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MINISTERIO DE SALUD

Direccion General

RESOLUCION DIRECTORAL
N° 044- 2011-DG-HVLH
Magdalena del Mar, A de Marzo del 2011

Vistos, en la Nota Informativa N° 037-OEPE-HVLH-2011, el Memorando N° 031-OGC-HVLH-2011 y
el Memorando N° 025-DAMC-HVLH-2011;

CONSIDERANDO:

Que, mediante la Ley N° 27657, Ley Organica del Ministerio de Salud, establece que el Ministerio de
Salud disefia y organiza procesos organizacionales de direccion, operacion y apoyo. Los subprocesos y
actividades componentes se modifican en funcion de las innovaciones tecnologicas y la reformulacion
de los objetivos estratégicos los mismos que se establecen en el Reglamento de la presente Ley y en
los Reglamentos Organicos Subsecuentes;

Que, el articulo 8° del Reglamento de Organizacion y Funciones del Hospital * Victor Larco Herrera *,
aprobado mediante Resolucion Ministerial N° 132-2005/MINSA, determina los objetivos funcionales
generales asignados al Hospital, siendo entre ellos, incisos d) Mejorar continuamente la calidad,
productividad, eficiencia y eficacia de la atencion de psiquiatria y salud mental, estableciendo las
normas y los parametros necesarios, asi como generando una cultura organizacional con valores y
actitudes hacia la satisfaccion de las necesidades y expectativas del paciente y su familia, y g)
Administrar los recursos humanos, materiales economicos y financieros para el cumplimiento de la
Mision y sus Objetivos en cumplimiento de las normas vigentes;

Que, el articulo 26° del precitado Reglamento, establece que el Departamento de Apoyo Medico
Complementario, es la Unidad organica encargada de prestar atencion médica integral y especializada,
complementaria a la atencion psiquiatrica, a los pacientes del Hospital; depende de la Direccion General
y tiene asignado Objetivos principales, siendo entre ellos, incisos a) Brindar atencion médica integral y
especializada, complementaria a la atencion psiquiatrica, a los pacientes del Hospital en las
especialidades de Neurologia, Genética, Patologia Clinica y Anatomia Patologica, Radiologia, Medicina
Interna, Geriatria, Ginecologia, Cirugia, Dermatologia, Odontoestomatologia y otras especialidades
médico no psiquiatricas, en condiciones de oportunidad, con eficiencia y calidad, y d) Estimular, orientar
y monitorear la investigacion en el campo de su competencia, asi como apoyar la docencia, en el marco
de los convenios correspondientes;

Que, mediante Resolucion Ministerial N° 826-2005/MINSA, se aprobo las “Normas para la Elaboracion
de Documentos Normativos del Ministerio de Salud”, siendo entre ellas, el Manual, tal como lo sefiala
en el numeral 6.1.4 Manual;

Que, mediante documentos de vistos, la Oficina Ejecutiva de Planeamiento Estratégico, solicita a esta
Direccion General la aprobacion del Manual de Normas de Procedimientos Microbiologicos del
Departamento de Apoyo Medico Complementario del Hospital * Victor Larco Herrera

Que, siendo el Manual de Normas de Procedimientos Microbiologicos un instrumento descriptivo y de
sistematizacion normativo en la seccion de Microbiologia del Servicio de Laboratorio Clinico del



Departamento de Apoyo Medico Complementario, cuya finalidad es ser una guia para el personal
dedicado a la Microbiologia Clinica;

Que, en consecuencia por convenir a los intereses funcionales institucionales que permitan un mejor
cumplimiento de los fines y objetivos de la institucion, resulta necesario, formalizar la aprobacion del
Manual de Normas de Procedimientos Microbiologicos del Departamento de Apoyo Medico
Complementario del Hospital " Victor Larco Herrera ", mediante la emision del correspondiente acto de
administracion;

Estando a lo informado por el Jefe del Departamento de Apoyo Medico Complementario;

Con la visacion del Jefe del Departamento de Apoyo Medico Complementario, del Director de la Oficina
de Asesoria Juridica, del Director de la Oficina de Gestion de la Calidad y de la Directora de la Oficina
Ejecutiva de Planeamiento Estratégico del Hospital * Victor Larco Herrera "y,

De conformidad con lo previsto en el literal c) del articulo 11° del Reglamento de Organizacion y
Funciones del Hospital * Victor Larco Herrera * aprobado por Resolucion Ministerial N° 132-
2005/MINSA.

SE RESUELVE:

Articulo 1°.- Aprobar el Manual de Normas de Procedimientos Microbiolégicos del Departamento
de Apoyo Medico Complementario del Hospital “ Victor Larco Herrera *, el mismo que consta de ciento
cuarenta y nueve (149) paginas, y que forma parte integrante de la presente Resolucion.

Articulo 2°- Encargar al Jefe de Departamento de Apoyo Médico Complementario; la difusion,
supervision e implementacion del Manual de Procesos y Procedimientos del Departamento de Apoyo
Médico Complementario del Hospital “Victor Larco Herrera”.

. Articulo 3°.- Disponer a la Oficina de Comunicaciones la publicacion de la “presente Resolucién en el
portal de Internet del Hospital * Victor Larco Herrera ™.
Registrese y comuniquese
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INTRODUCCION

Las infecciones cada vez mas constituyen un problema de salud publica ya sea
por su efecto en la salud de los pacientes, como los costos que genera este
problema. Los pacientes presentan una gran variedad de signos y sintomas
algunos de ellos pueden ser evidentes y faciles de reconocer; otros pasan
desapercibidos, por lo que el médico debe basarse en evidencias disponibles;
como los aspectos epidemiologicos y la importante contribucion del Laboratorio
Microbiolégico.

El' Laboratorio Clinico de Microbiologia requiere para su correcto
funcionamiento de un adecuado y constante control sobre todo en las etapas
de recepcion, manejo y reporte de especimenes clinicos. Este control debe
identificar, monitorear, evaluar y aprobar metodologias relativas al cuidado del
paciente.

En este contexto en Microbiologia Clinica debe existir un control en los
procedimientos: medios de cultivos, reactivos, instrumentos, métodos y el
personal para asegurar una adecuada practica en el aislamiento, identificacién
y caracterizacion de agentes etiolégicos y su respectiva susceptibilidad a los

antibiéticos como guia terapéutica.

Para el exito de la seccion de microbiologia lo mas importante, es la actitud con
que el profesional tecnologo médico o profesional especializado técnico se
presenta al laboratorio, si muestra interés de desprendimiento de
conocimientos y dedica tiempo y esfuerzo encontrara infinitas experiencias
gratificantes como profesional esto nos indicara qué tan bueno es nuestro

trabajo y la generacion de informacion clinica oportuna y rapida.

El presente Manual de Procedimientos reconoce que la seccion de
Microbiologia es responsable de aplicar los procedimientos y técnicas
necesarias para el apoyo diagnostico y debe ser aplicado por el personal que
labora en el SAD - SLC.

-
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WP BL T

1. OBJETIVO

a) El presente Manual de Procedimientos Microbiolégicos es el
instrumento descriptivo y de sistematizacion normativo en la Seccion

de Microbiologia del Servicio de Laboratorio Clinico.

b) Establecer los procedimientos de diagnéstico bacteriologico vy
susceptibilidad antimicrobiana de los agentes etiolégicos mas

frecuente de infecciones intrahospitalaria y en la comunidad.

c) Asegurar que el producto final tenga un grado aceptable de

conformidad con los limites establecidos.

d) Guarda coherencia con los dispositivos de validacion usadas en las
diferentes entidades del MINSA — INS.

2. FINALIDAD
El presente manual tiene como finalidad de ser una guia para el personal
dedicado a la Microbiologia Clinica, una disciplina de las ciencias de
laboratorio en constante evolucion que va a la par del progreso de la

medicina moderna.

3. BASELEGAL
e D.S. N° 005-90-SA Reglamento de Hospitales del Sector Salud. RM
283-99 SA/DM 10.6.99; establecer normas y sanciones para control de
medidas de seguridad y sanciones en relacion con la obtencion,

conservacion y/o suministros de sangre.

e RJ N° 059-77 INAP/DNR-D. 002-77 DNR, Normas para la formulacion

de Manuales de Procedimientos.

e MPR — CNLSP-004 15.03.2001 Serie de Normas Técnicas N° 28 092-
2001-J-OPD/INS.

e MPR-CNLSP-Serie de Normas Técnicas N° 15 Ed. 1997.

t
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2

4. ALCANCE

La aplicacion de este manual esta dirigido a todos los integrantes del SAD

— SLC y su conocimiento es obligatorio y las recomendaciones indicadas

es responsabilidad de cada personal.

5. GENERALIDADES

Para la preservacion de la calidad en la seccién: Microbiologia dentro del

SAD - SLC; se debe tener en cuenta lo siguiente:

5.1. Fase Preanalitico

5.1.1. CONDICIONES GENERALES PARA LA OBTENCION Y MANEJO DE MUESTRA

9:1.1.1.

5.1.1.2.

5.1.1.3.

51.1.4.

5.1.1.5.

Elegir el lugar correcto a partir del cual se obtendra la muestra
empleando la técnica apropiada. Es decir, debe obtenerse la muestra
del sitio de infeccion identificado por medio de una técnica aseptica

que asegure la no contaminacion de la muestra con la flora normal.

Obtener una suficiente cantidad de muestra para asegurar el
aislamiento del germen relacionado con el proceso infeccioso en

estudio y evitar los resultados falsos negativos.

Obtener la muestra antes del inicio de la terapia antimicrobiana si el
paciente hubiera recibido alguna dosis del antimicrobiano al

momento de la muestra, el laboratorio debe ser informado.

Enviar al laboratorio inmediatamente después de haber sido
obtenidas para su procesamiento, con el objeto de incrementar la
probabilidad de recuperacion de los microorganismos involucrados

en el proceso infeccioso.

Las muestras se colocan en un recipiente secundario apropiado para
su transporte al laboratorio, para evitar cualquier derrame y por lo

tanto los riesgos que de ello se deriven.

TM. JMGR/2010
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Bl

5:4.1.8:

El paciente debe ser informado en forma clara y sencilla de acuerdo
a su grado de instruccion sobre los procedimientos a realizar (Pac.

Ambulatorios — hospitalizados).

Identificacion correcta del paciente por el profesional que recepciona
las muestras (nombre e identificacion de la etiqueta o rotulo de la
muestra y de la forma de la solicitud deben concordar uno con otro y

con el paciente correcto.

Debe registrarse la hora de la toma de muestra en el documento

apropiado (solicitud, formato de examenes).

5.2. Fase Analitica

5.2.1. CONSIDERACIONES DURANTE LOS PROCEDIMIENTOS

52.1.1.

5:2:1.2.

5:2.1:3.

52.14.

5.2.1.5:

5:2.1.6.

5.2 0.0

5.2:1.:8.

Verificar que los medios de cultivo estén correctamente conservados

en refrigeracion con bolsa chequera.

Atemperar en incubadora por 30 minutos (los medios selectivos y/o

nutritivos) antes de cultivar las muestras.

Verificar las temperaturas de las unidades de: Incubadoras,

esterilizadores, refrigeracion, bafio Maria 37°C, 45 C, 60°C.

Verificar el funcionamiento de la cabina Clase Il y su pulcritud antes y

después de los procesos de cultivo.

Verificar las temperaturas de ambiente y humedad del stock de

medios de cultivos liofilizados, granulados, etc.

Verificar la precision de las velocidades de centrifugacion y

dispositivos de tiempo.

Mantener preventivamente los instrumentos a usar: asa de kolle,

tijeras, pinzas, base Gaspack.

Verificar puntos de gas del mechero Bunsen.
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9:2:4:10,

52.1.11.

5:2:1.:12.

5.2.1.13.

5.2.1.14.

5.2.1.15.

5.2.1.16.

5.2.1.17.

Verificar los reactivos que estén correctamente etiquetados, N° de

lote, fecha de preparacion y expiracion.

Verificacion de fechas de elaboracion de insumos y/o media

revisando el cuaderno stock — microbiologia.

Conservar las muestras: Ejm.: orinas (separar en un tubo de 13 x 100
estéril 7 ml de la muestra y guardar en refrigeracion) hasta concluir
los procedimientos. Heces (en medio de transporte; en temperatura
ambiente hasta concluir los procedimientos). Secreciones (en medio
de transporte; en temperatura ambiente, en medio de preservacion:

en temperatura de congelacion).

Verificar la existencia de agua en el autoclave y su limpieza, antes de

usarlo.

Descartar los deshechos, utensilios descartables, guantes,

mascaras; en bolsa de color rojo.

Desechar los cultivos: placas con crecimiento bacteriano colocarlo

sobre una rifionera y llevar al autoclave.

Descartar las laminas de frotices coloreadas en lejia al 2% x 20

minutos; luego retirar con pinzas, luego autoclavar.

Descartar los caldos de enriquecimiento, suero fisiologico o de
transporte, asegurando bien los tampones de algodén, forrado con

gasa,; (colocarles flojos); luego llegar a autoclavar.

Desechar las muestras:

Orina: Colocar lejia al 2% y reposar 20 minutos, luego deshechar al
desaglie.

Heces: tapar herméticamente y colocar dentro de una bolsa y llevar
al autoclave.

Sangre: como base — suplemento para preparar agares; colocarlo en
frasco de tapa rosca, boca ancha agregar lejia al 2% por 20 minutos,

depositarlo en una bolsa luego llevar a autoclave.
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5.2.1.18. Documentar: uso de cuadernos para registrar las muestras
comprobando muestra y orden, el uso de protocolos, folletos
manuales para su lectura de cada uno de los procedimientos, de

acuerdo a la solicitud médica.

5.2.1.19. Responsabilidades: El Jefe del Servicio de Laboratorio Clinico es el
encargado de supervisar que se cumpla el presente manual.
Los responsables de la seccion: Tecndlogo Meédico y/o ASSI

programadas daran cumplimiento del presente manual.

5.3. Fase Post Analitico

5.3.1. Verificar la especie encontrada en los reportes finales (consultar tabla de

diferenciales bioquimicos — especie).

5.3.2. Revisar el listado de antibidticos (susceptibilidad antibiotica: sensible,
intermedio, resistencia) en los reportes para detectar errores de

transcripcion en formulario de resultados.
5.3.3. Que los reportes sean faciles de leer e interpretar.

5.3.4. Proceder para informar al médico de los resultados que requiere
atencion inmediata; antes de entregar reporte al personal que trabaja en

pabellones — UCI — Emergencia.

5.3.5. Vigilar que se reporte en el momento preciso los resultados en la historia

clinica del paciente.

5.3.6. Verificar que el médico interprete bien los resultados correctamente de

las investigaciones en el laboratorio.

5.3.7. Mantener interaccion con los médicos tratantes y a su vez con los jefes
de pabellén — UCE — Emergencia, con la finalidad de asegurar que el
paciente reciba cuidado directo de buena calidad como resultado de los

procedimientos en el laboratorio.
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UNIDAD ORGANICA: DSMC-SAD-SLC
SECCION MICROBIOLOGIA

DESCRIPCION DE PROCEDIMIENTOS

Procedimientos Generales

NORMAS DE BIOSEGURIDAD EN LA SECCION: MICROBIOLOGIA
Unidad Organica: DSMC — SAD - SLC - HVLH. Codigo N° 001

Seccion Microbiologia

Definicion:
Es una medida de proteccion de seguridad frente a agentes
infecciosos externos.

Objetivo:

Realizar en forma adecuada y correcta la orientacion lo que es
bioseguridad; para disminuir la transmision de los gérmenes; y lo

adopte como un codigo de practicas en el trabajo.

Procedimiento

1. Se asume que todo material bioldgico con el que se trabaja en el

area es potencialmente infectado.
2. Estéa prohibido: comer, fumar, y maquillarse en el area de trabajo.
3. Usar mandil de preferencia abrochadas por detras en lo posible.

4. Cuando hay peligro de contaminacion manual por los

procedimientos o agentes usados, llevar guantes o pinzas.

5. No se debe pipetear con la boca material infeccioso (muestras,

cultivo, etc.); use micropipeta, pipeta Pasteur.
6. Use mascarillas N100, N95, en lo posible para agentes infecciosos.

7. Lavarse las manos después de manipular material infeccioso y

también al salir del laboratorio.

8. El laboratorio siempre estara ordenado, limpio y libre de todo el

material que no corresponda al trabajo rutinario.

TM. JMGR/2010
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10.

11.

12.

13:

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Las mesas de trabajo seran decontaminadas por lo menos una vez

al dia y después de cada procedimiento con material contaminado.

Desarrollar el habito de mantener las manos lejos de la boca, la

nariz, los ojos y la cara. Asi puede prevenirse la autoinoculacion.
Es preciso evitar los aerosoles y salpicaduras (centrifugacion).

Todos los deshechos contaminados y elementos no deshechables,

decontaminar antes de eliminar.

Limpiar periédicamente la refrigeradora (la parte del congelador)
donde se guardan los cultivos, quitar las ampollas o tubos rotos. No

olvidar de usar guantes y mascara al hacerlo.

Antes de centrifugar verificar el interior de tubos o cubetas que no
exista vidrios rotos u otro material y a su vez de los tubos con
muestra para evitar roturas y derrame de la muestra. Si es
necesario usar un germicida y limpiar los tubos y tubos de

centrifuga.

El acceso al laboratorio debe ser restringido, solo personal

autorizado.

Es preciso denunciar de inmediato todos los accidentes o

incidentes y tomar medidas necesarias para prevenir en el futuro.

Las areas de trabajo donde se produce derrame, roturas de placas
con cultivo; tubos de enriquecimiento con muestras de estudio usar
inmediatamente con hipoclorito de Na 0.5 6 1.0% usar guantes al

hacer la limpieza.
E| material destino a eliminar debe estar en bolsas etiquetadas.

El personal debe recibir capacitacion adecuada acerca de las

tareas a realizar en la seccién y las Normas de Bioseguridad.

Usar Gnicamente ropa limpia del laboratorio para ir a la cafeteria

y/o comedor.

TM. JMGR/2010
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21. El personal dedicado al procesamiento de muestras de esputo para
tuberculosis, debe someterse a pruebas de tuberculina para

detectar con prontitud el desarrollo de la enfermedad.

22. Usar gafas si fuera necesario durante los procedimientos de

desinfeccion. Ejm. Uso de luz UV.

23. Solo tendran acceso al laboratorio: seccion microbiologia las
personas a quienes se les han advertido los posibles peligros y

reunan los requisitos especificos para entrar a la seccion.

24. Esta determinantemente prohibido el ingreso de nifios y ancianos

porque estan expuestos a una infeccion.

25. Se descontaminard los equipos o el equipo que necesita
reparaciones o mantenimiento, para salir a area externa o in situ, y
se colocard un rotulo para seguridad del personal de

mantenimiento.

26. Se debera colocar un rétulo o etiqueta en el equipo que ha sido
descontaminado tendra: fecha método de descontaminacion y
nombre del responsable que ejecuté el procedimiento (personal
programado).

(Ver el cuadro de riesgo de infeccion de diversos procedimientos

en la seccion de microbiologia). Anexo N° 4.

