vc

MINISTERIO DE SALUD

Direccion General

RESOLUCION DIRECTORAL
No/:n’

-2022-DG-HVLH/MINSA
Magdalena del Mar, ZLf de agosto de 2022

Visto; la Nota Informativa N° 081-2022-DAMC-HVLH/MINSA, emitida por el Jefe del
Departamento de Apoyo Médico Complementario del Hospital Victor Larco Herrera;

CONSIDERANDC:

Que, los articulos | v Il del Titulo Preliminar de la Ley N° 26842, Ley General de Salud, disponen
que la salud es condicion indispensable del desarrollo humano y medio fundamental para
alcanzar el bienestar individual y colectivo, y la proteccion de la salud es de inferés publico. Por
tanto, es responsabilidad del Estado regularla, vigilarla y promoverla;

Que la Ley N° 27658, Ley Marco de Modernizacion de la Gestion del Estado; tieJne como finalidad
fundamental la obtencion de mayores niveles de eficiencia del aparato estatal, de manera que se
logre una mejor atencién a la ciudadania priorizando y optimizando el uso! de los recursos
publicos;

Que, por Resolucion Jefatural N° 478-2005-J-OPD/INS, se aprueba el documento normativo
MAN-INS-001 "Manual de Bioseguridad en Laboratorios de Ensayos, Biomédicds y Clinicos”, con
el objetivo de establecer la normativa para proteger la satud de las personas que puedan estar
expuestas a riesgos relacionados ccn la exposicion a agentes biolégicos, Quimicos, fisicos,
ergonodmicos y psicosociales, en los laboratorios de ensayos, biomédicos y clinigos;

Que, mediante Decreto Supremo N° 013-2006-SA, se aprueba el Reglamento de
establecimientos de Salud y Servicios Médicos de Apoyo, con el objeto de establecer los
requisitos y condiciones para la operacion y funcionamiento de los establecimientos de salud y
servicios medicos de apoyo, orientados a garantizar ia calidad de sus prestaciones, asi como los
mecanismos para la verificacion, control y evaluacion de su cumplimiento,

Que, el literal g) del articulo 7° del Reglamento del Sistema Administrativo de Modernizacion de
la Gestidn Publica, aprobado mediante Decreto Supremo N° 123-2018-PCM, sefiala que la
gestion de procesos tiene como propdsito organizar, dirigir y controlar las actividades de trabajo
de una entidad publica de manera transversal a las diferentes unidades de organizacion, para
contribuir con el logro de los objetivos institucionales. Comprende acciones ¢onducentes a la
determinacion de los procesos de la entidad, asi como a su medicién y analisis con el propésito
de implementar mejoras en su desempefio, priorizando los procesos que contribuyan al logro de
los objetivos de la entidad pGblica 0 aguellos que puedan afectar dicho logro, representen mayor
demanda, concentren la mayor cantidad o quejas. entre otros similares;

Que, por Resolucion de Secretaria a. Gestion Publica N° 006-2018-PCM/SGP, se aprueba la
Norma Técnica N° 001-2018-SGP, Norma Técnica para la implementacion de la gestion por
procesos en las entidades de la administracion publica; con la finalidad de poner a disposicién de
las entidades de la administracion publica disposiciones técnicas para la implementacion de Ia
gestion por procesos, como herramienta de gestion que contribuye con el cumplimiento de los
objetivos instifucionales y en consecuencia, un impacto positivo en el bienestar de los
ciudadanos;

Que. mediante el documento del Visto, el Jefe del Departamento de Apoyo Médico
Complementario, remite los Documentos Técnicos, elaborados por la Unidad de Laboratorio
Clinico del Hospital Victor Larco Herrera, denominados: “Manua! de Bioguimica’, con la finalidad
de establecer criterios normativos que aseguren el cumplimiento de los principios basicos de
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bioseguridad en el procedimiento de analisis bioquimico de rutina y especializado que
contribuyan a la ayuda diagnéstica y a las acciones de salud integral de los pacientes en general;
y “Manual de Procedimientos del Area de Microbiclogia”, con la finalidad de contar con un
documento normativo que describa de manera ordenada y sistematica los procedimientos gue se
deben de seguir para realizar el Diagnostico en Microbiologia Clinica en Hospital Nacional Victor
Larco Herrera y solicita su aprobacion a través tde acto resolutivo;

Que, mediante Nota Informativa N° 085-2022-OEPE-HVLH/MINSA, la Oficina Ejecutiva de
Planeamiento Estratégico del Hospital Victor Larco Herrera, hace suyo el Informe N° 068-2022-
UFPCP-OEPE-HVLH/MINSA emitide por la Unidad Funcional Pianeamiento, Organizacion y
Proyectos a su cargo, donde se indica que los Documentos Tecnicos: "Manual de Bioguimica” y
“Manual de Procedimientos del Area de Microbiologia”, cumplen con la estructura indicada en el
numeral 6.1 Estructura de los documentos normativos, que corresponde a lo precisado en el
literal 6.1.4 Documento Técnico, sefialade en las "Normas para la elaboracién de documentos
normativos del Ministerio de Salud”, aprobada con Resolucion Ministerial N° 826-2021/MINSA,;
razén por la cual cuenta con opinion favorable;

Clue, en consecuencia, por convenir a los intereses funcionales nstitucionales que permitan un
mejor cumplimiento de los fines y objetivos de la institucion, resulta necesario formalizar su
aprobacion, mediante la emision del correspondiente acto de administracion;

Con el visto bueno de la Oficina Ejecutiva de Planeamiento Estratégico, del Departamento de
Apoyo Médico Complementario y de la Oficina de Asesoria Juridica del Hospital Victor Larca
Herrera; y,

De conformidad con lo previsto en el literal c) del articulo 11° del Reglamento de Organizacion v
Funciones del Hospital “Victor Larco Herrera”, aprobadc por Resolucidn Ministerial N° 132-
2005/MINSA,

SE RESUELVE: '
Articulo 1°%.- Aprobar los Documentos Tecnicos:

+ MANUAL DE BIOQUIMICA; que en documento adjunto a folios treinta y seis (38) forma
parte integrante de la presente resolucién.

« MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DEL AREA DE MICROBIOLOGIA; que en
documento adjunto a folios ochenta y un (81}, incluido seis (08) anexos. farma parte
integrante de la presente resolucion.

Articulo 2°.- Encargar al Departamanto de Apoyo Médico Complementario a través de la Unidad
de Laboratorio Clinico del Hospital Victor Larco Herrera, su implementacion y cumpiimiento.

Articulo 3°.- Disponer la publicacion de la presente Resolucion en el Portal Institucional del
Hospital Victor Larco Herrera. (www.larcoherrera.gob pe)

Registrese y comuniguese

Ministerio de Salud
Hospital Victor Larco Herrera

-------------------------------------------------

Med. Elizabet werd Chavez
Directorg/General

CMP 24237 R.N.E. 10693

EMRCH/MYRWV/
Distribucion:
= Departamento de Apoyo Médico Complementario
. Unidad de Laboratorio Clinico
»  {iicina de Asescria Juridica
«  Diicina Ejecutiva de Planeamiento Estratégico
» Archivc
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. INTRODUCCION
El manual de Procedimientos, constituye un complemento del manuat de Organizacion
y Funciones, formando y constituyendo ambos la documentacion fundamental que sirve
para dirigir, organizar y controlar los procesos del Servicio de Apoyo al Diagndstico.
Ii. FINALIDAD
Establecer criterios normativos que aseguren el cumplimiento de los principlos basicos
de bioseguridad en el procedimiento de anélisis bioquimico de rutina y especializado
que contribuyan a la ayuda diagndstica y a las acciones de salud integral de los
pacientes en general.
il. OBJETIVOS
Normar los procedimientos de analisis bioquimico que permitan guiar y orientar para el
trabajo de todo el personal del servicio de Apoyo al Diagndstico del Hospital Victor
Larco Herrera.
IV. AMBITO DE APLICACION
Los procedimientos contenidos en el presente manual son de aplicacidn obligatoria
para el personal de la Unidad de Laboratorio Clinico del servicio de Apoyo al
Diagndstico del Hospital Victor Larco Herrera.
V. BASE LEGAL

VI

Ley N°26842, Ley General de Salud y sus modificatorias.
Decreto Supremo N°013-2008-SA aprueba el Reglamento de Establecimientos de
Salud y Servicios Médicos de Apoyo.

¢ Resolucion de Secretaria de Gestién Publica N° 006-2018-PCM /SGP, que aprueba la

Norma Técnica N° 001-2018-SGP, Norma Técnica para la implementacién de la
gestién por procesos en las entidades de la administracién pablica.

s Resolucion Jefatural N° 478-2005-J-OPE/INS, que aprueba el documento normativo

MAN-INS-001, "Manual de Bioseguridad en Laboratorios de Ensayos Clinicos,
Biomédicos y Clinicos”, Serie de Normas Técnicas N° 18, 3ra. Edicion.

CONTENIDO

6.1 Definiciones
Segln las normas 1SO Norma 1SO 15189:2012

Muestra

Una o méas partes tomadas de una muestra primaria.
Ejemplo: Un volumen de suero tomado de un volumen mayor de suero.

Anélisis
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Conjunto de operaciones cuyo objetivo es determinar el valor o las caracteristicas de
una propiedad.

Los analisis de laboratorio que determinan un valor de una propiedad se denominan
andlisis cuantitativos, aquellos que determinan las caracteristicas de una propiedad se
denominan andlisis cualitativos. Asimismo, los andlisis de laboratorio también se
denominan a menudo analiticas o ensayos.

Plazo de respuesta
Es el tiempo transcurrido entre dos momentos especificados durante los procesos
preanalitico, analitico y postanalitico.

Verificacién

Confirmacion mediante la aportacion de evidencia objetiva, de que se han cumplido los
requisitos especificados.
6.2 Tipos de Pruebas Bioquimicas

Acido urico

Alanina Aminotransferasa

Aspartato Aminotransferasa

Alhumina

Bilirrubinas Totales y Fraccionadas

(Método de Jendrasick)

s Colesterol - Metodo CHOD-PAP-
Enzimatico

» Calesterol HDL — Colestercl de Alta
Densidad

+ Colesterol LDL - Colesterol de Baja
Densidad

+ Creatinina {Método de Jaffe sin

desproteinizar)

Depuracién de Creatinina

Creatina quinasa { CK 0 CPK)

Glucosa (Métode de la Glucosa

Oxidasa)

Triglicéridos (Método Enzimatico)

Urea {(Método Enzimatico)

Fosfatasa Alcalina (ALP)

Gamma glutamil transferasa

Tolerancia a la Glucosa

Proteinas Totales
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6.3 Descripcion del Tipo de Ensayo
L as concentraciones de los analitos bioquimicos estan en funcién a la metodologia empleada para su
cuantificacién. Generalmente las pruebas tienen una relacién directamente proporcional, es decir, cuando
tienen una mayor lectura presentan mayor concentracién o actividad enzimatica. Esias metodologias
pueden ser colorimétricas, cinéticas, potenciometricas (Ver Inserto de Pruebas).

6.4 Parametros y Magnitudes e Intervalos de Medicién
Los parametros, magnitudes y los intervalos de medicion son determinados en base a los datos contenidos
en los instructivos de trabajo del fabricante (insertos de pruebas).

Parametros Unidades Intervalos de Medicién

Bilirrubina Total mg/dl Hasta 1.2
Bilirrubina Directa mg/di Hasta 0.3
Glucosa mgfdl Hasta 110
Creatinina mg/dl Hasta 1.4
Proteinas totales gfdl Hasta 8

Albimina a/dl Hasta 5

Urea mg/dl Hasta 50
TGP UL Hasta 36
TGO UL Hasta 40
CPK Total UL Hasta 280
Acido Grico mg/di Hasta 7

Colesteroctl total mg/dl Hasta 200
Colesterol HDL mg/d| Hasta 40
Triglicéridos mg/d| Hasta 160
Fosfatasa alcalina u/L Hasta 270
Gamma glutamil transferasa u/L Hasta 40
Electrolitos (Sodio) mmol/L 135 - 148
Electrolitos (Potasio) mmol/L 356-53

Electrolitos (Cloro) mmol/l 98 - 107

6.5 Equipos, Reactivos y Consumibles
Equipos: CB 350i

Reactivos: Especifico para cada prueba (ver Insertos de Prueba).
Cada equipo "Kit” comercial contiene reactivos estables ya sea a temperatura ambiente o en refrigeracion
de 2 a 10°C hasta ia fecha de su vencimiento.
No se debe almacenar a temperatura fuera de estos intervalos.
Consumibles
o Estandar: solucién para calibracion.
s Material de Control: Pueden ser coniroles internos o controles de tercera opinién. Se debe
procesar como minimo 2 niveles de controt (Normal y patolégico).
e Solucitn salina (0.85 — 0.90% NaCl) para dilucién de muestras.

Para verificar el control de inventarios de reactivos y consumibles referirse al registro inventario de
reactivos y consumibles.

Materiales de Referencia

Calibrador

Condiciones Ambientales y de Seguridad

Las instalaciones permiten el correcto desempefio de los examenes, a través de adecuadas fuentes de
energia, iluminacion, ventilacion, agua, disposicién de residuos y condiciones ambientales de temperatura
y humedad (Ver control de temperatura y humedad).

J Para asegurar la calidad, seguridad y eficacia de! servicio, las instalaciones del laboratorio tienen accesos
- controlados para mantener confidencialidad de |a informacién, muestras, estudios y resultados para todos
nuestros pacientes o clientes, controlando el acceso del personal a dreas donde se procesan muestras y
se generan registros y con ello garantizar la seguridad, confidencialidad y resguardo de datos, equipos,
registros e informacién diversa.




Documento Técnico: Manual de Bioguimica

Tipo de Muestra

Para el procesamiento de las pruebas bioguimicas generaimente se emplea suerc o plasma. Para los tipos
de muestras especificas referirse al inserto de pruebas.

Las muestras se obtienen por venopuncion obteniendo aprox. 3 mi de sangre total sin anticoagulante. Se
separa el suero o plasma dentro de |as 2 horas posteriores a la recoleccién.

Muestra estable en refrigeracion entre 2-8° C, durante 3 dias. Las muestras no deben contener fibrina ni
estar hemolizadas. Compruebe que no haya burbujas en fas muestras antes de su procesamiento.

Tipo de Tubos ¢ Contenedores

» Tubo tapa rojo o get separador
» Contenedor de orina 24 horas

Preparacion del Paciente

Existen algunas pruebas que requieren condiciones de ayuno para el paciente comeo por ejemplo: glucosa,
perfil lipidico; sin embargo otras pruebas no requieren dicha condicion. Para ver mas detailes sobre la
preparacidn del paciente referirse a los insertos de las pruebas.

Criterios de Aceptacion / Rechazo de Muestras

Los criterios o requisitos para la aceptacion o rechazo de muestras se establecen en Manual de Toma de
Muestra, no sin antes realizar una aclaracién al cliente de todas aguellas muestras que no cumplan con los
criterios o requisitos establecidos.

6.6 Procedimiento de Calibracién de Equipos

Existen dos (2) tipos de calibraciones, las calibraciones analiticas y las calibraciones metroldgicas.

Para el procedimiento de calibracién metrologica del equipo referirse al procedimiento Calibracién de
Equipos de Laboratorio y en el caso de una calibracién analitica referirse al manual de operacion del
equipe o instrumento, o al instructivo de trabajo especifico.

Operacion del Analizador

« 5i el equipo se encuentra apagado, pulsar el botdn de encendido en la parte trasera del equipo.

» Encender el monitor,

» Revisar que existan niveles adecuados de soluciones para el equipo CB 350i (presionando tecla F10).
Cambiar solo en casc necesario.

« Eliminar desechos (ver Manual del equipoe CB 350i apartado Procedimiento operativo),

+ Realizar el mantenimiento diario del equipo.

» Limpieza externa del equipo

» Revisar reactivos a bordo y actualizar inventarios.

» Realizar calibraciones si es necesario.

» Programar en lista de trabajo los controles para las pruebas. Las funciones “Analizar Estandares" y
"Analizar Controles” estdn disponibles en el men( principal “Tests” o través del icono especifico que
ofrece el acceso directo.

» Revisar resuitados de control de acuerdo al instructivo Evaluacion del Control de Calidad Interno.

» Una vez validadas las curvas de calibracion y controles, se procede a procesar las muestras de
pacientes,

» En caso necesario referirse al manual de operacion del equipo CB 350i.

Procedimiento Técnico del Equipo
+ El equipo tiene un plato giratorio donde se colocan las muestras y son trasladadas al punto de
aspiracion.
Aspira y transfiere la muestra a la cubeta de reaccion (CR).
Dispensa el reactivo de trabajo en la CR.
Mezcla, incuba y realiza la lectura fotometrica,
Mide la absorbancia para determinar la cantidad y/o actividad del analito en la musestra.
Aspira el contenido de la CR v lo transporta al recipiente de desechos liguidos.
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6.7 Procedimientos de Control de Calidad

Para asegurar un adecuado control de calidad y resultados confiables, se incluyen como minimo dos
niveles de control: Control Nivel 1 y Control Nivel 2 con valores conocidos que son manejados como
muestras desconocidas. Ver instructivo de Planificacién del Control de Calidad interno.

En la medida posible trabajar con controles de tercera opinion {controles interlaboratorio), si esto no es
posible, se puede optar por los controles internos del mismo fabricante.

Es recomendable que el laboratorio participe en Programas de Evaluacién Externa de Calidad (PEEC) y
realice el andlisis respectivo de los informes. Ver el instructivo Seguimiento del Programa de Evaluacion
Externa de la Calidad.

Todo desvio presentado, ya sea en el conirol interno o externo sera identificado camo un No Conforme y
se llevara el registro y seguimiento respectivo (Ver Seguimiento de No Conformes).

Interferencias o Reacciones Cruzadas

Cada andlisis puede verse afectado por interferentes o reacciones cruzadas propias del contenido de las
muestras. Para mayores detalles consulte los insertos de pruebas.

intervalos Biolégicos de Referencia

Los procedimientos e intervalos biclogicos de referencia se revisan tal cual lo establecen los insertos de las
pruebas:

Parametros Intervalos de Referencia Unidades

Bilirrubina Total Adultos: Hasta 1.2 mgfdi
Bilirrubina Directa Adultos: Hasta 0.3 mg/dl
Glucosa Aduitos: 60-110 mg/dl
Creatinina 06-1.4 mg/dl
Proteinas totales 6.0-8.0 g/dl
Alblmina 3.5-5.0 g/di
Urea 10-50 mg/di
TGP Hasta 36 UiL
TGO Hasta 40 UL
CPK Total Hasta 195 uiL
Acido arico 3.5-7.2 mg/dl
Colesterol total Deseable <200 mg/dl
Colesterol HDL 40-60 mg/dl
Triglicéridos Deseable <160 mg/dl
Fosfatasa alcalina 65-300 UiL
Gamma glutamil transferasa 11-50 Ui
Electrolitos (Sodio) 135-148 mmolfL
Electrolitos (Potasio) 3.5-5.3 mmol/L
Electrolitos (Cloro) 98-107 mmol/L

Valores de Alerta ¢ Criticos
La deteccion, la notificacién y el seguimiento de los valores de alertalcriticos y limites de decision ciinica se
determinan utilizando los criterios establecidos en el procedimiento Notificacion de Valores Criticos.

Datos a ser Registrados en el Informe de Pacientes
Para la emisién completa de los resultados a los pacientes referirse al procedimiento Informe de
Resultados.

Precauciones de Seguridad

» No se mezclan reactivos de lotes diferentes.

» No se usa el kit después de la fecha de caducidad

» Se utiliza guantes de latex desechables.

¢ Se utiliza bata blanca bien abotonada.

» Los reactivos deben almacenarse en posicién vertical.
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» Referirse a la ficha técnica del reactivo (inserto).
* Se desechan todas las muestras usadas como desechos bioldgicos infecciosos.

Fuentes Potenciales de Variabilidad

Se contempla todas aquellas que puedan generar variabilidad en las mediciones como pueden ser las
condiciones segln la edad, por enfermedad, por terapias con ciertas drogas, etc. Para mayores detalles
referirse a los insertos de las pruebas.

6.8 Pruebas

El servicio de Bioquimica del Dpto. Laboratorio de acuerdo a su MOF y al MAPRO tiene cuatro secciones o
sectores de trabajo en las cuales los Tecnédlogos Médicos encargados de dicha seccién de acuerdo al rol
establecido mensual, los Medicos Patdlogos Clinicos del servicio, procesaran las siguientes pruebas que a
continuacién detallamos:

Pruebas Bioquimicas Manuales

En esta seccién se llevan a cabo las determinaciones analiticas empleando tubos de ensayo pipetas de
vidrio, pipetas graduables de rango fijo y variable, gradillas, etc. Empleandose para elio reactivos
estandarizados segin los méiodos bioguimicos convencionales.

Para el procesamiento en serie se cuenta con cartillas con una serie de valores numéricos obtenidos
teniendo en cuenta el factor colorimétrico y las lecturas de fotdémetros o espectrofotémetros analdgicos o
digitales, las cuales aparecen en las pantallas de los mismos equipos.

Las sustancias conocidas sirven como patrén para luego establecer la llamada curva de calibracién, de
este modo se establecen parametros que son fundamentales para el control de calidad, teniendo en cuenta
que algunas de las pruebas son procesadas empleando Kits autorizados por marcas reconocidas a nivel
nacional y mundial.

Urianalisis y Pruebas Especiales de Orina

En esta seccion se realizan los exdmenes completos de orina, la cual comprende realizar el examen fisico,
quimico y de sedimento urinario ademas se realizan las pruebas funcionales de orina, generaimente en
orina de 24 horas como son la depuracion de Creatinina, Proteinuria, Ac. Urico, calcio, fésforo y otras
pruebas especiales de orina.

Especiales

Es la seccion en donde se procesan y realizan procedimientos analiticos especiales, los cuales requieren
de un mayor conocimiento y entrenamiento del personal de servicio, comprende las pruebas y examenes
citoguimicos de los liquidos de puncion (Liq. Pleural, Lig. Ascitico o peritoneal, Lig. Pericérdico), LCR, Lig.
Amnidtico, examen completo del liquido seminal o espermatograma, pruebas cualitativas de Diagndstico
precoz del embarazo.

6.8.1 Dosaje de Acido Urico
Definicion
El acido drico es oxidado enzimaticamente por la uricasa a alantoina con produccién de diéxido de
carbono y agua oxigenada. El agua oxigenada originada en la oxidacion produce la copulacion
oxidativa de la 4 aminofenazona con un aceptor mediante una reaccion catalizada por la peroxidasa
dando tugar a la formacion de una quinonimina roja con absorvancia a 505 nm.

Fundamento
Ac. Urico + Q2 + 2H20 Uricasa Alantoina + CO2 + H202

H202 + 4 Aminofenazona + diclorofenalsulfonato  Peroxidasa Quinonimina + 4H20
Las nucleoproteinas estan presentes en todas las células y fas purinas son el producto de su

degradacién, cuyo producto terminal mas importante es el Acido Urico. Su fuente principal son las
nucleoproteinas de la dieta, especialmente de la carne.

Objetivos
Determinar los nivefes en sangre y/o orina de 24 horas, la concentracion del Ac. Urico circulante y su
relacién con algin cuadro patolégico o descartarlo.

Responsabilidad
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Esta prueba se realiza en la seccién de pruebas bloquimicas en equipos automatizados y las
muestras de orina en la seccion de orina y especiales. El personai tecndlogo médico, encargado de
la seccidn es el responsable de realizar el procedimiento de acuerdo a las normas establecidas.

Materiales y Equipos

» Muestra; suero o plasma, orina de 24 horas, dieta libre de carnes por tres dias.

» Recoleccion; Obtener suero o plasma de la manera usual, separar el coagulo lo antes posible,
dentro de las 2 horas contadas de la recoleccion.

» Aditivos; en caso que la muestra a emplear sea plasma, se recomienda el uso de heparina o0 EDTA
para su obtencion.

« Estabilidad de la muestra y almacenamiento; emplear suero fresco para et examen, en caso de no
poderlo realizar guardar en el congelador hasta 3 dias.

Orientaciéon Técnica, Técnica de Punto Final.

Técnica Manual

» Preparar el reaclivo de acuerdo a las indicaciones del fabricante.

e Dejar atemperar el reactivo durante unos minutos a temperatura ambiente.
+ Procedimiento, Pipetear en tubos de ensayo.

Blanco Estandar Muestra

Reactivo Ac. Urico 1.0ml  1.0ml 1.0 ml
Estandar 20U
Muestra 20 ul

« Agitar bien e incubar en BM a 37° C por 5 minutos, retirar, dejar enfriar y leer.

 Anotar las observancias del estandar y la muestra fuente al blanco a 505 nm.

« El color de la reaccién final es estable por 30 minutos, por lo que debe de ser leida antes de este
tiempo.

« Realizar el siguiente célculo

Abs. Muestra x Concent. St. mo/d| Sangre o Plasma
Abs. estandar

Ac. Urico(ma/dl) x Vol. Orina 24 h {ml} x 10 mg/24 h (Qrina)
100

Técnica en Equipo Analizador Automético
Tabla 1. Valor de Referencia
Nifios Varones Mujeres
2,0-5.56 mg/d| 3.4-7.0 mg/d| 2.4-5.7 mg/dl
Crina 250-750 mg/24 horas

Interferencia e Implicancia Clinica

Sustancias interferentes conocidas: Sueros ictéricos (bilirrubina mayor de 12 mg/dl) o con hemdlisis
visible no deben de ser usados. Medicamentos: Acido ascorbico por ser fuertemente reductor,
Buscapina por interferir con la reaccion.

£1 4cido urico es un metabolito de las purinas, 4cidos nucleicos y nucleoproteinas. Habitualmente la
concentracién de Acido Urico en suero varia de un individuo a otro de acuerdo a diversos factores
como: sexo, dieta, origen étnico, constitucién genética, embarazo.

Niveles anormales de acido Grico en suero son indice de desorden en ef metabolismo de las
sustancias que lo originan o defectos en su eliminacion.

. Aumentado
f‘ff Mieloma multiple, Leucemia, Policitemia, irradiaciones profundas en tratamientos citostaticos.
N Insuficiencia renal, insuficiencia congestiva.
: i;‘.i. 6.8.2 Alanina Aminotransferasa
Definicion

Las transaminasas son enzimas representadas por proteinas simples conjugadas o sintetizadas por
células de diferentes tejidos: hepatico, miocardio, renal, nerviosa y misculo estriado. Las cantidades
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de estas enzimas son tan pequefias que no permiten la determinacion cuantitativa en miligramos o
miliequivalentes, por lo que se expresan en unidades,

Fundamento
Alanina + 2 Oxoglutarato ALT Piruvato + Glutamato
Piruvato + NADH + H LDH Lactato + NAD

Medida de |a tasa de desaparicion del NADH

Objetivo
Determinar los niveles en sangre la actividad enzimatica de la ALT (TGP) circulante y su relacion
con algan cuadro patologico o descartarlo.

Responsabilidad

Esta prueba se realiza en la seccién de pruebas bioquimicas en equipos automatizados y en la
seccion de pruebas manuales. El Tecnéloge Médico encargade de la seccidon es el responsable de
realizar el procedimiento de acuerdo a las normas establecidas en coordinacién con la coordinadora
de Tecndlogos Médicos del Servicio.

Materiales y Equipos

Muestra; suero

Recoleccion; obtener suero o plasma de la manera usual, separar el coagulo lo mas posible, dentro
de las 2 horas contadas de la recoleccion,

Materiales; estos son:

» Tubos de 12 x 75 0 13 x 100 mm.

 Pipetas automaticas de 100 ul y de 1000 ul.

« Espectrofotémetro digital 0 analizador semiautomatizado.

¢ Reactivo ALT cinético.

6.8.3 Aspartato Aminotransferasa

Definicion

Las transaminasas son enzimas representadas por proteinas simples, conjugadas o sintetizadas por
célutas de diferentes tejidos: hepético, renal, miocardico, nervioso y musculo estriado. Las cantidades
de estas enzimas son tan pequefias que no permiten la determinacidn cuantitativa en miligramos o
milimoles, por lo que se expresan en Unidades. En el hepatocito la AST se encuentra tanto en el
citoplasma como en las mitocondrias, En el suero abunda mas la AST que la ALT. También se
encuentra en la epidermis de la piel, miocardio, misculo estriado, pancreas y rifiones. Los globulos
rojos contienen unas 10 veces mas AST que el suero.

Fundamento

Aspartico + 2 Oxoglutarato AST Oxacelato + Glutamato
Oxacelato + NADH _ MDH Malato + NAD

Objetivos

Determinar los niveles en sangre de la actividad enzimética de la TGO AST circulante v su relacién
con algdn cuadro patoldgico o descartarlo.

Responsabilidad

Esta prueba se realiza en la seccidn de pruebas biocquimicas en equipos automatizados y en ia
seccion de pruebas manuales. El Tecndloge Médico encargado de la seccion es el responsable de
realizar el procedimiento de acuerdo a las normas establecidas en coordinacion con la coordinadora
de Tecnologos Médicos del Servicio.

Materiales y Equipos

Muestra; suero

Recoleccidn; obtener suero o plasma de la manera usual, separar el codgulo lo antes posible, dentro
de las 2 horas contadas de la recoleccion.

Materiales; estos son:
e Tubos de 12x 750 13 x 100 mm.
« Pipetas automaticas de 100 ul y de 1000 ul.
« Espectrofotémetro digital o analizador semiautomatizado.
s Reactivo AST cinético.

" Orientacion Técnica, Reconstituir el reactivo de acuerdo a instrucciones detl fabricante
Técnica Manual
10
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-Precalentar el reactivo a 37°C por unos minutos.
-Pipetear en tubos de ensayo precalentados a 37°C por 5 min.
Reactivos de trabajo 1mil
Muestra 100 ul
-Agitar bien e incubar a 37°C por 60 segundos.
-Calibre el 0 del espectrofotémetro a 340 nm con el blanco (agua destilada).
-Al cabo de un minuto, anotar la Absorbancia inicial de la muestra y efectuar nuevas lecturas cada
minuto durante 3 minutos.
-Comprobar que las diferencias entre absorbancias sean sensiblemente iguales.
ABS /MIN x 1768 - UL
-Si el valor es mayor a 500 U/L hacer diluciones iguales con agua destilada y multiplicar el valor
obtenido por la dilucién.

Técnica en Equipo Analizador Automético

Valor de Referencia

0 - 40 U/L (37°)

Interferencia e Implicancia Clinica

Aumentado

Infarto de miocardio, hepatitis viral, mononucleosis, obstruccion hepatobiliar, cirrosis, metastasis
hepatica, pancreatitis aguda, anemia hemolitica e infeccion renal.

Disminuido

Baja nutricion con piridoxina, mujeres con anticonceptivos orales, hemodialisis.

6.8.4 Albumina

Definicién
La albdimina es una fraccién proteica que se forma en el higado y cuyas funciones primordiales son
el transporte de diferentes elementos y sostén de la presién oncética.

Fundamento
Albumina + Verde de Bromocresol - Complejo coloreado

Objetivo
Cuantificar mediante esta metodologia la cantidad de albimina presente en las muestras de sangre
{(suero y plasma heparinizado) que se procesen.

Responsabilidad

Los Tecndlogos Médicos son los responsables de a realizacién de este procedimiento; el Tecndlogo
Médico coordinador es el responsable que esto se realice bajo los estandares del Laboratorio y el
Jefe del Servicio es el responsable del control periédico del procedimiento.

Materiales y Equipos

Muestra; suero o ptasma heparinizado

Recoleccién; obtener suero o plasma de la manera usual, separar el coagulo lo antes posible, dentro
de las 2 horas contadas de la recoleccién.
Materiales; estos son:

o Tubos de 13 x 100 mm o de 12 x 75 mm.

« Pipetas automaticas de 10 ul y de 1000 ul.

« Espectrofotémetro o analizador semiautomatizado.
» Reactivo de albimina (VBC).

» Reloj o timer

Orientacidén Técnica

Técnica Manual

¢ Pipetear en tubos de ensayo

Reactivos de trabajo  1ml
Muestra 100 ml

« Agitar bien y dejar en reposo a temperatura ambiente por 5 min.
« Calibre el cero del espectrofotémetro a 620 nm con el blanco de reactivo.
s Leer la absorbancia del estandar de la muestra. No dejar pasar mas de 30 minutos.
11
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» Realizar el siguiente célculo.

