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. OBJETIVO

‘Establecer los procedimientos de las técnicas de analisis y evaluaciones de los
_ distintos procesos de la etapa analitica y post analitica de los exdmenes realizados en
‘el"area de Microbiologia del laboratorio clinico.

2.

CAMPO DE APLICACION

Laboratorio clinico

3. REFERENCIA

e Introduccién a la microbiologia, GerardJ. Tortora, Berdell R. Funke, Christine L.
Case. Ed. Médica Panamericana, 2007

e Microbiologia clinica, Guillem Prats. Ed. Médica Panamericana, 2006

e Microbiologia, Roger Y. Stanier. Julio R. Villanueva

e Diagnostico Microbiologico; Elmer W. Koneman, Stephen Allen. Ed. Médica
Panamericana, 2008

4, TECNICA DE EJECUCION DE LOS EXAMENES

COPROCULTIVO

Fundamento

Deteccion de bacterias entero patogenas como Salmonella spp, Shigella sp, Yersinia
sp, Vibrio sp. @ Escherichia coli 0:157 en muestra fecal (deposicién) de pacientes con
trastorno digestivo.

Procedimiento

Ingresar la muestra al sistema informatico del laboratorio

Asignar un nimero interno de identificacion

Rotular las placas a sembrar con el nimero de identificacion (ver Anexo 3)
Bajo la llama del mechero, abrir el tubo que contiene la térula con la muestra
Frotar un sector de la placa de agar, transfiriendo de este modo la muestra
Flamear el asa de siembra, enfriar y proceder a estriar el inéculo inicial

Por el método de agotamiento, obtener la mayor cantidad de colonias aisladas
Incubar las placas sembradas, en estufa de cultivo por 24-48 hrs. a 37°C

Tras la incubacion verificar el desarrollo de entero patdgenos de interés
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1. OBIJETIVO

Establecer los procedimientos de las técnicas de analisis y evaluaciones de los
distintos procesos de la etapa analitica y post analitica de los examenes realizados en
el area de Microbiologia del laboratorio clinico.

2. CAMPO DE APLICACION
Laboratorio clinico
3. REFERENCIA

e Introduccién a la microbiologia, Gerard J. Tortora, Berdell 'R, Funke, Christine L,
Case. Ed. Médica Panamericana, 2007

s Microbiologia clinica, Guillem Prats. Ed. Médica Panamericana, 2006

e Microbiologia, Roger Y. Stanier. Julio R. Villanueva

e Diagnostico Microbiologico, Elmer W. Koneman; Stephen Allen. Ed. Médica
Panamericana, 2008

4. TECNICA DE EJECUCION DE LOS EXAMENES
COPROCULTIVO

Fundamento

Deteccidn de bacterias entero patdgenas como Salmonella spp, Shigella sp, Yersinia
sp, Vibrio sp. o Escherichia cali 0:157 en muestra fecal (deposicion) de pacientes con
trastorno digestivo.

Procedimiento

e |ngresar la muestra al sistema informatico del laboratorio

e Asignar un nimero interno de identificacién

e Rotular las placas a sembrar con el ndmero de identificacién {(ver Anexo 3)

» Bajo lallama del mechero, abrir el tubo que contiene la tdérula con la muestra
Frotar un sector de la placa de agar, transfiriendo de este modo la muestra
Flamear el asa de siembra, enfriar y proceder a estriar el inéculo inicial

Por el método de agotamiento, obtener la mayor cantidad de colonias aisladas
Incubar las placas sembradas, en estufa de cultivo por 24-48 hrs. a 37°C

Tras la incubacién verificar el desarrollo de entero patégenos de interés

e Incubar a T° ambiente por 24-48 hrs. mas, |a placa de agar Mc Conkey negativa
e QObservar desarrollo o aparicién de colonias pequenas, sospechosas de Yersinia sp.
e Al término de este periodo observar el desarrollo de colonias




: ) MANUAL DE PROCEDIMIENTOS Y
; f%l OMELEIO LHOSPLTALARIY EVALUACION SISTEMATICA DE LOS

SSANJOSEDEMAITO | proCESOS DE LA ETAPA ANALITICA Y

AT e
g '
Va1
~“}

gy prgil
Rk

UNIDAD DE CALIDAD Y

e

POST ANALITICA DE MICROBIOLOGIA SEGURIDAD DEL PACIENTE

Resultado Negativo
De no observar desarrollo de colonias sospechosas informar “No hubo desarrollo de
Salmonella sp., Shigella sp., Yersinia sp. ni Vibrio sp.”

Resultado Positivo

La identificacion de las colonias sospechosas como Lactosa negativo en agar Mc
Conkey (y/o SS) o Xilosa negativo en agar XLD, se realiza sembrando bateria
bioquimica o identificacion automatizada VITEK 2C, complementando con test.de
aglutinacién para confirmar en caso de sospecha de Salmonella o Shigella.

En aquellas muestras en que se identifique Escherichia coli sugerente de 0:157
(Sorbitol negativo), si es posible, realizar serologia o bien derivar para su
identificacion a nivel de especie, refiriendo en el informe final estos antecedentes y
realizar estudio de sensibilidad por difusion en disco en agar Maller Hinton.

TINCION DE CRISTAL-VIOLETA/BICARBONATO
Busqueda de bacilos curvos sugerentes de Campylobacter.

Procedimiento

e Ingresar la muestra al sistema informatico del laboratorio

e Asignar un.-numero interno de identificacion

e Con torulaestéril realizar extendido de la muestra en un portaobjetos

e Dejar secar a temperatura ambiente

e Dejar portaobjetos con la muestra sobre rejilla para la tincion

e Cubrir con igual volumen de cristal violeta y bicarbonato al 1% durante 1°
s Dejar secar a temperatura ambiente

e Observar 50 campos microscépicos con objetivo de inmersion

e Buscar bacilos sugerentes de Campylobacter
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Resultados Negativos
Las muestras negativas se deben informar como “No se observan formas sugerentes
de Campylobacter”

Resultados Positivos
Las muestras positivas se deben informaran como: “Se observaron bacilos €urvos
sugerentes de Campylobacter”

HISOPADO RECTAL
Determinar la portacion de Enterococcus Resistente a Vancomicina (VRE).