Fecha: Aprobacion:
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6.1.2. ELIMINACION DE MATERIALES CONTAMINADOS

Unidad Organica: DSMC — SAD — SLC — HVLH

Seccion Microbiologia Codigo N° 002

Definicion:

Procedimiento que se establece mediante una barrera mecanica
entre el material contaminado, el ambiente y el personal.

Objetivo:

Realizar en forma adecuada y correcta la eliminacion de
materiales contaminados a fin de prevenir la contaminacion con
fluidos corporales potencialmente infectados; placas con
crecimiento bacteriano y/o caldos.

Material

Z
(e
=
Q0

Fecha:

Bolsa de plastico impermeable para la eliminacion de los

deshechos o sus envios a descontaminacion.

e Colocar la bolsa en un recipiente

e La bolsa debe llenarse no mas de % de su capacidad.

e Cerrar la bolsa de manera que el personal la pueda manipular
sin riesgo de contaminarse.

e Colocarloen otra bolsa y etiquetarlo para luego autoclavar.

o Al descartar placas con crecimiento bacteriano colocarlo sobre
una rifonera y las laminas predescontaminadas (lejia 5% o
fenol 5%) colocarlos en un bocal; luego llevar a autoclavar.

¢ Después de autoclavar, enfriar el autoclave.

e Con ayuda de una espatula de madera retirar el gel de las
placas y colocar en las bolsas de descarte.

« Lo mismo hacer con los tubos que contengan agares.

« Luego continuar con la limpieza del material (Ver Codigo N°
003).

) Aprobacion:
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6.1.3. LIMPIEZA DEL MATERIAL DE VIDRIO Y PLASTICO

Unidad Organica: DSMC-SAD-SL-HVLH Codigo N° 003
Seccion Microbiologia
Definicion
Es una medida muy primordial para muchos ensayos que son
sensibles a los siguientes contaminantes: iones, metales,
detergentes y residuos organicos. El objetivo de muchos ensayos
es investigar el efecto de i6n metalico, una molécula quimica u
otro agente quimico en un proceso. Un material de plastico o
vidrio contaminado, provocara la falta de precision en la calidad
de los datos.
Objetivo
Obtener un material perfectamente limpio, libre de contaminacién
siguiendo los procedimientos para cada problema comun de
limpieza.
Materiales )
Cepillo, esponja, guantes domésticos, mandil de hule.
Reactivos
- Agua alcohdlica acida (alcohol 97°C + H,SO,4 + H,O destilada)
- Lejia al 5% (hipoclorito de sodio).
- Jabon liquido diluido con agua caliente al 5% (Destran o Twin)
- Acido clorhidrico al 5%
- Acido Nitrico 20%
- Agua regia (HCI 1N y HNO3 1N en proporcion de 3:1)
- EDTA™M
- Solucion de acido cromico
- Solucion alcoholica de hidroxido de sodio o potasio

- Sal de soda al 5%

TM. JMGR/2010 SRS Pagina 16 de 149
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UNIDAD ORGANICA: DSMC-SAD-SLC
SECCION MICROBIOLOGIA

Procedimiento

a)

1515

1.2.

1.3.

1.4.

1:5:

1.6.

1.7.
1.8.

1:9:

Material de vidrio

Deshechar el producto coloreado de los tubos en un recipiente

que contenga lejia al 5%.
Inmediatamente sumergirlo en agua corriente.

Luego escurrir y dejar remojado en lejia al 5% preparado con
agua caliente y rociar con los dedos un poco de detergente o

jabon liquido al 5% (Twin o dextran); dejar reposar por 2 a 4 hrs.

También se puede usar sal de soda al 5% y hervir el material x 25

minutos.

Después de la operacion 1.3 6 1.4 cepillar y lavar con agua
caliente en el caso de 1.4; primero enfriar, luego cepillar y lavar

con agua caliente.

Luego escurrir y remojarlo en &cido clorhidrico al 5% x 15 minutos

o acido nitrico al 20% x 15" (minutos).
Escurrir y lavarlo con agua corriente.

Lavarlo el material (tubos de ensayo) escurrir y llevar a horno a
60°C o’ 100°C para su secado.

El lavado se hace con agua destilada tipo Il (8 veces).

Para un control de calidad de las operaciones de limpieza de

vidrio se hara lo siquiente:

a) Seleccionar un tubo de ensayo y llenar con agua destilada de
tipo 111

b) Vaciar el contenido del tubo, para observar que se recubre de
una pelicula continua de agua; en caso qué no suceda y se

observe gotitas, quiere decir que el material no esta limpio.

c) La evaluacion también puede realizarse enjuagando el tubo

de ensayo con el agua destilada tipo lll y se medira el pH del

——

TM. JMGR/2010
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SECCION MICROBIOLOGIA

24,
2.2;
2.3.
2.4.

agua de enjuague. Si el procedimiento anterior indica pH
alcalino, quiere decir que el tubo contiene restos de

detergente.

d) Otro punto de control es usar agua desionizada y colocar en
un tubo de ensayo (que cumple todos los requisitos de
limpieza) y agitar enérgicamente el agua, dispensar 2 gotas
de bromosulfaltenia, mezclar y observar. Si aparece el color
purpura o rosado; quiere decir que la solucion es alcalina

debido a la presencia de residuos de detergente.

e) El material nuevo no debe ser usado sin previo tratamiento ya
que es ligeramente alcalino; éste debe ser enjuagado con
acido clorhidrico al 5% (8 veces) y enjuagarse con agua
destilada tipo Il (8 veces).

f)  Otros controles: descartar material de vidrio roto o dafado.

Clasificar las pipetas segun su capacidad de volumen.

Las pipetas TD (transferencia) debe inmediatamente remojarse en
agua corrienté, lavarse en agua corriente (8 veces); luego
remojarse en acetona QP x 1 hora, luego escurrir y secar en
horno de 20°C. Si estd muy sucia colocarlo en solucion
sulfrocromica x 12 a 24 horas; sin olvidar que primero se lavara

en agua corriente (8 veces).

Material de plastico

Lavar el material con agua y jabon liquido (Twin, Dextran)
Enjuagar con agua corriente abundante
Luego lavar con agua destilada tipo Ill (8 veces) Ver Anexo N° 6.

En ocasiones es necesario eliminar los compuestos que se
adhieren a estos materiales de plastico; se usara alcohol de 97°G

o cloruro de metilo QP.

TM. JMGR/2010
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2.5.

2.6.

2:7

Los residuos acidos se eliminan con una solucion de carbonato de
sodio o bicarbonato de sodio.

Los residuos basicos se eliminan con una solucién debilmente
acida.

No se debe usar productos abrasivos para su lavado.

OBSERVACIONES GENERALES

PROBLEMAS COMUNES DE LIMPIEZA:

Grasas y aceites. Generalmente un poco de detergente puede
remover las grasas. Pero cuando se requiere limpieza rigurosa se
puede usar solventes organicos como: acetona QP, alcoholes,
cloruro de metilo. Pero si no es removido se puede usar solucion
alcoholica de potasio o sodio (hidrdxido) para producir saponificacion

con ellos.

Materia organica. Se usara solucion de acido crémico (solucion
sulfocromica) se dejara el material de vidrio x 15’ en esta solucion
dependiendo del uso que tenga. La otra alternativa es sumergir a
acido nitrico al 20% x 12 a 24 horas luego en H,O corriente cepillar (8
veces) y lavar. Finalmente enjuagar en agua destilada tipo Il x 8

veces.

Trazas de contaminantes. Para el material plastico que contenga
trazas de ciertos metales; se usara HCl 1N y enjuagar con agua
destilada 8 veces; y para mayor seguridad se usara acido nitrico 1N 'y
luego lavar con abundante agua destilada tipo lll. Para el caso de
lones: Ca, Mg, Mng, Cu =: se recomienda usar agentes quelantes

como EDTA al 10°": y luego enjuagar con agua destilada 8 veces.

Preparacion de reactivos: (Ver Anexo N° 3)

Fecha:

j Aprobacion:

TM. JMGR/2010
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6.1.4. CONTROL DE CENTRIFUGA Y BANO MARIA

Unidad Organica: DSMC-SLC-HVLH Codigo N° 004
Seccion Microbiologia
Definicion

Es un programa de control del instrumento y accesorios a fin de

garantizar su buen funcionamiento y uso.

Objetivo
Cumplir y verificar en forma periodica y regular el programa de
control ya que tiene una influencia directa en los resultados en
quimica clinica.

Materiales
Tacometro, velocimetro, equipos de medir temperatura,
amperimetro, voltimetro.
“Estos materiales lo trae el especialista especializado en control —

calibracion de equipos de laboratorio clinico.

Procedimiento

Normas y reglas que seguira el especialista*.
CONSIDERACIONES GENERALES

1. Limpieza diaria del equipo; tanto la parte exterior de estos como el

lugar donde se ubican.
2. Verificacion de los puntos de conexion de cada uno de ellos.

3. Limpiar la tapa de la centrifuga con agua oxigenada de 20 volimenes
si encontrase restos de muestras sanguineas; luego con alcohol
97°G.

4. Tarar los tubos antes de llevar a la centrifuga para evitar roturas de

estos.
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5. Limpiar el bano Maria; retirando el agua destilada anterior, luego con

una escobilla; retirar los restos de sarro del fondo y lados de ella.

6. Colocar en el bafio Maria, después de su limpieza agua destilada

hacer esta limpieza cada quince dias.

7. Llamar al personal indicado para verificar revoluciones, rotor,
temperatura de la centrifuga; al igual verificar el termostato,

termémetro del bano Maria.

8. Registrar diariamente temperatura del bafio Maria; con el uso de

tarjetas.

9. Registrar mensualmente en tarjetas la centrifuga (Ver N° 7 C.G.).

Fecha: L Aprobacion:
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6.1.5. CONTROL DE INCUBADORA — AUTOCLAVE

Unidad Orgénica: DSMC-SAD-SLC-HVLCH Codigo N° 005
Seccion Microbiologia
Definiciéon
Es un programa de control del instrumento y accesorios a fin de
garantizar su buen funcionamiento y uso.
Obijetivo
Cumplir y verificar en forma periodica y regular el programa de

control ya que tiene, una influencia directa en los resultados en
microbiologia.

Materiales
Equipos de medir temperatura, amperimetro, voltimetro
“Estos materiales lo trae el especialista especializado en control —
calibracion de equipos de laboratorio clinico.

Procedimiento

Normas y reglas que seguira el especialista*.

CONSIDERACIONES GENERALES
1. Limpieza diaria del equipo; tanto la parte exterior de estos como el

lugar donde se ubican.
2. Verificacion de los puntos de conexion de cada uno de ellos.

3. Controlar diariamente la temperatura de la incubadora antes de

sacar las placas y/o tubos y anote en una hoja control.

4. Observar el termorregulador por cualquier alteracion suposicion

preestablecida.

TM. JMGR/2010
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UniDAD ORGANICA: DSMC-SAD-SLC
SECCION MICROBIOLOGIA

10.
11.
12:
13.

14.
15.

Colocar las muestras, placas y tubos en una posicion segura.

Colocar un papel filtro humedecido con agua para conservar la

humedad requerida.

Comunicar al Jefe de inmediato cuando el equipo falla en mantener

el rango de temperatura aceptable.

Observar microscopicamente las placas petri la desecacion.
Examinar record de temperatura y presion del autoclave.

Chequear el nivel de agua destilada de la olla del autoclave.
Chequear la valvula de seguridad (boton naranja).

Limpiar la parte interior del autoclave.

Limpiar el manometro y sellos (clavos) del autoclave. (Ver Anexo
N° 2)

Usar indicador de esterilizacion.

Usar tarjetas de- registro: tiempo de uso, fecha, Temperatura °C,

presion.

Fecha: E Aprobacion:

TM. JMGR/2010
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6.1.6. CONTROL DE CABINA SEGURIDAD

Unidad Organica: DSMC-SAD-SLC-HVLH Codigo N° 006
Secciéon Microbiologia
Definicion:

Es un programa de control de instrumento accesorios a fin de

garantizar su funcionamiento y uso.

Objetivo:
Cumplir y verificar en forma periodica y regular el programa de
control ya que tiene una influencia directa con la Bioseguridad del

operador (Barrera de contencion contra agentes etiologicos).

Materiales:
Equipos de medir temperaturas, amperimetro, voltimetro, equipos
de verificacion de filtros y *otros materiales que el especialista en

calibracion de equipos trae al laboratorio.

Procedimiento:

Normas y reglas que seguira el especialista*.

CONSIDERACIONES GENERALES

1. Apagar la lampara UV (botdn) antes de empezar a trabajar.
2 Levantar la pantalla hasta la marca indicada de color negro.
3 Verificar la luz interna de la cabina.

4. Encender (apretar tecla de encendido) y esperar 3 minutos.
5

Observar el apagado de luz durante los minutos que se esta

calentando el equipo.

6.  Verificar la pantalla digital que indica el ingreso de aire y extraccion
de aire (I = 0.60 d=0.40 T= )
7. Verificar la pantalla digital que indica aire estéril (Ver Anexo N° 6 )

8. Evitar el uso de mecheros dentro de la cabina.
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11.
12,

13.
14.
15.
16.

17

19,

Comprobar el sistema de alarma de funcionamiento.

Si hay derrame dentro de la cabina, limpie con un desinfectante:

fenol al 5% con gasa manteniendo apagado la cabina.
Desinfectar la cabina antes y después del procedimiento.

La superficie de cabina (mesa) puede ser cultivada semanalmente
para detectar contaminacion.

Llevar un control de reemplazo de los filtros.

Llevar un control de uso de luz UV.

Llevar un control del tiempo de uso de la cabina.

No colocar papel kraff, espatula de madera, algodones dentro de la
cabina porque se desprende particulas que dafan los filtros de
purificacion de aire.

Diariamente desinfectar con alcohol 70°G, las paredes de la cabina
base, espalda de la venta o pantalla, frente de la pantalla, todo se
hace con esponja: no usar algodon.

Semanalmente verificar y limpiar con alcohol 70°G debajo de las
bandejas de Iz_z\ camara.

Quincenalmente usar alcohol acetona para limpiar sobre accesorio
de metal — acero luego limpiar con agua y detergente; secar y se

tendra la cabina excelente (Ver Anexo N° 6).

Fecha: —l Aprobacion:
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R
6.1.7. CONTROL DE REFRIGERADORAS Y MICROSCOPIO

Unidad Organica: DSMC-SAD-SLC-HVLH Codigo N° 007

Seccion Microbiologia

Definicién:
Programa de control de equipos y accesorios a fin de garantizar
su funcionamiento y uso.

Objetivo:
Cumplir y verificar en forma periddica y regular el programa de
control ya que tiene una influencia directa en los procedimientos e
identificacion del agente etiologico.

Materiales:
Equipo de medir temperaturas de refrigeracion; y otros traidos por
el especialista en calibracion de microscopios.

Procedimiento:
Normas y reglas que seguira el especialista.

CONSIDERACIONES GENERALES

Control diario de temperatura de la refrigeradora.

Colocar las placas petri en posicion invertida con tapa hacia abajo.
Mantener la temperatura entre 4 — 8°C.

Verificar que no haya escarcha.

No colocar medios de cultivo aun calientes.

Evitar de abrir con frecuencia la puerta de la refrigeradora.

Llevar un registro de problemas de funcionamiento, causa y
soluciones.

No ah~odh=

8. Descongelar semanalmente (cuando sea necesario) observar hielo.

9. Limpiar el aceite de objetivos, condensador, etc. del microscopio.

10. Apagar la fuente de luz.

11.  Colocar el cobertor contra el polvo.

12. Limpiar el ocular, condensador, diafragma con liquido de limpieza
de lentes.

13. Limpiar el ocular y ajuste del sistema 6ptico

14.  Limpiar y ajuste del sistema luminico

15.  Limpiar y lubricar el sistema mecanico.

Fecha: I: —‘ Aprobacion:
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6.1.8. CONTROL DE BALANZA ANALITICA

Unidad Organica: DSMC-SAD-SLC-HVLH Codigo N° 008
Seccion Microbiologia
Definicion:
Es un programa de control de instrumento a fin de garantizar su
funcionamiento y uso.
Objetivo:
Cumplir y verificar en forma periddica y regular el programa de
control ya que tiene una influencia directa con las medidas de
peso de los medios de cultivo antes de prepararlos.
Materiales:
Equipo de medir como: amperimetros, voltimetros y otros que el
especialista * de calibracion de balanzas trae.
Procedimiento:
Normas y reglas que debe cumplir el especialista™ .
CONSIDERACIONES GENERALES
1. Verificar que el plato no contenga restos de medios de cultivo
(polvo, granulos, etc.)
Verificar punto eléctrico de funcionamiento.
3. Verificar la pantalla digital que indica que el equipo esta tarado.
Calibrar el equipo, usando la medida que solicita el equipo (peso de
100 grs.).
5. Cada vez que se use para pesar los medios no mover el plato, si
no se descalibra.
Cada vez que se termine de pesar volver a tarar a cero.
7. No mover ningun equipo, o abrir cajones de la mesa donde se
ubique la balanza; porque se descalibra.
Cubrir el equipo con forros contra el polvo.
9. Usar sobre el plato papel cebolla o de mantequilla para pesar los
medios.
10. Sihay un movimiento extrafio en mesa de trabajo volver a proceder
(Ver Anexo N° 7).

Fecha: Aprobacion:
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6.2. MEDIOS DE CULTIVO
6.2.1. MEDIOS SOLIDOS
Unidad Organica: DSMC-SAD-SLC-HVLH Codigo N° 009
Seccion Microbiologia
Definicion:
Son sustancias deshidratadas, higroscopicas de presentacion en
polvo o granulados que al adicionar agua destilada se mezclen y
se van disolviendo con ayuda del calentamiento, se autoclavan, a
algunos se le agrega suplementos, antibidticos, otras nutrientes,

luego se reparte en placas estériles y se espera hasta que

solidifiquen.

Objetivo:
Aislamiento de una serie de microorganismos.
Favorecer el crecimiento bacteriano por los suplementos y

compuestos existente en el medio.

Clasificacion:

a) Nutritivos

Agar Columbia -~ Agar Mueller Hinton
Agar sangre Agar Brucella

Agar chocolate Agar cerebro corazén
Agar TSA

b) Diferencial — selectivos:

Agar Mc Conkey Agar TCBS

Agar SS Agar sangre telurito

Agar XLD Agar Mc Conkey — Sorbitol
Agar bismuto sulfite Agar Manitol salado

c) Selectivos

Agar Thayer Martin
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Medio selectivo para Campylobacter

Medio selectivo para bordetella

Medio selectivo para legionella BCYE

Medio selectivo para Micoplasma pneumoniae SP4

Medio difasico para Micoplasma pneumonial

Medio selectivo para Micoplasma hominis

Urea plasma urea lyticum

Materiales:
Algodén, gasas, papel kraff, fiolas o erlemeyer, tripode, parrilla de
Asbesto, agua destilada estéril, balanza digital, papel cebolla, bagueta
de vidrio.

Procedimiento:

(Ver anexos.)

