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/. Area de Asesoria Legal del Hospital Vitarte,

Que; en tal sentido, el articulo 112 del Reglamento de Organizacion y F
Vitarte, aprobado por Resolucién Ministerial NO 596-2004/MINSA, establé
responsabilidades del Director, entre las ciales se encuentran, la de exped
asuntos que sean de su competencia;

Con la visacidn del Servicio- de Apoyo al Diagnostico, la Unidad de Planean

De conformidad con lo dispuesto en la Ley N 26842, la Resolucion
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de Salud” v el Reglamento de Orgamzacnon y Funciones del Hospital Vitarte, aprobado por
Resolucién Ministerial No 595- 2004/MINSA y demas normas pertmentes.

SE RESLUELVE:

ARTICULO 10.- APROBAR el Manual Operativo Estandarizado de Microbiologia por las
consideraciones expuestas en la parte considerativa, cuyo documento en anexo adjunto forma
parte integrante de la presente resolucion. :

ARTICULO 20,- ENCARGAR al Area de Laboratorio del Servicio de. Apayo al Diagnostico, realice
la eJecumon de las acciones correspondlentes para la difusién, :mplementac;on aplicacién 'y
supervision del mencionado Manual.

ARTICULO 30.- DISPONER al Responsable del Portal de. Transparenma y Accesd a ia
Informacién Plbiica, la publicacion de la.presente Resolucidn en el portal institucional de la pagina

web,
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MANUAL OPERATIVO ESTANDARIZADO DE MICRCiBIOLOG]A

FINALIDAD Y JUSTIFICACION TECNICA

La finalidad del manual es establecer los procedimientos técnicos para realizar el
diagnostico bacteriolégico de las infecciones causadas por bacterias, bacilos, hongos,
acaros, demaédex (otros) que afectan a la poblacién que se atiende en el Hospital Vitarte y
con ello establecer la estandarizacion realizada en los procedimientos aplicados en
Microbiologia, contribuyendo también a un mejor manejo del sistema de gestion de calidad
y control de calidad analitico, para lo cual logramos el compromiso del personal en cumplir
lo establecido y mejorar continuamente los servicios que brindamos.

OBJETIVOS

- El presente manual tiene por objetivo establecer los procedimientos técnicos para
realizar el diagnostico microbiolégico de las infecciones causadas por bacterias,
hongos, 4caros, demdédex, etc. Que afecten a la poblacion que se atiende en el
Hospital Vitarte.

- Brindar la estandarizacién de los procesos en la realizacién de cada examen
solicitado.

- Controlar y Disminuir los errores en la fase analitica los cuales podrian tener
consecuencias potencialmente negativas para el paciente.

- Crear consciencia y compromiso del personal que labora en Microbiologia para
lograr un trabajo de excelencia y en conjunto dar pasos hacia la mejora continua.

AMBITO DE APLICACION

El presente manual esta dirigido a todo el personal que labora en Microbiologia del Area
de Laboratorio - Servicio Apoyo al Diagndstico del “Hospital Vitarte” para su aplicacion
correspondiente a la labor desempefiada.

BASE LEGAL
- Ley N2 26842, Ley General de Salud.

- Decreto Ley N2 1161 que aprueba la ley de organizacién y Funciones del Ministerio de
Salud.

- Resoluciéon Ministerial N° 850-2016-MINSA “Normas para la Elaboracion de
Documentos Normativos del Ministerio de Salud”.

- Instituto Nacional de Salud. Manual de Procedimientos de laboratorio para la obtencién
y envio de muestras (1). Serie de Normas Técnicas N°15. Primera Edicion: 1995.

- Instituto Nacional de Salud. Manual de Procedimientos “Bioseguridad en laboratorios
de ensayo. biomédicos y clinicos”. Serie de Normas Técnicas N°18. Tercera Edicién:

2005.

- Instituto Nacional de Salud. Manual de Procedimientos bacteriolégicos en infecciones
intrahospitatlarias. Serie de Normas Técnicas N°28. Primera Edicion -2001.
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DISPOSICIONES GENERALES
5.1 DEFINICIONES

ITU: Infeccion del tracto Urinario.

Bacilos Gram negativos: Son aquellos que no fijan el Colorante Cristal Violeta
porque poseen la capa de lipopolisacaridos (péptido glicano). Este tipo de bacilos
es asociado a bronquiectasias (Pseudomonas sp.), OCFA (Moraxela catarrhalis), y
alcoholismo o diabetes (Klebsiella sp.).

Bacilos Gram positivos: Aquellos que se tifien de azul oscuro o violeta por la
tincion de Gram, esta caracteristica se da por la composicién quimica de su
membrana celular.

Orina: Secrecidn liquida de color amarillo que es secretada por los rifiones como
resultado de la depuracién y el filtrado de la sangre, se acumula en la vejiga y se

expulsa por la uretra.

Microbiota intestinal: es el conjunto de bacterias que viven en el intestino, en una
relacién de simbiosis tipo comensal o como también mutualismo. La gran mayoria
no son dafinas para la salud y muchas son beneficiosas.

Chorro medio: Es la muestra de eleccién para Urocultivo. El tiempo de retencién
deseado es por lo menos 3 horas. Luego de la higiene de genitales, se elimina el
primer chorro y se recolecta en frasco estéril la fraccién siguiente.

Sonda Foley: son tubos flexibles, generalmente de litex, que, en la cateterizacion
urinaria, se pasan a través de la uretra y hacia dentro de la vejiga con el propésito
de drenar la orina. Quedan retenidos por medio de un globo en la extremidad del
catéter que se infla con agua estéril.

Catéter vesical: es una sonda que se introduce a través de la uretra al interior de
la vejiga urinaria con fines diagndsticos y terapéuticos. El procedimiento es
invasivo y potencialmente traumatica a las estructuras de las vias urinarias
estériles, a excepcion de la parte final de la uretra que se considera no estéril. Se
considera un alto riesgo de infeccién del trato urinario el procedimiento por lo que
se valora la necesidad de realizarlo y con técnica estrictamente estéril.

Cultivo: es un método para la multiplicacion de microorganismos, es empleado
como método fundamental para el estudio de las bacterias y otros
microorganismos que causan enfermedades.

Aspiracién supra pubica: es un procedimiento invasivo rapido, simple y seguro
para el diagnéstico correcto de infeccidn urinaria que consiste en obtener una
muestra de orina mediante la puncién con una aguja a través de la parte baja de
la pared abdominal donde se encuentra la vejiga urinaria.

Criterios de rechazo: son criterios basicos para rechazar muestras inadecuadas,
no Gtiles para obtener resultados confiables.

Medios de cultivo: es un sustrato o una solucién de nutrientes que permite el
desarrollo de microorganismos. Para realizar un cultivo se debe sembrar sobre el
medio de cultivo elegido las muestras en las que los microorganismos van a crecer
y multiplicarse para dar colonias.
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Coloracién Gram: método de tincién descrito por vez primera por el médico
Christian Gram, en 1884 utilizado para teiiir las bacterias y poder diferenciarlas en
dos grandes grupos: Gram-positivas y Gram-negativas.

Colonia: Es una poblacion de células que puede observarse macroscopicamente
(a simple vista) y que crecen en un medio nutriente (solido), procedente de una
sola célula.

Inéculo: Es una suspension de microorganismo vivo que se han adaptado para
reproducirse en un medio especifico. Gérmenes de todo tipo disponibles para una

contaminacion.

Cultivos anaerdbicos: estos medios contienen alta proporcién de peptonas e
hidratos de carbono porque su metabolismo es mas exigente y requieren ademas
factores de crecimiento coma la hemina y vitamina K. Estos cultivos estdn
preparados para microorganismos que obtienen su energia a través de reacciones
que no implican el uso de oxigeno molecular y para los cuales el oxigeno molecular
actta como toxico celular o como inhibidor del crecimiento son microorganismos
anaerobios obligados.

Susceptibilidad antimicrobiana: la prueba mas difundida por ser simple vy
econdmica, mediante difusién de en discos de papel. Estos discos son preparados
comercialmente en forma estandarizada con las concentraciones de principio
activo necesarias de antibidticos. Los discos son colocados sobre la superficie de
agar de una placa Petri, que ha sido previamente inoculada con una cantidad
estandarizada del germen cuya susceptibilidad se desea medir (es una cantidad
que oscila aproximadamente en las 10® unidades formadoras de colonias por
mililitro de inoculo). Terminado el proceso la placa se coloca en la estufa de cultivo
y comienza el crecimiento de la bacteria y a su vez la difusion del antibiético desde
el disco de papel. El antibiético se aleja del disco seglin un gradiente de dilucion,
por lo que, a mayor distancia, menor concentracién. Esto causa el halo de
inhibicidn circular que se forma, cuyo didmetro serd directamente proporcional a
la potencia del antibacteriano frente a la bacteria inoculada e inversamente
proporcional a la concentracién inhibitoria minima (CIM) del agente
antimicrobiano.

Urocultivo: Estudio microbiolégico que consiste en realizar un cultivo de orina con
el fin de identificar el germen causal de una infeccién urinaria.

Cultivo mixto: Es un cultivo que contiene mas de una clase de microorganismo

Coprocultivo: Es un anélisis bacterioldgico realizado en la muestra de heces. La
muestra es recolectada en un recipiente y se cultiva para determinar la presencia
de un agente causante de una infeccion bacteriana.

Medios selectivos: es un medio de cultivo en el que solo puede crecer un tipo de
microorganismo (hongo, bacterias entéricas, protozoos, etc.). Estos medios
generalmente tienen inhibidores de crecimiento para ciertos microorganismos.

EDA: Enfermedad Diarreica Aguda. Con alta incidencia mortal en nifios menores
de 5 afios. Antes la deshidratacién era causante de muertes pediatricas, ahora las
muertes también son relacionadas a infecciones bacterianas septicémicas.
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. Siembra primaria: Cuando el material es inoculado en los medios de cultivo por
primera vez.

. Hemocultivo: Es un cultivo microbiolégico de la sangre. Es un método diagnostico
usado para detectar infecciones por bacterias (bacteriemias) u hongos en la
sangre.

VI. DISPOSICIONES ESPECIFICAS

En la realizacién de cada examen bacterioldgico solicitado se llevaran a cabo tres fases:
Fase Pre analitica, Fase analitica y Fase Post analitica (transcripcion de resultados).

Los Procedimientos que realizamos en el Laboratorio del Hospital de Vitarte son:
Urocultivo, Coprocultivo, Hemocultivo, Cultivo de Secreciones, cultivo de liquidos
corporales, examen directo y cultivo de hongos, examen directo de acaros, pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana, Baciloscopia, etc.

6.1. CONDICIONES PARA LA OBTENCION DE MUESTRAS:

v Antes de recoger la muestra, considerar el riesgo/beneficio de la recogida de la
muestra para el paciente.

v La muestra debe transportarse en envases estériles adecuados con cierre hermético a
prueba de fugas.

v La obtencién de la muestra deberd realizarse en condiciones de maxima asepsia,
evitando contaminaciones ambientales, del personal, del propio enfermo a la muestra
y viceversa.

v La muestra debe rotularse con los apellidos y nombres del paciente, el tipo de muestra
y la fecha de recogida. En determinados casos serd importante precisar la hora de

Q recogida.
>’ v Se debe obtener una cantidad de muestra adecuada a la prueba solicitada. En
ocasiones una escasa cantidad de muestra puede ser la causa de falsos negativos.

v La muestra se debera recoger, siempre que sea posible, antes de iniciar cualquier
terapia antimicrobiana.

v Se debe evitar, siempre que sea posible, el contacto de la muestra con microbiota
normal del paciente, con el objeto de asegurar que la muestra refleje lo mejor posible
el lugar de la infeccion.

v El envio de la muestra al laboratorio de microbiologia debe ser lo mds rapido posible
con objeto de asegurar la supervivencia de microorganismos de dificil crecimientoy de
evitar el sobrecrecimiento de la microbiota normal, acortar el tiempo de contacto con
anestésicos locales o con otras sustancias con accidn antimicrobiana utilizadas en la

recogida de la muestra.
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CRITERIOS PARA RECHAZAR MUESTRA

a.

Muestra sin rotular o mal rotulada (la identificacién de la muestra no corresponde a

los datos del paciente en la solicitud de anélisis).

En cualquier caso, se contactara con el servicio peticionario haciéndole conocer la
necesidad de que procedan a la correcta identificacién de la muestra. Si se puede
recoger otra muestra, se solicitard nuevamente. Dependiendo de la importancia de la
muestra, se puede optar a su procesamiento antes de la correcta identificacion con el
objeto de que no se deteriore la misma.

Muestra que tenga evidencias de haber sido derramada.

Se procederd a solicitar una nueva muestra. En el caso de no ser posible la recogida de
una nueva muestra, desinfectar externamente el envase o trasvasar la muestra a un
contenedor estéril. En este caso, se indicara en el informe que la muestra estaba
derramada y que los resultados deben ser interpretados con la debida precaucion.
Hisopos de secreciones sin medio de transporte, cuando haya ocurrido mas de 1 hora
desde el momento de la toma de muestra.

En el caso de muestras que no se puedan volver a recoger (por ejemplo: muestras
quirdrgicas) se puede optar por procesarlas informando por escrito al servicio
solicitante de la incidencia en la recogida/transporte de la muestra y alertando de que
los resultados obtenidos deben ser interpretados con la precaucion correspondiente.
En el caso de que el transporte deficiente invalide totalmente el estudio microbiologico
(por ejemplo, muestras en formol) no se aceptaran estas muestras y se comunicard al
servicio solicitante.

Recipiente o contenedor inadecuado. Por ejemplo, frasco no estéril para cultivo,
muestra de secrecidn en jeringa, aspirados contenidos en la sonda, etc.

No indicar tipo de muestra / tipo de examen en la solicitud de analisis.

Para el caso de pacientes internados, se contactard con el servicio solicitante
haciéndole conocer la necesidad de identificar el tipo de andlisis / tipo de muestray la
localizacién anatémica de la cual fue obtenida.

Si se puede recoger otra muestra, se solicitara nuevamente. Dependiendo de la
importancia de la muestra, se puede optar a su procesamiento antes de la correcta
identificacién con el objeto de que no se deteriore la misma.

Muestra visiblemente contaminada, mal tapadas o sin tapa.

Muestra de orina para urocultivo con mas de 2 horas de haber sido emitidas
conservadas o transportadas a temperatura ambiente (se procesara en caso no es
posible obtener una nueva muestra o en caso el paciente debe iniciar prontamente el
tratamiento antimicrobiano)

No se procesaran muestras para urocultivo sin previo aseo del (a) paciente.

El paciente no cumplié con las indicaciones dadas para la correcta recoleccion de las
muestras dependiendo del tipo de examen, ejemplo: ayunas, sin higiene, con higiene,
etc.

10
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6.3. PROCEDIMIENTO: UROCULTIVO
6.3.1. Fase pre analitica
A. Toma de muestra:
Muestra obtenida del chorro medio
Preparacion en mujeres

e Proceda primero a lavarse las manos y luego siéntese en el inodoro lo mas
hacia atras que pueda; separe los labios genitales con una mano y mantenga
los pliegues separados y proceda a asearse toda la zona genital con jabony
enjuague con abundante agua; seque con papel.

e Proceda a recoger la orina destapando previamente el frasco estéril tapa
rosca boca ancha en el momento de la miccién y sin tocar con los dedos su
interior, recoja solo la muestra del chorro medio es decir ni la primera ni la
ultima parte del chorro de orina, no llene el frasco.

e Colectar la primera orina de la mafiana salvo indicacién médica; El paciente
debe llenar su nombre y apellido completo en la etiqueta del frasco.

Preparacidén en varones

e Proceda primero a lavarse las manos y luego la cabeza del pene empezando
por la abertura uretral y continte en direccién a usted; si no esta circundado
retraer el prepucio. Enjuagar con agua y secar con papel. Destape el frasco
estéril tapa rosca boca ancha en el momento de la miccién y sin tocar con
los dedos su interior, recoja solo la muestra del chorro medio es decir ni la
primera ni la Ultima parte del chorro de orina, no llene el frasco.

e Colectar la primera orina de la mafiana salvo indicacion médica El paciente
debe llenar su nombre y apellido completo en la etiqueta del frasco.

Muestra por sonda Foley
e Limpiar con algodén embebido en alcohol la porcidn distal de la sonda.

e Usando una aguja y jeringa, colectar la orina a través de la sonda y colocar
su contenido en un frasco estéril. No obtener orina a partir de la bolsa
colectora por que suele estar contaminada.

Q
/

Muestra obtenida a través de una sonda estéril recién colocada

e Aprovechando la colocacién o el cambio de sonda, se recoge directamente
a orina que fluye por el extremo distal de la sonda nueva en un frasco
estéril. Si se trata de un recambio de sonda es importante considerar la
posibilidad que se produzca la resuspension de bacterias de la zona uretral
en la orina vesical. Esto puede resultar en la presencia transitoria de
bacterias colonizantes de la sonda previa en la orina y dar lugar a cultivos
falsamente positivos. En estos casos es recomendable una nueva muestra
posteriormente.

Muestra por catéter vesical

11
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e Un catéter vesical es insertado por un profesional de la salud, para obtener
orina directamente de la vejiga.

o Este procedimiento debe ser realizado con una técnica aséptica, para evitar
el riesgo de introducir microorganismos en la vejiga.

e Desechar los 15 a 30 ml iniciales de orina y enviar el chorro siguiente para el
cultivo.

Muestra por aspiracion suprapubica

e Directamente de la vejiga, es realizada por el médico o personal de salud
entrenado. Este método es el preferido para nifios, para pacientes en los
cuales la interpretacién de los resultados de orina emitida es dificil, o cuando
se sospechan bacterias anaerobias como causa de la infeccion.

e La vejiga debe estar llena y palpable antes de la aspiracion.

e Desinfectar la piel sobre |a vejiga.
e Hacer una puncion a través de la epidermis encima de la sinfisis pubiana.

e Aspirar usando una aguja y jeringa. Coloque la muestra de orina en un
recipiente estéril antes de su envio al laboratorio.

B. Transporte de la muestra

-,G"w:' ""4.'1 e La orina debe ser transportada inmediatamente al laboratorio después de su
-%AE 'mm' obtencién, pudiendo permanecer a temperatura ambiente hasta 2 h, Sila orina
. no puede ser procesada se puede conservar hasta 24 h en refrigeracion

- & después de su obtencién.

e NO CONGELAR la muestra.