Procedimiento

e [ngresar la muestra al sistema informatico del laboratario

e Asignar un nUmero interno de identificacion

e Rotular las placas a sembrar con el nimero de identificacion (ver Anexo 3)
Bajo la llama del mechero, abrir el tubo que contieneda.torula con la muestra
Frotar un sector de la placa de agar, transfiriendo de este modo la muestra
Flamear el asa de siembra, enfriar y proceder a estriar el inéculo inicial

Por el método de agotamiento, obtener la mayor cantidad de colonias aisladas
Incubar las placas sembradas, en estufa de cultivo por 24-48 hrs. a 37°C
Verificar el desarrollo enterococos resistentes a vancomicina

Resultados Negativos

En presencia de las bacterias del genero Enterococcus distintas de Enterococcus
faecalis o Enterococcus faecium, informar resultado como “No hubo desarrollo de
Enterococcus Resistente a Vancomicina”.

Resultados Positivos

En aquellas muestras, que tras la incubacién inicial presentaron desarrollo de
colonias sospechosas de color verde (Enterococcus faecalis) o color violeta
{Enterococcus faecium), realizar identificacién de cepas por método VITEK 2C 0 en su
defecto identificacion Bioguimica y realizar sensibilidad por método Vitek 2C o
Antibiograma maés E-test para Vancomicina y Teicoplanina. Informar cepas sdlo
Resistentes a Vancomicina como VRE vanB y cepas Resistentes a Teicoplanina y
Vancomicina como VRE vanA.
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CULTIVO SECRECION DE HERIDA, LiQUIDOS ESTERILES Y TEJIDOS
Determinar el microorganismo causante de infeccion de heridas.

Procedimiento

e Ingresar la muestra al sistema informatico del laboratorio

e Asignar un nimero interno de identificacion

e Rotular las placas y caldo (cuando corresponda) con el nimero de identificacion
e Sembrar las placas y caldo (ver Anexo 3)

e Bajo la llama del mechero, abrir el tubo que contiene la térula con la muestra
e Frotar un cuadrante de la placa de agar, transfiriendo la muestra

e Introducir la térula en el caldo hasta el fondo del tubo

e Hacer pequefas rotaciones presionando la térula contra la pared del tubo

e Realizar un extendido en un portaobhjetos de vidrio para la tincién de'Gram

e En caso de liquidos estériles, traspasar a tubo plastico estéril.de 15 ml

e Centrifugar a 2500 rpm x 5 minutos

e Adicionar 2 gotas de sedimento por placay 1 al caldo

o Realizar frotis de muestra para tincién de'Gram

e En caso de tejidos blandos, macerar en mortero estéril con caldo tioglicolato

® Inocular 2 gotas del macerado con pipeta Pasteur estéril a cada medio

e Flamear el asa de siembra, enfriar y proceder a estriar el inéculo inicial

e Por el método de agotamiento, cbtener la mayor cantidad de colonias aisladas
e Incubar las placas sembradas, en estufa de cultivo por 24-48 hrs. a 37°C

e \erificar el desarrollo. microorganismos

En aquellas muestras, que tras la incubacién inicial presentaron desarrollo de
colonias, descartando los microorganismos correspondientes a flora habitual
correspondiente a la zona anatdmica estudiada realizar pruebas de identificacion
(Anexo N°4).
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HEMOCULTIVO
Determinar el microorganismo causante de Bacteremia por el método
semiautomatizado BactAlert.

Procedimiento

e |ngresar la muestra al sistema informatico del laboratorio

e Asignar un nimero interno de identificacién

e Pegar en libro de hemocultivos etiqueta de cddigo de barra de laboratario
e Asociar a la etiqueta los codigos de barras de los frascos

Ingresar los frascos de hemocultivo al equipo BactAlert

Desde la pantalla de inicio del equipo presionar icono de botélla azul
Pistolear codigo de barra del frasco

Pistolear cédigo de barra interno de laboratorio

Abrir puerta del equipo

Observar posiciones disponibles (luz amarilla enlado superiorizquierdo)
Ingresar el frasco al equipo

Repetir los 6 pasos anteriores para ingresar.el nuevo frasco

Una vez ingresados los frascos, selecciohar el icono devisto bueno blanco
En la pantalla principal aparece la cantidad de frascos cargados

Resultados Negativos

Tras el periodo de incubacién estandarizado en 5 dias donde el equipo no informa
presencia de bacterias se debe informar como “Negativo” y en la observacion
colocar la glosa “periode de 5 dias de incubacion”

Resultados Positivos

La siembra del frasco positivo, se realiza en agar cromogénico/agar sangre rotulando
las placas con el numero de identificacion, incubando en estufa de cultivo a 37°C. En
caso de observarse cocaceas Gram positivas en diplo o cadenas debe incubarse en
atmaosfera con 5% CO2 vy si se observan cocobacilos Gram negativo o diplococos
Gram negativo anadir placa de agar chocolate e incubar también en atmdsfera con
5% CO2.

Las colonias obtenidas, son analizadas por tincion de Gram, de acuerdo al cual, se
realiza bateria de identificacién o pruebas complementarias mas antibiograma. El
resultado final, se informara a las 24-72 hrs. desde la obtencidon del cultivo primario.

.
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CULTIVO DE SECRECION DEL APARATO RESPIRATORIO INFERIOR
Identificar aquellos microorganismos causantes de infeccidn respiratoria baja.