Fecha: ] Aprobacion:
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6.2.2. MEDIOS LiQuIDOS

Unidad Orgéanica: DSMC-SAD-SLC-HVLH Codigo N° 010
Seccion Microbiologia
Definicion:
Son medios liquidos que en su composicion no tienen agar,
usados para el enriquecimiento de produccion de bacterias, para
inocular a otros medios, detectar crecimiento en diferentes pH,
como medio basal para preparar otros, etc.
Obijetivo:
Recuperar bacterias especificas y diferenciar una de otras.
Clasificacion:
a) Caldos Nutritivos:

Caldo hemocultivo Caldo Soya Tripticasa
aerobio Caldo Nutritivo Mueller Hinton
Caldo Infusion cerebro Caldo Peptonado

corazon Caldo Soya Tripticasa

Caldo Brucella Caldo Triptosa Fosfato

Caldo Columbia

b) Caldos diferenciales:
Caldo Base Fermentacion Azlcares (Arabinosa 102)
Decarboxilasa Base Moeller (Lisina—Arginina— Ornitina)
Caldo Malonato de sodio
Caldo NaCl 6.5% (con glucosa e indicador purpura bromocresol)
Caldo urea (con fenolftaleina)

Caldo nitrato
c) Caldos de enriquecimiento:

Caldo SS Caldo Selenito F
Agua Peptonada Caldo Tetrationato
Alcalina Caldo tioglicolato

Materiales: algodon, gasas, papel kraff, fiolas o erlemeyer,
tripode, parrilla de asbesto, agua destilada estéril, balanza digital,
papel cebolla, bagueta de vidrio.

Procedimiento:
(Ver anexos)

Fecha: [ W Aprobacion:

o
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6.2.3. MEDIOS DE TRANSPORTE
Unidad Organica: DSMC-SAD-SLC-HVLH Codigo N° 011
Seccion Microbiologia
Definicion:
Son medios semisolidos que por razones de tiempo o distancia se

usan porque no se puede realizar la siembra inmediata de la

muestra.

Objetivo:
Conservar casi invariablemente la posible flora presente en la

muestra a examinar.

Tenemos:
Amies (con carbon) Stuard
Amies (sin carbon) Cary-Blair

Materiales:
Algododn, gasa, papel kraff Balanza digital
Fiolas o Erlermeyer Papel cebolla
Tripode, parﬁ|la de asbesto Bagueta de vidrio

Agua destilada estéril
Procedimiento:

(Ver Anexos)

Fecha: Aprobacion:
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FAETEAT
6.2.4. MEDIOS DIFERENCIALES
Unidad Organica: DSMC-SAD-SLC-HVLH Codigo N° 012
Seccién Microbiologia
Definicion:
Son medios que contienen uno o varios substratos especificos,

algunas veces con indicador de pH “in situ” o elaboracién de

metabolitos evidenciales mediante el uso de reactivos.

Obijetivo:
Usar los medios de diferenciacion bioquimica para identificar las
bacterias.
Tenemos:
TSI:  Triple sugar iron Movilidad nitrato
LIA: Lisine agar iron Bilis esculina
MIO: Movilidad, Indol, Ornitina Gelatina (reactivo de
SIM: Hidrogeno sulfurado, Frazier)
Indol, movilidad DNasa (indicador azul de
Citrato: uso del carbono toluidina)
Urea de Christensen DNasa (agar TSA + ADN)

Of (Hugh-Leifson)

Materiales:

Algodédn, gasas, papel kraff, fiolas o erlemeyer, tripode, parrilla de
asbesto, agua destilada estéril balanza digital, papel cebolla,
bagueta de vidrio.

Procedimientos:

(Ver anexos)

Fecha: —l Aprobacion:

—t-
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6.2.5. OTRAS PRUEBAS
Unidad Organica: DSMC-SAD-SLC-HVLH Codigo N° 013
Seccion Microbiologia
Definicion:
Son pruebas de diferenciacion bioquimica que evidencian la
capacidad de la bacteria de degradar substratos, evidenciar

enzimas propias presentes en estos medios y diferenciar su

propia familia.

Objetivo:
Caracterizar definitivamente a las bacterias
Tenemos:
Oxidasa Hipurato de sodio
Catalasa Rojo de Metilo
Noboviocina [-galactosidasa
Optoquina Voges - Proskauer
Bacitracina -Lactamasa
ONPG Factores X -V
Reacc. Indol Test de Camp
Tincion Gram Tincion Zielh Nellseen
Tincion Vago Tincién de capsulas
Polimixina B Tincion de Azul de Metileno
Material y

Procedimientos

(Ver Anexo)

Fecha: j Aprobacion:
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6.3.
6.3.1.

UNIDAD ORGANICA: DSMC-SAD-SLC
SECCION MICROBIOLOGIA

OBTENCION DE MUESTRAS
OBTENCION DE MUESTRA DE SANGRE PARA CULTIVO
Unidad Organica: DSMC-SAD-SLC-HVLH Codigo N° 014
Seccién Microbiologia
Definicién:
Procedimiento necesario que contribuya al diagnostico de
bacteriemia y pronostico de ciertas infecciones.
Objetivo:
Aislar microorganismos presentes en sangre, cumpliendo las

caracteristicas y condiciones especificas.

CONDICIONES ESPECIFICAS

e Momento éptimo de obtencion de la muestra para hemocultivo es
justo antes del pico mas alto de fiebre.

e Hay momentos que la premisa anterior no se cumple; las muestras se
pueden tomar de acuerdo al caso; por ejm.:

a) Bacteremias Continuas: Ejm. Endocarditis “En cualquier
momento”.

b) Bacteremias Intermitente: Ejm. Brucelosis “una hora antes del
pico febril”

e Numero de cultivo de sangre en adultos:

a) En sepsis: tomar 2 a 3 muestras de lugares diferentes en un lapso
de 10'.

b) En endocarditis aguda: tomar 3 muestras de lugares diferentes en
un lapsode 1 -2 h.

c) En endocarditis subagudo: tomar 3 muestras de lugares
diferentes al menos dentro de 15' (minutos), con intervalos en
cada muestra.

d) En fiebre de origen desconocido: tomar 2 a 3 muestras con
diferencia de 1 hora.

TM. JMGR/2010 ), {1
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e) Siun cultivo es negativo a las 24 hrs., obtener 2 a 3 muestras.
e Obtencién de muestras de sangre mediante el uso de jeringa:

a) Asépticamente desinfectar el sitio de la venopuncion con alcohol
etilico al 70% y luego con una preparacion de yodo en circulos
concéntricos hacia fuera del sitio elegido. Espere que el yodo
seque y realice la puncién sin palpar de nuevo.

b) La proporcion entre el volumen de sangre obtenido y el volumen
del caldo de cultivo debe estar en una relacion de 1:5 — 1:10.

c) El volumen de sangre dependera de la edad del paciente por
cada venopuncion.

Se recomienda: Adultos : 10 — 30 ml (mililitros)
Nifos : 1-5ml
Lactantes : 1-2ml
Neonato :0.5-1ml

« Inoculacién de la muestra de sangre al medio de cultivo.
a) Usar medio bifasico o monofasico

b) Desinfectar el diafragma del frasco de hemocultivo con alcohol de

70% o alcohol yodado.

c) Inocular la muestra de sangre al frasco con medio de cultivo a
través del diafragma; debe realizarse inmediatamente antes que

se coagule.

d) Mezclar el contenido del frasco inclinando 2 a 3 veces; en caso

que se use medio bifasico, bafnar con la muestra la fase solida.
e) Descartar la aguja y depositar en un contenedor de agujas.

f) Limpiar la tapa del frasco, rotular, fechar, transportar de inmediato

al laboratorio.

Fecha: Aprobacion:
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6.3.2. OBTENCION DE MUESTRA DE ORINA (UROCULTIVO)
Unidad Organica: DSMC-SAD-SLC-HVLH Codigo N° 015

Seccion Microbiologia
Definicion:
Procedimiento que se aplica en la obtenciéon de muestras de orina
de pacientes para el diagndstico de infecciones urinarias.
Obijetivo:
Describir los diferentes pasos de obtencion de muestras de orina,
ya sea por chorro medio, por aspiracion por catéter vesical, y por
aspiracion suprapubica.

CONDICIONES GENERALES

e la orina es un excelente medio de cultivo para la proliferacion
bacteriana, por esta razon, la muestra debe ser procesada dentro de
las dos (2) hrs. después de haber sido obtenida, o debe refrigerarse a
4°C (maximo 2 hrs.) hasta su procesamiento.

e Generalmente el desarrollo de 2 tipos de colonias (pacientes sin
sonda ‘vesical) indica: contaminacion y demora en el proceso de
siembra.

A. OBTENCION DE MUESTRAS DE ORINA EN PACIENTES
MUJERES HOSPITALIZADAS
- Materiales y Equipos
Guantes estériles
o Gasa estéril de 4" x 4" estéril (5 unidades)
> Jabon
Agua tibia estéril
Frasco estéril de tapa rosca, boca ancha
- Procedimiento
Mantener la privacidad del paciente
Rotular el frasco con el nombre de la paciente, fecha de
obtencion, hora y el procedimiento a utilizar en la obtencion
de la muestra.
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Lavarse las manos con agua y jabon, secarse con papel
toalla y luego usar guantes.

Preparar una pieza de gasa con agua mas jabon.

Preparar 2 piezas de gasa con agua tibia estéril.

Empezar la limpieza de Iso genitales externos con gasa (agua
+jabon) x 3 veces.

Enjuagar los genitales externos con gasa (agua tibia esteril).
Repetir este procedimiento desveces.

Finalmente secar el area de adelante hacia atras.

Separar los labios sosteniendo ambos (genitales externos)
lados de estos hacia fuera con una sola mano; mientras orina
la paciente, luego del chorro inicial; colocar el frasco estéril
para colectar con chorro medio.

Transportar al laboratorio de inmediato (la muestra dura
solamente 2 horas) en el ambiente.

B. OBTENCION DE MUESTRAS DE ORINA EN PACIENTES
HOMBRE

Materiales y equipos:

Guantes estériles

Gasa estéril de 4" x 4" estéril (7 unidades)
Jabon

Agua tibia estéril

Frasco estéril de tapa rosca, boca ancha.

Procedimientos

0

(o]

Mantener la privacidad del paciente.

Lavarse las manos con agua y jabon, secarse con papel
toalla, colocarse los guantes.

Tomar una gasa estéril y agregar jabon + agua, con ello
limpiar el genital externamente, pasada de adelante hacia
atras.

Retraer el prepucio y cavar la cabeza del pene con la ayuda
de una gasa (jabon + agua) repetir este proceso 3 veces.

e
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Luego lavar con agua estéril (tibia) con la ayuda de una gasa
X 2 veces; luego secar con gasa estéril.

Pedir al paciente que mantenga el prepucio retirado con la
ayuda de una gasa estéril; e inicie la miccion en un recipiente
(orina para descartar).

Colocar el frasco estéril, luego de la miccion inicial para tomar
el chorro medio.

Luego tapar el frasco y llevar de inmediato al laboratorio
(conservar en el ambiente solo 2 hrs.).

C. OBTENCION DE MUESTRA DE ORINA POR ASPIRACION DE
CATETER VESICAL

Material

Guantes estéril

Jeringa descartable estéril

Aguja descartable estéril N° 21

Tubo o frasco estéril para la muestra
Alcohol 70% °

Procedimiento

0

Rotular el frasco con el nombre del paciente, fecha, hora y
procedimiento a usar para obtener la muestra.

Desinfectar con alcohol 70% el extremo proximal del catéter
(lo mas cerca al punto de insercion), donde se realizara la
puncion.

Realizar una puncion en el area desinfectada y con la jeringa
obtener la muestra: 5 ml a 10 ml de orina.

Vaciar la orina en un tubo estéril o frasco estéril evitando que
el cuello de jeringa toque la boca del frasco.

Tapar herméticamente el tubo o frasco.

Llevar inmediatamente al servicio (la muestra dura 2 hrs. en el
medio ambiente).

TM. JMGR/2010
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S
RN

D. OBTENCION DE MUESTRA DE ORINA POR ASPIRACION
SUPRAPUBICA
~ Condiciones Generales

o Ocasionalmente puede ser necesaria sobre todo cuando se
trata de nifos.

o El procedimiento es efectuado por el médico pediatra
asegurando que el paciente tenga la vejiga llena; realizando
una puncién directa de la vejiga a través de la pared
abdominal con aguja y jeringa estéril.

o Luego seguir los procedimientos mencionados en lineas
atras.

~ Procedimiento

o Rotular el frasco con el nombre del paciente, fecha de
obtencién de la muestra, hora y el procedimiento a usar para
obtener la muestra.

o Colocar en el recipiente estéril la orina obtenida por
aspiracion.

o Tapar el recipiente.

o Llevar la muestra inmediatamente al laboratorio para su
proceso (dura dos horas en temperatura ambiente).

o En nifios para obtener del chorro medio es mejor estar
pendiente del momento que el nifno tenga deseos de
miccionar.

Fecha: L T Aprobacion:
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6.3.3. OBTENCION DE MUESTRA DE HERIDA, HERIDA OPERATORIA, ULCERAS
Unidad Organica: DSMC-SAD-SLC-HVLH Codigo N° 016
Seccion Microbiologia
Definicion:
Es un procedimiento que se aplica en la obtencion de muestra de

herida operatoria de los pacientes para el diagnéstico de infeccién

por aerobios.

Obijetivo:
Describir las diferentes etapas de obtencién de muestra de herida

operatoria para la investigacion microbiolégica.

Materiales:
o Guantes de latex estéril o Hisopos estériles de algodon
o Solucién salina estéril o Medio de transporte de Stuart o
o Jabon Amies con carbon.
o Gasa estéril ; o Laminas portaobjeto
o Mascarillas A o Tubos estéril.

Procedimientos:

o Colocarse los guantes, previamente lavado de manos con agua jabon.

o Realizar una buena asepsia de los bordes de la herida con agua y jabén, la

limpieza debe realizarse de adentro hacia fuera en forma concéntrica.

o Retirar el exudado de la superficie enjuagando y limpiando con solucion salina
esteril.

o Separar los bordes de la herida muy suavemente con el pulgar e indice de la
mano.

o Con la otra mano cuidando de no rozar los bordes cutaneos, introducir la punta
del hisopo, en la profundidad de la herida, de forma rotativa y avanzando hacia
fuera sin tocar la herida.
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Obtener dos muestras:
a) Uno va al medio Stuart o Amies con carbon

b) La 22 va para realizar una coloracion Gram (realizar una extension muy

fino).

c) En el medio de transporte se puede mantener 24 hrs. al medio

ambiente.

Fecha: L l Aprobacion:
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UNIDAD ORGANICA: DSMC-SAD-SLC
SECCION MICROBIOLOGIA

N

.3.4. OBTENCION DE MUESTRA DE ABSCESO POR ASPIRACION CON AGUJA
Unidad Organica: DSMC-SAD-SLC-HVLH Codigo N°017
Seccion Microbiologia
Definicion:
Es un procedimiento que se aplica en la obtencion de muestra de

absceso de cualquier parte del cuerpo humano por aspiracion con

aguja.

Obijetivo:
Describir las etapas para obtener muestras de abscesos para la

investigacion microbiolégica.
Materiales:
Guantes estériles
Jeringa estéril
Aguja adecuada N° 18 6 20
Solucion salina estéril
Jabon
Gasa esteéril
Tubo esteéril
Medio de transporte (Stuart o Amies con carbén)
Alcohol 70%.

Procedimiento:

Lavarse las manos con agua + jabon y colocarse los guantes estériles.
Realizar una buena limpieza de la superficie con agua y jabén

Limpiar de adentro hacia fuera en forma concéntrica.

Desinfectar con alcohol 70% o yodo povidona.

Introducir la aguja a través de la piel y/o pared del absceso y aspirar

aproximadamente 1 ml. de material purulento con la jeringa.
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o Colocar la muestra en un tubo esteéril.

o Si el transporte se demora de 20 a 30 minutos colocarlo en medio de Stuart o

Amies con carbon.
o En el medio de transporte, la muestra dura hasta 24 hrs. en el medio ambiente.
Nota: Si hubiera quemaduras:

o Limpiar la zona y retirar tejido muerto, antes de la obtencion de la muestra

(puede ser un hisopado del exudado o una biopsia).

o Las muestras debe llevarse en gasa estéril o en un envase de tapa rosca

esteril.

Fecha: Aprobacion:
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R

6.3.5. OBTENCION DE MUESTRAS DE VIAS RESPIRATORIAS ALTAS
Unidad Organica: DSMC-SAD-SLC-HVLH Codigo N° 018
Seccion Microbiologia
Definicion:
Es un procedimiento por el cual se aplica en las etapas de obtencién

de muestras para el diagnostico de infeccion de vias respiratorias

altas.

Objetivo:
Describir las etapas del procedimiento para realizar el diagnéstico

microbiolégico mediante cultivos.

Condiciones especificas

Las muestras deberan ser obtenidas por el personal especializado

siguiendo los procedimientos normativos del SAD.

Materiales:
o Recipiente estéril o tubo estéril
o Tubo estéril con 1 ml de suero fisioldgico estéril o caldo TSA, BHI.
o Laminas portaobjetos
o Guantes estériles
o Maéscaras N95
o Baja lengua estéril
o Hisopo de dragdn o algodon
o Hisopo de alambre de cromo o acero inoxidable y la punta esta cubierta por

algodon* o alginato de calcio.

Procedimiento:

El paciente debe estar sentado frente a una fuente luminosa.

Lavarse las manos con agua y jabodn; colocarse guantes.

——
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RPN AT

Mantener la lengua deprimida mediante el uso de un baja lengua con la mano

izquierda.

o Frotar el hisopo sobre cada area amigdalina y faringe posterior y cualquier

observacion de exudado de otra zona inflamada.
» No contaminar el hisopo tocando la lengua y los labios.
o Colocar el hisopo en tubo estéril.

o Tomar una segunda muestra y hacer un frotis, llevar de inmediato al

laboratorio.

o Sila muestra no se puede procesar en un plazo de 4 hrs. colocar en medio de

transporte Amies o el de Stuart.
* Para el diagnéstico de tos ferina, difteria (muestra nasofaringe).

o Obtener la muestra usando el hisopo de alambre de cromo, y pasar muy

suavemente a través de una fosa nasal hasta la nasofaringe.

o Emulsionar el material del hisopo en 0.25 — 0.50 ml. de solucion de
casaminoacidos (CAS) estéril, pH 7,2 (duracion 2 horas) o medio Stuart y

enviar al laboratorio referencial.

o No refrigerar la muestra.

Fecha: Aprobacion:
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6.3.6. OBTENCION DE MUESTRAS DEL TRACTO RESPIRATORIO INFERIOR
Unidad Organica: DSMC-SAD-SLC-HVLH Codigo N° 019
Seccion Microbiologia
Definicion:
Es un procedimiento por el cual se aplica para el diagnostico en las
etapas de obtenciéon de muestras de infeccion del Tracto Respiratorio
Inferior (esputo).
Objetivo:
Describir las etapas del procedimiento para realizar el diagnéstico

microbiolégico mediante cultivos.

Condiciones especificas

o El material debe ser purulento o mucopurulento.

o Debe recolectarse antes del tratamiento antimicrobiano.
o Debe obtenerse al despertar si es posible.

o Refrigerar 1 a3 horas si el cultivo no es inmediato.