Abs. Muestra x Conc. Estandar = (Muestra) g/di
Abs, Estandar

Técnica en Equipo Analizador Automético

Seguir procedimiento indicado.

Interferencia e Implicancia Clinica

No se observan interferencias por:

Hemolisis moderada

Bilirrubinemia hasta 20 mg/d|

Lipemia hasta 2000 mg/dl

Aumentado

No existe.

Disminuido

Por perdidas cuantiosas (Hemorragias, albuminuria persistente, paracentesis, catabolismo excesivo)
por sintesis defectuosa (Hepatopatias), y por carencia de materia prima (hipoalimentacidn).

6.8.5 Bilirrubinas Totales y Fraccionadas (Método de Jendrasick)
Definicién
La bilirrubinemia indica la cantidad total que circula en el organismo y es el responsable del tinte
amarillo que toma la piel cuando sus niveles se elevan. Corresponde a la suma de dos variedades.
Es un producto de la hemoglobina y se forma en las células del reticuloendotelial. Una parte se
transporta hacia el higado, se conjuga con el &cido glucurénico y se excreta en el duodeno el cual se
denomina bilirrubina directa. La fraccion que no es conjugada se denomina bilirrubina indirecta.

Fundamento

La bilirrubina reacciona con el 4cide Sulfanilico diazoado en medio Acido, originando un complejo
coloreado. El dimetil sulféxido solubiliza la bilirrubina indirecta (no conjugada) permitiendo su
reaccion junto con la fraccién directa (conjugada).

Objetivo
Medir la concentracién de Bilirrubina total y fraccionada presente en las muestras de sangre (suero)
gue se procesen en el servicio de Bioguimica.

Responsabilidad

Los Tecndlogos médicos de la seccion correspondiente, son los responsables de la realizacion de
este procedimiento, se realiza bajo los estandares de! Laboratorio y el jefe del servicio es el
responsable del control periddico del procedimiento.

Materiales y Equipos

Muestra; suero (también en liquido amniético)

Recoleccion; obtener suero o plasma de la manera usual, separar el coagulo lo antes posible, dentro
de las 2 horas contadas de la recoleccion. Proteger de la luz artificial o natural. Colocar en frasco
oscuro o envolverlo en papel negro.

Materiales; estos son:

* Tubos de 13 x 100 o de 16 x 150 mm

» Pipetas automaticas de 100 ut de 1600 ul.

» Espectrofotdmetro digital o analizador semiautomatizado.

» Reloj o timer.

» Reactivos para el procesamiento de bilirrubina.

Orientacion Técnica

Reconstituir el reactivo de acuerdo a instrucciones.

Técnica Manual

» Pipetear en tubos de ensayo

~ Blanco Directo Total
% Suero 100 ul 100 ul 100 ul
Agua destilada 20ml 2.0 mi
Cafeina 2.0ml
Ac. Sulfanilico 0.25 ml
Diazoreactivo(*) 0.25 ml 0.25 mi
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(*) Prepara antes de realizar la prueba: 1.5 mil Ac. Sulfanilico +0.1 ml de nitrito de
sodio al 0.5%

« Mezciar y dejar en reposo por 10 minutos a temperatura ambiente.
« Calibre el cero del espectrofotémetro a 540 nm con el blanco.
« Anotar 1a absorbancia y calcular:

Abs. X FACTOR mg/d|
Técnica en Equipo Analizador Automético
Valor de Referencia
Bilirrubina Total :0.20 - 1.20 Mg/DI
Bilirrubina Directa : 0.20 - 0.80 Mg/Di
Bilirrubina Indirecta : 0 — 0.40 mg/di
Interferencia e Implicancia Clinica
Hemélisis moderada o intensa inhiben la reaccidn directa, obteniéndose valores de bilirrubina total
falsamente aumentados.
Aumentado
-Bilirrubina directa: Ictericias, hepatitis, congestién cardiaca, cirrosis hepatica, enfermedades
vesiculares, carcinoma del pancreas.
-Bilirrubina Indirecta: Anemias hemoliticas.

6.8.6 Colesterol - Método CHOD-PAP-Enzimatico

Definicién

El colesterol es una sustancia indispensable en la formacién de paredes celulares, sintesis de
hormonas femeninas (estrégenos) el principal componente de la bilis, catalizador activo en
intercambios celulares e interviene activamente en la sintesis de andrégenos. Fisioldgicamente se
compone de 3 lipoproteinas que se denominan segin su densidad. Las de muy baja (VLDL)
constituye en un 52% de triglicéridos y son materia prima para fabricar la fraccion de baja densidad
(LDL) que son propuestas a quedarse dentro de la capa Intima de la arteria y que origina la
arterioesclerosis. La obra es la de alta densidad (HDL) que tiene como funcién que ia escoba
barredora que trata de eliminar los desechos de su hermana LDL.

Fundamento
Tanto el colesterol libre como ei esterificado presente en la muestra, originan segin las reacciones
acopladas descritas a continuacién, un complejo coloreado que se cuantifica por espectrofotometria.

Colesterol esterificado + H20___COL ESTERASA __ Colesterol + Acido graso
Colesterol + 12 02 + H20 COL OXIDASA Colestonona + H202
2 H202 + 4 Aminoantipirina + Fencl_ PEROXIDASA Quingnaimina + 4H202

Objetivo
Medir la concentracion del colesterol sérico total presente en las muestras de sangre (suero) que se
procesen en el servicio de bioguimica.

Responsabilidad

Los tecnélogos médicos de la seccién correspondiente son los responsables de la realizacion de
este procedimiento se realice bajo los estandares del laboratorio y el Jefe de servicio es el
responsable del control peribdico del procesamiento.

Materiales y Equipos
Muestra; suero
Recoleccion; obtener suero de la manera usual, separar el coagulo lo antes posible dentro de las 2
3 / horas contadas de la recoleccién.
i Materiales; estos son:
¢ Tubos de 13 x 100 0 de 16 x 150 mm,
s Pipetas automaticas de 10 ul y de 1000 ul,
» Espectrofotémetro digital o Analizador semiautomatizado.
s Reloj o timer.
+ Reactivos para procesamiento de colesterol.

QOrientacion Técnica; reconstituir el reactivo de acuerdo a instrucciones.
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Técnica Manual; de punto final.
» Pipetear en tubos de ensayo:

Blanco Estandar Muestra
Estandar (200 mg/dl) - 10 ul -
Muestra - - 10 ul
Reactivo Trabajo (*) 1.0 m} 1.0 mi 1.0 mi

(*) Mezclar un ml de reactivo B (colesterol esterasa 5 u/m! + colesterol oxidasa 2u/m! + peroxidasa
20 u/ml + 4-aminoantipirina 12.5 mmol/L) y 24 ml de reactivo A (pipes 35 + colato sédico 0.5 mmol/L
+ fencl 28 mmol/L, pH 7.0).

* Mezclar y dejar en reposo por 10 min. a temperatura ambiente o 5 min. a 37°C,
» Calibre el cero del espectrofotémetro a 505 nm con el blanco.
» Anotar ta absorbancia y calcular:

Abs. Muestra x 200 mg/d!
Abs. Estandar

Mg/dl colesterol x 0.0259 = mmol/L colesterol

Técnica en Equipo Analizador Automiético
Seguir el procedimiento indicado
Valores de Referencia

Tabla 2. Valores de Referencia (mg/dl)

Edad Hombres Mujeres
5-19 110-155 120-160
20-25 125-165 125-170
26-35 130-178 130-176
36-40 140-200 140-180
41-45 145-205 145-195
48-70 160-220 170-230
70 150-205 170-230

Interferencia e Implicancia Clinica

Interferencias

» Excepto la heparina, los anticoagulantes comunes interfieren en la reaccion

» Los sueros con hemdlisis intensa o visible producen valores falsamente elevados por lo que no
deben ser usados

» En sueros fuertemente hiperlipémicos puede observarse turbiedad, tal caso diluir el volumen final
de reaccion al ¥z 0 1/3 con el blanco de reactivos, repetir la lectura y multiplicar el resultado por el
factor de dilucién

» No se observan interferencias por bilirrubina hasta 20 mg/d|, ni hemdlisis ligera.

Implicancia Clinica

Tabla 3.Valores de Referencia {(mg/dl)

Edad Riesgo Riesgo Alto
Moderado
2-20 165 180
21-30 200 220
31-40 220 240
40 240 260

6.8.7 Colesterol HDL - Colesterol de Alta Densidad

Definicion

El HDL colesterol es una de las fracciones de la molécula del colesterol y entra en la proporcion del 17
%. Es ia que contrarresta la accion nociva que pueda tener el LDL sobre nuestro organismo, al evitar
la ateroesclerosis excesiva, si ella no estuviera presente. Saca del organismo los depésitos de la LDL
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y con ayuda de la lecitina — acetil — transferasa, elimina por la bilis cantidades considerables de LDL
en forma de &cidos biliares y esteroides neutros.

Fundamento

Los quilomicrones y las lipoproleinas de muy baja densidad (VLDL) y de baja densidad (LDL.})
presentes en la muestra precipitan en presencia del fosfotungstato y iones magnesio. E! sobrenadante
de la centrifugacion contiene las lipoproteinas de elevada densidad (LDL) cuyo colesterol se cuantifica
por espectrofotometria mediante las siguientes reacciones acopladas:

Colesterol esterificado + H20___COL ESTERASA  Colesterol + Acido graso
Colesteroi + ¥ 02 + H20 COL OXIDASA Colestonona + H202
2 H202 + 4 Aminoantipirina + DCFS_ PEROXIDASA Quinonaimina + 4H202

Objetivo
Medir la concentracién del colesterol HDL presente en las muestras de sangre (suero) que se
procesen.

Responsabilidad

Los tecnblogos médicos de |a seccidn correspondiente son los responsables de la realizacion de este
procedimiento estandares del laboratorio y el Jefe de servicio es el responsable del control periddico
del procesamiento.

Materiales y Equipos

Muestra; suero

Recoleccion; obtener suero de la manera usual, separar el coagulo lo antes posible dentro de las 2
horas contadas de la recoleccion.

Materiales; estos son:

e Tubos de 13 x 100 o de 12 x 150 mm.

« Pipetas autométicas de 10 ul y de 1000 ul.

« Espectrofotémetro digital o Analizador semiautomatizado.

» Reloj o timer.

+ Reactivos para procesamiento de colesterol.

Orientacion Técnica
Reconstituir el reactivo de acuerdo a instrucciones.
Técnica Manual

« Pipetear en tubo, agitar y dejar en reposo por 10 minutos a temperatura ambiente.

Muestra
Muestra 100 ui
Reactivo Precipitante (*) 0.5 ul

{*) Fosfotungstato 1.5 mmol/L, Acetato de magnesio 60 mmol/L
» Centrifugar durante 10 minutos a un minimo de 4000 r.p.m.
» Recoger el sobrenadante y pipetear en tubos de ensayo segtn el cuadro siguiente:

Blanco Estandar Muestra

Agua Destilada 100 ul - -
Estandar HDL-C - 100 ul -
Sohrenadante - - 100 ul
Reactivo Trabajo (*) 1.0 ml 1.0 mi 1.0 mi

(*) Mezclar un mi de reactivo B {colesterol esterasa 5 u/ml + colesterol oxidasa 2u/m| + peroxidasa 20
u/ml + d-aminoantipirina 12.5 mmoliL) y 24 ml de reactivo A (pipes 35 + colato sédico 0.5 mmol/L +
feno! 28 mmol/L, pH 7.0).

o Mezclar y dejar en reposo por 10 min. a 37°C.

o Calibre el cero del espectrofotémetro a 505 nm con el blanco.
El color es estable durante 30 minutos.

s Anotar la absorbancia y calcular:

Abs. Muestra x 200 ma/d|
Abs. Estandar
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Mg/dl colesterol x 0,0259 = mmol/L colesterol

Técnica en Equipo Analizador Automiético
Valor de Referencia

Edad Hombres Mujeres
5-15 54 51
26-20 46 50
21-30 45 54
31-40 44 52
41-50 45 57
51-60 46 59
61-70 49 61
71-80 48 60

Interferencia e Implicancia Clinica

Interferencias

« Excepto |a heparina, los anticoagulantes comunes interfieren en la reaccién

» Los sueros con hemélisis intensa o visible producen valores falsamente elevados por lo que no
deben ser usados.

¢ En sueros fuertemente hiperlipémicos puede observarse turbiedad, tal caso diluir el volumen final
de reaccion al 2z 0 1/3 con el blanco de reactivos, repetir la lectura y multiplicar ef resultado por el
factor de dilucién.

« No se observan interferencias por bilirrubina hasta 20 mg/dl, Acido ascérbico hasta 7.5 mg/dl,
acido Orico hasta 20 mg/di, ni hemdlisis ligera.

Implicancia Clinica

Para el organismo es muy beneficioso tener un indice elevado de HDL, puesto que al relacionarlo
matematicamente con el HDL se obtiene lo que se denomina Indice Aterégeno o Indice Arterial que
es la relacion entre LDL y HDL que origina un indice igual a 4 cifras superiores indican
envejecimiento acelerado debido al mayor depdsito de LDL y por lo tanto, mayor arterioesclerosis.
Cifras inferiores a 4 nos indican que estamos envejeciendo normalmente.

6.8.8 Colesterol L.DL. - Colesterol de Baja Densidad
Definicion
El LDL colesterol es una de las fracciones de la molecula del colesterol y entra en la proporcion del 50
%. Son producto del metabolismo de las VLDL en plasma son las encargadas del transporte del
Colesterol (exdgeno y en menar proporcion del endogeno) hacia e! interior de las céiulas. Un exceso
de colesterol LDL debe ser considerado como factor de riesgo para el desarrolio de enfermedad
cardiaca coronaria.

Fundamento

Las lipoproteinas de baja densidad (LDL o Beta lipoproteinas) se separan del suero precipitandolas
selectivamente mediante el agregado de polimeros de alto peso molecular, iuego de centrifugar, en el
sobrenadante las demas lipoproteinas (HDL y VLDL); el colesterol ligado a las mismas se determina
empleando el sistema enzimatico Colesterol Oxidasa/peroxidasa con colorimetria segln Trinder. Por
diferencia entre el colesterol y el determinado en el sobrenadante, se obtiene el Colesterol unido a las
LDL.

Objetivo
Medir la concentracion del colesterol LDL presente en las muestras de sangre (suero) que se
procesen en el servicio.

Responsabilidad

Los tecnblogos medicos de la seccion correspondiente son los responsables de la realizacion de este
procedimiento se realice bajo los estdndares del laboratorio y el Jefe de servicio es el responsable del
control periddico del procesamiento.

Materiales y Equipos
Muestra; suero {ayuno de 12 horag)
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Recoleccion; obtener suero de la manera usual, separar el coagulo lo antes posible dentro de las 01
horas contadas de |a recoleccién.

Materiales; estos son:

¢ Tubos de 13 x 100 o de 16 x 150 mm.

Pipetas automaticas de 10 ul y de 1000 ul.

Espectrofotometro digital 0 Analizador semiautomatizado.

Reloj o timer,

Reactivos precipitantes LDL y para procesamiento de colesterol total.

Orientacién Técnica
Reconstituir el reactivo de acuerdo a instrucciones.
Técnica Manual

+ Pipetear en tubo, agitar y dejar en reposo por 15 minutos a temperatura ambiente

Muestra
Muestra 200 ul
Reactivo Precipitante (*) 100 ul

{*} Solucién 10 g/L de Sulfato de Polivinilo disuelto en polietilenglicol (PM.600) al 25% pH: 6.7

+ Centrifugar durante 10 minutos a un minimo de 4000 r.p.m. 0 15 minutos a 3000 r.p.m.
» Recoger el sobrenadante y pipetear en tubos de ensayo segln el cuadro siguiente:

Blanco Estandar Muestra

Estandar {200 mg/dl) - 10ul -
Sobrenadante - - 50 ul
Reactivo Trabajo {*) 1.0 mi 1.0 mi 1.0 mi

(") Mezclar un m! de reactivo B (colesterol esterasa 5 u/ml + colesteroi oxidasa 2u/mt + peroxidasa 20
u/ml + 4-aminoantipirina 12.5 mmol/L) y 24 ml de reactivo A (pipes 35 + colato sddico 0.5 mmol/L +
fenol 28 mmol/L, pH 7.0).

+ Agitar los tubos y dejar a 37°C por 10 minutos.

e Calibre &l cero del espectrofotémetro a 505 nm con el blanco. El color es estable durante 30
minutos.

* Anotar la absorbancia y calcular el factor con la siguiente farmula:

0.624 Célculo de los resultados Col-HDL= Colest. Total* - { D x F)

sid

Técnica en Equipo Analizador Automitico

Sequir el procedimiento indicado

Valores de Referencia
« Riesgo bajo o nulo (sujetos normales): menor de 140 mg/d|
« Riesgo moderado (personas con probabilidad de contraer ECC): entre 140 a 120 mg/dl
« Riesgo alto (personas sospechosas de padecer ECC): mayor de 190 mg/d!

Interferencia e Implicancia Clinica

Interferencias
« Los sueros hipertrigliceridémicos (con quitomicronemia ) producen sobrenadantes turbios.
 La bilirrubina interfiere con niveles mayores de 5 mg/dl

i ¥ Implicancia Clinica

J Diversos estudios epidemiolégicos han confirmado gue el exceso de Colesterol- LDL, con respecto

i a su valor critico (190 mg/dl) debe ser considerado como factor de riesgo para el desarrollo de ECC.
~ki

6.8.9 Creatinina (Método de Jaffe sin desproteinizar)
Definicion
La creatinina se forma en los masculos a partir del fosfato de creatinina y un 2% de dicha sustancia
se convierte diariamente en creatinina. Es excretada principalmente por las rifiones y una pequefa
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cantidad parte con las heces. La creatinina no modifica su nivel en el suero, ni con |a dieta, ejercicio,
edad, sexo, ni procesos catabdlicos.

Fundamento
l.a creatinina presente en la muestra reacciona con el picrato en medio alcalino originando un
complejo coloreado.

Objetivo
Medir la concentracidn de creatinina presente en las muestras de sangre (suero) que se procesen en
el servicio,

Responsabilidad

Los tecndlogos médicos de la seccion correspondiente son los responsables de la realizacion de
este procedimiento se realice bajo los estandares del laboratorio y el Jefe de servicio es el
responsable del control periddico del procesamiento.

Materiales y Equipos

Muestra; recoleccion

Suero; obtener suero de la manera usual, separar e! coagulo lo antes posible dentro de las 02 horas
contadas de la recoleccion.

Orina; de 02 a 24 horas de recoleccién empleando un recipiente perfectamente limpio y
manteniéndolo en el refrigerador (2 — 10 °C) durante la recoleccion.

Materiales; estos son:

* Tubos de 13 x 100 o de 16 x 150 mm.

 Pipetas automaticas de 10 ul y de 1000 ul.

+ Espectrofotémetro digital o Analizador semiautomatizado.

+ Reloj ¢ timer,

» Reactivos para procesamiento de creatinina

Orientacion Técnica; reconstituir el reactivo de acuerdo a instrucciones.

Técnica Manual; cinética.

« Precalentar el reactivo de trabajo a 37°C durante unos minutos.

» Callbre el cero del espectrofotometro a 505 nm con el blanco de reactivo.

* Mezclar volimenes iguales de reactivo A (Ac. Piérico 25 mmol/L ) y reactivo B (
NaOHQ,2 mmol/L detergente)

» Pipetear en una cubeta precalentada a 37°C:

Reactive Trabajo* 1.0 ml
Patrén ** o Muestra 100 mi
** Creatinina 2 mg/dl
+ Mezclar y poner el contdmetro en marcha de inmediato
» A los 30 segundos anotar la absorbancia (A1} y luego a los 90 segundos
s Calcular;
{A2 - A1) MUESTRAS x 2

= mg/dl
{AZ — A1) PATRON
Técnica en Equipo Analizador Automdtico
Segquir el procedimiento indicado
Valores de Referencia:
Hombres: 0.7 — 1.4 mg/d|
Mujeres: 0.6 ~ 1.2 mg/di
Interferencia e Implicancia Clinica
interferencias
Hemdlisis ligera o moderada no interfiere
implicancia Clinica
Aumentado
Nefritis aguda, nefrosis por tdxicos, insuficiencia cardiaca avanzada, obstrucciones urinarias,
insuficiencia renal crénica.

o\iﬂﬂirp,,eq’
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6.8.10 Depuracién de Creatinina

1. INTRODUCCION

El rifdn es el érgano vital para mantener la homeostasis interna, el equilibrio hidroelectrolitico y el
acido-base, la presién arterial, el metabolismo de proteinas, purinas, calcio y fosforo y la produccion de
eritropoyetina; también interviene en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y de varias hormonas y
oligoelementos, mediante multiples procesos fisiologicos que se reflejan en la produccion de orina en el
periodo de 24 horas a través de la hemodindmica renal, cuyo parametro fundamental es la filtracién
glomerular—valores normales de 120 + 15 mbL/minuto (10 % menor en la mujery—; sus niveles
determinan las clasificaciones del grado o estadio de la insuficiencia renal cronica. La filtracion
glomerular decae con los afios: en los adultos de més de 60 afios se espera 50 % (60 mL/minuto) del
pardmetro de referencia. Ante un trasplante renal de rifién Unico, tanto en el receptor como en el
donante vivo se espera un nivel similar, que seria el limite entre suficiencia e insuficiencia.

La elevacién en sangre de !a creatinina es un indicador de insuficiencia renal cronica: una elevacion
menor representa un decremento importante de la filtracion glomerular, sobre todo en las etapas
intermedias, es decir, 1a elevacién de 2 a 4 mg/dL de creatinina sérica manifiesta una pérdida de mas
de 8 mL/minuto de filtracién glomerular, lo cual es de mal prondstico. Hay que sefialar que ésta no se
recupera una vez instalada la insuficiencia renal cronica sino que va en constante descenso, de ahl que
se habla de la reciprocidad de la creatinina, que se extrapola con el tiempo (meses). La enfermedad
renal progresiva cronica es paralela a la fibrosis renal y a la disminucion del tamafio de los rifiones. Por
debajo de 30 mL/minuto se inician los sintomas propios del estado urémico que puede evolucionar
a—coma urémicoll y a muerte, a menos que el paciente ingrese a un programa de dialisis crénica o
reciba un trasplante renal, que se indican cuando a filtracion glomerular tiene valor por abajo de5a10
% de los niveles normales.

Existen diversas técnicas de laboratorio para dicha medicidn: inicialmente se utilizaba la llamada
hemodinamica renal mediante la infusién y medicién de la inulina, ahora en desuso; después se
introdujeron técnicas de radiois6topos precisos, cuya realizacion requiere personal capacitado y
experimentado en interpretar la informacién que se obtiene con el gammagrama renal, asi sea

con el equipo més moderno. En los Gltimos afios se ha puesto en practica, con resultados aceptables,
la valoracion de la cistatina C y del iohexol, si bien en nuestro pais esta ultima es una técnica poco
difundida y costosa hasta el momento. Lo anterior nos lleva a reconocer y aceptar que la técnica mas
apropiada, confiable, sin limitaciones técnicas y econémica es medir ia filtracién glomerular mediante la
depuracién de creatinina en orina de 24 horas, cuya principal indicacién es que el patiente conozca el
procedimiento y coopere en colectar correctamente la orina. La depuracién de creatinina es una prueba
para medir |a funcién glomerular, debido a que |a creatinina formada de forma endégena en el musculo
se libera a la circulacién de una forma muy constante, es removida por el rifién casi exclusivamente por
filtracién glomerular (con una cantidad muy pequefia de filtracion tubular). La funcién de esta prueba es
detectar una lesion renal de preferencia en las primeras etapas del curso del transtorno, lacalizar el
sitio de la lesion y cuantificar el grado de los dafios.

2. OBJETIVOS
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o Conocer la fundamentacién para la determinacién de las pruebas de funcién renal
Conocer el método de depuracion de creatinina y su célculo

O Relacionar el resultado con el estado renal del paciente

3. FUNDAMENTO

L.a medicion de la fittracién glomerular indica el grado de funcionalidad del sistema renal. No obstante
el desarrollo de nuevas tecnologias, en la mayoria de los paises, la técnica més apropiada y aceptada
para medir la filfracion glomerular es la depuracién de creatinina en orina de 24 horas, que tiene la

ventaja de ser confiable, facil de reproducir, no tiene limitaciones técnicas y, sobre todo, es econémica.

4. METODOLOGIA

4.1, Muestra bioldgica

1. Eldia que se inicie la coleccién de la orina se debe eliminar la primera orina.

2. Reunir [a orina en un recipiente (plastico, vidrio, etcétera) limpio y seco.

3. Colectar toda la orina del dia (tarde y noche) sin excepcién. En caso de que se olvide
alguna muestra, suspender e iniciar al siguiente dia.

4. Se debe incluir la primera orina del siguiente dia y acudir al laboratorio en ayuno.

4.2 Material

1 Micropipeta de 1,000 uL

1 Micropipeta de 200 pL.

1 Piseta con agua desionizada o destilada 2 Celdas de
plastico de 3 m|

5 Tubos de vidrio de 13X100 Puntas

para micropipeta Gradilla.

4.4. Equipo

Espectrofotdmetro o Fotdmetro termostable a 37°C con filtro de 490-510 nm,
Centrifuga

Incubadora de agua o seca a 370C

4.5. Reactivos

Utilizar e! Kit de reactivos para creatinina por el métedo colorimétrico de Jaffé.

4.6. Calculos

El enfermo tiene que llevar la orina al laboratorio personalmente en ayuno para que, ademas, se le
tome una muestra de sangre que mida la creatinina sérica. Con la orina colectada se toma una alicuota
y se dosifica la concentracion de creatinina en orina y mediante la siguiente fdrmula se obtiene |a

filtracién glomerular:
Depuracién de creatinina = UxVv
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Donde:

U = creatinina en orina (mg/dL). P =

creatinina en plasma (mg/dL).

V = volumen urinario (mL/minuto), que se obtiene de dividir el volumen urinario colectado entre 1440
(ho olvidar que los rifiones en condiciones normales producen 1 mL de orina por minuto y el dia
completo tiene 1440 minutos).

Ejemplo:
60 mg/dL % 1 mL/minuto = 30 mL/minuto
2.0 mg/dL

Férmula que toma en cuenta la superficie corporal:
La férmula para calcular el aclaramiento es:

UCH (mg/dl) x Vu {mi) x 1,73 /SCr (mg/dI) x 1440 x S

Con lo que se obtiene |a filtracion glomerular en mililitros/minuto.

ACr es aclaramiento de creatinina.

UCr es creatinina en orina.

Vu es volumen de orina.

SCr es creatinina en suero.

S es superficie corporal. S = (P x T)0,5 /60 Los valores

normales estan entre 88 y 128 mi/min. Estimacién usando la
férmula Cockeroft-Gault

La férmula Cockeroft-Gault puede emplearse para estimar el aclaramiento de creatinina, que a su vez
estima el IFG:

(140 - Edad) x Peso (en kilogramas)
72 x Creatinina en plasma (en mg/dl)

Aclaramiento creatinina = x0.85 si es mujer

4.7. Intervalo de referencia
En los hombres, el indice normal de depuracién de creatinina es 87 a 137 mL/min. En las
mujeres es de 88 a 128 mL/min

4.8. SIGNIFICADO CLINICO

Los estadios tempranos de la enfermedad renal crénica son silenciosos, y solam ente pueden
ser detectados por los examenes de laboratorio. La evaluacién de la enfermedad renal crénica
depende del nivel actual de la funcién renal. La velocidad de filtracién glomerular es considerada ia
prueba standard de oro para identificar el nivel de funcién renal tanto en individuos sanos como
afectados.

Los estadlos de la enfermedad renal crénica de acuerdo a [a velocidad de filtracién glomerular son:
¢ Estadio 1: normal= velocidad de filtracion glomerular > o igual a 90 mL/min/41.73m2,

® Estadio 2: dafio renal leve = 60-89 mL/min/1,73m2.

Estadio 3: dafio moderado = 30-59 mL/min/1,73m2

Estadio 4: dafio severo = 15-28 mL/min/1,73m2

Estadio 5: falla renal= < 15 mL/minf1,73m2
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La velocidad de filtracion glomerular es una medicion directa de la capacidad de
filtracion glomerular; la VFG disminuye en los pacientes glomerulopétic'os con
aumento en la proteinuria y disminuye en los pacientes con proteinuria baja. La
velocidad de filtracién declina alre dedor del 10% por década después de los 50
afios de edad. Algunos pacientes con una significativa velocidad de filiracion
tienen un ligero aumento de la crea tinina sérica. La depuracion esta calculada en
base a la superficie de area del pac iente. El porcentaje de error estimado en la
determinacidn de la depuracién utilizando orina de 24 horas esta entre el 10-15%.

6.8.11 Creatina quinasa { CK 6 CPK))
Definicion
La creatina quinasa es una enzima que se encuentra normalmente en los
musculos estriados en una alta concentracion y muy poca se encuentra en el
miocardio y en el cerebro.

Fundamento

La creatina quinasa { CK )cataliza la fosforilacion el ADP por el fosfato de
creatinina, obteniéndose creatina y ATP. La concentracion catalitica se
determina empleando las reacciones acopladas de la hexoguinasa y glucosa 6 —
fosfato deshidrogenasa a partir de la velocidad de formacion del NADPH

Fosfato de creatinina + ADP__CK __ Creatina + ATP

ATP + Glucosa HEXOQUINASA ADP + Glucosa- 6-fosfato
Glucosa-6-fosfato + ADP__G6F-DH __ Gluconato-6-fosfato + NADPH + H
Objetivo

Medir la concentracién de creatinina presente en las muestras de sangre (suero)
que se procesen en el servicio.

Responsabilidad

Los tecndlogos médicos de la seccidn correspondiente son los responsables de
la realizacion de este procedimiento se realice bajo los estandares del laboratorio
y el Jefe de servicio es e! responsable del control periddico del procesamiento.

Materiales y Equipos

Muestra; suero

Recoleccién; obtener suero o plasma de la manera usual, separar el coagulo lo
antes posible, dentro de las 02 horas contadas de |a recoleccién.

Materiales; estos son:

e Tubos de 13 x 100 o de 18 x 150 mm.

« Pipetas automaéticas de 100 ul y de 1000 ul.

» Espectrofotémetro digital o Analizador semiautomatizado.

» Reloj o timer.

« Reactivos para procesamiento de creatinfosfoquinasa.

Orientacidén Tecnica

Reconstituir el reactivo de acuerdo a instrucciones,

Técnica Manual, Cinética

« Precalentar el reactivo de trabajo a 37°c durante unos minutos.
+ Pipetear :
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Blanco
Muestra 100 u/L
Reactivo de Trabajo 1.0 mL

» Mezclar y transferir de inmediato a una cubeta e insertarla al termostatizado a
37°.

» Calibre el cero del Espectrofotémetro a2 340 nm con agua destilada.

« A los 30 minutos anotar la absorbancia inicial y efectuar huevas lecturas cada
minuto durante 3 minutos.

e Caloular el incremento de absorbancia por minuto promedio.

Abs /min x 4127 =U/L

Técnica en Equipo Analizador Automaético
Segln procedimiento indicado.

Valor de Referencia

Hombres: 24 -195 U /L

Mujeres :24-170 U/ L

Interferencia e Implicancia Clinica

Interferencias

Los sueros con Hemolisis visible o intensa producen valores falsamente
aumentados, por lo que no deben ser usados. La hemdlisis ligera 0 moderada no
interfiere.

implicancia Clinica

Aumentado

Infarto de miocardio.

6.8.12 Glucosa (Método de la Glucosa Oxidasa)
Definiciéon
La Glucosa debe investigarse con técnicas que dosifiquen Gnicamente la
glucosa verdadera y evitar los sistemas que dosifiquen tambien ofros
sacaroides. Hoy en dia los mejores son los enzimaticos.

Fundamento

La glucosa presente en la muestra origina, segun las reacciones acopladas
descritas a continuacion, un complejo coloreado cuantificado por
espectrofotometria.

Glucosa + 02 + H20 Glucosa Oxidasa  Gluconato + H202

2H202 + 4 Aminoantipirina __PEROXIDASA _ Quinonaimina + 4 H202

Objetivos
Medir la concentracién de Glucosa presente en las muestras de sangre (suero)
que se procesen en el servicio de bioquimica.

Responsabilidad

Los tecndlogos médicos de la seccidn correspondiente son los responsables de

la realizacion de este procedimiento se realice bajo los estandares del

laboratorio vy el Jefe de servicio es el responsable del control periodico del
: \ procesamiento.