Procedimiento

e Ingresar la muestra al sistema informatico del laboratorio

e Asignar un numero interno de identificacion

e Realizar un extendido en un portaobjeto y tefiirlo con tincién Gram

e Evaluar la calidad de la muestra y observar morfotipos de importancia

e Trabajar una muestra es en base a la presencia de células descamativas

e Rotular las placas a sembrar con el numero de identificacion {veranexo N°3)
e Bajo la llama del mechero, abrir el pomo que contiene la secrecion

e Cargar el asa con muestra y frotar un sector de |a placa de agar

e Por el método de agotamiento, obtener la mayor cantidad de colonias aisladas
e |ncubar las placas sembradas, en atmdsfera con 5% CO2 (jarra con vela)

e Incubar la jarra en estufa de cultivo por 24-48 hrs. a 37°C

o Verifica el desarrollo de colonias

e Realizar tincién de Gram a todos los morfotipos desarrollados

e Realizar pruebas bioguimicas o complementarias para la identificacion

® Realizar susceptibilidad del microorganismo aislado

Resultado Negativo
Informar cémo No Hubo desarrollo bacteriano

Resultado Positivo
Informar identificacién; susceptibilidad y recuento cuando corresponda

BACILOSCOPIA Y CULTIVO DE KOCH

Determinar..la presencia de Bacilos Acido Alcohol Resistentes (BAAR)
correspondientes wa Mycobacterium tuberculosis en muestras de desgarro
(expectoracién) mediante |a tincién de Ziehl- Neelsen y cultivo de Koch.

Pracedimiento preparacion de Baciloscopias

e Ingresar la muestra al sistema informatico del laboratorio

e Asignar un nimero interno de identificacién

e Preparar el gabinete con el material necesario

e Utilizar elementos de proteccion personal

e Abrir la bolsa pldstica, revisar que la muestra no este derramada ni contaminada
e Rotular dos portaobjetos con nimero de identificacion correspondiente

e Seleccionar la porcion de muestra mas representativa

e Con una pipeta Pasteur depositarla sobre un extremo del portaobjeto

e Con el otro portacbjeto presionar la muestra extendiéndola por toda la superficie
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e Cuidar que este extendido no quede muy delgada ni gruesa
e Dejar secar en gabinete
e Eliminar material utilizado en |a bolsa correspondiente

Procedimiento Tincion de Ziehl-Neelsen

e Posicionar las laminas en rejilla para tincion de los extendidos

e Cubrir con fuscina filtrada todo el extendido

e Calentar hasta la emision de vapores tres veces durante 5 minutos

e |avar con agua cuidadosamente

e Cubrir el extendido con decolorante y dejarlo actuar por 3 minutes

e lLavar con agua cuidadosamente

e Cubrir el extendido con azul de metileno y dejar actuar por 1 minuto
e Llavar con agua cuidadosamente

e Dejar secar al aire

e
e
¢

Procedimiento tratamiento de la muestra (Método de Petroff modificado)

e Trasvasijar la muestra (2 mlaprox.) a un tubo cénico

e Poner la misma cantidad de muestra con NaOH 3.5% en relacién 1:1
e Agitar en vortex por 5 minutos

e Colocar la muestra en estufa a 37°C por 20 minutos

Sacar y volver a agitar enérgicamente por 5 minutos

Neutralizar la muestra agregando H.S0, al 7% tornasolado

Agregar gota a gota agitando en vortex

Observar viraje a una coloracién azulada

Continuar agregando lentamente hasta el viraje de color a rosa-rosado
Realizar este procedimiento con la serie de muestras (no mayor a 12)
Ajustar pH con NaOH al 3.5% y luego ajuste fino con NaOH 2%
Observar hasta virar de rosado al violeta claro (pH 6.5-7.2)

Verificar pH con papel indicador

Observar si hay vuelta al color rosado y agregar mas soda y agitar
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Procedimiento de Siembra e incubacidn de cultivos

Aspirar 300-500 pL con pipeta Pasteur de muestra

Inocular tubo Lowenstein Jensen

Rotular con etiqueta de codigo de barras de la muestra

Repetir estos pasos con dos tubos mas

Incubar a 37° C, dejando ligeramente suelta la tapa, para permitir la evaporacion
Revisar a las 72 hrs. y chequear absorcion de la muestra y detectar contaminacion
Revisar a los 30 y 60 dias

Procedimiento de Lectura de Cultivos

La primera observacion se hace a los 2-3 dias

Detectar contaminacidn temprana de los tubos por microbiota asociada
De detectar contaminacion en‘todos los tubos, solicitar nueva muestra
La segunda revision se realiza a los 30 dias

Informar todos los resultados positivos y contaminacion tardia

En este periodo, se observa el mayor porcentaje de positividad

A los 60 dias, se-hace la Ultima revision y el informe definitivo

Pauta de lectura e informe

El informe se realiza basandose en la sumatoria de los tubos sembrados. Las colonias
tipicas de Mycobacterium tuberculosis son secas, rugosas y con una leve coloracion
marfil.

1 a 50 colonias, se informa el nimero exacto de colonias desarrolladas

Colonias no confluentes, mas de 50 colonias

Colonias confluentes, Incontables colonias

Ausencia de colonias, se informa Negativo

Contaminacién de tubos, informar muestra contaminada, enviar nueva muestra

Observacién: Si hay desarrollo de colonias anormales o atipicas, ya sea por
morfologia o pigmentacién, se debe realizar frotis y tincién Zielh Neelsen de la
colonia para confirmar presencia de BAAR y de resultar positivo se informa: “Cultivo
positivo para micobacterias (sefialar nimero de colonias), por morfologia o
pigmentacién anormal (seglin corresponda) se confirmara por identificacion en I1SP”.
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UROCULTIVO
Determinar los microorganismos involucrados en infeccion urinaria.

