiento.

NOTA: En nifios, para obtener la muestra del chorro medio es mejor estar pendiente del momento en
que elnifio tenga deseos de miccionar.

Referencias:

| Miller J. Michael, Holmes H. Specimen collection, transport and storage. En: Murray
PR, Baron EJ, Pfaller MA, Tencver FC. Yolken RH\ Manual of Clinical Microbiology.
clogy; 1998. pp 33 - 63.

7a ed. Washington DC: American Society for Microb
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34

3.4

342

3.4.3

Koneman E, Allen S, Dowell ¥V, Sommers H. Diagnéstico microbiolégico. 3a ed
Buenos Aires. Editorial Médica Panamericana.. 1992.

OPS. Vol IV Manual de prevencion y controf de infecciones hospitalarias. Serie HSP/
Manuales Operativos Paltex. N°13, USA. 1996

OBTENCION DE MUESTRA DE HERIDA OPERATORIA

Objetivo

Describir el procedimiento de cbtencidn de muestra de herida operatoria para el
diagnostico en laberatorio de bacterias aerbhicas.

Obtencion de muestra de herida operatoria con hisopo

En el caso de una herida operatoria con sospecha de infeccion, la muestra se obtiene
con hisapo.
Materiales

a)

Guantes de latex estéril

Solucion salina estéril

Jabén

Gasa estéril

Hisopos estériles de algodon

Medio de transporte de Stuart o Amies ¢con carbon
Lamina portacbjeto

Tubo estéril {opcional)

Procedimientos

a)
b)

a}

Obtencion de muestra

Colocarse los guantes de latex.
Realizar una buena asepsia de los bordes de !z herida con agua y jabén. La
limpieza debe realizarse de adentro hacia fuera en forma concéntrica.

Retirar el exudado de la superficie enjuagando y limpiando con soiucién salina

estéril (también se puede usar agua estéril).

Separar suavemente 1os bordes de la herida con el pulgar e indice de una mano.

Con la otra mano, cuidande de no tocar los bordes cutaneos adyacentes introducir

la punta del hisopo en la profundidad de la herida. Obtener la muestra rotando el

hisopo y avanzando hacia fuera sin tocar el borde de la herida.

Obtener dos muestras:

0 Una muestra para cultivo la cual se introduce en un medio de transporte (Stuart
¢ Amies con carbon).

[0 La segunda muestra se obtiene para realizar una coloracion Gram. Realizar el
frotis inmediatamente después de haber obtenide la muestra cuidando que éste
no sea muy grueso,

En e! medic de transporte se puede mantener la muestra a temperatura ambiente
hasta 24 horas.

absceso por aspiracion con agwja:

owm )l}g;a
i 2
QL =

11
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El método indicado para cbtener muestras de abscesos es por aspiracion con aguja.
Materiales

a) Guantes de latex estériles

b) Jeringa esteril

¢) Aguja adecuada (recomendable aguja N° 18 a 20)
d} Solucién salina estéril

e) Jabon

f) Gasa estéril

g) Tubo estéril {opcional)

h) Medio de transporte de Stuart o Amies con carbon

Procedimiento

a) Colocarse los guantes de latex.
b) Realizar una buena limpieza de la superficie con agua y jabon. La limpieza debe
realizarse de adentro hacia afuera en forma concéntrica.

Materiales

i) Guantes de latex estéril

) Solucion salina estéril

k) Jabdn

I} Gasa estéril

m) Hiscpos estériles de algodon

n) Medic de transporte de Stuart o Amies con carbon
0} Lamina portaohjeto

p} Tubo estéril (opcional)

Procedimientos

h) Colocarse los guantes de latex.

i) Realizar una buena asepsia de los bordes de la herida con agua y jabon. La
limpieza debe realizarse de adentro hacia fuera en forma congéntrica.

i) Retirar el exudado de la superficie enjuagando y limpiando con solucion salina
estéril (también se pusde usar agua esteril),

k) Separar suavemente los bardes de la herida con el pulgar e indice de una mano.

[) Con la otra mane, cuidando de no tocar los bordes cutaneos adyacentes introducir
la punta del hisopo en la profundidad de la herida. Obtener la muestra rotando el
hisopo y avanzando hacia fuera sin tocar el borde de la herida.

m) Obtener dos muestras:

O Una muestra para cultivo a cual se infroduce en un medio de transporte (Stuart
o Amies con carbon).

O La segunda muestra se obtiene para realizar una coloracion Gram. Realizar el
frotis inmediatamente después de haber obtenido la muestra cuidando que éste
NG Sea muy grueso.

n) En e! medio de transporte se puede mantener la
hasta 24 horas.

12
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¢) Desinfectar la superficie con alcohol 70% o yodo - povidona.

d) Introducir la aguja a través de la piel ylo la pared del abscesoc y aspirar
aproximadamente
1 mL del material purulento con la jeringa.

e) Colocar la muestra en un tubo estéril y enviar al laboratorio de acuerdo a los
procedimientos indicados en la norma 1.6.5.

fy Siel transporte de la muestra ai laboratorio demora mas de 20 - 30 minutos se debe
mantener en medios de transporie como Stuart 0 Amies con carbon.

g) En el medio de transporte, la muestra puede permanecer a temperatura ambiente hasta

-

3.43 Referencias:

[0 Koneman E, Allen S, Dowell V, Sommers H. Diagnostico microbiologico. 3a ed Buenos
Aires, Editorial Médica Panamericana. 1992,

0O Miller J. Michael, Holmes H. Specimen collection, transport and storage. En: Murray PR,
Baron EJ, Pfaller MA, Tenover FC. Yolken RH. Manual of Clinical Microbiology. 7a ed.
Washington DC: American Society for Microbiology; 1999. pp 33 - 63.

35 OBTENCION DE MUESTRAS DE SECRECIONES DEL TRACTO RESPIRATORIO INFERIOR
3.51  Obijetivo

Describir el procedimiento de obtencion de muestras de secreciones del tracto
respiratorio inferior para realizar el diagnostico microbiolégico mediante cultivos.

3.5.2 Condiciones Especificas

Las muestras de lavado broncoalveolar, cepillado bronquial o aspirado transtragueal
deben ser obtenidas por profesional especializade siguiendo los procedimientos
normativos de su institucion.

3.5.3 Materiales

a) Recipiente estéril o tubo estéril.
b) Tubo estéril con 1 mL de suero fisiologico estéril o caldo tripticasa soya.

3.5.4 Procedimiento

a) Colocar el aspirado transtraqueal o lavado broncoalveolar en un recipiente estéril
{minimo 1 mL de muestra) y el cepillo en un tubo con 1 mL de solucién salina esteril
o caldo tripticasa soya o infusion cerebro - corazon.

b) Para el analisis cuantitativo de lavado broncoalveolar se debe transportar un volumen
minimo de 1 mL (en €l proceso generalmente se obtiene de 40 mL a 80 mL de

fluido).

Para el analisis cuantitativo de la muestra obtenida/por cepillo, ésta se debe colocar

R RAMDS M



laboratorio.

d) De no ser asi, éstas se pueden mantener en las condiciones arriba mencionadas,
hasta por 2 horas a temperatura ambiente (15 a 30 minutos para volimenes
pequefios) ¢ 24 horas en refrigeracion a 4° C,

355 Referencias

3.6

361

3.6.2

3.6.3

364

3.6.5

O Koneman E, Allen S, Dowell V, Sommers H. Diagnostico microbioldgico. 3a ed Buenos
Aires. Editorial Medica Panamericana. 1992,

O Reisner B, Woods G, Thomson R, Danse L, Garcia L , Shimizu R. Specimen
processing. En: Murray PR, Baron EJ, Pfaller MA, Tenover FC. Yolken RH. Manual of
ClinicalMicrobiology. 7a ed. Washington DC: American Society for Microbiology; 1998.
pp. 64 —104,

OBTENCION DE MUESTRA DE SECRECION ENDOMETRIAL PARA CULTIVO

Objetivo
Describir el procedimiento de obtencidn de muestras en casos de endometritis para el
diagnostico bacteriologico mediante cultivo.

Campo de aplicacion

Se aplica en la obtencién de muestras para el diagnéstico de laboratorio de bacterias
aerobias en casos de endometritis...

Condiciones Especificas

La endometritis pertenece al grupo de infecciones definidas como infecciones del tracto
reproductivo, Las muestras deben ser tomadas por profesional especializado siguiendo
{os procedimientos normativos de su Institucion.

Materiales

a) Medio de transporte de Stuart o Amies con carbén.

b) Hisopo con punta de algodén.
c) Tubo estéril con tapa rosca.

Procedimiento
Muestra obtenida mediante hisopo
a) Obtener dos muestras de secrecion endometrial, una para cultivo y la otra para un

frotis directo y coloracion Gram. Realizar este procedimiento inmediatamente
después de obtener la muestra.
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366

4.1

4.2

4.3

b) E! hisopo con la muestra obtenida para cultivo debe colocarse en el medio de
transporte.

c) Mantenera temperatura ambiente.

d)  Enviar la muestra al laboratorio antes de las 24 horas.

Muestra obtenida por aspiracién

a) Colocar el aspirado de la secrecion endometrial en un tubo estéril y llevar
inmediatamente al laboratorio para su procesamiento por cultivo y coloracion Gram,

b} Mantener a temperatura ambiente.

c)  Enviar la muestra al laboratorio antes de las 2 horas.

Referencia: -

O Koneman E, Allen S, Dowell V, Sommers H. Diagnéstico microbicldgico. 3a ed.
Buenos Aires. Editorial Médica Panamericana. 1992.

SECCION IV
ENVIO Y TRANSPORTE DE MUESTRA

OBJETIVO

Describir el procedimiento y condiciones para el transporte de muestras al laboratorio.
CONDICIONES ESPECIFICAS

La muestra debe ser mantenida lo mas cerca posible de su estado original, debiendo
evitarse temperaturas extremas o desecamientos excesivos.