: Materiales y Equipos
Y Muestra; suero o plasma recolectado con anticoagulanies comunes
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Recoleccion; obtener suero o plasma de la manera usual, separar el coagulo lo
antes posible, dentro de las 02 horas contadas de |a recoleccion.

Materiales; estos son;

¢ Tubos de 13 x 100 0 de 12 x 75 mm.

» Pipetas automaticas de 10 ul y de 1000 ul.

+ Espectrofotdmetro digital o Analizador semiautomatizado.

» Reloj o timer.

+ Reactivos para procesamliento de Glucosa Enzimatica

Orientacion Técnica, Reconstituir el reactivo de acuerdo a instrucciones.
Técnica Manual, cinética

» Pipetear en tubos de ensayo:

Blanco Estandar Muestra
Estandar (160 mg/dl) - 10 ul -
Muestra - - 10 ul
Reactivo Trabajo (*) 1.0 mi} 1.0 mi 1.0 mi

("} 4 Aminocantipirina 0.38 mmol/L + fenol 0.75 molll. + Glucosa Oxidasa 15
U/mi + peroxidasa 1.5 U/ml + mutaratosa 2 m|

« Agitar bien y dejar reposar por 10 minutos a temperatura ambiente.

¢ Leer la observancia del estandar y de la muestra frente al blanco a 505 nm
antes de 15 minutos.

» Cailcular:

Abs. Muestra x 100 mg/dl
Abs. Estandar

Técnica en Equipo Analizador Automético
Seguir el procedimiento indicado

Valores de Referencia

70- 110 mg/dl

Interferencias

slLos suercs o plasmas con Hemdlisis visible o intensa deben ser
desproteinizados, como se indica en la técnica se sangre total

« No se observan interferencias por Bilirubina hasta 20 mg/d|, Acido Ascorbico
hasta 7.5 mg/dl, Ac. Urico hasta 20 mg/d}, hemélisis ligera.

Implicancia Clinica

Aumentado
Diabéticos, excitaciones psiquicas, esfuerzos musculares, bafios calientes
prolongados y alteraciones traumaticas.

6.8.13 Triglicéridos (Método Enzimatico)

Definicion

Los triglicéridos (TG) forman parte del peso seco del tejido adiposo constituyendo
por lo tanto una potente forma de almacenamiento de energia. El movimiento de
acidos grasos entre los distintos compartimientos del organismo, ser produce con
gran rapidez en respuesta a diversos estimulos (dieta, actividad fisica, stress,
edad, etc.) por este motivo es de esperar que los trigliceridos varien su
concentracion en respuesta a estos factores fisioldgicos.

Fundamento
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Los triglicéridos segin las reacciones acopladas descritas a continuacion forrman
un complejo coloreado que se cuantifica por espectrofotometria.

Triglicéridos + H20__LIPASA__ Glicerol + Acidos grasos

Glicerol + ATP Glicerol guinasa Glicerol-3-P + ADP

Glicerol + 02 G3P oxidasa Dihidroxiacetona + H202

2H202 + Aminoantipirina + 4 - Clorofenol_ PEROXIDASA Quinonaimina + 4H202

Objetivo
Cuantificar mediante esta metodologia la cantidad de triglicéridos presentes en las
muestras de sangre (suero) gue se pracesen en el servicio.

Responsabilidad

Los tecnélogos médicos de la seccién correspondiente son los responsabies de la
realizacion de este procedimiento se realice bajo los estandares del laboratorio y
el jefe de servicio es el responsable del control periddico del procesamiento.

Materiales y Equipos

Muestra; suero

Recoleccién; obtener suero de la manera usual con un ayuno de 12 a 14 horas.
Separar el coagulo lo antes posible dentro de las 2 horas contadas de Ia
recoleccidn.

Materiales; estos son:

s Tubos de 13 x 100 o de 12 x 75 mm.

+ Pipetas automaticas de 10 ul y de 1000 ul.

s Espectrofotémetro digital o Analizador semiautomatizado.

» Reloj o timer.

s Reactivos para procesamiento de Triglicéridos.

QOrientacién Técnica
Reconstituir el reactivo de acuerdo a instrucciones.
Técnica Manual, del punto final

s Pipetear en tubos de ensayo:

Blanco Estandar Muestra

Estandar (200mg/dl) - 10 ul -
Muestra - - 10 ul
Reactivo Trabajo (*) 1.0 ml 1.0 mi 1.0ml

« Agitar bien y dejar reposar por 5 minutos a temperatura 37°C.
« Leer la observancia del estandar y de la muestra frente at blanco a 546 nm antes
de 15 minutos
¢ Calcular:
Abs. Muestra x 200 ma/dl
Abs. Estandar
Técnica en Equipo Analizador Automatico
Seguir el procedimiento indicado
Valores de Referencia
10 — 200 mg/di

interferencia e Implicancia Clinica
Interferencias

s Hemdlisis (moderada ¢ intensa) pueden producir valores falsamente
aumentados.
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» En sueros con exceso de Lipasa pancreatica los triglicéridos se degradan muy
rapidamente. Para evitar tal inconveniente se recomienda procesarlos a la
brevedad.

Implicancia Clinica

Aumentado

Se asocla a varias patologias, tales como enfermedad hepética renal

hiperlipidemias esenciales, etc. Como caso especial es el aumento de los TG en

pacientes obesos, en los cuales tiene importancia pronostica en desarrollar
enfermedad cardiaca coronaria.

Disminuido

Sin mucha importancia.

6.8.14 Urea (Método Enzimatico)

Definicion

La Urea constituye una de los principales metabalitos del metabolismo proteico,
se produce en el ciclo de la urea o ciclo de Krebs ~ Henseleit a nivel hepético,
para ser eliminado luego por la via urinaria.

Fundamento
Urea + H20 UREASA 2 NH3 + CO2

2 Cetoglutarato + 2 NH4 + 2 NADH Glutamico deshidrogenasa 2 + L- Glutamico
+ 2 NAD4 + 2 H20

Objetivo
Medir la concentracién de Urea presente en las muestras de sangre {suero) gue
se procesen en el servicio.

Responsabilidad

Los tecndlogos médicos de la seccion correspondiente son los responsables de
la realizacion que este procedimiento se realice bajo los estandares de
laboratorio y el jefe de servicio es el responsable del control periddico del
procedimiento.

Materiales y Equipos

Muestra; suero u orina de 24 horas.

Recoleccién; obtener suero o plasma de la manera usual, separar el coagulo lo
antes posible, dentro de las 02 horas contadas de la recoleccion.

Materiales; estos son:

e Tubos de 13 x 100 0 de 12 X 75 mm

¢ Pipetas automaticas de 50, 100 y 1000 ul

» Espectrofotometro digital o analizador automatico
+ Reloj

« Reactivo para procesamiento de Urea.

Qrientacién Técnica
Técnica Manual; cinética

« Precalentar el reactivo de trabajo a 37°C durante unos minutos.
o Calibre el cero del espectrofoiometro a 340 nm con agua destilada.
e Pipetear en una precalentada a 37°C

Reactivo Trabajo* 1.0 ml
Patron**o Muestra 100 ul
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¢ Mezclar y poner el cronometro en marcha de inmediato
* A los 30" anoter la absorbancia ( A1)y luego a los 90" ( A2 )
s Calcular:

(A2 - A1) MUESTRA X 50 = mg/dL
(A2 = A1) PATRON

Técnica en Equipo Analizador Semiautomético

Seguir procedimiento indicado.

Valor de Referencia

20-40 mg/dL

Interferencia e Implicancia Clinica

Interferencias

Los anticoagulantes que contienen fluoruro inhiben la accion de la ureasa.

Los vapores amoniacales contaminan la muestra, produciendo valores

falsamente elevados.

Evitar la exposicién a dichos contaminantes.

Implicancia Clinica

Aumentado

La hiperazoemia puede tener:

« Origen doble

« De origen renal: nefritis agudas, nefrosis por téxicos, obstrucciones urinarias

+De origen extra-renal. Insuficiencia cardiaca avanzada, deshidratacién
cloropénica, cuadros neurol6gicos, fiebre.

Disminuido

Nefrosis, amiloidosis y en la insuficiencia hepatica aguda.

6.8.15 Fosfatasa Alcalina (ALP)

Definicién

La fosfatasa alcalina se encuentra ampliamente distribuida en los 6rganos del
cuerpo humano. Fuentes de importancia clinica son: higado, hueso, placenta,
intestino, bazo y rifidn. Aunque se desconcce su funcién bioldgica precisa,
aparentemente participa en el transporte de membrana, ya que esta unida a la
membrana celular. En el higado, la actividad de la ALP se localiza en la
membrana celular que une el borde sinoidal de las células del parenquima a fos
canaliculos biliares. En los huesos la actividad de ia ALP se localiza en |a
membrana celular que une el borde sinoidal de las células del parénquima a los
canaliculos. En los huesos, su actividad se confina a los osteoblastos. El
aumento de actividad de fosfatasa alcalina en suero se observa en diversas
afecciones; sin embargo, su significado clinico se relaciona principalmente con la
deteccion de enfermedades 6seas y hepaticas. La actividad de la ALP es atil
para el diagnéstico diferenciai de enfermedades hepaticas. La fosfatasa alcalina
suele elevarse mas en caso de afecciones de los conductos biliares, que en las
que se produce principalmente la lesién hepatocelular. Por lo tanto en ia
enfermedad hepética coléstatica u obstruccidn hepatobiliar, la ALP suele
incrementarse hasta 10 o 15 veces mas que los valores normales, pero en
general s6lo se observan leves elevaciones de 2 a 3 veces los valores normales
en afecciones hepatocelulares como hepatitis. Ademas, la sintesis de esta
enzima se estimula por la colestasis. Otras afecciones hepaticas que también
incrementan la actividad de la fosfatasa alcalina son: la mononucleosis
infecciosa, la colangiolitis, la cirrosis total, carcinoma hepatocelular primario y
carcinoma hepatico metastético secundario, también incrementan la actividad de

27



Documento Técnico: Manual de Bioguimica

la fosfatasa alcalina. La ALP también se sintetiza en las células osteoblésticas,
en donde se produce la formacién de hueso. Por tanto, en afecciones 6seas con
incremento de actividad osteobldstica, en general los niveles de fosfatasa
alcalina se elevan. En algunas afecciones que incluyen hipotiroidismo, escorbuto,
hipofosfatemia, Kwashiorkor (nifio rojo), cratinismo y anemia grave, se observa
reduccidon de la actividad de fosfatasa alcalina. Es muy complicada la
interpretacion de la medicion de la fosfatasa alcalina sérica, debido a que la
actividad de la enzima puede aumentar en ausencia de enfermedad hepética.
También se incrementa la actividad de la fosfatasa alcalina sérica durante la
pubertad debido al crecimiento acelerado de los huesos y, durante el tercer
trimestre del embarazo debido a la liberacion de la fosfatasa alcalina por la
placenta.

OBJETIVOS

Demostrar el manejo adecuado de la técnica para la determinacion de la enzima
fosfatasa alcalina ALP en una muestra biolégica

Establecer los valores normales de referencia de la actividades de esta enzima y
comparar con el valor de nuestra muestra problema a analizar.

Definir cudles son las principales patologias que se presentan si tenemos valores
altos o bajos de estas enzimas en una muestra biologica.

FUNDAMENTACION

La fosfatasa alcalina realmente es un grupo de enzimas que hidrolizan los
ésteres de monofosfatos a un pH alcalino. El pH 6ptimo para estas enzimas es
generalmente de aproximadamente 10. No se conocen los substratos naturales
para la fosfatasa alcalina. La actividad mas alta de ia fosfatasa alcalina se
observa en el higado, los huesos, el intestino, el rifion y la placenta, y se han
identificado por lo menos 11 isoformas diferentes de la fosfatasa alcalina en el
suero. Puesto que la fosfatasa alcalina contiene normaimente cantidades
significativas de acido sidlico, la mayoria de estas formas mdltiples de la enzima
son el resultado de diferentes grados de sialacion. Se sabe que la enzima
producida por la placenta tiene una composicién proteica diferente de las otras
composiciones enzimaticas. En general las fosfatasas catalizan la hidrdlisis de
los ésteres del Acido fosfdrico. En funcién de los valores de pH a los que logran
su actividad 6ptima, se distinguen dos tipos de fosfatasas: ia alcalina y ia écida.

Para la determinacién de las fosfatasas segun Bessey, Lowry y Brock, se utiliza
como sustrato p-nitrofenilfosfato, que por la accién de la enzima se escinde en p-
nitrofenol {(cromogeno amarillo} v acido fosfdrico.

METODOLOGIA

Muestra biologica

Suero, plasma heparinizado. La actividad del enzima debe ser determinada
réapidamente o bien separar el suero de los hematies. La pérdida de la actividad
enziméatica es menor de un 10% entre 2 a 3 dias a 15- 25°C o durante 1 mes a -
20°C.,

Material
5 tubos de ensaye de 13 X100mm. 1 Micropipetas de 1.0 mL.
1 Micropipeta de 50mL. Puntas para micropipeta. Gradilla

4.3. Equipo

Espectofotometro o Fotémetro termostable a 37°C con filtro de 405 nm.
Centrifuga
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6.8.16 Gammmaglutamiltranspeptidasa

Definicion

La GGT (o0 g-GT) es una enzima localizada en la membrana que juega un papel
importante en el metabolismo del glutation y en la reabsorcion de los
aminoacidos del filtrado glomerular y de la luz intestinal. El glutatién (g-
glutamilcisteinilglicina) en presencia de la GGT y un aminoacido o péptido
transfiere el glutamato al aminoacido formando un enlace péptidico en el 4cido g-
carboxilico, formando, por consiguiente, cisteinilglicina y e! péptido g-glutamil
correspondiente. Aunque la mayor actividad de la GGT se presenta en el tejido
renal, la elevacién de la GGT generalmente es un indicador de la enfermedad
hepética. La GGT sérica se eleva antes que las otras enzimas hepéticas en
enfermedades como la colecistitis aguda, la pancreatitis aguda, la necrosis
hepatica aguda y subaguda, y neoplasias de sitios miltiples que cursan con
metastasis hepaticas. Puesto que la GGT es una enzima microsomal hepética, la
ingestién crénica de alcohol o drogas como los barbitdricos, los antidepresivos
triciclicos y los anticonvulsivantes inducen la produccion de enzimas
microsomales. Estas elevaciones inducidas por drogas preceden cualquier otro
cambio en las enzimas del higado y si se suspende la ingestién de la droga en
ese momento, los cambios del higado son generalmente reversibles. La GGT
permite la diferenciacién de otras enfermedades hepéticas en las cuales por sus
condiciones se eleva la fosfatasa alcalina sérica, puesto que los niveles de GGT
son normales en la enfermedad de Paget, el raquitismo y la osteomalacia y en
los nifios ¥ mujeres embarazadas sin enfermedad hepatica. Asimismo, puesto
que la préstata tiene una actividad significativa de GGT, la actividad sérica es
mayor en hombres sanos que en mujeres. La mayor utilidad de la GGT esta en el
diagnéstico de colestasis causadas por |a ingestién crénica de alcohol o drogas,
colestasis mecanicas o virales, metastasis hepéticas, desordenes 6seos con
elevaciones de la fosfatasa alcalina, pero en los que la GGT es normal y
desdrdenes de musculo esquelético en los cuales la transaminasa ASAT esta
elevada pero la GGT esta normal.

OBJETIVOS
Conocer la fundamentacion del método.
Demostrar el manejo adecuado de la técnica para la determinacién de la gama

glutamiltrasferasa en una muestra biolégica.

Establecer los valores de referencia de la enzima GGT y comparar con el valor
de nuestra muestra problema a analizar.

Definir cudles son las principales patologias que se presentan si se presentan
valores altos o bajos de GGT en una muestra biolégica.

FUNDAMENTO DEL METODO

Se mide la actividad de la y-glutamil transferasa mediante un método cingtico
enzimatico. En la reaccién, la y-glutamil transferasa cataliza la transferenciq de
un grupo gamma-glutamil desde el sustrato incoloro gamma-glutam_:l—p-
nitroanilina, al aceptor, glicilglicina, y genera un producto colareado, la p-
nitroanilina.

GGT I . L * wgr
g-glutamil-p-nitroanilina + glicilglicing, g-glutamil-glicilglicina + p-nitroanilina

En el inserto ¢cuél ha sido el cambio que se ha realizado a la fundamentacion?

METODOLOGIA
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4.1 Material biolégico

Solamente utilizar suero. No utilizar plasma. La y-GT es estable en el suero 8

horas a 15- 25°C, 3 dias a 2-8°C y un mes congelado a -20°C.
Material

5 tubos de ensaye de 13 X100mm. 1 Micropipetas de 1.0 mL.
1 Micropipeta de 200mL. Puntas para micropipeta. Gradilla

Equipo

Espectofotdmetro & Fotdmetro termostable a 37°C con fitro de 405 nm.

Centrifuga

6.8.17 Tolerancia a la Glucosa

Definicion

La prueba de tolerancia a |a glucosa es una prueba natural, que permite establecer
la respuesta insulinita frente a un estimulo fisiolégico por glucosa. Las personas
sanas metabolizan la glucosa a mayor velocidad que los enfermos diabéticos, éstos
tienen falta total o parcial de insulina o de su efecto biolégico, lo que ocasiona que
los niveles de hiperglucemia, después de ingerir glucosa, sean mayores y persistan
mas tiempo que en las personas con un metabolismo normal. La répida absorcion
de la glucosa provoca elevacion del CHO en sangre lo que desencadena la
liberacion de insulina (preformada en las celulas beta) en cantidad suficiente para
cubrir las necesidades, o sea aumentar la captacion de la glucosa por los tejidos,
en especial el higado donde se almacena en forma de glucégeno. En un sujeto
sano el nivel maximo de glucosa después de ia absorcion rara vez sobrepasa de
150 mg/dl, las cifras normales se recobran generaimente antes de las dos horas y
desde luego antes de las tres horas contadas a partir de la ingestion de glucosa.

OBJETIVO

o Determinar la concentracion de glucosa durante un estimulo por glucosa oral dosis

anica y posprandial en una muestra biologica mediante el método enzimético

glucosa-oxidasa.

FUNDAMENTO
E| fundamento es establecer la capacidad que tiene ei organismo de un individuo
para metabolizar una dosis fija de glucosa administrada por via oral. Su objetivo es
diagnosticar o descartar diabetes u otros cuadros relacionados con resistencia a la
insulina. Los métodos mas utilizados mas comunmente para evaluar la tolerancia a

una sobrecarga de glucosa pueden ser:
e Pruebas de tolerancia utilizando una dosis Unica oral de glucosa.
e Pruebas de tolerancia con una dosis intravenosa de glucosa.

La prueba mas comun de tolerancia a la glucosa es la oral. Después de una noche
de ayuno (8 a 14 horas), se toma una muestra de sangre 2 horas después de
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ingerir una carga oral de 75 g de glucosa. Las mediciones intermedias no se
realizan de manera rutinaria, a menos que sea solicitado por el médico. Por este
motivo se elimind el término "curva de tolerancia a ia glucosa”.

Ademas, el paciente no puede comer durante el examen y se recomienda informar
al médico acerca del uso de medicamentos que pueden afectar los resultados del
examen .Con frecuencia se solicita la medicién de los niveles de insulina (hormona
producida por el pancreas que permite introducir la glucosa desde la sangre hasta
las cada una de las células del cuerpo). Cuando se suministra la glucosa por boca,
la absorcién desde el tracto gastrointestinal hacia la sangre continla durante un
lapso variable, que depende de la cantidad de glucosa suministrada. La maxima
absorcién de glucosa se estima en 0,8 g/kg de peso por hora.

La tolerancia a la glucosa suministrada por via oral, mide el balance entre la
velocidad de pasaje de la glucosa al fluido extracelular y su separacion por la
asimilacion celular y la excreci6n urinaria, si la hubiere. Por tanto, la prueba puede
influirse no sdle por aquellos factores vinculados con Ia utilizacién de la glucosa,
sino también por los que influyen en su absorcién. Las pruebas intravenosas de
tolerancia a la glucosa son poco comunes. Para realizar este tipo de prueba, al
paciente se le inyecta por via venosa una cantidad conocida de glucosa durante
tres minutos, previa la medicién de los niveles de insulina en la sangre en el minuto
uno y en el tres.

2. METODOLOGIA

El protocolo correcto para la administracién de la Prueba de tolerancia oral a la
glucosa es el siguiente:

CONDICIONES DEL PACIENTE
¢ La persona come normalmente durante los 3 dias que preceden la prueba; sin
restriccién de carbohidratos (CHO), pero integrara a uno de sus dias un total de 100
gr de glucosa, lo que se consigue comiendo al final de sus comidas un pan dulce
con mantequilla y ablindante mermelada o cajeta.
* La persona no come ni toma nada {excepto el agua en razonables cantidades)
durante las 8 — 12 horas antes de la prueba.

* La persona debe descansar {no estar activa) durante las 2 horas de la prueba.

* La persona no debe fumar durante las horas de ayunas ni durante las 2 horas de la
prueba.

) *  Otros factores pueden distorsionar el poder diagnéstico de la prueba y deben
:"_:'X}(.P) evitarse: inactividad fisica severa en las semanas anteriores a la prueba, estar
obligado a estar en cama durante varios dias anteriores a la prueba, estrés médico
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(enfermedad) o quirdrgico, algunas drogas (tiazidas, B-bloqueadores,
glucocorticoides, fenitoina).

Procedimiento correcto aceptado para la Prueba de tolerancia oral a la glucosa

. La Prueba de tolerancia oral a la glucosa debs
administrarse en las horas matutinas (antes de las 12
horas).
. Se toma una muestra de sangre, en ayunas.
. La persona tiene que tomar via oral toda la glucosa anhidra (300-

350 ml) en un periodo de menos de § minutos.

. Dos horas después de iniciar la ingesta de la glucosa anhidra, se
toma la segunda muestra de sangre. El resultado de glucosa
sanguinea de esta segunda muestra se utiliza para el diagnostico
de la DM.

E! método recomendado para la determinacion es glucosa-oxidasa

Algunos estudios utilizan pruebas iniciales a -10 minutos (en ayunas, 10 minutos
antes de tomar la glucosa anhidra) y a 0 minutos {al momento en que la persona
empieza a tomar la glucosa anhidra). En otros estudios, realizan 7 medidas de la
glucosa sanguinea en 2 horas, U 11 medidas de la glucosa sanguinea en 5 horas, 0
hasta 21 medidas de |a glucosa sanguinea en 7 horas. El procedimiento estandar
es de 1 medicion (a dos horas de haber empezado a tomar la glucosa anhidra
liquida) o de 2 mediciones (en ayunas y a dos horas después de haber empezado a
tomar la glucosa anhidra liquida). Asi, no es obligatorio hacer las 2 mediciones,
pero el primero (en ayunas) puede ser Gtil para determinar la presencia de
hiperglucemia. En cuanto a los riesgos y los sinfomas que pueda presentar una
persona si le administra una carga de glucosa oral sin conocer su valor de glucemia
previa a la prueba, seran pocos. El riesgo principal seria de elevar aln mas la
glucosa sanguinea que ya esta anormalmente alta. Cada gramo de glucosa sube la
glucosa sanguinea aproximadamente & mg/dL. Asi, los 75 gramos de giucosa
anhidra podrian adicionar 375 mg/dL de glucosa sanguinea al valor inicial
(suponiendo la ausencia de insulina suficiente). Por eso, esta prueba esta
contraindicada para personas que clara u obviamente tienen DM.

La ADA recomienda el uso de [a Prueba de tolerancia oral a fa glucosa
principalmente en casos inciertos (por ejemplo, un dia la glucemia esta elevada en
ayunas, el siguiente dia es normal en ayunas). Si la persona ya tiene niveles
elevados (mas de 125 mg/dl en ayunas), sblo se esperarfa un dia mas para
monitorear Ia glucosa en ayunas otra vez, para confirmar el diagnostico de DM. Si
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la persona ya tiene niveles muy elevados (200 mg/dL 6 mas) de glucemia, la
prueba en ayunas o al azar también lo indicard y no ser4 necesario proceder con La
Prueba de tolerancia oral a la

glucosa, porque junto con los sintomas de DM, un nivel de 200 mg/dL equivale al
diagnéstico de la DM.

La presencia de grandes cantidades de cetonas (++ & +++ 6 +++4) 6 de
cetoacidosis seria una contraindicacién al uso de la Prueba de tolerancia oral a la
glucosa. Normalmente, para que haya cetoacidosis, la glucosa sanguinea tiene que
estar elevada (resultado de insuficiente insulina en el cuerpo y resultado
préacticamente idéntico con el diagnéstico de DM). E! diagnéstico de DM gestacional
utiliza una frecuencia distinta de medicién glucémica durante la prueba y valores
diagnésticos distintos.

INTERVALOS DE REFERENCIA

Después de dos horas de haber tomado la dosis de olucosa los resuitados
siguientes nos indican el diagnostico:

Menor a 140 mg/dL | Normal.

Entre 140 y 200 mg/dL lPred.iabetes, intolerancia a la glucosa o resistencia a la
insulina.
Mayor a 200 mg/dL Signos de diabetes mellitus.

Los criterios utilizados para definir la condicién de anormalidad de una curva de
tolerancia, se basan en el nivel o pico elevado aleanzado por la ¢oncentracién
sanguinea y la falta de retorno al nivel normal, 2 horas después de la ingestion de
glucosa, siendo este Ultimo el mas importante. Un valor hipoglucémico (bajo de
glicemia) de 3 a 5 horas después de la ingestion de la glucosa se observa en
ciertos pacientes cuya curva de tolerancia era de tipo diabético, interpretandose un
hiperinsulinismo, tipico del estado diabético. En personas con tolerancia normal a la
glucosa, la glucemia no suele sobrepasar los 7,8 mmolfi (140 mg/dl) como
respuesta a las comidas y, por lo general, regresa a los niveles previos a las dos o
tres horas.(26;27) La Organizacién Mundial de la Salud define como tolerancia
normal a la glucosa tener <7,8 mmol/l (140 mg/dl) a las dos horas de ingerir una
carga de glucosa de 75 g dentro del contexto de una prueba oral de tolerancia a la
glucosa.(28) En esta gufa, se define como hi- perglucemia posprandial un nivel de
glucosa en plasma >7,8 mmolfl (140 mg/dl) a las dos horas de ingerir alimentos.
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6.8.18 Proteinas Totales

Definicion

Las proteinas son los principales sdlidos disueltos en el plasma sanguineo. Para la
sintesis de las protefnas séricas se requiere un higado sano en plenas funciones,
excepto en el caso de las gamma globulinas. El higado tiene la capacidad de
duplicar la produccién y salida de proteinas durante las enfermedades asociadas
con pérdida de proteinas. En consecuencia, no debe sorprender que las
mediciones de proteinas totales no se alteren sino hasta que haya ocurrido una
disminucion extensiva de la funcién hepatica. La proteina total del suero se
compone de por lo menos varios cientos de proteinas individuales, algunas en
cantidades muy pequefas y otras como la albUmina y la inmunoglobulina G {lgG)
en cantidades mayores. La concentracion de proteina total es util como un
indicador aproximado de la nutricién, de la funcion gastrointestinal, como indicador
de la viscosidad del plasma, y es la base para la cuantificacion de las fracciones
obtenidas por electroforesis. Una exagerada deficiencia de proteinas en la dieta y
ciertas condiciones patolégicas que involucran a la absorcion intestinal, dan como
resultado una baja concentracién de proteinas seéricas lo que se denomina
hipoproteinemia. La hiperproteinemia se define en términos de proteinas séricas
totales de mas de 9.0 g/d, y puede deberse casi exclusivamente a
hipergammaglobulinemia. Las proteinas totales se dividen en: albumina y
globulinas. Las giobulinas son un grupo muy grande de proteinas que se
subclasifican en alfa, beta y gamma globulinas.

Cuando se les separa por electroforesis (defina electroforesis) se observan cinco
fracciones: la mas anddica es fa prealbumina y la albumina, luego la alfa 1, alfa 2,
beta y gamma, siendo éstas Ultimas las mas catédicas.

Si ademas queremos separar inmunoglobulinas podemos hacer una
inmunoelectroforesis (defina inmunocelectroforesis), teniendo como resultado la
separacion de las cinco fracciones de las gamma globulinas, que son: la G, A, M, E
y D. dibuje a continuacion una inmunoelectroforesis de la fraccion gamma de las
proteinas séricas.Ademas si se requiere identificar a una globulina en particular
existen metodologias para realizarlo. Por ejemplo, se cuantifica la transferrina,
todas las proteinas de la coagulacion, las gammaglobulinas, la transcobalamina, la
hemopexina, haptoblobina, etc.

1. OBJETIVO

o determinacion de Proteinas totales
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muestra problema a analizar.

o Definir cuales son las principales patologias que se presentan si tenemos
valores altos ¢ bajos de proteinas.

2. FUNDAMENTO DEL METODO

Existen varios métodos para la determinacion de proteinas plasméticas: a) técnicas
densimétricas basadas en la ley de Van Slyde, b) técnicas refractométricas las
cuales usan un refractémetro y se basan en el Indice de refraccion, c) técnicas
colorimétricas, de las cuales la méas utilizada es el método de Biuret.

Todos los métodos se basan en peso por volumen, por lo que deberan estar
estandarizados con métodos gravimétricos. Las proteinas y los péptidos, al
contrario que otros compuestos nitrogenados (urea, ac. Urico y creatinina) dan en
solucién alcalina con iones cobre un compleo de color violeta, esta reaccion se
lama Biuret. Sus resultados son reproducibles y coinciden con el estédndar de oro
que es el métado de Kjeldhal.

3. METODOLOGIA

4.1 Material biolégico

Suero o plasma de un paciente con 8 horas de ayuno, o en fase postabsortiva
(ayuno) Conservacion de la muestra: si el suero se separa rapidamente y se
conserva en congelacién, se conserva bien siempre y cuando no se repita la
operacién varias veces porque pueden sufrir desnaturalizaciones. Si se conservan
en refrigeracién los tubos deberan estar bien tapados para evitar 1a evaporacion, se
puede emplear plasma usando heparina.

6.9 Rutinas
Estas se clasifican en dos:

« Rutinas del Servicio
> Recepci6n y proceso de muestras de sangre de pacientes ambulatorios y/o
hospitalizados. i
> Recepcion y proceso de muestras de orina simple y de 24 horas de pacientes.

> Recepcion y proceso de muestras de liquidos corporales en pacientes
ambulatorios y/o hospitalizados.

» Urgentes del Servicio

» Recepcién y proceso de muestras de sangre y orina en pacientes hospitalizados.
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6.10 Lineamientos
s Es responsabilidad de todo el personal que labora en el Laboratorio de Analisis
Clinicos cumplir con estos lineamientes.
« Ef trabajador utilizara el equipo de proteccion personal durante sus actividades en
el laboratorio.

« Es responsabilidad y obligacion del personal cumplir las normas del laboratorio en
cuanto a; seguridad, limpieza, orden, manejo de equipo y manejo de residuos
biolégicos.

Vil. RESPONSABILIDADES
El jefe de la Unidad debe revisar y vigitar el cumplimiento de estos procedimientos, y el
personal de laboratorio tiene que aplicar y cumplir el presente manual para la Unidad
de Laboratorio Clinico.

Vil.  BIBLIOGRAFIA

« Instituto Nacional de Salud. (2005). Manual de bioseguridad en laboratorios de ensayo,
biomédicos y clinicos. 3a. ed. Lima, Ministerio de Salud, Instituto Nacional de Salud,
108p. (Serie de Normas Técnicas; 18)

s 1S5S0 15189:2003. Medical taboratories. Particular requirements for quality and
competence. 1ISO 2003.

¢ Norma UNE-EN ISO 15189:2012, Laboratorios Clinicos, Requisitos Particulares para la
Calidad y Competencia, Madrid, AENOR, Deposito Legal: 17477: 2013.
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I. INTRODUCCION

El presente manual retine las técnicas y procedimientos de trabajo en el 4rea de Microbiologia
del laboratorio del Hospital Nacional Victor Larco Herrera.

Este Manual puede ser especlalmente valioso si consideramos la constante renovacién de
técnicas y procedimientos que se realizan con Personal profesional Calificados.

La normalizacion de los métodos de trabajo es la condicibn fundamental para,
independientemente de la persona que procese la muestra o realice las técnicas, conseguir que
los resultados sean estandarizados, obteniéndose asi un maximo nivel de calidad y
reproducibilidad.