Procedimiento

e Ingresar la muestra al sistema informatico del laboratorio

e Asignar un nimero interno de identificacién

Rotular la placa agar dio CPS/CNA a sembrar con el nimero de identificacidn
Bajo la llama del mechero, abrir el frasco que contiene la orina

Con el asa calibrada de 1ul se introduce al frasco

Frotar un sector de |a placa de agar transfiriendo la muestra al agar

Flamear el asa de siembra, enfriar y proceder a estriar el inéculo inicial
Obtener la mayor cantidad de colonias aisladas

Incubar las placas sembradas, en estufa de cultivo por24-48 hrs. a 37°C.
Verifica el desarrollo de microorganismos

Realizar recuento y correlacionar con el sedimento

Realizar tincién de Gram y pruebas complemeéntarias'de ser necesario

En sedimentos con elementos levaduriformes, sembrar en medio para levaduras
Realizar bateria de identificacién si protede, o pruebas complementarias
Realizar antibiograma a cada morfotipo presente (Anexo 2)

Identificacion bacteriana en Medio Cromogénico

e Colonias Rosada: Escherichia coli

e Colonias Turquesa: Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Citrobacter
e Colonias Café: Proteus, Providencia, Morganella

» Colonias Turquesa pequefas: Enterococcus, Streptococcus

e Colonias Café claro grandes: Pseudomonas

Resultados Negativos
Se debe informarcomo “No Hubo desarrollo bacteriano”.

Resultados Positivos
Infarmar perfil de susceptibilidad, identificacion bacteriana y recuento (unidades
formadoras de colonias /mL).

10
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CULTIVO DE SECRECION URETRAL
Detectar uretritis gonocdcica (causada por Neisseria gonorrhoeae) en muestra de
secrecion uretral.

Procedimiento

e Ingresar la muestra al sistema informatico del laboratorio

e Asignar un numero interno de identificacidn

e Rotular placa Thayer Martin con el nimero de identificacion (Anexo N°3)

e Extender la muestra en un portaobjeto para luego realizar la tincion Gram

e Evaluar la presencia de diplococos Gram negativo y si son o no-intracelulares

e De existir informar de inmediato al médico tratante

e Bajo lallama del mechero, abrir el tubo que contiene la térula conla muestra

e Frotar un sector de la placa de agar

e Flamear el asa de siembra y esperar a que se enfrie

e Estriar el inoculo inicial, para obtener la mayor.cantidad de colenias aisladas

e |ncubar las placas sembradas en atmédsfera con 5% de CO2

e Incubar la jarra en estufa de cultivo por 24-48 hrs. a 37°C

e Verifica el desarrollo de colonias y realizar tincion Gram

e Observar la presencia de diplococos Gram negativos

e Realizar identificacién por método automatizado VITEK con tarjeta NH

* Informar solo la presencia.de Neisseria gonorrhoeae, de lo contrario, evaluar la
selectividad del medio.

ESTUDIO DE FLUJO VAGINAL/SECRECION VAGINAL

Detectar infecciones por Trichomonas vaginalis (a través del examen directo);
Levaduras del genero Candida, Streptococcus agalactiae, Neisseria gonorrhoeae y
Gardnerella vaginalis a través de cultivo. Detectar infecciones por cualquier agente
patégeno.en pacientes menores a 6 afios.

Procedimiento

e |Ingresar la muestra al sistema informatico del laboratorio

e Asignarun numero interno de identificacién

e Rotular las placas a sembrar (Anexo N°3)

® Bajo lallama del mechero, abrir el medio de transporte que contiene la torula
e Frotar un sector de la placa de agar transfiriendo de este modo la muestra

e Con la torula presente en el tubo cdnico realizar examen a fresco

e Flamear el asa de siembra y enfriar

e Estriar el inoculo inicial y obtener la mayor cantidad de colonias aisladas

e Incubar agar sangre y chocolate en ambiente con 5% de CO2 a 37°C por 24-48 hrs.
e Incubar en condiciones normales de aerofilia medio Cromo candida

e |dentificar microorganismo segln esquemas descritos en el anexo N°4
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CULTIVO PARA PESQUISA DE STREPTOCOCCUS AGALACTIAE EN EMBARAZADAS
Detectar oportunamente portaciéon de Streptococcus agalactiae para prevenir
enfermedad neonatal.

Procedimiento

e |ngresar [a muestra al sistema informatico del laboratorio

e Asignar un nimero interno de identificacion

e Rotular un tubo de caldo Todd Hewitt (LIM)

e Bajo la llama del mechero, abrir el medio de transporte que contiene la tdrula
e Introducir la térula con la muestra hasta el fondo

e Girar y presionar suavemente la térula contra las paredes del tubo

e |ncubar el caldo con la muestra a 37°C en atmadsfera con 5% de CO2
Traspasar 1 a 2 gotas de caldo a una placa de agar sangre o CPS/CNA
Flamear el asa de siembra y enfriar

Estriar el inéculo inicial y obtener la mayor cantidad de colonias aisladas
Incubar de 24 a 48 horas en atmaésfera con 5% de CO2

Identificar microorganismos (Anexo N°4) y.sensibilidad

ANTIBIOGRAMAS POR DIFUSION EN DISCO

Informar al clinico sobre sensibilidad. a distintos antimicrobianos de los
microorganismos aislados en el laboratorio. Estandarizar el procedimiento de
antibiogramas por el métodade difusion en agar o técnica de Kirby Bauer (Anexo 2).

Procedimiento

e Preparar un tubo de vidrio con'3'mL de SF al 0.9 % o caldo soya estéril
Realizar un inoculo'0,5 Mc Farland con la cepa en estudio

Verificar la suspension con Turbidimetro

Sumergir una torula estéril en la suspension

Repartir elindculo por toda la placa en tres direcciones (Kirby Bauer)
Dejar reposar exactamente por 15 minutos

Colocar los sensidiscos de antibioticos

@ Incubar placa en estufa a 35+ 12 C por 24 horas

e Medir los halos de inhibicion

e < Determinar si el microorganismo es sensible, intermedio o resistente
e Basarse en las tablas del documento M100 del CLSI el cual se actualiza afio a afio

O\
AhO 4
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CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA POR EPSILOMETRIA (E-TEST)

Determinar la minima concentracion a la cual un antimicrobiano es eficaz contra un
microorganismo en especifico (determinacién de concentracién minima inhibitoria,
también conocida como CIM o MIC).