Por lo general, volimenes de 1 - 5 mL de muestra deben enviarse al laboratorio dentro
de 15 a 30 minufos.

PROCEIMMIENTO

a) Para su transporte al laboratorio se colocan las muestras en un envase secundario,
el cual puede ser de material plastico u otro resistente a roturas o filtraciones.

b) Tedas las muestras son enviadas al [aboratoric lo mas pronte posible dentro de las
dos horas de haher sido obtenidas, a excepcion de los dispositivos intravasculares
que no se debe exceder de los 15 minutos. Si el proceso va a demorar, puaden
mantenerse bajo [as condiciones mencionadas por tipo de muestra en los medics de
transporte que se recomiendan.

¢} Por lo general no se almacenan las muestras por mas de 24 horas.

d) En caso sea necesario transferir l[as muestras a otros [aboratorios, los responsables
de su envio eligen el sistema de embalaje apropiado para la conservacion de las
muestras durante el tiempo que demanda el transporte hasta llegar al laboraterio.

15
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4.4

441

44.2

443

4.4.4

445

establecerse contacto con la persona responsable para efectuar las correcciones necesarias
para asi poder completar la informacion.

CRITERIOS PARA RECHAZAR UNA MUESTRA

Debe controlarse cada hoja de pedido y etiqueta de la muestra para ver si se ha incluido toda
la informacidn esencial.

Antes de rechazar una muestra debido a una informacion inapropiada o incompleta, debe
establecerse contacto con la persona responsable para efectuar las correcciones necesarias
para asi poder completar la informacion.

Es necesario seguir estrictamente los procedimientos descritos, ya que la muestra obtenida
puede ser rechazada por el personal de laboratorio de acuerdo a los siguientes criterios:

O

No indicar tipo de muestra o procedencia

No indicar tipo de examen en la orden

Inadecuada temperatura de transporie

Demara en el envio al laboratorio

Medio de transporte inadecuado

Muestra sin rotular o mal rotulada

Muestra que tenga evidencias de haberse derramado
Recipiente inadecuado (con rajaduras por ejemplo)
Muestra con contaminacion obvia

Muestra seca en el hisopo

Una sola muestra de hisopado con varias ordenes
Volumen inadecuado

[ =N o i e)
e N
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==
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En casos de muestras rechazadas el personal de laboratorio debe explicar al médico
solicitante las razones y observaciones en la ficha de solicitud de diagnostico
correspondiente. En el caso de muestras que no puedan ser obtenidas nuevamente, la
interpretacién de la coloracion Gram debe ser revisada cuidadosamente.

Es importante el examen microscopico del material ¢linico, ya que permite conocer no solo la
calidad de ia muestra, sinc tambien la presencia de microorganismos, lo que proporciona
suficiente informacién para un diagnéstico presuntivo inmediato.

4.5 Referencias:

O Koneman E, Allen S, Dowell V, Sommers H. Diagnéstico microbiologico. 3a ed Buenos
Aires. Editorial Médica Panamericana. 1992,

0 Miller J. Michael, Holmes H. Specimen collection, transport and storage. £n: Murray PR,
Baron EJ, Pfaller MA, Tenover FC. Yolken RH. Manua! of Clinical Microbiology. 7a ed.
Washington DC: American Society for Microbiology; 1999. pp 83 - 63.
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SECCION YV
PROCEDIMIENTOS PARA DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO

Las bacterias para su desarrollo requieren de sustancias nutritivas cuyos componentes basicos deben
satisfacer las minimas exigencias nutricionales y condiciones de atmosfera (aerobiosis, anaerobiosis,
microaerofilia), pH y temperatura éptima para su crecimiento in vitro,

La eleccion de los medios de cultivo se realiza en funcion a la localizacion de las infecciones v las
bacterias a investigar. Los errores cometidos durante este paso del ciclo de procedimientos pueden
invalidar la lectura e interpretacion de los cultivos.

5.1 SIEMBRA PRIMARIA DE MUESTRA DE ORINA
51.1 Objetivo

Describir el procedimiento para la siembra primaria de muestra de arina
5.1.2 Campo de aplicacion

Se aplica para el cultivo de muestra de crina en el diagnostico bacteriologico de
infecciones del tracto urinario

5.1.3 Materiales y equipos

a) Asa-calibrada de platino o descartable de 0.001mL, 0.01 mL

b) Estufade35-37°C

¢) Mechero Bunsen o Cabina de Flujo laminar

d) Guantes de latex

e) Contenedor de material contaminado

1) Pinza estéril

g) Propipeta o pipetor automatico

h) Medios de cultivo
— Placas con agar sangre de
carnero (AS) — Placas con agar Mc
Conkey {McC)

51.4 Procedimiento

a) Mantener las muestras en refrigeracién (4° C) hasta su procesamiento por cultivo.
b) Los cultivos deben realizarse en una cabina de bioseguridad o cerca del mechero
Bunsen. =
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d)

e)

g)

)
)

Las' placas con AS y McC que se utilizaran en el urocultive deben estar a
temperatura ambiente. Rotular Ias placas.

Si el asa calibrada no es descariable, esterilizar el asa de siembra flameandola en el
mechero Bunsen hasta que se ponga rojo viva. Dejar enfriar el asa contando hasta
20.

Tomar el frasce con la muestra de orina, abrir la tapa y flameaar la boca del frasco en
el mechero Bunsen.

Tomar ta muestra de orina con el asa de siembra estéril introduciéndola y sacandola
del frasco en forma vertical (Véase Figura 7a). Tapar el frasco con la muestra.
Inocular en el cenirc de la placa con AS a partir del cual se extiende la muestra,
hacia delante y hacia atras (Véase Figura 7h).

Luego, sin quemar el asa, el inoculo se disemina uniformemente con trazos
perpendiculares a la siembra inicial en toda la placa (Véase Figura 7c).

Proceder de la misma forma para e} agar Mc Conkey.

Esterilizar el asa de siembra en el mecherc.

Concluida la siembra, cerrar la placa y colocarla con ia parte que tiene el medio de
cultivo hacia arriba. incubar la placa de AS y Mc Conkey a 35 - 37° C en
condiciones aerdbicas por 24 horas.




Asas de siembra recomendadas para cada método de muestras de orina

Asa recomendada
Fuente / METODO 0.001 mL (} 0.01 mL (™)
Chorro medio X
Catéter X
Aspiracion suprapubica X

(*) Una colonia = 1000 UFC/ MI

Figura 7a. Método para introducir el asa calibrada en la muestra de
orina paraasegurar que se relire una cantidad
apropiada.

Figura 7b.. Sin flamear el asa estriar
atravesandola linea del inaculo en el
sentido de las flechas.
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516

517

Lectura

a) Realizar la evaluacion a las 24 horas, si no hay crecimiento bacteriano dejar incubar
hasta las 48 horas.

b) La evaluacion consiste en el recuento de colonias y se multiplica por el factor de
dilucién para obtener las UFC por mL.

Interpretacién

a) En pacientes sin sonda vesical, la cuenta significativa de bacterias en orina es la
presencia de mas de 105 UFC / mL de un solo germen.

b) Los recuentos intermedios (103 - 104 UFC / mL} indican infeccidn si el procedimiento
de recoleccion de orina fue realizado correctamente.

¢) Generalmente, el aislamiento de tres o mas especies bacterianas indican que la
muestra se ha contaminado por recoleccion inadecuada o demora en la siembra.

d) En pacientes con sonda vesical, cuentas bacterianas menores de 10° UFC / mL
pueden tener significado, asi también se pueden encontrar bacteriurias poli
microbianas hasta en casi 15% de enfermos.

e) En pacientes sin catéter se puede comprobar si el procedimiento de obtencion de
muestra fue realizade correctamente observando la frecuencia con la cual se

informan recuentos de colonias intermedias entre 102 - 10° UFC / mL. En pacientes
sin infeccionas del tracte urinario, el recuento es nulo o se reduce a pocas colonias.

f) En muestras ohtenidas por puncidén suprapubica, el desarrollo de una scla colenia
en el medio de cultivo indica infeccién del tracto urinario.

NOTA 1: Se usara asas de siembra 0.001 mL para todas las muestras de orina a excepcion de
aquellasprocedentes de aspirados supra pubices, de infantes, de nifios y de pacientes con
tratamiento antimicrobiano, las cuales se inocularan con asas de 0.01 mL debido a que en
dichos pacientes pueden haber infecciones del tracto urinario asociados a recuentos menores de

10° UFC! mL.

NQOTA 2: De no contar con asa calibrada, ulilizar lips estériles y micro pipeta de 1ecl. 0 10«cL.

Referencias

0O  Koneman E, Allen S, Dowell V, Sommers H. Diagndstico microbioldgico. 3a ed Buenos
Aires. Editorial Médica Panamericana. 1992.

SIEMBRA PRIMARIA DE MUESTRA DE HEMOCULTIVO

Objetivo
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causantes de infecciones del torrente sanguineo.

522 Campo de aplicacion

Se aplica para el aislamiento bacteriano a partir de hemocultivos en el diagnéstico
bactericlégico de infecciones del torrente sanguineo.

52.3 Materiales y equipos

Estufade 35-37°C

Mechero Bunsen o Cahina de Flujo laminar
Jeringa estéril

Guantes de latex

Alcohol al 70%

Contenedor de material contaminado
Medios de cultivo

— Medic bifasico Ruiz Castafeda o
monofasico — Agar sangre de carnero de
carnero (AS).

— Agar Mc Conkey (McC)

— Se puede incluir otros medios (ejm. manito! salado)

52.4 Procedimiento

a)
b
¢}

d)

Incubar el frasco de hemocultivo a 35 - 37° C hasta por 7 dias.

Bafar la superficie de agar con €l caldo inclinando el frasco suavemente.