C. Preparacion de la muestra:

El procesamiento de la muestra debe realizarse dentro de las primeras dos horas
de emitida la muestra. Después de las dos horas el deterioro que experimenta la
muestra de orina incluye: destruccién de leucocitos y eritrocitos, proliferacion de
bacterias, degradacién bacteriana de la glucosa, aumento del pH por formacién
de amoniaco como resultado de la degradacién bacteriana de la urea, y oxidacion
/ de la bilirrubina y del urobilinégeno.

N

6.3.2. Fase analitica
Materiales
- Agar Sangre
- Agar Mac Conkey
- Aga Mueller Hinton
- Cepa Bacillus subtilis
- Escala Mac Farland 0.5
- Reactivos de Coloracion de Gram

#\ , - Asa de 1 pl para deteccion de recuento de colonias mayores de 1,000 UFC/ml.
\ 12
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- Asa de 10 pl para la deteccién de recuento de colonias entre 100 y 1,000
UFC/ml.

A. Sedimento urinario:

Homogenizar la muestra por inversion del frasco, Se invierte . >
lenta y cuidadosamente, de tres a cinco veces para lograr B > /
una buena mezcla sin formar espuma. '

No es recomendable homogenizar la Y g
muestra girando el frasco, ya que origina
remolinos que resultan en el depésito de los
elementos formes pesados en el fondo del
frasco.

- Centrifugar 10 ml de orina x 5 min. a 400 g este procedimiento debe estar
estandarizado para dar resultados confiables.

- Se vuelca el sobrenadante de modo que quede aproximadamente 0.5 mL del
sedimento.

- Se resuspende por agitacién en ese volumen de liquido y se observa entre la

hyy

AL v, lamina porta y cubre objetos en el microscopio con un aumento de 400X
\
. ) | ’ - - - ’ - g
| #; - Se debera consignar la presencia de leucocitos, hematies, bacterias, cilindros
"
LARORATORIO (especialmente los cilindros leucocitarios), tipos de cristales y células. Se
g informara el recuento respectivo.

b -2
'L e

B. Coloracion de Gram:

Se recomienda la realizacion de la coloraciéon Gram en pacientes que estdn
recibiendo antibiéticos y pacientes que presentan sedimento patoldgico con
cultivos negativos, para verificar la presencia de microorganismos exigentes. En
este sentido, debe considerarse ademas la realizacién de una coloracién Ziehl
Neelsen del sedimento de la orina, aunque su sensibilidad en casos de
tuberculosis renal es inferior al 10%.

NGO

Existe un procedimiento que consiste en: colocar 10 pl de orina bien mezclada
sin centrifugar sobre una ldmina portaobjetos, dejar secar al aire sin extenderla,
realizar la coloracién Gram a fin de determinar el nimero de organismos por
campo de aceite de inmersién. Un organismo observado a 1000x correlaciona
con un recuento de colonias de 10°/ en 1ml de orina. Sin embargo, este
procedimiento carece de sensibilidad puesto que se sabe muchas infecciones
urinarias cursan con recuentos de < 10000 UFC/MI.

C. Cultivo de orina: Inoculacidn para el recuento de colonias e incubacién
- El cultivo debe realizarse de la orina sin centrifugar.

- Homogenizar el frasco con la muestra de orina por inversién con movimientos
suaves para evitar la formacién de espuma.
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- Introducir un asa descartable calibrada de 1ul inmediatamente por debajo de la
superficie liquida y ascenderla verticalmente.

- Una vez tomada la muestra se lleva en todo su volumen a la superficie del agar
haciendo una estria a través del centro. El indculo se disemina en dngulos rectos
respecto a la estria primaria diseminando el inoculo hasta cubrir toda la
superficie de tal forma que se obtengan colonias aisladas para reducir al minimo
los resultados falsos negativos de los cultivos

- Usar las placas correspondientes para las muestras de orina emitidas por chorro
medio y los obtenidos por catéteres, cultivar 1 pl 0 10 ul de orina.

- Los medios utilizados para el cultivo de orina son el Agar Sangre y el agar Mc
Conkey.

- Los cultivos de orina deben ser incubados a 35-37"C en atmosfera aerdbica antes
de ser interpretados. La mayoria de bacterias causantes de infeccion urinaria se
pueden poner en evidencia en 18-24 horas, en este contexto no tiene sentido
prolongar la incubacién més alld de las 24 horas. En casos determinados,
bacterias exigentes, deficientes o cultivo negativo o cuando se documenta la
presencia de bacterias en la tincién de Gram podra ser necesario extender el
periodo de incubacion a las 48 horas

- Prueba de actividad inhibitoria: Determinar la prueba de actividad inhibitoria
en la orina sin centrifugar (Anexo1)

D. Lectura de los medios de cultivo:

- Examinar los cultivos que han sido incubados durante toda la noche, pero hacer
la lectura final a las 24 hrs.

- Cuando hay presencia de pequefias o escasas colonias que son apenas
perceptibles o la muestra es colectada por una técnica invasiva como aspiracion
suprapubica. incubar hasta por 48 horas.

- Para la cuantificacion y tipo morfolégico de los organismos presentes:
F} v' asade 1 pl, una colonia equivale a 1,000 UFC/ml. (10°)
v' asade 10 pl, una colonia equivale a 100 UFC / ml. (10?)

- Determine el recuento de colonias de cada morfotipo en el cultivo por separado
examinando los agares.

- No identificar microbiota urogenital normal a nivel de género o de especie.

- Para la identificacion final proceder de acuerdo a métodos establecidos en el
laboratorio. (Anexo 2)

- Realizar pruebas de susceptibilidad de acuerdo a métodos establecidos en el
laboratorio. (véase en la seccién Susceptibilidad Antimicrobiana)

- Mantenga las muestras de orina en refrigeracién por lo menos 24 horas para
resolver cualquier problema con la muestra o resultados del cultivo.

E. Interpretacion de los resultados:
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Los criterios cldsicos de interpretacién descritos por Kass en los que se
consideran significativos recuentos de >10° UFC/mL pueden ser aplicados a la
mayoria de las muestras en las que se solicita el cultivo. Sin embargo, en
determinadas circunstancias se admite la existencia de infeccién urinaria con
recuentos muy inferiores como son:

- En orinas obtenidas por puncién supraptbica o que proceden del rifidn,
cualquier recuento es indicativo de infeccion.

- En mujeres jévenes con sindrome miccional y leucocituria, se considera
significativo el hallazgo de >102 UFC/ml.

-En varones en los que la obtencién de orina es menos susceptible de
contaminarse, son significativos recuentos de >10° UFC/ml.

- En orinas obtenidas por sondaje vesical, se consideran significativos recuentos
>10% UFC/ml de cualquier microorganismo en cultivo puro.

En situaciones diferentes a las anteriormente descritas, un recuento < 10°
UFC/ml se considera como no significativo. Recuentos bajos (< 10* UFC/ml) de
microorganismos normalmente encontrados en la piel o genitales externos o
internos se consideran como contaminantes.

Los cultivos de crecimiento mixto en pacientes con infeccién urinaria no
complicada adquirida en la comunidad, probablemente indican contaminacion
de microbiota fecal y se pueden informar como “Microbiota mixta; posible
contaminacion. Sugerimos una recogida apropiada de la orina, con una entrega
a tiempo al laboratorio, si existe una indicacién clinica”. Sin embargo, estos
cultivos mixtos en pacientes sondados, hospitalizados o en pacientes mayores de
>65 afios deben ser valorados con cautela y en algunas ocasiones requieren
contactar con el clinico para realizar una correcta interpretacion.

F. Reporte de resultados
- Informar los resultados de la coloracién Gram y sedimento.

- Resultados Negativos: Si no se observa crecimiento sobre todos los medios de
cultivo, reportar "Urocultivo negativo”. Si solamente se observa microbiota
urogenital o de la piel, reportar como cultivo negativo y el recuento serd de 10
000 UFC/ml de microbiota.

- Resultados Positivos: los cultivos mixtos con morfotipo bacteriano presente se
reporta como posible contaminacién y se sugiere “nueva muestra”.

- Reportar el recuento de colonias de cada patégeno por separado, seguida por la
identificacién y resultados de la prueba de susceptibilidad.

- Mantener copia de los resultados en sistema manual o electrénico.
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Esquema de trabajo de Urocultivo
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6.4. PROCEDIMIENTO: COPROCULTIVO

La porcién inferior del intestino tiene una flora bacteriana normal excesivamente amplia.
Los microorganismos con mayor prevalencia son los anaerobios (Bacteroides, bacilos
Gram positivos, estreptococos), microorganismos entéricos Gram negativos y S. faecalis.
Para poder aislar bacterias patégenas de las heces implica la separacion de las especies
no patégenas, usualmente a través del empleo de medios selectivos diferenciales y de

cultivos enriquecidos.
Las principales causas de trastornos gastrointestinales agudos incluyen a los virus, las

toxinas (de estafilococos, vibriones, Escherichia coli toxigenica), bacilos entéricos Gram
negativos invasores, los fermentadores lentos de la lactosa, las Shigellas, las Salmonellas

y Campylobacter.
6.4.1 Agentes etioldgicos de EDA

La diarrea infecciosa se origina por la multiplicacién de microorganismos a nivel
del tubo digestivo, los que actian por mecanismos: invasivos, toxigénicos, o
mixto.

16
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Diarrea Secretoria (No linflamatoria)

Se caracteriza generalmente por deposiciones liquidas abundantes, sin sangre,
ni moco, ni pus: Vibrio cholerae 01, Vibrio cholerae 0139, E. coli
Enteropatogena, E. coli Enterotoxigenica, Clostridium difficile, Plesiomonas
shigelloides.

Diarrea linflamatoria (Invasiva)

Se caracteriza por deposiciones muy frecuentes de escaso volumen, con
presencia de moco y/o sangre, por lo general con abundantes leucocitos en las
heces: Salmonella spp (mixta), Shigella flexneri, Shigella dysenteriae, Shigella
sonnei, Shigella boydii, Vibrio cholerae no 01, no 0139, E. coli Enteroinvasiva,
Campylobacter spp., Yersinia enterocolitica, E. coli Enterohemorragica 0157,
Aeromonas spp (mixta), Vibrio parahaemolyticus (mixta)

6.4.2 Fase pre analitica

A. Tipo de muestra y obtencion:

e Heces:
—Examen directo, respuesta inflamatoria, coloracion Gram y cultivo.

—Las muestras fecales deben ser obtenidas frascos estériles con boca ancha y
tapa hermética, previo al suministro de antimicrobianos, o luego de tres dias
de haber dejado de tomarlo.

—Si la muestra de heces no puede ser cultivada en un lapso de 1 a 2 horas, se

debe escoger una muestra representativa (mucus, pus, sangre) con un hisopo
con punta de algoddn y colocarlo en un medio de transporte Cary Blair.

—Evitar usar papel higiénico para la coleccion, este puede estar impregnado con
sales de bario que son inhibitorias para algunos patégenos intestinales.

—En el caso de infantes se recomienda no usar pafiales absorbentes, si no de tela,
para obtener la muestra; tomar una porcion de las heces, escoger la que
muestre moco y/o sangre y colocarla en medio de transporte Cary Blair.

_ —Las muestras en medio de transporte pueden aceptarse hasta en 4 horas de la
\? toma.
e Hisopado rectal

—La muestra se obtiene con un hisopo con punta de algodén o de dracon, estéril,
el cual después de haberle sacado la proteccién de papel, se acondicionara
previamente sumergiéndolo en el espesor del medio Cary Blair.

—Luego se introducird en el recto unos 3 cm, realizando movimientos de
rotacion, se tratara de obtener el material mucoso que se encuentra en las
paredes de la ampolla rectal.

- Colocar el hisopo dentro del medio de transporte

- Enviar al laboratorio hasta en 4 horas o menos.
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6.4.3 Fase analitica

A. Examen macroscépico de heces
- Color: Marrén, amarilla, verdosa, etc.
- Aspecto: anotar la consistencia de las heces que puede ser dura, pastosa,
semiliquida, o liquida.
- Presencia de moco, pus o sangre que indicarian la presencia de un patogeno
invasivo.
- Moco: Presente (+, ++, +++) 0 ausente (-)

- Sangre: Presente (+, ++, +++) 0 ausente (-)

Deteccion de Leucocitos Fecales: Se coloca una pequefia porcién de muestras
fecales sobre una ldmina porta objetos con una gota de colorante azul de

metileno y otra con suero fisiologico.

- Mezclar la suspensién totalmente, cubrir con una laminilla y examinar al
microscopio después de esperar 2 6 3 minutos para que los leucocitos
adquieran buena tincién nuclear.

- Observar al microscopio a 40X.

A A7) - x . .
;/)J‘- ( | - ldentificar los leucocitos, diferenciar y hacer un recuento de PMN y MN.
{ i,
{ ™ LABORRTCRIO B. Siembra primaria
5 L j r . - - -
NI A o - La superficie del medio de cultivo a usar debe estar completamente seca antes

de proceder a la siembra

- Si la muestra es de heces, tomar una pequefia porcién con la ayuda de un asa
descartable estéril y realizar estrias sobre el agar a fin de obtener colonias
aisladas.

- Si la muestra estd dentro de un medio de transporte, con el hisopo dejar una
porcién de la muestra en el primer cuadrante de la placa, y con el asa estéril

9 proceder a hacer estrias por agotamiento en toda la superficie de la placa.

f - Colocar aproximadamente 1 gr. de muestra en tubos conteniendo 10 mL de

/ Caldo Selenito y Agua peptonada alcalina. Incubar el primero a 35-372C por 12
6 24 horas y el segundo por 18 horas a temperatura ambiente o a 35-372C por
8 horas.

- Los medios a utilizar son: Agar XLD, TCBS, Mac Conkey con sorbitol, caldo
selenito, agar SS (Salmonella y Shigella)

- Incubar a 35 —37°C por 18 a 24 horas.

C. Sub-cultivos

Subcultivar el crecimiento bacteriano de los tubos de Selenito y Agua
peptonada en los medios de cultivo apropiados: Agar SS y Agar TCBS e incubar
por 18 a 24 horas y 35-372C.

D. Lectura de placas
18
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- Crecimiento en Agar SS: Medio empleado para la deteccion de Salmonella y
Shigella, ambos lactosa negativa. La mayoria de cepas de Salmonella
presentaran el centro de sus colonias de color negro debido a la produccién de

H2S.

- Crecimiento en agar XLD: La produccién de hidrégeno sulfurado se observa
como un precipitado de color negro en la colonia.

- Las bacterias que descarboxilan la lisina a cadaverina pueden ser reconocidas
por la apariencia de una coloracién parpura alrededor de las colonias debido a

un incremento en el pH.

- Estas reacciones pueden producirse simultdneamente o sucesivamente, esto
puede causar que el indicador de pH exhiba varias sombras de color o puede
cambiar su color de amarillo a rojo con incubacion prolongada. El medio de
cultivo es ligeramente inhibitorio.

- Crecimiento en Agar TCBS: El medio es de color verde, la presencia de colonias
sucrosa positivas (colonias amarillas) indica sospecha de V. cholerae
principalmente, o de V. alginolyticus en algunos casos. Con la presencia de
colonias verde azuladas (sucrosa negativa), se sospechara principalmente de V.
parahaemolyticus.

APARIENCIA DE LAS COLONIAS CON RESPECTO A LOS MICROORGANISMOS:

Agar XLD
\ Colonias Sospecha clinica
Amarillas, opacas Coli, Aeromonas, Enterobacter.
Serrantia, Hafnia
Amarillas, mucosas Klebsiella
() Aarillas, opacas con centro negro Citrobacter lactosa +
.. Rojas Shiguela, Salmonella Parathyphi
Rojas o completamente negras con punto Salmonella spp. Proteus, Citrobacter
negro Naranja ligeramente opacas lactosa -
Naranja ligeramente opacas Salmonella Typhi

19
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Agar SS

Colonias

Sospecha clinica

Colonias incoloras transparente

Shiguella y Salmonella (mayoria)

Transparentes, con centro negro

Proteus y Salmonella (algunas)

Rosadas hasta rojas

E. Coli

Rosadas o de color cremoso, blanquecinas,

opacas, mucosas

Enterobacter, klebsiella

Agar TCBS

Colonias

Sospecha clinica

Amarilla, planas, de 2 a 3 mm

Vibrio cholerae,Vibrio alginolyticus

Verdes, planas,de 2a 3 mm

Vibrio parahaemolyticus

Diminutas, transparente o amarillas

Enterobacterias y enterococos

Agar Mac Conkey Sorbitol
Colonias Sospecha clinica
Incoloras, transparentes Escherichia coli 0157
Rojas, planas, de aspecto seco Escherichia coli

E. Identificacidon

Identificacién Bioquimica Convencional:

Las colonias sospechosas que crecen en las diferentes placas, se inoculan en
medios de diferenciacion bioquimica TSI, LIA, MIO, Agar Citrato de

Simmons.(Véase en el Anexo 2)

Tabla de identificacion para Coprocultivos

‘ Microorganismo KIA

LIA SIM

a

= =

x O
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Lac/gl | Gas | H2 s| 1 | m
u S
P * P *
Salmonella typhi K/A N* A K/K i N P |N*|[ P N | N
S. paratiphy A K/A P N K/A N N P N P N N
S. gallinarum K/A N P K/K P N N N P N N
S. pullorum K/A P P K/K P N N N P N N
P-
Salmonella spp K/A P P K/K P N P N P N N
; . K/A-
Shigella sonnei N N K/A N N N N P N N
A/A
Shigella flexneri K/A N-P N K/A N P-N N N P N N
Shigella dysenteriae K/A N N K/A N | NP | N N P N N
Shigella boydii K/A N N K/A N N-P N N P N N
E. coli EPEC A/A P-n N K/K N P P N P N N
" A/A- N-
E. coli EIEC K/A P-N N K/A N P-N . N P N N
Kassihi a | NN oka [ nen| N N]P PN
enterocolitica N
Vibrio cholerae K/A N N K/K N P P PN P N| P
V. N- | P- | N-

parahaemolyticus KA N N K N F 4 <] N p ¥

Aeromonas K/A K/K-
hydrophyla afa i L K/A L i ? 4 L .
Aeromonas caviae A/A N N K/A N P P P N P
Aeromonas sobria K/A P N K/K N P P N N P
P. shigelloides K/A N N K/K N P P N N P
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Esquema de trabajo de Coprocultivo

= TP
Muestra de

heces P
i <
v

Medio de Cary
Blair
v v

Caldo peptonado
alcalino

Caldo selenito

Agar
SS

6.5. PROCEDIMIENTO: HEMOCULTIVO

La escasa cantidad de microorganismos presentes en la sangre durante un episodio de
bacteriemia, que suele oscilar entre 10 unidades formadoras de colonias (UFC)/ml y
10* UFC/ml pudiendo ser incluso inferior a 0,1 UFC/ml en un 20% de los casos. Esta
caracteristica hace que sélo las técnicas muy sensibles puedan ser utilizadas en el
diagndstico rapido de este proceso y que no sea posible utilizar el examen directo de
la sangre mediante tinciones para el diagnéstico de la bacteriemia.