Procedimiento

e Preparar un tubo de vidrio con 3 mL de SF al 0.9 % o caldo soya estéril
e Realizar un inoculo 0,5 Mc Farland con |a cepa en estudio

e \erificar la suspensidon con Turbidimetro

e Sumergir una toérula estéril en la suspension

e Repartir el indculo por toda la placa en tres direcciones

e Dejar reposar exactamente por 15 minutos

e Colocar la tira de E-test

e Incubar placa en estufa a 35+/- 12 C por 24 horas

e Informar el primer punto en que se genere inhibicién del desarrollo
Determinar si el microorganismo es sensible, intermedio o resistente
e Basarse en las tablas del documento M100 del CLS| el cual se actualiza afio a afio

PRUEBA DE DETECCION DE BETALACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO (BLEE)
Determinar la presencia o ausencia de enzimas Beta-Lactamasas de Espectro
Extendido en Enterobacterias.

Procedimiento

e Preparar un tubo de vidrio con 3 mL de SF al 0.9 % o caldo soya estéril
e Realizar un inoculo 0,5 Me Farland con la cepa en estudio

e Verificar la suspension can Turbidimetro

e Sumergir una térula estéril en la suspensién

e Repartir el indculo portoda la placa en tres direcciones

e Dejar reposarexactamente por 15 minutos

e Colocar sensidiscos de CAZ, CTX, CAZ/CLA y CTX/CLA

e__Incubar placa en estufa a 35+ 12 C por 24 horas

e Leer loshalos de inhibicién

e Cuando [CAZ/CLA]-[CAZ] =2 5mm y [CTX/CLA]-[CTX] 2 Smm, hay presencia de BLEE

13
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USO NIVEL USUARIO DE VITEK 2 compact
Estandarizar el procedimiento del uso del equipo VITEK 2 compact, tanto en el
ingreso de muestras como en el rescate de resultados.

Procedimiento preparaciéon de muestra

Preparar el indculo a partir de un cultivo puro, segin las buenas practicas de
laboratorio. En caso de cultivos mixtos es necesario otro paso de aislamiento. Se
recomienda realizar una comprobacion de |a pureza de la placa para garantizar que
se utiliza un cultivo puro para el test.

e Elegir colonias aisladas de una placa primaria si se satisfacen los requisitos del
cultivo o subcultivo, el organismo a analizar en el medio de agar apropiado e
incubarlo adecuadamente.

e Transferir asépticamente 3.0 mL de solucién salina estéril (NaCl-acuoso al 0.45-

0.50%, con un pH de 4.5 a 7.0) en un tubo de@nsayo de plastico transparente
(poliestireno) de 12 x 75 mm.

e Utilizar un asa estéril para transferir un numero suficiente de colonias

morfolégicamente similares al tubo con solucién salina preparado en el paso 2.
Preparar la suspension homogénea de organismos con una densidad equivalente
a un patron Mac Farland 0.5 (0.4-0.66) para tarjetas GN y GP; 2.0 (1.8-2.2) para
tarjetas YST; y 3.0 (2.7-3.3) para  tarjetas NH. Densidad verificada
turbidimetricamente, El tiempo de suspensién no debe superar los 30 minutos
antes de inocular la tarjeta.

Procedimiento Identificacion Bacteriana

e Preparar un tubo.con la suspension 0.5; 2.0 0 3.0 Mc Farland segun sea el caso
Colocar el tubo més la tarjeta de identificacion en el casete del Vitek

Tarjeta GN para la identificacion de Gram-negativos

Tarjeta:GP para la identificacién de Gram-positivos

Tarjeta YST para la identificacién de levaduras

Tarjeta NH'para la identificacion de No Fermentadores

VITEK® compact Systems identifica un organismo mediante una metodologia basada
en/las caracteristicas de los datos y el conocimiento acerca del organismo y las
reacciones que se analizan. Se han recogido datos suficientes de cepas conocidas
como para estimar las reacciones tipicas de las especies solicitadas frente un juego
de perfiles bioquimicos discriminantes. Si no se reconoce un patrén de identificacion
Unico, se presenta una lista de organismos posibles o se determina que la cepa estd
fuera del alcance de la hase de datos. El informe de laboratorio impreso contiene
sugerencias de los tests complementarios necesarios para completar la
identificacion. Si los tests no son suficientes para completar la identificacion,
deberan consultarse las referencias y la bibliografia microbioldgica estandar.

14




5
) ]
ii lfi GHSAN JOSE DE MATPO

COMPTEIOHONMTEAL ARV

" MANUAL DE PROCEDIMIENTOS Y SR

3 a1

EVALUACION SISTEMATICA DE LOS b

\‘#\W': #
PROCESOS DE LA ETAPA ANALITICAY ‘-t*o'c.fg

UNIDAD DE CALIDAD Y
POST ANALITICA DE MICROBIOLOGIA SEGURIDAD DEL PACIENTE

Sensibilidad Bacteriana

A un tubo con 3 mL de cloruro de sodio 0.45% se le debe agregar con las pipetas
estandarizadas 145 uL (gram negativo) o 280 pL (gram positivo) segln corresponda
del tubo preparado al 0.5 Mac Farland. Colocar el tubo mas la tarjeta de sensibilidad
en el casete del Vitek.

o Tarjeta AST-N249 (Bacilos Gram-negativos en pacientes Hospitalizados)
Antibidticos: Amikacina, Ampicilina/Sulbactam, Cefazolina, Cefepime, Cefotaxima;
Ceftazidima, Cefuroxima, Cefuroxima Acetil, Ciprofloxacino, Colistin, Ertapenem,
Meropenem, Imipenem, Gentamicina, Piperaciclina/Tazobactan, Tigeciclina,
Trimetoprim/Sulfametoxazol.