Examinar visualmente y con luz transmitida los frascos de hemocultivo después de
12 y 24 horas de incubacion.

La observacién de turbidez o lisis de los glébulos rojos es indicativa de crecimiento
bacteriano; entonces se realizara una coloragion Gram y un subcultivo. En los
medios bifasicos el desarrollo también se puede evidenciar en la fase solida
mediante la formacién de colonias

Si no se observa lisis de los globulos rojos o turbidez en el caldo, o colonias en Ia
fase sélida, continuar observando todos los dias para ver si aparecen signos de
crecimiento, hasta siete dias después de haber iniciado el procedimiento.

5.2.5 Subcultivo

a)
b)
c)

d)

Los subcultivos deben realizarse en cabina o cerca de un mechero de Bunsen.

Realizar subcultivos ciegos dentro de las 12 y 24 heras de incubacion.

Para realizar los subcultivos desinfectar la superficie de la tapa del frascoe con
alcohal de 70%.

Con una jeringa esteril, extraer a traves del tapon de jebe la muestra de sangre.

Inccular una gota de la muestra del hemocuitivo en un extremo de la superficie de
las placas de agar sangre, agar Mac conkey y colocar ¢ 'c;adosamente una gota
sobre una lamina portaobjetos para hacer un frotis y coloragian Gram.
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la placa, con el propdsito de obtener colonias aisladas (Véase Figura 8).
g) Incubar las placas de AS y agar McC a 35 - 37° C por 24 horas.
h) Observar la lamina coloreada y buscar la presencia de bacterias.
i) Sino hay crecimiento a las 24 horas seguir incubando hasta por 48 horas.
i} Sino hubiera desarrolio bacteriano, repetir el procedimiento al 5° y 7° dia.

NOTA: Se recomienda usar una jeringa de tuberculina.

Figura 8: Siembra por dispersion agotamiento

5.2.6 Lectura de subcultivos

a) A las 24 horas observar el crecimiento de colonias. Si no se observa desarrollo,
incubar 24 horas mas.

b} Cuando se ha confirmado crecimiento bacteriano por subcultivo, se puede descartar
el frasco de hemocultivo siguiendo los procedimientos de bioseguridad.

¢) En algunos casos el frasco de hemocuitivo debe ser retenido para mayor estudio.

d) En la interpretacion de los resultados deben considerarse los datos clinicos
individuales. Sfaphylococcus coagulasa negativo, corinebacterias y especies de
Bacillus son contaminantes frecuentes y a menudo se aislan en sdlo una de tres
muestras. Si no hay leucocitos y el paciente no tiene factores de riesgo para
bacteriemia por estos gérmenes como inmunosupresion, protesis, lineas de acceso
vascular e historia de adiccion a drogas intravenosas se puede concluir que la
presencia de estos gémenes se debe a contaminacion.

Se informara el resultado de cada frasco de hemocultivo individualmente

52.7 Referencias

O Koneman E, Allen S, Dowell V, Sommers H. Diagnéstico migfobiologico. Editorial
Médica Panamericana. 3a ed. 1892, Buenos Aires.
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0 OPS. Vol IV Manual de prevencion y control de infecciones hospitalarias. Serie HSP/
Manuales Operativos Paltex. N°13, USA. 1996.

U Reisner B, Woods G, Thomson R, Danse L, Garcia L, Shimizu R. Specimen processing.
En: Murray PR, Baron EJ, Pfaller MA, Tenover FC. Yolken RH. Manual of
Clinicalticrobiofogy. 7a ed. Washington DC: American Socisty for Microbiology; 1989,
pp 64 — 104,

SIEMBRA PRIMARIA DE MUESTRA DE PUNTA DE DISPOSITIVO INTRAVASCULAR
Objetivo

Describir los procedimientos de la siembra primaria de muestra de punta de dispositivo
intravascular.

Campo de Aplicacion

Se lleva a cabe para determinar si la infeccion del torrente sanguineo esta relacionada
al dispositivo intravascular. La técnica que se describira es la de Maki y colaboradores
(método semicuantitativo).

Materiales y Equipos

a) Pinza estéril

b) Estufade 35-37°C

c) Mechera Bunsen o Cabina de Flujo laminar
d) Guantes de latex

e) Contenedor de material contaminado

Medio de Culfivo;
— Agar sangre de camnero (AS)

Procedimiento

a) La placa conteniendo el agar sangre de camero debe enconirarse a temperatura
ambiente.

h) Flamear la pinza y dejar enfriar.

¢) Colocar el segmento del catéter sobre la superficie del agar sangre de carnero.

d) Rodar la percion del catéter a través de la placa, cuatro veces mientras se ejerce
presion hacia ahajo con la pinza.

e) Incubar la placa a 35 - 37° C por 24 horas.

Lectura

Realizar el recuento de colonias.

Pasitivo: Recuentos mayores de 15 UFC.

Negativo: Recuentos menores o iguales a 15 UFC
Referencias
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1 OPS. Vol IV Manual de prevencién y control de infecciones hospitalarias. Serie HSP/
Manuales Operativos Paltex, N°13, USA, 1996,

O Reisner B, Woods G, Thomson R, Danse L, Garcia L , Shimizu R. Specimen
processing. En: Murray PR, Baron EJ, Pfaller MA, Tenover FC. Yolken RH. Manuaf of
Clinical Microbiology. 7a ed, Washington DC: American Society for Micrabiology; 1998.
pp 64 — 104,

5.4 SIEMBRA PRIMARIA DE MUESTRA DE HERIDA OPERATORIA
541  Objetivo

Describir los procedimientos de culfive de muestra de herida para el diagnéstico
bacteriolégico en infecciones de herida abierta y abscesos.

542 Campo de aplicacion

Se aplica para el cultivo de muestra de herida para el diagnéstico bacteriolégico en
infecciones de herida abierta y abscesos,

54.3 Materiales y Equipos

a} Estufade 35-37°C.
b} Cabina de Flujo laminar o mechero Bunsen.
¢) Guantes de latex.
d) Contensdor de material contaminade.
e) Medios de cultivo.
— Agar sangre de
carnero — Agar Mc
Conkey
— Pueden incluirse otros medios {ejm. Manitel salado, agar Columbia CNA con 5%
de sangre de carmnero, efc.)

54.4 Procedimiento

a) Realizar los cultivos en una cabina de bioseguridad o cerca del mechero Bunsen.

b) Utilizar placas con medios de cultivo cuando éstas hayan alcanzado la temperatura
ambients.
c) Inoculacion de la muestra;

— Muestra de aspirado purulento: Con una pipeta pasteur inocular una gota de la
muestra en un extremo de la superficie de la placa de agar sangre de carnerg,
agar Mc Conkey yfo otros medios.

- Hisopado de secrecion: Frotar rotando el hisopo scbre la superficie de los medios
de cultivo tratandc que toda su superficie haga contacto con el agar,
empezando con ¢l agar sangre de carnero, Mc Conkey y/o otros medios.

) Esterilizar el asa de siembra en el mechero de Bunsen hasta que se ponga rojo vivo.
e) Dejar enfriar el asa contando hasta 20.
fi  Utilizando el asa de siembra y tomandc como referencia central el inoculo de la
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5.4.5

5.4.6

5.5

8.5.1

5.5.2

5.5.3

5.9.4

placa, con el propoésito de obtener colonias aisladas (Véase Figura 8).

g) Incubar las placas de AS a 35° C por 24 horas y el agar McC en condiciones
aerobicas y por 24 horas.

h) Esterilizar el asa de siembra en el mechero.

i) Concluida la siembra, cerrar la placa y colocarla con la parte que tiene el medio de
cultivo hacia arriba.

I} Incubar las placas a 35 — 37° C por 24 - 48 horas en condiciones agsrobicas.

Lectura

A las 24 horas observar el crecimiento de colonias. Si no se observa crecimiento seguir
incubando hasta las 48 horas.

Referencia

O Koneman E, Allen S, Dowell V, Sommers H. Diagnéstico microbiofdgico. Editorial
Meédica Panamericana. 3a ed. 1992, Buenos Aires.

SIEMBRA PRIMARIA DE MUESTRA DEL TRACTO RESPIRATORIO INFERIOR
Objetivo

Describir los procedimientos de cultivos de muestra de tracto respiratorio inferior:
aspirado transtragueal, lavado y cepillade broncoalveclar.

Campo de aplicacion

Se aplica para el cultivo de muestra del tracto respiratorio inferior; aspiradao
transtraqueal, lavado y cepillado broncealveolar para el diagnostico en iaboratorio de
infecciones del tracto respiratoric inferior.

Condiciones generales

Las muestras del tracto respiratorio inferior se deben enviar inmediatamente al
lahoratorio, de ocurrr algun retraso, fa muestra puede mantenerse refrigerada a 4° C.

Cultivo de Aspirado transtraqueal:
Materiales y Equipos

Estufade 35-37°C

Mechero Bunsen o Cabina de Flujo laminar
Guantes de latex

Mascarilla

Contenedor de material contaminado

Medios de cultivo:

— Agar sangre de
camnero (AS) — Agar Mc
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Conkey (McC)
~ Pueden incluirse otros medios (ejm. Manitol salado, agar cetrimide, etc.)

5.5.4.2 Procedimiento

Cuitivo:

b) Seleccionar la porcion de la muestra mas purulenta o que contenga sangre.

¢} Utilizando un hisopo estéril o una pipeta pasteur inocular la muestra en un extremo
de fa superficie de las placas con los medios de cultivo.

d) Utilzando el asa de siembra y fomando como referencia central el inoculoe de la
muestra, realizar la siembra por dispersion agotamiento en cuatro cuadrantes de la
placa, con el proposite de obtener colonias aisladas (Véase Figura 8),

e} Incubar ias placas con los medios de cultivo a 35 - 37° C por 24 a 48 horas.