© acer una coloracion gram para determinar si hay contaminacion

con flora de vias respiratorias alta, antes del proceso de cultivo.

o Si el esputo se considera no satisfactorio se le coloca en

refrigeracion y se solicita nueva muestra.

o Se considera muestra aceptable si se encuentra dentro del

puntaje de esputo: > 25 PMN y células: <25, <10 (Barlett y col.).

o Para el aislamiento de Micoplasma pneumoniae debe recogerse
esputo en recipiente estéril. Hisopos de garganta colocados en 3
ml. de medio de transporte (albimina bovina 0.5% en caldo TSA),

se puede congelar a — 70°C.

—t
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Materiales:

Recipiente estéril o tubo estéril
Tubo estéril de suero fisiologico o caldo TSA.
Hisopos, vaso descartable, nebulizador

Procedimiento:

a) Esputo por expectoracion

Haga que el paciente se enjuague la boca con la ayuda de un vaso con agua

antes de expectorar para remover la flora superficial oral.
Si tiene dentadura postiza se la debe quitar.

Instruir al paciente para que tosa con fuerza y profundo.
Depositarlo directamente al recipiente esteril.

No colectar saliva y secrecion post nasal.

o Registrar nombre de los microorganismos de interés: bacteria, hongo,
micobacteria.

o Para el diagnéstico de BK, colectar dos muestras seguidas (dias consecutivos).

b) Esputo inducido:

o Haga que el paciente se enjuague la boca

o Con ayuda de un nebulizador, hacer que el paciente inhale aerosol de solucion
salina al 3%, 10%.

o Colectar en un envase estéril.

Fecha: T Aprobacion:
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6.3.7. OBTENCION DE MUESTRAS DE TRACTO GENITAL
Unidad Organica: DSMC-SAD-SLC-HVLH Codigo N° 020
Seccion Microbiologia
Definicién:
Es un procedimiento que define las diferentes etapas de obtencion

de muestras del tracto genital.

Objetivo:
Describir los procedimientos en cada una de las areas genitales;
tanto femenino como masculino para luego realizar el diagndstico
microbiolégico mediante cultivos de presuntas infecciones de

transmision sexual.
A. Conducto Endocervical
o Materiales:

* Espéculos, agua caliente, pinzas con ufas, algodon (torunda
estéril), hisopo estéril, alginato de calcio, dragon, algodon,
tubos estériles, laminas portaobjeto, guantes estériles.

o Procedimiento

* Humedecer el espéculo con agua caliente, no usar lubricante.

* Quitar el exceso de mucus cervical, con la ayuda de una
torunda de algodon sujeta con pinzas.

* Tomar un hisopo estéril e insertar al conducto endocervical,
moverlo de un lado a otro, dejar pasar 10 — 30 segundos para
que se absorba los microorganismos (repetir dos veces).

= Colocar en un tubo estéril el primer hisopo y el segundo hacer

un frotis.

T
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B. Hisopado uretral
o Materiales:
=  Gasa estéril 4" x 4” 3 unds.
= Hisopo estéril de alginato de calcio, dragon, algodon
= Tubo estéril, guantes estériles.
o Procedimiento:

= El paciente no debera miccionar 2 horas antes de la toma de

muestra.

= Limpiar externamente si presenta secrecion abundante con la
ayuda de la gasa estéril (jabon + agua estéril).
= Exprimir la uretra peneana, o masajear la uretra femenina.

= Tomar la muestra con hisopo de alginato de calcio a 1 —2 cm.

del meato uretral.

= Rotar por 30" en la uretra, si hay secrecion abundante colocar

sobre el hisopo.
= Hacer el anterior procedimiento por 2 veces.
= Colocar en un tubo estéril y hacer un frotis con el 2° hisopo.
Nota: De preferencia inocular directo en un medio de cultivo.
C. Hisopado rectal
o Materiales:
= Anoscopio
= Gasa estéril 6 unds.
= Guantes estériles
= Hisopo estéril (dracon)

o Procedimiento

= Limpiar la zona canal si hay secrecion anal, heces o sangrado

con la ayuda de gasa estéril.
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6.3.7. OBTENCION DE MUESTRAS DE TRACTO GENITAL
Unidad Organica: DSMC—-SAD-SLC-HVLH Cadigo N° 020
Seccién Microbiologia '
Definicién:
Es un procedimiento que define las diferentes etapas de obtencion

de muestras del tracto genital.

Objetivo:
Describir los procedimientos en cada una de las areas genitales;
tanto femenino como masculino para luego realizar el diagnéstico
microbiolégico mediante cultivos de presuntas infecciones de

transmision sexual.
A. Conducto Endocervical
o Materiales:
= Espéculos, agua caliente, pinzas con ufias, algodén (torunda
estéril), hisopb estéril, alginato de calcio, dragdn, algodon,
tubos estéri|és, laminas portaobjeto, guantes estériles.
o Procedimiento
=  Humedecer el espéculo con agua caliente, no usar lubricante.
= Quitar el exceso de mucus cervical, con la ayuda de una
torunda de algodén sujeta con pinzas.
= Tomar un hisopo estéril e insertar al conducto endocervical,
moverlo de un lado a otro, dejar pasar 10 — 30 segundos para
que se absorba los microorganismos (repetir dos veces).

» Colocar en un tubo estéril el primer hisopo y el segundo hacer

un frotis.
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= Introducir el hisopo de dragén introduciendo 2 — 3 cm., en el
recto.
= Rotar 30" en las paredes del recto en sentido horario.

« Si se observa abundante contaminacion fecal, eliminar el

hisopo y tomar la muestra con otro hisopo.
= Extender en el medio de cultivo.

= Antes de eliminar la muestra tomar otra muestra y hacer un

frotis.
D. Hisopado prostatico:

o Materiales:
= Jabon
= Agua estéril
=  Gasa estéril
=  Guantes esteril
= Hisopos estériles
= Tubos estérilé‘s

o Procedimiento: '

= Colectar la muestra al menos 1 hora después que el paciente a

orinado.
= Limpiar el meato urinario con jabon antiséptico y agua estéril.
= Masajear la prostata a través del recto.

= Coleccionar el fluido con un hisopo estéril y colocar en un tubo
estéril.
Nota: Después del masaje prostatico es muy util el cultivo de orina
para aislar gonococos.
E. Otras Localizaciones

1. Hisopado faringeo
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Tomar las muestras con dos hisopos de algodén o dracon
introduciendo el hisopo hasta las criptas amigdaliana, evitar

chocar con la lengua o paladar; sujetar con baja lengua.
Rotar los hisopos por 30"
Extender en medio de cultivo.

Hacer un frotis (con otro hisopo tomar nueva muestra).

2. Hisopado de conjuntiva

e}

)

Limpiar con gasa y SF. estéril la zona adyacente al ojo.

Suavemente con un hisopo de alginato de calcio, tomar

directamente la muestra de la secrecion conjuntival.
Extender sobre medio de cultivo.

Hacer un frotis (con otro hisopo tomar nueva muestra).

3. En caso de enfermedad pélvica inflamatoria se obtendran las

m

uestras por laparoscopia.

4. Si se sospecha enfermedad de transmision sexual diseminada por

ej

lo

Fecha:

m. Gonorrea; tomar todas las muestras del tracto genital y de otras

calizaciones.

Aprobacion:
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6.3.8. OBTENCION DE MUESTRAS: HECES

Unidad Organica: DSMC-SAD-SLC-HVLH Codigo N° 021

Seccion Microbiologia

Definicion:
Es un procedimiento que se aplica a la obtencion de heces para la
investigacion de agentes patégenos / parasitos causantes de
infecciones en el tracto digestivo.

Objetivo:
Describir cada paso los procedimientos para luego hacer el estudio

microbiologico mediante cultivo o examenes directos.

Condiciones generales

o No cultivar la muestra si es dura o bien formada

o No se recomienda el uso de Culturette, salvo para infantes y
pacientes con diarrea activa. Si lo usa recolectar 2 grs. de
muestra.

o Para estudio de Rotavirus y Clostridium dificile, enviar solo
muestra diarreica no use hisopo.

o Obtener la muestra antes de la antibioticoterapia

o Usar recipiente estéril de boca ancha y cierre hermético.

Materiales:
o Tubos estériles 2 unds.
o Medio de transporte: Cary Blair
o Lamina portaobjeto 3 unds.
Procedimiento:
o Obtener la muestra mediante un hisopado, haciendo rotar el
mismo sobre las paredes del recto, se usa para hacer frotices

para luego colorear con azul de metileno y gram. Luego se
observara en frasco.
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= Con el segundo hisopo se obtendra la muestra y se colocara en
el medio de transporte: Cory Blair, pero antes el hisopo se
sumergira en el medio luego introducir a la ampolla rectal para
obtener la muestra, con esto el posible microorganismo que
afecta el sistema digestivo del paciente permanezca viable hasta
su sembrado.

o Se sugiere que se transporte al laboratorio de inmediato; antes

de las 2 horas.

Fecha: ( 1 Aprobacion:
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4. ENVIO Y TRANSPORTE DE MUESTRA
Unidad Organica: DSMC-SAD-SLC-HVLH Codigo N° 022

Seccion Microbiologia

Definicion:
Es un procedimiento que tiene requisitos y condiciones necesarios

para enviar y transportar muestras.

Objetivo:
Describir las diferentes etapas de transporte y conservacion de las

muestras hacia su destino especifico.

Condiciones:

Debe ser mantenida lo mas cerca posible a su estado original, debiendo evitar
temperaturas extremas o desecamientos excesivos. Por lo general debe

enviarse de 1 a 4 ml. dentro de 15 a 30 minutos.

En el caso de liquido extrapulmonar debe de enviarse de inmediato pero si el

lugar es lejano se puede guardar en refrigeracion pero so6lo 24 horas.

En el caso de muestras sanguineas, inmediatamente separar por

centrifugacion y colocar el producto en un criovial de plastico.

Las muestras sanguineas que se envian a otro laboratorio, verificar el
anticoagulante para conservar la sangre anticoagulada. Por ejm. para pruebas

de hemostasia.
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Procedimiento:

Para su transporte al laboratorio se colocan las muestras en un
envase secundario, el cual puede ser de material plastico u otro

resistente a roturas o filtraciones.

Todas las muestras deben enviarse al laboratorio lo mas pronto

posible dentro de las dos horas de haber sido obtenidas.

Si no es posible enviar en los medios de transporte que se

recomiendan.

Por lo general no se almacenan las muestras por mas de 24

horas.

Antes de rechazar una muestra debido a una informacion
inapropiada o incompleta se debe establecer contacto con el
responsable para efectuar las correciones necesarias para

completar la informacion.

Fecha:
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6.4.1. CRITERIOS PARA RECHAZAR UNA MUESTRA
Unidad Organica: DSMC-SAD-SLC-HVLH Codigo N° 023
Seccion Microbiologia
Definicion:
Son elementos de suma importancia cuando se va a enviar una

muestra a evaluar.

Objetivo:
Recibir muestras debidamente colectadas y transportadas hacia el

laboratorio.

Nota: Estas muestras deben representar la causa probable de
infeccion de lo contrario el procesamiento y reporte de muestras no
adecuada puede proveer informacion equivocada la cual puede
llevar a un mal diagnéstico y por consiguiente fallas en el tratamiento

que pueden poner en peligro la vida del paciente.
Causales:
a) . Muestras novrotuladas o sin identificaciéon
b) Discrepancia en la identificacion del paciente y la muestra
c) Envase inapropiado o medio de transporte inadecuado
d) Demora prolongada en enviar la muestra al laboratorio

e) Duplicacion de muestra del mismo paciente dentro de las 24

horas excepto sangre.
f)  No indicar tipo de muestra o procedencia
g) No indicar tipo de examen en la solicitud
h) Muestra con preservativos
i) Muestra derramada o roturas del envase

j) Orina colectada de la bolsa de catéter

2 S
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Saliva

Muestra seca en el hisopo

m) Una sola muestra de hisopado con varias ordens

Fecha:

Contaminacion obvia de la muestra

VVolumen inadecuado.

En casos de muestras rechazadas el personal de laboratorio debe
explicar al médico las razones y observaciones en la ficha de

solicitud de diagndstico correspondiente.

En caso de muestras que no se pueden obtener nuevamente la
interpretacion de la coloracion gram debe ser revisado

cuidadosamente.

Es importante el examen microscopico del material clinico, ya que
permite conocer no sélo la calidad de la muestra, sino también la
presencia de microorganismos, lo que proporciona suficiente

informacion para un diagnéstico presuntivo inmediato.

Aprobacion:
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6.5.

6.5.1.

PROCEDIMIENTOS PARA DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO
Unidad Organica: DSMC-SAD-SLC-HVLH Codigo N° 024

Seccién Microbiologia

* Las bacterias para su desarrollo necesitan sustancias nutritivas cuyos
componentes basicos deben satisfacer las minimas exigencias
nutricionales y condiciones de atmosfera, pH, temperatura.

e La eleccion de los medios de cultivo se realiza en funciéon a la
localizacion de las infecciones y las bacterias a investigar.

e Los errores cometidos durante este paso puede invalidar la lectura e

interpretacion de los cultivos.

SIEMBRA DE MUESTRA DE ORINA
Definicién:
Es un procedimiento de cultivo primario de una muestra de orina

para la investigacion bacterioldgica de infecciones del tracto urinario.

Objetivo:
Describir paso a paso los procedimientos de siembra.

Material y Equipo:

° Asa calibrada de platino de 0.001, 0.01 ml (Ver Anexo N° 8)

¢ Estufa de 35°C — 37°C

° Mechero Bunsen o Cabina de Seguridad

° Contenedor de material contaminado

Pinza estéril, guantes estériles

° Propipeta

Médios de cultivo: Placas com agar sangre de carnero (AS)
Placas com agar Mac Conkey (McC)
Placas com agar CASO (es opcional)

¢ Papel toalla
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Procedimiento:

o

Mantener las muestras en refrigeracion (4°C) hasta su procesamiento
por cultivo.

Los cultivos deben realizarse en una cabina de bioseguridad o cerca del
mechero Bunsen.

Las placas deben ser McC y AS, que se utilizaran en el urocultivo, deben
estar a temperatura ambiente.

Nota: Si usa caso agar, tener en cuenta que su uso es de doble
identificacion, o sea crece gram (-) y gram (+).

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

Dejar enfriar el asa, contar hasta 20.

Tomar el frasco con la muestra de orina, homogenizar sin tocar la tapa,
cubrir la tapa y colocarla sobre un papel toalla; flamear la tapa con
mechero Bunsen, si no tiene cabina de bioseguridad.

Tomar la muestra de orina con el asa de siembra estéril introduciéndola
y sacandola del frasco en forma vertical.

Tapar el frasco con la muestra.

Inocular en el centro la placa AS o Agar Caso a partir del cual se
extiende la muestra, hacia delante y hacia atras (Ver Anexo N° 9).

Luego, sin quemar el asa, el indculo se disemina uniformemente con
trazos perpendiculares a la siembra inicial en toda la placa.

Proceder de la misma forma con el agar McC.
Esterilizar el asa de siembre en el mechero.

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

Incubar la placa AS ylo Caso y Mc Conkey a 35°C — 37°C en
condiciones aerdbicas por 24 horas.

Lectura:

a) Evaluar a las 24 horas; si no hay crecimiento dejar 48 horas mas.

b) La evaluacion consiste en el recuento de colonias y se multiplica
por factor de dilucion para obtener UFC/ml.

—
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Interpretacion:

o

En pacientes sin sonda vesical la cuenta significativa de bacterias en
orina es la presencia de mas de 10° UFC/ml| de un solo gérmen.

Los recuentos intermedios 10° — 10* UFC/ml indican infeccion si el
proceso de recoleccion de orina fue realizado correctamente.

Si se aisla dos 0 mas colonias de especies bacterianas diferentes indica
que la muestra se ha contaminado por recoleccion inadecuada o
demora en la siembra.

Con pacientes con sonda vesical cuentas bacterianas menores de 10°
UFC/ml pueden tener significado, asi también se pueden encontrar
bacteriurias polimicrobianas hasta casi 15% de enfermos. Ver anexo 5

En pacientes sin catéter se puede comprobar si el procedimiento de
obtencién de muestra fue realizado correctamente observando la
frecuencia con la cual se informan recuentos de colonias intermedias
entre 10° — 10* UFC/mL.

En pacientes sin infeccion del tracto urinario, el recuento es nulo o se
reduce a pocas colonias.

En muestras obtenidas por puncion suprapubica el desarrollo de una
sola colonia en el medio de cultivo indica infeccion del tracto urinario.

Nota: Siempre se usara asa calibrada de siembra: 0.001 ml para todas las
muestras.

Si las muestras son de infantes, puncién suprapubica se usara asa de
siembra: 0.01 ml pro estar asociado a infecciéon con recuento a < 10°
UFC/mL.

Si no tiene asa calibrada de 0.01 usar la pipeta de 10 microlitos.

W Aprobacion:
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6.5.2. SIEMBRA DE MUESTRA DE SANGRE: HEMOCULTIVO
Unidad Organica: DSMC-SAD-SLC-HVLH Codigo N° 025
Seccion Microbiologia
Definicion:
Es el procedimiento que se aplica para el aislamiento bacteriano a
partir de Hemocultivos en el diagnostico de infecciones del torrente
sanguineo.

Objetivo:
Describir la técnica de siembra primaria de hemocultivo para
aislamiento de bacterias causante de infecciones.

Materiales y Equipos:

o Estufa de 35°C — 37°C
o Mechero Bunsen o cabina de flujo laminar
o Jeringa estéril
o Guantes de latex
o Alcohol al 70%
o Contenedor de material contaminado
o Medios de cultivo:
= Medio bifasico Ruiz Castafieda o Monofasico
= Medio monofasico (caldo TSA + anticoagulante: PBS)
= Agar sangre de carnero (AS)
= Agar Mc Conkey (McC)
= Se puede incluir otros medios (Ejm.: Manitol salado)

Procedimiento:

° Incubar el frasco de hemocultivo a 35°C — 37°C hasta por 7 dias.
°  Bafar la superficie de agar con el caldo inclinando el frasco suavemente.

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

° La observacion de turbidez o lisis de los glébulos rojos nos indica
crecimiento bacteriano; es aqui donde se realiza una coloracion gram y un
subcultivo. En los medios bifasicos el desarrollo también se puede
evidenciar en la fase solida mediante la formacion de colonias.

©  Sino se observa lisis de los globulos rojos o turbidez en el caldo, o colonias
en la fase solida: continuar observando todos los dias para ver si aparecen
signos de crecimiento, hasta 7 dias después de haber empezado el
procedimiento.
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Subcultivo:

o

o

o

Se deberan realizar cerca del mechero Bunsen o cabina.
Realizar subcultivos ciegos dentro de las 12 y 24 horas de inoculacion.

Para realizar los subcultivos, desinfectar la superficie de la tapa del frasco
con alcohol 70%.

Con una jeringa estéril, extraer a través del tapdn de jebe la muestra de
sangre.

Inocular una gota de la muestra del hemocultivo en un extremo de la
superficie de las placas de agar sangre, agar Mc Conkey y colocar
cuidadosamente una gota sobre una lamina portaobjeto para hacer un frotis
y coloracion gram.

Usando el asa de siembra y tomando como referencia central el indculo de
la muestra, realizar la siembra por dispersion en los cuatro cuadrantes de la
placa con el propésito de obtener colonias aisladas (Ver Anexo N° ).