e Tarjeta AST-N250 (Bacilos Gram-negativos en pacientes ambulatorios)

Antibidticos: Amikacina, Ampicilina, Cefalotina, Cefepime, Cefotaxima,
Ceftazidima, Cefuroxima, Cefuroxima Acetil, Ciprofloxacino, Ertapenem,
Imipenem, Gentamicina, Meropenem, Acido Nalidixico, Nitrofurantoina,

Piperaciclina/Tazobactam, Trimetoprim/Sulfametoxazol.

o Tarjeta AST-P618 (Cocaceas Gram positivas)
Antibidticos: Ampicilina, Clorafenicol, Ciprofloxacino, Clindamicina, Daptomicina,
Eritromicina, Gentamicina, Gentamicina de alto nivel, Estreptomicina de alto
nievel, Linezolid, Moxifloxacing, Nitrofurantoina, Oxacilina, Rifampicina,
Teicoplanina, Tetraciclina, Tigeciclina, Trimetropin/Sulfametoxazol, Vancomicina.

o Tarjeta AST-YS07 {Candida sp.)
Antifingicos: Fluocitosina, Anfotericina B, Caspofungina, Micafungina, Fluconazol,
Voriconazol.

La CIM se determina a partir del valor mas bajo de concentracidon en la que se
produce inhibicién . del crecimiento. Entonces se puede asignar un criterio de
interpretacion (sensible, intermedio o resistente) a los resultados de CIM para
facilitar \la orientacién terapéutica. Para algunos antimicrobianos (por ejemplo,
gentamicina de alto nivel, estreptomicina de alto nivel), se genera un resultado
cualitativo.

Mecanismo de Resistencia detectados por VITEK
Las tarjetas de sensibilidad reconocen ademas diferentes fenotipos asociados a
perfiles de resistencia, los principales son:

AST-N: BLEE, Carbapenemasas, AMP-C
AST-P: Betalactamasas (MRSA), Resistencia inducida a Clindamicina, Resistencia
Glucopéptidos (VRSA, VRE)
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Cada tarjeta AST contiene 64 micropocillos. Un pocillo de control, que contiene sdlo
medio de cultivo microbiolégico, se encuentra presente en todas las tarjetas,
mientras que los pocillos restantes contienen concentraciones de un antibidtico
especifico combinado con el medio de cultivo. Es preciso que la suspensién del
organismo esté diluida a una concentracidn normalizada en solucién salina al 0.45%
antes de utilizarse para rehidratar el medio antimicrobiano en la tarjeta. A
continuacién, la tarjeta se inocula, se sella y se coloca en el incubador/lector del
instrumento manualmente en VITEK. Dicho instrumento controla el crecimiento de
cada pocillo de la tarjeta durante un periodo de tiempo determinado {hasta 24 horas
para bacterias y hasta 36 horas para levadura). Al final del ciclo de incubacién, se
determinan los valores de la CMI (o los resultados del test, seglin corresponda) para
cada antimicrobiano contenido en la tarjeta.

Ingreso de casete al VITEK 2 compact

e |Ingresar el casete a la primera puerta del equipo y cerrar

e Presionar el primer boton “Inicio de Llenado”

e El| equipo por diferencia de presiones llenara la tarjeta con la solucién en los tubos
e Esperar que la luz de llenado comience a parpadear

e Cambiar el casete a la segunda puerta, esperar el sonido de cierre

e El equipo sellara la tarjeta y la cargara en un carrusel dispuesto dentro de él
Cuando parpadea la luz (segunda puerta) lastarjetas ingresaron al sistema
Ingresar los datos de las muestrasy pacientes al Software del equipo

Ingresar al sistema Usuario: LABORATORIO, Contrasefia: LABORATORIO

Pinchar el primer icono “casete”

Se abrird una ventana mostrandolas tarjetas recién cargadas

En el N° de tarjetase.debe ingresar el nimero de orden

Ingresar el nombre del microorganismo en el caso de realizar solo Susceptibilidad
Presionar el icono GUARDAR, en la parte superior derecha (disket naranjo)

Para la revision de resultados ingresar al segundo icono del menu principal

o Filtrar por fechade analisis y mostrar todo, entregando el resultado final

Resultados Icono Verde

Significa que la muestra tiene todos los datos necesarios y ademas la identificacion o
susceptibilidad es coherente con el microorganismo segun AES. Es este icono el que
deberian tener todas las muestras ingresadas.

Resultados Icono Blanco con ticket verde

Significa que el sistema espera que el usuario le dé la confirmacion segun el perfil de
susceptibilidad ya que para él puede ser que algo no concuerde. El segundo icono de
la parte superior derecha de la pantalla es para dar tal confirmacién, cambiando el
icono a verde.
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Resultados Icono Naranjo

Significa que a esa muestra le falta alglin dato, generalmente es cuando no tiene los
datos del paciente asociado o le falta alguna prueba complementaria como la beta-
lactamasas.

ORINA COMPLETA
Estandarizar la técnica de Examen Fisico-Quimico de orina completa.

Procedimiento Examen Fisico
Corresponde a la observacion macroscopica de la muestra de-orina, donde se
analizan los parametros aspecto y color.

e Aspecto

Se refiere a la claridad o grado de turbidez de la erina. Se considera en una
muestra de orina como normal un aspecto transparente o ligeramente turbio.
Un aspecto turbio es considerado como anormal, que puede deberse a la
presencia de eritrocitos, leucocitos, bacterias, cristales, etc.

e Color

El color de una orina normal ha de ser de.amarillo hasta dmbar, otro tipo de
colores se pueden encontrarén condiciones anormales, debido a la presencia
de sangre, medicamentos, alimentos u otro tipo de pigmentos.