) Sino hay crecimiento a las 24 horas seguir incubando hasta por 48 horas.

Frotis:

a) Seleccicnar la poreidn mas purulenta de la musstra que contenga sangre.

b) Suavemente extenderla en la lamina portacbjetos.

c) Dejar secar el frotis al aire, de preferencia dentre de una cabina de flujo lamfar,

d) Fijar con metanol y colorearlo por Gram.

e} Usar baje aumento (10x) para examinar e! frotis y la determinacién de polimorfo
nucleares y células escamosas. '

Lectura a las 24 horas
3i no hubiera crecimiento incubar por 24 horas mas.
9.55  Cultivos cuantitativos: Muestra de cepillado bronquial, y lavado broncoalveolar

Se recomienda que ¢l fluido de lavado broncoalveolar y cepillado bronquial de
pacientes con posible neumonia asociada a ventilador mecanico se cuitiven
cuantitativamente para evaluar en forma oOptima la significancia del organismo
recuperado.

5.5.5.1 Muestra de Cepillado Bronquial

Una muestra de cepillado bronguial contiene aproximadamente 0,01 mL a 0,001 mL de
secrecion. Esta se coloca en 1 mbL de suero fisioldgico o caldo TSB o BHI y se
transporta inmediatamente al laboratorio.

Materiales y Equipos

a) Asa calibrada de platino o descartable de 0.01 mL o tip estérit (10 - 100ul) y micro pipeta
b) Estufade36-37°C

¢} Mechero Bunsen o Cabina de fiujo laminar
d) Guantes de latex

e) Mascarilla

Contenedor de material contaminado
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Medios de cultivo:

— Agar sangre de

carnero (AS) — Agar Mc

Conkey (McC)

— Pueden incluirse otros medios {ejm. Manitol salado, agar cetrimide, efc.)

Procedimiento
Cultivo:

a) Homogenizar en un cortex.

b) Tomar 0,01 mL de la muestra utilizando un asa calibrada ¢ una micro pipeta con tip
estéril, sembrar en las placas con los medios de cultive de acuerdo al método
descritoen el punto 5.1.4 - g.h.

¢} Concluida la siembra, cerrar la placa y colocarla con la parte que tiene el medio de
cultivo hacia arriba.

d} Incubar las placas con los medios a 35 — 37° C por 24 - 48 horas.

Lectura a las 24 horas
Si hubiera crecimiento, realizar el recuento de caolonias, si no, incubar por 24 horas mas.
Interpretacion

Un recuento de mas de 1000 UFC / mL de calde o suero fisioldgico (correspondientes a
108 UFC / mL de la muestra original) puede correlacionarse con infeccion.

Frofis:

a) Inmediatamente después de la siembra, centrifugar la muestra restante.
b) Hacer un frotis del sedimento segun los procedimientos sefialados en el item 5.5.4.2,
c) Colorear por el métode de Gram y realizar la lectura.

5.5.5.2 Muestra de Lavado Broncoalveolar

Durante el lavado broncoalveolar se puede cofectar hasta 100 mL de fluido. Una
porcion de esta muestra es transportada al laboratorio.

Materiales y Equipos

a) Asa calibrada de plafino o descartable de 0.001 mL 6 0.01 o tip estéril {10 - 100ul)
y micro pipeta.

b) Estufade 356-37°C.

c) Mechero Bunsen o Cabina de flujo laminar.

d) Guantes de latex.

e) Contenedor de material contaminado.
Mascarilla.
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— Agar sangre de carnero (AS) — Agar Mc Conkey (McC)
— Pueden incluirse otros medios (ejm. Manitol salado, agar cetrimide etc.)

Procedimiento
Cultivo:

a) Tomar una alicuota de 0,001 mL 6 0.01 mL con una asa calibrada o una micro
pipeta con tips estériles sembrar en los medios de cultivo. Proceder de la misma
manera como fue descrita para el cultive de orina.

b) Concluida la siembra, cerrar la placa y colocarla con la parte que tiene el medio de
cultivo hacia arriba.

¢) Incubarlas placas a 35 - 37° C por 24 - 48 horas.

Lectura a las 24 horas

Si hubiera crecimiento bacteriano, realizar el recuento de colonias; si no hubiera
crecimiento, incubar por 24 horas mas.

Interpretacion

La recuperacién de mayor o igual a 10,000 UFC de un organismo especifico por mL de
fluido se correlaciona con neumonia,

Frotis:

a) Inmediatamente después de sembrar la muestra, centrifugar la muestra restante y
decantar el sobrenadante.
b) Hacer un frotis del sedimento.
c) Colorear por el método de Gram y realizar la lectura.

Interpretacion

a) El reporte de coloracion Gram debe incluir una observacion referente a la presencia
0 ausencia de organismos intracelulares.

b) La observacidn de mas del 7% de células conteniendo crganismos intraceiulares se
correlaciona con neumonia ascciada a ventilador mecanico.

Referencias

0O Koneman E, Allen S, Dowell V, Sommers H. Diagnostico microbiolégico. Editorial
Médica Panamericana. 3a ed. 1992, Buenos Aires.

Reisner B, Woods G, Thomson R, Danse L, Garcia L
processing. En: Murray PR, Baron EJ, Pfaller MA, Tenover
ClinicalMicrobiology. 7a ed. Washington DC: American Soc
pp 64 — 104,

Shimizu R. Specimen
C. Yolken RH. Manuai of
iety for Microbiology; 1999.
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5.6

5.6.1

5.6.2

5.6.3

5.6.4

56.5

SIEMBRA PRIMARIA DE MUESTRA EN CASOS DE ENDOMETRITIS

Objetivo

Describir la técnica de siembra primaria de muestras de casos de endemetritis por
bacterias aerchias.

Campo

de Aplicacion

Se aplica en el cultivo de muestra para el diagnostico de casos de endometritis debide a
bacterias aerobias.

Materiales y equipos

a)
b)
c)
d)

Estufade 35 - 37° C.

Cabina de Flujo laminar o mechero Bunsen,
Guantes de latex.

Contenedor para material contaminada.

Medios de Cultivo

a)
b)
c)

Agar sangre de carnero {AS),
Agar Mc Conkey.
Se puede incluir otros medios (ejm. manitol salado).

Procedimiento

a)
b)
<)

Lectura

R. RAMOS M

Realizar los cultivos en una cabina de bioseguridad o cerca del mechero Bunsen.

Utilizar Las placas con medios de cultivo que hayan alcanzado (a temperatura ambiente.

Inoculacion de la muestra:

— Inocular una gota de la muestra (utilizando una pipeta pasteur) en un extremo de
la superficie de la placa de agar sangre de carnero, agar Mc Conkey yfo otros
medios

- Hisopado de secrecion: Frotar rotando el hisopo sobre la superficie de los medios
de cultive tratando que toda su superficie haga contacto con el agar empezando
con el agar sangre de camero, Mc Conkey y/o otres medios.

Esterilizar el asa de siembra en el mechero de Bunsen hasta que se ponga rojo vivo.

Dejar enfriar el asa contandg hasta 20,

Utilizando el asa de siembra y tomando como referencia central el inoculo de la

muestra, reaiizar la siembra por dispersion agotamientc en cuatro cuadrantes de Ia

placa, con el propasito de obtener colonias aisladas (Véase Figura 6).

Incubar las placas a 35 - 37° C por 24 horas.

Esterilizar el asa de siembra en el mechero.

Concluida la siembra, cerrar la placa y colocarla con 1a parte que tiene el medio de

cultivo hacia arriba.

Incubar las placas a 35 — 37° C por 24 - 48 horas en condicioned aerdbicas.
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A las 24 horas gbservar el crecimiento de colonias. Si no se observa crecimiento seguir
incubando hasta por 48 horas.

Si se ha seguido correctamente los procedimientos de una buena obtencion y
conservacion de la muestra, el aistamiento de una colonia es significativo.

SECCION 6
IDENTIFICACION BACTERIANA

Para un adecuado sistema de vigilancia de las infecciones intrahospitalarias es necesario realizar la
identificacion de casos y su etiologia, la determinacién de las caracteristicas epidemiolégicas, aplicar
medidas de control y una continua supervision para determinar el éxito de esas medidas. El
laboratorio de microbiologia tiene responsabilidades importantes relacionadas a cada paso de este
proceso, pero tal vez su rol mas relevante es la identificacion del microorganismo causante de una
infeccion, mas alin cuando el espectro de los agentes responsables de infecciones intrahospitalarias
han cambiado en los (ltimos afios.

Esta seccion describe los protocelos basicos de trabajo recomendados para la identificacion de las
bacterias involucradas en el sistema de |z vigilancia de infecciones intrahospitalarias. Si bien es cierto
que el desarrollo de sistemas de multiprugbas, pruebas bioguimicas rapidas y pruebas enzimaticas
nos brindan facilidades en la identificacion de las bacterias, su usc no esta al alcance de todos los
laboratorios, debido a ello se describen protocolos de frabajo con prugbas bioguimicas
convencionales para la identificacion de bacterias.

En la identificacion bacteriana es necesaric considerar las caracteristicas macroscopicas de las
colonias teniendo en cuenta el medio de aislamiento original y sus caracteristicas microscopicas para
poder elegir las pruebas diferenciales correspondientes.

Se deben mantener las medidas de bicseguridad en &l manejo de reactivos y cultives, siguiendo los
procedimientos descritos en la SECCICN 2 de Normas de Bioseguridad. Serie de Nomas técnicas N°
18.

6.1 IDENTIFICACION BACTERIANA DE COCOS GRAM POSITIVOS: Staphylococcus y
Enterococcus

6.1.1 Ohjetivo

Describir los procedimientos para la identificacién de Cocos Gram positivos: Staphylococous
y Enferococcus aisladas a partir de muestras clinicas.