SISTEMA AUTOMATIZADO:

El Laboratorio de Microbiologia del Hospital Vitarte utiliza el Sistema automatico
analizador Bact/ALERT, tecnologia que mediante la incubacién y agitacién monitorea
los frascos de hemocultivos para detectar el crecimiento microbiano.
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6.5.1 Fase pre analitica
*  Materiales:
- Alcohol al 70%
- Yodol-2%
- Algodén
- Guantes
- Aguja para extraccion
- Sistema de extraccion al vacio
- Paciente pediétrico: Botella amarilla (BacT/ALERT PF)
- Paciente adulto: Botella verde (BacT/ALERT FA)
- Jeringa con aguja
- Contenedor de residuos punzocortantes y residuos biologicos
A. Preparacion de la piel:

La interpretacién correcta de los hemocultivos es su
contaminacién con la microbiota cutdnea durante la
extraccion. Para evitarla debe prepararse antes
meticulosamente la piel de la zona de extraccion.

- Después de localizar la vena, limpiar la zona de venopuncién
con alcohol al 70% durante un minimo de 30 segundos.

- Aplicar una solucién de yodo 1 — 2 % durante 30 segundos)
en circulos concéntricos desde el punto de puncién
cubriendo un area circular de unos 5 cm de diametra.

- Para pacientes alérgicos al yodo, limpiar con alcohol durant
60 segundos.

- Dejar que la zona se seque al aire antes de realizar la
venipuncién. No volver a palpar la vena.

Y
7~

Con una técnica aséptica correcta, el nimero de hemocultivos contaminados
no debe exceder del 3%. En general, se consideran microorganismos
contaminantes  Staphylococcus coagulasa negativa, Bacillus  spp.,
Propionibacterium acnes, Corynebacterium spp. y otros que forman parte de la
microbiota de la piel.

B. Preparacion de los frascos:
- Preparar el material necesario para la extraccion de sangre:
- Paciente pediatrico: Botella amarilla (BacT/ALERT PF)
- Paciente adulto: Botella verde (BacT/ALERT FA)

- Revisar la superficie de los frascos, el medio y el sensor.
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sensor

- A continuacién comprobar que el medio esta transparente y el sensor esta
intacto y es de color azul verdoso. No utilizar el frasco si el sensor esta amarillo.

- Eliminar el precinto protector superior.
Nota: el tapén de caucho no esta estéril y debe ser desinfectado.
- Desinfectar el tapén de caucho con alcohol al 70% o una solucion de yodo.
- Dejar secar 1 minuto antes de inocular.
C. Venopuncion e inoculacidon del frasco:

- Para obtener la muestra e inocular los frascos, se puede usar uno de estos
métodos:

® Agujay jeringa:
- Sin anticoagulante, extraer la cantidad apropiada.

S L 2 . ’ A
AN i e - Inmediatamente inocular directamente al frasco para evitar la
coagulacién de la sangre en la jeringa, atravesandolos con la aguja en
posicién vertical.

2 - Usar las marcas de la jeringa como guia para introducir el volumen
correcto.

e Extraccién con sistema de extraccién de hemocultivo Bact/ALERT:
Capuchdn de extraccion y adaptador interior para toma de muestras en
tubo.

- Conectar el capuchén adaptador al conector luer del sistema de
extraccig i
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- Realizacién de venopuncién: cuando la aguja estd colocada en la
vena, asegurarla co nerla en su posicién.

- Colocar el capuchén adaptador en el tapon de caucho del frasco de
hemocultivo y presionar hacia abajo para introducirlo y obtener el
flujo sanguineo. Sujetar el capbuchdn adaptador en el frasco.

- Utilizando las lineas indicadoras de llenado de la etiqueta, obtener la
cantidad de sangre requerida.

- Si se llegara a necesitar mas sangre para realizar otras pruebas,
colocar el adaptador interior en el capuchdn y sujetarlo en su
posicion. Esto hace al capuchén compatible con cualquier tubo de
extraccion al vacio.

- Después de completar la extraccion del hemocultivo, quitar el
capuchdn adaptador del frasco de hemocultivo y entonces retirar la
aguja de la vena del paci
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-No cubrir los cédigos de barras de los frascos, llevar inmediatamente
laboratorio.

D. Numero e intervalo de extracciones:

El momento de la extraccion de la sangre deberia coincidir, en el caso de
infeccién aguda, con aquel en el que existe un mayor nimero de bacterias
viables en sangre, que se sabe que es el momento que precede a la aparicion
de |a fiebre. Asi se recomienda la extraccién coincidiendo con la aparicion de
escalofrios (se cree que estos suelen preceder inmediatamente al pico febril y
que aparecen aproximadamente al cabo de 1h de entrar el microorganismo en

el torrente sanguineo).

La probabilidad de recuperar el agente causal se incrementa en relacion con el
numero de hemocultivos extraidos al paciente:
Es cercana al 60-80% en el primer hemocultivo,

80-90% cuando se cursan dos hemocultivos y

95-99% con el tercer hemocultivo.

En adultos, ante la sospecha de:

- sepsis aguda o cualquier infeccién: dos o tres hemocultivos

- endocarditis, infeccion de un dispositivo protésico o infeccién de catéter
en la que puede ser dificil diferenciar entre contaminacion y bacteriemia
verdadera: tres o cuatro hemocultivos

En nifios, en general se extrae un solo hemocultivo aerobio, y no se recomienda
la extraccion seriada de hemocultivos excepto en el paciente
inmunodeprimido, pero para mejorar el diagndstico algunos autores
recomiendan dos extracciones si el nifio pesa mas de 1 kg y solo una extraccion
si su peso es inferior.

No existe una recomendacion universal sobre el intervalo de tiempo a respetar
entre cada extraccidn y aunque por lo general se aconseja que estén separadas
10-30 minutos, este intervalo se puede acortar en situaciones de extrema
urgencia e incluso en estos casos, para no retrasar el tratamiento antibiético,

9 pueden extraerse los hemocultivos simultdneamente de extremidades
diferentes. En los casos en los que el foco de infeccion no estd claro y los
primeros hemocultivos son negativos, puede estar indicado repetir la
extraccién tras 24-48 horas.

Estd recomendado extraer una nueva tanda de hemocultivos a las 48-72h de
una bacteriemia ya diagnosticada a fin de conocer si persiste el aislamiento del
mismo microorganismo a pesar de tratamiento antimicrobiano, lo que se
conoce como bacteriemia complicada.

A. Volumen y dilucién de la sangre
- Volumen:

Neonato y pedidtrico: 1 -4 mL
26
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Adulto :5—-10mL

- De todas las variables que influyen en el aislamiento de una bacteria u hongo
en un hemocultivo, el volumen de sangre cultivada es la mas importante
debido al bajo nlimero de microorganismos presentes en la mayoria de las
bacteriemias.

- Se considera que el indice de positividad aumenta entre el 3-5% por cada
mililitro adicional de sangre cultivada. Sin embargo, la recomendacion de
elevar el volumen de sangre por extraccién no se aplica, en cierta medida por
la anemia que se puede provocar al paciente y para mantener la proporcion
de volumen sangre/medio de cultivo.

- En neonatos y nifios, se ha preconizado que la mayor cantidad de bacterias
presentes en sangre permite que con volimenes considerablemente
menores, incluso inferiores a 1 ml, se obtengan resultados aceptables y
comparables a los de los adultos.

- Se recomienda cultivar un volumen de sangre aproximadamente del 4,5% del
volumen total de sangre del paciente.

- La dilucién de la sangre en el medio de cultivo es necesaria para neutralizar
sus propiedades bactericidas. En los pacientes en tratamiento con
antimicrobianos esta dilucién permite, ademds, conseguir que la presencia de
éstos se reduzca hasta alcanzar concentraciones sub-inhibitorias.

- La dilucién final recomendada es de 1/5 a 1/10 (volumen/volumen) ya que
diluciones <1/5 reducen la positividad.

. Incubacién; Sistema automatizado: BacT/Alert:

Tras la obtencién de la muestra se incuba el frasco de hemocultivo en el equipo
automatizado BacT/Alert, a 35-37 °C hasta por 5 dias.

Los frascos aerobios seran incubados en el equipo BacT/Alert por un periodo
de cinco dias, si hay presencia de microorganismos en la muestra se generara
diéxido de carbono a medida que los microorganismos metabolizan los
sustratos del medio de cultivo. Cuando el crecimiento de los microorganismos
genera CO, el color del sensor presente en el fondo de cada frasco de cultivo
cambia de un color oscuro a un color més claro.

El equipo lanzara una alerta ante la deteccién de un frasco positivo poniéndose
la pantalla de color amarillo.

Ingreso de frasco al equipo:

1. Retirarla etiqueta del frasco

2. Presionar el boton Elen la pantalla inicial

3. Colocarlos datos en las lineas en blanco

D FOE729% Elfscanear el cédigo de barras de la botella

| |wixm H
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Consignar el nimero de muestra

S
Iﬂ 13456 g I]_-iistoria clinica

ﬂ JUNN Registrar apellidos y nombres del paciente

4. _Lolocari_botella en-un cajon donde se prenda la luz que significa
que las posiciones de las celdas estdn libres.

E P
2 \E\.,_
( n‘!
-
b
z_
I

—\7%7‘9@';.@\
ﬁ)ﬂ!\ Ay .-.W M

5. Cerrar la puerta

6. Presionar el check

6.5.2. Fase analitica
Procesamiento de los Hemocultivos positivos

Los hemocultivos positivos se deben procesar en cuanto el sistema comunique
su positividad. Cuando se detecta un hemocultivo positivo se debe realizar lo
: antes posible una tincién Gram y un subcultivo en diferentes medios de a fin de
\7 hacer la identificacién y el antibiograma de forma directa e inmediata para
disminuir el tiempo de emision de resultados.

A. Subcultivos de Hemocultivos positivos

Del frasco de hemocultivo positivo, con |la ayuda de una jeringa de 1 mL (jeringa
de tuberculina) se procedera a realizar el cultivo independientemente del
resultado obtenido en la tincion de Gram, debe ser subcultivado en distintos
medios (agar sangre de cordero, Mc Conkey, Manitol salado, Agar chocolate
etc.) que se incubardn a 35-372C en diferentes atmésferas y periodos de
tiempo de 24 h, 48 o0 72 h dependiendo del microorganismo

Teniendo en cuenta la morfologia de los microorganismos observados en la
tincién de Gram se deben realizar, ademads, subcultivos en medios especificos,
por ejemplo, en agar Sabouraud si se observan levaduras, e incubar en caso de
sospecha de hongos.
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B. Lectura de subcultivos
- Cuando se ha confirmado crecimiento bacteriano por subcultivo, se puede
descartar el frasco de hemocultivo siguiendo los procedimientos de
bioseguridad.

- En algunos casos el frasco de hemocultivo debe ser retenido para mayor
estudio.

- En la interpretacion de los resultados deben considerarse los datos clinicos
individuales. Estafilococo coagulasa negativo, Corynebacterias y especies de
Bacillus son contaminantes frecuentes y a menudo se aislan en sélo una de tres
muestras.

- Si no hay leucocitos y el paciente no tiene factores de riesgo para bacteremia
por estos gérmenes como inmunosupresion, prétesis, lineas de acceso vascular

e historia de adiccion a drogas intravenosas se puede concluir que la presencia
de estos gérmenes se debe a contaminacion.

- Se informaré el resultado de cada frasco de hemocultivo individualmente.

6.6. PROCEDIMIENTO: CULTIVO DE SECRECIONES
6.6.1. MUESTRA DE DISPOSITIVOS INTRAVASCULARES O CATETERES

A. Fase pre analitica

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

- La muestra llega al laboratorio de microbiologia en un periodo NO MAYOR DE
15 MINUTOS a temperatura ambiente para prevenir gue se seque.

- En el caso de no poder enviarse inmediatamente al laboratorio, la muestra
debe mantenerse refrigerada a 4 °C hasta por 24 horas.

e Obtencién de muestra de punta de catéter

- El personal médico del servicio de procedencia se encargard de la obtencién
de la muestra de la siguiente manera:
- Realizar una buena limpieza y desinfeccion de la zona.
- Realizar la extraccidn del catéter y cortar aproximadamente 5 cm de
longitud de la punta del catéter.
- Traspasar la muestra a un recipiente estéril con tapa hermética.
- Rotular el recipiente con los datos del paciente.
- Enviar inmediatamente la muestra al laboratorio.
- Una vez recepcionada la muestra, verificar que en la solicitud de analisis indique
el cultivo de punta de catéter.
- Proceder a rotular de acuerdo al cédigo asignado a la muestra.
B. Fase analitica

e Procedimiento: Tecnica de Maki
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-La placa conteniendo el agar sangre de carnero debe encontrarse a
temperatura ambiente.

- Flamear la pinza y dejar enfriar.
- Colocar el segmento del catéter sobre la superficie del agar sangre de cordero.

- Rodar la porcién del catéter a través de la placa, cuatro veces mientras se ejerce
presion hacia abajo con la pinza.

- Finalmente la punta de catéter se inocula en caldo BHI.
- Incubar la placa y el caldo a 35 =37 °C por 24 horas.

e Lectura

- Observar presencia de turbidez en el caldo BHI, en ausencia de turbidez incubar
hasta 48 h.

- Revisar la placa de agar sangre, si hay crecimiento se procede a:
Realizar el recuento de colonias
Positivo: Recuentos mayores de 15 UFC.

Negativo: Recuentos menores o iguales a 15 UFC.

6.6.2. MUESTRA DE HERIDA OPERATORIA

A. Fase pre analitica

Una muestra adecuada es aquella que se obtiene por aspiracién con jeringa, es
poco aconsejable el uso de hisopos ya que éstos pueden contaminarse con la

microbiota de la piel.

En el caso de que la Unica manera de tomar la muestra sea por hisopado de la
lesién, debera tomarse de una zona representativa de la infeccion, en cantidad
adecuada y evitando en lo posible como se menciond, la contaminacién con la

microbiota normal.
e Materiales:
0 - Guantes de latex estériles.

- Solucién salina estéril.
- Gasa estéril.
- Hisopos estériles de algodon.
- Medio de transporte de Stuart o Amies con carbén.
- Lamina portaobjeto.
- Tubo estéril (opcional), etc.

¢ Procedimiento:

- El procedimiento de la obtencién de la muestra es realizado por el médico
siguiendo las pautas:
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- Realizar una buena asepsia de los bordes de la herida con agua y jabon.
La limpieza debe realizarse de adentro hacia fuera en forma

concéntrica.

- Retirar el exudado de la superficie enjuagando y limpiando con solucion
salina estéril (también se puede usar agua estéril).

- Separar suavemente los bordes de la herida con el pulgar e indice de
una mano.

- Con la otra mano, cuidando de no tocar los bordes cutdneos adyacentes,

introducir la punta del hisopo en la profundidad de la herida. Obtener
la muestra rotando el hisopo y avanzando hacia fuera sin tocar el borde

de la herida.
- Obtener dos muestras:

- Una muestra para cultivo, la cual se introduce en un medio de
transporte.

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

- En el medio de transporte se puede mantener la muestra a temperatura
ambiente hasta 24 horas.

+ B. Fase analitica

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

- Utilizar las placas con los medios de cultivo cuando éstas hayan alcanzado la
temperatura ambiente.

- Inoculacion de la muestra:

- Muestra de aspirado purulento: Con una pipeta Pasteur inocular una gota
de la muestra en un extremo de la superficie de la placa de agar de sangre
de carnero, agar Mc Conkey, manitol salado y agar saboraud.

- Hisopado de secrecién: Frotar rotando el hisopo sobre la superficie del
primer cuadrante de la placa tratando que toda su superficie haga contacto
con el agar, luego, a partir de la descarga realizada con el hisopo, con el asa
descartable realizar la siembra por agotamiento para obtener colonias
aisladas. La inoculacion en los medios se realiza empezando con el agar
sangre, agar Mc Conkey, manitol salado y agar Saboraud.

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

Lectura: A las 24 horas observar el crecimiento de colonias. Si no se observa
crecimiento, seguir incubando hasta las 48 horas.
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6.6.3. MUESTRA DE TRACTO RESPIRATORIO SUPERIOR - SECRECION
FARINGEA

A. Pre analitica
Materiales:
- Bajalenguas estéril
- 02 Hisopos estériles
- 01 Lamina porta objetos estéril
- Tubo conteniendo caldo de cultivo
- Tubo conteniendo medio de transporte

Obtencion de la muestra:

- Se instruye al paciente el procedimiento a realizar indicdndole que respire
profundamente, mantenga la boca bien abierta con la lengua afuera y diga “ah”
lo que permitiré levantar la Gvula y ayudara a reducir el reflejo de las arcadas.

- Con la ayuda de un bajalenguas, se presiona la lengua con suavidad.

- Frotar con un hisopo estéril la faringe posterior y el area amigdalar asi como de
cualquier zona inflamada o ulcerada. Es fundamental evitar rozar el hisopo con
la mucosa oral, lengua, tGvula ni dientes tanto antes como después de la toma
de muestra, introducir este primer hisopo en un tubo conteniendo medio de
transporte.

- Tomar otro hisopo estéril, repetir el procedimiento de toma de muestra y hacer
un extendido en ldmina de vidrio estéril para finalmente colocarlo en un tubo
conteniendo caldo de cultivo, quebrar la parte excedente del mango de los

hisopos.
- Terminado el procedimiento y si el paciente no tiene otras muestras pendientes
indicar la fecha de entrega de resultados.

B. Fase analitica:
- Se debe inocular una placa de agar sangre de carnero al 5% con la torunda.

Hay que asegurarse de rotar la torunda de modo que toda su superficie quede
en contacto sobre el primer cuadrante de inoculacién en la placa. A
continuacién se extiende la muestra con un asa estéril por los tres cuadrantes
restantes de la placa, con el fin de obtener colonias bien aisladas. Finalmente
se haran varias incisiones en el medio con la misma asa de siembra, para
favorecer la visualizacién de la betahemdlisis que sugiere la presencia de S.
pyogenes.