Lectura de Subcultivos:

o

Fecha:

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

Cuando se ha confirmado crecimiento bacteriano por subcultivo, se puede
cortar el frasco de hemocultivo siguiendo los procedimientos de
Bioseguridad.

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

En la interpretacién: deben considerarse los datos clinicos individuales
Staphylococus coagulasa negativo, corinebacterias y especies de Bacillus
son contaminantes frecuente 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, protesis, lineas de
acceso vascular e historia de adiccion de drogas intravenosas se puede
decir que la presencia de estos gérmenes se debe a contaminacion se
informara el resultado de cada frasco de hemocultivo individualmente.

Aprobacion:
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6.5.3. SIEMBRA DE MUESTRA DE HERIDA, HERIDA OPERATORIA, ULCERAS, ABSCESOS

Unidad Organica: DSMC-SAD-SLC-HVLH Codigo N° 026

Seccion Microbiologia

Definicion:

Es un procedimiento que se aplica para el cultivo de muestra de

herida; herida operatoria; Ulceras; abscesos para el diagnostico

bacteriologico en infecciones localizadas que causen bacteremia.

Objetivo:

Describir los procedimientos de cultivo de muestra de herida para el

diagnostico bacterioldgico en infecciones de herida, abscesos.

Materiales y Equipos:

(e]

Estufa de 35°C — 37°C
Pipetas Pasteur esteriles
Cabina o mechero Bunsen
Guantes de latex
Contenedor de material contaminado
Medios de cultivo
= Agar sangre de carnero

= Agar Mc Conkey

* Puede incluirse otros medios (Ejm.: manitol salado, agar Columbia

CNA con 5% de sangre de carnero).

Procedimiento:

Realizar los cultivos en una cabina o mechero Bunsen.

Usar las placas cuando hayan alcanzado la temperatura del

medio ambiente.

Inoculacion de la muestra:
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Lectura:

» Muestra de aspirado purulento: con una gota de la muestra
ayudo con pipeta Pasteur, inocular en un extremo de la
superficie de la placa de agar sangre de carnero, agar Mc

Conkey y/o otros medios.

= Hisopado de secrecion: frotar rotando el hisopo sobre la
superficie de los medios de cultivo tratando que toda su
superficie haga contacto con el agar, empezando con el

agar sangre, Mc Conkey y/o otros medios.

Esterilizar el asa de siembra en el mechero Bunsen hasta que se

ponga rojo vivo, dejar enfriar el asa.

Usar el asa de siembra y tomando como referencia central el
inbculo de la muestra, realizar la siembra por dispersion
agotamiento en cuatro cuadrantes de la placa, el proposito es

tener colonias aisladas.

Incubar en AS a 35°C x 24 horas y en agar Mc Conkey en

condiciones aerobicas y por 24 horas.

Esterilizar el asa de siembra en el mechero.

Concluida la siembra, cerrar la placa y colocarla con la parte que

tiene el medio de cultivo hacia arriba.

A las 24 horas observar el crecimiento de colonias.

Si no se observa crecimiento seguir incubando hasta 48 horas.

Fecha:

Aprobacion:

TM. JMGR/2010

"
T

Pagina 64 de 149




Hospital Victor Larco Herrera MNPB: 00.01.2010
UniDaD ORGANICA: DSMC-SAD-SLC
SECCION MICROBIOLOGIA

6.5.4. SIEMBRA PRIMARIA DE MUESTRA DE SECRECIONES DE VIAS RESPIRATORIA ALTA
Unidad Organica: DSMC-SAD-SLC—-HVLH Codigo N° 027
Seccion Microbiologia
Definicion:
Se define como el procedimiento que se aplica para el cultivo de
secreciones de vias respiratoria alta que pueden ser asiento de
faringitis, nasofaringitis, otitis media, sinusitis, otitis; para el
diagnéstico bacteriolégico.

Objetivo:
Describir los procedimientos de siembra primaria para el diagnostico

de infecciones de una muestra de vias respiratoria alta.

Materiales y Equipos:

o Estufa 35°C - 37°C

o Mechero Bunsen o cabina

o Asa de siembra estéril

o Guantes de latex

o Agar sangre'de carnero (AS)
o Agar Mc Conkey (McC)

Procedimiento:

o Encender el mechero Bunsen o cabina.

o Tomar el hisopo y se frotara sobre un cuadrante de la placa de
agar AS y se estriara el resto de superficie con el asa de siembra
esteril.

o Repetir lo mismo en los demas medios de cultivo.

o Colocar luego el hisopo que se encuentra dentro del caldo TSA
en incubacion a 35°C — 37°C x 24 horas, lo mismo hacer con las
placas inoculadas.

5 Concluida la siembra colocar en estufa las placas con la parte que

tiene el medio de cultivo hacia arriba.
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Fecha: L

o Si no hay crecimiento en 24 horas seguir incubando hasta 48
horas.

Otros autores, en sus estudios dicen que la mejor incubacion es la

anaerobica para hallar Streptococo y el uso de cotrimoxazol (disco

usado en ATB) para acelerar la identificacion presuntiva de colonias

[} hemoliticas y bacitracina para diferenciar la familia

estreptococdcica; otro metodo para aumentar hemolisis es colocar el

asa de siembra en forma perpendicular (con la muestra) y atravesar

sobre el agar sangre.

Frotis

Seleccionar la porcion mas representativa de la muestra

Suavemente extender sobre la lamina porta objeto

Dejar secar en el aire de preferencia en la cabina

Fijar con metanol y colorear por Gram

Realizar la lectura

Lectura: a las 24 hrs.

} Aprobacién:
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6.5.5. SIEMBRA PRIMARIA DE MUESTRA DE SECRECION DE ViA RESPIRATORIA BAJA
Unidad Organica: DSMC-SAD-SLC-HVLH Codigo N° 028
Seccion Microbiologia
Definicién:
Se define como el procedimiento que se aplica para el cultivo de
diagnostico de infecciones de vias respiratoria Baja.

Objetivo:
Describir paso a paso la siembra primaria para el estudio

bacterioldégico de organismos relacionados con las infecciones de

vias respiratoria Baja.

Materiales y Equipo:

o Mechero Bunsen o cabina
o Guantes estériles
o Asa de siembra
o Portaobjetos
o Medios de cUItivo:
= Agar Mc Conkey
= Agar sangre de carnero

= Se pueden usar otros (Saboraud, Cetrimide, Agar
chocolate, EMB, agar sal 3%).

o Mascarilla
Procedimiento:

Colocarse las barreras de seguridad
o Encender mechero Bunsen o cabina
o Flamear el asa de siembra, tomar la muestra (parte

representativa).
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Inocular en Agar Sangre (AS) Agar Mc Conkey (AMcC), Agar
chocolate.

Incubar en Agar AS y ACH en CO; al 3 -10% y los demas en aire
a 35°C - 37°C

Todas las placas incluyendo la jarra CO; llevar a 35°C. Incubar.

Si se sospecha de hongos patégenos, sembrar en Saboraud agar
ademas de AS.

Si se sospecha de Yersinia pestis sembrar en Agar sal 3%

ademas de AS.

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

Suavemente extender en lamina portaobjeto

Dejar secar el frotis dentro de la cabina

Fijar luego con metanol y colorear con gram

Fijar luego con metanol y colorear con gram

Usar bajo ‘aumento (10X) para examinar el frotis y la

determinacion de PMN y células escamosas.

Lectura a las 24 horas:

[0}

Si no hubiera crecimiento dejar hasta 48 horas.

Fecha:

’ Aprobacion:
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6.5.6. SIEMBRA PRIMARIA DE MUESTRA DEL TRACTO GENITAL

Unidad Organica: DSMC-SAD-SLC-HVLH Codigo N° 029

Seccion Microbiologia

Definicion:
Este procedimiento se aplica en el cultivo de muestra para el
diagnostico de casos de infecciones del tracto genital debido a
bacterias.

Obijetivo:
Describir la técnica de siembra primaria de muestras de casos de

infecciones del tracto genital por bacterias.

Material y Equipo:
o Estufa 35°C — 37°C

o Cabina o mechero Bunsen
o Guantes de latex
o Contenedor para material contaminado
o Medios de cultivo:
= Agar sangre de carnero (AS)
= Agar Mc Conkey (McC)
= Otros médios como (Agar manitol salado, Thayer Martin, A.
chocolate).

Procedimiento:

o Realizar los cultivos en una cabina de bioseguridad o cerca del

mechero Bunsen.

o Utilizar las placas en medios de cultivo que hayan alcanzado la

temperatura ambiente.

o Inoculacion de la muestra:
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Lectura:

= Inocular una gota de la muestra (usando una pipeta
Pasteur) en un extremo de la superficie de la placa de agar

sangre de carnero, agar Mc Conkey y/u otros medios.

* Hisopado de secrecion: frotar rotando el hisopo sobre la
superficie de los medios de cultivo tratando que toda su
superficie haga contacto con el agar empezando con el

agar sangre de carnero, Mc Conkey y/o otros medios.

Esterilizar el asa de siembra en el mechero de Bunsen hasta que

se ponga rojo vivo, dejar enfriar el asa.

Realizar la siembra por dispersion agotamiento en cuatro
cuadrantes de la placa, para obtener colonias aisladas (Ver Anexo
NE 9

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

condiciones aerdbicas.
Esterilizar el asa de siembra en el mechero.

Concluida la siembra, cerrar la placa y colocarla con la parte que

tiene el medio de cultivo hacia arriba.

En el caso que estemos buscando Neisseria gonorrhoeae incubar
a 37°C por 18 — 72 horas a condiciones anaerobicas: 5-10% CO,
con 70 a 80% humedad; colocarlo en una jarra gas pack y llevar a

la incubadora.

A las 24 horas observar el crecimiento de colonias. Si no se

observa crecimiento dejar incubando hasta 48 horas.

Si se ha seguido correctamente los procedimientos de una buena
obtencion y conservacion de la muestra, el aislamiento de una

colonia es significativ

Fecha: L

l Aprobacion:
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6.5.7. SIEMBRA PRIMARIA DE MUESTRA: HECES — COPROCULTIVO
Unidad Orgéanica: DSMC-SAD-SLC-HVLH Codigo N° 030
Seccion Microbiologia
Definicion:
Como el procedimiento que se aplica en el cultivo de muestra de

heces para el diagndstico bacteriologico.

Objetivo:
Describir las etapas de la siembra primaria de muestra de heces.

Materiales y Equipo:

o Guantes estériles y mascarillas

o Mechero Bunsen y/o cabina bioldgica

o Contenedor de material contaminado

o Estufa de 35°-37°C

o Medio de transporte: Cory Blair

o Medio de cultivo:

» Caldo SS, caldo tetrationato, Agar SS, Agar Mc Conkey,

Agar TCBS, y otros como Agar Campilobacter, Agar
sangre, ampicilina, Agar XLD, agua peptonada.

o Asa de siembra

Procedimiento:
o Las muestras y el medio de cultivo deben estar dentro de la
cabina de seguridad.
o Las placas con los medios elegidos deben estar a temperatura
ambiente.
o Elasa de siembra debe flamearse en el mechero Bunsen.

o Inoculacion de la muestra:

a) Muestra recolectado en frasco de boca ancha: con el asa de

siembra tomar una gota de la muestra en un extremo de la

e
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c)

(0]

Lectura:

superficie de la placa del agar Mc Conkey, SS e inocular sobre
ella, flamear el asa de siembra.

Para otros microorganismos; tomar con el asa de siembra e
inocular los caldos: SS; agua peptonada. Incubar a 35°C — 37°C
por 18 al caldo SS y al agua peptonada 6 — 8 horas.

Hisopado rectal: frotar rotando el hisopo sobre la superficie de
los medios de cultivo tratando que toda superficie haga contacto

con el agar y/o caldo de cultivo.

Esterilizar el asa de siembra en el mechero Bunsen hasta que se
ponga al rojo vivo, dejar enfriar el asa.

Utilizando el asa de siembra y tomando como referencia central
del in6culo realizar la siembra por agotamiento en cuatro
cuadrantes de la placa, con el propésito de obtener colonias
aisladas.

Incubar a 35°C — 37°C por 18 horas a lo referente al caldo SS y al
agua peptonada 6 — 8 horas; a la misma temperatura.

En cuanto a las placas: concluida la siembra, cerrar la placa y
colocarlo en la parte que tiene el medio de cultivo hacia arriba.
Luego de las horas cumplidas, tomar de los caldos: SS: una
asada con el asa de siembra e inocular a la placa de agar SS y
realizar la siembra por dispersion agotamiento en cuatro
cuadrantes de la placa. AP: Tomar una gota con el asa de
siembra e inocular a la placa de agar TCBS y realizar la siembra
por dispersion agotamiento en cuatro cuadrantes de la placa.

Incubar a 35°C — 37°C por 24 horas; en condiciones aerébicas.

A las 24 horas observar el crecimiento de colonias.

Fecha:

‘ Aprobacion:
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6.6. IDENTIFICACION BACTERIANA

Unidad Orgéanica: DSMC-SAD-SLC-HVLH Codigo N° 031

Seccion Microbiologia

En la identificacién bacteriana, es necesario considerar las caracteristicas
macroscopicas de las colonias teniendo en cuenta el medio de aislamiento
primario y sus caracteristicas microscopicas para poder elegir las pruebas
diferenciales adecuadas.

Se debe mantener las medidas de Bioseguridad en el manejo de reactivos vy
cultivos.

e COCOS GRAM POSITIVOS

6.6.1. IDENTIFICACION BACTERIANA DE COCOS GRAM POSITIVOS:

Definicion: Es el proceso por el cual se identifica a los cocos gram positivos:
staphylococcus, streptococcus, enterococcus a partir de muestras clinicas.
Objetivo: Determinar el microorganismo causante de una infeccion, y/o
agentes responsable de infecciones intrahospitalarias.

6.6.1.1. CONSIDERACIONES GENERALES

a) Tomar en cuentda al determinar si un aislamiento es estafilococo
estreptococo o enterococo. Esta diferenciacion se realiza en base a la
morfologia de la colonia, hemdlisis, forma de las bacterias por coloracion
gram a partir de un cultivo y la aplicacion de la prueba de catalasa.

b) Las colonias de estafilococo son de 2 mm. — 3 mm. a las 24 hrs.
Convexas, lisas, entera, opacas y con frecuencia pigmentada, las colonias
de estreptococo y enterococo son mas pequefias < 2 mm. de diametro
puntiforme, con aspecto transldcido a semiopaco.

c) Los estafilococos pueden ser fuertemente 3 hemolitico en agar sangre de
carnero, pero las zonas de hemdlisis son menores en relacion al tamano
de las colonias que las generadas por los enterococos y estreptococos
hemoliticos.

d) Los estafilococos se agrupan generalmente en racimos, a diferencia de los
estreptococos y enterococos que se relinen en pares o cadenas.

s
T
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6.6.1.2. LECTURA DE CULTIVOS EN AGAR SANGRE DE CARNERO Y AGAR COLUMBIA

a)

b)

c)

CNA-SANGRE: Staphylococcus

Morfologia de las colonias

Las colonias de la mayoria de Staphylococcus son lisas, enteras, algo
elevadas. Miden de 1-3 mm. de diametro a las 24 hrs. Si las placas se
siguen incubando tres dias a 35° - 37°C las colonias pueden medir de 3-8
mm. dependiendo de las especies.

Las colonias de Staphylococcus epidermidis son algo mas pequefnos
dependiendo de las cepas; usualmente no se detecta pigmentos.

Las colonias de Staphylococcus saprophyticus son mas grande que S.
epidermidis, son lustrosas y convexas, un 50% de las cepas son
pigmentadas.

Coloraciéon gram

Hacer una coloracion gram de las colonias sospechosas y observar al
microscopio.

Si se observan cocos gram positivos en racimos realizar la prueba de la
catalasa.

Prueba de la catalasa °

Determina la presencia de enzima catalasa, esta enzima descompone el

peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno.

Procedimiento:

e Con el asa de siembra recoger el centro de una colonia pura de 18 -24
hrs. y colocar sobre un portaobjeto limpio.

e Agregar una gota de H,O, (peroxido de oxigeno) al 3% usando un
gotero o pipeta Pasteur.

e No es necesario mezclar el cultivo con el H,0,

e Observar de inmediato la efervescencia (formacion de burbujas) lo que
indica una prueba positiva, de lo contrario es negativo.

e Desechar la lamina con un desinfectante.

¢ Realizar los controles respectivos
Control Positivo : S. aureus
Control Negativo: Streptococcus spp
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Nota: Al coger una cepa o colonia con el asa de siembra tener cuidado
de no llevar restos de A. sangre porque los eritrocitos contienen catalasa
y pueden dar falso positivo.

d) Prueba de la coagulasa

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

- Prueba en lamina (detecta factor de aglutinacion)

- Prueba en tubo (detecta coagulasa libre y ligada)
La prueba en tubo es la definitiva, la prueba de coagulasa en lamina; es
una prueba de tamizaje rapido, para la identificacion de S. aureus.
Nota: Todas las pruebas negativo en lamina deben repetirse haciendo la
prueba en tubo; (tiempo de la prueba 20 segundos en lamina).
Reactivo: plasma de conejo deshidratado (reconstituir de acuerdo a la
literatura del fabricante).
Nota: El plasma humano se usara siempre y cuando no contenga infeccion,
inhibidores, capacidad de coagulacion.
Controles: Positivo . S. aureus

Negativo . S. epidermidis, S. saprophyticus

Prueba en lamina: Método Unicamente presuntivo

Procedimiento:

Preparar una suspension densa en solucion fisiolégica mezclando bien
para homogenizar (solucién fisiolégica mezclando bien para homogenizar
(solucion fisiologica estéril al 0.85%).

Si hubiera autoaglutinacion no continuar y realizarlo en tubo.

Agregar una gota de plasma y mezclar con movimiento circular.

Observar la formacion de aglutinacion o precipitacion dentro de 20
segundos.

Prueba en tubo
Procedimiento:

Transferir una colonia aislada del agar de carnero al 0.5 mL de plasma
reconstituido (en un tubo de vidrio estéril de 13 x 100).

Girar el tubo suavemente para lograr la suspension del organismo

No agitar
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Incubar a 35° - 37°C (en bafio Maria) por 4 horas; observar si hay
formacion de coagulo inclinando lentamente el tubo.

Observar cuidadosamente si hay formacion de coagulo inclinando
lentamente el tubo en intervalos hasta las 4 horas.

La mayoria de los S. aureus forman coagulo dentro de una (1) hora.

Si es negativo a las 4 horas seguir incubando hasta el dia siguiente a
temperatura ambiente. Esto es recomendado porque hay un numero
pequeno de S. aureus que necesitan mas de 4 horas; considerar que los S.
aureus producen fibrinolisina y pueden lisar el coagulo.

Si es positivo se identifica como Staphylococcus aureus.

Sin son negativo realizar la prueba de resistencia a la polimixina B y
Novobiocina (5 ug), para tener una identificacion presuntiva:

S. saprophyticus es resistente a la novobiscina

S. epidermidis es resistente a la polimixina B.

Resistencia a la Novobiocina
Esta prueba se realiza principalmente para distinguir S. saprophyticuas de
otras especies de importancia clinica.

Medios y Reactivos

.