6.1.2 Campo de aplicacién
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6.1.3 Condiciones generales

a) La primera consideracién practica a tomar en cuenta es determinar, si un aislamiento
es estafilococa, estreptococe o entero coco. Esta diferenciacion se realiza en base a
la morfologia de la colonia, tipo de hemdlisis, forma de las bacterias por coloracion
Gram a pariir de un cultivo y de la prueba de reaccion de la catalasa.

b) Las colonias de estafilococos son cominmente grandes (2 mm a 3 mm a las 24
haras), convexas, lisas, enteras, cpacas y con frecuencia pigmentadas, a diferencia
de las colonias

O
]

No es necesaric mezclar el cultivo can ef H20z2,

Observar una inmediata efervescencia (formacion de burbujas) lo que indica una
prueba positiva, de lo contrario se considera la prueba negativa.

Desechar el portachjetos colocandolo en un desinfectante

Realizar este procedimiento en forma paralela con cepas controles:

- Control positivo : S. atreus.

- Control negativo: Streptococcus spp

NOTA: Al coger la colonia con &l asa de siembra tener cuidade de no llevar algo de!
medio deagar sangre debido a que la catalasa presente en los eritrocitos, puede dar
resultados falsos positivos.

No invertir el orden del método porque pueden preducirse resultados de falsos positivos.

Si son catalasa positivas primeramente determinar si el organismo es o no
Staphylococcusaureus, para &llo se realiza la prueba de la coagulasa.

d) Prueba de la coagulasa

0 Se realiza para comprobar la facultad de la bacteria de coagular el plasma por
accion de la enzima coagulasa, a cual aumenta la velocidad de coagulacion del
plasma. El resultado final es la formacién de un coagule de fibrina.

- Prueba en lamina {detecta factor de aglutinacién o coagulasa ligada).
- Prueba en tube {detecta coagulasa libre y ligada).

O La prueba de coagulasa en tubo es definitiva, y la prueba de coagulasa en
lamina puede ser usada como una técnica de iamizaje rapida para la
identificacion de S.aureus. Todas las pruebas negativas en lamina deben
tepetirse utilizando [a técnica entubo.

Reactivo

Plasma de conejo deshidratado. (Reconstituir de acuerdo a ias instrucciones del
fabricante).

R RAMODS

NOTA: El plasma humano no debe ser usado a|\menos que haya sido
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cuidadosamenteprobado de no contener algiin agente infeccioso, capacidad de
coagulacion e inhibidores.

Controles:

Positivo : S. aureus
Negativo: S. epidermidis o S. Saprophyticus

Prueba en Lamina

La prueba de la coagulasa en lamina es un método Onicamente presuntivo. Por esa
razon todos los resultados negativos o retardados (mas de 20 segundos) deben ser
confirmados por la prueba en tubo.

Procedimiento

] Preparar una suspension densa de la colonia en agua destilada o solucion
fisioldgica mezclando bien para homogenizar.

Si hubiera autoaglutinacion no continuar y realizar la prueba en tubo.

Agregar una gota de plasma y mezclar con movimientos circulares.

Observar la formacion de aglutinacion o precipitado dentro de 20 segundos.
Todas las pruebas negativas y positivas retardadas {20 a 60 segundos) debe
confirmar-se con la prueba en tubo.,

O = EaE

NOTA: Es una prueba bastante rapida y econémica perc del 10 a 15 % deS.
aureuspuedendar un resultado negativo, por eso, todos los resultados negativos deben
repetirse utilizando la técnica en tubo.

Prueba en Tubo

Procedimiento

O Transferir una colonia aislada del agar sangre de carnerc a 0,5 mL de plasma
reconstituido {en un tubo de vidrio estéril de 13 x 100).

0 Girar el tubo suavemente para lograr la suspension del organismo. No agitar.

(] Incubar la mezcla a 35 - 37° C {en bafio maria de preferencia) por 4 horas;
observar si hay formacion de coagulo inclinando lentamente el tubo.

O Observar cuidadosamente si hay formacion de ¢oagulo inclinando lentamente el
tubo (sin agitar) en intervalos hasta 4 horas. Cualguier grado de coagulacicn es
una prueba positiva.

o La mayoria de los S. aureus forrmaran coagulo dentro de una hora.

a Si es negativa a las 4 horas seguir incubando hasta el dia siguiente a
temperatura ambiente. Esto es recomendade porque un pequefic nimero de
cepas de S. aureus pueden requerir mas de cuatro horas para la formacion del
coagulo. Cansiderar que Staphylococeus preduce fibrinolising, la cual puede lisar
el coagulo.

O Realizar el control de calidad del reactivo utilizandp controles positivos y

O Si son estafilococos coagulasa negativos, realizap S
—— Q"-)Onhj J;‘;_?f\
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polimixina B y novobiocina (disco de 5ug) para tener una identificacion
presuntiva. S.saprophyticus es resistente a la novobiocina y S. epidermidis es
resistente a la polimixi-na B.

NOTA: Es preferible utilizar bafio marfa para esta prueba (Foto N¢ 3).
e) Resistencia a la novobiocina

Esta prueba se realiza principalmente para distinguir S. saprophyticus de otras
especies de importancia clinica.

Medios y Reactivos

a

TSA con sangre de carnero ¢ Agar Mueller Hinton
O Suero fisiologico o Caldo tripticasa soya
Discos de novobiocina (5 g por disco
O Escala 0.5 de Mc Farland
a Incubaderaa 35-37°C
| Vernier o regla

Procedimiento

() A partir de colonias aisltadas y cultivadas por 24 horas hacer una suspension
equivalente a la escala 0.5 de Mc Farland.

O Sumergir un hisopo estéril dentro de la suspension ajustada y rotarlo varias
veces presionando sobre la pared interior del tubo por encima del nivel del
liquido. Esto removera el exceso de inoculo del hisopo.

0O Inocular sobre la superficie seca de una placa con agar sangre de carnero
estriando homogéneamente con el hisopo sobre la superficie del agar. Repetir el
procedimiento dos veces mas rotando la placa 90°,

O Dejar de 3 a 5 minutos a temperatura ambiente para que cualguier exceso de
humedad superficial sea absorhido.

O Colocar el disco de novobiocina y presionar suavemente con una pinza estéril

0 Incubar a 35 — 37° C toda la noche o 24 horas.

Lectura

Medir el halo de inhibicién. Un halo =16 mm es resistente a la novobiocina, si es mayor
es sensible.
La resistencia a novobiocina es intrinseca en S. saprophyticus

f) Resistencia a la polimixina B

Medios y Reactivos

O
O
O
a

TSA con sangre de carnero,

Suero fisiologico o Caldo tripticasa soya
Discos de polimixina B (300 U por disco)
Escala 0,5 de Mc Farland
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O Vernier o regla

Procedimiento

Realizar el mismo procedimiento descritc para detectar la resistencia a novobiocina.
Ambas pruebas pueden realizarse en la misma placa.

Lectura

La resistencia a la pclimixina B se define por una zona de inhibicién menor de 10 mm.
S.aureus y S. epidermidis son usualmente resistentes.

6.1.4.2 Resultados:

Comparar los resultados con la tabla N° 1 que muestra las principales caracteristicas de
S.aureus y estafilococos coagulasa negativos cominmente asociados a infecciones.

Foto N° 1 Foto N°2

Foto N°3

Foto N°1: Colonias deStaphylococcus aurensen agar sangre
Foto N°2: Prueba de catalasa
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6.1.5

6.1.5.1

Foto N°3: Prucba de coagulasa en tubo

Identificacion de entero cocos:

Los entero cocos pueden presentarse como células dnicas, en pares 0 en cadenas cortas.
Se ven de forma cocobacilar cuando la coloracion de Gram se realiza de una placa de agary
pueden verse en cadenas cuando se prepara la coloracion de Gram a partir de caldo
thioglicolato. Son anaerobios facultativos y su crecimiento éptimo es a 35° C. Muchas cepas
crecena 10y 45° C.

Lectura de cultivos en Agar sangre de carnero y Agar Columbia CNA

a)

b)

d)

Apariencia de las colonias

Usualmente son alfa hemoliticas o no hemoliticas en agar sangre de camero 5%
aungue también puede haber especies beta hemoliticas como algunas cepas de E.
durans. '

(Foto N° 4)

Coloracion Gram

Si se observan cocos Gram posilivos y se presentan solos, en pares o en cadenas
cortas, algunas veces cocobacilares, realizar la prueba de la optoquina. Aplicar el
procedimientc descrito en el anexo B, Método de coloracion de Gram.

Prueba de la catalasa

Seguir los procedimientos descritos en la identificacion de Staphylococcus.
Enterococcus es catalasa negativo.

Nota: Algunas veces se produce una seudo catalasa y se puede observar una
débilefervecencia. Esto ocurre cuando E. faecalis desarrolla en medios que contienen

sangre, {2 en este caso subcultivar la colonia en estudio en TSA o agar Mueller Hinton
y repetir la prueba.

Prueba de la esculina en medio con hilis

Para determinar la facultad de un organismo de hidrolizar el glucdsido esculina en
esculetina y glucosa, en presencia de bilis (Foto N° 5).

Procedimiento

a) Inocular €l cultivo en estudic haciendo estrias sobre la superficie del pica de flauta o
de la placa de agar bilis esculina.

b) Incubara 35~ 37° C hasta 72 horas.

¢) Se puede controlar pericdicamente, y esperar hasta las 72 horas antes de informar
como negativo. 3

Lectura;
35
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Positivo: En tubo: Ennegrecimiento difuso en el agar inclinado

En placa: Se observa un halo negro ¢ marrén alrededor de las colonias en la
placa. Negativo: No se produce ennegrecimiento del medio o ennegrecimiento de
menos de la mitad

del tubo después de 72 horas de incubacion.