Color__ Causas Color Causas

Incoloro Ingesta hidrica | Anaranjado Flavonas -
elevada Carotenos
Paoliuria

Rosado Eritrocitos Negro Mioglobina-

I Metronidazol

Amarillo Oscuro Orina concentrada | Amarillo Verdoso Biliverdina

Rojo Hemoglobina — | Amarille Café Furazolidona
Mioglobina-

o Betarragas

Ambar Bilirrubina Verde Pseudomona

W Y aeruginosa

Cafe Eritrocitos Azul verdoso Amitriptilina-  Azul

A de metilenc

Procedimiento Examen Quimico

Corresponde al andlisis cualitativo, o semicuantitativo de ciertas sustancias que
pueden estar presentes en una muestra de orina, tales como: Glucosa, Bilirrubina,
Cetonas, Sangre (Hemoglobina), Proteinas, Urobilindgeno, Nitritos, Leucocitos, pH y
Densidad. Para medir estos parametros se utilizan cintas reactivas de orina, cuya
interpretacion puede realizarse de manera Optica, ya sea automatizada o visual.
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e

e Densidad. El valor normal de una orina va de 1.015 a 1.025, esta varia en relacidn
a la cantidad de elementos sdlidos presentes, tales como urea, cloruros, sulfatos,
drogas, etc.

e pH. Corresponde al grado de acidez o alcalinidad de la orina, cuyos valores
normales van entre 4.5 a 8.0.

e Glucosa. En condiciones normales no se detectan niveles en la orina, sin embargo,
en ciertas condiciones patoldgicas es posible detectarlas.

o Bilirrubina. En condiciones normales no se encuentra en a orina, su presencia
puede estar asociada a alteraciones hepaticas o de |a vesicula biliar.

e Cetonas. Son productos finales de la metabolizacién réapida © excesiva de los
acidos grasos, en condiciones normales no se detecta en orina, su presencia en la
orina se debe a un determinado aumento de su concentracién en sangre, que
puede estar asociado a una nutricibn anormal o a una alteracion en el
metabolismo de los acidos grasos.

® Proteinas. La mas importante es la Albimina gue en condiciones normales no se
encuentra en la orina (salvo excepciones.como fiebre, exposicion al frio, stress
emocional, ejercicio intenso), su presencia en condiciones anormales se asocia a
alteraciones renales. La excrecion de proteinas normalmente es menor a 150 mg
al dia.

e Sangre. La hemoglobina es la proteina presente en los eritrocitos encargada de
transportar oxigeno a los tejidos, en condiciones normales no se encuentra en
orina (salvo una excepciéon como en el ejercicio intenso) su presencia puede
indicar. procesos hemoliticos, accidentes transfusionales, sustancias toxicas,
quemaduras, etc.

e Urobilindgeno. Su presencia en altas concentraciones en la orina puede estar
asociado a alteraciones hepaticas o hemalisis.

e Nitritos. En condiciones normales no se encuentra en la orina, su presencia se
asocia a infeccidon bacteriana de las vias urinarias.

e Leucocitos. Su presencia en altas concentraciones se asocia a infeccion en las vias
urinarias.

18




()

COMPLEIO HOSPTTSLARIO EVALUACION SISTEMATICA DE LOS

]

MANUAL DE PROCEDIMIENTOS Y

SANJOSEDEMAIPO | ppOCESOS DE LA ETAPA ANALITICA Y IR

UNIDAD DE CALIDAD Y
POST ANALITICA DE MICROBIOLOGIA SEGURIDAD DEL PAGIENTE

Procedimiento Lectura Sedimento urinario

Leucocitos. Son mas grandes que los eritrocitos (12 micrones aprox.) y presentan
nicleos lobulados y granulos citoplasmaticos. Estos se informan como rangos
promedio de campos observados con un objetivo de 40X, informandose la cantidad
minima y maxima observada.
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Eritrocitos. Aparecen como discos biconcavos incoloros de alrededor 7 micrones de
diametros y estan normalmente presentes en la orina en cantidades bajas. Su forma
puede variar con cambios de.pH y concentracion de |a orina. Estos se informan como
rangos promedio de campos observados en 40x informéndose la cantidad minima y
maxima observada.

. oo b W4
[ ! J <
¢ G 3 ,/ st :
_— '1‘2’
Y
O AT B |
- i
N (_‘ . \_.(:) ©
S (Ll QL
- Loe]
. S
A o O I

19




: MANUAL DE PROCEDIMIENTOS Y,
COMPLEIO HOM] TALARIO EVALUACION SISTEMATICA DE LOS
#-1SAN JOSE DE MAIPO P :
PROCESOS DE LA ETAPA ANALITICA Y S .. . o—
POST ANALITICA DE MICROBIOLOGIA SEGURIDAD DEL PACIENTE

Células Descamativas. Células grandes con citoplasma abundante e irregular y
nucleo central y pequefio. Pueden provenir del epitelio vaginal o de la préstata distal
de la uretra. Un ndmero elevado de ellas puede sugerir contaminacion vaginal o
uretritis. Estas se informan como rangos promedio de campos observados en 40x
informandose |la cantidad minima y maxima observada.
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Cilindros. Estructuras cilindricas de origen proteico, que representan moldes del
lumen tubular renal, y son los elementes del sedimento urinario que provienen
exclusivamente del rifién.

o Cilindros hialinos. Incoloros homogéneos y- transparentes, se observan en una
deshidratacion y enfermedad renal, se pueden observar en condiciones normales.

¢ Cilindros eritrocitarios. Cilindros en |los que se ven glébhulos rojos, se observan de
un color rojo e indican lesiones glomerulares. Siempre se visualizan en conjunto
con eritrocitos dismorficos.

e Cilindros leucocitarios. Se producen cuando hay una exudacion intensa de
leucocitos y al mismo tiempo se eliminan proteinas por el tubulo. Indica
inflamacion de origen renal.
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o Cilindros epiteliales. Se observan en necrosis tubular e igual que los dem3s, en su
interior contienen lo mismo que su nombre indica, es decir, células epiteliales.

e Cilindros granulosos. Compuestos de albumina, depende de la cantidad seran
finos o gruesos.

e Cilindros céreos. Se observan en infeccién renal crénica, hipertension, nefropatia,
inflamacion y degeneracién tubular.