.

Agar TSA con sangre de camero o Agar Mueller Hinton
Suero fisiologico o caldo TSA

Discos de Novobiocina (5 ug por disco)

Escala 0.5 de Mc Farland

Incubadora 35°C — 37°C

Regla, hisopos estéril

Procedimiento:

A partir de colonias aisladas y cultivadas por 24 horas hacer una
suspension equivalente a la escala 0.5 de Mac Farla.

Sumergir un hisopo estéril dentro de la suspensién ajustada y rotarlo varias
veces presionando sobre la pared interior del tubo por encima del nivel del
liquido.

Inocular sobre la superficie seca de una placa con agar sangre de carnero
estriando homogéneamente con el hisopo sobre la superficie del agar.
Repetir el proceso 2 veces, rotando la placa 90°.

™. JMGR/2010
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* Dejarde 3 — 5 minutos a temperatura ambiente
e Colocar el disco de novobiocina y presionar suavemente.
e Incubar 35°- 37° C por 24 horas

Lectura:

Medir el halo de inhibicion. Un halo < 16 mm es resistente a la novobiocina si
es mayor es sensible.

La resistencia a novobiocina es intrinseca en S. saprophyticus.

f) Resistencia a la polimixina B

Medios y Reactivos

A. TSA con sangre de

Suero fisiologico o caldo TSA

Discos de polimixina 3 (300 U por disco)
Escala 0.5 Mac Farland

Regla, hisopo estéril

Procedimiento:
Realizar el mismo procedimiento descrito anteriormente para detectar
resistencia a la novobiocina.

Lectura: )
Observar la inhibicion < de 10 mm.
S. aureus y S. epidermidis son usualmente resistente.

g) Otras pruebas: Agar manitol salado: S. aureus (fermenta el manitol).

6.6.1.3. LECTURA DE CULTIVOS EN AGAR SANGRE DE CARNERC Y AGAR COLUMBIA
CNA — SANGRE: Streptococcus

a) Morfologia de las colonias
Las células son esféricas u ovoides, son pequehas grises delicadas
opalescentes colonias; son visible en agar sangre generalmente de 18 -24
horas. Algunas son redondas de bordes lisos o ligeramente arrugados.

Los Estreptococos del grupo F y G forman colonias (diminutas
estreptococo) muy pequefas. Los Estreptococo grupo A las colonias son
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B

b)

mate, brillante y mucoide producen beta — hemdlisis y la estreptolisina S es
la responsable de la hemolisis.

Los estreptococo grupo B colonias mucho mas grande cuando se
encuentra enclavada en el agar sangre y son beta-hemolisis de doble zona.
Los estreptococo grupo C: Son las colonias > 0.5 mm; algunas son de
color miel y consistencia viscosa; también produce Beta-hemolisis.

Los estreptococo grupo F: Son colonias muy diminutas, transparente,
como la cabeza de alfiler, betahemdlisis muy escasa.

Los estreptococo grupo G: Algunos son grandes y otras medianas mate,
forman una zona ancha de beta hemolisis.

Otros estreptococos no clasificados: no presentan hemolisis en Agar
sangre; son colonias pequenas, redondas, etc.

Coloracion Gram:

Son Gram positivas y algunas especies se decoloran. Se presentan en
cadenas cortas o largas o en pares pero nunca en paquetes. Son esféricos,
algunos presentan un aspecto de diplocécico y en ocasiones se ven formas
parecidas a bacilos; muy escasa presentacion.

c) lIdentificacion presuntiva de estreptococo basada en hallazgos fisioldgicos:
Hemolisis | Beta | Beta | Beta | AfaBeta ) Alfa i Alfa
: ninguna Ninguna | Ninguna
Susgeptibleala § 4 4 R R .
Bacitracina
Hidrolisis de
hipurato o reaccion - + - = - + -
comp.
Hidrolisis bilis +
esculina - - - - - -
Tolerancia a la sal +
CINa 6.5% - i - - -
Susceptibilidad "
optoquina - - - N -
Beta G D
Identificacion Grupo A Grupo | hemolitico | Enterococo rl:\lpo Virid -
presuntiva (Pyogenes) B No grupo Grupo A o Indiars EUmRRaco
enterococo
L A B D
d) Susceptibilidad a la Bacitracina

Esta prueba se usa para la diferenciacion presuntiva de estreptococos A.
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IR A

Medios y Reactivos

e TSA con sangre de carnero o Agar Mueller Hynton
e SF o caldo TSA, hisopos estériles, pinza esteril

e Disco de Bacitracina (0.04 U) — disco diferencial
e Incubadora a 35° - 37°C, escala 1.5 de Mc Farland

Procedimiento:

e A partir de colonias aisladas y cultivadas por 24 horas hacer una
suspension equivalente a la escala 1.5 Mc Farland (15 cepas + 2 ml de
caldo).

e Sumergir un hisopo estéril dentro de la suspension, rotarlo varias veces,
presionando sobre la pared interior del tubo por encima del nivel del liquido
esto removera el exceso de inoculo del hisopo.

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

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

e Colocar el disco de Bacitracina presionar con una pinza estéril.

e Incubar 35° - 37°C por 24 horas.

Lectura:

e Cualquier zona de inhibicion, cualquiera sea su diametro, significa que el
cultivo es positivo.

« La ausencia de zona de inhibicidn, con crecimiento hasta el mismo borde
del disco, significa que el cultivo es resistente.

Susceptibilidad a la Bacitracina
Esta prueba se usa para la diferenciacion presuntiva de Estreptococos
pneumoniae — NEUMOCOCO.

Medios y Reactivos
e TSA con sangre de carnero.
e SF o caldo TSA; hisopos estériles, pinza esteéril.

e Disco de optoquina de 6 mm, 10 mm.
e Incubadora 37°C

e Jarra +vela

« Regla
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Procedimiento

e Sembrar la superficie de la mitad de la placa de agar sangre con 1 a 3
colonias sospechosas.

« Con pinza flameada colocar el disco de optoquina en el centro del area
inoculada.

e |ncubar a 37°C en una jarra + vela (en condiciones CO3).

e Medir zona de inhibicion en mm, incluyendo el diametro del disco.

Lectura
Si se usa disco de 6mm: positivo = zona de inhibicion de 14 mm o mas
negativo= no hay zona de inhibicién
dudoso = cualquier zona de inhibicion menor
de 14 mm; probar con solubilidad
con bilis.
Sise usadiscode 10 mm:  positivo = zona de inhibicién de 16 mm o mas
negativo= sin zona de inhibicion
dudoso => cualquier zona de inhibicion menor
de 16 mm.

¢ Los estreptococos tipicos y la prueba positiva de optoquina, indican S.
pneumoniae. Los cultivos que dan prueba de optoquina dudosa pueden ser
estreptococo a hemdlitico o S. pneumoniae. Estos cultivos deben probarse
para solubilidad de bilis, prueba de Quellung o pruebas de aglutinacién.

* Si son solubles en bilis pero dan pequefas zonas de sensibildad a la
optoquina, identificar como neumococos.

Solubilidad en bilis
Es una prueba rapida para la identificacién de neumococo.

e

~—

Medios y Reactivos

* Agar sangre con cultivo
s Desoxicolato acuoso 10% estéril
« Pipeta Pasteur estéril + goma o capuchén

Procedimiento

* Agregar una gota del reactivo desoxicolato acuoso al 10% sobre las
colonias sospechosas en agar sangre.
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« Dejar absorber el reactivo sobre el agar por 20 minutos.

e No hacer flotar la colonia agregandole el reactivo forzadamente.

Lectura

« Las colonias de estreptococo producen color verde y no se lisan.

« Las colonias de neumococo producen verde y se lisan en 5 minutos.

6.6.1.4. LECTURA DE CULTIVO EN AGAR SANGRE DE CARNERO Y AGAR COLUMBIA
CNA SANGRE: ENTEROCOCOS

a) Morfologia de las colonias

Son redondas, son alfa hemolitica o no hemoliticas; y algunas como E.
durans son beta hemolitica; se observan separadas.

b) Coloracion Gram

e El Gram realizado de la placa de agar sangre se ven de forma cocobacilar,
en pares y cuando se toman del caldo thioglicolato se ven en forma de
cadenas cortas; gram positivos.

s Al observar estas presentaciones realizar la prueba de optoquina.

Principales caracteristicas fenotipicas de Enterococos: Gram positivos en

cadena, catalasa negativo

. Crecimiento
Especie Bilis esculina | CINa 6.5% — Hemdlisis
. 10°C 45°C
Enterococcus + + + + o, B

c) Prueba de la catalasa

Realizar como el procedimiento: 6.6.3.

d) Prueba de la esculina en medio con bilis

Este procedimiento es para determinar la facultad de un organismo de

hidrolizar el glucosida esculina en esculatina y glucosa, en presencia de bilis.

Procedimiento

Inocular el cultivo en estudio haciendo estrias sobre el pico de planta; o de la

placa de agar bilis esculina.

e
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Incubar a 35° - 37° a por 72 horas.

Se puede controlar hasta 72 horas antes de informar como negativo.

Lectura
Positivo: En tubo : ennegrecimiento difuso en plano inclinado.
En placa: se observa un halo de color negro alrededor de la
colonia.
Negativo: No produce color de menos de la mitad del tubo o en la

placa; después de 72 horas de incubacion.

e) Tolerancia al cloruro de sodio CINa
Para determinar la facultad de un organismo de desarrollar en presencia

de una concentracion de 6.5% de cloruro de sodio.

Materiales y Reactivos
Caldo TSA 25 grs.

CINa 60 grs.

Dextrosa 1 gr.

Agua destilada 1000 ml.

Preparar el caldo y esterilizar por autoclave.

Procedimiento

Inocular en el caldo TSA con cloruro de sodio un cultivo de 18 — 24 horas de
incubacion. Incubar a 35° - 37°C por 24 horas.

Se puede controlar periddicamente y esperar hasta las 72 horas antes de

informar negativo.

Lectura
Positivo : Hay desarrollo bacteriano

Negativo : No se observa crecimiento en el caldo

f) Crecimiento en telurito de potasio

Es util para la identificacion de E. faecalis

—t
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6.6.2.1. Lectura de Cultivos en Agar Mac Conkey

a) Escherichia coli: lactosa + colonias de borde entero de color fucsia, opaca
de 2 mm - 3 mm de diametro, usualmente rodeados de una zona opaca
alrededor de la colonia (bilis precipitada); las cepas de Escherichia coli.
lactosa — dan colonias incoloras de 3 a 4 mm.

b) Klebsiella pneumoniae; lactosa +, crecimiento mucoide; colonias de borde
entero, de color rosado a rosado oscuro, de 3 a4 mm. de diametro.

c) Enterobacter spp: lactosa + son colonias de borde entero, color rosado 2 a
4 mm de diametro, no muy mucoide.

d) Edwarsiella, Serratia, Citrobacter, Arizona, Ervinia son bacterias que
fermentan la lactosa muy lentamente.

e) Shigella: lactosa -,colonias convexas, circulares transparentes de 2 mm de
diametro, también crece en Agar SS, Agar XLD.

f) Salmonella: lactosa -, colonias puntiforme, traslicidos con presencia de
H,S: de 1 a 2 mm de diametro, también en Agar SS, agar XLD.

g) Proteus: son lactosa-, colonias, en ondas de crecimiento, y en cantidad >
en medio solido; (diseminacion).

h) Pseudomonas: son " lactosa -, colonias mucosas, ondeante, muy
translucidos; con bordes marrones, en algunos casos crece en Agar SS y
caldo SS; con pigmen'tacién amarillo verdoso, verde azulado, olor dulzén a
frutas, también crece en Agar cetrimide.

i) Yersinia: lactosa — colonias translucidas como la E. coli (lactosa negativa).

6.6.2.2. Lectura de Cultivos en Agar TCBS

a) Vibrion cholerae ,- Produce colonias amarillas, convexas lisas redondas
opacas, 0.5 — 1 mm de diametro; se parecen a la yema de huevo. También
crece en agar SS y Agar Mac Conkey.

b) Vibrion parahaemolyticus. Produce colonias verdes, puntiformes tambien
crece en Agar sal manitol, AMcC, XLD.

c) Vibrion vulnificus. Produce colonias azul verdosas.
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6.6.2.3. Lectura de Cultivos en Agar Mac Conkey: Bacterias especiales

e Aeromonas: Lactosa — colonias pequefas; también crece em agar sangre

ampicilina; (hemolisina beta), DNASA.

6.6.2.4. Lectura de cultivos en Agar Sangre: Otras Bacterias

e Plesiomonas: lactosa — colonias pequerias

Tambiéen crece en Agar Hektoen, Agar sangre

Agar Inositol (verde brillante, diseminada bordes

marrones.)

6.6.2.5. Bacterias que necesitan nutrientes adecuados y suplementos que

inhiben a otros gérmenes

a) Caldo SS: Inocular e incubar 35° - 37°C x 18 — 14 horas.
Salmonella, Shiguella, Pseudomonas
b) Caldo tetrationato sin iodo: Inocular e incubar a 40°C. Plesiomonas
¢) Caldo peptonado (agua peptonado)
¢ Inocular e incubar 35° - 37°C x 6 — 8 horas
- Vibrion cholerae
- Vibrion parahemoliticus

- Campilobacter
¢ Inocular e incubar a 28°C x 18 — 24 horas Aeromonas.

d) Caldo TSA: inocular e incubar 35° - 37°C x 18 — 24 horas todas las
enterobacterias ATCC para estudio; toda muestra que incluye investigar
gram (-).

e) Caldo TSA + ampicilina: incubar e inocular a 28°C x 18 — 24 horas
(aeromonas).

f) Caldo Muller Hynton: Inocular a partir del TSI subcultivo de colonia a

investigar incubar a 35° - 37°C x 2 — 3 horas para pruebas de sensibilidad.

T
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6.6.2.6. Pruebas Bioquimicas

a) Utilizacion de lactosa.
b) Utilizacion de glucosa
c) Produccion de gas de glucosa

d) Descarboxilacion de lisina

e) Produccion de H;S (SIM)

f)  Utilizacion del citrato

g) Produccion de ureasa

h) Prueba MR (rojo de metilo)

iy Prueba VP (Voges Proskaver)
j) Motilidad (SIM)

k) Produccién de Indol (SIM)

I) Prueba de catalasa

m) Prueba de oxidasa

n) Prueba de gelatinasa (Hidrolisis)

6.6.2.7. Procedimiento

« Identificar la colonia sospechosa que se encuentra en la placa de agar Mc
Conkey, TCBS, Agar SS, y otros.

« Esterilizar al rojo vivo el asa de siembra recta en un mechero de Bunsen.

e Enfriar el asa.

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

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

e Sembrar por puntura en el centro agar SIM, gelatina; hasta una profundidad
aproximada de 1 -5 cm.

e Incubar a 35° - 37°C de 18 — 24 horas.
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6.6.2.8. Lecturas
a) TSI Agar

Aqui se determina la capacidad de la bacteria de utilizar la lactosa, glucosa y
sacarosa, con produccion o no de gas y la produccion de H,S (acido

sulfhidrico).

Lectura

e Importante hacer la lectura entre las 18 — 24 horas para no obtener
resultados erréneos.

e La lectura se hace sobre la base de 3 caracteristicas.
a) Utilizacion de hidratos de carbono
b) Produccion de gas

c) Produccién de H,S

a) Utilizacion de hidratos de carbono

~

- Utilizacion de lactosa: Reacc. acido en el pico de flauta (color amarillo)
abreviatura (A).

- No hay>utilizaci()n ‘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.

Ojo: Cuando el microorganismo también produce H,S el precipitado negro

puede ocultar la acidez.

b) Produccion de gas de glucosa

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

- Se registra la lectura por cruces (+)

t
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c) Produccion de acido sulfhidrico
- Se manifiesta por un color negro distribuido por toda la columna del medio
de cultivo o solo en la parte superior.

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

e Resultados
Ejemplo de simbolizacion e interpretacion:
K/A - + : significa alcalinidad en la inclinacién y acidez en el fondo
(fermentacion de glucosa) gas negativo y H,S positivo.
N/N - - : significa no hay utilizacion de la lactosa y glucosa ni produccion de

gas y H,S.

¢ Recomendaciones
Si se observa que no hay cambio de color en el tubo hasta las 24 horas segun
incubando hasta las 48 horas.
Si no hay viraje de color y hay desarrollo, se trata de una bacteria no

fermentadora (Ej., Fm. Pseudomonas).

b) LIA agar
En este medio se. determina simultineamente la produccion de lisina

descarboxilasa y produccion de H,S.

Lectura:

Es importante hacer la lectura entre las 18-24 horas. Si la lectura se realiza
antes podemos 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
formacién de acido sulfhidrico el cual se evidencia por una coloracion
negra.

0JO: Generalmente las cepas del grupo Proteus y Providencia, desaminan

la lisina a acido « cetocarbonico. Este tltimo forma compuesto pardo rojizo

+

T
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en la region superficial del medio con sal de hierro y bajo la influencia del

oxigeno.

c) Utilizacién de citrato
Para determinar si un microorganismo es capaz de utilizar citrato como

Unica fuente de carbono para su metabolismo.

Procedimiento
e Incubar a 35°-37° C, 24 — 48 horas
En algunos casos es necesaria una incubacién hasta por 4 dias.

e Ver el viraje de color

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

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

d) Hidrolisis de la Urea (produccién de ureasa)
Es util para determinar la capacidad de un organismo de degradar la urea,

formando dos moléculas de amoniaco por accién de la enzima ureasa.

Procedimiento

Realizar la lectura después de 18 — 24 horas de incubacidn observando el

viraje de color.

Resultados

 Prueba Positiva: Color rojo rosado intenso en el pico de planta o todo el
agar puede haber una reaccion positiva retardada después de 24 horas
y hasta 6 dias de incubacién (algunas cepas de Klebsiella).

* Prueba negativa: No se produce cambio de color.
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e) Rojo de metilo

Permite comprobar Ia capacidad del microorganismo para producir y
mantener estables los productos terminales acidos de la fermentacion de la

glucosa determinando cualitativamente el pH del medio.

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

Asépticamente retirar 2.5 ml. de caldo a un tubo estéril. Anadir
directamente al caldo 5 gotas del reactivo rojo de metilo (indicador de pH).
Interpretar rapidamente el resultado.

Nota: No debe hacerse la lectura antes de las 48 horas para evitar

resultados erréneos.

Resultados

El desarrollo de un color rojo estable en la superficie del medio indica que
la produccién de acido es suficiente como para bajar el pH a 4.4 y es una
prueba positiva.

Un color naranja (pH 5.0 — 5.8) indica prueba negativa.

f) Voges Proskauer
Es util para determinar la capacidad de algunos microorganismos de
degradar la glucosa hasta acetil metil carbinol (acetoina) a través de un

proceso de fermentacion.

* Medios y reactivos
Medio MR VP
o naftol al 5%
KOH al 40%

Procedimientos
Incubar por 24 — 48 horas a 35° - 37° C
Transferir 1 ml. de caldo a un tubo de ensayo limpio. Ahadir con una pipeta

Pasteur 0.6 ml. de « naftol al 5% y 0.2 ml. de KOH al 40%.
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Agitar el tubo cuidadosamente (para exponerlo al oxigeno atmosférico)

dejar reposar durante 10 a 15 minutos.