Controles

— Control negativo: Staphylococcus aureus
— Control positivo: Enterococctis spp

e} Tolerancia al cloruro de sodio

Para determinar la facultad de un organismo de desarrollar en presencia de una
concentracion de 6.5 % de cloruro de sodio.

Procedimiento

a) Inocular en el caldo TSB con clorure de sodio un cultivo de 18 - 24 heras de

incubacian.

b} Incubar a 35 — 37° C por 24 horas.

d) Se puede controlar periédicamente, y esperar hasta las 72 horas antes de informar
como negativo

Lectura:

Positivo:  Hay desarrollo bacteriano
Negativo: No se cbserva crecimiento en €l caldo

Controles

— Control negativo: Escherichia coli
— Control positivo: Staphylococcus aureus

6.1.5.2 Observar el oscurecimiento del agar indicando si hubeo hidrélisis de la esculina y el
crecimiento en el caldo con cloruro de sodio. Con estas pruebas tenemos dos
identificaciones presuntivas posibles:

Casi todos Ios entero cocos (35%) son esculina positivos y crecen en medios con 6.5%
de cloruro de sodio produciendo acidez.
5% — 10% de Sfreptococcus del grupo viridans son bilis esculina positivos.

NOTA: Una vez que se ha establecido que el microorganismo en estudio es
presuntivamenteun Enterococcus ¢ un género cercano a él {Lactococcus o
Vagococcus) se puede hacer fa identificacion de las especies de acuerdo a la Tabla N°
2.

Lactococeus, Leuconostoc, Pediococcus y Vagoecoccus hany| sido  aislados de
infeccioneshumanas .
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a)

Crecimiento en telurito de potasio
Es util para la identificacion presuntiva de £, faecalis (Foto N° 6).
Procedimiento:

a) Sembrarla cepa en estudic en TSA con 0.04% de telurito de potasio.
b) Incubar a 35 - 37° C. Si hay desarrolic de colonias negras se identifica
presuntivamente como E. faecalis.

6.1.5.3 Sembrar en caldo para fermentacion de carbohidratos con manitol, sorbosa, rafinosa, sorbitol
y arabinosa, y en caldo base descarboxilasa con arginina.

b}

a} Metabolismo de carbohidratos

Procedimiento

a) A.partir de un cultivo puro de 24 horas inocular los caldos conteniendo los
diferentes carbohidratos con las colonias sospechosas cultivos puros.
b} Incubara 35-37° C hasta por 4 dias.

Lectura

a) Positivo. Viraje de color hacia el amarille (indicador plrpura de bromocresal),
indica produccion de acidez .

b)  Negativo; No hay viraie de color.

Descarboxilacion de la arginina

Seguir los pasos descritos en el procedimiento; Produccion de descarboxilasas en
IDENTIFICACION DE BACILOS GRAM NEGATIVOS FERMENTADORES:
Escherichia cofi, Kiebsiella pneumaoniae y Enterobacter {(Foto N° 7)




Foto N° 4

Foto N° 6

Foto N°4: Colonias deEnterococcus faecalisen agar sangre
Foto N°5: Hidroélisis de la esculina en medio bilis esculina

Foto N°6: Desarrollo deE. fuecalisen agar telurito de potasio 0.04%
Foto N°7: Descarboxilacion de la arginina en medio de Mocller

FotoN°5

i,

C 0

Foto N°7
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6.2 IDENTIFICACION DE BACILOS GRAM NEGATIVOS FERMENTADORES: Escherichia

cofi,
Klebsiella pneumoniae y Enterobacter

6.21  Objetivo

38

R RAMOS M A. ROJAS




6.2.2

6.2.3

6.2.4

6.25

6.2.5.1

fermentadores: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Enterobacter.

Campo de aplicacién

Comprende el cultivo e identificacion por pruebas bioguimicas de las colonias
desarrofladas en agar Mc Conkey de las siguientes bacterias: Escherichia cofi
Klebsiella pneumoniae y Entero-bacter

Condiciones generales

Las bacterias Gram negativas fermentadoras se desarrollan en agar sangre de carnero
y agar Mc Conkey, pero en agar sangre de carnero no podemas hacer mayor
diferenciacién entre las cclonias, sin embargo, en el agar Mc Conkey podemos
diferenciar las colonias lactosa positivas y lactosa negativas.

Lectura de cultivos en Agar Mac Conkey

En agar Mc Conkey, Escherichia coli lactosa positiva son colonias de borde entero, de
color fucsia, opace, de 2 mm - 3 mm de diametro, usualmente rodeadas de una zona
opaca alrede-dor de la colonia (bilis precipitada). Las cepas de E. coli que son lactosa
negativas dan colonias incoloras de 3 - 4 mm.

{Foto N° 8)

En agar Mc Conkey, K. preumoniae son colonias de borde entero, de color rosado a
rosado oscuro, de 3 - 4 mm de diametro y mucoide.

(Foto N° 9)

En agar Mc Conkey Enterobacter spp. son colonias de borde entero, de color rosado de
2 - 4 mm de diametro, no tan mucoides como K. Pneumonia.

{(Foto N® 10)

Las colonias con estas caracteristicas son subcultivadas en medios diferenciales.

Pruebas bioquimicas

a)
h)
i)
i}
k)
1)

Litilizacion de lactosa

Utilizacién de glucosa
Produccion de gas de glucosa
Descarboxilacion de lisina
Produccion de acido sulfhidrico
Utilizacion del citrato
Produccidn de ureasa

Prueba MR

Prueba VP

Motilidad

Produccion de indol

Prueba de ONPG

Procedimiento

a)

Identificar la colonia sospechosa que se encuentra en la plaga de agar Mc Conkey,



000Q00Q0OCCQROOCOROCCQROICQRCGOCREOCQROOCCEOOCOCPOCEOROCRRRREOOOCQROCOPCORCOCROOTTYRTE

6.25.2

c) Enfriar el asa.

d) Obtener la colonia seleccionada con el asa recta, tratando de no tocar el fondo del
medio de cultive ni otra colonia vecina.

e) Sembrar por esiria en los medios diferenciales empezando por el agar citrato, urea (en
la superficie) , TSI, LIA {introduciendo el asa por el centro hasta tocar el fondo del tubo,
retirar por el mismo trazo y sembrar en estria la parte inclinada), caldo para la prueba
de indol, MRVP.

fy  Sembrar por puntura en el centro del agar mevilidad hasta una profundidad aproximada
de 1.5 cm.

g) Incubara 35 -37° Cde 18 a 24 horas.

Lecturas
a) Agar TSI

En estos medios se determina la capacidad de |z bacteria de utilizar {a lactosa, glucosa
y sacarosa {en T3I), con produccion o no de gas y la produccion de acido sulfhidrico.

Lectura

Es importante hacer ia lectura entre las 18 - 24 horas para no obfener resultados erroneos.
La lectura se hace sobre la base de tres caracteristicas: Utilizacion de hidratos de
carbone, produccion de gas y produccion de acido sulthidrico.

O Utilizacién de hidratos de carbono:

— Utilizacién de lactosa: Reaccién &cida en el picc de flauta (color amarillo)
Abreviatura: (A).

— Utilizacidn de glucosa: Reaccidn acida en la columna del medio (color amarillo)
Abreviatura: (A}.

— No hay utllizacién del carbohidrato: Se puede chservar una reaccidn alcalina
{color rojo} o que no hay cambic de color (permanece del mismo color que
el medio no inoculado) Abreviaturas: (K) o (N} respectivamente.

NOTA: Cuando el microorganismo también produce H2S el precipitado negro puede
ocultar laacidez.

O Produccidn de gas de glucosa:

— Se considera positivo: Presencia de una sola burbuja de gas, burbujas en el
medio, division del medic, desplazamiento completo del medio del fondo
del tubc dejando un area clara o una ligera muesca del medio en el costado
del tubo.

— Se registra la lectura por medio de cruces (+).

& Produccién de acido sulfhidrico:
— Se manifiesta por un color negro distribuido por toda la columna del medic de
cultivo o sélo en la parte superior .

— Se registra la lectura por medio de cruces (+)
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c)

d)

e)

Utilizacion de citrato

Para determinar si un microorganismo es capaz de utilizar citrato como Unica fuente de
carbono para su metabolismo.

Procedimiento

a) Incubar a 35 — 37° C 24 horas - 48 horas. En alguncs casos es necesario una
incubacion hasta por 4 dias.
b} Ver el viraje de color.

Resultados

a) Prueba positiva: Crecimiento con un color azul intense en el pico de flauta, o
presencia de colonias en ausencia del color azul.
b) Prueba negativa: No se observa crecimiento ni cambio de color (verde).

Controles

Positivo: Enferobacter
cloacaes Negative:
Escherichia coli

(Foto N°13)

Hidrolisis de |a urea {produccion de ureasa}

Es (til para determinar la capacidad de un orgapismo de degradar la urea, formando
dos molé-culas de amoniaco por accion de la enzima ureasa.

Procedimiento

Realizar |a lectura después de 18 horas - 24 horas de incubacion observando el viraje de
color.

Resultados

Prueba positiva: Color rojo rosado intenso en el pico de flauta ¢ todo el agar. Puede
haber una reaccion positiva retardada después de 24 horas y hasta 6 dias de
incubacion (algunas cepas de Klebsieila por ejemplo).

Prueba negativa: No se produce cambio de color.

Controles

Negativo. Escherichia coli
Positivo: Klebsiella
pheumoniae

(Folo N° 14)

Rojo de metilo
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Permite comprobar la capacidad del microorganismo para produgir y mantener estables
los productos terminales Acidos de la fermentacion de la glucosa determinando
cualitativamente el pH de! medio.

Procedimiento

El caldo debe ser incubado a 35 - 37° C durante 48 a 72 horas.

Asépticamente retirar 2,5 mL de caldo a un tubo estéril.