- Adicionalmente se siembra en Agar Mac Conkey y agar Saboraud para la
deteccién de ciertas enterobacterias y levaduras que pueden estar implicadas
en cuadros de pacientes inmunodeprimidos.

- En caso de sospecha de infeccidon por neisserias, los medios de cultivo
utilizados para la siembra seran enriquecidos y selectivos: Thayer-Martin, de
acuerdo a la disponibilidad de recursos se usara Agar Chocolate
suplementado.
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Incubacién: Agar-sangre: incubar en estufa con 5-10% de COz y 35°C durante
24-48 h. Agar mac Conkey y saboraud se incuban en aerobiosis, mac Conkey a
372 vy agar saboraud a 302Cy 379.

Existen también otros agentes etioldgicos causantes de faringitis que en el
Laboratorio de microbiologia no se viene aislando como: Mycoplasma
pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae, Chlamydophila psittaci, virus y
bacterias anaerobias.

6.6.4. MUESTRA DE TRACTO RESPIRATORIO INFERIOR

A. Fase pre analitica

Las muestras de lavado broncoalveolar, cepillado/aspirado bronquial o
aspirado transtraqueal deben ser obtenidas por un profesional médico
siguiendo los procedimientos normativos de su institucion.

- Una vez obtenida la muestra, ésta debera ser enviada a laboratorio en un frasco
estéril de boca ancha.

- La muestra puede ser conservada hasta por dos horas a temperatura ambiente
(15 a 30 minutos para volimenes pequefos) 6 24 horas en refrigeracion a 4 °C.

B. Fase analitica
i B.1. Cultivo de aspirado transtraqueal

Materiales y equipos
- Estufa de 35-37°C
- Mechero Bunsen o cabina de flujo laminar.
- Guantes de latex.
- Mascarilla.
- Contenedor de material contaminado.
- Agar sangre, Agar Mc Conkey, Manitol salado, etc

Procedimiento

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

- Con la ayuda de una pipeta estéril inocular 1mL del aspirado en un tubo
con caldo Infusion Cerebro corazén (BHI).

- Utilizando un hisopo estéril o una pipeta Pasteur, inocular la muestra en
un extremo de la superficie de las placas con los medios de cultivo: Agar
sangre de cordero, Mc Conkey y Manitol saldo.

- Utilizando el asa de siembra y tomando como referencia central el inoculo
de la muestra, realizar la siembra por dispersion agotamiento en cuatro
cuadrantes de la placa, con el prop6sito de obtener colonias aisladas.
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- Incubar el caldo y las placas con los medios de cultivo a 35 — 37 °C por 24
a 48 horas.

- Si no hay crecimiento a las 24 horas seguir incubando hasta por 48 horas.

- Realizar un frotis de la muestra sobre una |dmina porta objetos cuidando
que no sea muy grueso y realizar la coloracién Gram

Lectura a las 24 horas: Si no hubiera crecimiento, incubar por 24 horas
mas.

B2. Cultivo de cepillado bronquial

Una muestra de cepillado bronquial contiene aproximadamente 0,01 ml a
0,001 ml de secrecidn. Esta se coloca en 1 ml de suero fisioldgico o caldo
TSB y se transporta inmediatamente al laboratorio.

Materiales y equipos

- Asa calibrada descartable de 0.01 ml o tip estéril (10 — 100ul) y
micropipeta

- Estufade35-37°C
| &2 - Mechero Bunsen o cabina de flujo laminar.
vy - Guantes de latex.

- Mascarilla.

- Contenedor de material contaminado.

- Medios de cultivo: Agar sangre de carnero al 5%, Agar Mc Conkey y
Manitol salado.

Procedimiento
- Homogeneizar en un vortex.

Q - Tomar 0,01 ml de la muestra utilizando un asa calibrada o una micropipeta
/ con tip estéril, sembrar en las placas con los medios de cultivo.

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

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

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

Interpretacién: Un recuento de mas de 1000 UFC / ml de caldo o
suero fisiolégico (correspondientes a 106 UFC / ml de la muestra
original) puede correlacionarse con infeccién.

- Realizar un frotis de la muestra sobre una ldmina porta objetos cuidando
que no sea muy grueso y realizar la coloracion Gram

B3. Cultivo de lavado bronco alveolar
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Durante el lavado bronco alveolar se puede colectar hasta 100 ml de fluido.
Una porcién de esta muestra es transportada al laboratorio.

Materiales y equipos

- Asa calibrada descartable de 0,01 ml o tip estéril (10 — 100 ul) y
micropipeta.

- Estufade 35-37°C.

- Mechero Bunsen o cabina de flujo laminar.
- Guantes de latex

- Contenedor de material contaminado.

- Mascarilla.

- Medios de cultivo: Agar sangre de carnero al 5%, Agar Mc Conkey y
Manitol salado.

Procedimiento

- Tomar una alicuota de 0,01 ml con un asa calibrada o una micropipeta con
tips estériles sembrar en los medios de cultivo.

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

A

X'y

- Incubar las placas a 35 — 37 °C por 24 — 48 horas.

=
-\

Lectura a las 24 horas: Si hubiera crecimiento bacteriano, realizar el
recuento de colonias; si no hubiera crecimiento, incubar por 24 horas
\ mas.

Interpretacion: La recuperacion de mayor o igual a 10 000 UFC de un
organismo especifico por ml de fluido se correlaciona con neumonia.

- Realizar un frotis de la muestra sobre una lamina porta objetos cuidando
gue no sea muy grueso y realizar la coloracién Gram

Interpretacién: El reporte de coloracién Gram debe incluir una observacion

Q referente a la presencia o ausencia de organismos intracelulares, La
observacién de mas del 7% de células conteniendo organismos
intracelulares se correlaciona con neumonia asociada a ventilador
mecanico.

6.6.5. MUESTRA DE SECRECION VAGINAL

A. Fase pre analitica

- La toma de muestra tanto de pacientes adultas o pacientes pediatricas es
realizada en el consultorio asignado por el médico tratante.

- Actualmente el laboratorio de microbiologia no realiza aislamiento de:
Chlamydia trachomatis, Micoplasma hominis o Ureaplasma, T. pallidum,
agentes virales y bacterias anaerobias.

- Cuando se sospeche de infeccidén por Neisseria gonorrhoeae debera enviarse

muestra endocervical.
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Materiales:

- 02 Hisopos estériles

- 01 Lamina porta objetos estéril

- Tubo conteniendo Medio de transporte

- Tubo conteniendo SSF

- En el caso de pacientes pediatricas se entregara ademas una lamina para

test de Graham

Obtencion de la muestra:

- Si la paciente proviene de consultorios externos: recepcionar la solicitud de
analisis, verificar: que la paciente cumpla con las condiciones adecuadas y que
en ese momento sera atendida en el consultorio para la toma de muestra.

- Proceder a la entrega de materiales (de acuerdo a lo mencionado lineas
arriba).Todos estos materiales serdn entregados acompafados de su
respectivo instructivo para el clinico.

B. Fase Analitica:
Examen directo en fresco:
SSF: Para examen en fresco, determinacion del pH, test de Aminas con KOH

10%
Observacion en fresco: Colocar una gota entre cubre y porta objeto, observar
al microscopio con el objetivo de 10X y 40X e informar de forma semi

cuantitativa:
- Presencia de Trichomonas

- Presencia de células epiteliales

- Presencia de células clave

- Presencia de leucocitos

- Presencia de formas levaduriformes o miceliales

Coloracion Gram:
\) Observar con el objetivo de 100X e informar semicuantitativamente:
- Células Guia
- Presencia de gérmenes (morfologia y tincion)
El Diagndstico de Gonorrea se hace a partir de una muestra de endocervix,
muchas veces en la muestra de flujo vaginal se pueden observar diplococos
Gram negativos distribuidos intra y extra leucocitarios
Cultivo: Agar sangre y agar chocolate, incubar 37°C x 48 h con CO2. Agar Mac
Conkey y Saboraud se incuban en aerobiosis, Mac Conkey a 372 vy agar
Saboraud a 302Cy 37¢.

6.6.6. MUESTRA DE SECRECION ENDOMETRIAL

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

Materiales:
— Medio de transporte
— Hisopo con punta de algodon.
— Tubo estéril con tapa rosca.
Obtencién de la muestra

Mediante Hisopado:

- Obtener dos muestras de secrecién endometrial, una para cultivo y la otra
para un frotis directo y coloracion Gram. Realizar este procedimiento
inmediatamente después de obtener la muestra.

- El hisopo con la muestra obtenida para cultivo debe colocarse en el medio
de transporte.

- Mantener a temperatura ambiente.
- Enviar la muestra al laboratorio antes de las 24 horas.
Mediante aspiracién:

e Colocar el aspirado de la secrecion endometrial en un tubo estéril y llevar
inmediatamente al laboratorio para su procesamiento por cultivo y
coloracién Gram.

- Mantener a temperatura ambiente.

- Enviar la muestra al laboratorio antes de las 2 horas.
B. Fase analitica:

- Cultivo: Descargar la muestra con el hisopo sobre el primer cuadrante de la
placa con agar sangre, luego con un asa descartable estéril realizar estrias a
fin de obtener colonias aisladas. Realizar el mismo procedimiento en las
(() placas con agar Mc Conkey Manitol salado se incuban en aerobiosis a 379.

- Realizar un frotis de la muestra sobre una lamina porta objetos cuidando que
no sea muy grueso y realizar la coloracién Gram

6.6.7. MUESTRA DE SECRECION OCULAR

- Actualmente el laboratorio de microbiologia no realiza aislamiento de:
Chlamydias y agentes virales

- Cuando el medico sospeche de infeccidn por algtn agente etiolégico especifico
(por ejm: Neisseria gonorrhoeae, infeccion flngica, etc) deberd de informarlo
en la solicitud de andlisis de laboratorio.

- Las muestras de parpados y conjuntiva, serdn obtenidas por el personal de
microbiologia; las demas muestras como: raspado corneal, biopsia corneal,
humor vitreo, muestras del aparato lagrimal, deberdn ser tomadas por el

meédico especialista.
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A. Fase pre analitica

e Materiales:

—02 Hisopos estériles

—01 Lamina porta objetos estéril

—Tubo conteniendo caldo de cultivo
—Tubo conteniendo medio de transporte

e Obtencidn de la muestra:
Secrecion conjuntival:

—Verificar que el paciente cumpla con las condiciones adecuadas dadas en los
instructivos.

—Una vez realizada la verificacion y la identificacion del paciente rotular los
materiales de acuerdo al cédigo asignado a la muestra.

—Ubicar al paciente en una posicion segura y comoda.

—Colocar sobre la mesa de trabajo el material requerido para la toma de muestra.

—Se instruye al paciente el procedimiento a realizar

—Tomar una muestra por cada ojo con hisopos estériles separados,
previamente humedecidos en caldo de cultivo.

—Rotar el hisopo en cada conjuntiva tarsal, introducir este hisopo en el tubo
que contiene el medio de transporte (condicionada si la muestra no va a ser
procesada inmediatamente)

—Tomar otro hisopo estéril, repetir el procedimiento de toma de muestra y hacer
un extendido en ldmina de vidrio estéril para finalmente colocarlo en un tubo
conteniendo caldo de cultivo, quebrar la parte excedente del mango de los
hisopos.

—Terminado el procedimiento y si el paciente no tiene otras muestras pendientes
indicar la fecha de entrega de resultados.

LA

=

Exudado palpebral:

Para obtener este exudado se debe frota el borde del parpado o de la zona

ulcerada con un hisopo estéril previamente humedecida en caldo de cultivo y
9 otro hisopado para extendido Gram en lamina y colaocarlo dentro del tubo con
medio de transporte.

B. Fase analitica
e Materiales y equipos
- Estufa de 35-37°C
- Mechero Bunsen o cabina de flujo laminar.
- Guantes de latex.
- Mascarilla.
- Contenedor de material contaminado.
- Agar sangre de cordero al 5%, Agar Mc Conkey, Manitol salado, etc

e Procedimiento
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6.6.8.

Utilizando el hisopo contenido en el medio de transporte, inocular la muestra
en un extremo de la superficie de las placas con los medios de cultivo: Agar
sangre de cordero 5%, Mc Conkey y Manitol saldo.

Utilizando el asa de siembra y tomando como referencia central el inoculo de
la muestra, realizar la siembra por dispersién agotamiento en cuatro
cuadrantes de la placa, con el propésito de obtener colonias aisladas

Incubar el caldo y las placas con los medios de cultivo a 35—37 °C por 24 a 48
horas.

Si no hay crecimiento a las 24 horas seguir incubando hasta por 48 horas.

Realizar un frotis de la muestra sobre una lamina porta objetos cuidando que
no sea muy grueso y realizar la coloracion Gram

- Si por indicacién del médico se sospeche de Neisseria gonorrhoeae como
agente causal se debera cultivar e Agar Thayer Martin o Agar chocolate
(considerando que no es un medio selectivo) e incubar de 35 — 37 °C en
presencia de CO;.

- Lectura a las 24 horas: Si no hubiera crecimiento, incubar por 24 horas mas.

MUESTRAS DE ORIGEN INTRA ABDOMINAL

Actualmente el laboratorio de microbiologia no realiza aislamiento de
anaerobios.

Las obtenciones de las muestras se realizan por procedimientos invasivos que
debe ser realizados por el médico especialista.

A. Fase pre analitica

Obtencidon de la muestra:
Liquido peritoneal:

— Se obtiene por aspiracion percutdnea (paracentesis) o mediante

procedimientos quirdrgicos, bien por cirugia abierta o via laparoscdpica.

— La muestra deberd ser depositada en un frasco estéril sin preservantes.

Bilis:

— Las muestras se obtienen por aspiracién percutanea con aguja y jeringa o

mediante procedimientos quirdrgicos o endoscépicos.

Se recomienda, si es posible, obtener un volumen de muestra de entre 1y 5
mL e inocularla directamente en un frasco sin preservante.

El volumen minimo requerido es de 1 mL.

Exudados purulentos y abscesos:

Se recogen por aspiracion con aguja y jeringa mediante procedimientos
quirldrgicos (laparotomia o laparoscopia) o por via percutanea guiada por
imagen.

Si no se puede utilizar la aguja, se recoge directamente con jeringa o con
catéter.

Se desaconseja realizar la toma con hisopo este procedimiento sélo se
empleara sino hay otra forma viable de obtener la muestra. Una vez efectuada

la toma, el hisopo se introduce en un medio de transporte. Se recomienda
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enviar dos hisopos, uno para cultivo y otro para la tincién de Gram.

Biopsias y tejidos:
- Se recogen mediante procedimientos quirlrgicos, percutaneos o

endoscopicos.
- Las muestras se introducen en envases estériles sobre una gasa estéril

humedecida en solucién salina para evitar la desecacion.

B. Fase analitica
e Materiales y equipos
- Estufade 35-37°C
- Mechero Bunsen o cabina de flujo laminar.
- Guantes de latex.
- Mascarilla.
- Contenedor de material contaminado.

- Agar sangre de cordero al 5%, Agar chocolate, Mc Conkey, Manitol salado, etc.

e Procedimiento

Liquidos y abscesos:
5 ""»;ﬂ. - Con una pipeta estéril se inoculara la muestra en un tubo que contiene caldo
l R0 Tioglicolato o BHI.
- Con la misma pipeta se inoculard una a dos gotas directamente sobre las

placas con medios de cultivo: agar sangre, agar chocolate y Mac Conkey, agar
Sabouraud y si se dispone en agar manitol salado.

- Utilizando un asa estéril dispersar por agotamiento el inoculo a fin de obtener
colonias aisladas.

- Realizar un frotis de la muestra sobre una |dmina porta objetos y realizar la
coloracion Gram

Biopsias y tejidos:

\:) - Las muestras de biopsias si son suficientemente grandes se pueden fraccionar

/ con bisturi en una placa de Petri estéril o se pueden homogenizar en un
mortero estéril con una pequefia cantidad (0,5-1mL) de caldo tioglicolato,
solucidn salina o caldo BHI antes de su siembra en los medios de cultivo.

- La siembra se realizara a partir del homogeneizado con un asa 6 pipeta estéril
inoculando 0,05 ml a cada placa de cultivo.

- Las muestras muy pequefias que no puedan cortarse se pueden inocular
directamente en el caldo de enriquecimiento (Tioglicolato o BHI).

- Realizar un frotis de la muestra sobre una ldmina porta objetos y realizar la
coloracion Gram

e Incubacion:
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- Las placas de agar sangre se incuban a 35-372C en aire o atmdsfera con 5% de
CO2. Las placas de agar chocolate también a 35-372C siempre con atmosfera

de 5% de CO2.
- Las placas de Mc Conkey y los caldos se incubaran a 35 - 372C en atmosfera
aerobica.

- Los tubos con caldo de cultivo se examinaran cada dia para ver si existe
turbidez indicativa de crecimiento. Si el caldo de enriquecimiento esta turbio,
se realizard tincién de Gram y segUn los microorganismos que se observen,
los subcultivos en los medios generales y selectivos adecuados.

- Cuando las muestras se han inoculado solo en caldos de enriquecimiento, es
conveniente realizar al final del periodo de incubacién, un subcultivo "de
salida" en medios sélidos (agar chocolate y un medio no selectivo para
anaerobios) aungue no se haya observado turbidez.

- El tiempo de incubacién de las placas y los caldos de enriquecimiento sera de
al menos 5 dias. Las placas con agar Sabouraud se incubard en aire a 302C.

PROCEDIMIENTO PARA LA REALIZACION DEL ANTIBIOGRAMA
A. VALORES CRITICOS DEL ANTIBIOGRAMA

Los valores de las concentraciones y de los diametros criticos que delimitan las
categorias sensible, intermedio y resistente (S, |, R), para diversas poblaciones de
cepas sensibles y resistentes, las concentraciones séricas y tisulares de los
antibiéticos, la confrontacién de los resultados in vitro y de los resultados clinicos.

INOCULACION

Seleccionar cuatro a cinco colonias bien aisladas, del mismo tipo morfoldgico, de
un cultivo en placa.

Tocar la superficie de cada colonia con un asa de siembra y transferirlo a un tubo
que contiene de 4 a 5 ml de SSF, ajustar la turbidez del inéculo hasta 0.5 de la
escala de Mc. Farland, por comparacién visual con el estandar. Para realizar este
paso correctamente usar una luz apropiada y mirar los tubos contra un fondo
blanco con lineas negras como contraste.

Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez del inoculo, sumergir
un hisopo estéril en la suspensidn, rotar el hisopo varias veces presionando
firmemente sobre la pared interior del tubo por encima del nivel del liquido para
remover el exceso de inoculo.

Inocular la superficie seca de la placa de Mueller Hinton, estriando con el hisopo
en tres direcciones para asegurar una distribucién uniforme del inoculo (Figura 1).

Antes de colocar los discos dejar secar la placa a temperatura ambiente durante 3
a 5 minutos para que cualquier exceso de humedad superficial sea absorbido.
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O~ -

C. APLICACION DE LOS DISCOS.

Colocar los discos individuales sobre la superficie del agar con la ayuda de una
pinza estéril o la punta de una aguja presionando suavemente sobre cada disco
para asegurar un contacto completo con la superficie del agar.

Figura 1.

Distribuir los discos uniformemente, de modo que estén a una distancia minima
de 25 mm uno del otro (el didmetro de los discos segun las normas de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) debe ser de 6 mm). No deben colocarse
mas de 12 discos en una placa de 150 mm, ni mas de 6 en una placa de 100 mm
de didmetro interno, para evitar la superposicion de las zonas de inhibicion. Un
disco no debe ser removido una vez que tomo contacto con la superficie del agar
debido a que algunos antibiéticos se difunden rdpidamente.

D. INCUBACION

" s, Incubar las placas en posicion invertida a 352C dentro de los 15 minutos
posteriores a la aplicacion de los discos.

Ts Después del tiempo recomendado de incubacién (Anexo 2). Examinar cada placa
y medir los didmetros de los halos de inhibicién alrededor de cada disco. En los
casos de Staphylococcus spp. Y Enterococcus spp el tiempo de incubaciéon debe
prolongarse por 24 horas para una mejor deteccién de |a resistencia a Oxacilina 'y
Vancomicina, respectivamente.

E. LECTURA DE LAS PLACAS E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Medir los didmetros de las zonas de inhibicién completa (incluyendo el didmetro
del disco), usando una regla o calibrador. Se debe mantener iluminada la parte

\7 posterior de la placa Petri con una luz reflejada localizada a unos cuantos
centimetros sobre un fondo negro. Tener la precaucién de observar la placa
siguiendo una vertical directa para evitar una lectura errénea de las marcas de la
regla por efecto de paralelismo. En los medios suplementados con sangre, las
zonas son medidas en la parte superior de la superficie del agar y retirando la tapa.
Tener cuidado de no medir la zona de la hemolisis sino la de inhibicién del
crecimiento.
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Antibidticos y Diametros Criticos para Enterobacterias

Patrones estandar del halo de inhibicién, puntos de corte equivalente a la CMI para ENTEROBACTERIAS
- Punto de corte
Carga del Diametro del halo de inhibicién (mm)
lGruPo  Antimicrobiano disco ug Equivalente a la CMI (ua/ml)
R | S Resistente Sensible
A | Ampicilina 2¢ 10 <13 14-16 =17 >32 <8
efalotina < °© 30 <14 15-17 >18 >32 <8
Cefazolina & ° 30 <14 15-17 >18 >32 <8
Gentamicina © 10 <12 13-14 >15 >8 <4
Amoxicilina/acido clav 20/10 <13 14-17 >18 >16/8 <8/4
Ampicilina/sulbactam 1010 <11 12-14 >15 >32/16 <8/4
Piperacilina/tazobactam 100/10 <17 18-20 =21 >128/4 <16/4
Ticarcilina/acido clav 75/10 <14 15-19 >20 >128/2 <16/2
Mezlocilina 75 <17 18-20 =21 >128 <64
Ticarcilina 75 <14 15-19 >20 >128 <16
Piperacilina 100 <17 18-20 >21 >128 <16
Cefamandol 30 <14 15-17 >18 >32 <8
Cefonicid 30 <14 15-17 >18 >32 <8
Cefuroxima (oral) 30 <14 15-22 >23 >32 <4
Cefpodoxima 10 <17 18-20 >21 >8 <2
Cefixima 5 <15 16-18 >19 >4 <1
B Cefoxitina 30 <14 15-17 >18 >32 <8
Cefotetan 30 <12 13-15 >16 >64 <16
Cefmetazol 30 <12 13-15 >16 >64 <16
; Cefoperazona?® 75 <15 16-20 >21 >64 <16
" Cefotaxima® ¢ 30 <14 15-22 >23 >64 <8
R 0" Ceftizoxima? 30 <14 15-19 >20 >32 <8
Ceftriaxona? ¢ 30 <13 14-20 >21 >64 <8
' Cefepima 30 <14 15-17 >18 >32 <8
Imipenem 10 <13 14-15 >16 >16 <4
Meropenem 10 <13 14-15 >16 >16 <4
Amikacina 30 <14 15-16 >17 >32 <16
Ciprofloxacino 2 ¢ 5 <15 16-20 >21 >4 <1
Levofloxacino 5 <13 14-16 217 >8 <2
Trimetoprim/sulfamt 2 © 1,25023.75 <10 11-15 >16 >8/152 <2/38
C | Ceftazidima® 30 <14 15-17 >18 >32 <8
Aztreonam® 30 <15 16-21 >22 >32 <8
Kanamicina 30 <13 14-17 >18 >25 <6
Netilmicina 30 <12 13-14 >15 >32 <12
Tobramicina 10 <12 13-14 >15 >8 <4
Tetraciclina © 30 <14 15-18 >19 >16 <4
Cloranfenicol? 30 <12 13-17 >18 >32 <8
D | Carbenicilina 100 <19 20-22 >23 >64 <16
Cinoxacino 100 <14 15-18 >19 >64 <16
Lomefloxacino 10 =18 19-21 >22 >8 <2
Norfloxacino 10 <12 13-16 >17 >16 <4
: 5 <12 13-15 >16 >8 <2
Ofloxacino
Loracarbef 30 <14 15-17 >18 >32 <8
Nitrofurantoina 300 <14 15-16 > >128 <32
17
Sulfisoxazol 250 0 300 <12 13-16 >17 >350 <100
Trimetoprim 5 <10 11-15 >16 >16 <4
Fosfomicina 200 <12 13-15 >16 >256 <64
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Antibiéticos y Diametros Criticos para Staphylococcus aureus

Patrones estandar del halo de inhibicion para estafilococos, puntos de corte equivalentes a la CMI
. Punto de corte
Cargadel Diametro del halo de inhibicién (mm)
GRUPO Antimicrobiano disco ug Equivalente a la CMI (ug/ml
R I S Resistente Sensible
A | Penicilina G b< 10U <28 s >29 p-lactamasa® <0.1
Oxacilina ® (S. aureus) 1 <10 11-12 >13 >4 <2
(SCN) 1 <17 & >18 >0.5 <0.25
B | Vancomicina® 30 - - >15 >32 <4
Teicoplanina 30 <11 11-13 >14 >32 <8
Eritromicina® 15 <13 14-22 >23 =8 <0.5
Claritromicina® 15 <13 14-17 218 >8 <2
AZItromICma’ 15 <13 14-17 =18 >8 <2
Clindamicina® 2 <14 15-20 >21 >4 <0.5
Trimetoprim / sulfam 1,25/23,75 <10 11-15 >16 >8/152 <2/38
C | Gentamicina 10 <12 13-14 >15 >8 <4
Ciprofloxacino 5 <15 16-20 >21 >4 <1
Ofloxacino 5 <12 13-15 216 >8 <2
Levofloxacino 5 <13 14-16 >17 >8 <2
Cloranfenicol® 30 <12 13-17 >18 >32 <8
Rifampicina ®/ 5 <16 17-19 >20 >4 <1
Tetraciclina *9 30 <14 15-18 >19 >16 <4
D | Norfloxacino 10 <12 13-16 >17 >16 <4
Lomefloxacino 10 <18 19-21 >22 >8 <2
Nitrofurantoina 300 <14 15-16 >17 >128 <32
Sulfisoxazol 250 o 300 <12 13-16 >17 >350 <100
Trimetoprim 5 <10 11-15 >16 >16 <4

Antibidticos y Diametros Criticos para Enterococcus spp.

GRUPO Antibiotico Carga de Diametro de zona MM Punto de corte MIC
disco ug/ml
s | 1 | R $ ] 1 | R
[(FENICILLING
o Panicdlhn 10 wnils =16 H - =14 =8 ! - i =16
A Ampieillin 10 pg =17 - 516 58 = : =16 I
, g VAncomyc in I 30 pg r =17 1518 i =14 I =4 [- =51 =32 i
inv. | Teicoplanin | 30 pg [ =14 | 1113} =10 | =a 16 =3z |
LIPOGLYCOPEPIIDES
C Dalbavancin - - = - <=D.25 i -
[=] Oritevancin < = - - =012 = =
- [=3 “Telavancin - - - - 025 - -
[ LIPOPEPTIDE
B Daptonrycn J - ] - i - H = | =4 - p—y "
[ MACROLIDES ; 5
(o] | Erythromycin | 15 ug I =23 | 1423 1 S13 ] =0.5 1—% =8 'l
1] Tetracychne 30 g =1 1598 1 =14 =4 ] =16
(=] Doxycycline 30 pug =1 13-15 ! =13 =4 8 =16
(=] Minocycline 30 ug =1 15-18 = 14 4 -] =16
| FLUOROQUIN S
[¥] Ciprofioxacin 5 pg =21 18-20 =15 £1 2 =4
U Levofioxacin 5 pg =17 14—16 =13 =2 4 =8
[] Gatifloxacin S pg =18 1517 =14 52 4 =8
o Norfloxacin 10 pg =17 1316 512 =4 a 216
NITROFURANTOINS s i
[¥] Ni — | Soopg | =17 : 1516 : =14 | =32 64 z12a T
| S ug l =20 1718} =516 | 31 -3 =4 |
| 200 ug ] =18 175 1 =2 | =54 | 128 z258 I
| 30 ug [ =18 13-17 : =12 | =8 1 16 =32 ]
| 15 ug [ =19 16-18 | =15 | =1 2 =4 'I
| 30 ug ] =23 21-22 <20 | a2 4 =8 I
I o | = = = [ =as = - 1 44




MANUAL OPERATIVO ESTANDARIZADO DE MICRJBIOLOG[A

Antibi6ticos y didmetros criticos para Pseudomona aeruginosa

GRUPO Antibidtico Carga de Diametro de zona MM Punto de corte MIC ug/ml
disco S | R S 1 R
PENICILLINS
5] Piperacillin 100 ug z21 15-20 | =14 =16 32-84 =128
B-LACTAM COMBINATION AGENTS
A Piperacillin-tazobactam 100/10 pg 231} 1520 14 Z16/4  32/4-64/4 =128/4
B Ceftazidime-avibactam 30720 pg EFI] 1] <Bi4 - >16/4
Ceftolozane-tazobactam 3010 pg =21 17-20 | <16 <414 8/4 =164
[¢] Ticarcilin-clavulanate 7510 pg =24 623 T =15 <1672 322-6472 =128/2
CEPHEMS (PARENTERAL) (including cephalosporins 1, II, ill, and IV. Please refer to Glossary 1.)
A Ceftazidime 30 ug z18 15-17 | <14 <8 16 z32
B Cefepime 30 ug =18 15-17 <14 <8 16 =32
MONOBACTAMS :
8 Azireonam 30 ug | 222 ! 18-21 | <15 <8 18 232
B Doripenam 10 pg 219 16-18 | <15 <2 4 28
B Imipenem 10 ng z19 16-18 : <15 52 4 =8
B Meropenem 10 pg =19 16-18 : 215 £2 4 =8
0 Colistn = = = = R
0 Polymyxin B - - - - <2 | 4 i 8
AMINOGLYCOSIDES
A Gentamicin 10 ug 215 13-14 512 =4 8 216
A Tmm 10 ug 215 13-14 £12 =4 8 z16
B Amikacin 30 g 217 15-16 =14 =16 32 =64
0 Netilmicin 30 ug 215 13-14 <12 =8 16 232
FLUOROQUINOLONES
B Ciprofioxacin 5ug z21 16-20 s15 SH 2 H =4
B Levofloxacin 5ug 217 14-18 S13 4 ! 4 ' 28
0 Norfloxaein 10 ug 217 13-18 212 <4 8 T 216
[€] Lomefioxacin 16 ug 222 19-21 18 32 4 T
[+] Ofloxacin 5ug z16 13-15 12 s2 4 28
0 Gatifioxacin 5ug z18 1517 <14 2 . 4 . =8
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Antibioticos y didmetros criticos para Acinetobacter spp.

GRUPO Antibiético Carga de Diametro de zona MM Punto de corte MIC ug/ml
disco s 1 R S I R
PENICILLINS
o] I Piperacillin | 100 pg i =21 1 1820 ; 217 =16 32-684 =128 |
p-LACTAM COMBINATION AGENTS
A Ampicillin-sulbactam 10/10 pug =15 | 12-14 =1 <8/4 16/8 232116
B Piperacillin-tazobactam 100/10 g 221 ! 1820 ! =17 <16/ 32456414 =128/4
[5) Ticarcilinclavulanate 7510 ug =20 : 1519 : =14 £ 16/ 320-6472 212602
- ! : 5 16 =32
B 16 =32
B = 1632 =64
B = 30 ug =21 14-20 =13 =8 1632 =54
CARBDAPENEMS ;
A Dretipanam 10 ug =18 15-17 =14 =2 4 =8
A Imipenem 10 ug =22 18-21 =18 =2 4 =8
A Maropenem 10 ng z18 i5-17 =14 =2 4 =8
| LIPOPEPTIDES
[=] Colistin - = - =2 — =4
[=] Polymyxin B - - = = =2 - =4
A [ Gemtamicin 10 ug =15 i5-14 =12 =4 [:] =16
A Tobramycin 10 ug =15 1314 =12 = 4 ] =
B Amikacin 30 ug =17 1516 =14 =18 32 =64
[=] Metimicin - = - - =B 16 =32
TETRACYCLINES
(8) Organisms thal are susceptible to tetracycline are also considered susceplible to doxycycline and minocycline. However, ¥
tetracycline E*! be susceptble 1o doxycycline, minocycline, or both,
B Doxycycline 30 ug =13 10-12 =9 =4 a H = 1€
B Minocycline 30 =16 13-15 =12 =4 8 : =1€
u ety 30 ug =15 12-14 =11 =4 a 2 = 1€
FL UINOL: S
A Clprofioxacin S pug =21 | 16-20 =15 1 2 T z4
A Levofloxacin 5ug =17 1 14-16 =13 =2 4 i =8
I © Gafifloxac] 5 ug =18 1517 =14 =2 % =8
FOLATE PATHWAY ANTAGONISTS
B ]_Tr'mmmim- Tmzsrza 75ug | =16 | 11-15 ; =10 | =238 - T 2476
_§u_ﬂ". thoxazole _ . H i . H
Antibiéticos y diametros criticos para Stenotrophomonas maltophilia
GRUPO Antibidtico Carga de Diametro de zona MM Punto de corte MIC
disco ug/mL
S | I | R S ] I | R
AM COMBINATION AGENTS
[*] Ticarcillin-clavilanate [ - [ - & - - [=18R i 322642 z1282 |
CEPHEMS (PARENTERAL) (Including ce| ins [, | and IV. Please refer to Glossary |.)
B Ceftazidime % = - [ 8 [ 1 232 |
TETRACYCLINES
B [ Minocycline [ 30pg [ 219 | 1518  s14 [ <4 | 8 216 |
FLUOROQUINOLONES
B [ Levofioxacin [ Swg [ 217 | 1416 =13 | <2 | 4 28 |
AN NISTS
A T - | 1252375 ng ] =16 | 11=135 =10 | =2/38 | - LG ]
sulfamethoxazole H H H
PHENICOLS
[<] | Chioramphenicol l - | = - - r s8 16 § =32 I

F. CLASIFICACION DE LOS ANTIBIOTICOS ACTUALMENTE DISPONIBLES EN EL PERU
1. BETALACTAMICOS:
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Penicilinas:

Penicilinas naturales:

- Penicilina G

- Penicilina vV

Penicilinas antiestafilocécicas:
- Oxacilina

- Cloxacilina

- Dicloxacilina
Aminopenicilinas:

- Ampicilina

- Amoxicilina

Penicilinas asociadas a inhibidores de betalactamasas:

- Ampicilina/Sulbactam

- Amoxicilina/Acido Clavulénico

- Amoxicilina/Sulbactam
Cefalosporinas:

Cefalosporinas de primera generacion:
- Cefalotina

- Cefazolina

- Cefadroxilo

- Cefradina

- Cefalexina

Cefalosporinas de segunda generacion:
- Cefaclor

- Cefuroxima

- Loracarbef

Cefalosporinas de tercera generacién:
- Cefotaxima

Cefixima

Ceftriaxona

Ceftazidima

- Cefpodoxima
Cefalosporinas de cuarta generacion:

- Cefpirome
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- Cefepime

Cefalosporinas asociadas a inhibidores de betalactamasas:
- Cefoperazona/Sulbactam

Monobactams:

- Aztreonam

Carbapenems:

- Imipenem

Meropenem

2. AMINOGLUCOSIDOS:
- Gentamicina

- Tobramicina

- Kanamicina

- Amikacina

- Neomicina

- Netilmicina

- Espectinomicina (AMINOCICLITOL)
3. QUINOLONAS:

- Acido Nalidixico

- Acido Pipemidico

- Enoxacina

4. FLUOROQUINOLONAS:
- Norfloxacina

- Ofloxacina

- Pefloxacina

- Ciprofloxacin

- Levofloxacina

- Esparfloxacina

- Moxifloxacina

5. MACROLIDOS:

- Eritromicina

- Roxitromicina

- Claritromicina

- Azitromicina

6. LINCOSAMIDAS:
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Lincomicina

Clindamicina
7. OXAZOLIDINONAS:
Linezolide

8. GLICOPEPTIDOS:

Vancomicina

Teicoplanina
9. TETRACICLINAS:

- Oxitetraciclina

- Clortetraciclina

- Doxiciclina

- Minociclina

10. SULFONAMIDAS:

- Sulfisoxazol (en asociacion)
- Sulfametoxazol (en asociacion)
- Sulfametizol (en asociacién)
- Sulfacetamida

- Sulfadiazina

- Sulfatiazol

11. OTROS:

- Cloramfenicol

- Rifampicina

- Metronidazol

- Fosfomicina — Trometamol

- Cotrimoxazol

6.8. PROCEDIMIENTO TECNICO PARA MAPEO MICROBIOLOGICO

El medio ambiente hospitalario contiene numerosos microorganismos pero sélo en
algunos casos se ha demostrado claramente una relacién causa-efecto entre la
presencia de microorganismos en este medio y el desarrollo de infeccién en
humanos.