Las Técnicas que se describen han sido adoptadas iuego de estudios realizados por
Laboratorios Referenciales como son el Instituto Nacional de Salud y OMS. Se incluyen también
las modificaciones existentes hasta la actualidad, basadas en la experiencia acumutada en el
Servicio y coordinada con los Laboratorios Referenciales. Se acompafian de las referencias
bibliograficas en que se fundamentan.

Cualquier modificacién o sustitucion de estas Técnicas o Procedimientos, deberan ser
autorizadas expresamente por escrito, con la firma del jefe de Servicio.

ll. FINALIDAD

Contar con un documento normativo que describa de manera ordenada y sistematica los
procedimientos que se deben de seguir para realizar el Diagnéstico en Microbiologia Clinica en
el Hospital Nacional Victor Larco Herrera.

lll. OBJETIVOS

Optimizar la contribucién del laboratorio de microbiologia a la salud del paciente, evitando
efrores que la vulneren. Brindar una informacién veraz, confiable y reproducible:

v

AMBITO DE APLICACION

Este Manual tiene jurisdiccién en las Secciones del Servicio de Microbiologia del Hospital
Nacional Victor Larco Herrera. El personal que labora en el Servicio, esté obligado a conocer el
contenido del presente manual,

]
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BASE LEGAL

Ley N° 26842, Ley General de Salud y medificatorias.

Decreto Legislativo N°1161, ley de Organizacién y Funciones del Ministerio de Salud y sus
modificatorias.

Decreto Supremo N°013-2006-SA, que aprueba el Reglamento de Establecimientos de
Salud y Servicios Médicos de Apoyo y sus modificatorias,

RESOLUCION Ministerial N°753-2004-MINSA, que aprueba la NTS N°020-MINSA/DIGSP-
V.01" Norma Técnica de Prevencién y Control de infecciones Intrahospitalarias”.
Resolucion Ministerial N°523-2007-MINSA, que aprueba la “Gula Técnica para la evaluacion
interna de la vigitancla, prevencion y control de infecciones intrahospitalarias”.

Resolucion Ministerlal N°727-2009-MINSA, que aprueba el Documento Técnico Politica
Nacional de Calidad en Salud.

Resolucion Ministerial N°168-2015-MINSA, que aprueba el Documento Técnico:
“Lineamientos para la vigilancia, prevencion y control de las infecciones asociadas.
Resolucién Ministerial N°523-2020/ MINSA, que apruehala NTSA N°163-MINSA/2020/CDC,
Norma Técnica de Salud para la Vigilancia de las Infecciones asociadas a la Atencién de la
Salud.

CONTENIDO

6.1 Normas generales de trabajo

6.1.1 De la recepcion de muestras

« Elpersonal que labora esta obligada a recibir las muestras en el ambiente de 7 a.m. a
19 p.m. debe ser realizado en el érea de Microbiologla.

e Es de su responsabilidad la recepcion y la procesamiento de muestras en el turno
correspondients.

e Las muestras seran recepcionadas segun el tipo de andlisis en los horarios establecidos
a requerimiento de los Servicios Asistenciales, salvo nueva indicacién determinada en
casos excepcionales.

6.1.2 De los resultados

« El encargado de cada turno debera dejar, para la firma del jefe del servicio, los
resultados adjuntos a las solicitudes de analisis, en forma diaria, respetando el tiempo
rutinario para cada analisis. .

« Los resultados firmados seréan registrados en los cuadernos pertinentes, de modo que
estaran listas para entregar al personal asistencial yfo paciente de consultorios y
pabellones en el horariode 7 a.m. a 19 p.m.

« Los duplicados de resultados serén atendidos en forma condicional a disponibilidad de
tiempo, de lo contrario deberan esperar para ser atendidos a partir de las 15 p.m.

« Al finalizar el aho se hara un inventario de! material consumido y del restante para sl
siguiente afio. De igual manera se hara un recuento de todo el material de trabajo en
uso en el area de Microbiologia.
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6.2 Datos de los procedimientos

6.2.1 Preparacién de medios de medios de cultivo:

SN N K

AN

Fundamento:

Para su crecimiento las bacterias requieren sustancias nutritivas similares al medio
natural donde viven, por lo cual es importante conocer la procedencia de la muestra
para escoger el medio de cultivo apropiado.

Componentes de los medios de cultivo:

Nutrientes aminados y nitrogenados: peptonas, proteinas predigeridas por hidrolisis
écida, extractos o infusiones acuosas de materiales proteicos.

Factores de crecimiento: sangre, suero, vitaminas, NAD, sustancias termolébiles. La
sangre completa en algunos casos es un medio protectivo contra radicales téxicos.
Fuente de Energla: giucosa, lactosa u otro carbohidrato. Otros medios usan peptonas
o citrato.

Sales tamponadas: sales de fosfato, acetato y citratos como fuente de energia y para
mantener el pH.

Sales minerales y metales: fosfatos, suifatos, Ca'*, Mg**, Fe***, Mn** y trazas de
metales que pueden ser adicionadas en macro {(mg/l) o micro (ug/) niveles para mejorar
el crecimiento, mejoramiento e identificacién de una reaccién biogulmica en particutar.
Agentes selectivos: quimicos, antibiticos, colorantes inhibidores, etc.

Colorantes indicadores: Rojo fenol, rojo neutro, purpura de bromocresol: indican
cambios en el pH del medio en las diferentes fases de crecimiento.

Agentes gelificantes: Agar, gelatina o alginato. Agar: es un extracto de algas, contribuye
con metales, minerales sulfato, piruvato, ete.

Hay que tener presente que las cantidades macro y micro deben ser empleadas con
precision en la elaboracién de las difsrentes férmulas, asl como la temperatura, presiones,
ete.

1.

2,

Clases de medios de cultivos:

Por su estado fisico:
a. Liquidos: caldos, tienen 0 % de agar.
b. Sélidos: contienen entre 1,2 2 1,5 % de agar
c. Semisélidos: tienen entre 0.3 a 0.8 % de agar
d. Bifasicos
De acuerdo a su aplicacion en;
v' Medios nutritivos simples: caldo y agar nutritivos. Para cultivo de fa mayoria de
bacterias,
v" Medlos nutritivos de enriquecimiento: permiten crecimiento de maybr nimero de
bacterias, se utiliza cuando el inéculo o muestra tiene un namero reducido de ellas.
Ej. Caldo tripticase soya, caldo selenito, medio de hemocultivo
v" Medios nutritivos enriquecidos: agar sangre y agar chocolate. Para microorganismos
exigentes.
¥ Medios selectivos o especiales: Agar Mac Conkey y agar hiperténico de Chapman,
etc. Favorecen el crecimiento de aigunos grupos bacterianos e inhiben a otros.
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< Medios diferenciales: ponen de manifiesto la actividad bioquimica de un

microorganismo para diferengiario de otro parecido.

v Medios para transporte: Cary Blair, Stuart, efc. Permite transporte y viabilidad de

microorganismos.

6.2.2 Preparacion de los principales medios de cuitivo:

Procedimientos generales:

a) Calibrar la balanza analitica, generaimente de platilios: equilibrar los platillos hasta
que la aguja esté en el cero.

b) Pesar los Agares (polvo), de acuerdo a las indicaciones de los Medios a preparar.

¢) Pesarlos otros reactivos a usar, de acuerdo a los medios a preparar.

d) Medir el agua destilada de acuerdo a la cantidad que requieren los medios a
preparar.

e) Diluir los agares en el agua destilada con movimientos de rotacidn y a diferentes
temperaturas, de acuerdo a los requerimientos de cada medio.

f) Controlar el pH de los medios preparados.

g) Auto clavara 121°C a 15 fibras de presion (250°F) x 1§

h) Esperar a que tome la temperatura adecuada para ser repartido en frascos, placas
o tubos esteriles.

i) Colocar la cinta de Control de Esterilidad.

j) En casos de Medios de Hemocultives o Mielo cultivos, se Aufo clavan nuevamente
después de repartir en los frascos.

k) La cinta de control de esterilidad debe tener un color oscuro.

Iy Control de esterilidad: dejar por 24 horas a temperatura de 37°C

m) Refrigerar entre 2-8 °C hasta el momento de su uso.

n} Registrar en cuaderno de contro! de stock las cantidades producidas por tipo de
medio y fecha.

Logistica de medios de cultivo en el area de microbiologia — HVLH:

»
»
¥
»

CALDO NUTRITIVO:
CALDO PEPTONADO
CALDO SELENITO
MEDIO MR-VP

CALDO TRIPTICASE SOYA {Hemocultivos)

Y

»
»
»
>
»
»
>
»

Medio nutritivo bifasico:

AGAR TRIPTICASA SOYA

AGAR MULLER HINTON

AGAR NUTRITWVO

AGAR MANITOL SALADO

AGAR SANGRE

AGAR CHQCOLATE

AGAR MC CONKEY

AGAR DE MAC CONKEY CON SORBITOL
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AGAR CITRATO

AGAR S8

AGAR UREA

AGAR TCBS

AGAR THAYER MARTHIN
CALDO THIOGLICOLATO
MEDIOS DIFERENCIALES: TS|
MEDIOS DIFERENCIALES: LIA
MEDIOS DIFERENCIALES: SIM
AGAR SABORAUD 500 m|
AGAR CARY BLAIR

VY VVVVVVYVVYY

Descripcién de la preparacion de los principales medios de cultivo

A.MEDIOS NUTRITIVOS SIMPLES

CALDO NUTRITIVO
Composicién;

- Extracto de carne 0.3 g
- Peptona 1.0g
- Denxtrosa 05g

- Cloruro de sodioc 0.5 g
- Agua destilada 100 ml
- pH 70-74

Preparacién:

1. Disolver en agua destilada los ingredientes previamente pesados.

2. Someter a la accién del calor, agltando constantemente hasta llegar al primer hervor.

3. Ajustar el pH con las tiras indicadoras de pH. Si estd por debajo de 6.8 (4cida) agregar
gota a gota la solucién NaOH, si por el contrario esté por encima de 7.4 (alcalino) agregar
gota a gota la solucién de HCI, hasta PH adecuado (7.0 - 7.4).

4. Envasar el medio en tubos y esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos

5. Controlar la esterilidad colocando el medio envasado en una incubadora a 37°C por 24
hrs.

6. Mantener el medio envasado en la refrigeradora hasta el momento de usarlo.

CALDO PEPTONADO
Medio liquido no selectivo utilizado como diluyente y para e! enriquecimiento bacteriano

A partir de alimentos y otros materiales de interés sanitario.
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Formula g/L
Peptona bacteriolégica 10.0
Cloruro de sodio 5.0

pH7.2+_0.2

Preparacion
Suspender 15 g en 1 L de agua destilada o desionizada, mezclar bien, distribuir en tubos y

esterilizar a 121 °C por 15 min.

DescripGion

El Agua Peptona es un medio de enriquecimiento no selectivo recomendado para ser
utilizado en sustitucion de solucién fisio- 16gica, con el propésito de realizar diluciones de
microorganismos ehn grandes cantidades para el recuento de su viabilidad; para la
recuperacion de células de enterobacterias dafiadas por procesos fisico-quimicos a los
gue han sido sometidos los alimentos y otras muestras.

Puede ser utilizado como diluyente en diferentes procedimientos en los laboratorios de
microbiologla y como medio basal en la realizacion de pruebas bioquimicas de
fermentacion de hidratos de carbono, al adicionarse a la formulacion un indicador y el
carbohidrato correspondiente.

ge recomienda el uso del medio para el cuitive y enriquecimiento de Vibric cholerael,
después de ajustar elpHa 8.4,

Almacenamiento
. Medio deshidratado: de 15 a 30°C

- Medio preparado: de 2a 8 °C

CALDO SELENITO

Base destinada a la preparacion del medio de enriquecimiento utilizado para el aislamiento
de Saimonelia y Shigelia en heces, orina, aguas y otros materiales contaminados.
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Férmula o/L
Hidrolizado enzimatico de caseina 5.0
Lactosa 4.0
Fosfato monosédico 10.0
pH7.0+_ 0.2

Preparacion

Disolver 4 g de biselenito de sodio en 1 L de agua destilada o desionizada, afiadir 19 gdela
base, calentar hasta ebullicion, este- rilizar en un bafto de agua hirviente por 10 min.
Evitar el sobrecalentamiento excesivo. No esterilizar en autoclave. Distribuir en tubos
estériles hasta una altura de 5 cm.

Descripcion

El biselenito de sodio inhibe el desarrollo de organismos coliformes y enterococos en fas
primeras 6 a 12 horas de incubacién, permitiendo ia recuperacién de Salmonella, Proteus
¥ Pseudomonas.

Después del enriquecimiento de los especimenes en el Caldo Selenito, se debe rayar sobre

placas de medios selactivos tales como: Agar 8.5. (c6d. 4021) y Agar de MacConkey
(cod. 4014).

Los tubos de Caldo Selenito inoculados se incuban de 18 a 24 horas a 35 +_2°C.
Almacenamiento

= Medio deshidratado: de 15 a 30 °C

- Medio preparado; de 2 a 8 °C

MEDIO MR-VP

Medio recomendado para la diferenciacién bioquimica de bacterias coliformes basada en las
pruebas de rojo de metilo y Voges - Proskauer.
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Férmula /L
Peptona bacterioldgica 7.0
Dextrosa 5,0
Fosfato dipotasico 3,6
Fosfato monopotésico 1,4
pH 69+ _0.2

Preparacion

Suspender 17 g en 1 L de agua destilada o desionizada. Mezclar bien. Distribuir en tubos.
Esterilizar a 121 °C por 15 min.

Descripeion

Voges y Proskauer han descrito la aparicion del color rojo después de adicionar el hidréxido
de potasio a los cuitivos microbianos en el medio especial con glucosal.

La prueba de rojo de metilo fue encontrada por Clark y Lubs, en 1915, y se convierte en una
caracteristica importante para la identificacién de especies bacterianas del grupo de
coliformes, capaces de producir acidos en altas concentraciones a partir de la
degradacién de la glucosa y mantener el pH en valores inferiores a 4,4 contrariamente a
los migroorganismos aerbgenos2. Esta acidificacion es detecta por el indicador rojo de
metilo, produciéndose un cambio de coloracién de amarillo a rojo cuando se adiciona al
medio.

La formacion de acetiimetilcarbinol durante ia fermentacién de la glucosa en ciertas especies
de enterobacterias (grupo Kieb- siella-Enterobacter-Serratia-Hafnia), puede ser
detectada a través de la prueba de Voges-Proskauer. La accién directa del KOH (NaOH)
y el oxigeno atmosférico, asi como la posterior reaccion con compuestos presentes en el
medio, dan lugar a un comple- jo de color rojo. La aparicion del color rosa o rojo se
observa durante 30 seqgundos. Barry ¥ Feeney3 abtuvieron resultados mas rapidos
adicionando la creatina.

Durham4 observé que Enterobacter aerogenes daba reaccion positiva debido a la oxidacion
de acetiimetilcarbinol, producto de acetil, que reacciona con la peptona del medio y
produce color rojo5.6. Por otra parte, Dirham detecté que Escherichia coli no producia
color rojo derivando de ello la correlacién que existia entre el rojo de metilo y &l Voges-
Prosakauer7 en el proceso de fermentacién de la lactosa por los organismos coniformes.

El tiempo de incubacion para la prueba de rojo de metilo debe ser al menos 48 h a 35 °C. La
segunda porcién del cultivo se utilizara para la prueba de Voges-Proskauer.

10
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Almacenamiento
- Medio deshidratado: de 15 a 30 °C
- Medio preparado: de 2 a 8 °C

AGAR TRIPTICASA SOYA

Medio de propésito general para el cultivo de una amplia variedad de microorganismos.

Férmula g/L
Hidrolizado enzimatico de caseina 15.0
Peptona de soya 5.0
Cloruro de sodio 5.0
Agar 15.0
PH7.3+_ 0.2

Preparacién

Suspender 40 g en 1 L de agua destilada o desionizada, hervir hasta disolucién completa,
esterilizar a 121 °C por 15 min y distribuir.

" Descripcién

El Agar Triptona Soya es un medio de cuitivo de uso general empleado durante muchos afios
Para el cultivo de una amplia variedad de microorganismos tanto aerobios como
anaerobios. La USP1 recomienda el uso de este medio para el conteo de
microorganismos aerobios y pruebas de limites microbianos. Ademas el medio se emplea
para el mantenimiento y conservacién de cultivos puros vy aislamiento de
microorganismos de especimenes clinicos.

Este medio puede utilizarse como Base de Agar Sangre2,3,4 para lo cual al medio
previamente esterilizado y enfriado a tempera- tura de 45 - 50 °C se le adiciona 5 - 7 %
de sangre de carnero, caballo o humana, desfibrinada y estéril. De esta manera se hace
posible utilizar el mismo para determinar reacciones hemoliticas, asl como para el estudio
de la sensibilidad bacteriana ante agentes antimicrobianos. También es empleado en la
preparacion de! Agar Chocolate garantizando un buen crecimiento de Neis- seria,
Haemophilus influenzae y otros organismos.

Los tubos o placas con el medio inoculado deben incubarse de 18 a 24 horas a 35 +_2 °C.
Como precaucién debe tenerse en cuenta que la respuesta de las reacciones hemoliticas de

los estreptococos puede variar de acuerdo al origen de la sangre (caballo o carnero),
i 1"
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Almacenamiento

Medio deshidratado: de 15a 30 °C

Medio preparado: de 22 8 °C

AGAR DE MUELLER-HINTON

Medio para la evaluacién de la sensibilidad de los microorganismos a los agentes

antimicrobianos.

Formula gfL
Hidrolizado &cido de caseina 17.5
Extracto nutritivo 2.0
Almidén soluble 1.5
Agar 17.0
pH7.3+_02

Preparacion

Suspender 38 g en 1 L de agua destilada o desionizada, hervir hasta disolucién completa,

esterilizar a 121 °C por 15 min y distribuir.

Descripcion

Mueller y Hinton (1941) idearon y describieron un medio de cultivo reproducible para el

aislamiento de especies patogenas de Neisserial, sin embargo, estos organismos son
ahora cominmente aislados en medios selectivos, tales como el Agar de Tha- yer-Martin
modificado (MTM)2 y el Agar de Martin-Lewis3. Posteriormente se desarrollaron
numerosos procedimientos para la determinacion de la sensibilidad de los
microorganismos a los antibitticos y a los agentes quimioterapéuticos.

Bauer, Kirby y otros describieron un procedimiento estandarizado, utilizando como medio
de prueba el Agar de Mueiler-Hintond,5 y discos de antibidticos con elevada potencia.

La técnica consiste en la inoculacion de las placas de Agar de Mueiler-Hinton con un
indculo estandarizado, utilizando hisopos de algodén humedecidos con la suspensién de
microorganismos a estudiar y colocando cuidadosamente los discos de papel
impregnados con una concentracion especifica de antibioticos sobre la superficie del
agar, incubando posteriormente el medio de 18 a 24 horas a temperatura de 37 *C.
Concluida la incubacién, se miden los diametros de las zonas de inhibicién y se comparan
con los requerimientos establecidos por el Comité de la Qrganizacion Mundial de la Salud

sobre las Pruebas de Susceptibilidad Estandarizada®. Segun el resultado obtenido, se
12
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califica el microorganismo como resistente, intermedio o sensible para el anti- bidtico que
se analiza.

En esta prueba de sensibilidad se deben tener en cuenta una serie de factores que
puedan influir en el resultado a obtener, tales como Ia calidad del medio, pH del mismo,
ta profundidad del agar, la potencia del disco, la concentracién del indeulo, la produccién
de beta lactamasa por el organismo en cuestién, etc..

La formulacién puede ser suplementada para obtener los mejores resuitados.
Almacenamiento
- Medio deshidratado: de 15 a 30 °C

- Medio preparado: de 2 a 8 °C

AGAR NUTRITIVO
Composicién:
- Extracto de carne 3g
- Peptona 5g
- Agar 159
- Agua destilada 1000 ml
- pH 6.8 4/-0.2 3 25°C
Preparacian:

1. Disolver en agua destilada los ingredientes previamente pesados en 1000 m! de agua
destilada,

2. Someter a la accién del calor, agitando constantemente para que se disuelva por

completo, hasta llegar al primer hervor.

Ajustar el pH con las tiras reactivas de pH. Si estd por debajo de 6.8 (4cida) agregar gota

a gota la solucién NaOH, si por el contrario esta por encima de 7.0 (alcalino) agregar gota

a gota la solucién de HCI, hasta pH adecuado (6.8 -7.0).

Envasar el medio en tubos o placas Petri y esterilizar en autoctave a 121°C por 15 minutos

Controlar ia esterilidad colocando el medio envasado en una incubadora a 37°C por 24

hrs,

Mantener el medio envasado en la refrigeradora hasta el momento de usarlo.

El medio debe ser de color ambar claro, de transparente a ligeramente opalescente.

w

o~

No

AGAR MANITOL SALADO

Medio selectivo para el aislamiento y enumeracion de Staphylococcus en alimentos y muestras
clinicas.

13




Documento Técnico: Manual Técnico de Procedimientos en Microbiologia

Férmula g/L
Peptona bacteriologica 4.0
Peptona bacteriologica P 5.0
Extracto nutritivo 1.0
Extracto de levadura 2.0
Hidrolizado enzimatico de caseina 4.0
Manitol 10.0
Cloruro de sodio 70.0
Rojo fenol 0.0083
Agar 15.0

pH7.4+_0.2

Preparacion

Suspender 111 g en 1 L de agua destilada o desionizada, hervir hasta disolucién completa, esterilizar
a 121 °C por 15 min y distribuir.

Descripcion

El Agar Manitol Salado es un medio selectivo preparado de acuerdo con la férmula sugerida por
Chapman, para el aislamiento presuntivo de estafilococos patégenos.

En 1942 Koch reportd que sélo los estafilococos creclan en medios agarizados que contenianun 7,5
% de cloruro de sodio1. Chapman confirmo esta conservacién y notd que la adicion de un 7,5 % de
cloruro de sodio en Agar Manitol y Rojo Fenol proporcionaba un medio en el cual los estafilococos
que coagulaban el piasma del conejo crecian en forma exuberante, produciendo colonias amarillas
rodeadas por una zona amarillo brillante. Los estafilococos no patégenos producian colonias
pequefias sin cambio de color en el medio circundante, Otras bacterias eran generalmente inhibidas,
haciendo posible el empieo de un indculo grande sin peligro de sobrecrecimiento.

Ei empleo de este medic también puede darse en la deteccibn y enumeracion de estafilococos
coagulasa-positivos en leche, alimentos y otros especimenes.

Durén y col,, en 2004, han optimizado la composicion de bases nutritivas y la concentracion del
colorante, aumentando la rapidez en la visibilidad de la reaccién (cambio del color del medio de rojo
a amarillo).

Se recomienda la incubacién durante 36 h a 37 °C.

La adicién de emulsion de huevo al 5 % viv en el Agar Manito! Salado facilita, ademas de
fermentacion del manitol por los estafilococos, la deteccion de Iz actividad de la lipasa.
Debido a la alta concentracién de sal en el medio junto con la emulsion de yema de huevo
se observan las zonas sin inocular claras, y con la produccion de la lipasa por las colonias
de estafilococos que producen esta enzima se detecta una zona amarilla opaca alrededor
de las colonias.

Almacenamiento

- Medio deshidratado: de 15a 30 °C
- Medio preparado: de 2a 8 °C
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B. MEDIOS NUTRITIVOS ENRIQUECIDOS

AGAR SANGRE

Preparacién:

1.
2.

ok

~

En un frasco licuar 100 ml de agar nutritivo estéril, en bafio maria a 55°C.

Dejar enfriar hasta alcanzar una temperatura de 45°C, hasta que el calor sea soportable
en el dorso de la mano.

Agregar 5 mi de sangre nitratada o desfibrinada de camero con una pipeta estéril. Agitar
por rotacion en forma suave, con el fin de obtener una buena mezcla y evitar la formacién
de burbujas.

Su color normal debe ser de color rojo cereza homogénea.

Repartir en placas Petri estériles y dejar solidificar.

Controlar la esterilidad colocando el medio envasado en una incubadora a 37°C por 24
hrs.

Mantener el medio envasado en la refrigeradora hasta el momento de usarlo.

AGAR CHOCOLATE

Preparacitn:

1.
2.

Preparar agar sangre hasta abtener su color normal rojo cereza

Lievar el agar sangre antes de su solidificacién al bafio maria a 80°C por 10 minutos. Por
el calentamiento, el color rojo cereza cambiara al chocolate por ruptura de los hematies
y ia salida de ia hemoglobina.

. Durante el calentamiento mezclar constantemente para evitar la formacién de precipitado
(grumos)

Repartir con cuidado en las placas Petri, evitar la formacién de burbujas.

Otra manera de preparar agar chocolate es utilizar como base un agar de Mueller Hinton
mezclado con sangre de carnero.

C. MEDIOS SELECTIVOS O ESPECIALES

AGAR MAC CONKEY

Composicion:

Peptona 17.0g
Proteosa peptona 3.0g
Lactosa 10.0g
Sales biliares 1.5¢g
Cloruro de sodio 50g
Agar 13.5¢
Rojo neutro 003g
Cristal violeta 0.001¢g
pH 7.1
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Preparacion:

1. Para rehidratar el medio suspender 50 gr de Agar Mac Conkey en 1000 ml de agua
destitada fria.

2. Calentar hasta el punto de hervor para disolver el medio completamente.

3. Esterilizar en la autoclave durante 15 minutos a 121°C.

4. Cuando el medio se ha enfriado a 50°C, repartir en placas Petri mas o menos 20 a 25 ml
por placa.

5. Controlar la esterilidad colocando el medio envasado en una incubadora a 37°C por 24
hrs.

6. Mantener el medio envasado en la refrigeradora hasta el momento de usarlo.

AGAR DE MAC CONKEY CON SORBITOL
Medio diferencial para el cultivo y aislamiento de Escherichia coli serotipo O157:H7 asociada
con las epidemias de colitis he- morragica.

Formula g/l
Peptona bacteriologica 18.5
Hidrolizado enzimatice de caseina 1.5
Sorbitol 10.0
Sales biliares 1.5
Cloruro de sodio 5.0
Rojo neutro 0.03
Cristal violeta 0.001
Agar 135

pH7.1+_0.2

Preparacion

Suspender 50 g en 1 | de agua destilada o desionizada, hervir hasta disolucion completa, esterilizar
a 121 °C por 15 min, mezclar bien y distribuir.

Descripcidn

Medio selectivo y diferencial para el aislamiento y desarrollo de Escherichia coli serotipo O157:H7,
agente causal de la colitis hemorrégica y asociado estrechamente con el Sindrome Urémico
Hemolitico1.

su formulacién fue descrita por Rappaport y Hening en 1952 2, y recomendado especificamente
para la deteccion de Escherichia coli 0O157:H7 enteropatégeno, no fermentador de sorbitol. March y
Ratnam demostraron la idoneidad del medio Agar de Mac- Conkey con sorbitol para identificar
Escherichia coli 0157:H7, y comprobaron su elevada sensibilidad y especificidad3.

Las colonias de la mayorla de las especies de Escherichia coli se tornan de color rosa, pues

fermentan el sorbitol, no ocurriendo asi para Escherichia coli 0157:H7 que desarrolia colonias
incoloras.
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Almacenamiento
- Medio deshidratado: de 15 a 30 °C
- Medio preparado: de 2 a 8 °C

Control de Ia Calidad

Microorganismo Crecimiento Color de las colonias
CONTROL POSITIVO

Escherichia coli bueno incoloras
Escherichia coli bueno rojo

CONTROL NEGATIVO
Enterococcus faecalis de inhibido a escaso de rosa pélido a oscuras, si las hay

AGAR CITRATO

Medio para la diferenciacion de enterobacterias basada en la utilizacién del citrato como Gnica fuente
de carbono.

Formula g/l
Sulfato de magnesio 0.2
Fosfato de amonio dihidrégeno 0.2
Fosfato de amonio s6dico 0.8
Citrato de sodio tribasico 2.0
Cloruro de sodio 5.0
Azul de bromotimol 0.08
Agar 15.0
pHE.7 +_0.2

Preparacién

Suspender 23 gen 1 L de agua destilada o desionizada, hervir hasta disolucion completa, distribuir
en tubos y esterilizar a 121 °C por 15 min. Solidificar en posicién inclinada.

Descripecion

Este medio es fundamentalmente g forma soélida del medio que Koser1, en 1923, desarrollé como
un medio liquido constituido por sales inorgénicas, en el cual la sal de amonio es la tnica fuente de
nitrégeno, y el citrato, la tinica fuente de carbono para diferenciar entre Escherichia coli y
Enterobacter aerogenes. Este medio presentaba, como desventaja, la falsa apariencia de
crecimiento observada cuando se utilizaban indculos grandes. Simmons2, en 1826, modificé la
formulacién de Koser con la adicién de 1.5 % de agar y azul de bromotimol. Este medio cumple con
las recomendaciones de Ia American Public Health Association (APHA)3.

El medio también puede ser distribuido en placas, inoculando su superficle por estria. Sise distribuye
en tubos, el fondo se inocula por puncion y la superficie por estria. En ambos casos el medio
inoculado se incuba durante 48 horas a 35 +_ 2 °C,

Ei crecimiento positivo en el medio ests dado por la utilizacién del citrato, Io que provoca una reaccion

alcalina y el cambio de color del medio de verde a azul oscuro. En caso de no utilizar el citrato el
medio permanece sin cambio.
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Control de la Calidad

Microorganismo Crecimiento
Citrato positivo: Positivo!
Citrobacter Medio de cultivo
Enterobacter azul oscuro

Salmonella Paratyphi

B Salmonella Enteritidis Salmonella
Typhimurium Arizona

Klebsiella

AGAR SALMONELLA SHIGUELLA

Composicion.:

- Extracto de carne 5¢g

- Proteosa peptona 59

- lLactosa 1049

- Sales biliares 854

- Citrato de sodio 85¢g

- Tiosulfato sédico 8564¢

- Citrato férrico 159

- Agar 13.5¢

- Verde brillante 0.00033 g
- Rojo neutro 0.0259
pH7.3+_0.2

Preparacion

Suspender 57.8gen 1L de agua destilada o desionizada, calentar con agitacion frecuente
y hervir a fuego lento durante 2 min. EVITAR CUALQUIER SOBRECALENTAMIENTO. NO
ESTERILIZAR EN AUTOCLAVE. Enfriar hasta 45-50 °C y distribuir.

Descripcidn

El Agar S.S. es esencialmente una modificacion del medio Agar Desoxicolato-Citrato descrito
por Leifson1 en 1935. Es un medio diferencial y selectivo para el aislamiento de especies de
Shigella y Salmonella a partir de muestras patolégicas, muestras de alimentos sospechosas
y otras. Los organismos coliformes Yy el resto de la flora acompafiante se inhiben
considerablemente por el verde prillante, ias sales biliares y la elevada concentracion de
tiosuifato y citrato,

Con la presencia del tiosulfato y de los iones de hierro, se pone de manifiesto la formacién
de sulfuro por el ennegrecimiento de las colonias de Proteus y de algunas especies de
Salmonella. Las colonias de coliformes se identifican por la degradacion de la lactosa a
acido, lo que se evidencia por el cambio del indicador de pH rojo neutro.
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Las colonias de gérmenes lactosa negativos son incoloras y las de gérmenes lactosa
positivos son rosadas hasta rojas. Los microorganismos formadores de sulfuro de hidrégena
proporcionan colonias incoloras con centro negro.

La superficie del medio de cultivo se inocula por estrias con el material de muestra o con el
procedente de un cultivo de enrique- cimiento previo, por ejemplo, Caldo Selenito.

Las placas inoculadas se incuban de 18 a 25 horas a 35+_2°C.
Almacenamiento
- Medio deshidratado: de 15 a 30 °C

- Medio preparado: de 2 a 8 °C

AGAR UREA

Base destinada a Ia preparacién del medio de Christensen para la diferenciacion de
microorganismos, especialmente bacilos entéricos, por la capacidad de hidrolizar Ia urea.