Anadir directamente al caldo 5 gotas del reactivo rojo de metilo {indicador de pH)
Interpretar el resultado del viraje de color inmediatamente

Si la lectura fuera negativa continuar la incubacién para repetir la prueba

NOTA: No debe realizarse la lectura antes de las 48 h de incubacion para evitar
resultadoserréneos.

El desarrollo de un color rojo estable en ia superficie del medic indica que la produccion
de &cido es suficiente como para bajar el pH a 4,4 y es una prueba positiva. Un color
naranja {pH 5 a 5,8} indica una prueba negativa.

Resultados

Prueba positiva; Color rojo
Prueba negativa: Coler amarillo o naranja.

Controles

Control positivo:  Escherichia colf

Control negativo: Kiebsiella pneumoniae
(Foto N° 15)

Voges Proskauer

Es Ufil para determinar la capacidad de algunos microorganismos de degradar la
glucosa hasta acetimetiicarbinol (acetoina) a través de un proceso de fermentacion.

Medios y reactivos

Medio MR VP anaftol al 5 % KOH al 40%.

Procedimiento

Incubar por 24 - 48 heras a 35 - 37° C.

Transferir 1 mL de caldo a un tubo de ensayo limpio. Afiadir con una pipeta pasteur 0.6
mL de anaftol al 5 % y 0,2 mL de KOH al 40%.

Agitar el tubo cuidadosamente (para exponerlo al oxigenc atmosférico) y dejarlo
reposar durante 10 a 15 minutos.

Resultados
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9)

Controles

Control positivo:  Klebsiella pneumoniag
Control negativo:

Escherichia coli (Foto N°

16)

Motilidad (Medios SIM, o MIOC o agar movilidad)
Para determinar si un organismo es movil o inmévil.
Procedimiento

Incubar a 35 — 37° C durante 24 a 48 horas.
Resultados

Positivo: Los microorganismes migran de la linea de siembra y se difunden en el
medioprovocande turbidez. También puede manifestarse semejande "vellosidades” a lo
largo del trazo de siembra.

Negativo: Se observa un crecimiento bacteriano acentuado siguiendo €l trazo de
siembra, y elmedio circundante se mantiene claro.

Controles

Procedimiento

O Reftirar asépticamente 2 mL de caldo de cultivo con 24 horas de incubacidn.

[0 Agregar 5 gotas de reactivo de Kovacs.

00 Mover suavemente el tubo y realizar la lectura.

O Evaluar el cultivo a las 24 horas si la lectura es negativa, debera incubarse otras
24 horas. El cultivo restante y repetirse la prueba.

Resultados

Prueba positiva: Formacion de un anillo rojo en la superficie del medio (la capa
alcohdlica) Prueba negativa: No se produce color en la capa alcohdlica, y toma el color
del reactivo empleado

Controles

Control positivo: Escherichia coli

Control negativo; Klebsiefla pneumoniae
{Foto N° 18)

Prueba de |a B galactosidasa (ONPG)

Es util para demostrar la presencia o ausencia de [a enzima [-galactosidasa utilizando




)

jos organismos con reaccién retardada a la lactosa de los organismos lactosa
negativos.

Reactivo

Discos o tabletas de ONPG.
Procedimiento

Sequir las instrucciones del fabricante.
Resultados

Prueba positiva: Formacion de un color amarille (formacion de ortonitrofenol a partir del
ONPG).
Prueba negativa: No hay cambio de color.

Controles

Control positivo:
Escherichia coli  Control
neqativo: Profeus spp

NOTA1:

(! Todas las Cscherichia coli producen acidez de glucosa en el TSI o KIA (5% no
producen gas) y un 98% son indol positivo, VP -, MR+ (99%), mbviles (95%

O Todas las Klebsiella pneumoniae son Indol negativo, ornitina descarboxilasa
negativa, no moviles. VP + (98%), citrato + (88%), urea +(95%), lisina
descarboxilasa (98%), gas de glucosa {97%).

NOTA 2: Si se dispone de los medios y reactivos adicionalmente se pueden realtzar
pruebasde produccion de descarboxilasas como:

O Descarboxilacion de la omnitina (*)

O Descarboxilacidn de arginina

(*} Sino se dispone del medio MIO.
Produccion de descarboxilasas

Las pruebas de descarboxilacion se realizan para medir la capacidad enziméatica de un
microorganismo para descarboxilar un aminoacido, el que da fugar a una amina,
produciendo la alcalinizacién del medio.

Procedimiento

O Inocular el cultivo en dos tubos con caldo descarboxilasa, uno de los cuales debera
contener el aminoacido a estudiar
O Cubrir con aceite mineral los tubos e incubar a 35 — 37° C dufante 24 - 48 horas.

Lectura
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Pasitivo: Color azul plrpura en el tubo que contiene el aminoacido

Negativo: Color amarillo
Anotar los resultados de las pruebas de utilizacién de carbohidratos y produccion de

descarboxilasas.

Foto N°8 Foto N°9

LALT MIGAT | oot POET
GLUL PONIT  guuc vomt

Foto N°10 Foto N°11

Foto N°8: Colonias defscherichia colien agar Mc conkey

Foto N°9: Colonias deK/ebsietla pnewmoniacen agar Mc Conkey
IFoto N°10: Colonias deEnterobacrer cloacaeen agar Mc Conkey
Foto N°I1: Reacciones bioquimicas en el agar TS
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Foto N°12

Foto N°14

Foto N°12: Reacciones biogimicas en el agar LIA
Foto N°13: Reaccién bioquimicas en ¢l agar citrato.
Foto N°14: Produccidn de ureasa.

Foto N°15; Prueba de! Rojo de metilo.
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Foto N°13
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Foto N°15




6.3

6.3.1

6.3.2

MUATIVE

Foto N°18

Foto N°16: Prueba de Voges proskauer.
Foto N°17: Prueba de movilidad.
Fato N°18: Prueba de indol.

IDENTIFICACION DE BACILO GRAM NEGATIVO NO FERMENTADOR:
Pseudomonasaeruginosa

Objetivo
Describir los procedimientos de identificacién de Pseudomonas aeruginosa por medio de
pruebas bioguimicas.

Condiciones generales

Pseudomonas aeruginosa es facilmente reconocida en medios de aislamiento primario por
suscaracteristicas:

Morfologia de la colonia
Produccion de pigmentos difusibles si estan
presentes Olor caracteristice.

Identificacion

Morfologia de las colonias

A ROIAS




metalico (Foto N° 19).

NOTA: Algunas cepas de P. aeruginosa pueden no producir pigmentos, frecuentemente
estas cepas son bastante mucoides y se aislan a partir de muestras de secreciones
respiratorias de pacientes con fibrosis quistica.

6.3.3.2 Determinacion de las caracteristicas bioquimicas
Jdentificada la colonia sospechosa. Realizar las siguientes pruebas:

Utilizacion de lactosa
Utilizacién de glucosa
Prueba de oxidasa
Crecimiento a 42° C
Utilizacién de citrato
Reduccion de nitrato

) Hidrdlisis de 1a gelatina

cooooz e

6.3.4.3 Procedimiento

<]

) Identificar la colonia sospechosa que se encuentra en la placa de agar Mc Conkey.
) Esterilizar al rojo vivo €l asa de siembra recta en un mechero de Bunsen.

(=

Enfriar el asa.

Obtener la colonia seleccionada con el asa recta, tratando de no tocar el fondo del

medio de cultivo ni otra colonia vecina.

e) Sembrar por estria en los medios diferenciales empezando por el agar citrato {en la

superficie), TSI, LIA {introduciendo el asa por el centro hasta tocar el fondo del tubo,

retirar por el mismo trazo y sembrar en estria la parte inclinada), caldo para la prueba de

indo! y caldo nitrato.

fy  Sembrar por puntura en el centro del agar gelatina (hasta una profundidad de 1,5
cm - 2,5 cm) y agar movilidad hasta una profundidad aproximada de 1.5 cm.

o]

g} o Mueller Hinton (sembrar sclo una placa de TSA o Mueller Hinton si no se dispene de
incubadora a 42° C).

h) Ulilizandc un asa de siembra en aro estéril y temando como referencia central el inoculo
de la colonia, realizar la siembra por dispersién agotamientc en los cuadrantes de la
placa.

iy Incubar a 35— 37° C de 18 a 24 horas a excepcion de una placa de TSA que debe ser
incubada a 42° C.

NOTA : De no disponer de estufa a 42° C, una alternativa es utilizar un baio maria
graduado a42° C y sembrar el cultivo en estudio en TSB o BHI e incubarlo de 18 a 24
horas.

6.3.4.4 Lecturas

)y Agar TSI Quemar el asa y dejar enfriar. !

a) Con el asa recta obtener la misma colonia trabajada y cogerla tratando de no ocar el fondo
del medio de cultivo ni otra colonia vecina y sembrar haciendo pequerioy trazos en el

extremo de dos placas de TSA

48
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Seguir los pasos descritos en el Procedimiento IDENTIFICACION DE BACILOS
GRAMNEGATIVOS FERMENTADORES:Escherichia coli EnterohacteryK.
pneumoniae.

P. aeruginosa da una reaccion; K/K o N/N y no hay produccién de sulfuro de
hidrogeno.(Fote N° 20)

b) Prueba de utilizacion de
citrato Procedimiento

Sequir los pasos descritos en e! Procedimiento [DENTIFICACION DE BACILOS
GRAMNEGATIVOS FERMENTADORES:Escherichia coli Enferobacter sppyK.
pneumoniae.

NOTA: 95% de cepas deP. aeruginosason positivos.

¢) Prueba de hidrolisis de la gelatina

Determina ia capacidad de un microgcrganismo de producir gelatinasas (enzimas de tipo
protealitico) que lictan la gelatina.