Los patégenos para los que existe mayor evidencia de su capacidad de sobrevivir en
reservorios ambientales son enterococo, incluyendo los resistentes a la Vancomicina,
y Staphylococcus aureus, incluyendo los resistentes a la Meticilina.

Algunos organismos internacionales con autoridad en el campo del control de la
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infeccién relacionada con la asistencia sanitaria como los Centers for Disease Control
and Prevention (CDC), no suelen recomendar la realizacion de este tipo de cultivos y
los reservan para situaciones especiales en las que pueda haber indicios de que algun
objeto o material ambiental tenga relacién con una infeccion nosocomial.

Los cultivos ambientales deben estar orientados a la vigilancia y control de la
infeccién nosocomial. Se incluyen en este documento cultivos de vigilancia de
unidades criticas y por otro los cultivos ambientales de control relacionados con el
estudio de brotes de infeccién nosocomial.
Servicio de Apoyo al Diagnéstico - Area de Laboratorio, Microbiologia determinara la
presencia y ausencia de microorganismos patogenos provenientes de las diferentes
areas.
6.8.1 CONTROL MICROBIOLOGICO DEL AIRE: QUIROFANOS Y OTRAS UNIDADES
Estas infecciones se adquieren por via inhalatoria si en el aire que respiran hay
microorganismos patégenos; Los cultivos sistemdticos de aire deben realizarse
exclusivamente en unidades con sistemas de ventilacién con filtro HEPA terminal

en el aire de entrada, en los que no hay entrada de aire exterior, y en los que
haya pacientes en riesgo, es decir en las unidades quirdrgicas.

A. Recogida de la muestra

Cuando se quiere descartar que la fuente de contaminacién del aire del
quiréfano sean los aparatos con ventilador que estan funcionando dentro del
area se puede realizar una toma de muestra del propio ventilador mediante una
torunda impregnada en medio de cultivo liquido. Ademas de los cultivos de aire
para hongos se pueden realizar cultivos de aerobios para comprobacién del
buen funcionamiento del sistema de ventilacién.

B. Frecuencia del muestreo
- Enlos quiréfanos de cirugia se recomienda una toma mensual.
- Enlas demas areas se recomienda una menor frecuencia cada 3 o 6 meses
- Antes de poner en marcha la instalaciéon
- Cuando haya obras en la proximidad

- Cuando se haya encontrado alguin caso de infeccion con sospecha de tener su
origen en el quiréfano /unidad o cuando en los controles rutinarios se haya
encontrado la presencia de contaminacion.

- Larealizacion de cultivos para recuento de aerobios sélo se debe realizar antes
de poner en marcha una nueva instalacién de quiréfano o unidad o en alguna
situacion especial de brote.

C. Transporte y conservacién de la muestra

La placa con medio de cultivo debe retirarse del mismo, teniendo cuidado de no
contaminarla y se enviardn a Microbiologia bien identificadas indicando el drea
donde se ha realizado la toma de muestra.

D. Procesamiento de la muestra
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Las muestras se incubaran en estufa convencional; se realizardn lecturas diarias
de las placas para detectar crecimiento lo antes posible.

Se tendra cuidado al mover las placas que tengan crecimiento para evitar
siembras secundarias y no alterar el recuento de colonias.

Recuento de aerobios: en cada lectura se realizaréd el recuento de colonias sin
identificacion de los microorganismos.

E. Seleccién de medios de cultivo y condiciones de incubacién

Recuento de aerobios: se utilizard una placa de agar sangre que se incubara a
352C durante 48 horas en estufa convencional.

F. Criterios para la interpretacion de los resultados

Recuento de aerobios: los valores de bioseguridad admisibles dependen
también del tipo de quirdfano (se indican en unidades formadoras de colonias
(UFC) por m3):

- Ambiente muy limpio <10 UFC/m3

- Ambiente limpio <10-100 UFC/m3

- Ambiente aceptable 100-200 UFC/m3
G. Informacién de los resultados

% Esta informacién precoz permitira tomar decisiones rapidas sobre la actividad
o' quirdrgica y diagndstico del estado del drea en cuanto a sistema de ventilacion,
limpieza, etc.

Recuento de aerobios: se realizara un Unico informe a las 48 horas indicando el
numero de UFC.

En los informes debe figurar la informacidn de qué area se trata y si la muestra
se tomo con el drea vacia o durante actividad.

6.8.2 CONTROL MICROBIOLOGICO DE AREAS, OTRAS UNIDADES y COLONIZACION
DE LAS MANOS

Los microorganismos tienen una determinada supervivencia en el ambiente y
cuando una superficie se contamina por un microorganismo este puede
sobrevivir alli dias, semanas e incluso meses. Practicamente cualquier superficie
o medio hospitalario pueden estar colonizados por microorganismaos
potencialmente patégenos; ello hace que se puedan transmitir de manera
cruzada, generalmente a través de las manos del personal sanitario, a otras
superficies tanto animadas como inanimadas.

Las manos del personal sanitario pueden estar colonizadas por microbiota
residente o por microbiota transitoria. La microbiota residente estara constituida
por microorganismos comensales de la piel como Staphylococcus spp.,
Corynebacteriumspp. O Propionibacteriumspp. La microbiota transitoria por el
contrario, se adquirira por el contacto de las manos con pacientes o superficies
contaminadas.

Mientras que la primera, rara vez se relaciona con infecciones, la microbiota
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transitoria es la causante de la mayoria de los brotes infecciosos hospitalarios.

La recogida de muestras de las manos es la impresién de las manos o dedos en
agar o a través de hisopos. El hisopo es adecuado para investigar pequefias zonas
de la mano como ufias o pulpejos.

A. Recogida de la muestra
Superficies inanimadas o sélidas:

e son las que mas estan en contacto con las manos del personal sanitario como:
interruptores de la luz, teclados y ratén de ordenador, teléfonos, mandos de

griferia, ropas del personal, etc.

e Se recomienda la toma de muestra con un hisopo estéril humedecido con
medio BHI (Brain Heart Infusion).

e Tras humedecerlo se retira el exceso de liquido presionandolo varias veces
contra los bordes internos del tubo del medio BHI.

e Una vez hecho esto, se introduce el hisopo en la superficie a estudiar por
ejemplo, entre las teclas de un ordenador o en el interior de una boca de grifo,
etc y se rota varias veces

e A continuacion, se corta la cabeza del hisopo con tijeras estériles para que
caiga dentro del tubo.

%y e Se recomienda la recogida de un minimo de 15 placas por habitacién
‘ estudiada.

e Unavez tomada la muestra, se cierran las placas, se identifica detalladamente
la zona estudiada y se sellan con papel film

Es conveniente desinfectar la superficie donde se ha colocado la placa ya que
suelen quedar restos de agar que pueden favorecer el sobre crecimiento de
microorganismaos en esa zona.

Superficies animadas o del personal sanitario:

e bdsicamente nos restringiremos a las fosas nasales y las manos del personal
sanitario ya que son reservorio y vehiculo de transmisién.

e Se centraran sobre todo en las manos y para ello se emplean basicamente
diferentes métodos:

» Meétodo 1

v El primero es el de inmersion de las manos en bolsas estériles de
polietileno. Estas bolsas deben contener aproximadamente 50 ml de
caldo BHI

v" Se introducen las manos en dichas bolsas durante 1 minuto

v" Pasado este tiempo, se retiran las manos y se cierra la bolsa
herméticamente.
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v Es recomendable lavarse las manos con agua y jabon para evitar el
sobre crecimiento bacteriano impulsado por la presencia del caldo

nutritivo.

» Meétodo 2

v Consiste en la impresion de los dedos de la persona a estudiar en placas
de agar.

v La eleccion del medio de cultivo depende del tipo de microorganismo
que se quiera investigar y de las preferencias del investigador.

v Se presionaran las placas levemente con cada yema de los dedos
realizando posteriormente un movimiento de vaivén hacia delante a
medida que se presiona hasta producir un pequefio corte en el agar con
las ufias, ya que suelen ser estas, zonas altamente contaminadas.

v" Se cerrara e identificard cada placa selldndolas finalmente

v' Si se sospecha que el brote pudiera estar originado por
microorganismos cuyo reservorio se encuentra habitualmente en las
fosas nasales, deben tomarse muestras de esa localizacion al personal
sanitario. Para ello, se introducird un hisopo en la parte anterior de
cada orificio nasal y se rotara varias veces.

Transporte y conservacion de la muestra

Generalmente, los microorganismos que se investigan en los brotes, son
patégenos que sobreviven bajo condiciones de escasa demanda nutricional y
acostumbrados a la temperatura hospitalaria; por lo tanto no son necesarias
condiciones especiales de transporte y conservacién a excepciéon de las
muestras de fosas nasales.

En estas muestras de fosas nasales se empleard un hisopo con medio de
transporte y se podran conservar a temperatura ambiente durante un tiempo
de hasta 24 horas o en nevera entre 22 y 82C si se demorase la siembra.

Procesamiento de la muestra

Las muestras recogidas con hisopo serdn procesadas de manera que los caldos
con medio BHI se agitaran en vértex durante 30 segundos.

A continuacién, El caldo se sembrara en placas a la llegada al laboratorio.

Se inocularédn aproximadamente 0,5 ml. del caldo BHI de las mismas en las
placas de cultivo.

Las placas se deben mover con un movimiento rotatorio para distribuir el
liquido y después se secan

Las placas se incuban de forma invertida
Seleccién de medios de cultivo y condiciones de incubacion
Se recomiendan las placas con agar nutritivo no selectivo tipo TSA.

Los medios en los que hay que sembrar el caldo BHI dependerdn del

microorganismo que se esté tratando de recuperar, por ejemplo, para
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recuperar bacilos gran negativos se sembrara en agar McConckey, cocos gran
positivos en agar sangre o manitol salado y hongos en medio Sabouraud.

e Las placas de cultivo y los caldos nutritivos se incubarén durante 24 horas a
372C en aerobiosis; durante 24 horas tras lo cual se hard una primera lectura,
si no hay crecimiento se re incubaran otras 24 horas y se realizara la lectura

final.

E. Informacidn de los resultados: Sera conveniente la elaboracion de informes
que ayuden en la toma de medidas cautelares por parte del equipo encargado
del control; inicialmente, se informard de la presencia o ausencia de una
determinada muestra ambiental microorganismo en cuestién. (Anexo 4)

6.9. PROCEDIMIENTO: HONGOS, ACAROS Y DEMODEX
6.9.1. Fase pre analitica: Indicaciones para toma de muestra
- El dia del examen, no lavar la zona afectada.

- No aplicar ningun tipo de locidn, talco, crema o esmalte de ufias en la zona
afectada.

- No recortarse las ufas.
- No aplicar ningln tipo de maquillaje si la lesién es en la cara o en los ojos.

- Tener en cuenta para el caso de Examen directo y para el Cultivo de Hongos lo
siguiente:

a. Sitiene tratamiento via oral realizar el examen después de 30 dias de
terminado el medicamento.

b. Si tiene tratamiento topico (cremas, locidn, esmalte) realizarse el
examen después de 15 dias.

6.9.2. Fase analitica:

A. Investigacién de demddex

- Limpiar el &rea de trabajo con lejia o algtin otro desinfectante y ordenar los
materiales a utilizar.

- Verificar la zona de investigacion, asi como las anotaciones de los tomadores
de muestra sobre sintomas, signos, tratamiento anterior, tiempo de lesion,
y factores de riesgo del paciente.

- Enumerar las muestras en el cuaderno de trabajo

- Observar al microscopio con objetivo de 10X y luego con objetivo de 40X las
ldminas portaobjetos para identificar al Demodex folliculorum con KOH 20%

- Reportar el resultado en el cuaderno de Directos.

- Si se observa la presencia del dcaro se reporta como:

Se observa Démodex folliculorum, indicando el nimero observado de
acaros en cada ojo y el nUmero de pestafias obtenidas de cada ojo.

- Sino se observa la presencia de acaros se reporta como:

54



MANUAL OPERATIVO ESTANDARIZADO DE MICRCLBIOLOGIA

No se observa Démodex folliculorum, indicando el nimero de
pestafias obtenidas de cada ojo.

B. Investigacién de hongos

&

Limpiar el 4rea de trabajo con lejia o desinfectante.

Verificar la zona de investigacién y las anotaciones sobre tratamiento
anterior, tiempo de lesion, factores de riesgo.

Sila zona es piel, pelo o ufas:

a. verificar que contengan suficiente muestra para realizar el examen
directo y cultivo respectivos.

b. Si no hay suficiente muestra para realizar las pruebas se hace la
anotacion de Muestra escasa.

Rotular en el Cuaderno de Cuaderno de trabajo
Enumerar las muestras que son procesadas durante todo el dia.
Las muestras de piel, pelo o ufias :

a. Se realiza un raspado d ela zona lesionada a fin de obtener células
epiteliales, en el caso ufias se toma la muestra del lecho ungueal, y
cabellos mediante raspado de la zona y obtencion d ecabellos desde el
foliculo piloso, a estas muestras se realiza un examen directo con KOH
al 40 %, dejar actuar por 15 a 20 minutos.

b. Observar al microscopio con objetivo de 10X y luego de 40X para
observar la presencia de levaduras, pseudohifas.

Descartar las [aminas en contenedores de desechos bioldgicos y las placas
en bolsa roja.

Si no se observan estructuras micéticas se reporta como: “No se observan
estructuras micoticas”.

Reportar la presencia de levaduras, pseudohifas en el Cuaderno de trabajo.

C. Investigacion de acaros

1.
2

Limpiar el area de trabajo con lejia o desinfectante.

Verificar la zona de investigacion sobre tratamiento anterior, tiempo de
lesion, factores de riesgo.

Verificar las ldminas y cintas adhesivas y las anotaciones de los tomadores
de muestra.

Rotular en el Cuaderno de trabajo
Enumerar las muestras que son procesadas durante todo el dia.

Observar al microscopio con objetivo de 10X y luego de 40X para observar
al Sarcoptes scabiei.

Descartar las laminas en contenedores de desechos bioldgicos.

Reportar la presencia de Sarcoptes scabiei en el Cuaderno de trabajo
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9.

Si se observa al acaro se reporta como:

a. Se observa Sarcoptes scabiei.

10. Sino se observa la presencia del dacaro se reporta como

a. No se observa Sarcoptes scabiei.

11. Desinfectar el area de trabajo.

D. CULTIVO DE HONGOS

1.
2.

10.

11.

12.

13.

Desinfectar el drea de trabajo

Verificar la zona de investigacién y las anotaciones de los tomadores de
muestra sobre tratamiento anterior, tiempo de lesion, factores de riesgo.

Rotular e ingresar al cuaderno de trabajo

Enumerar las muestras que son procesadas durante todo el dia con el
codigo interno

Si la muestra es piel, pelo o ufias:

a. verificar que las placas contengan suficiente muestra para realizar el
examen directo y cultivo respectivos.

b. Si no hay suficiente muestra para realizar las pruebas se hace la
anotacion de escasa muestra.

Realizar el cultivo de las muestras en los medios Sabouraud utilizando el
asa descartable para inocular la muestra sobre la superficie de los medios.

Incubar los medios a temperatura ambiente durante 20 dias.

Realizar el examen directo con KOH al 20 %, dejar actuar por 15 a 20
minutos.

Observar al microscopio con objetivo de 10X y luego de 40X para observar
la presencia de levaduras, pseudohifas.

Reportar la presencia de estructuras micéticas asi como la cantidad
observada por cruces en el cuaderno de trabajo

Si la muestra a procesar es heces, esputo u otro liquido biologico se
procede:

a. realizar un extendido de la muestra para realizar la coloracién Gram

b. Realizar el cultivo de la muestra en los medios Sabouraud con el asa

descartable sobre la superficie de los medios e incubar a 37 o C por 7
dias.

c. Observar las laminas con aceite de inmersion a 100X y reportar la
presencia de levaduras o hifas en el cuaderno de trabajo

Descartar las laminas en contenedores de desechos bioldgicos y las placas

en bolsa roja.

Si la muestra fuera piel, pelo o ufia y no se observan estructuras micéticas

en el examen directo:
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a. se deja la ldmina con KOH en cdmara himeda para ser leida al dia
siguiente.

14. Realizar la lectura visual de los medios diariamente o interdiario :
a. realizando el reporte diario en el cuaderno de cultivo de hongos.

b. Si se observa el crecimiento de levaduras se realiza la prueba del tubo
germinativo

c. anotando los subcultivos a realizar en el cuaderno de trabajo

d. Si se observa crecimiento de colonias sospechosas de algin hongo
filamentoso se registra en el cuaderno de trabajo

E. Prueba del tubo germinativo:

e Tocar apenas la colonia con un asa descartable y emulsionar en 0.5 ml de
suero humano e incubar por 2 horas a 37°C.

e Leer alas dos horas con un objetivo de 40X.
e Se considera positivo la prueba:

a. si observa mas de 5 levaduras con desarrollo de tubo germinativo por
campo de 40X.

%+ e Realizar la identificacién de las levaduras y hongos filamentosos en base los
TERi0" subcultivos realizados.

e Reportar la identificaciéon de los hongos en el cuaderno de cultivo de
hongos.

e Ingresar los resultados al cuaderno de trabajo al cabo de los 20 dias en el
caso de muestra de piel, pelos y ufias y a los 7 dias para el caso de otros
fluidos corporales.

) 6.10. DIAGNOSTICO DE TUBERCULOSIS POR BACILOCOPIA

e Aspectos generales:

La Tuberculosis es una enfermedad infecciosa que afecta principalmente los pulmones
(TB pulmonar) pero puede también invadir cualquier otro sitio del cuerpo (TB
extrapulmonar)

e Sintomas:
- El sintoma mas comuin de la TB pulmonar es la tos productiva por mas de dos semanas

- Otros sintomas respiratorios pueden incluir dificultad para respirar, dolor de pechoy
hemoptisis (tos o expectoracién con sangre)
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- Las personas con TB pueden también experimentar pérdida del apetito, pérdida de
peso, fiebre, sudoracion nocturna y fatiga.