Férmula g/L
Peptona bacterioldgica 1.0
Dextrosa 1.0
Fosfato monopotasico 0.8
Fosfato disddico 1.2
Cloruro de sodio 5.0
Rojo fenol 0.012
Agar 15.0

pH88+_0.2

Preparacion

Suspender 2.4 g en 95 mL de agua destilada o desionizada, hervir hasta disolucién completa,
esterilizar a 115 °C por 20 min, enfriar hasta 50 °C y adicionar asépticamente 5 mL de una solucién
de urea estérit al 40 %. Mezclar bien, distribuir en tubos estériles y solidificar en posicién inclinada.

Descripcion

El medio Agar Urea fue creado por Christensen1 para la diferenciacién de los bacilos entéricos por
su capacidad para hidrolizar la urea.

El medio se inocula a partir de un cultivo puro sobre la superficie de un agar inclinado. Los
organismos que utilizan la urea provocan un cambio en el color del medio a rosado intenso debido a
la alcalinizacién del medio por la formacién de amonio. Esta reaccién se completa en un periodo de
3 a5 horas.
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Para la preparacion de este medio se suministra una solucion de urea al 40 % esterilizada por
filtracion. Los tubos de Agar Urea se incuban de 18 @ 24 horas a una temperatura de 35 +_2 °C.

Almacenamiento
- Medio deshidratado: de 15a 30 °C

- Medio preparado: de 2a 8 °C

Control de la Calidad

Microorganismo Color del medio Urea
CONTROL POSITIVO

Proteus vuigaris rosado intenso +
MEDIC T.C.B.S.

Medio para el cultivo y aislamiento selectivo de vibrios patégenos a partir de materiales clinicos,
aguas y alimentos.

Formula g/t
Peptona bacteriolégica 10.0
Extracto de levadura 5.0
Sacarosa 20.0
Bilis de buey 8.0
Tiosulfato de sodio 100
Citrato de sodio tribasico 10.0
Citrato férrico 1.0
Clorurc de sodio 10.0
Azul de bromotimol 0.04
Azul de timoi 0.04
Agar 14.0
pH8.6+_0.2
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Preparaci6n

Suspender 88 gen 1 L de agua destilada o desionizada, calentar hasta ia ebullicién. Evitar cualquier
sobrecalentamiento. No esterilizar en autoclave, ni refundir, Enfriar hasta 45-50 °C y distribuir,

Descripcién

La mayoria de las enterobacterias que se encuentran en las heces quedan suprimidas totalmente
durante al menos 24 horas, excepto las especies de Proteus y Enterococcus faecalis, las cuales
pueden producir un ligero crecimiento, diferenciéndose f4cilmente sus colonias de las de vibrio.

Las heces o el material contaminado se inocula por estrias en la superficie del medio.

Caracteristicas de las colonias después de 24 horas a 35 +_2°C,

Microorganismo Caracteristicas de las colonias
Vibrio cholerae y ¢l tipo El Tor amarillo-pardas, de 2-3 mm de didmelro
Vibrio alginolyticus amarillas, de 3-5 mm de didmetro
Vibrio parahaemolyticus verde-azules con centro verde, de 3-5 mm de diametro
Proteus sp. amarillo-verdes, de 1 mm de didmetro
Enterococcus sp. amariilas, de 1 mm de dismetro
Pseudomonas sp. verde-azules, de 1 mm de didmetro

Almacenamiento
- Medio deshidratado: de 15 a 30 °C
- Medio preparado: de 2a 8 °C

Control de la Calidad

Microorganismo Crecimiento Color de ias colonias
CONTROL POSITIVO

Vibrio cholerae sp. bueno amarillo
CONTROL NEgaTIVO

Escherichia coli ATCC 25022 de Iinhibido a escaso translucidas, si las hay

THAYER-MARTIN MODIFICADO

Composicién;

- Agar 10g¢g

- Medio base para gonococos (GC) 36gr

- Hemoglobina 10g

- Suplemento nutritivo 10 ml

- Solucién de antibidticos 10 ml

- Agua destilada 1000 m!

- pH final 7.2+-0.2a25°C
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Preparacion:

1. En un matraz de 250 ml colocar 125Para rehidratar el medio preparado se suspends 60
gr de Agar salmonella shiguella en 1000 de agua destilada fria.

2. Calentar hasta punto de hervor para disolverio por completo.

3. Repartir el medio placas Petri, mas o menos 20 a 25 mi por placa.

4. IMPORTANTE: No se debe esterilizar en autoclave

MEDIO FLUIDO TIOGLICOLATO

Medio para el cultivo de microorganismos aerobios y anaerobios en la realizacion de los
ensayos de esterilidad.

Formula o/l
Hidrolizado enzimético de caseina 16.0
Extracto de levadura 5.0
Dexirosa 5.5
Ciorurc de sodio 2.5
Tioglicolato de sodio 0.5
L-cistina 0.5
Resazurina sddica 0.001

pH7.1+_0.2 0.1
Preparacion

Suspender 29 g en 1 L de agua destilada o desionizada. Calentar agitando frecuentemente
y hervir hasta disolucion completa. Mezclar bieny distribuir en fubos. Esterilizar a 121 °C por
15 min.

Descripcion

El medio tioglicolato fue descrito y disefiado originalmente por Brewert. Mas adelante Vera
incorpora la peptona de caseina con el fin de aumentar la capacidad nutricional del medio
de cultivo. La composicion fue adoptada por la Farmacopea de Estados Unidos (USP), el
AOAC Yy la Farmacopea Europea (EP) y se emplea especificamente en procedimientos
cualitativos para pruebas de control de esterilidad. El medio también es utilizado
ampliamente como medio de enriguscimiento en microbiologia clinica, en especial para
muestras de zonas corporales, principaimente para el cultivo de una amplia variedad de
microorganismos, incluso los nutricionalmente exigentes, entre ios que se incluyen bacterias
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grampositivas, gramnegativas, aerobias, anaerobias, microaersfilas ¥ hongos presentes en
una extensa diversidad de muestras.

Entre sus ingredientes, el extracto de levadura, el hidrolizado enzimatico de caseina y la
glucosa proveen los factores hecesarios para el crecimiento ¥ la multiplicacién bacteriana.
El tioglicolato de sodio y la L-cistina son agentes reductores que proporcionan una suficiente
anaerobiosis, previenen la acumulacién de peréxidos, que son letales para algunos
microorganismos y debido a log grupos ~8SH- de estos compuestos se neutralizan los efectos
bacteriostaticos y téxicos de ios preservativos mercuriales, arsenicales y de ofros metales
pesados,

La siembra se realiza en dependencia de la muestra a analizar:
-Muestras liquidas: agregar 1 6 2 gotas de la muestra a tubos conteniendo medio de cultivo.

-Tejidos y otras muestras sélidas: macerar en caldo estéril. Luego sembrar de la misma
manera que para muestras liquidas,

-Hisopos: insertarlos en el medio de cultivo, luego de haber sembrado el medio sélido
apropiado.

-Si se utiliza para el aislamiento de patégenos a partir de muestras clinicas, subcultivar una

poreién de 10 ~ 50 uL del medio incubado en Agar Sangre Columbia o Agar Triptona Soya
suplementado con 5 % de sangre.

Interpretacién de los resultados

Después de la incubacién, el crecimiento microbiano se demuestra por la presencia de
turbidez en los tubos. Los microorganismos aerobios estrictos crecen en la parte superior def
medio.

Los microorganismos anaerobios facultativos crecen en todo el medio de cultivo.

Los microorganismos anaerobios estrictos crecen en ias profundidades del medio de cuitivo

Almacenamiento
-Medio deshidratado: de 15 a 30 °C

-Medio preparado: debe conservarse a temperatura ambiente, en lugar protegido de la luz y
de fuentes de calor.
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AGAR TRIPLE AZUCAR HIERRO (TS1)

Composicion:

- Extracto de came 3g

- Extracto d levadura 3g

- Peptona 15¢g

- Proteosa peptona 59

- Lactosa 10¢g

- Sacarosa 10g

- Glucosa 19

- Sulfato ferroso 024g
. Tiosuifato d sodio 03g
- Agar 13.6¢
- Rojo de fenol 0.024 g
- Clorure d sadio 59

Preparacion

Suspender 60 gen 1L de agua destila
distribuir en tubos y esterilizar 2 121

o

obtener un fondo de aproximadamente 2,5 cm de longitud.

Descripcion

En 1917 Krumweide ¥
la adicion de sacarosa. Esto permite una
degradan la lactosa lentamente y no as

propésitos.

El Agar Tres Azlcare
diferenciacion de entero
fermentar la sacarosa, lactosa ¥y
de es- tos carbohidratos se detecta por un cambio visible del color del indicador de pH
rojo fenol a amariilo, la produccion de H2S puede

el fondo del tubo.

Para algunas especi
Urea, ya que la respu

bacterias por la capacid
dextrosa y por la prod

Kohn modificaron el Agar con dos azucares de Russell mediante
rapida deteccion de organismos coliformes que
{ la sacarosal. Sulkin y Wiliet2 en el afio 1940
desarrollaron un medio de tres aztcares y sulfato ferroso para la identificacion de
organismos entericos. Hajna3 también describié un

erro es un medio compuesto que se utiliza para la
ad que tienen 108 microorganismos de
uccion de H2S. La fermentacion

es de Proteus debe emplearse este medio en paralelo con el Agar
esta de las mismas es similar a la de las especies de Salmonella y

Shigella, diferenciandose por su capacidad de hidrolizar la urea.

En la actualidad, para

la deteccion de enterobacterias, productoras de gas sulfhi

da o desionizada, hervir hasta disolucidn completa,
C por 15 min, Solidificar en posicién inclinada para

medio similar con los mismos

detectarse por un ennegrecimiento en

recomienda el intercambio de este con el medio de Kligler, ya que el Agar Tres Azucares
y Hierro no es adecuado para la deteccién de H2S por los organismos fermen- tadores
de |a sacarosa, tales como Proteus y Citrobacter, debido a que la degradacion de dicho
azdcar enmascara el efecto del indicador de sulfhidricod,

El medio Agar Tres Az(cares Yy Hierro es de un valor especial cuando s combina con
medios en placas como Agar de MacConkey, Agar S.S., Agar Desoxicolato ,

La técnica descrita para el uso de este medio, consiste en picar una colonia aislada de la
superficle de un medio selectivo en placa, y extenderla en una placa de Agar de
MacConkey. Se incuba la placa durante 18 horas a 35 +_2°Cyse inoculan en paralelo
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dos tubos, el primero con Agar Tres Azucares y Hierro punzando el fondo y extendiendo
sobre la pendiente, y el segundo con Agar Urea, estriando la superficie de la cufia. Ambos
tubos se incuban a 35 +_ 2 °C. Después de 5 horas y luego a las 18 horas, se observa el
Agar Urea para detectar si hay hidrélisis de la urea, la cual se aprecia por la coloracién
rosada intensa dei medio. Esto confirma la presencia de especies de Proteus y otros
organismos. Si no tuvo lugar Ia hidrdlisis de la urea, se observa el tubo de Agar Tres
Azucares y Hierro a las 18 horas, y después a las 48 horas, siendo las reacciones tipicas
las siguientes:

Microorganismo Fondo Pendiente Gas Hy

Enterobacter agrogenes
Enterobacter cloacae
Escherichia colf

Proteus vulgaris
Morganelia morganii
Shigella dysenteriae
Shigella floxneri

Shigella sonnef
Salmonelia Typhi
Salmonella Enteritidis
Salmonella Typhimurium

*
g)—")’))
[= ]

A

NC6R - -
NCo6R E -
NC6R - B
NC6R - -
NC6R + +
NC6R + +

PP PrP>r>>>>>

A = cido (amarilio)

NC = no cambio

R = alcalino (rojo)

(+) = positivo

(-) = negativo

* algunas cepas: R, posiblemente sin produccién de gas

Almacenamiento
- Medio deshidratade: de 15 3 30 °C
= Medio preparado: de 2 a 8 °C

Contfrol de la Calidad

Microorganismo Fondo Pendiente Gas H28
CONTROL POSITIVO

Escherichia coli ATCC 25922 A A + -

Pseudomonas aeruginosa

ATCC 27853 NCO6R R - -

Salmonella Typhimurium

ATCC 14028 A NCOR + +
i Shigella flexneri ATCC 12022 A R = .
ﬂ{g;/ Proteus vulgaris ATCC 13315 A A Heoo*
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AGAR LISINA Y HIERRO

Medio diferencial para la deteccion de enterobacterias, especialmente Salmonella y Arizona, hasada
en la descarboxilacién de la lisina, formacion de sulfuro de hidrégeno y fermentacién de la dextrosa.

Formula g/t
Peptona bacteriolégica 5.0
Extracto de levadura 3.0
Dextrosa 1.0
L-lisina 10.0
Citrato férrico amonico 0.5
Tiosulfato de sodio 0.04
Parpura de bromocresol 0.02
Agar 14.5
pH 6.7 +_0.2

Preparacion

Suspender 34 g en 1 L de agua destilada o desionizada, hervir hasta disolucidn completa, distribuir
en tubos y esterilizar a 121 °C por 15 min. Solidificar en posicién inclinada para obtener una
pendiente de fondo profundo.

Descripcion

Edwards y Fife (1961) crearon ¢l medio Agar Lisina y Hierro para la deteccion de los organismos que
puedan fermentar réapida- mente la lactosa, especiaimente cuitivos de Arizonal. Entre los grupos
reconocidos de enterobacterias que regularmente descarboxilan la lisina de forma rapida y producen
H S en grandes cantidades se encuentran las Salmonella y Arizona.

La L-isina (monoclorhidrato) se utiliza como sustrato para la deteccion de las enzimas lisina-
descarboxilasa y lisina-desaminasa. .0s cultivos que descarboxilan la lisina rapidamente provocan
una reaccién alcalina (color purpura en todo el medio) o una reaccion neutra en el fondo del medio.
Los organismos que no descarboxilan |a lisina producen una pendiente alcalina (color purpura) y un
fondo acido (color amarillo). Los cultivos que producen H2S provocan un ennegrecimiento intenso
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en el medio. Los microorganismos que desaminan la lisina (cultivos d

producen una pendiente roja profunda sobre un fondo 4cido (color amarillo).

Cultivo Fondo Pendiente H2S

Salmonella K K +
Proteus A R -
Providencia A R -
Citrobacter A K +
Escherichia A 6K K -
Shigelia A K -
Klebsiella K K -

A = 4cido (amarillo)

(+) = positivo

K = alcalino, sin cambio (pUrpura)
(-} = negativo

R = desaminasa de lisina {rojo)

e Proteus y Providencia)

El Agar Lisina y Hierro se inocula punzando con una aguja recta hasta la base del fondo y sembrando
estria la superficie de la pendiente. Los tapones de los tubos no deben ajustarse para garantizar

las condiciones aerobias sobre Ia pendiente. Los tubos se incuban de 18 a 24 horas a 35+ 2 °C.

Almacenamiento
- Medio deshidratado: de 15 a 30 °C
- Medio preparado: de 2 a 8 °C

Control de ia Calidad

Microorganismo Fondo

CONTROL PosITIVO
Escherichia coli ATCC 25022 AGK
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 K
Shigella flexneri ATCC 12022 A
Proteus vulgaris ATCC 13315 A

Pendiente

L RX X
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MEDIO SIM

Medio para la diferenciacion de enterobacterias basada en la produccién de sulfuro de hidrégeno,
formacion de indol y motilidad.

Formula g/L
Hidrolizado enzimatico de caseina 20.0
Peptona bactericlogica 6.1
Tiosulfato de sodio 0.2
Sulfato aménico ferroso 0.2
Agar 3.5
pH7.3+_02

Preparacion

Suspender 30 g en 1 L de agua destilada o desionizada, hervir hasta disolucion completa, distribuir
en tubos y esterilizar a 121 °C por 15 min.

Descripcidn

El medio SIM est4 destinado a la diferenciacion de las enterobacterias, especialmente Salmonella y
Shigella, basada en tres reacciones especificas: produccién de sulfuro de hidrégeno, formacién de
indo! y motilidad.

La composicion del medio fue especialmente disefiada para favorecer estas reacciones. El tiosulfato
de sodio y el suifato aménico ferroso sirven de indicadores de H 81.

El gas sulfhidrico es producido por las bacterias reductoras del sulfato. Posteriormente ocurre la
reaccion del sulfato de amonio ferroso con el H2S dando fugar a sulfato de hierro, el cual se forma a
lo largo de la linea de inoculacién en forma de precipitado de color negro.

La composicion de! medio SIM, especificamente en su contenido de agar (0,35 %), garantiza gue
sea catalogado como semisolido, lo que permite la deteccion de ja motilidad para los organismos
motiles, opservandose la difusion de Ia turbiedad alrededor de la linea de incubacion. A su vez, los
microorganismos no motiles presentan e! crecimiento estrictamente sobre la linea de inoculacion.
Generaimente la difusion de la turbiedad ocurre en todo el medio. Sin embargo, en ocasiones, s
puede observar el crecimiento en forma de abanico 0 noduiar.

Después de observar la motilidad y la produccion de sulfuro de hidrogeno, se le adiciona al medio
0,2 mL de reactivo de Kovac's, dejandolo por 10 min. La aparicién de una coloracion roja intensa
indica la reaccién positiva al indol proveniente del aminoacido esencial triptofano incorporado al
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medio con el hidrolizado enzimético de caseina. No cambio de Ia coloracién original del reactivo
indica la reaccién negativa al indol.

Este medio est recomendado por APHA para el analisis de los alimentos3.
Almacenamiento

- Medio deshidratado: de 15 a 30 °C

- Medio preparado: de 2 a 8 °C

Control de la Calidad

Microorganismo H2S Indol Motilidad
Escherichia coli ATCC 25922 - + +
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 + - +
Salmonella Typhi ATCC 19430 - - +

Shigella sonnei ATCC 25931 - - -

Proteus vulgaris ATCC 13315 + + +

AGAR MALTOSA DE SABOURAUD

Medio para el cultivo de hongos filamentosos y levaduras.
Formula aiL

Peptona bacteriolégica 5.0

Hidrolizado enzimatico de caselna 5.0

Maltosa 40.0
Agar 15.0
pH56+_0.2

Preparacién

Suspender 65 gen 1 L de agua destilada o desionizada, hervir hasta disolucién completa y esterilizar
& 121 °C por 15 min, Evite el calentamiento en exceso que podria dar lugar a un medio de agar mas
blando.

Descripcién

El Agar Maltosa de Sabouraud fue descrito por Sabouraud para el cultivo de hongos1. A diferencia
de! Agar Dextrosa de Sabouraud, el hidrato de carbono que se le incorpora es la maltosa. Esta tltima

y el extracto de malta son ampliamente utilizados para e! cultivo de mohos y levaduras. Ef bajo valor
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de su pH, de aproximadamente
flora bacteriana y algunas especies

otras sustancias inhibitorias para el cultivo selectivo de var

5.6, favorece el creci

de hongos2,3.4. Este

£1 medio inoculado se incuba como minimo durante 3dias a 25 +_2 °C.

Almacenamiento

- Medio deshidratado: de 15 a 30 °C

- Medio preparado: de2a 8°C

Control de la Calidad
Microorganismo

CONTROL POSITIVO

Crecimiento

Candida albicans ATCC 26790 bueno

Candida albicans ATCC 10231 bueno

Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 bueno

Saccharomyces cerevisiae ATCC 9080 bueno

CONTROL NEGATIVO

Medio ng inocutado

D. MEDIOS DE TRANSPORTE

MEDIO DE CARY BLAIR
Composicidn:

. Fosfato disodico

- Cloruro de sodio

- Tioglicolato de sodio
- Agar

- Agua destilada

- PH

Preparacién

1. Colocar los ingredientes

1149
50g9
1.5¢
509
991 g
8.4

en un balén con agua destilada

2 Calentar en bafio Marfa hasta que la solucién esté clara

(no se permite que hierva)

miento de los hongos y es inhibitorio para la
medio puede utilizarse con antibioticos y
ios grupos de microorganismos.
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3. Enfriar a 50°C. Agregar 9 ml de solucién de cloruro de calcio al 1% recién preparada y
ajustar el pH a 8.4 con NaOH 10N gota a gota.

Colocar cantidades de 5 a 7 ml en tubos con tapas rosca (aflojado) estériles de 13 x 100
mm.

Esterilizar (no en auteclave) a 100°C en baiio maria hirviendo durante 15 minutos. Se
aprietan las tapas después de la esterilizacion.

Almacenar en un lugar fresco y oscuro y no permitir que se seque.

b

o o

6.2.3 HEMOCULTIVOS

Principios generales:

» Es la prueba més (til y mas frecuentemente usada para demostrar la presencia de
bacterias en la corriente sanguinesa, ya que el Dx de los estados septicémicos se basa en
el aislamiento del germen responsable presente en la sangre circulante.

DETERMINACION EXACTAY OPORTUNA DE LA BACTERIEMIA Y LA
FUNGEMIA.

Identificacion y aislamiento del germen.

Determinar susceptibilidad antibiética.

Deben obtenerse antes de la terapia antibiGtica.

Tomar muestra en el momento en que la temperatura del paciente se encuentre elevada.
Se requiere un minimo de tres hemocultivos seriados por proceso séptico.

A diferencia de otras muestras que son enviadas al laboratorio de Microbiologia, las variables
prelaboratorio (preanaliticas) van a afectar:

» El grado de recuperacion de microorganismos
s El porcentaje de contaminacion.
¢ Lainterpretacién de los resultados por el Médico.

POR LO TANTO, ES DE VITAL IMPORTANCIA UNA APROPIADA COLECCION Y
TRANSPORTE DE LAS MUESTRAS.

La deteccién de la bacteriemia y Ia fungemia constituye una de las prioridades del Servicio
de Microbiologfa Clinica, dada su importancia diagndstica y pronostica ya Que se asocia con
una elevada mortalidad, Se define como bacteriemia la presencia de bacterias en la sangre
que se pone de manifiesto por el aislamiento de éstas en los hemocultivos, El término
fungemia se utiliza para designar la presencia de hongos en la sangre. Septicemiay sepsis
son expresiones que se emplean para denominar el sindrome clinico con el que
habitualmente se manifiestan las bacteriemias o las fungemias, independientemente del
resultado de los hemocultivos.

6.2.4.1 Fundamento
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Seria imposible detallar todas las situaciones en las que se deben extraer hemocultivos,
pero, de forma general, deben realizarse, antes de la administracién de la terapia
antimicrobiana sistémica, siempre que exista sospecha clinica de sepsis, meningitis,
osteomielitis, pielonefritis, infeccion intraabdominal, artritis, infecciones graves de la piel y
tejidos blandos, neumonia, endocarditis y fiebre de origen desconocido (absceso oculto,
fiebre tifoidea, brucelosis, tularemia, etc.). Los signos que orientan esta sospecha incluyen
fiebre o hipotermia (neonatos, ancianos), escalofrios, leucocitosis o granulocitopenia,
deterioro uni o multiorgénico de etiologfa no aclarada, shock, compromiso hemodinamico de
causa desconocida y combinaciones de algunos de ellos. La extraccion de hemocultivos esta
indicada, asimismo, en niftios pequefios o ancianos con disminucion subita de la vitalidad, ya
que en estas poblaciones pueden no presentarse los signos y sintomas tipicos de la
bacteriemia.

El procesamiento de los hemocultivos constituye una de las prioridades del Servicio de
Microbiologta Clinica.

- Pacientes con fiebre 2 38° C o cuya temperatura sea inferior a 36°C.

- Pacientes con leucocitosis o leucopenia.

- Pacientes con trombopenia o alteraciones de la coagulacion de causa no filiada.

- Pacientes con infeccién focal de etiologia no aclarada.

- Pacientes con deterioro uni o multiorganico, shock ¢ inestabilidad hemodinamica.

- Neonatos ante la minima sospecha de infeccion.

El cultivo de la sangre debe complementarse con el de otros fiuidos como lquido
cefalorraquideo, orina, muestras del tracto respiratorio inferior o liquido sinovial en pacientes
con sospecha de meningitis, pielonefritis, neumonia o artritis séptica, respectivamente.

Rendimiento del hemocultivo:

Tiempo critico de la toma de la muestra.
Volumen de sangre.

Empleo de medios de cultivo apropiados.
Terapia antibidtica.

6.2.4.2 Documentos de consulta
v Cuadernos de Regisiro de hemocultivos.
v Normas I.N.S. de las pruebas de sensibilidad a los antibicticos.
v Normas de bioseguridad.

6.2.4.3 Toma de la muestra

Indicaciones:

Las indicaciones para la obtencion de cultivos de sangre son multiples, pero basicamente lo

son:

e Un cambio subito de la frecuencia de pulso y la temperatura, acompafiade o no de
escalofrios, postracion o hipotensidn.

« Una historia de fiebre leve, intermitente y persistente, asociada con un soplo cardiaco.
Cualquier sospecha de sepsis.
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Fecha y hora de recepcion de la solicitud.

Pago respectivo por caja, tramite PP o exonerado.
Datos completos legibles.

Dx. Presuntivo.

Germen sospechado.

Uso o no atb.

Eleccién del medio para hemocultivo:

Depende def microorganismo que se desee aislar.

Medios generales:

o Medio monofésico: Caldo Tripticase soya o Infusién cerebro corazén (45ml, 20ml)

© Infusién cerebro corazén con agar, permite desarrollo de bacterias aerobias como
anaerobias.

o Caldo de Tioglicolato para bacterias anaerobias.

o BACTEC 9050(caldo de digerido de soya-caseina con resinas).

Elegir de acuerdo a la edad del paciente

o Medios BACTEC Plus Aerobic/Anaerobic

o BACTEC PEDS Plus

Control de la calidad del medio.

Medidas generales:

Ratificar que solicitud corresponda al paciente.
Registrar T° del paciente en ese momento.
Anotar en la orden: responsable, fecha, hora.
ROTULAR frasco.

Posicién del paciente.

Técnica de puncién venosa para cultivo de sangre con una aguja estéril y jeringa:

Definicion: El método de hemocultivo con

de asepsia y afiadirla a un frasco que contiene medio de cultivo,

Objetivo:

Realizar una técnica aséptica, libre del riesgo de contaminar la muestra,
Servir de apoyo diagnéstico oportuno y eficaz.

A. Preparaci6n del material

En una bandeja se preparara:

Una ligadura.

Un recipiente con algodén.

Un frasco con solucién yodada y algodén impregnado en alcohol de 70 °.

Una jeringuilla desechable de 10 ml de capacidad con su correspondiente aguja L.V.
Medio para hemocultivo.

siste en obtener sangre con la mas rigurosa técnica
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Jeringa 10cc, 5ce, 3cc. D/C. 2 agujas D/C.

Guantes estériles.

Alcohol, aigodén.

Alcohol yodado, yodopovidona. Los antisépticos deben ser repartidos en aticuctas
pequefias para €l uso en el dia

Procedimientos generales:

Para minimizar el riesgo de contaminacion de hemoocultivos: TODA PRECAUCION ES
BUENA.

S

o

Lavado de manos.

Uso de mascarilla.

Uso de mandilén.

Uso de guantes esteriles.

. Obtencién de la sangre

Momento y lugar de la extraccién. - Se extraeran 1-3 hemocultivos con el menor intervalo de
tiempo posible después de la aparicién de los sintomas utilizando lugares de venopuncion
diferentes.

Procedimientos especlficos:

1.
2.
3.

Ubicacién de la zona para flebotom|a.

Asepsia de manos y uso de guanies estériles.

Aplicar ligadura.

Colocar la ligadura al paciente tras elegir la vena a pinchar. Tras ello se limpia con un
algodén impregnado en alcohol de 70° una zona de la piel de un diametro de 3-5 cm en
el lugar elegido para la palpacién y los dedos dei explorador. Dejar actuar al menos 1
minuto.

Asepsia de zona de flebotomia:

Pintar ampliamente con povidona la piel de la zona a pinchar (al menos en un didmetro
de 10 cm). A continuacion, se pintaran las yemas de los dedos Indice, medio y pulgar de
la mano utilizada para la palpacion de la vena. El efecto de la povidona no se ejerce de
modo total hasta que transcurre el tiempo suficiente para su oxidacion (secado en forma
rotatoria, centrifuga y cambiar el algodon cada vez que se vuelva a pasar que el
antiséptico actue por lo menos 2' (130", seco.

Retirar el tap6n a presion del frasco BACTEC: Levantar la lengieta plastica de los frascos
y limpiar los tapones con un algodén impregnado en solucion yodada.

Desinfeccion del diafragma del frasco de hemocultivo con alcohol al 70% o alcohol
yodado: frascos BACTEC no usar yodoforos.

. Realizar flebotomia:

e El émbolo llenar todo espacio dentro de la jeringa, para evitar presencia de aire
contaminante.

» Entrar en piel con la aguja a 30 - 45°, por debajo del tugar visible o palpable de la
vena: evita pasar sobre |a vena y sangrado extermno.

« Colocar la aguja sobre la vena y empujar firme y deliberadamente hacia arriba.
Mantener fijada la vena y la guja debe estar paralela a ésta.
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+ Una vez que se ha penetrado en la vena, sacar la sangre aspirando con el émbolo
lenta y sostenidamente

* Es correcta la utilizacion del sistema Vacutainer para la extraccién de los
hemocultivos, teniendo la precaucion de extraer los frascos de hemocultivos antes que
cualquier tubo para otros fines, ya que se puede contaminar la aguja del sistema
Vacutainer y por consiguiente los hemocultivos extraldos con posteriaridad

8. Extraer sangre la cantidad necesaria: proporcién recomendada:
* 10 - 30 cc adultos. Sangre: caldo de cultivo
¢ 1-5cenifios 1:5
¢+ 1-2cclactantes 1: 10
* 0.5-1 cc neonatos.

9. Luego de obtener la cantidad deseada de sangre, soltar Ia ligadura.

10.Retirar la aguja de la vena sin aplicacién de algodén sobre la misma, y coiocar un pedazo
de algodén sobre el sitio de puncién.

11.Cambiar de aguja (variable).

12.inoculacién de la muestra de sangre al medio de culivo a través  del diafragma:
inmediatamente obtenida la muestra para evitar que se coagule.

13.Mezclar el contenido inclinandolo suavemente 2 ~ 3 veces.

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

15, Limpiar la tapa de! frasco.

16.Indicar en el rétulo el N° de hemocuitivo: el N° de historia, nombre del PACIENTE y el
nimero de extraccidn realizada (19, 2% 0 3%), teniendo la precaucion de no tapar la etiqueta
de cédigo de barras del frasco.

17.Transportar el hemocultivo inmediatamente al laboraterio, colocado en un recipiente
secundario apropiado para su transporte, para evitar cualquier derrame,
En caso de usar medio BACTEC llevar al laboratorio de Microbiologia para que éste sea
intreducido al equipo BACTEC, o guardar a temperatura ambiente en lugar seguro, limpio
Yy seco, hasta que lo Gitimo pueda ser posible.

C. Envio de los hemocultivos al laboratorio

1- 8e rellenar4 una solicitud para cada extraccién. Es absolutamente necesario indicar en [a
salicitud el nombre del paciente, el servicio donde se encuentra ingresado, el nimero de
cama y el solicitante con objeto de informar los resultados preliminares en caso de
positividad. Serla deseable afiadir en la solicitud otra informacion Gue ayudara a la
valoracién de la bacteriemia en el laboratorio como si estd recibiendo tratamiento
antibidtico, la enfermedad de base del paciente, el sindrome clinico que padece en el
momento actual y si la infeccion es de adquisicién nosocomial o comunitaria.

2.- Los frascos de cada paciente con su solicitud se enviaran inmediatamente al Servicio de
Microbiologla, donde se introduciran en una estufa a 35-37°C. Nunca deben dejarse an
Refrigeradora.

D. Recepcidn y registro de los hemocultivos

El personal del laboratorio procedera de la siguiente forma:
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1- Comprobar que cada frasco llegue acompafiada de su solicitud correspondiente y que
coinciden los datos que figuran en la solicitud y en los frascos.

2- Asignar a cada extraccién, bien sea de dos o un solo frasco, un namero correlativo del
regisiro general. Dicho namero se anotaré en la solicitud y en el frasco o frascos de cada
extraccion,

3. Colocar los frascos por orden numérico y lievarlos al laboratorio de microbiologia. Las
solicitudes pasaran a Toma de muestra para su registro en el sistema de gestidn del
laboraterio.

4- Aunque existan graves deficiencias en el envio de la muestra, dada la importancia del
diagnostico de bacteriemia, nunca seré rechazada, Sin embargo, constarda en la
informacion de la solicitud: "Interpretar resultados con precaucién...”, anotandose el fipo
de deficiencia encontrado.

Criterios para rechazar una muestra para HEMOCULTIVO:

Inadecuada temperatura de transporte.