Medio
Gelatina nutritiva pH 6,8
Procedimiento

Utilizando una asa de siembra en punta y a partir de un cultivo puro de 18 a 24 horas
coger un indculo abundante y hacer una puncion en el centro y en forma vertical en el
medio de gelatina hasta una profundidad de 1.5 a 2.5 cm.

Utilizar un tubo con medio de gelatina sin inocular come control de la prueba.

Incubar los cultives en estudio y de control a 22 - 25° C por 24 - 48 horas y hacer la
lectura. Evaluar diariamente el cultivo durante 14 dias.

Al término de cada periodo de 24 horas colocar el tubo control y el de estudio en el refrigerador o
en un recipiente con hielo durante 2 horas aproximadamente para determinar si se ha producide
o no la digestién de la gefatina (licuefaccién).

Realizar |as lecturas observando si hay crecimiento (furbidez) y licuefaccién.

Controles

Positivo : Serratia marcescens
Negativo : E.coli

Resultados

Positivo : medio de cultivo semiliquido.
Negativo: medio de
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d)

e)

Se realiza para determinar la capacidad de un microorganismo de reducir el nitrato a nitritos o
en nitrégeno libre.

Medios y reactivos
Caldo con nitrato: pH 7 Reactivo A {Ver anexo cultivo solido.

Recomendaciones

En todos los ensayos debe prepararse un tubo control {sin inoculacidn del microorganismo}.
Pasar los tubcs de la incubadora al refrigerador sin agitarlos para evitar resultados falsos
negativos {Foto N° 21).

Prueba de reduccion de nitrato a nitritos

C) Reactivo B {Ver anexo
C) Polvo de zinc

Procedimiento

Incubar a 35 — 37° C por 12 a 24 horas. Puede requerir una incubacion hasta & dias pero no es
frecuente.
Agregar directamente al caldo de cultivo, 1 gota del reactivo A y 1 gota del reactive B.

Resultados

O Primera prueba:
Positivo; cambia a un color rojo dentro de 30 - 60 segundos (prueba completa).
Negativo: no cambia de color.

O Segunda prueba:
Agregar aproximadamente 20 mg de polvo de zinc, y observar el color en el término de 5 -
10 minutos.
Positivo: no hay desarrollo de color. E! nitrato ha side reducide a nitrégeno libre. (ausencia
de nitrito en el medio).
Negativo: color rosado a roje intenso, el nitrato no fue reducide por el organismo (el zinc
redujo el nitrato en nitrito).

Controles

Un medio sin inocular {para determinar si hay nitrito en el medio) y un control positivo, ambos
tratados en las mismas condiciones que para el tubo con la muestra problema.

Control positive : Escherichia colf
Control negativo: Acinefobacter calcoaceticus (Foto N° 22).

Prueba de la oxidasa

La reaccion de la oxidasa se debe a la presencia de un sistema citocromooxidasa que gctiva la
oxidacion del citocromo reducido por el oxigeno molecular, el que a su vez actiia comgjaceptor

R. RAMOS M
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Reactivos

N,N,N,N, tetrarhetil-p fenilenediamina o
NN, dimetil-p fenilenediamina Solucion acucsa al 1%

Procedimiento

Se frabaja a partir de! crecimiento bacteriano en TSA o Musller Hinton, Humedecer

un troze de papel de filtro con el reactivo dentro de una placa petri.

Con la ayuda de un mondadiente o un asa de platino o aluminic (gl nicron u otro material de las
asas que contienen fierro pueden causar reacciones falsas positivas) se coge la colonia a
probar y se coloca extendiéndola sobre el papel filtro.

Controles

Positivo : P. aeruginosa
Negativo: E. cofi

Resuitados

=

Positivo: Viraje de color hacia el azul -violeta (con el reactivo N, N, N, N, tetrametil-p-
fenilenediamina) o purpura {con el reactivo N, N, dimetil-p fenilenediamina) después de 10 - 15
segundos. _

Negativo: No hay viraje de color {Foto N° 23)

Alternativamente una solucion de reactivo al 0.5% puede ser goteado directamente sobre la
colonia.

NOTA : De no ser posible preparar los reactivos, se debe adquirir las tiras comerciales. EI99%
de cepas de P. aeruginosa son oxidasas positivas.

f) Crecimientc a 42° C

Luego del periodo de incubacién observar si hay desarrollo del cultivo en estudio.
Resultades

Todas las cepas de P. aeruginosa crecen a 42° C,
g) Produccién de pigmentos

Despugs del periodo de incubacién, realizar la lectura verificando la produccion de
algin pigmento en el TSA o agar Mueller Hinton.

P. aeruginosa produce pigmentos: verdoso o azu! verdoso brillante, rojo o
marrén.Ocasionalmente algurias cepas de P. aeruginocsa solo producen pioverdina
siendo difici! su diferenciacién de ofras P. seudomonas como P. fliuorescens o P.
putida, sin embargo se puede diferenciar de las otras especies por la temperatura de

crecimiento {42° C) {7},
Lectura;

Si no se observara pigmento dejar la placa incubando a temperatura ambisais

ki I""I";é‘/
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realizar la lectura a las 48 horas (Foto N° 24},

6.3.4.5 Resultados
Realizar |a lectura e identificar la especie de acuerdo a fa Tabla 7.

NOTA: Si se dispone de estufa a 42° C o bafic maria graduado a 42° C para la
identificacionde P. aeruginosa, es suficiente realizar las pruebas de: oxidasa, cultivo en
TSI, crecimiento a 42° C y demostracion de produccion de pigmento verde-azulado,

rojo o marran en el agar TSA o Mueller Hinton 7

TWLETION
. r:om L

Foto N° 18 Foto N 20
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Foto N° 21

Foto N°19: Colonias defsendomonas aeruginosaen agar Mac conkey.
Foto N°2#: Reaccién bicquimica deP. geruginosaen el agar TSI,
Foto N°21: Hidrolisis de la gelatina

Foto N° 22 Foto N° 23




Foto N°22: Prucba de reduccion del Nitrato.
Foto N°23: Prueba de la oxidasa.
Fato N°24: Produccion de pigmento enf. aeruginosa.
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SECCION 7
PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA POR EL METODO DE DISCO DIFUSION

Las diferentes especies y cepas de un microorganismo tienen grados variables de susceplibilidad a
los antimicrobianos, ademéas esta susceplibilidad puede cambiar especialmente durante el
tratamiento. Es por eso que en un proceso infeccioso es importante que el clinico conozea ademas de
la identidad del microorganismo, los antimicrobianos a los cuales es sensible para brindar un eficaz
tratamiento. Esia informacion la debe dar el microbidlogo haciende un diagnédstico preciso y
determinando |a susceptibilidad del microcrganismo a varios anlimicrcbianos .

Nota: Solicitar al proveedor de los discos de Para determinar |a susceptibilidad a los antimicrobianos
de las diferentes especies y cepas de un microorganismo se aplica el métode de disco difusion el
mismo gue se describe en el documento M2-A7.17

(1) M100-S11 (M2} 2001 NCCLS Disk Diffuson Supplemental Tables, 2000 NCCLS Performance
standard for antimicrobial disk Susceptibility Test: Approved Standard 7° Ed., complementada con las
Tablas descritas en el documenic

susceptibilidad un certificade de calidad expedido por el Centro de Control de Calidad del INS.

SECCION 8
CONTROL DE CALIDAD

El propdsito de llevar a cabo €l control de calidad en el laboratorio de microbiologia es asegurar al
meédico y al paciente un diagnéstice confiable y oportuno mediante el monitoreo de la exactitud,
precision, calidad de los reactivos y pruebas realizadas, asi como €! desempefio laboral del personal
de laboratorio.

8.1 Control interno de la calidad

811 Los colorantes y reactivos usados para la identificacion bacteriana deben probarse
inmediatamente después de la preparacion y periddicamente para evaluar las caracteristicas
de tincibn esperadas y la correcta reactividad de los medios apropiados con cepas
referenciales o de reactividad conocida.

8.1.2 Debe llevarse un registro del control de calidad de los medios dg cultivo, colorantes y
reactivos en el que se incluya: fecha, nimerc de control ¢ lote, con ositivo y negativo
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deben estar a disposicion de todo el personal del laboratorio.

Es necesario llevar registros de temperatura y de mantenimiento de los equipos para
documentar el correcto funcionamiento de los mismos y demostrar que los hallazgos de
laboratorio constituyeron realmente determinaciones validas.

SECCION 9
REGISTROS

La aplicacion de las disposiciones contenidas en el presente Manual exige la generacion, uso
y conservacion de registros necesarios para demostrar el cumplimiento de las
especificaciones y requisitos que aseguran la confiabilidad y garantia de los diagnésticos de
las infecciones intrahospitalarias.

El personal directivo del establecimiento de salud determina el periodo de conservacion de
los diferentes registros. Este periodo es definido por las disposiciones contenidas en la
reglamentacion aplicable al establecimiento de salud.

Los principales registros generados en la aplicacién del presente manual son los siguientes:

Formulario de solicitud de examen.

Rotulado de la muestra.

Registro de la muestra en el laboratorio.

Datos de las.lecturas de las pruebas realizadas y reporte del diagndstico.

Lectura de los halos de inhibicion {mm) de las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana.
Registros de los contrales de calidad.

Registros del control de operacion de los equipos.

Registros de calibracion y mantenimiento de equipos y medics de medicion.

Formulario de solicitud de examen

El formulario de solicitud de examen, debe ser llenado con letra clara y es firmado por la
persona que tomé [a muestra e incluye los siguientes datos:
a) Fecha de solicitud.
b) Nombre, edad y sexo del paciente.
¢) Numero de cama (cuarto o sala).
d) Tipo de muestra.
e) Examen salicitado.
fy Sospecha clinica.
g) Enfermedad de base.
h) Informacién sobre uso de antimicrobianos.
i) Hora de la obtencién de la muestra(*).
j) Médico solicitante.
Responsable de la obtencion de la muestra.
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