- Los sintomas pueden variar dependiendo de la edad de la persona, si es paciente con
VIH y por el sitio de la enfermedad (pulmonar o extrapulmonar

* TUBERCULOSIS MULTIDROGO RESISTENTE:

TB Resistente a rifampicina (TB RR) es la TB con resistencia a rifampicina con o sin
resistencia a otras drogas (nueva definicién), detectada usando métodos fenotipicos o

genotipicos

TB multidrogoresistente (TB MDR) es la TB con resistencia al menos isoniazida y

rifampicina

TB extensivamente drogoresistente (TB XDR) es la TB MDR con resistencia ademas a
fluoroquinoloans y al menos una de las tres drogas inyectables de segunda linea

6.10.1 Muestra de esputo:
A. Elenvase:
El frasco para la colecta de la muestra debe:

tener una capacidad para 30 - 50 ml

- Material claro o transparente

- Los lados y paredes deben permitir el etiquetado

- De un solo uso y de material combustible
- A prueba de fugas y tapa de rosca
- Bocaancha
B. Momento de la obtencidn de la muestra:
- Primera toma : en el hospital — durante la visita inicial

- Primera de la mafiana: En casa — primer esputo producido en la mafiana del
segundo dia de visita a la clinica (idealmente, el dia posterior a la visita inicial)

C. Educacién del paciente e instrucciones:
La mejor muestra es la que viene de los pulmones.
Los pasos para obtener una buena muestra son:
1. Lave su boca con agua limpia para eliminar alimentos y otras particulas

2. Inhale profundamente 2 o 3 veces y exhale fuertemente cada vez
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3. Tosa profundamente para producir el esputo

4. Coloque el recipiente de la muestra cerca a su boca para recolectar la
muestra, evite la contaminacion fuera del recipiente.

5. Posterior a la toma de muestra, lave sus manos
D. Calidad de la muestra:

Obtener una muestra adecuada y de buena calidad asi como cantidad
suficiente, es vital para asegurar resultados certeros.

Muestra optima: purulenta y mucoide

Purulenta Mucoide

Calidad no adecuada: saliva y sanguinolenta

Saliva Sanguinolenta
6.10.2 Muestra extrapulmonar:

A. Orina:

La muestra deberd ser colectada previa higiene externa con agua, el paciente debe
recoger no menos de 50 ml del segundo chorro de la primera miccion de la
mafiana. Se desecha la primera parte para disminuir la carga de gérmenes
contaminantes.

Debe recordarse que la baciloscopia positiva del sedimento de orina no
necesariamente es diagndstico concluyente de tuberculosis, por cuanto existen
micobacterias saprofitas en el tracto urinario que pueden producir resultados
falsos positivos . El diagnéstico debe ser completado con cultivo e identificacion
del bacilo observado.
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B. Liquido cefalorraquideo:

Obtencién de la muestra es un procedimiento realizado por el médico
especialista.

Cantidad de muestras: todas las que el médico crea conveniente; cuanto mayor
es la cantidad de muestras procesadas, mayor es la posibilidad de hallazgo de

bacilos.

Envase: estéril de 10-15ml de capacidad ycon tapa a rosca de cierre
hermético .

Conservacion: es conveniente procesar el material inmediatamente o conservado
a 42 C por no mas de 12 horas .

C. Liquidos pleural, ascitico, pericardico, articular y otros

- La obtencién de la muestra es un procedimiento realizado por el médico
especialista.

- Cantidad de muestras: todas las que el médico crea conveniente; cuanto mayor
es la cantidad de muestras procesadas, mayor es la posibilidad de hallazgo de
bacilos.

- Uso de anticoagulante: puede agregarse tres gotas de citrato de sodio al
10% o EDTA (acido etilén diamino tetraacético) por cada 10 ml de muestra .

- Envase: estéril de 10-15ml de capacidad ycon tapa aroscade cierre
hermético.

- Conservacion: enviar lo mas rapido posibleal laboratorio que
realizara el cultivo, eventualmente conservar en refrigeracion por no més de 12
horas.

D. Biopsias y material resecado

- La obtencion de estos materiales estd reservada al personal médico

- En el caso de biopsia de endometrio, la muestra debe consistir preferentemente
en raspado uterino tomado durante la primera fase del ciclo menstrual o en el
periodo de ovulacion.

- Envase: estéril

- Conservantes: uno o dos  mililitros de solucién fisiolégica o
agua destilada estéril para evitar la desecacion. No agregar formol porgue es
letal para el bacilo, la porcién de la muestra reservada para el estudio
histopatoldgico debe ser separada para ser preservada en formol al 10% .

- Conservacion: el material debe ser enviado inmediatamente al laboratorio para
su cultivo o ser conservado refrigerado y al abrigo de la luz hasta su envio.

E. Pus

Envase: estéril

Es preferible no usar hisopos para evitar la desecacion .
En caso de utilizarlos, antes de la toma de muestra deben ser humedecidos con
solucién fisioldgica o agua destilada estéril.
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- Conservacion: La muestra debe ser  enviada
inmediatamente al laboratorio que hace el cultivo o ser conservado

refrigerado y al abrigo de la luz hasta su envio
6.10.3 Recepcion de muestras al laboratorio:
- Inspeccionar las muestras controlando si se han producido derrames.
- Comprobar que las muestras estén bien identificadas.
- Desinfectar la bandeja de transporte de muestras con hipoclorito de sodio al

1% o algun desinfectante como alcohol al 70%.
- Notificar al servicio de PCT, si se han observado inconvenientes especialmente

en la calidad y cantidad de los esputos y en la forma de envio.
- En el “Libro de Registro de Baciloscopia” anotar los datos de cada paciente, el
tipo y calidad de la muestra recibida, el objetivo del estudio (diagnostico o

control de tratamiento).

6.10.4 Preparacion y fijacion del extendido:

- Ubicar las muestras en orden numérico dentro de la Cabina de Seguridad
Bioldgica, el contenedor para material contaminado y demds materiales que se
van a utilizar en el extendido de la muestra.

- Rotular en el cuerpo del frasco y en su respectiva solicitud de bacteriologia el
codigo numérico que corresponde segun el “Libro de Registro de Baciloscopia” y
registrar |a calidad de cada muestra.

- Para cada cédigo de muestra debe haber una ldmina rotulada siempre en el
extremo y en la cara inferior de la Idmina para evitar que se borre durante la
tincién. No tocar con los dedos la parte del portaobjetos destinada al extendido.

- Disponer las muestras a la izquierda del operador, o a la derecha, siempre en la
misma posicién, en orden creciente de numeracion. Ubicar las ldminas y los
palitos preparados y rotulados al lado opuesto de los frascos.

- Tomar la primera muestra, su ldmina correspondiente y colocarlas en el medio
de la mesa de trabajo (dentro de la cabina) de manera que quede frente al
operador

- Destapar con cuidado el envase.
- Con un aplicador (palito de madera cortado) seleccionar la particula més densa
o purulenta de la muestra de esputo.

- Si la muestra contiene varias porciones mucopurulentas, tratar de mezclarlas

con
movimientos muy suaves del palillo y luego tomar una porcién de la mezcla.

- Colocar la(s) particula(s) seleccionada(s) sobre el portaobjetos y extenderla(s)
con el aplicador con movimientos suaves, circulares, tratando de dispersarla en
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forma homogénea en el centro de la lamina, dibujando un circulo u dvalo de 2
cm de largo por 1 a 2 cm de ancho, sin llegar a los bordes de la lamina para evitar
que el operador se contamine al manipularla.

- Verificar que el extendido tenga grosor homogéneo y adecuado. Si es demasiado
fino, es posible producir un resultado falso negativo. Si es muy grueso, el material
puede desprenderse durante la coloracién o puede resultar dificil Ia visualizacion
de bacilos debajo de una capa gruesa de mucus.

Dejar el extendido en un soporte de coloracién (varilla de fierro) ubicado a un
costado dentro de la Cabina de Seguridad para que seque.

El extendido no debe ser calentado a la llama mientras esté hiumedo pues puede
generar aerosoles.

Desechar el aplicador en un frasco que contenga una solucién de hipoclorito de
sodio al 1%; este frasco una vez lleno se eliminara junto con los residuos
bioldgicos.

Continuar de la misma manera con cada una de las siguientes muestras.
Conservar las muestras hasta terminar las lecturas de la baciloscopia y verificar
que no es necesario realizar nuevos extendidos o enviarlas para cultivo.

Limpiar la superficie de trabajo con una toalla de papel o algodén empapado en
alcohol 70°.

Esperar a que las laminas se hayan secado al aire.

Una vez que hayan secado las ldminas flamear con un mechero tres o cuatro
veces cuidando que no se caliente demasiado.

%
al
P 6.10.5 Tincién Ziehl Neelsen
Coloracién: Debe haber una distancia entre lamina y
ldmina, es importante filtrar el colorante fucsina
fenicada directamente sobre las ldminas con un
embudo de plastico y papel filtro.
- Cubrir totalmente la superficie del extendido con
fucsina basica fenicada recién filtrada. Dispensar el
Q colorante con suavidad, sin salpicar y sin tocar con el
/ embudo los extendidos

- Con la llama de un hisopo hecho con algoddn y embebido en alcohol calentar
suavemente por debajo de los extendidos, con movimientos de vaivén, hasta que
observe que se desprenden los primeros vapores, realizar este procedimiento
tres veces hasta la emision de tres vapores.

- Dejar actuar por 5 minutos.

Decoloracién: Cubrir la totalidad del extendido con solucion decolorante y
dejar actuar aproximadamente 2 minutos.

- Enjuagar con abundante agua a baja presion.

- Verificar que el extendido se ha decolorado (las partes mas gruesas del
extendido a lo sumo
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- conservan un leve tinte rosado). Si se observan camulos rojos o coloracion
rosada intensa, volver a cubrir con solucién decolorante, dejarla actuary

enjuagar nuevamente.
- Eliminar el exceso de agua inclinando el portaobjetos.

Coloracién de fondo: Cubrir todo el extendido con solucién de azul de metileno.
- Dejar actuar durante 30 segundos, enjuagar las [dminas en ambas caras con

aguaa
- baja presién y limpiar la parte inferior con un algodén si ha quedado coloreada.

- Dejar secar las laminas a temperatura ambiente, apoyandolas en posicién
vertical en un soporte de madera.

Tincién Ziehl Neelsen

CUBRIR CON FUCSINA FILTRADA

CALENTAR HASTA EMISION DE VAPORES TRES VECES DURANTE §
MINUTOS

LAVAR CON AGUA

CUBRIR CON DECOLORANTE DURANTE 3 MINUTOS

LAVAR CON AGUA

CUBRIR CON AZUL DE METILENO DURANTE 1 MINUTC

LAVAR CON AGUA

= e

6.10.6 Observacion microscépica y lectura de extendidos:
La observacién microscépica se realiza utilizando el objetivo 100X con aceite de
inmersién, se buscaran la presencia de bacilos alcohol acido resistentes (BAAR) y

\ se cuantificara.
63




MANUAL OPERATIVO ESTANDARIZADO DE MICR#BIOLOG[A

- Ubicar cerca del microscopio todos los elementos necesarios:
- aceite de inmersion
- papel lente
- el Registro del Laboratorio
- boligrafo
- una caja para guardar las laminas leidas
- alcohol isopropilico
- Depositar una gota de aceite de inmersién en un extremo del frotis, sin tocar el
preparado con
- el gotero.
- Enfocar el extendido donde ha colocado la gota de aceite, con el lente 100x de
inmersion
- Observar cada campo microscépico en superficie y profundidad, moviendo
permanentemente el tornillo micrométrico, antes de desplazarse al campo

7 contiguo.
- Seguir un recorrido en lineas rectas, sistematico para recorrer el extendido
€ evitando repetir la lectura de algunos campos. Ejm: de izquierda a derecha:

- Observar la calidad del extendido y de la coloracién.
- Si no fuesen buenas, repetir nuevamente la baciloscopia de esa muestra.

Calidad del extendido

Fino
P
No homogéneo Escaso material
S, -
“%\‘_ .‘i 2
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Contar el nimero de campos que ha leido y el nimero de BAAR que ha
identificado.
Los campos leidos deben ser “campos microscépicos Utiles”. Se considera campo
microscépico Gtil a aquel en el cual se observan células bronquiales (leucocitos,
células ciliadas) o fibras mucosas, que aparecen tefiidos de azul. Los campos sin
estos elementos no deben ser considerados para contar el total de campos
observados, a menos que contengan BAAR.
Al finalizar la lectura, girar el revolver de los objetivos y retirar el portaobjetos dela
platina.
Comprobar el nimero de identificacién y registrar el resultado.
Antes de examinar el portaobjetos siguiente, limpiar suavemente la lente de
inmersién con papel lente. Esto evita la transferencia de material al siguiente frotis
que se va a leer.
Si encuentra una muy baja carga bacilar con hasta 5 BAAR se recomienda ampliar la
lectura a 200 campos, si con esa lectura no se encuentran mas bacilos, hacer otro

extendido de la misma muestra, tratando de elegir particulas purulentas.

Si la lectura del segundo extendido no modifica el resultado del anterior, la muestra
debe informarse con el nimero exacto de bacilos observados, consignando en el
Libro de Registro el hallazgo y solicitar una nueva muestra, enviar para cultivo
muestras con este resultado.

Informe de resultados:

Resultado del examen
microscopico

Informe

No se encuentran BAAR en los 100 campos
observados

No se observan bacilos acido alcohol
resistentes

Se observan de 1 a 9 BAAR en 100 campos
observados

Paucibacilar: N2 exacto de bacilos en
100 campos

Se observa entre 10 y 99 BAAR en 100
campos observados

Positivo (+)

Se observan de 1 a 10 BAAR por campo en
50 campos observados

Positivo (++)

Se observan méas de 10 BAAR por campo
en 20 campos observados

Positivo (+++)

6.10.7 Descontaminacién y desecho del material

- Desechar las muestras colocandolas dentro de una bolsa roja autoclavable.

- Autoclavar al final de cada jornada a 121°C x 15 minutos.

- Siesimposible autoclavar agregar 10 gotas de fenol al 5% al remanente de las

muestras no utilizado, dejar los envases tapados hasta el dia siguiente, y
despacharlos luego con los residuos biolégicos habituales del laboratorio.
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Vil. RESPONSABILIDADES.

Jefatura de Apoyo al Diagnéstico: Supervision y coordinacion conjunta de los
procesos, procedimientos, y anlisis de resultados con la jefatura de laboratorio y
encargado de microbiologia.

Jefatura de Laboratorio: coordinacion conjunta de los procesos, procedimientos, y
andlisis de resultados con el encargado de microbiologia.

Encargado de Microbiologia: Realizar, coordinar, verificar, leer los procesos y
procedimientos de microbiologia descritos en el presente manual.

VIIl. ANEXOS
Anexo 01: Determinacién de la Actividad Inhibitoria — Urocultiva
Anexo 02: Identificacion Bacteriana
Anexo 03: Método de Coloraciéon de Gram

Anexo 04: Formato de Resultado de Mapa Microbioldgico
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Anexo 01: DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD INHIBITORIA - UROCULTIVO

1. Principio
Determinar la presencia de sustancias antibacterianas residuales en orina. Este
procedimiento se aplica en todos los casos en los que se solicite Urocultivo.

2. Materiales

Pinzas

Discos de papel de filtro estériles de Papel filtro Whatman N° 3 o similar 10ul orina
sin centrifugar

Placa de Agar Mueller Hinton 100 x 15 mm
Tubo con solucién salina estéril x 2 Ml
Alicate sacabocados para 6 mm de diametro

Cepa de Bacillus subtilis ATCC 6633.

3. Procedimiento

Hacer una suspensién de Bacillus subtilis en un tubo con solucién salina estéril que
sea similar al tubo 0,5 de la escala de Mc Farland (véase en la seccidn
Susceptibilidad Antimicrobiana )

Sembrar la placa de agar Mueller Hinton con la suspension de bacterias de manera
similar a un antibiograma.

Dejar secar a temperatura ambiente aproximadamente 15 min.

Tomar con la pinza un disco de papel filtro y colocarlo en la placa sembrada segun
una plantilla numerada o colocando el nimero en la parte posterior de la placa o
colocar 10 pL de orina con una asa calibrada o una micropipeta.

se debe colocar el nimero correspondiente a la muestra.

La placa serd incubada a 35°C por 18 horas en aerobiosis.

Q 4. Interpretacion

Se buscara la presencia de un halo de inhibicidn alrededor del disco con la orina.

Cualquier didametro de halo se considerard como prueba positiva. La ausencia de
halo se considera como prueba negativa.

5. Reporte de resultados

El resultado se reporta Actividad Inhibitoria Positiva o Negativo.

P
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Anexo 02: IDENTIFICACION BACTERIANA

El laboratorio de microbiologia tiene responsabilidad de la identificacion del
microorganismo causante de una infeccion por lo tanto se describe los procesos
realizados y son basicos recomendados para la identificacion de las bacterias; se
describen pruebas bioquimicas convencionales para la identificacion de bacterias. Parala
identificacién de ellas mismas es necesario considerar las caracteristicas macroscopicas
de las colonias teniendo en cuenta el medio de aislamiento original y sus caracteristicas
microscépicas para poder elegir las pruebas diferenciales correspondientes.

1. IDENTIFICACION BACTERIANA DE COCOS GRAM POSITIVOS:
Staphylococcus

Esta diferenciacién se realiza basandose en la morfologia de la colonia, tipo de hemdlisis,
forma de las bacterias por coloracién Gram a partir de un cultivo y de la prueba de
reaccién de la catalasa.

Las colonias de estafilococos son cominmente grandes (2 mm a 3 mm a las 24 horas),
convexas, lisas, enteras, opacas y con frecuencia pigmentadas.

Los estafilococos pueden ser fuertemente beta hemoliticos en agar sangre pero las
zonas de hemdlisis son menores en relacién al tamafio de las colonias que las generadas
por los enterococos y estreptococos hemoliticos.

Los estafilococos se agrupan generalmente en racimos.

Lectura de cultivos en agar sangre

a) Morfologia de las colonias

- Las colonias de Staphylococcus son lisas, enteras, algo elevadas. Miden
aproximadamente de 1 a 3 mm de didmetro a las 24 horas son de borde entero, de
superficie lisa, la mayoria de ellas presentan un pigmento que va desde el amarillo
crema hasta el naranja.

- Las colonias de Staphylococcus epidermidis son algo mas pequefias dependiendo de
las cepas, usualmente no se detecta pigmentos.

- Las colonias de Staphylococcus saprophyticus son mds grandes que S. epidermidis,
son lustrosas y mas convexas que otras colonias de estafilococos. Un 50% de las cepas
son pigmentadas.

b) Coloracién Gram

- Hacer una coloracién Gram de las colonias sospechosas y observar al microscopio.
- Aplicar el procedimiento descrito en el Anexo 3.