Demora en el envio al laboratorio (por encima del coordinado).

Muestra sin rotuiar o mal rotulada, o no concuerda con solicitud.

Muestra con evidencias de haberse contaminado o derramado 0 deteriorado.

De la Preparacion de MEDIOS DE HEMOCULTIVO:
Medio liquido (1.N.S.)

. Pesar 30 gr de caldo tripticasa soya 'y disolver en 1 litro de agua destilada.

_ Afadir 0.25 mide polianetol sulfonato de sodio. (SPS al 0.025%}

. Afadir 10 m! de hematina (10 mg/ml) e isovitalex.

- Colocar 20 ml en frasco de 50 mi (nifios). Para adultos 40 mi. Cerrar el frasco
parciaimente.

Colocando un tapon de jebe de tipo de licfilizar,

- Envolver la bandeja con los frascos de papei Krafl.

- Esteriiizar a 121°C por 15 minutos.

- Colocar 24 horas en la estufa con coz.

- Sacar de la esiufa e inmediatamente presionar los tapones de jebe para un cierre
hermético.

- Controlar por 24 horas a 37 °Cy 48 horas a temperatura ambiente Este medio ademas
de demostrar gran recuperacion de microrganismos, permite eliminar gran porcentaje de
riesgo de contaminacion.

El anticoagulante SPS es el irds adecuado debido a que posee 03 caracteristicas:

v Antifagocitaria (inactiva la accién de macroéfagos y neutréfilos).

v Inactiva la accién de los antibioticos (kanamicina, gentamicina estreptomicina, polimixina)
v Inactiva el factor del Complemento.

El suplemento isovitalex eleva el grado de nutrientes del caldo y favorece el desarrollo
adecuado de los germenes.

1a hematina facilita la recuperacion facil det Haemophilus influenzae.
Control de calidad del medio liguido para HEMOCULTIVO:
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- Inocular un cultivo de Haemophilus influenzae en agar chocolate y un cultivo de
Streptococcus pneumoniae en agar sangre e incubar por 24 horas,

- Hacer una suspensién de cada bacteria e inocularlas en frascos diferentes.
~ Incubar a 37° C por 7 dias.

- Observar por presencia de crecimiento y subcultivar en medios apropiados a las 24,48y
alos 7 dias.

Medio bifasico

Medio Sélido:

800 ml de agua destilada.
32 gr de agar tripticasa soya.
4 gr de citrato de sodio.

12 gr de agar granulado.

Se funde por ebullicién y se reparte en frascos de 125 ml donde se colocan 15 a 20 ml. Se
autoclava a 120 °C por 15 a 20 minutos y se deja que solidifique por una de las paredes del
frasco. Cuando el medio esté duro, se afiade asépticamente el medio liquido.

Medio Liquido:

1000 mt de agua destilada.

30 gr de caldo tripticasa Soya o caldo triptosa o infusién cerebro - corazén,
5 gr de citrato de sodio.

Se esteriliza en autoclave a 121° ¢ por 15 a 20 minutos, junto con e medio sdlido. Cuando
el medio sélido esté solidificado, se afiade asépticamente 20 a 25 mi del caldo arriba descrito.
Entonces el frasco ya tiene una fase sdlida en una de las paredes y una fase liquida an el
fondo. Se colocan tapones de jebe.

Controlar la esterilidad del medio a 37 °C por una semana y a temperatura ambiente por una
semana maés.

Control de calidad del medio bifasico para HEMOCULTIVO:

Se utilizan cepas de Brucella y Salmonella por €j. Para verificar si el medio es 0 no adecuado.
Se recomienda que el medio de hemocultivo permita el ingreso de €0z, ya que las cepas de
Brucella abortus requieren de éste para su crecimiento primario. Esta es una condicién que

limita la recuperacién de esta especie. En muestro medio, Ia mayor parte de los frascos de
hemocultivo no cumplen con esta recomendacién.

6.2.4 UROCULTIVO

El Urocultivo es el método indicado para el aislamiento e identificacion de los agentes
etiol6gicos de infecciones del tracto urinario (ITw).

De la Obtencién de la Muestra:
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1. Constatar que !a solicitud de analisis tenga los datos completos, llenados correctamente
con letra legible y con firma del médico solicitante.

2. Que la solicitud esté debidamente sellado y registrado por caja segun tarifa vigente o que
tenga el tramite de Servicio Social en caso de exoneracién o pendiente de pago.

3. No tener terapia previa (72 horas). En casos especiales se realizara el Urocultivo, 2
pacientes con evolucion desfavorable a pesar de estar recibiendo terapia antimicrobiana.

4. Proceder a la obtencion de la muestra: Lavar previamente los genitales conaguay savlon.
Indicar que al momento de orinar separe los labios vaginales si es mujer, 0 retraiga el
prepucio si es hombre.

Se puede recoger 1a primera orina de la mafana; pero i no es posible, se recogera la
orina a las 3 horas de haber realizado la Gltima miccion (acto de orinar).

Debe recoger la segunda parte de la orina, directamente en el recipiente estéril que se le
entrega luego de realizar el lavado de los genitales.

5. En nifios pequefios, en los que es dificit que controlen la miccién, se le colocaré una bolsa
estéril {previo lavado de ios genitales) y se vigilara continuamente la salida de la orina. Si
transcurre una hora sin haber oriundo, colocar una nueva bolsa repitiendo todo el
proceso.

6. Si desde el momento en que se toma la muestra hasta llevarla al laboratorio de
Microbiologia para su procesamiento tiene que pasar més de una hora, conservar a 40C
para evitar la multiplicacion bacteriana, ya que Ja orina es un excelente medio de cultivo
y ol tiempo de generacion de las bacterias mas frecuentemente aisladas es de 20-45
minutos, evitando asi falsos resultados positivos.

Del Procesamiento:

foATLIR R4 L2

1. Agitar el recipiente que contiene la orina, para homogenizarla (ya que las bacterias
sedimentan bien por ellas mismas, 0 bien son arrastradas por la posible existencia de
leucocitos; de modo que el resultado del cultivo represente la totalidad de la muestra.

2. Con un asa calibrada (0.001 ml) se siembra una placa de Agar Mac Conkey para
aislamiento y seleccién de bacterias gram negativas; y una placa de Agar Chapman para
el aislamiento de Estafilococo. Estas placas se incubaran a 35°C durante 18 hrs.

3. Al mismo tiempo de la siembra, utilizando el asa calibrada se depositara una gota de
orina en un recuadro de 1 cm2 situado en el centro de un portaobjeto, previamente
rotulado con el niumero de ia muestra, con la precaucion de que la gota no salga de éste.

A la extension se le haré una tincion de GRAM y se observara con el objetivo de 100x.

. Visualizacién de la tincién de GRAM:
o Se observara con el objetivo (X1 00) diez campos dentro del cm2 Le anotard el numero
de gérmenes para cada campo y se calculara la media aritmética.
e Sise observan distintos tipos morfolgicos y tintos riales se anotaré en el protocolo.
e Para calcular en nimero de gérmenes por ml que existen en la muestra, sé realizaréa 1a
siguiente operacion:
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X . 400. 100 Namero total /m|

X :Media aritmética de las bacterias observadas en los 10 campos.
400: Representa el nimero total de Campos que existen en un cm2.
100: DHucién utilizada al utilizar el aso calibrada de 0.001 ml

s Sise observan células epiteliales, se anotara sj son escamosas, de transicién o renales.

6.2.4.1 Lectura de los cultivos

Placa de Mac Conkey: Se confirmara la pureza o no del cuttivo, teniendo en cuenta que al
ser un medio selectivo no va a permitir el crecimiento de los cocos gram-positivos, con
excepcion del enterococo.

El aspecto macroscépico de la colonia nos permitira diferenciar las bacterias fermentadoras
de lactosa de las no fermentadoras, y asimismo establecer una identificacién presuntiva de
la bacteria causante de Ia infeccidn urinaria.

Para el recuento de colonias, se multiplicara por e factor 1000 si se utilizé el asa calibrada
e 0.001 ml y asi se obtendra el nimero de bacterias por ml o ef nimero total de unidades
formadoras de colonias por ml (UFC/m),

Cuando se trate de muestras obtenidas por puncién vesical {suprapUbica) o de pacientes
con transplante renal hay que valorar cualquier nimero de gérmenes que existan en la placa.

En caso de que se presenten dos o mas tipos de colonias, se proceders a la repeticién con
una nueva muestra, ya que la existencia de dos o mas tipos de gérmenes es indicativa de
una posible contaminacién.

Placa de Agar Chapman: Si se aisla estafilococo coagulasa negativo, el resultado se valorara
con respecto al diagnéstico del paciente y en determinadas circunstancias especiales
{(inmunodeprimidos, transplante renal, etc.)

6.2.4.2 Identificacion, bioguimicay antibiograma;

Basados en la identificacién presuntiva se realizaran las pruebas bioquimicas necesarias
para la identificacion correcta.

Para realizar el antibiograma por disco difusién: Tocar 3 - 4 colonias e inocular en un tubo
de M—H caldo, previamente rotulado y luego determinar sensibilidad.

6.2.5 COPROCULTIVO

El coprocultivo es el método indicado para el aislamiento a identificacion de bacterias
enteropatégenos. Estos pertenecen principalmente a la Familia Enterobacteridcea y se

De la Toma de muestra:

Antes de iniciar el tratamiento antimicrobiano o después de 3 o 4 dias de haberse
suspendido para asegurar un buen resultado.
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La muestira no debe estar mezclada con orina y debe remitirse al laboratorio antes de las 2
horas de obtenida la muestra.

En el caso de nifios lactantes o pacientes con dificultad de movilizarse la muestra consistira
en un hisopado rectal.

En caso que el tiempo de obtencién de la muestra y la llegada al laboratorio sea mayor de 2
horas empiear el medio Cary Blair (1 gr de heces / 10 ml de preservativo).

De la Recepcion de la Muestra:

1. La muesira debe ser obtenida por hisopado rectal, en un tubo debidamente rotulado
(cédigo y nombre del formato adjunto).

2. Comprobar que el formate tenga los datos completos, llenados correctamente con firma
del médico solicitante.

3. Constatar que el formato asté sellado y registrado por caja, excepto los de Vigilancia
Bacterioldgica.

4. Para la Vigilancia Bacteriologica s reciben las muestras tomadas los dias lunes de cada
semana epidemiologica durante las 24 horas y en los dlas siguientes, las muestras
sospechosas de COLERA Y DISENTERICAS.

5. Horario de recepcion: De 8 am. a 12 m., todos los dias.

6. Codificar con clave “C”y numero correspondiente y registrar en el cuaderno respectivo el
dia en que se recibe la muestra.

De! Procesamiento:

1. PRIMER DIA

La siembra se haré a partir del medio de transporte respectivo (Cary Blair), depositando en
un extremo de |a placa para luego hacer las estrias en toda la

Superficie del medio.

Sembrar en Agar XLD, Agar SS, Agar TCBS y Agar Mc (5 afios) en estria e incubar pot 18 -
24 hrs. a 35 - 37°C.

Luego colocar la muestra en caldo selenito y en agua peptonada € incubar por 6aBhrs. a
37c C.

a) Agar Mac Conkey: Para buscar colonias lactosa positivas, tipicas de E. coli. Esto permitira

evaluar presencia de la flora coliforme en et paciente. Ademas, evaluar presencia de
EPEC, EHEC y ETEC.

b) Agar Salmonelia-Shigelia: Para buscar colonias lactosa negativas (incoloras) con o sin
produccién  de H.S, correspondiendo a presuntas Salmonella o Shigella,
respectivamente.

¢) Agar XLD: Para investigar Salmonellay Shigella.

2. SEGUNDO DIA

4¢
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Seleccionar las colonias sospechosas:

En AGAR XLD:
Salmonella (colonias rojas a veces con punto negro, amarillas con punto negro o
completamente negras). Shigelia {colonias rojas). Escherichia cofi (colonias amarillas).

En AGAR MC:
Salmonella y Shigelfa {colonias translucidas e incoloras).
Escherichia coli (colonias rojas).

En AGAR TCBS:

Vibrio cholerae (colonias de color amarillo, redondas, cremosas, ligeramente convexas de 2
-4 mm de didmetro).

Las colonias sospechosas sersn repicadas en tubos con TS|, LIA, Citrato de Simmons, SIM,
Asimismo, la prueba del indol se realiza con reactivo de Kovacs. Luego Incubar por 18 - 24
hrs.a37°C.

Sembrar en Agar SS y XLD a partir del Caldo Selenito y en Agar TCBS a partir del Agua
Peptonada. Incubar por 18 — 24 hrs. 3 370C,

3. JERCER DJA

Realizar la lectura y Ia interpretacion bioquimica del TS|, LIA, Citrato, motilidad e indol. Si las
pruebas bicquimicas son compatibles con el germen sospechado, se procederd z Ia
Identificacién Serolégica y al Antibiograma respectivo.

Seleccionar las colonias sospechosas del AGAR SS: Salmonella {colonias traslicidas e
incoloras, algunas se presentan con bordes incoloros y el centro negro). Shigella (colonias
traslicidas e incoloras). E. coli (colonias rojas).

Del Agar TCBS: V. cholerae (colonias amarillas).
Estas colonias sospechosas seran repicadas en los medios diferenciales ya mencionados,
s6lo si no se han aislado en log medios iniciales.
Las colonias sospechosas de V. cholerae son sometidas ademas a la prueba de oxidasa y
al test de la cuerda,

4. CUARTO DIA:

Realizar la lectura de ios antibiogramas seg(in tabla de sensibilidad, midiendo los halos de
inhibicidn con regla.

Proceder a la lectura de los medios diferenciales de resiembra Yy seguir los pasos anteriores
hasta su total identificacién.

Preparar el resultado con el germen patdgeno aislado y su respectivo antibiograma. Los
resultados negativos se consignardn asl: NEGATIVO a Vibrio cholerae, Shigella y
Salmonella. En caso de nifios: NEGATIVO a Vibrio cholerae, Shigelia y Salmonella y EPEC.

CULTIVO DE SECRECIONES

Materiales y equipos
Pinza estéri!

H“
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Estufa de 35 a 37°C

Mechero de bunsen

Guantes de latex, mascarilla
Contenedor de material contaminado

Medios de cultivo:

Agar sangre

Agar chocolate

Agar Mc Conkey

Se puede introducir otros medios x ej. Agar Chapman

PROCEDIMIENTO

1. PRIMER DIA CULTIVO

Realizar los cultivos cerca del mechero de bunsen

Utilizar placas con medios de culiivo cuando éstas hayan alcanzado la temperatura ambiente
Seleccionar la porcion de la muestra mas purulenta o que tenga mas sangre

Utilizando un hisopo estéril inocular la muestra en un extreme de la superficie de las placas
de medios de cultivo

Utilizando el asa de siembra y tomando como referencia central el indculo de la muestra,
realizar la siembra por estrias en 4 cuadranies de |a placa

Luego inocular la muestra al Thioglicolato (TSB), en caso que la muestra venga con hisopo,
éste sera colocado en TSB.

Incubar las placas con los medios de cultivo a 35-37°C por 24 horas.

FROTIS

Seleccionar la porcién méas purulenta de la muestra o gue contenga sangre.

Suavemente extenderla en la lamina portaobjetos, dejar secar y coloreario.

Nota: Las muestras de secrecion vaginal se realiza examen directo y a la muestra de esputo
no son inoculadas en TSB

LECTURA
Alas 24 horas.
St no hubiera crecimiento incubar por 24 horas mas.

2. SEGUNDO DIA

IDENTIFICACION BACTERIANA: COCOS GRAM (+) Y BACILOS GRAM (-)

COCOS GRAM (+):

Determinar si en aislamiento es estafilococo, estreptococo, enterococo. Esta identificacion
se realiza en base a la morfologia de la colonia, tipo de hemolisis, forma de las hacterias por
coloracion Gram a partir de un cultivo y realizar la prueba de reaccién a la catalasa y la
prueba de coagulasa.

Nota: Al coger la colonia con el asa de siembra tener cuidado de no arrastrar algo de Agar
Sangre porque la catalasa presente en los eritrocitos puede dar resultados falsos positivos.

BACILOS GRAM (-} FERMENTADORES:

Escherichia coli, Klebsiella, Enterobacter:

identificar las colonias segun su color, tamafio y actividad hemolitica.

Estas bacterias se desarrollan en Agar Sangre y Agar Mc Conkey (siendo ésta la mejor
diferenciacién de las colonias).
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Lectura de los cultivos en Agar Mc Conkey:
Las colonias son subcultivadas en medios diferenciales
Se realiza pruebas bioguimicas:

Utilizacién de la lactosa

Utilizacién de la glucosa

Produccién de gas de glucosa
Descarboxilacién de la lisina

Produccién de sulfuro de hidrégeno
Utilizacién de citrato

Produccitn de ureasa

Produccién de indol

Motilidad

Procedimiento:

Identificar la colonia sospechosa que se encuentra en la placa Mc. Conkey

Esteritizar al rojo vivo el asa de siembra recta y dejar enfriar

Obtener la colonia con el asa recta, tratando de no tocar el fondo del medio de cultivo ni otra
colonia vecina.

Sembrar por estria en los medios diferenciales empezando por el citrato, urea (en la
superficie), TSI, LIA (introduciendo el asa por &l centro hasta tocar ei fondo del tubo, retirar
por el mismo frazo y sembrar por estrla en la parte inclinada),

Sembrar por puntura en el centro del MIO.

Incubar a 35-37°C de 18 a 24 horas y realizar las lecturas respectivas.

BACILOS GRAM (-) NO FERMENTADORES: Pseudomonas, Acineytobacter, otros.
Observar la morfologla de la colonia.

Produccién de pigmentos diferentes si estén presentes.

Olor caracteristico.

Realizar las pruebas bioquimicas, seguir los pasos descritos para los bacilos gram negativos
fermentadores

Prueba de la oxidasa a la Pseudomona.,

3. TERCER DIA

Realizacion de los antibiogramas.
Materiales:

Placas de Mieller Hinton

Esténdar de Mc Farland 0.5
Hisopos con punta de algodén
Discos de antibiogramas

Tubos de prueba 13 x 100 estériles
Na Cl0.85%

Mechero de Bunsen.

Procedimiento;

Preparacion del inéculo:

Con un asa de siembra se tocan 4 o 5 colonias morfolégicamente iguales y se suspende en
el CINa, hasta que la turbidez sea igual al tubo 0.5 de la Escala de Mc Fariand

Siembra de las placas;

Sumergir en el tubo un hisopo estéril, remover el exceso del indculo rotando el hisopo contra
las paredes del tubo.
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Con el hisopo, inocular la superficie total del Agar Mueller Hinton, en 3 direcciones para
asegurar una distribucién uniforme.

Dejar secar entre 3 2 5 minutos.

Colocar los discos de Antibioticos con la ayuda de una pinza estéril, haciendo ligera presion
sobre Jos mismos o asegurando un buen contacto con la superficie del Agar.

Colocar las placas en Ia incubadora en forma invertida, incubar por 16 — 18 horas a 37 °C.
Realizar la lectura y la interpretacién de la prueba.

Medir los halos de inhibicién con la ayuda de una regla milimetrada

Interpretar los halos de inhibicion como Sensible, Intermedio o Resistente.
GENERALIDADES:

A. En el grupo ce secreciones se incluyen:

- Muestras del tracto respiratorio aito.

- Muestras del tracto respiratorio bajo.

- Muestras de liquidos biolégicos: Aquéllas que son obtenidas por puncién de cavidades
cerradas. Se incluyen al LCR, L peritoneal, pleural, ascitico, pericérdico. Normaimente
estas muestras son consideradas estériles y cualquier microorganismo que se aisié debe
ser identificado y reportado.

- Muestras de heridas.

- Otras secreciones: Sec. ocular, dtica, uretral, prostatica, vaginal, endometrial, etc. Son
muestras que proceden de los diferentes organos que estan en comunicacion con el
medio ambiente, unos directamente y otros a través de conductos. Tienen en comun la
presencia de flora normaly por lo tanto los cultivos de estas secreciones estaran dirigidas
a investigar la presencia de germenes patégenos.

B. Al recibir una muestra debemos asegurarnos de la esterilidad del recipiente, que tenga la
cantidad y calidad adecuadas y que sea procesado lo mas répido posible.

C. Para la seleccion de los medios de cultivo se tendra en cuente: el origen de la muestra,
las especies bacterianas patdgenas comunmente encontradas, flora normal de Ia region
de donde procede la muestra, la informacién clinica y la coloracion de GRAM nos hace
sospechar en una infeccion inusual.

D. La forma de siembre recomendada es la de dispersién por agotamiento, obteniendo
colonias mejor alsladas.

E. Los medios de cultivos que se utifizan para la diversa variedad de muestras se ilustran
en el cuadro adjunto.

F. Para el estudio microscopico hacer frotis de las porciones mas representativas de la
muestra (que contengan material purulento ylo sangre). Realizar la coloracion GRAM y
observar el microscopio.

G. Para el reporte de los resultados se considera lo siguiente:

« De muestras estériles: Todos microorganismos debera ser identificado y reportado
con su respectivo antibiograma.

« De muestras que proceden de zonas que tienen flora normal: o cuando hay incremento
no usual de algiin componente de laflora normal (desarrollo puro}. Sino hay desarrollo
de gérmenes patbgenos y solo desarrolla flora normal se reportara:

NO SE AISLA GERMENES PATOGENOS
Si no hay desarrolto: “NO SE AISLA GERMENES"

LIQUIDO CEFALQRRAQUIDEO:
El estudio microbiologico del L.C.R. tiene por finalidad aislar e identificar los agentes
microbianos que con mayor frecuencia causan meningitis.
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De la Recepcion de le Muestra:

a) Constatar que la solicitud de anélisis tenga los datos completos, llenados correctamente
con letra legible y con firma del médico solicitante.

b) Que la solicitud esté debidamente sellado y registrado por caja segun tarifa vigente o
que tenga el tramite de Servicio Soctal en caso de exoneracién o pendiente de pago.

¢) No tener terapia previa (3 semanas). En casos especiales se realizars el estudio de
L.C.R. a pacientes con evolucién desfavorable, a pesar de estar recibiendo terapia
antimicrobiana.

d) Lamuestra debe ser obtenida por el clinico en un frasco de penicilina estéril con tapa de
gorra y ser trasladada de inmediato al laboratorio de Microbiologla para su
procesamiento. En caso de no poder realizar el transporte de inmediato, la muestra se
conservara SIEMPRE A 37°C, NUNCA se mantendra a temperatura ambiente ni se
guardard en nevera.

e} Larecepcién de la muestra de L.C.R. se realiza en el Servicio de Microbiologia hasta las
12 m. y a partir de esa hora son recepcionadas por el Laboratorio de Emergencia, dichas
muestras deberan ser conservadas adecuadamente y ser transportadas a Microbiclogia
a las S a.m. del dia siguiente.

Se debe tener en cuenta que la muestra dei L.C.R. se considera prioritaria sobre
cualquier tipo de muestra, por lo que se dara entrada para su procesamiento inmediato.

Del Procesamiento:

Antes de iniciar el procesamiento de la muestra, deberd anotar es el aspecto
macroscépico del L.C.R.

Si el volumen de le muestra es suficiente (mayor de 2 cc) serd centrifugada en tubos estériles
con tapodn de papel de aluminio durante 10 minutos a 3,000 r.p.m. No debe interrumpirse la
centrifugacién de una manera brusca, a fin de conseguir una sedimentacidn total de las
células y gérmenes.

En caso de que el volumen de la muestra no sea suficiente se procedera directamenite a |a
siembra y tincién de la misma,

Luego de centrifugar ia muestra (o sin centrifugar) recoger el sedimento con una pipeta
Pasteur estéril, conservando el sobrenadante en un tubo de ensayo estérit y sembrar 1 a 2
gotas en los siguientes medios: Thiogficolato, Caldo de infusién cerebro—carazoén, Agar
sangre, Agar Chocolate con estria de estafilococo. Estos medios deben estar rotulados
previamente con:

v Numero de la muestra

v" Fecha de la siembra

v Atmésfera de incubacitn
Sembrar es thioglicolato en condiciones anaerobias (no introducir burbujas de aire), para lo
cual se introduce la pipeta hasta el fondo del tubo, se libera el L.C.R. al tiempo que subimos
la pipeta por la pared del tubo.

Los medios ya inoculados se incubaran a 352C en las siguientes condiciones:
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La placa de Agar Chocolate con estrie de estafilococo en atmosfera de 10% de C02. Mientras
que las placas de Agar Sangre y el tubo de Thioglicolato se incubaran en aerobiosis,

El tiempo de incubacion de las placas sera de 48 horas. Mientras que el Thioglicolato sera
incubado hasta 7 dias.

5_Visuaiizacion de las tinciones:

Se empleard un minimo de 10 minutos para la observacion de cada tincion y se recorreran
un minimo de 50 campos (X100). Se anotara la cantidad y los diferentes tipos celulares que
se observen. Si se observa cualquier tipo de bacteria: Describir su morfologia (cocos, bacilos,
hongos), su reaccion tintorial {(gram positivo, gram negativo, gram-variable, BAAR), e infor-
mar al clinico el mismo dia que ingreso la muestra.

6. Examen de los Cultivos:

Se examinaréan los cultivos a las 24 y 48 horas ce incubacion. Si se observa crecimiento se
anotaran los siguientes datos: Medios en que crecio, Tiempo de incubacién requerido,
Atmoésfera de incubacion, Diagnéstico presuntivo segin las caracteristicas de las colonias y
que sueco serdn sometidas a una tincion de GRAM.

Si no se observa crecimiento a las 48 horas de incubacién se descartaran corro
NEGATIVOS,

7. Identificacion:

Neissera meningitidis: Ver aspecto ce la colonia, crecimiento en todos los medios
sembrados. Ante la sospecha de aislamiento de Staphilococcus se realizaran las siguientes
pruebas: Oxidasa, Catalasa, Azucares (glucosa, maltosa, sacarosa, lactosa). Luego reaiizar
antibiograma en medio de Mueller — Hinton por el método de disco-place e incubando en
atmésfera de CO2.

Haemophilus influenzae y Streptococcus: Ver s. nasofaringea.

Staphiloccoccus: Ver aspecto de la colonia, crecimiento en todos los medios sembrados.
Ante la sospecha de aislamiento de Staphilococcus se realizaran las siguientes pruebas:
Catalasa, Coagulasa, Beta-lactamasa, Antibiograma cisco-placa e intubacion en aerobiosis.

Bacilos gram-negativos: Ver aspecto de la colonia, crecimiento en todos los medios
sembrados. Ante la sospecha de aislamiento de bacilos gram—negativos se realizaran las
siguientes pruebas:

Oxidasa, TSI, Citrato, Urea, Indol, Motilidad, L1A, Antibiograma en medio de Mueller - Hinton
por el método de disco-placa e incubacion en aercbiosis.

Criptccoccus neoformans: Ante la sospecha de c. necformans se realizard: Examen en
fresco con tinta china. ;

Coloracién GRAM: Cocos grandes, iregulares y gram-positivos.

Siembra en medio de Saboraud.

Si ta muestra de LCR corresponde a un paciente con sospecha y/o con diagnostico HIVISIDA
se conservara a temperatura ambiente y se coordinara con el responsable de control de
calidad para que dicha muestra sea enviada al INS para estudio de aglutinacion en latex.

Secrecién nasofaringea:
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De la recepci6n de la Muestra:

La muestra debe ser obtenida por el clinico utilizando un sono de alambre flexible con punta
de alginato de calcio. Para esto sa inmoviliza al paciente recostando Ia cabeza hacia atras,
luego se introduce el hisopo, rotdndolo dentro de la fosa nasal y pasando hacia la
nasofaringe sin forzar, dejar por 5 segundos y retirarlo lentamente.

Para asegurarnos que el hisopo esté en la nasofaringe, éste debera ser pasado a una
distancia que sea la mitad entre la nariz del nifio y el extremo de su oreja.

Luego el hisopo se inocula directamente al meato ce cultivo o se deposita en el medio de
transporte de Amies para su envio al laboratorio. El hisopo no debe mantenerse en el medio
de transporte por mas de 48 horas Y son estables a temperatura de 10°C 3 309C,

Del Procesamiento:

Los hisopados nasofaringeos tomados del tracto respiratorio superior se usan para inocular
en los medios de cultivo primarios. Se deben utilizar también medios selectivos, porque ofras
bacterias diferentes de Streptococcus pneumonias Haemophilus infiuenza generalmente
estén presentes y pueden cubririos.

Para Streptococcus pneumoniae se usa una placa de Agar Tripticasa Soya con sangre de
carnero o caballo (5%); y Sulfato de Gentamicina (5 ug/m| de medio).

Para Haemophilus influenzae se use una placa de Agar Chocolate preparada a menos de
80°C con Bacifracina (300 ug/ml de medio).

El hisopo debe rodar sobre un cuarto de la placa iuego con un asa bacteriolgica se siembra
por el Método de Dispersién-agotamiento, para lograr colonia aisladas.

Primero debe inocularse la placa de Agar Sangre con gentamicina, luego la placa de Agar
chocolate con bacitracina.

Visualizacién de la tincién de GRAM:

Streptococcus pneumoniae se presenta como diplococos grampositivos lanceolados, a
veces en forma de cadena corta.

Haemophilus influenzae se presenta como bacilos gramnegativos pleomérficos pequefios,
raramente agrupados.

Reconocimiento de las colonias:

En el Agar Sangre con gentamicina, Streptococcus pneumoniae aparece como una colonia
Pequefia, grisdcea y mucoide, rodeada por una zona verdosa de hemdlisis (hemélisis aifa).
A las 24 a 48 horas, las colonias se vuelven aplanadas y la parte central se deprime.

En el Agar Chocolate, preparado a menos de 80°C, con bacitracina, Haemophilus influenzae
aparece cono colonias granees aplanadas, incoloras o gris opacas. No hay hemélisis o
decoloracién det medio.

H. Identificacién del Streptococcus pneumoniae:

Prueba del Optochin: La identificacién presuntiva del Streptococcus pneumoniae se hace
determinando la susceptibilidad de la cepa al Optochin,

Con un asa bacteriolégica se pica una colonia alfa—hemolitica y se slembra en una en una
placa de agar sangre (sangre de carnero al 5%).

Después de la siembra, se coloca asepticamente un disco de Optochin de 6 mm. De didmetro
(con & ug de Optochin), al final de ta siembra inicial,

Las placas se incuben en incubadora con C02 o en una jarre ¢on e! método de la vela a 35°C
por 18-24 horas.
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Las cepas alfa-—hemoliticas con una zona de inhibicién def desarrollo mayor de 16 mm. de
diametro son Streptococcus pneumoniae. Las cepas con zonas de inhibicién entre 8 y 15
mm. se deberian probar para la solubilidad en bilis.

Solubilidad en Bilis: Esta prueba se utiliza para complementar los resultados obtenidos con
la prueba anterior.

Se toma una asada de la cepa desarrollada en la placa de agar sangre, y hacemos una
suspension en 0.5 ml. de solucion salina estéril. La suspension debe ser igual a 0.5 de la
escala de McFarland.

La suspension se divide en dos cantidades iguales (0.25 ml. por tubo), y se agrega 0.25 ml,
de solucion salina a un tubo y 0.25 ml. de desoxicolato de sodio al 2% (sales biliares} al otro
tubo.

Los tubos se examinan periédicamente en busca de lisis de las células en el tubo con sales
biliares. La prueba es positiva si existe aclaramiento del tubo; o una disminucién en la
turbidez.

Streptococcus pneumoniae es soluble en Sales Biliares. La identificacion fina! en base a
estas dos pruebas se mencionan en la siguiente tabla.

ESPECIE PRUEBAS DIFERENCIALES
P. Optochin P. Solubilidad en bilis

Streptococcus > 16 mm +
pneymonia

Streptococcus 9~15mm +
pneumonia

No 9—-15mm -
Streptococcus

pneumonia

No <0 mm -
Streptococcus

pneumonia

9. Identificacién de Haemephilus influenza:

£l Haemophilus influenza es un organismo fastidioso que requiere medios conteniendo
Hemina (Factor X) y Nicotinamida Adenina Dinucleotido (NAD, Factor V). La identificacion
se basa en el requerimiento con los factores X y V para su desarrolio.

Requerimiento de Factores Xy V:
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De la placa de aislamiento primario se selecciona una colonia y se subcultiva a una placa de
agar chocolate sin bacitracina. Después de Ia incubacién durante la noche, se prepara una
suspension densa en Caldo Tripticasa Soya.