Resultado
Prueba positiva: Desarrollo de un color rojo rosado en la superficie del
medio.

Prueba negativo: mantiene su color

g) Motilidad (Medido SIM o MI0 o agar movilidad)

Para determinar si um organismo es mévil o inmévil

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

Resultados

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

También puede manifestarse semejando “vellosidades a lo largo del trozo
de siembra”. ’

Negativo: Se observa un crecimiento bacteriano acentuado siguiendo el

trazo de siembra, y el medio circundante se mantiene claro.

h) Prueba de Indol
Es util para determinar la capacidad de un microorganismo de producir

indol a partir del aminoacido triptéfano.

Medios y Reactivos

Caldo de triptéfano o de peptona o caldo de tristona
Reactivo de indol de Kovacs

Procedimiento

Retirar asépticamente 2 ml. de caldo de cultivo con 24 horas de incubacién.

Agregar 5 gotas de reactivo de kovacs.
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Mover suavemente el tubo y realizar la lectura.
Evaluar el cultivo a las 24 horas; si la lectura es negativa, debera incubarse

otras 24 horas, el cultivo restante y repetir la prueba.

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

Prueba negativa: toma el color del reactivo empleado.

i) Prueba de la catalasa
Determina la presencia de la enzima catalasa. Esta enzima; descompone el

peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno.

Reactivo
Peroxido de hidrogeno 3%.

Procedimiento

Con el asa de siembra recoger el centro de una colonia pura de 18 — 24
horas y colocar sobre un portaobjetos limpio.

Agregar una gota de H,0; al 3% usando un gotero o una pipeta Pasteur.
No es necesario mezclar el cultivo con el H,0,.

Observar una inmediata efervescencia; lo que indica una prueba positiva,
de lo contrario se considera la prueba negativa.

Desechar el portaobjeto colocandolo en un desinfectante.

Nota: Al coger la colonia con el asa de siembra tener cuidado de no llevar
algo del medio del agar sangre; debido que la catalasa esta presente en los
globulos rojos, puede dar falso positivo.

No invertir los procedimientos pueden dar falso positivo.

Para enterobacterias; tomar la cepa del agar TSA en plano inclinado como

si fuera diferencial; realizar los procedimientos.

j) Prueba de la Gelatina

(Hidrolisis de la gelatina)
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Determina la capacidad de un microorganismo de producir gelatinazas

(enzimas de proteolitico) que licuen la gelatina.

Medio:
Gelatina nutritiva pH 6.8

Procedimiento

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

Utilizar un tubo con medio de gelatina sin incubar como control de la
prueba.

Incubar los cultivos en estudio y de control a 22° - 25° C por 24 — 48 horas.
Hacer la lectura.

Evaluar diariamente el cultivo durante 14 dias.

Al término de cada periodo de 24 horas colocar el control (tubo) y el de
estudio en el refrigerador o en un recipiente con hielo durante 2 horas para
determinar si se ha producido o no la digestion de la gelatina (licuefaccion).

Realizar las lecturas observando si hay crecimiento (turbidez) vy

licuefaccion.

Resultados

Positivo - medio de cultivo semiliquido
Negativo - medio de cultivo sélido

k) Prueba de Pigmentos

Después del periodo de incubacion realizar la lectura verificando la
produccion de algun pigmento en el TSA o agar Mueller Hinton.

Ejm.: Las Pseudomonas, Serratia.

t
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Lectura
Si no se observara pigmento dejar la placa incubando a temperatura

ambiente y realizar la lectura a las 48 horas.

1) Prueba de Oxidasa

Se trabaja a partir del crecimiento bacteriano en TSA o Mueller Hynton.
Humedecer un trozo de papel con el reactivo dentro de una placa petri.

Con ayuda de un mondadiente se coge la colonia y se extiende sobre el

papel filtro.

Resultado

Positivo: viraje de color hacia el azul — violeta después de 10 — 15
segundos.

Negativo: no hay viraje de color

Fecha: L J Aprobacion:
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7.0. PRUEBAS SEROLOGICAS DE IDENTIFICACION
Unidad Organica: DSMC-SAD-SLC-HVLH Codigo N°032

Seccion Microbiologia
Definicion:
Como el procedimiento que se aplica en el laboratorio para conocer
cual es el serotipo, biotipo, subserotipo, etc. de los agentes
infecciosos.
Obijetivo
Identificar serolégicamente a las bacterias que causan cuadros
infecciosos.
7.1. Condiciones Generales
a) Que la prueba bioquimica sea compatible con el germen que se
sospecha.
b) Que sea cultivo puro +; no proceder a la serologia si hay sospecha de
mezclas bacterianas.
c) La suspension bacteriana debe ser homogénea no proseguir si hay
autoaglutinacion. V
d) Conocer los serdgrupos o serotipos que cubre el suero inmune que se
usa. '
Material
° Literines de vidrio 5 x 8 cm.
° Lapiz de cera
° Asaenaro
° Asarecta
°  Solucion salina formulada SSF
° Tubode 10 x 75
Sueros polivalente anti (bacterias como Salmonella A — B — C — D,
Escherichia coli, Shiguella, para determinar grupo V. cholerae,

aeromonas, plesiomonas).
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Sueros para determinar serotipico especificos de las bacterias (E. coli,
Shiguella, Salmonella, V. cholerae, aeromonas., plesiomonas)
Palillos de plastico (mondadientes).

Bocal (con lejia al 3%)

Procedimiento

o

Preparacion de la lamina

Delinear los bordes de la lamina con el lapiz de cera.

Dividir el largo de la lamina con lineas paralelas cuya distancia entre
ellas sera de 1 cm.

Trazar una linea por el centro de la lamina, de tal forma que al cortar las
paralelas anteriormente trazadas formen rectangulos iguales.

Aproximadamente se obtendran 14.

Preparacion de la suspension bacteriana

En un tubo de 10 x 75 colocar 0.5 ml. de SSF (solucion salina
formolada) resuspender el crecimiento bacteriano recogido con el asa
del TSl o LIA.

El anterior procedimiento se puede reemplazar, haciendo la suspension
bacteriana directamente en la lamina en una gotita de SSF, colocada
con el asa en aro.

Otra alternativa es, haciendo, suspension bacteriana directamente en la
gotita del antisuero; este procedimiento se utilizara en casos de extrema
urgencia, en cuyo caso, se debera tener en cuenta que esta trabajando

con gérmenes Vivos.

Reaccion de aglutinacién

Procedimiento

Depositar con el asa en aro, una gota (0.02 ml) de suspension
bacteriana (antigeno) en un extremo del rectangulo. Quemar el asa.
Frente a la gota del antigeno colocar otra gota de igual volumen del

suero inmune (anticuerpo). Secar el asa con un papel filtro. Mezclar con
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el asa recta ambas gotas, e inmediatamente mover la lamina en vaivén
por unas 15 veces para una mezcla optima. Realizar la lectura e

informar.

7.2. Uso de los Sueros Inmunes

Seguir el siguiente esquema:

a) Escherichia coli

TSI GAS H2S LIA Indol
1. Anaerogénicos A/AOKIA - - K/IK 6 K/IA +
2. Aerogénicos KIA 6 AIA  ++ - K/A 6 KIK +
Poliv Poliv Poliv
Suero A B C
(Anticuerpo) . . .
suspension
bacteriana
(antigeno) + - - EPEC grupo A
Lestura - + EPEC grupo B
x ° = + EPEC grupo C

b) Serotipos de Escherichia coli
Repetir el procedimiento mencionado en Codigo N° y probar com los

antigenos somaticos de cada grupo:

Wolivalente Polivalente | Polivalente
A B (o]
026 086 018ac
055 0119 0114
0111 0125 0142
0128 0126 0158
B 0127
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Seguir el siguiente esquema:

a) Salmonella typhi

TSI, Gas, H,S LIA Indol
K/A - + K/IK -
o N
Polivalente D Vi \\
Suero . . B
(Anticuerpo) \
suspensiéon . . .
bacteriana &
(antigeno) + + + Lectura
b) Salmonella paratyphi A
TSI, Gas, H.S LIA Indol
K/A + - K/A -
Polivalente A
Suero R -
(Anticuerpo)
suspension . .
bacteriana
(antigeno) + &7 < Lectura
c) Otras salmonellas
TSI, Gas, H,S LIA Indol
K/A ++ 4+ K/K s
Suero Polivalente B C4 C, D € * Cualquier
) aglutinacion en
(Anticuerpo) 5 3 5 . . R B.C1,Ca, D, £y
== polivalente +
Suspension . . . . . .
bacteriana
(antigeno) + * ¥ * i * <« Lectura J
Segun el siguiente esquema:
Shiguella
t
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Los cuatro grupos sexologicos:
Shiguella dysenteriae, (A), Shiguella flexmeri, (V), Shiguella boydii (C),

Shiguella sonnei (D).

Presentan la misma bioquimica:

TSI, Gas, H,S LIA Indol
K/A - - K/A +0-
Subgrupo Subgrupo Subgrupo Subgrupo
Suero B | By, Bi. [Beu |A| Az As Cq C, |[D| Dy | D;
(Anticuerpo) o o o o o o o o ) o o o
Suspension
bacteriana . ° ° . o ° ° 0 . e o .
(antigeno)

Nota: Lectura, los grupos son BACD se nombra primero el grupo mas

frecuente; luego el subgrupo de cada serotipo.

Seguir el siguiente esquema

Vibrion cholerae .
Gas, H,S

TSI, LIA Indol
K/A - - K/IK +
Polivalente Inaba Ogawa Hikojima
Suero ) N . ) Serovar | Inaba +
(Anticuerpo) Inaba Ogawa -
Suspension Serovar | Inaba-

bacteriana (antigeno)

Ogawa | Ogawa +

¥+

Serovar | Inaba +
Hikojima

Ogawa +

V. cholerae 01

Fecha: [

Aprobacion:
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8.0. PRUEBA DE SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICO
Unidad Organica: DSMC-SAD-SLC-HVLH Codigo N° 033

Seccion Microbiologia

Definicion:

Es el procedimiento que se aplica en el laboratorio microbiologico,
cuyo método a usar es el de susceptibilidad a antibidticos por medio

de discos (Kirby — Bauer).

Objetivo:

Observar las zonas de inhibicién que producen los antibiéticos frente

a la cepa en estudio.

Materiales y Reactivos

o

o

o

Caldo TSA o CASO (repartir en tubos de 15 x 100 = 5 ml.)

Agar Mueller Hinton o TSA o Caso (repartir en placas).

Discos de sensibilidad

Pinza estéril

Asa de Kalle

Mechero Bunsen, cabina de Bioseguridad

St de Mac Farland 0.5 (10® organismos/mL)

Tabla de interprefacién INS

Pentagrama de corriparaci()n con escala Mac Farland.

Preparacién del Inéculo

Tomar con asa de Kalle platino, una porcion de cultivo puro (TSI) y
sembrar en el caldo Mueller Hinton.

Incubar la suspension por un periodo de 2 — 3 horas, obtener una
turbidez comparable al St de Mac Farland 0.5; incubar a 35°C si la
suspension esta muy concentrada diluir con suero fisiolégico.

Nota: Si no tuviera caldo TSA, caldo CASO, caldo Mueller Hinton usar
solucion salina al 0.85% y tomar 5 cepas puras y homogenizar usar el

pentagrama para visualizar si hay turbidez comparativo con escala de
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-

Mac Farland; el rayado del pentagrama no se ve e incubar 20 minutos x
35%C:

Inoculacién de las placas

Introducir un hisopo estéril en el caldo.

Elevar el hisopo sobre la superficie del caldo y rotar contra la pared del
tubo para eliminar el exceso del in6culo.

Frotar la superficie del agar con el hisopo en 3 direcciones.

Dejar secar por 5 minutos con la placa cerrada.

Colocar los discos con pinza estéril. Los discos deben estar
suficientemente separados para hacer la lectura.

Presionar suavemente los discos para asegurar su implantacion en la
superficie.

incubar a 35° C por 18 — 24 horas.

Medicion de halos

Las zonas de inhibicion se miden sobre un fondo oscuro y por la parte
posterior de la placa sin abrirla; en mm.

Después de la- medida proceder a comparar con la tabla de

interpretacion del INS.

Aprobacion:
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ANEXO N° 1

PREPARACION DE REACTIVOS PARA LIMPIEZA DE MATERIAL DE VIDRIO —
PLASTICO

e Lejia o hipoclorito de sodio al 5%: e Solucion acido cromico:

5 ml de lejia 500 ml H,O destilada
95 ml de H,0O destilada 100 grs. dicromato de K
+ Jabon liquido al 5%: 250 ml. H2S04
5 ml de dextran o twin y completar hasta 1 It. con agua

95 ml de agua caliente destilada. (vidrio en general).

o Acido clorhidrico al 5% e Solucion acido cromico:
HNO3; 20 ml QP 5 grs. dicromato de K
Agua destilada 80 ml. 100 ml. agua destilada

(Plastico en general)

e Agua regia: e Solucién acido Crémico:
HClI 1IN 3 ml 40 grs. dicromato de K

¢ HNO3; 1IN 1ml 100 ml. agua destilada

e Solucién alcoholica de NaOH o 900 ml. H2SO4
KOH: (para pipetas y tubos)

NaOH: 105 grs. o KOH: 120 grs.
980 ml. etanol al 95%
e Salde sodaal 5%
5 grs. de soda caustica
95 ml de agua corriente o hasta
llegar a 100 mL.

t
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ANEXO N° 2

MANEJO Y FUNCIONAMIENTO DE AUTOCLAVE
(Esterilizacion por vapor a presion)

Verter agua en cantidad suficiente en la olla primaria. La superficie del agua
colocada en el fondo debe quedar por debajo del entrepafo inferior del
soporte destinado a sostener los objetos a esterilizar (agua destilada).

Colocar en el interior de la olla secundaria los objetos a esterilizar (esta olla
esta sobre el soporte enrejado).

Cerrar o colocar la tapa introduciendo el apéndice dentro del canal de la olla
secundaria y coincidiendo la flecha de la tapa sobre la marca exterior de la
olla primaria.

Apretar los tornillos o clavos en cruz ajustando de a dos o pares hasta
conseguir un ajuste parejo.

Levantar el botén de encendido y rodar el botén de temperatura por encima
de LO hasta llegar a HI.

Verificar que la valvula de escape de vapor esté levantado.

Vigilar el escape del vapor por dicha valvula. En los primeros momentos
saldra discontinua y débil mas tarde se hara continua y silvante, dura 20’
(minutos).

Bajar la espita (valvula de escape de vapor).

Vigilar el termémetro y manémetro hasta alcanzar la temperatura y presion
deseada (15 a 20 Ibs.).

Mantener dicha temperatura por espacio de 15 minutos.
Luego apagar el aparato y (botén en Hl) llevar el boton a LO.
Esperar 20 minutos, luego levantar la espita

Aflojar y quitar los tornillos o clavos y abrir el aparato.

TM. JMGR/2010

Pagina 106 de 149




tL”

Hospital Victor Larco Herrera MNPB: 00.01.2010
UNIDAD ORGANICA: DSMC-SAD-SLC
SECCION MICROBIOLOGIA

ANEXO N° 3

AGUA PARA LABORATORIO CLINICO

e Elagua es el producto mas usado en el laboratorio clinico. El agua al igual que
otros productos quimicos, se requiere en diversos grados de pureza; de
acuerdo con el uso al cual se destine.

Los métodos de purificacion son:

» Destilacion: proceso que incluye color, vaporizaciéon y condensacion, pero
tiene limitaciones como su purificacion implica solo eliminacién de materias no
volatiles. Las impurezas liquidos y componentes organicos con punto de
ebullicion 100°C se evaporan y se condensan junto con el agua destilada. El
Na, K, Mg, CO, SO, se quedan en el destilador formando una capa en el
destilador que causa corrosion.

e Bidestilaciéon: se usa agua destilada + permanganato potasico (*) en un
equipo de cuarzo o estafo. El (*) oxida las sustancias organicas.

¢ Desionizacion: El agua destilada se pasa a través de una columna portadora
de lecho de resina intercambiadora de iones.

e Ultrafiltracion: consiste en osmosis inversa, 1 U. de carbon vegetal, 2U.
intercambio idnico, 1 U. filtracion para eliminar particulas > de 0.22 um. Y una
bomba de recirculacion.

Osmosis inversa: el agua pasa a través de una membrana semipermeable que
atrapa material organico e inorganico, deja pasar 10% de impurezas.

GRADOS REACTIVOS DE AGUA

Grado Tipo I: de alta pureza; pasa por todos los métodos de purificaciéon. Se usa
para E. de abs. Atémica, fotometria, preparacion de estandares, gases
sanguineos, solucién amortiguadora, R. de liofilizados.

Grado tipo Il: pasa por los métodos de purificacion: destilacion, bidestilacion y
desionizacion. Se usa en la mayoria de examenes de quimica clinica (Bioquimica)
hematologia, serologia, microbiologia e inmunologia.

Grado tipo lll: pasa por destilacion y se usa para procedimientos histolégicos,

analisis de orina y parasitologia. La mayoria de procesos cualitativos y lavado de
cristaleria.
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ANEXO N° 4

CUADRO DE RIESGO DE INFECCION DE DIVERSOS PROCEDIMIENTOS EM
LA SECCION DE MICROBIOLOGIA, REVELADOS POR TECNICAS DE
MUESTREO DE AIRE

N° promedio de
microorganismos
recuperados del
aire 1 pie*/minuto

Riesgo de infeccion

e Diseminacion de placa de agar con inoculo de

colonia en agar. 0.1
e Agitacién de asa de cultivo en tubo de ensayo 0.5

Insercion de asa caliente en cultivo de caldo en 0.1

tubo de ensayo frasco de 250 ml. 8.7
* Insercion de asa fria en cultivo de caldo en frasco

de 250 ml. 0.8
o Pipeteo de 30 ml. de cultivo (1 x 10° células /mL) en

tubo de centrifuga de 50 ml. 1.2
e Gota de cultivo que cae 30 cm. sobre acero

inoxidable 49.0

Madera pintada 43.0

Toalla de mano seca 28.0

Toalla de mano humedecida con fenol 5% 4.0

Cazuelita con fenol 5% : 0.1

e Ruptura de tubo durante centrifugacion agrietado
pero sin salir de la cubeta (10 pies® muestra de

aire) . 4.0
e Deshecho con el cultivo derramado en la c{amara

de bioseguridad (10 pies® muestra de aire). 183.0
e Remocion de un tapon de algodon después de

centrifugar (muestra de aire de 2 pies3) 2.3
e Remocion de 30 mL de sobrenadante decantar 1

tubo en frasco. 17.6

Aspiracion de 30 ml. de sobrenadante de c/u de 10

tubos 3.0

e Agregar 30 ml. de solucién salina a 1 tubo de
células empacadas centrifugadas y volver a
suspender mezclando con aspiracion y soplado

alternado con pipeta. 4.5
e Estallido de pelicula en asa de inoculacion 0.2
e Colocar inoculo para recuento de placa en cajita de

petri con pipeta y soplar la ultima gota. - 3.8

* Adaptado de Reitman y Philipos y Reitman y Wedum.