- Sise observan cocos Gram positivos en racimos, realizar la prueba de la catalasa.

c) Prueba de la catalasa

- Determina la presencia de la enzima catalasa, esta enzima descompone el peréxido
de hidrogeno en agua y oxigeno

- Reactivo: Perdxido de hidrdgeno al 3%
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recoger el centro de una colonia pura de 18 a 24 horas y colocarla sobre un
portaobjetos limpio.

Agregar una gota de H202 al 3% usando un gotero o una pipeta Pasteur.

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

Realizar este procedimiento en forma paralela con cepas controles:
Control positivo: S. aureus.

Control negativo: Streptococcus spp.

tener cuidado de no llevar algo del medio de agar sangre debido a que la catalasa
presente en los eritrocitos puede dar resultados falsos positivos.

No invertir el orden porque puede producir resultados falsos positivos.

Si son catalasa positivas determinar primero si el organismo es o no Staphylococcus
aureus, para ello se realiza la prueba de la coagulasa.

d) Prueba de la coagulasa

Se realiza para comprobar la facultad de la bacteria de coagular el plasma por accién
de la enzima coagulasa, la cual aumenta la velocidad de coagulacion del plasma.

El resultado final es la formacién de un coagulo de fibrina.
Prueba en tubo (detecta coagulasa libre y ligada) es definitiva.
Reactivo: Plasma

Transferir una colonia aislada a 0,5 mL de plasma Yy girar el tubo suavemente para
lograr la suspensidn del organismo. No agitar.

Incubar la mezcla a 35 — 37 °C por 4 horas; observar si hay formacidn de codgulo
inclinando lentamente el tubo y observar cuidadosamente si hay formacion de
coagulo inclinando lentamente el tubo (sin agitar) en intervalos de hasta 4 horas.

Cualquier grado de coagulacién es una prueba positiva. S. aureus formaran codgulo
en una hora.

Si es negativa a las 4 horas, seguir incubando hasta el dia siguiente a temperatura
ambiente se recomienda porque un pequefio nimero de cepas de S. gureus puede
requerir mas de cuatro horas para la formacién del coagulo.

Controles: Positivo: S. aureus.

Negativo: S. epidermidis o S. saprophyticus.

e) Resistencia a la novobiocina

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

Medios y reactivos

TSA con sangre o agar Mueller Hinton.
Suero fisioldgico o caldo Tripticasa soya.
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- Discos de Novobiocina (5 pg por disco).
- Escala 0,5 de Mc Farland.
- Incubadora a 35-37 °C.

Procedimiento

A partir de colonias aisladas y cultivadas por 24 horas, hacer una suspensidn
equivalente a la escala 0,5 de M Mc Farland.

t

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

- Inocular sobre la superficie seca de una placa con agar sangre estriando
homogéneamente con el hisopo sobre la superficie del agar.

- Repetir el procedimiento dos veces mas rotando la placa S0°.

- Dejar de 3 a 5 minutos a temperatura ambiente para que cualquier exceso de
humedad superficial sea absorbido.

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

- Incubar a 35 =37 °C toda la noche ¢ 24 horas.

Lectura
Y - Medir el halo de inhibicién. Un halo 16 mm es resistente a la novobiciona, si es mayor
af entonces es sensible.

Ky - Laresistencia a novobiocina es intrinseca en S. saprophyticus

Principales caracteristicas fenotipicas de las especies de Staphylococcus cominmente
aisladas en infecciones

Pigmento | Hemolisina | Estaflo | Factorde | Resistenciaa | Resistencia |  Omitina Acidez de
de colonia () | coagulasa | aglutinacion | novobiocina | apolimbdna | descarboxilasa [ - manitol
B
S aurels + + + + . + - +
subespecie alreus
S. epiermids - {d . - . + d) -
5. haemolyiees d {4 . 5 . . ; d
$ bigdnensis d () - (4 . d : :
S, saprophytious d . . - + . . d
S schieferi . {# - + - - - -
schiden
S vameri d (d) - - - - - d
+ 20% o mas especies, o cepas positivas.
- 90% o mas especies, o cepas negativas.
d 112 - 89% de especies o cepas positivas.
(+) Reaccidn retardada.
{*) En agar sangre de carnero.
+ Zona amplia de hemdlisis dentro de 24 — 36 horas.
(+) Hemodlisis retardada, de una zona moderada a amplia dentro de las 48 — 72 horas.
{d) No hay hemdlisis o es retardada.
- No hay hemdlisis o hay una zona muy angosta (= 1 mm) dentro de las T2
1 haras. Algunas de las cepas pueden producir un ligero color verdusco o

marrén en agar sangre de carnero.
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Enterococcus

Esta diferenciacion se realiza basiandose en la morfologia de la colonia, tipo de
hemélisis, forma de las bacterias por coloracién Gram a partir de un cultivo y de la
prueba de reaccién de la catalasa.

Las colonias de estreptococos y enterococos que son mas pequefas (menos de 2 mm
de didmetro), puntiformes, con aspecto translicido a semiopaco.

enterococos y estreptococos hemoliticos son fuertemente hemoliticos en agar sangre

Los estreptococos y enterococos que se retinen en pares o cadenas; también pueden
presentarse como células tnicas.

Se ven de forma cocobacilar cuando la coloracién de Gram se realiza de una placa de
agar y pueden verse en cadenas cuando se prepara la coloracion de Gram a partir de
caldo Thioglicolato.

Son anaerobios facultativos y su crecimiento 6ptimo es a 35 a 37 °C.

Lectura de cultivos en agar sangre

a)

b)

d)

Apariencia de las colonias
Usualmente son alfa hemoliticas o no hemoliticas en agar sangre al 5%
Coloraciéon Gram ( Anexo 3)

Si se observan cocos Gram positivos y se presentan solos, en pares o en cadenas
cortas, algunas veces cocobacilares.

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

Prueba de la esculina en medio con bilis

e Inocular el cultivo en estudio haciendo estrias sobre la superficie del pico de flauta
o de la placa de agar bilis esculina.

e Incubara 35 a 37 grados centigrados hasta 72 horas.

Lectura: Positivo: En tubo: Ennegrecimiento difuso en el agar inclinado y Negativo:
No se produce ennegrecimiento del medio o ennegrecimiento de menos de la mitad
del tubo después de 72 horas de incubacién.

—Control negativo: Staphylococcus aureus.

—Control positivo: Enterococcus spp

Principales caracteristicas fenotipicas de cocos gran positivos en cadena, catalasa negativos.

Bilis ClI Na 6,5% Crecimiento Hemalisis
esculina 10 °C 45 °C
Enterococcus + + + + a, B, N
Streptococcus - - - A\ « B, N
Lactococcus + Vv 4 WV o, N
Vagococcus + + + A" o, N
a De los estreptococos viridans 5% - 10% son bilis esculina positivas.
b Algunos estreptococos B hemoliticos crecen en 6,5% de cloruro de sodio.
n No hemollitico.
+ = 95% reacciones positivas.

= 5% reacciones positivas.
reacciones variables. 71
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IDENTIFICACION DE BACILOS GRAM NEGATIVOS FERMENTADORES

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Enterobacter entre otros

Comprende el cultivo e identificacion por pruebas bioquimicas de las colonias desarrolladas
en agar Mac Conkey. En la cual podemos diferenciar las colonias lactosa positivas y lactosa

negativas.

a) Lectura de cultivos en agar Mac Conkey

Lactosa positiva forma colonias de borde entero, de color fucsia, opacas, de 2 mm — 3mm
de didmetro, usualmente rodeadas de una zona opaca alrededor de la colonia (bilis

precipitada) algunas de aspecto mucoide segun el género

Lactosa negativa dan colonias incoloras de 3 —4 mm

Las colonias con estas caracteristicas son subcultivadas en medios diferenciales.

Pruebas bioquimicas
Utilizacidon de lactosa
Utilizacidn de glucosa.
Produccidn de gas de glucosa.
Descarboxilacién de lisina
Produccién de acido sulfhidrico
Utilizacién de citrato.
Produccién de ureasa.
Motilidad.

Produccién de indol.

b) Procedimiento

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

Obtener la colonia seleccionada 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 agar citrato, urea
(en la superficie), TSI, LIA (introduciendo el asa por el centro hasta tocar el fondo del
tubo, retirar por el mismo trazo y sembrar en estria la parte inclinada)

Sembrar por puntura en el centro del agar movilidad hasta una profundidad
aproximada de 1,5 cm incubar a 3537 °C de 18 a 24 horas.

c) Lecturas

Agar TSI

En estos medios se determina la capacidad de la bacteria de utilizar la lactosa, glucosa y
sacarosa (en TSI), con produccién o no de gas y la produccion de acido sulfhidrico; hacer
la lectura entre las 18 — 24 horas. La lectura se hace sobre la base de tres caracteristicas:

Utilizacién de hidratos de carbono, produccién de gas y produccién de dcido
sulfhidrico.
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Utilizacién de hidratos de carbono:

o lactosa: Reaccién 4cida en el pico de flauta (color amarillo) Abreviatura: (A)
o glucosa: Reaccién écida en la columna del medio (color amarillo) Abreviatura: (A).

o No hay utilizacién del carbohidrato: Se puede observar una reaccion alcalina
(color rojo) o que no hay cambio de color (permanece del mismo color que el
medio no inoculado) Abreviaturas: (K) o (N) respectivamente.

o Cuando se produce H2S el precipitado negro oculta la acidez.

o Produccion de gas de glucosa:

e  Se considera positivo: Presencia de una sola burbuja de gas, burbujas en el
medio o completo del medio del fondo del tubo

e  Seregistra la lectura por medio de cruces (+)

o Produccién de acido sulfhidrico: color negro distribuido por todo el medio de
cultivo o s6lo una parte y se registra por medio de cruces

o Sino se observa cambio de color en el tubo hasta las 24 horas, seguir incubando
hasta las 48 horas. Si no se observa viraje de color y hay desarrollo, se trata de
una bacteria no fermentadora

KiA—+: Significa alcalinidad en Ia inclinacion y acidez en el fondo
{fermentacion de glucosa), gas negativo ¥y H.S positivo.

N/N - — Significa que no hay utilizacion de Ia lactosa y glucosa
ni produccion de H_S.

Controles
c verticat {f ] P Inclinads {Pico oa flauts)
E. colf {lactosa postvo) amanilo/gas amarilic
Shigeiia amarilo’sin gas -
Salmonelia paratyphi 8 amarillonegra/con gas rojo

Agar lisina hierro (LIA)

En este medio se determina simultdneamente la produccién de lisina descarboxilasa
y de la formacion de acido sulfhidrico.

Lectura se hace entre las 18 — 24 horas; si la lectura se realiza antes podemaos obtener
resultados falsos positivos, asi como falsos negativos si se lee después de las 24 horas.

Realizar la lectura en la columna y en la superficie inclinada y observar la formacion
de acido sulfhidrico el cual se evidencia por una coloracion negra

Generalmente las cepas del grupo Proteus y Providencia, desaminan la lisina a dcido
cetocarbdnico. Este Gltimo forma compuestos pardo-rojizos en la regién superficial
del medio de cultivo con la sal de hierro y bajo la influencia del oxigeno.

Columna vertical (fondo)  Superficial inclinada (Pico de fada)

& cof amariio victeta
Proteus mrabdis amarila y negro rojo-pancaos
Morganalla morgans amariio rojo parduzoo-vioists

Utilizacidn de citrato

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

a. Incubar a 35-37 °C de 24 horas— 48 horas. En algunos casos microorganismo
exigentes es necesario una incubacion hasta por 4 dias.

b. Ver el viraje de color.

Resultados

a. Prueba positiva: Crecimiento con un color azul intenso en el pico de flauta, o
presencia de colonias en ausencia del color azul.

b. Prueba negativa: No se observa crecimiento ni cambio de color (verde).

Paositivo: Entercobacter cloacae
Negativo: Eschenchia colt

Hidrélisis de la Urea (produccién de ureasa)

Es Gtil para determinar la capacidad de un organismo de degradar la urea, formando
dos moléculas de amoniaco por accion de la enzima ureasa.

Procedimiento

Realizar la lectura después de 18 horas — 24 horas de incubacion observando el viraje
de color.

Resultados

Prueba positiva: Color rosado intenso en el pico de flauta o todo el agar. Puede haber
una reaccién positiva retardada después de 24 horas y hasta 6 dias de incubacién
(algunas cepas de Klebsiella por ejemplo).

Prueba negativa: No se produce cambio de color.

Negativo: Eschenciia coll
Positivo; Klebsiella pneumoniae

Motilidad (Medios SIM, o MIO o agar movilidad)
Para determinar si un organismo es movil o inmavil.
Procedimiento: Incubar a 35—-37 °C de 24 a 48 horas.
Resultados

Positivo: Los microorganismos migran de la linea de siembra y se difunden en el
medio provocando turbidez.

Negativo: Se observa un crecimiento bacteriano acentuado siguiendo el trazo de
siembra, y el medio circundante se mantiene claro.

Control positivo: Escherichia coli.
Control negativo. Klebsielia pneumoniae.

Prueba de indol
Microorganismo que producir indol a partir del aminoacido triptéfano.

Medios y reactivos: En el medio Mio el microorganismo en crecimiento previa lectura
y el Reactivo de indol de Kovacs.

Procedimiento
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De un cultivo de 24 horas de incubacién agregar 5 gotas de reactivo de Kovacs y
mover suavemente el tubo y realizar la lectura; si la lectura es negativa, debera
incubarse otras 24 horas el cultivo restante y repetirse la prueba.

Resultados
Prueba positiva: Formacién de un anillo rojo en la superficie del medio

Prueba negativa: No se produce color en la capa alcohélica, y toma el color del

reactivo empleado.

Contrcl positivo: Escherichia coll.
Contrel negativo: Klebsielfla pneumoniae.

IDENTIFICACION DE BACILO GRAM NEGATIVO NO FERMENTADOR

Pseudomonas aeruginosa

Es facilmente reconocida en medios de aislamiento primario por sus caracteristicas:
- Morfologia de la colonia
- Produccién de pigmentos

- Olor caracteristico.

Morfologia de las colonias: las colonias generalmente son planas, algo extendidas, bordes
aserrados y tienen un brillo metélico; Algunas cepas de P. aeruginosa pueden no producir
pigmentos, frecuentemente estas cepas son bastante mucoides y se aislan a partir de
muestras de secreciones respiratorias

Determinacion de las caracteristicas bioquimicas: Identifica la colonia sospechosa y se
realizar las siguientes pruebas:

- Utilizacién de lactosa. Utilizacién de glucosa. Prueba de oxidasa. Utilizacion de citrato.

Procedimiento
- Identificar la colonia sospechosa que se encuentra en la placa de agar Mc Conkey.

- Obtener la colonia seleccionada 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 agar citrato (en la
superficie), TSI, LIA (introduciendo el asa por el centro hasta tocar el fondo del tubo,
retirar por el mismo trazo y sembrar en estria la parte inclinada etc.

Lecturas

a) Agar TSI: P. aeruginosa da una reaccion: K/K o N/N y no hay produccién de sulfuro de
hidrégeno.

b) Prueba de utilizacién de citrato: el 95% de cepas de P. geruginosa son positivas.

c) Prueba de la oxidasa: La reaccidn de la oxidasa se debe a la presencia de un sistema
citocromooxidasa que activa la oxidacién del citocromo reducido por el oxigeno molecular,

el que a su vez actia como aceptor de electrones en la etapa terminal del sistema de
transferencia de electrones. Con esta prueba se determina la presencia de la enzima oxidasa.
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Reactivos: N, N, N, N, tetrametil-p fenilenediamina o N, N, dimetil-p fenilenediamina
solucion acuosa al 1%. (o las tiras comerciales )

Procedimiento: la cepa procediendo de un cultivo en agar TSAy Muller Hinton se coloca un
poco en un trozo de papel de filtro con el reactivo dentro de una placa petriy con la ayuda
de un mondadiente se extiende sobre el papel filtro.

Positivo: P. aeruginosa Negativo: E. coli

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

Negativo: No hay viraje de color.
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Anexo 03
METODO DE COLORACION DE GRAM
FIJACION DE LA MUESTRA: Los frotis pueden ser fijados al calor o con metanol.
a. Calor
- Dejar secar el frotis en una superficie plana a 37 grados
- Dejar enfriar la [dmina antes de colorear.
b. Metanol

La fijacién por metanol previene la lisis de los glébulos rojos brindando una
visualizacién mas clara del campo.

También previene el arrastre de las muestras de orina.

Dejar secar el frotis en una superficie plana.

Colocar unas cuantas gotas de metanol y dejar un minuto

Eliminar el restante y secar la lamina al aire.

- No usar calor antes de colorear.

¢. Procedimiento
a) Preparar un extendido fino del material en estudio y dejarlo secar
b) Fijar el material con metanol y dejar secar.

¢) Colocar el preparado sobre un soporte de tincién y cubrir la superficie con solucién
de cristal violeta.

d) Colorear un minuto y lavar con agua de caino.
e) Cubrir la ldmina con lugol de Gram durante un minuto. Lavar nuevamente con agua.

f) bafiar la superficie con unas gotas de alcohol acetona hasta no arrastrar mas
colorante violeta. Generalmente requiere de unos diez segundos o menos y lavar
+ con agua de cafio

g} Cubrir la superficie con safranina durante un minuto. Lavar con agua de cafio.

h) Dejar secar la lamina.

i) Examinar la lamina coloreada al microscopio con objetivo 100 x de inmersion
(aceite).
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Anexo 04
FORMATO DE RESULTADO DE MAPA MICROBIOLOGICO

MAPAMICROBIOLOGICODEL HOSPITAL DEVITARTE
VIGILANCIAMICROBIOLOGICA

Servizia de Apovo 2 Dizmostico - Aszz di Laborzmosia Zervitio dzNicrobiolog: dmerminanzls
ps iz v zussrniz de wicroormniamos patizenos, proparcionz el parflds fnzidenciz hectzeizaz 2 pravds
321 Mapa Microtiolagico; Sarvics pare brindar inforracidn malizads qua pusds serwilizadaamlas
dzcisiones dz1eezpiz amtimicsabiznz

Fecha de coms de Muestra
| Haora de Toms de Muestra
[Fecha de Fuireza de [nforme Final
Témica: Cualitativa{presenday susencia)
Zona deMuestres:
AREA EXAINNADA COLORACICH GRAM GERRMEN AISLADD
- -
. L ]
» L)
a "
a .
WUTSTRED AMBIENTAL COLORACION GRAL GERMEN AIBLADD
- -
- a
- L]
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