Con un asa grande inoculamos la suspensién en placas de Agar Infusién de Corazén o Agar
Tripticasa Soya, se deja sacar, y se colocan tiras de papel o discos conteniendo Factor V,
Factor X, y Factor XV. Ver siguiente tabla:

ESPECIES REQUERIMIENTO DE Hemdlisis en
DESARROLLO sangre
caballo o
conejo al 5%
Factor X Factor V
H. influenza + + -
H. parainfluenza - + -
H. haemolyticus + + *
H. ducreyi - + +
H. aphrophilus + - \'
vV - -

Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobiana:

Las pruebas se susceptibilidad antimicrobiana miden la capacidad de un antimicrobiano para
inhibir el desarrolio bacteriano in vitro. La susceptibilidad antimicrobiana se puede medir
facilmente usando el método de disco-difusién en agar. Describiremos el medio 6ptimo, el
inéeulo, los agentes antimicrobianos, las condiciones de incubacién ¥y la interpretacion de
resultados.

Para predecir la resistencia antimicrobiana de Streptococcus pneumoniae se recomienda un
disco de oxacilina de 1 ug. Para probar la resistencia al cloranfenicol, se utiliza un disco del
mismo de 30 ug., y para probar Ia resistencia a cotrimoxazol se usa un disco de 25 ug. Para
obtener resultados consistentes con el cotrimoxazol debe usarse el Agar de Mueller — Hinton
libre de Timidina.

Para prdedecir la resistencia antimicrobiana de Haemophilus infiluenza a la penicilina ¥
ampicilina (mediada por beta-lactamasa, asi como la resistencia intrinseca) se utiliza discos
de Ampicilina de 10 ug. Para probar |a resistencia al Cotrimoxazol se usa un disco de 25 ug;
Y para probar la resistencia al Cloranfenicol, se usa un disco de 30 ug.

- Preparaci6n del inéculo pare la Prueba de susceptibilidad:
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o Elindculo para la siembra en la prueba de susceptibilidad se prepara de un cultivo
puro-fresco de Strepiococcus pneumoniae (desarrollado en Agar Sangro durante la
noche) y Haemophilus influenzae (desarrollado en Agar Chocolate durante la
noche).

s Se prepara una suspension celular en solucion salina estéril o en caldo. Se utiliza
una suspension celular igual a la densidad 0.5 de la escala de MacFarland.

o La suspension celular se prepara transfiriendo con un hisopo una porcién del
crecimiento fresco al medio de suspension. La densidad se compara, colocando la
suspension y el entandar de Mac Farand frente a una luz contra un fondo blanco
que tenga lineas negras.

« Si la suspensién es muy densa, debera diluirse agregando mas medic de
suspensian; si es poco densa, deberé agregarse mas células a la suspension.

- Inoculacién del medio para la Prueba de susceptibilidad:

« Cuando se aicance ia densidad apropiada, un nuevo hisopo (de algodén o de
dracén) se sumerqge en la suspensién, luego se retira y el exceso de liquido se
elimina presionando y rotando el hisopo contra la pared del tubo.

« Luego el hisopo se una para inocular le superficie entera ce la placa de Agar
Mueller—Hinton suplementado, por tres veces, rotando la placa 60°C entre cada
inoculacion,

+ Se deja secar el inoculo {usualmente UNOS POCOS minutos y no mas de 15 minutos)
antes de colocar los discos, estos se colocan en el Agar utilizando pinzas estériles y
presionandolos suavemente para asegurar la adherencia al agar.

« Las placas con los discos se incuban en posicion invertida, a 35~0 por 16 a 16 horas,
en una incubadora con 5% de 002.
El método de la jarra con vela se puede utilizar si la incubadora con 002 no esta
disponible.

_ calculo de la Susceptibilidad de las cepas:

« Después de la incubacion por la noche, se mide el didmetro de cada zona de
inhibicién con una regla o calibrador. Las zonas de inhibicion en el medio
conteniendo sangre se miden de la superficie cubierta de la placa con la tapa
removida.

« En toda medicion, las zonas ce inhibicion se miden de los bordes del limite visible
de desarrollo de colonias. La regla se debe colocar cruzando el centro del disco. Los
resultados se registran en milimetros (mm)yla interpretacion de la susceptibilidad
se obtiene comparando estos resultados con las medidas estandar que se muestran
eh 1a siguiente tabla:

AGENTE DIAMETRO DE LA ZONA DE INHIBICION (mrn)
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Resistente Intermedio Susceptible
Cloramfenicol
8. pneumoniae <25 26 - 28 > 29
H. influenzae <12 13— 17 >18
Cotrimoxazol
8. pneumoniae <18 11-15 >16
H. influenzae
Oxacilina
S. pneumoniae <19 - >20
Ampicilina
H. influenzae <19 - > 20

Preservacién y Transporte de S. pneumoniae y H. influenzae:

Para confirmar la identificacion y susceptibilidad antimicrobiana de bacterias aisladas puede ser
hecesario preservar y transportar las cepas a Laboratorios de Referencia, 8. pneumoniae y H.
influenzae son bacterias fragiles, y se debe tener mucho cuidado para su preservacion y transporte.

La viabilidad durante un corto tiempo de almacenaje (mas o menos una semana) es mejor si ambos:
S. pneumoniae y H. influenzae son inoculados en Agar Chocolate inclinado (en tubos con tapa

SECRECION PROSTATICA:

De la Recepcién de la Muestra:

1. La muestra debe ser obtenida por el Urélogo, luego de masaje prostatico, utilizando una
pipeta Pasteur estéril y tratando de obtener un volumen minimo de 12.5 ul, la que sera
disuelta en 2000 ul de suero fisiolégico estéril.

2. De inmediato debe ser enviado al laboratorio de Microbioclogia para su procesamiento,
adjuntado la solicitud con datos llenados correctamente y con el correspondiénte registro
de cafa o el tramite de exoneracién o pendiente de pago por Servicio Social.

Las muestras son recepcionadas hasta las 12 m.
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Codificar con clave "S" y “N" correspondiente y registrar en el cuaderno respectivo eidiaen
que se recibe la muyestra.

De! Procesamiento
Recuento de colonias:

1. Licuar el Agar Mueller Hinton preparados en tubos de prueba estériles en una cantidad
de 18 ml, dejarlo enfriar hasta una temperatura aproximada de 45° C.

2 Frente a un mechero y en forma aséptica inocular 1000 ul de fa muestra dilvida en una
placa petri estéril, utilizando una pipeta de vidrio estéril del cc de capacidad.

3. Rapidamente afadir el agar licuado y enfriado a 45°C a la pleca petri que contiene 1a
muestra y realizar movimientos de rotacién suaves para homogenizar ia muestra.

4. Dejar enfriar hasta que solidifique &l agar

5. Cubrir con envoltura las placas petri e incubar a 37°C por 24 a 72 horas.
RESULTADO:

El nimero de colonias debe multiplicarse por el factor de dilucion: x 160 (2000/12.5).
Cultivo:

La seleccién de los medios de cultivo apropiados depende de los resuitados de la tincién
GRAM, del examen directo y del diagnéstico clinico provisional.

Se recomienda utilizar medios primarios ¥ selectivos a fin de cubrir hasta donde sea posible
ia mayor cantidad de agentes etiolégicos que se esperan encontrar en las infecciones dei
tracto genital.

Microorganismos de importancia clinica:

Control de calidad interno de la prueba de sensibilidad a los antimicrobianos por
disco difusion.

(Método de Kirby — Bauer).

ELABORADO REVISADO Y APROBADO

Nombre/Firma Fecha NMombre/Firma Fecha
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EDICION FECHA ALCANCE Y MODIFICACIONES
01 Edicion Inicial
COPIA REGISTRADA N ASIGNADA

Este documento es propiedad del Servicio de Microbiologla del Hospital Nacional Victor
Larco Herrera. La informacién en &l contenida no podré reproducirse total ni parcialmente sin
autorizacién escrita del responsabie de sy elaboracién.

Las copias no registradas no se mantienen actualizadas a sus destinatarios.

Control de calidad interno para el estudio de Ia sensibilidad a los antimicrobianos por
el método de difusion con discos,

1. Objetivo

Los objetivos de un programa de control de calidad para el método de difusidn con discos
Son: monitorizar la precisién y exactitud del procedimiento, el funcionamiento de los reactivos
(medios y discos), y el modo de proceder del personal que realiza la prueba, la lectura, Ia
interpretacion e informe de los resultados, Para alcanzar estos objetives se utilizan cepas
control que se seleccionan en base a sy estabilidad genética y su utilidad para validar esta
prueba. Por ello es necesario contar con un documento normativo que describa los
procedimientos que se deben de seguir para el control de calidad de la determinacion de la
susceptibilidad antimicrobiana mediante e! método de disco difusitn ( Kirby — Bauer) en «i
Hospital Nacional Victor Larco Herrera,

2. Fundamento

Utilizando este método se determina la sensibilidad, resistencia, o sensibilidad disminuida
de un microorganismo en cultivo puro a diferentes antimicrobianos. Para ello se utifizan
discos de papel filtro impregnado con una solucién definida del antimicrobiano que se
disponen sobre la superficie de un medio de cultivo solido previamente inoculado en su
superficie con una suspensién bacteriana. EJ diametro de inhibicién que se produce esta en
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relacién con el grado de sensibilidad o resistencia de!l microorganismo a la accién del
antimicrobiano.

El medio de cuitivo donde se realice la prueba de sensibilidad debe ser estandar
(generalmente Agar Mueller-Hinton) y el inéculo debe estar asimismo estandarizado.

3, Cepas de referencia

Las cepas de referencia recomendadas por e CLS! para controlar 1a precisién y exactitud
del procedimiento de difusion con discos para la determinacién de la sensibilidad de
bacterias no fastidiosas son:

Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichia coli ATCC 25922,

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853y
Escherichia coli ATCC 35218.

La cepa Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC 25923 se utiliza para
control de Ia potencia de los discos de antimicrobiancs para gram positivos y gram negativos.

La cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, se usa para verificar las
concentraciones de cationes en el medio Mueller Hinton, ademas de controlar la potencia de
los discos de antimicrobianos utilizados para Pseudomonas.

La cepa Escherichia coli ATCC 35218, solamente se utiliza como control de las
combinaciones de beta-lactdmico con inhibidor de beta-lactamasas, como acido clavulanico,
sulbactam o tazobactam.

La cepa de E. faecalis ATCC 20212 se utiliza para monitorizar los niveles de inhibidores de
trimetoprim o suifamidas en agar Mueller-Hinton, asl como para controlar los discos que

contienen altas concentraciones de gentamicina o estreptomicina.

Las cepas de referencia se deben obtener de una fuente fiable, y deben mantenerse cultivos
stock de forma que se asegure su viabilidad y que se evite en lo posible la seleccidn colonias
mutantes resistentes.

4. Periodicidad

Obligatoriamente cada nuevo lote de agar Mueller-Hinton se debe probar con ias cepas de
referencia anteriormente indicadas antes de utilizarse y también se debe probar cada nuevo
jote de discos gue se vayan & utilizar.
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Es recomendable la utilizacién de las cepas de referencia cada vez que se realice una prueba
de difusion con discos con aislados clinicos. Esta frecuencia se puede reducir si los
resultados son satisfactorios durante 30 dias seguidos, considerando satisfactorio el que no
mas de 3 de cada 30 didmetros de inhibicidn estén fuera de los limites aceptados por la
CLSI. En este momento es suficiente utilizar las cepas ATCC una vez por semana o cada
vez que alguno de los medios cambie.

Si un didmetro de halo esta fuera de los limites permitidos, se debe roalizar una accién
correctiva, como puede ser la repeticién diaria de las pruebas con cepas ATCC.

5. Medios de cultivo, Reactivos y Productos

- Discos de antimicrobianos (puede ser de diferentes casas comerciales).
- Tubos con agua, Solucién salina o caldo de cultivo estéril,

- Placas de agar Mueller-Hinton.

- Placas de agar Mueller-Hinton con 5% sangre de carmero,

- Placas de agar HTM (Haemophilus Test Medium).

- Escala de Mac Farland 0.5 {tubos con diferentes concentraciones de sulfato de bario),

Localizacién: los discos de antimicrobianos se deben guardar en congelacién y las placas
con los medios de cultivo en refrigeracidn. La escala de MacFarland debe guardarse a
temperatura ambiente y protegida de la luz en oscuridad.

6. Procedimiento

Los cultivos de cepas ATCC que se vayan a utilizar deben ser recientes (18-24 h) vy estar en
medio de agar sangre o en Mueller Hinton. Los antimicrobianos a ensayar frente a cada

Aparatos y material necesario:
- Torundas de algodén estériles.
- Dispensadores muitidiscos o pinzas.

- Esténdar de turbidez 0.5 de la Escala de Mc Farland.

A. Rotutar un tubo de agua destilada o NaCl 0.85% por cada cepa ATCC.
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. Inocular y resuspender homogéneamente cada tubo de agua destilada con varias

colonias del microorganismo problema hasta conseguir una turbidez del 0,5 de la escala

de McFariand. Agitar manuaimente o con un agitador Vortex (alternativamente se pueden
utitizar para el indculo microorganismos crecidos en un calde de cultivo gue
posteriormente se debe ajustar al 0,5 de la escala de Mc Farland).

_ Antes de 15 minutos de preparado el inoculo, impregnar ia torunda de algodén con la

suspension bacteriana, escurrirla confra la pared del tubo haciendo hasta 10 giros y

sembrar con ella foda la superficie de la placa de agar Muetler-Hinton mediante estrias

cruzadas en varias direcciones roténdola 3 veces.

. Utilizando unas pinzas previamente flameadas y frias colocar los discos de los diferentes

antimicrobianos sobre la placa antes de 15 minutos desde que se inoculd la placa con la

suspension bacteriana.

_ Incubar en estufa a 35 +/- 2°C (antes de 15 minutos desde que se aplicaron los discos),

durante 18-24 horas. En el caso de Staphylococcus y Streptococcus ia incubacion debe

ser de 24 horas completas.

_Una vez realizada la determinacion, las cepas ATCC se guardaran medios de

conservacién apropiados en nevera a 4°% g°C.

_ Obtencion de resultados y criterios de aceptacion y rechazo

a. Medir con una regla los halos de inhibicién y anotar los resultados (en millmetros) en
una hoja de registro correspondiente. {Anexo 2)

b. Rangos aceptables: los resultados de los halos de inhibicién para cada combinacion
de antimicrobiano/cepa ATCC se indican en el documento vigente del CLSI, que en el
momento actual es el M100-520. enero 2010.

¢c. Criterios de aceptacién y rechazo: no se aceptara ningun lote de medios o discos si
los halos de inhibicién de las cepas ATCC no estan dentro de los margenes
establecidos por el documento vigente correspondiente del CLSL

. Responsabilidades:

El personal de la seccion de control de calidad sera el responsable de la realizacion de

la técnica y de su lectura, asi como de la aceptacién o rechazo de los lotes de

antimicrobianos que deberd anotarlos en un libro de registro del servicio de
microbiotogia e informar a todo el personal implicado en la realizacién de esta técnica,

La realizacion diaria de las pruebas de sensibilidad por el método de difusion con discos

con las cepas ATCC corresponde al personal del laboratorio que realicen rutinariamente

las pruebas de sensibilidad.

Anotaciones al procedimiento

Algunos microorganismos no crecen en agar Mueller-Hinton y por tanto no se puede
realizar la determinacion de sensibilidad a antimicrobianos en este medio. En el caso de
las especies de! género Streptococcus se puede suplementar este medic con 5% de
sangre desfibrinada de oveja o caballo, para Haemophilus se utilizara el medio HTM
(Haemophilus Test Medium) y para Neisseria gonorthoeae se utilizara agar chocolate-
Muelier-Hinton. Las cepas control que se deben utilizar para controlar los
correspondientes medios y discos son Streptococcys pneumoniae ATCC 49619,
Haemophilus influenzae ATCC 49247 y Neisseria gonorrhoeae ATCC 49226,
respectivamente.  Asimismo, los rangos aceptables para cada combinacion
antimicrobiano/cepa ATCC se indican en el documento vigente del CLSI, actualmente el
M100-520. enero 2010.

. Limitaciones del procedimiento
El método permite la determinacion de sensibilidad a antimicrobianos de
microorganismos aerobios y anaerobios facultativos, pero no esta estandarizado para la
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determinacién de sensibilidad a antimicrobianos de microorganismos anaerobios
estrictos.

VIl. RESPONSABILIDADES

El jefe de la Unidad y el personal es responsable de cumplir y actualizar el presente Manual
Técnico de Procedimientos.

El jefe del departamento es responsable de visar los procedimientos de su competencia
antes de su aprobacidn; asimismo su implementacién y cumplimiento en coordinacion con
ta Oficina de Planeamiento Estratégico.

Vill. ANEXOS:
Anexo 1 Antimicrobianos recomendados por la CLS! para determinacién e informe de
sensibilidad.

Anexo 2 Hoja de Registro de Conitrol de Calidad de Antimicrobianos por disco Difusién
Anexo 3 Esputo y jugo géstrico para tuberculosis.

Anexo 4 E! laboratorio en el control de la tuberculosis

Anexo 5 Informes que se realizan; mensual — trimestral.

Anexo 6 cultivo y examen directo de hongos
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ANEXO 1

Antimicrobianos recomendados por |a CLSl para determinacién e informe de sensibilidad.

Staphylococcus aureus y coagulasa negativa:

1° Panel: oxacilina, penicilina, eritromicina (o claritromicina © azitromicina), clindamicina,
cotrimoxazol, gentamicina, ciprofloxacino, cloranfenicol o nitrofurantoina.

20 Panel: doxiciclina, rifampicina, teicoplamina, cefoxitin, vancomicina, tetraciclina, novobiocina,
fosfomicina 50ug, polimixina B, kanamicina, amikacina, linezolid y otros.

Enterococcus:

1° Panel; ampicilina, penicilina, eritromicina, ciprofloxacino, cloranfenicol o nitrofurantoina,
gentamicina 120ug y estreptomicina 300ug (screening de resistencia de alto nive! en aislados
de sangre y LCR).

20 Panel: doxiciclina, rifampicina, teicoplamina, vancomicina, tetraciclina, fosfomicina 200ug,
linezolid, quinupristina-datfopristina y ofros.

Enterobacteriaceae:

1° Panel: Ampicilina, amoxicilina facido clavulanico, cefalotina o cefazolina, cefotaxima, cefixima,
cefuroxima, ceftazidima, gentamicina, norfloxacine o ciprofloxacino o levofloxacino,
cotrimoxazol, nitrofurantoina o cloranfenicol.

2° Panel: doxiciclina, tetraciclina, piperacilinaftazobactam, piperacilina o ticarcilina, cefepima,
cefoperazona/sulbactam, cefoxitina, amicacina, ertapenem, imipenem o meropenem.

3° Panel salmoneila - shigella: Ampicilina, amoxicilina /facido clavulanico, ceftriaxona,
ciprofioxacino, &cido nalidixico, cotrimoxazol, nitrofurantoina y cloranfenicol.

Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter spp.

1° Panel: Ceftazidima, cefepime, aztreonam, meropenem, ciprofloxacino, cefoperazona /
sulbactam.

2¢ Panel: piperacilina/tazobactam, ticarcilina o piperacilina, gentamicina, tobramicina, amicacina,
imipenem, ertapenem, colistin 0 polimixina B.

3° Panel complementario para Acinetobacter spp: cotrimoxazol, ampicilina/suibactam,
t evofloxacino, doxiciclina, tetraciclina.

Streptococcus {excluyendo NeumaGcoco):
Penicilina o ampicilina, cefotaxima o ceftriaxona, eritromicina, clindamicina, vancomicina,

levofloxacino, bacitracina 0.04ug, cotrimoxazol, optochin.

Streptococcus pneumoniae:
Oxacilina, eritromicina, cotrimoxazol, clindamicina, levofloxacino, cloranfenicol, tetraciclina,
doxiciclina, vancomicina, rifampicina, optochin.

Haemophilus spp.
Ampicilina, cotrimoxazol, cefotaxima, cefuroxima, meropenem.
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Nota: Se puede establecer una normativa en funcion de la politica de antibidtico

s del hospital y de
las Indicaciones del comité de infecciones intrahospitalarias.

ANEXO 2

Hoja de Registro de Control de Calidad de Antimicrobianos por disco Difusién
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Hospital Nacionai Hipolito Unanue
Servicie de Micrebivlogia

[;iesponsable : l |!Techa : / /2010
Reeistro de Control de Calidad de Antimicrobianos - Prueba Disco Difision

e - e

r Agente Fecha A'li'étmgi?ﬁ A%CC% ;’IW gﬁﬁ:‘ “Elm : '. 1; ACCION

Antimicroblano Lote |Marca| oo A = iand R 373 . AT 12 |[RESULTADO| o oporcmva

mmt | mm | mm | mm | meet | mo | mm | oun | mom min

Acido Nahdixico / 22-2 - - - -

Amikacina / 19-26 20-26 18-26 - -

Amoxicil Ac. clav 18-24 28-36 - 17.22 -

Ampicilina / 16-22 27-35 - 6 -

Ampicilina Sulbacy ' 19-24 20.17 - 13-1¢ -

Aztreonam 28-36 - 23-20 - -

Cefalotina ! 15-21 20-37 - - -

Cefepune i 31-37 23-29 24-30 - -

Cefuime / |23-27 - B - _

Cefotaxima / 29-35 25-31 18-22 - -

Cefoxitina [ ]23-29 23.29 - - -

Cefuroxima / 20-26 27-35 - . -

Ceftazidime - 35.32 16-20 22-29 - -

Ceftriaxona / 29-35 12-28 17-23 - -

Ciprofloxacina / 30-40 12-30 25-33 - -

Clindamicina / - 24.30 . & -

Cloranfenicol { 227 ]19-26 - E - o

Colistina fo11a7 - 11-17 - -

Doxsciclina / 18-24 23-29 - - “

Entronucwna / - 22-3 - - N

Estrepreancma (10ug) / 12-20 14-22 - - -

Gentaniicina (10ug) / 19-26 10-27 15-21 - -

Imipenem ! 26-32 - 20-28 - -

Kanamicina / 17-25 19-26 - - -

Levofloxacina ‘ 29-37 25-30 19-26 . -

Meropenem / 25-34 2937 27-33 - -

Minocichina / 19-25 25-30 - - -

Nitrofurantoina / 20-25 18-22 - - -

Norfloxacina 3 / 28-35 17-28 22-29 - -

lOfloxacing /| 2%-33 24.28 17-21 - .

Oxacilina ! - 18-24 - - -

Penicilina i - 26-37 - - -

Piperacilina J fas3e] ] -} 2331 12-18 I

. — 7 | 2430 2736 2533 2430 .

Pelmouna B 300 U} { 13-19 . 1418 - .

Rsfampicina . |s-10 26-34 - - 8

Supsrazona S AA T B ETEE 2329 : - -

Teicuplazuim 4 - 15-21 - - -

Tewraciclina i 18-25 24-30 - - -

Tobranucna / 18-26 19-29 19-25 . -

Trimet/sulfametox / 23-20 24-32 - - >

Vancomicina / - 17-21 - -

Gentamcina (1 20ug) i W TR VNSO [/ N (ORI NS SRR 16-23 U DS S ————

Enreprowmiems (300ug) ! - . - - 14-20

Fosfonucina (200ug) / 22-30 2533

Ceftanndume Ac Clav ¥ <2

|Cefotaxima Ac Clav i o =2

Observaciones :
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ANEXO 3

ESPUTO Y JUGO GASTRICO PARA TUBERCULOSIS

De la Recepcién de la Muestra:

1. Constatar que la solicitud de analisis tenga los datos completos, llenados correctamente con
letra legible y con firma del médico solicitante.

2. Que la solicitud esté debidamente sellado y registrado por caja segun tarifa vigente o que tenga
el trémite de Servicio Social en caso de exoneracién o pendiente de pago.

3. La muestra de esputo es una mezcla de secreciones del tracto respiratorio inferior y superior.

Es necesario tener en cuenta que en este tipo de muestra existe una gran facilidad de con-
taminacion con la flora orofaringea. Esto puede evitarse si se recomienda al paciente que se
lave la boca con solucibn salina o agua tibia antes de obtener la muestra; nunca se deben usar
antisépticos.
Si hay dificuitad para una buena expectoracién, puede facilitarse pidiendo al enfermo que
colabore, que tosa y golpedndole suavemente el t6rax en la zona donde se sospeche que hay
patologla pulmonar. O colocando al paciente en la postura que més facilite el drenaje. O bien
administrandole nebulizaciones de una solucién hiperténica de CINa (5-10%> calentada, esta
solucién tiene como fin humedecer el aire que va al tracto respiratorio inferior facilitando la
capacidad de los cilios para ascender las secreciones deshidratadas, viscosas y gruesas.

4. Se recomienda recoger el primer esputo de ia mafiana en envase estéril con tapa rosca. La
muestra debe ser conservada en refrigeracién a 49C.

Del Procesamiento:

1. Examen macroscépico. - Consiste en anotar las caracteristicas del esputo pudiendo ser: saliva,
purulento, mucopurulento, hemoptoico, adherente, etc.
2. Examen microscopico;
a} Tincién de Ziehl-Neeisen: Para investigacién de BAAR. Se toma muestra de la porcion més
representativa (la porcién purulenta).
b) Tincién de Gram: Tiene como fin hacer un estudio citologico del esputo mediante Ia relacion
N° de leucocitos/NO de células epiteliales (CE) por campo, pudiendo valorar con esto el tipo
de muestra con el siguiente criterio de interpretacién:

v Si se observan 10 CE por campo y ningun polimorfonuclear, la muestra no es
adecuada por indicar contaminacion orofaringea, por lo tanto, no sera cultivada.

v Sise observan 10 CE por campo y 26 polimorfonucleares, la muestra es aceptable.
v 8i se observan 10 o ninguna CE por campo y 25 polimorfonucleares, la muestra
también se considera aceptable.

Los microorganismos que se valoran en una muestra de esputo son:
Mycobacterium tuberculosis y otros Mycobacterium

Streptococcus beta-hemolitico del grupo A

Streptococcus pneumoniae

Staphylococcus coagulasa positivo

Haemophilus influenzae
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Enterobacterias, Pseudomona aeruginosa, Candida albicans que seran valorados si se
engcuentran en cuitivo puro.

Entre otros tipos de muestra procedentes del tracto respiratorio bajo, ademas del esputo, estan
considerados:

Aspirado bronquiat y lavado bronquial. - Esta muestra se obtiene mediante fibrobroncoscopia,
y tiene menor probabilidad de contaminacion.

La fibrobroncoscopia con aspirado bronquial esta indicado en:

-Lesiones pulmonares difusas en inmunodeprimidos no diagnosticados por puncion transtraqueal,
-Sospecha de infeccion por mycobacterias sin que el esputo confirme ei diagnédstico.
Anmunodeprimnidos con sospecha de Nocardiosis, Micosis oportunistas © neumonia por
Pneumocistis cariini.

La interpretacion de una Aspirado bronquial se va a realizar de la misma manera que para el
esputo.

Puncién transtraqueal. - Es una de las mejores técnicas para recoger las secreciones
bronquiales, por no existir posibilidad de contaminacion orofaringea. Es el Unico sistema valido
para el diagnéstico etiologico de las infecciones pleuropulmonares por bacterias anaerobias,
siempre y cuando el envio y el transporte de la muestra se realicen en forma adecuada.

Debido a que tedricamente se elimina ja contaminacion orofaringea se debe valorar cualquier
microorganismo que se encuentre.

Aspirado transpuimonar. - Es una muestra de gran importancia, ya que carece de posibles
contaminaciones por las secreciones de -las vias respiratorias superiores y de! arbol
traqueobronquial. La puncién transpuimonar esta particularmente indicada en el diagnéstico de
iesiones focales periféricas de cavitacion,

Se debe valorar cualquier microorganismo que se encuentre.
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ANEXO 4

EL LABORATORIO EN EL CONTROL DE LA TUBERCULOSIS

La “Solicitud de Investigacién Bacteriolégica en TB” debera ser correctamente ilenada.

La recepcién de muestras se realizara durante todo el horario de atencién del establecimiento de
salud y no se debera rechazar las muestras de sallva.

Bacteriologia de la tuberculosis

La bacteriologla en tuberculosis comprende ia realizacién de baciloscopias, cultivos de
Mycobacterium tuberculosis, pruebas de sensibilidad y de tipificacitn.

En los laboratorios se recibira y procesara toda muestra, sin excepeidn, conservando las medidas
de bioseguridad.

Baciloscopia

Es la herramienta fundamental rutinaria para el diagnéstico de la tuberculosis y el seguimiento del
tratamiento de los pacientes con tuberculosis pulmonar.

Deberéd emplearse en toda muestra pulmonar o extrapulmonar y para el control mensual dei
tratamiento y retratamiento antituberculoso, y previamente en toda muestra que se decida derivar
a cultivo.

LA BACILOSCOPIA o EXAMEN MICROSCOPICO DIRECTO

El examen microscépico directo o baciloscopia es la técnica fundamental en la investigacion
bacteriolégica de la tuberculosis, tanto para el diagnéstico como para el control de! tratamiento.
Todas las muestras para baciloscopia tienen que ser:

a) Extendidas y fijadas
b) Coloreadas
c) Observadas al microscopio

Para la realizacién de la baciloscopia contamos con sectores de:
Recepcidh de muestras.

Preparacién de muestras (mesa de trabajo)

Extendido y fijacién de la muestra (cabina de bioseguridad)
Coloracion de los extendidos. (Lavadero)

Microscopla y registro de resultados.

El personal que realiza el trabajo debe de tener presente lo siguiente

Antes de empezar el trabajo, el personal encargado debe lavarse las manos y ponerse un
guardapolvo de proteccién lo mas largo posible, gorro, mascarilla y guantes.

Luego cerciorarse que no le falte ningan reactivo ni material.

Materiales de trabajo que se requiere para la realizacion de la baciloscopia son:
Cabina de bioseguridad.
Microscopio binocular, con objetivo de inmersién.
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Laminas portacbjetos.

Baja lenguas de madera.

Mechero o hisopo de algodon.

Lapiz para marcar vidrio

Soporte de madera para [dminas

Recipiente para colocar los palitos de madera

Recipiente de metal con tapa para colocar la muestra trabajada.
Reactivos: fucsina basica, azul de metileno, alcohol &cido, fenol al 5%, alcohol al 70 %
Aceite de inmersion.

Pape! lente.

Papel de filtro,

Libro de Registro.

a) EXTENDIDO Y FIJACION DE LA MUESTRA

Al hacer el extendido cuidar que las laminas sean nuevas.

Colocar en el interior de la cabina de bioseguridad una bandeja de acero inoxidable {(dimensiones
recomendadas: 60 x 40 x 10 cm) con papel humedecido con fenol al 5%. para descartar las
muestras y otra bandeja con fenol al 5% para descartar los palitos, envases conteniendo las
muestras de esputo previamente rotulados, laminas portaobjetos sobre el soporte de madera,
también colocar las baja lenguas de madera

Una vez que se tiene todo listo para trabajar las muestras se realiza lo siguiente:

Debera trazarse una linea en cada lamina portaobjeto empleando e! tapiz graso, la que dividira fa
superficie en una tercera parte destinada a la numeracién y dos terceras partes para hacer el
extendido. Esta linea debe trazarse en la cara inferior de la lémina a fin de evitar que se borre la
numeracion

Destapar cuidadosamente el envase de la muesira que se va a procesar, mmanteniendo la boca

del envase cerca del mechero encendido.

- Dividir un aplicador de madera (baja lengua) en dos o tres paries y tomarlo entre el pulgar y
el indice de la mano

- seleccionar y extraer la particula util, que es ta porcion muco-puruienta de color amarillo
verdoso del esputo, enrolténdola en el aplicador.

- Colocar la particula Gtil sobre el portacbjeto ¥ extenderia, haciendo movimientos de vaivén,
hasta lograr que el extendido sea homogéneo {ni muy fino ni muy grueso), que no llegue a los
bordes de la lamina, para evitar que el operador se contamine al manipularia.

- Por ningtin motivo debe calentarse la ldmina mientras se haga el extendido, debido a que por
el calor se forman circulos concéntricos y precipitados granulosos.

- Colocar sobre el soporte de madera y dejar secar a temperatura ambiente,

- Terminado el extendido. descariar los aplicadores en la bandeja con fenol al 5%

- Cerrar el envase y proseguir en igual forma para las demas muestras.