—t
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ANEXO N° 5

TOMA DE MUESTRAS

Método determinado para la toma de muestra de sangre venosa

Método para obtener : muestra de orina de catéter

mediante puncion.
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ANEXO N° 6

MANEJO DE CABINA DE SEGURIDAD CLASE Il

Primero limpieza del exterior de la cabina con gasa embebida de alcohol
70°G.

Levantar la pantalla y limpiar el interior (mesa) de trabajo.
Bajar la pantalla por completo verificar la mira digital dice FAN OFF

Levantar la pantalla hasta la marca de color negro (se observa en la parte
frontal derecha del marco de pantalla) FAN UP (se enciende la luz de cabina)

Presionar el botén del lado izquierdo de la mira digital.

Inmediatamente se enciende el equipo y se apaga la luz interna, verificar
mira digital (dice warming up), calentamiento de cabina, esperar 3 minutos.

Alli habra una extracciéon de aire interno, se filtrara por medio de los filtros
HEPA y terminado este evento la mira digital dirda SAFE AIR (aire estéril).

Verificar el aire estéril I: d: ts
Listo para comenzar a trabajar (queda encendido la luz interna de la cabina).
Luego de terminar los procedimientos repetir paso 1y 2.

Bajar la pantalla y presionar la tecla UV durante 30’ se esterilizara la mesa
de trabajo.

Luego presionar la misma tecla (la mira digital dice PRESS ANY KEY)
Queda en UV MODE (mira digital).
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ANEXO N° 7

MANEJO DE BALANZA ANALITICA

Quitar el cobertor del equipo.

Verificar que el transformador esté conectado al punto de enchufe conexion).
Usar un punto multiple redondo, luego enchufe

Encender el equipo apretando la tecla ON

Aparecera en ventana o pantalla digital la palabra BOSCH y cédigo de
barras.

Luego el peso de 600 grs.
Luego el equipo se tarara solo y la pantalla mostrara 0,00.
Presionar la tecla TARE y saldra 0,00

Luego presionar la tecla MODE y aparecera la palabra CAL — CLARE y
marcar CAL

Presionar la tecla YES, e inmediatamente hara un conteo (1, 2, 3 ...) y luego
pedira la pesa 100 grs. (Weight 100 grs.).

colocar la pesa sobre el plato e inmediatamente habra un conteo hasta llegar
a 100 grs. (100.0)

Verificar si.es 100.0 )
Si no fuera asi volver a presionar la tecla MODE y repetir los pasos 9 al 12.
Luego presionar TARE

Listo para empezar a pesar los medios usando papel cebolla o de
mantequilla sobre el plato.

Verificar el peso del papel cebolla o de mantequilla
Adiciona al peso del material que va a pesar
retirar el material pesado

Apagar el equipo (apretar botén OFF)

Limpiar el plato y alrededor de él.

Cubrir el equipo con cobertor

Desconectar del toma corriente.
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ANEXO N° 8

PRUEBAS BIOQUIMICAS: RECOMENDACIONES

PRUEBA DE CATALASA

Reactivo
Peréxido de hidrogeno 3%

Recomendaciones

e Conservar el frasco de peroxido en frasco color caramelo y evitar exponerlo
innecesariamente a la luz. De preferencia mantenerlo refrigerado.

e Periddicamente el peroxido de hidrogeno debe ser controlado con cultivos
positivos y negativos conocidos, antes de su uso.

PRUEBA DE COAGULASA
Reactivo. Plasma de conejo deshidratado

Recomendaciones

e Guardar las ampollas, bien cerradas y refrigeradas para mantener su
estabilidad. Es recomendable no conservar el plasma reconstituido pasado el
dia de su uso, pero cuando sea necesario es preferible congelarlo (-20°C)

durante algunos dias pero siempre se tienen que hacer pruebas de control de
calidad antes de su empleo.

PRUEBA DE OXIDASA

Reactivos
N,N,N,N, tetrametil-p fenilenediamina, o
N,N, dimetil-p fenilenediamina Solucion acuosa al 1%

Recomendacines
El reactivo puede crear sensibilidad en la piel e inclusive ser carcinogénico.
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ANEXO N° 9

ASAS DE SIEMBRA RECOMENDADAS PARA CADA METODO DE
MUESTRAS DE ORINA

Aa3s 95 3 ambra racomendadas cara cads métod s 38 rusatras de oning

Asa recoemandada
Fuente ! METODD S 001 mi (¢ 2.0 ML
Clors 1eaiz X
C %
Asgienz on sucr3pakics X

(" Unz colora= 1000 L=CimL

Método para introducir el asa calibrada en la muestra de orina asegurar que se retire
la cantidad apropiada.

Y -

§

;"\f ) | /) \QL/'/

sin flamear el asa estriar atravesando la linea del inoculo en el sentido de las flechas
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ANEXO N° 10

SIEMBRAS POR DISPERSION AGOTAMIENTO

t
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ANEXO N° 11

) COLORACION Y MEDIOS DE CULTIVO
« METODO DE COLORACION DE GRAM

FIJACION DE LA MUESTRA:
Los frotis pueden ser fijados al calor o con metanol.

Al calor

- Dejar secar el frotis en una superficie plana.

- Una vez seco pasarlo dos o tres veces por la llama del mechero. No
sobrecalentar.

- Dejar enfriar la lamina antes de colorear.

Metanol

La fijacion 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.

PREPARACION DE COLORANTES
COLORACION GRAM DE HUCKER

Cristal violeta

e Cristal violeta: solucion stock
- Cristal violeta (90 a 85% contenido del colorante) 40049
- Etanol 95% . 400 mL
Disolver y mezclar
Almacenar en un frasco oscuro
Rotular con fecha de un ano de expiracion
Almacenar a temperatura ambiente.

e Solucion de oxalato de amonio (1%)
- Oxalato de amonio (grado reactivo) 16.0g
- Agua destilada 1600 mL
Disolver y mezclar en un frasco oscuro
Rotular con fecha de un afio de expiracion
Almacenar a temperatura ambiente

e Cristal violeta: Solucién de trabajo
Solucion Stock de cristal violeta 40 mL
Solucion de oxalato de amonio (1%) 160 mL

t
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ERARTRE

Fijar el material al portaobjeto de modo que no sea arrastrado durante el
proceso de tincion, pasando rapidamente el portaobjeto 3 6 4 veces por la
llama del mechero o con metanol y dejar secar.

Colocar el preparado sobre un soporte de tincion y cubrir la superficie con
solucion de cristal violeta.

Colorear un minuto y lavar con agua de cano.

Cubrir la lamina con lugol de Gram durante un minuto. Lavar nuevamente
con agua.

Sostener el portaobjeto entre el pulgar y el indice y banar la superficie con
unas gotas de alcohol acetona hasta no arrastrar mas colorante violeta.
Generalmente requiere de unos diez segundos 0 menos.

Lavar con agua de cafo y colocar nuevamente el portaobjeto sobre el
soporte.

Cubrir la superficie con safranina durante un minuto. Lavar con agua de
cano.

Dejar secar la lamina.

Examinar la lamina coloreada al microscopio con objetivo 100X de
inmersion (aceite).

COLORACION GRAM — MODIFICACION DE KOPELOFF

Cristal violeta alcalino

()

(2)

Soluciéon A
Cristal violeta 10049
Agua destilada | 1000 mL

Disolver el colorante en el agua destilada.

Almacenar en un frasco color ambar. Rotular con fecha de un afio de
expiracion.

Almacenar a temperatura ambiente.

Solucién B: Bicarbonato de sodio
Bicarbonato de sodio 50.0¢9

Agua destilada 1000 mL

Disolver el bicarbonato en el agua. Rotular con fecha de un ano de
expiracion.

Almacenar a temperatura ambiente.

Solucién de Lugol

Hidroxido de sodio

Agua destilada

Cristales de yodo

Yoduro de potasio

Agua destilada

Disolver el hidroxido de sodio en 25 ml de agua destilada en un frasco oscuro.
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Agregar el yodo, yoduro de potasio y disolverlos bien.

Gradualmente agregar 975 ml de agua destilada, mezclando bien después de
cada adicion.

Precaucion:

El yodo y yoduro de potasio son corrosivos. Evitar la inhalacion, ingestién o
contacto con la piel.

Decolorante

Etanol 95% 700 mL

Acetona 300 mL

Combinar y mezclar en un frasco color ambar. Rotular con fecha de un ano de
expiracion.

Almacenar a temperatura ambiente.

Precaucion:
El etanol y la acetona son inflamables.

Colorante de Contraste. Safranina

Safranina O, certificada 20.0 gr.
Etanol 95% 100 mL
Agua destilada 1000 mL

En un frasco de un litro agregar solo suficiente etanol para disolver la safranina
(aproximadamente 50 mL). Agregar agua destilada a la solucién de safranina.
Rotular con fecha de un afo de expiracion.

Almacenar a temperatura ambiente.

Procedimiento de la coloracion:

- Cubrir el frotis con la solucion A. Agregar aproximadamente 5 gotas de la
solucion B.

- Colorear 2 — 3 minutos cuidando que no se seque.

- Enjuagar completamente con la solucion de lugol y descartar.

- Agregar mas solucién de lugol para que cubra la lamina y dejarlo por 2
minutos.

- Manteniendo la lamina en posicion inclinada agregar el decolorante y enjuagar
inmediatamente.

- Colorear con safranina al menos 30 segundos.

- Enjuagar con abundante agua de cano.

- Dejar secar.
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COLORACION DE ZIEHL NEELSEN

Las bacterias se tifien con carbolfucsina y resisten decolorantes potentes como el
alcohol acido, se denominan alcohol &cido resistentes, mientras otras se
decoloran y se tifien posteriormente con el colorante de contraste azul de

metileno.

Reactivos
a) Carbolfucsina: Fucsina basica pulverizada 5 grs.
Fenol: 25 grs.
Alcohol etilico 35%; 50 ml.
Agua destilada, 500 ml.
Disolver la fucsina en el alcohol y afadir el fenol previamente disuelto, todo

em baro de agua hirviendo, finalmente agregar el agua destilada.

b) Alcohol acido: Alcohol etilico 95%: 97 ml.

Acido clorhidrico concentrado, 3 ml.

c) Azul de metileno: Azul de metileno; 3 grs.
Agua destilada; 100 ml.

Procedimiento para la coloracion

a) Fijar por calor la muestra extendida en la lamina.

b) Aplicar la carbolfucsina cubriendo toda la extension. Por debajo de la lamina
colocar un mechero de alcohol y calentar, de modo que se observe la
presencia de vapores en tres oportunidades (no producir ebullicion). Dejar 5
minutos con el colorante.

¢) Lavar con agua y decolorar la lamina con alcohol acido hasta que no se
observen restos de color rojo (1 a 2 minutos).

d) Lavar con aguay colorear con azul de metileno por 1 minuto.

e) Lavar con agua, dejar secar y observar con objetivo de inmersion.
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COLORACION DE AZUL DE METILENO

Para observar morfologia de las bacterias, gonococo bacilo diftérico, LCR.

Reactivos
Azul de metileno 3.0 gr.
Agua destilada 1000 mL

Procedimiento
Fijar la lamina por el calor
Anadir el colorante y dejar por 1 — 3 minutos

Lavar con agua y observar con aceite de cedro

Resultados

Las bacterias se tifien de azul.

COLORACION DE CAPSULAS
Reactivos

a) Colorante de eosina

Eosina soluble en agua 1agr.
Suero humano : 25 ml.
Agua destilada : 100 ml.

Tinol 1 cristal
Dejar la mezcla en reposo 3 dias

Centrifugar y obtener el sobrenadante

b) Carbolfucsina de Ziehl Neelsen diluida 1:5 con H,O destilada.

Procedimiento
¢ Sobre el extremo de una lamina colocar uma gota de carbolfucsina diluida com
uma gota de caldo de cultivo de la bacteria a investigar y dejar en reposo 30
segundos.

Anadir una gota del colorante de eosina y dejar 1 minuto.
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Con la ayuda de otra lamina hacer un frotis como para Hmg (hemograma) y

dejar. Observar con aceite de cedro.

Resultado
Las bacterias y el fondo de la lamina se tifien de color rojo, las capsulas se

observan como halos claros alrededor de las bacterias.

MEDIOS: PREPARACION Y RECOMENDACIONES

AGAR CITRATO DE SIMMONS

e Preparar de acuerdo a las indicaciones del fabricante.

e Calentar suavemente hasta su disolucion.

e Colocar aproximadamente 4 a 5 mL en cada tubo.

« Autoclavar a 121°C, 15 libras / pulg? por 15 minutos.

e Dejar que el medio solidifique en posicion inclinada, con poca profundidad en
pico de flauta.

e Refrigerar para su conservacion (4 — 10°C).

AGAR KLIGLER Y AGAR HIERRO TRIPLE AZUCAR

e Preparar ambos medios de acuerdo a las indicaciones del fabricante.

« Distribuir aproximadamente 5 mL en tubos de 13 x 100 preferentemente.
e Autoclavar a 121°C, 15 libras / pulg2 por 15 minutos.

e Enfriar en posicion inclinada (pico de flauta) con una capa basal profunda.

AGAR LISINA HIERRO

e Preparar de acuerdo a las indicaciones del fabricante.

e Autoclavar a 121°C, 15 libras / pulg? por 15 minutos.

e Distribuir aproximadamente 5 mL en tubos de 13 x 100. Dejar enfriar en
posicion inclinada, para producir una columna de aproximadamente 3 cm. de
altura y sobre ella, una superficie inclinada de por lo menos la misma longitud.

AGAR UREA DE CHRISTENSEN: Produccion de ureasa
e Medio: Agar urea de Christensen
Preparar de acuerdo a las mdtcacmnes del fabricante.
- Autoclavar a 121°C, 15 libras / pulg por 15 minutos. Enfriar hasta 50°C.
- Asépticamente agregar al agar 100 mL de urea estéril.
- Distribuir el medio asépticamente en tubos estériles, aproximadamente 4
mL por tubo.
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- Solidificar en posicién inclinada formando un pico de flauta largo, con la
capa profunda reducida.
- Conservar en refrigeracion (4 — 10°C).

¢ Urea:
- Pesar 20 g en 100 mL de agua destilada o desmineralizada.
- No calentar la solucién. Esterilizar por filtraciéon (utilizar filtro de membrana
Millipore, diametro del poro 0.45 pm).
- De no contar con los filtros se puede eserilizar la urea por tindalizacion.

CALDO DESCARBOXILASAS: Caldo descarboxilasa de Moeller

e Preparar el medio de acuerdo a las instrucciones del fabricante

e Para determinar la actividad descarboxilasa de un determinado aminoacido, se
agrega al caldo base en concentracion de 1% (L (+) lisina, o L(+) ornitina, o L
(+) arginina).

e Generalmente no es necesario ajustar el pH cuando se emplea L arginina o L
lisina, pero con la L ornitina hay que hacer el ajuste antes de la esterilizacion.
El pH final debe ser de 6.8 + 0.2.

e Repartir en tubos de 4 mL a 5 mL en tubos de tapa rosca y autoclavar.

e Conservar refrigerado (4 — 10°C).

CALDO MR VP

Prueba de rojo de metilo

Reactivos :

e Indicador de pH rojo de metilo:
Rojo de metilo 01g
Alcohol etilico 95° : 300 mL
Agua destilada 200 mL

Disolver el rojo de metilo en el alcohol
Agregar el agua destilada a la mezcla anterior
Guardar el reactivo refrigerado

e Medio MR VP
Preparar el medio de acuerdo a las indicaciones del fabricante.
Calentar suavemente hasta su disolucion
Distribuir aproximadamente 5 mL en tubos (13 x 100 de preferencia)
Autoclavar a 12°C, 15 libras/pulg?, 15 minutos
Conservar refrigerado 4 a 10°C.

Recomendaciones
La peptona del medio puede afectar los resultados de la prueba, por eso es
importante realizar el control de calidad utilizando las cepas de control.
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Prueba de Voges — Proskauer

Medios y reactivos

- Medio MR VP
Preparar el medio de acuerdo a las indicaciones del fabricante.
Distribuir aproximadamente 5 mL en tubos (13 x 100 de preferencia)
Autoclavar a 121°C, 15 libras/pulg®, 15 minutos
Conservar refrigerado 4°C a 10°C.

-« naftol al 5%

- KOH al 40%

MEDIO DE GELATINA NUTRITIVA: Prueba de licuefaccion de la gelatina

e Preparar siguiendo las indicaciones del fabricante

Distribuir aproximadamente de 4 mL a 5 mL por tubo.

Autoclavar a 121°C, 15 libras / pulg?, 15 minutos.

Enfriar en posicion vertical, ajustar las tapas y refrigerar a 4 — 10°C.

Conservar los tubos con gelatina refrigerados hasta el momento de su
inoculacion.

PRUEBA DE INDOL

Medios y reactivos:

e Caldo de triptéfano o de peptona o caldo de tristona.
o Preparar de acuerdo a las indicaciones del fabricante.
o Distribuir en tubos, aproximadamente 4 mL por tubo.
o Autoclavar a 121°C, 15 libras / pulg?, 15 minutos.
o Conservar refrigerado.

e Reactivo de indol de Kovacs
o Alcohol amilico o isoamilico(puede sustituirse por alcohol butilico) 150mL
o P-dimetilamino-benzaldehido 10g
o HCl concentrado 50mL

Procedimiento

e Disolver el aldehido en el alcohol.

e Agregar el acido lentamente a la mezcla aldehido — alcohol.

e Guardar en frascos oscuros y en refrigeracion.

e Si el cultivo de 24 horas es negativo, deberd incubarse otras 24 horas y
repetirse la prueba.

« Antes del empleo de los reactivos, deben ser controlados con cultivos positivos
y negativos conocidos, por ejemplo Escherichia coli y Klebsiella.

« Conservar refrigerados los reactivos y hacer un control de calidad semanal.

Recomendaciones

El reactivo de Kovacs debe mantenerse refrigerado a 4° - 10°C en un frasco
ambar con tapa de vidrio. Si se deja a temperatura ambiente durante un tiempo,
cambiara de color y se hara menos sensible.
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PRUEBA DE MOTILIDAD

Medio

Se emplea medios semisolidos que se obtienen comercialmente (Agar movilidad,
SIM, MIO).

Procedimiento

e Preparar el medio de acuerdo a las indicaciones del fabricante.

e Autoclavar a 121°C, 15 libras / pulg?, 15 minutos.

e Distribuir aproximadamente 5 mL por tubo. Solidificar el medio en
posicionvertical y conservar refrigerado (4°C — 10°C).

PRUEBA DE REDUCCION DE NITRATO
Medios y Reactivos

e Caldo Nitrato
- Preparar de acuerdo a las instrucciones del fabricante
- Repartir 1 mL por tubo.
- Autoclavar a 121°C, 15 libras / pulg?, 15 minutos.
- Conservar los medios refrigerados a 4°C — 10°C.

e Reactivo A:

- «a-naftilamina 50g
- Dimetil-a naftilamina - 6 .0g
- Acido acético (5N), 30% 1000 mL

Procedimiento

- Disolver cualquiera de las sustancias en menos de 1000 mL de acido
acético 5N por medio de un suave calentamiento.

- Pasar la solucién a un frasco volumétrico de 1 litro y completar a 1000 mL
con el acido acético 5N.

- Filtrar la solucion.