- Fijar cada lamina, una vez seca, mediante dos o tres pasajes rapidos sobre la llama del
mechero con el extendido hacia arriba.

b) COLORACION DEL EXTENDIDO (TECNICA DE ZIEHL NEELSEN)

La técnica mas recomendada es Ia tincion de Ziehl Neelsen. Antes de su uso, todos los colorantes
y soluciones a emplearse deben ser previamente filtrados, Esta técnica tiene 3 pasos que son 1as
siguientes:

Primer paso; coloracion de bacilos
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- Colocar sobre el lavadero el soporte de coloracion (soporte de madera o varilla de vidrio) con
la serie de laminas fijadas con el extendido hacia arriba.

- Colocar el nimero hacia el operador de tal forma que la varilla préxima al operador quede
ligeramente més alta que |a otra.

- Cubrir la totalidad de la superficie del extendido con la colorante fucsina basica fenicada,
filtrada en el momento de efectuar la tincién. No use colorante sin filtrar,

- Calentar suavemente con la llama del mechero o un hisopo de algodén humedecido en alcohol
hasta la emisién de vapores, repetir el proceso por tres veces, no debe hervir la preparacion.
Si el volumen del colorante disminuye por evaporacién, debe agregarse mas hasta cubrir
totalmente el extendido y dejar enfriar.

-~ El tiempo minimo de coloracion con fucsina es de 5 minutos,

-~ Eliminar ta fucsina inclindndola hacia delante el soporte de madera y dejar caer agua corriente
a baja presion sobre la parte que no tiene el extendido.

Segundo paso: decoloracién

- Cubrir la totalidad de la superficie del extendido con alcohol acido durante 30 segundos a un
minuto, hasta obtener una coloracién resa pélido. De ser necesario decolorar nuevamente,
efectuando movimientos en vaivén de la lamina.

- Una vez eliminado el alcohol acido lavar nuevamente la lamina con agua a baja presién,
cuidando de no desprender la pelicula que formé el extendido,

Tercer paso: coloracién de fondo o contraste

~ Cubrir la superficie del extendido con el colorante azul de metileno previamente filtrado
durante 30 segundos a un minuto.

- Eliminar ef azul de metileno y lavar con agua a baja presion, por ambos lados (el que tiene el
extendido, como el ofro lado).

- Limpiar con algodén el reverso de la lamina la parte que no tiene el extendido y colocar las
laminas coloreadas en orden numérico sobre el soporte de madera y dejar secar al medio
ambiente.

- Verificar la numeracion y se numeraran de nuevo si es necesario, antes de llevarios a la mesa
para su observacién microscdpica.

Eliminacién de los materiales contaminados

Los materiales contaminados (envases de esputo, aplicadores, papeles del 4rea de trabajo) que
se colocaron en el recipiente metélico se lisvan a esterilizar en autoclave.

Limpiar bien toda la superficie de la mesa donde se ha preparado las muestras (enumerado) con
una solucién desinfectante, y la cabina de bioseguridad con alcohol al 70%.

OBSERVACION MICROSCOPICA DE LA MUESTRA COLOREADA

Los bacilos apareceran como bastoncitos delgados, ligeramente curvos, tefiidos de rojo, aislados,
en parejas 0 en grupos sobre un fondo azul claro.

Es aconsejable seguir una pauta uniforme de observacién, avanzando de izquierda a derecha del
extendido, y observando un minimo de 100 campos utiles, lo que un laboratorista capacitado hace
en aproximadamente 5 minutos.

?pta"cah._{
oa La
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Se considera campo microscopico util aguel en el cual se observa elemenios celulares de origen
brongquial (leucocitos, fibras mucosas y células ciliadas). Los campos en que no aparezcan dichos
slementos no deben contabilizarse en la lectura.

Para la observacion se debe emplear un microscopio que esté en buenas condiciones y cuente
con el objetivo de inmersién IOOX, antes de usar el objetivo de 100x, se debe colocar una gota
de aceite de inmersién sobre el extendido.

Cada campo microscépico, se debe observar en superficie y en profundidad, para lo cual se
utilizara permanentemente ¢l tomillo micrométrico.

La observacién microscopica, tiene dos objetivos importantes:

a) Determinar si en el extendido hay Bacilos Acido Aicohol Resistentes (BAAR).
b) Establecer su nimero aproximado.

E| observador ird tomando nota del numero de bacilos observados y del nimero de campos
microscopicos a observarse, gue variara segun la cantidad de baciios que contenga la muestra.
Al término de la lectura retirar la lamina de la platina del microscopio, limpiar el aceite de inmersién
de la ldmina y guardar la lamina.

EL aceite del objetivo de inmersién del microscopio se quita con papel para lentes o algodén
ligeramente humedecido con xilol. La superficie exterior de los oculares debe limpiarse
diariamente. Recordar que tanto los parpados como las pestafias tienen grasa, y al apoyarlios
sobre los oculares, las lentes pueden ensuciarse. Para la limpieza debe emplearse papel lente.
informe de resultados

Se recomienda la siguiente escala semicuantitativa:

Negativo {-): No se encuentran BAAR en 100 campos microscopicos observados.

Positivo (+): Menos de un BAAR por campo en 100 campos observados (de 10-99
BAARY).

Positivo {(++): Uno a 10 BAAR por campo, en 50 campos observados.

Positivo (+++). Mas de 10 BAAR por campo en 20 campos obsetvados.

Si en una lamina se encuentra sdlo de 1 a 8 bacilos en 100 campos microscopicos observados,
debe ampliarse la lectura a otros 100 campos mas. Si persistiese el resultado, realizar otro
extendido de la misma muestra e informar lo encontrado y solicitar nueva muestra, Es conveniente
hacer el cultivo de aquellas muestras en las que se encontraron de uno a nueve BAAR,

Cultivo de muestras para investigacion de Mycobacterium tuberculosis

El cultivo es el método bacterioldgico mas sensible y especifico de los que se conocen en la
actualidad para detectar la presencia de micobacterias, en particular del Mycobacterium
tuberculosis, en una muestra determinada.

Entre los métodos bacteriologicos mas usados para el diagnostico de la tuberculosis se
encuentran la baciloscopia y el cultivo de Micobacterias.

E! hospital realiza el cultive en medio OGAWA.

Iindicaciones para cultivo de Mycobacterium tuberculosis!
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PARA DIAGNOSTICO:
La segunda muestra del S.R. con radiografia de pulmones sospechosa de TR (Rx
Anormal) en seguimiento diagnéstico.
Muestra paucibacilar de baciloscopia; es decir, cuando se encuentra de 1 a 9 BAAR en
100 campos microseépicos observados.
® Muestras extrapulmonares: todas las muestras de biopsias, piezas anatémicas, tejidos y
fluidos (exudados, orina, LCR, liquido sinovial, etc.) de casos con sospecha de TB
extrapulmonar, deberan ser sometidos a estudios bacteriolégicos mediante baciloscoplia
directa y cultivo de M. t.
Toda muestra pulmonar o extrapulmonar de los pacientes portadores del VIH (ViH
positivos) y sospecha de tuberculosis.
» Muestra de baciloscopias negativas en menores de 15 afios para diagnéstico de TBP.
®»  Se cultiva todas las muestras para estudios epidemiolégico de resistencia primera y
secundaria de M. tuberculosis

PARA CONTROL:

Muestra de pacientes con sospecha de fracaso al esquema primario (uno) de tratamiento, por
persistencia de baciloscopia diracta positiva al quinto mes de tratamiento o cuando
presenta baciloscoplas positivas en dos controles sucesivos después de un perfodo de
negativizacion de dos meses.

B Muestra de pacientes con sospecha de fracaso al esquema secundario (dos) de
tratamiento, por persistencia de baciloscopla directa positiva al cuarto mes de tratamiento
0 cuando presenta baciloscopias positivas en dos controles sucesivos después de un
periodo de negativizacién de dos meses.

»Muestra de pacientes con TB-MDR en retratamiento para el control del tratamiento.,
Muestras de pacientes crénicos multitratados (mas de dos tratamientos completos previos)
y con persistencia de positividad a la baciloscopia directa.

®En forma excepcional, el laboratorista derivard a cultivo muestras a pedido y bajo
responsabilidad de los médicos, quienes deberan indicar en obsevaciones de la “Solicitud
de Investigacion Bacteriolégica en Tuberculosis” las condiciones del paciente que
ameriten la prueba, que sean diferentes a las antes mencionadas.

PROCEDIMIENTO DE CULTIVO: METODO Ogawa - Kudoh

Materiales y equipos para realizar el cultivo
Cabina de seguridad biolégica

Gradilla

Tubos con medioc OGAWA

Tubos de 25x150

Pipeta de 10 ml

Pipeta Pasteur

Hidréxido de Sodio NaOH al 4 % estéril
Estufaa 37 C

Bafio marla a 37C

Agitador mecénico

Muestra
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Solucién acuosa de fenol 5%
Pro pipeta
Bandeja de Acero inoxidable

Descontaminacion

La descontaminacion tiene por finalidad:

Eliminar ia flora asociada, que se encuentra en la mayoria de las muestras, ya que esta flora se
multiplica mas rapidamente que el bacilo y pueden afectar ai medio de cultivo

Homogenizar la muestra, espscialmente el esputo a fin de liberar el bacilo del mucus, material y
tejidos en los que esta incluido.

En algunos casos la siembra puede ser directa y se puede prescindir de la descontaminacion,
siempre que la muestra haya sido tomada asépticamente y recolectada en un recipiente estéril y
sea escasa como por ejemplo muestras tomadas por puncién como medula dsea liquido
cefalorraguideo, liquido pleural, peritoneal, liquido sinovial, secrecion de ganglio y articulares pero
si existe una buena cantidad de muestra se sometera al procedimiento de descontaminacion antes
de cultivaria.

La descontaminacién de las muestras se realiza con hidroxido de sodio NaOH al 4%, solucion
acuosa estéril

Las muestras que tienen que ser descontaminadas son esputo, absceso heces pieza quirargica y
otros.

En el caso de muestras de orina

Centrifugar las muestras en tubos de 25x150 durante 20 a 30 minutos.
Decantar el sobre nadante

Al sedimento agregar 2 mi de hidroxido de sodio NaOH 4%

Llevar a bafio maria o estufa a 37C por 20 minutos

Sembrar en el medio OGAWA 0.1ml por cada tubo en dos tubos.

PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA

En una cabina de bioseguridad, colocar las muestras debidamente rotuladas en orden creciente
poner en una gradilla igual cantidad de tubos estériles de 20x150 con la misma secuencia de las
muestras, Hidroxido de Sodio NaOH al 4 % estéril, Pipeta Pasteur, una bandeja de acero
inoxidable (dimensiones recomendadas: 60 x 40 x 10 cm) con papel humedecido con fenol al 5%.
para descartar la muestra y otra bandeja con fenol al 5% para colocar 1a pipeta Pasteur.
Trasvasar en cada tubo 1 ml. de muestra a cultivar (esputo, absceso, heces, pieza quirirgica etc).
Agregar a cada tubo 4 ml. de hidroxido de sodio NaOH al 4%

Colocar la gradifia con los tubos estériles en el agitador mecénico por 10 minutos

Poner la gradilla con los tubos en estufa o bafio maria a 37 C por 20 minutos.

Refirar los tubos de la estufa o bafio marla, homogenizar la muestra con la pipeta e inocular 0.1
mi (por tubo) en dos tubos con medio OGAWA, y baRar toda la superficie del medio.

Colocar los tubos en una bandeja de madera de fondo inclinado, con los tapones de algodén
ajustados.

Incubar en estufa a 37 °C

Después de 24 horas eliminar los fapones de algodén por las de tapa rosca y ajustar firmemente
las tapas a fin de impedir la desecacion del medio durante el tiempo de incubacién. Ademas,
verificar si algun tubo esta contaminado, alcalinizado o acidificado.
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Realizar las lecturas a los 7, 15, 30, y 60 dlas respectivamente,
Los cultivos se dejan hasta las 8 semanas antes de proceder a informar el resultado como negativo
Se debe realizar frotis y coloracién Ziehl-Neelsen de ias colonias que no tienen morfologia tipica.

INFORME DE LOS RESULTADOS DEL CULTIVO

Se recomienda la siguiente escala semicuantitativa:

Negativo (-) No se observan colonias

Positivo {N°) Numero total de colonias en ¢l tubo sembrado, si hay menos de
20

Positivo ( + )} De 20 a 100 colonias

Positivo (++) Colonias separadas mas de 100

Positivo (+++) Colonias confluentes (desarrollo en toda Ia superficie del medio)
Contaminado (C) Cultivo contaminado

CONTROL DE CALIDAD EXTERNO: Transporte de las cepas al INS
Las cepas que se envian al INS para:

®  Sensibilidad {(convencional y Bactec)
» Tipificacién

Son cepas que tienen que tener mas de 30 dias y menos de 45 dias de sembrada.

Para el transporte de estas cepas se debe sellar con esparadrapo las tapas de los tubos
Acondicionarlos en cajas de cartén resistente o de madera, para evitar roturas y derrames
Indicar con una flecha la posicién en que deben mantenerse ios cultivos. En la parte inferior de la
flecha se coloca el centro de procedencia (Hospital Nacional Victor Larco Herrera} y en la parte
superior de la flecha la direccidn correcta del laboratorio de referencia INS.

PREPARACION DE REACTIVOS

® Reactivos que se usan para la baciloscopia
Azul de metileno
Fuesina bésica
Alcohol &cido

® Reactivos que se usan para cultivo

Hidréxido de sodio NaOH 4%
Medio OGAWA
AZUL DE METILENO

SOLUCION MADRE
En un frasco de color ambar
Colocar 30 gr. De azul de metileno en polvo.,

69



Documento Técnico: Manual Técnico de Procedimientos en Microbiologia

Agregar 1 litro de alcohol puro
Dejar reposar a iemperatura ambiente por 24 horas

SOLUCION HIJA
Extraer 100 ml. de solucidn madre
Agregar 900 ml. De agua destilada

FUCSINA BASICA
SQLUCION MADRE
Extraer 30 gr. De fucsina bésica en polvo.
Moler en un mortero mezciando con aicohot puro
Mesclar hasta completar 1 Lt. De alcohol puro con la fucsina
Filrar
Dejar reposar en estufa a 37C por 24 horas

SOLUCION HiJA
Extraer 100 mi- De fucsina basica madre.
Agregar 900 ml. De fenol al 5 %.

FENOL 5%
Extraer 50 ml. De fenol liquido.
Agregar 950 mi. De agua destilada.

E| feno! viene en estado sélida tiene que ponerse en bafio maria para poder obtener el estado
liquido.

ALCOHOL ACIDO 3%
Extraer 30 ml. De acido clorhidrico
Agregar 870 mi. De alcohol puro.

MATERIALES Y EQUIPOS
Estufa 37C

Balanza

Autoclave

Matraz de Erlenmeyer x 500 mi
Probeta x 100 mi

Embudo

Beaker x 500 ml

Tubos de prueba 20x125
Baguetas estéril

Gasa estéril

REACTIVOS DE CULTIVO DE MYCOBACTERIUM

MEDIO OGAWA
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Es un medio a base de huevos en especial la yema es un constituyente empleado para obtener
medios de cultivo ricos en |Ipidos, por el que las micobacterias tienen especial preferencia.

l.os medios a base de huevos estan, en general, constituidos por soluciones reguladoras a base
de fosfatos, ciertos cationes en muy bajas concentraciones, una fuente de carbono (glicerol), otra
de nitrégeno (4cido glutdmico). Ademas, se agrega verde de malaquita como inhibidor de la flora
asociada, contraste del medio e indicador del pH.

Composicién:

Fosfato Monobésico de Potasio KHaPO4 3g.
Glutamato de sodio 1g.

Glicerol eml

Agua destilada 100 ml

Huevo 200 m|

Verde de Malaquita al 2% 6 ml

Nota. - Los materiales de vidrio a utilizar deberan estar esterilizados.

Preparacién de sales
Pesar el fosfato monobésico de potasio y el glutamato de sodio, disolver en agua destilada 100

ml.

Esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos o hervir en bafio marfa por 30 minutos.
Agregar la glicerina,

Dejar enfriar.

Preparacién de Verde de malaguita 2%

Verde de Malaguita 2g.

Agua destilada estéril 100 ml.

Pesar el Verde de Malaquita y poner en un frasco color &mbar.

Agregar el agua destilada y disolver completamente.

Esterilizar a 121 °C x 10 minutos.

Guardar a medio ambiente, utilizar dentro de la semana de su preparacién.

Preparacion del Medio QGAWA

- Lavar los huevos con agua y jabén, dejarlos secar.

- Limpiar con algodén empapado en alcohol 70%, dejar secar, romper uno por uno los huevos
en una placa petri, Observar si se encuentran frescos, vaciar en un Beaker.

- Homogenizar con una bagueta la yema y clara del huevo

- Filtrar en un Beaker utilizando gasa estéril de 4 capas.

- Afiadir 6 ml. de la solucién acuosa de verde de malaquita al 2% a la solucién de sales

- Mezclar con movimientos suaves hasta homogenizar completamente.

- Agregar los huevos filtrados a la solucién de sales.

- Mezclar bien y dejar reposar por 30 minutos, para que las burbujas que se hayan formado
afloren a la superficie y desaparezcan, Medir el pH del medio 6.2 — 6.4

- Distribuir 6.5 m! en tubos de 20 x 125 mm tapa rosca y 7.5 ml en tubos de 20 x 150 mm
avitando la formacién de burbujas.
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- Colocar los tubos con medio en &l coagulador a 80 °C x 60 minutos con las tapas ligeramente
flojas

- Retirar los tubos y dejar enfriar a medio ambiente.

- Controlar los medios en estufa a 37 °C por 24 horas, Revisar los medios y ajustarlas tapas.

- Conservar los medios en refrigeracion, en una bolsa de plastico, los medios pueden ser
usados dentro del mes de su preparacion.

PROCEDIMIENTO DE CULTIVO: METODO DE OGAWA - KUDOH

Materiales ¥ Equipos:
Hidréxido de Sodio NaOH al 4 % estéril

Tubos 20 x 125 con medio Ogawa
Tubos de 25 x 150 con tapa rosca
Pipeta de 10 ml

Pipeta Pasteur

Estufa a 37 °C

Pro-pipeta

Bandsja de acero inoxidable
Solucién acuosa de fenol 5%
Bafio maria con agitador

Cabina de flujo laminar

Preparacion de Solucion Hidroxido de Sodio al 4 %
Hidréxido de Sodio 4qg.

Agua destilada 100 ml.
Pesar 4 g. de Hidréxido de Sodio y disolver en 100 ml de agua, destilada, luego esterilizar en
autoclave y guardar en frasco a 4 °C, debidamente rotuiado.

Procesamiento de las muestras

- En una cabina de bioseguridad, colocar las muestras debidamente rotuladas en una bandeja.

- Trasvasar 1 mi de muestra de esputo a un tubo de 25 x 150 tapa rosca estéril.

- Agregar 4ml de NaOH al 4%

- Poner los tubos en estufa o Bafio Maria a 37 °C por 20 minutos. Retirar los tubos de la estufa
o bafic Maria y homogenizar.

- inocular 0.1 mi en cada uno de los tubos con medio Qgawa, tratando de bafiar toda la
superficie del medio

- Colocar los tubos con la tapa ajustada, inclinados en una bandeja

- Incubar en estufa a 37 °C.

- Revisar los cultivos a las 48 y 72 horas para observar si existe contaminacion.

- Realizar la lectura a los 7, 15, 30 y 60 dias respectivamente,
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CONTROL DE CALIDAD DE LOS MEDIOS DE CULTIVO DE OGAWA - INS

1. A partir del mes de mayo de 1997, cada vez que se prepare medio de cultivo para
Mycobacterias se anotaré la fecha, el N° de lote y la cantidad de tubos preparados. Ej:

Fecha Lote N° de tubos
02/05/97 N° 1 55 tubos

2. Ellaboratorio referencial de micobacterias (INS) solicitar4 una muestra de 12 tubos de un lote
de medios preparados recientemente, con una frecuencia de 1 6 2 veces al afio. Se enviaran
los tubos en una caja de material rigido, embalado adecuadamente y protegido para evitar
roturas, e indicando la posicitn en que deben mantenerse durante el transporte. Ademas, se
llenara el FORMULARIO N®1 (adjunto) con los datos correspondientes.

3. La preparacién del lote de medios de cultivo que seran enviados al I.N.S. y el cumplimiento de
las disposiciones estardn a cargo del Tecnélogo Medico programado en cultivo de
Mycobacterias.

El primer envio se realizara en el mes de mayo y el segundo en el mes de noviembre. Para mayor
informacién, remitirse al manual de Normas para el Control de Calidad de Medios de Cultivo
LOWENSTEIN-JENSEN y OGAWA, enviada adjunto al oficic N° 490, con fecha 17/04/97.

ANEXO 5

INFORMES QUE SE REALIZAN: MENSUAL - TRIMESTRAL

INFORME BACILOSCOPICO MENSUAL

DISA....ccouererrnane ESTABLECIMIENTO.............cccveenen... FECHA.......... ;
MUESTRA BACILOSCOPIAS CULTIVO
DE NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO
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Mensual | Acumulado | Mensual | Acumulado | Mensual | Acumulado | Mensual | Acumulado
TOTAL
SINTOMATICO
RESPIRATORIO
PERSONA RESPONSABLE. ..o iictimmrnincne e FECHA......cccrneren
INFORME BACILOSCOPICO MENSUAL
DISA....ccoiiiinnne ESTABLECIMIENTO......c.ooivvvieiiiinnnnnns FECHA............
MUESTRA BACILOSCOPIAS CU.TIVO
DE NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO
Mensual | Acumutado | Mensual | Acumulade | Mensual | Acumulado [ Mensual | Acumulado
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SINTOMATICO
RESPIRATORIO

Rx
ANORMAL

EXTRA
PULMONAR

CONTROL DE
TRATAMIENTO

TOTAL

PERSONA RESPONSABLE

..................

INFORME BACILOSCOPICO MENSUAL

MUESTRA

BACILOSCOPIAS

CULTIVO

DE

NEGATIVO

POSITIVO

NEGATIVO

POSITIVO
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Mensual

Acumulado

Mensual

Acumulado

Mensual

Acumutado

Mensual

Acumulado

SINTOMATICO
RESPIRATORIO

Rx

ANORMAL

EXTRA
PULMONAR

CONTROL DE
TRATAMIENTO

TOTAL

PERSONA RESPONSABLE

ANEXOQ 6

.............................................................

........

De la obtencién de la muestra:

CULTIVO Y EXAMEN DIRECTO DE HONGOS
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UNAS. - Antes de tomar la muestra de escamas de ufias, es importante tener conoclmientc sobre
la persistencia del antimicético en la placa ungueal, la que puede ser de 2 semanas a 6 meses.
La afeccidn ungueal puede ocurrir en el lecho ungueal, en la ufia misma o en el borde ungueal.
Se debe indicar al paciente remover el esmalte de ufas desde 3 a 5 dias antes de la toma de
muestra.

La toma de muestra para el estudio micoldgico dependera de! tipo de lesién.
Para escamas de ufias:

Desinfectar con alcohol al 70%.

* Con el bisturl, hacer un raspado de la placa ungueal afectada, ya sea de la parte incolora
0 pigmentada o de la ufia.

¢ En algunos casos, se toma la muestra por presion sabre el reborde ungueal o por debajo
de ¢l, fratando de recuperar todo el material.
En la onicomicosis superficial blanca, se raspa las éreas blancas.

¢ Losfragmentos de ufias, los raspados ungueales deben de ser recolectados en una placa
petri estéril, para luego sembrarlos.

PIEL. - Antes de tomar la muestra, indicar al paciente:

Que el dla de la toma de muestra no haya usado talcos ni cremas,

Que no haya recibido tratamiento antimicético en los Gltimos 5 dias, de fo contrario los resultados
seran falsos negativos.

Para toma de muestra de escamas de piel:

s Desinfectar la zona de donde se tomars la muestra, utilizando gasa saturada con al
alcohol al 70% con la finalidad de eliminar contaminantes bacterianos superficiales.

* Las muestras de lesiones de piel deberan obtenerse de log margenes eritematosos
periféricos y de la zona con crecimiento activo si las lesiones son tipicas de TINA.

* Raspar las escamas de piel utilizando el filo de una hoja de bisturl o el borde de una
lémina portaobjetos estéril y recoger en una placa petri estéril. Esta placa debe estar
apoyada en forma firme en la piel por debajo del area de donde se va a tomar la muestra,

* Se recomienda tomar muestras de varias lesiones para obtener mayor cantidad de
material,

* Encaso de lesiones eritematosas humedas o con exudado, la muestra debe tomarse con
bisturi, hisopos, y si hay vesiculas romperlas y recolectar en una lmina portaobjetos
estéril.

Pitiriagis versicolor. - La Tinea versicolor es una enfermedad de fa piel causada por Malassezia,
La cara y el cuerpo presentan dreas de infeccion. Estas lesiones son descoloridas en pacientes
de piel oscura y de color castafio-amarillentas en pacientes de piel blanca.

Para la toma de muestra:
» Escoger la zona de piel afectada y que tenga bordes de crecimiento activo.
* Humedecer la gasa con alcohol al 70% y desinfectar el drea seleccionada,
» Colacar una porcién de cinta adhesiva transparente (aprox. 5 cm) sobre |a piel afectada,
luego colocar estirando y presionando sobre un portaobjetos limpio al que previamente se
ha colocado una gota de Azul de lactofenol o Azul de metileno.
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PELO. - La afeccion del cabello o del vello puede corresponder a procesos tipo PIEDRA o a una
Tinea. En el primero de los casos se eligen cabellos o vellos donde aparezcan nédulos (se toma
la parte distal, no la ralz}.

En la Tinea capitis y en algunos casos de Tinea barbae, la muestra debe incluir tanto cabellos
alterados como escamas del cuero cabeliudo o la plel.

Para la obtencién de los cabellos deben preferirse aquellos que estan truncos, opacos y
engrosados y que se extraigan facilmente con una pinza de depilacion (extirpar desde la raiz, un
minimo de 8 unidades) y depositarlos en la placa petri estéril,

MUCOSAS. - Las muestras se toman con hisopo; luego se introduce en un tubo de ensayo que
contenga 2 ml. de solucién salina estéril.

De Iz Recepcion de la Muestra:

1. Constatar que 'a solicitud de analisis tenga los datos completos, llenados correctamente

con letra legible y con firma del médico solicitante. Poner énfasis en anotar la localizacion
de la infeccién y el tipo de muestra.

2. Que la solicitud esté debidamente sellado y registrado por caja segun tarifa vigente o que
tenga el trémite de Servicio Social en caso de exoneracién o pendiente de pago.

3. Que la muestra tenga cantidad y calidad adecuadas.

4, La toma de muestra se realiza en el sector de Toma de muestras hasta las 10 a.m. Luego

se recepcionan sdlo los casos especiales en el Servicio de Microbiologia.
Del Procesamiento:

Examen Directo:
+ Depositar las muestras de escamas de piel, ufias, pelo 0 mucosas en una lamina
portaobjetos limpia y desengrasada, que contenga una gota de KOH al 10%.
e  Cubrir con laminilia cubreobjetos y calentar ligeramente en la llama del mechero.
o Dejar reposar unos minutos.
¢ Observar al microscopio.

Visualizacién microscopica: Todos los dermatofitos poseen una morfologia similar en su estado
parasitario. Cuando se observa con KOH aparecen como filamentos ramificados, tabicados, de 2
a 4 um, de ancho. Cuando las hifas van envejeciendo el nimero de tabiques se multiplica y pueden
verse largas cadenas de artroconidias que se desprenden. '

URas: Se observaran la presencia de hifas, por lo general artrosporados. Algunas veces se
observaran levaduras,

Piel: En las escamas de piel se observan las células epiteliales disgregadas y disueltas;
confundidas con ellas se busca al hongo, el cual debe observarse tabicado y ramificado.

Pelo: Puede estar parasitado en dos formas Endotrix y Ectotrix.

Cuando se trata de Malassezia furfur Se observan esporas (de doble pared) pequefas, agrupadas
en racimos, que presentan filamentos cortos sin tabiques. Su presencia confirma el diagnéstico
en el 100% de los casos.
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Los resultados positivos al examen directo de hongos (deteccién de hifas o esporas) deben de
correlacionarse con un cultivo positivo.
PROCESAMIENTO DEL CULTIVO DE HONGOS

El cultivo de hongos debe realizarse inmediatamente después de la tomar ia muestra a fin de
asegurar la recuperacién del hongo en los medios de cultivo.

1.

La siembra se realiza utilizando el asa de inoculacién en angulo, depositandola en el
interior del medio adecuado, para evitar que se sequen.

El medio adecuado es el AGAR SABOURAUD con cloramfenicol y el AGAR
MYCOBIOTIC. Estos medios permiten el desarroflo de dermatofitos y facilitan su
aisiamiento. Inhiben hongos saprofitos y mohos.

Se incuban a temperatura ambiente (a 37° C para mucosas).

Idealmente los cultivos deben observarse diariamente, por lo menos durante la primera y
segunda semana de incubacién. Si se observan 2 veces por semana son satisfactorios.
Los cultivos deben de ser observados hasta por un mes.

El desarrollo del hongo es concéntrico, en el centro hay desarrofio estéril y en el borde
hay crecimiento activo.

Identificacién de los hongos:
Es necesario tener en cuenta dos aspectos.

MACROMORFOLOGIA. - En general, el aspecto macroscopico de las colonias de
dermatofitos es util para la identificacién de especie. La morfologia macroscépica de las
colenias varia de acuerdo al medio empleado y a las condiciones ambientales en las Gue
el hongo ha desarrollado.

Criterios para examinar el crecimiento del hongo:

Tipo de micelio. — Observar si es vellosa (cuando hay esporulacién) o granular

(cuando hay esporulacién).

Edad del cultivo.

Tipo de colonias.

Por el pigmento: Ver el color de la colonia tanto en superficie como en el reverso.

Ver si hay difusién o no.

Textura de la colonia: Puede ser granular, pulverulenta, lisa algodonosa, cremona
o dura.

Tamafio de la colonia: Cubre |a placa en forma parcial o total
MICROMORFOLOGIA. - En necesario transferir una pequefia porcion de la colonia a un

portaobjetos con 1 0 2 gotas de hidroxido de potasio al 10% o en un medio de montaje
apropiado. Se debe observar la estructura microscépica del bongo.
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La identificacion del género y especie depende de la deteccion y reconocimiento de ias
conidias y su disposicion en ias hifas.

Hifas: Tamano del diametro, septado o no, pigmento.

Conididforo: Simple o compleja.

Conidia: Micro (tamafio y forma), Macro (tamaiio y forma)

Septas. Presencia de clamidosporas, artrosporas, blastosporas.

Presencia de ascas y ascosporas.

El hallazgo de hifas en raqueta, hifas espiraladas, candelabros favicos (hifas en asta) y
cuerpos pectinados ofrecen la primera clave de que se trate de un dermatofito. Dado que
los dermatofitos tienen una propension particular a hacerse estériles cuando crecen en un
medio artificial, deben evitarse la toma de zonas veliosas de crecimiento cuando se hacen
montajes para estudio microscépico o cuando se hacen sub—cultivos en otros medios.

Puede ser necesario ampliar a otros medics de cultivo, por ejemplo, medios escasos en
nutrientes para favorecer la esporulacion como son ¢l agar arroz, agar maiz.

Mantenimiento del cepario. - Para evitar la muerte del hongo se debe alternar.
Sabouraud — Agar papa — Sabouraud; 0

Sabouraud — Agar arroz - Sabouraud.

El hongo también se puede conservar en agua destilada estérit por 2 afios (refrigerado>,
pero tomando extremas precauciones para evitar la contaminacién.
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ANEXO 6

FLUXOGRAMA DE MICOSIS SUPERFICIAL
Muestra clinica (piel, pelo, ufia)

Examen directo
KOH 10 %
Azul de Lactofenol

Obs. microscépica
Hifas
Levaduras aisladas
Levaduras en racimos

Cultivo
Agar Sabouraud + Cloramfenicol.
Agar Mycosel

Observacién macroscépica
Levaduras: Tubo germ (+) Candide albicans
(-) Clamid, Asimilacién azucares

Micelios:
Si hay espor: Especie
No hay espor: A.ar-Es.
A. Myco-Es.

Observacién_microscépica:
Género, especie.
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