Cristales. Estan formados por precipitacion de sales en orina, a consecuencia de
cambios de pH, temperatura y concentracién que afectan su solubilidad. Para su
identificacion es Util reconocer su forma, en muchos casos caracteristica y el pH
urinario, ya que algunas sales precipitaran solo dentro de ciertos rangos de pH. Los
cristales patoldgicos osanormales son encontrados solo en orinas con pH neutro o
acido.

Cristales de orinas acidas

e Acido Urico. Se encuentran en gota, estados febriles y litiasis. Macroscépicamente
se ven como un precipitado rosado cuando se encuentra en grandes cantidades
de color similar a los uratos amorfos.

e Uratos amorfos. Se observan en estados de sudoracién profunda, enfermedades
febriles y alto consumo de vegetales. En orinas recién emitidas suelen no

formarse, pero cuando estas se refrigeran tienden a precipitarse.

e Acido hipiirico. No tienen significado clinico.
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e (Cistina. Son cuadros hexagonales. Se observan en la cistinuria,. trastorno
congénito de la reabsorcion tubular de la cistina. Son de orden patologico.

e Tirosina. Aparecen en enfermedades hepaticas.

e Leucina. Enfermedades hepaticas.

Cristales de orinas alcalinas

o Fosfato triple. Aparecen como consecuencia de la fermentacion amoniacal en
casos de bacteriuria marcada y se describen como tapas de atadd.

e Fosfato amorfo. En trastornos metabdélicos, osteopatia y consumo de muchos
vegetales verdes. Son muy similares a los uratos amorfos.

¢ Urato de amonio. Solo se encuentran en orinas recién emitidas.
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Cristales a diferentes pH

e Oxalato de calcio. Se producen frecuentemente luego del consumo de alimentos
ricos en oxalato y aparecen en orinas de pH entre 5 — 7, su significancia es que
forman calculos renales, que al ser espiculados provocan mucho dolor al pasar por
los uréteres.

v e

Otras estructuras
e Levaduras. Se observan en infecciones del/tracto urinario, sobre todo en
pacientes diabéticos pero pueden estar présentes por contaminacion cutanea o
vaginal en la orina.

Mucus. Se encuentra.aumentado en procesos inflamatorios o irritacién del tracto
urinario o bien a la mala toma de muestra. Microscopicamente, se ve como una
red fina y macfoscopicamente se ve como orina levemente viscosa, luego de
centrifugada la muestra.

Espermatozoides. Se informan cuando se trata de muestras de hombres de edad
avanzada, pués su elevacion indica alteracién de 6rganos reproductores como la
prostata. En hombres jovenes, generalmente corresponde a una eyaculacion
reciente.

Parasitos. Se observan debido a la contaminacién fecal o vaginal como ocurre con
la aparicién de Trichomonas sp.
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Procesamiento de muestras

e Trasvasijar la muestra en un tubo de polipropileno (aprox. 10 mL)

e Seleccionar ID de muestra en el analizador Clinitek Advantus

e Pistolear el codigo de barra o escribir el cédigo directamente desde la pantalla
e Homogeneizar la muestra de orina

e Sacar la tapa e introducir la cinta reactiva

e Eliminar el excedente en papel absorbente

e Posicionar |a cinta en la bandeja del equipo

Corroborando que el nimero de la muestra sea igual al que muestra el equipo
Centrifugar los tubos por 5 minutos a 3.000 rpm

Eliminar el sobrenadante invirtiendo el tubo de forma répida y brusca

Dejar 0.5 a 1 mL para resuspender el sedimento

Colocar una gota de muestra sobre un portaobjetorotulado previamente
Cubrir con un cubreobjetos de 18x18 o 22x22 mm y observar en microscopio
Informar Leucocitos y Eritrocitos en cantidad por campo’{minimo y maximo)

e [nformar Células Descamativas (escasas, regular o abundante cantidad)

e Informar Bacterias (escasas, regular o abundante cantidad)

e [nformar Mucus (escaso, regular o abundante cantidad)

e Informar Cilindros, Cristales y Otros (escasas, regular o abundante cantidad)

TOXINA CLOSTRIDIUM DIFFICILE
Determinar la presencia de |as toxinas/A y/o B y antigeno GDH de Clostridium difficile
en muestras de deposicién diarreica por medio de test inmunocromatografico.

Procedimiento

Ingresar la muestra al sistema informatico del laboratorio

Asignar un nimero interno de identificacion

Reunir el material necesario incluido en el kit

Agregar 750 pL de Diluyente (Diluent) al tubo de prueba

e Adicionar una gota de Conjugado (Conjugate)

e Agregar 25 pL de muestra (corresponde a |la primera graduacion de la pipeta)
e Mezclar

Tomar 500 pL {corresponde a la tercera graduacion de la pipeta)

Agregar los 500 pL en el pocillo pequefio del cassette y esperar 15 minutos
Tomar 300 pl de Buffer de lavado (Wash Buffer)

Agregar en la ventana de reaccién (pocillo central, grande del cassette)
Esperar que se absorba completamente

Agregar 2 gotas de Sustrato (Substrate), y esperar 10 minutos

Interpretar los resultados como sigue:
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Resultados

Tres puntos centrales corresponden al control de calidad de |a técnica y para validar
el resultado siempre deben marcarse. Un Resultado positivo para Antigeno y Toxina
se observa cuando se distinguen lineas al costado de Ag y Tox y un resultado positivo
solo para antigeno cuando se observa una linea al costado de Ag y.no para Tox. Un
resultado negativo se observa cuando no se visualiza ninguna /linea en la
cromatografia.

ROTAVIRUS/ADENOVIRUS
Determinar la presencia de Rotavirus y/o Adenovirus'en muestras de deposicion por
medio de test rapido inmunocromatografico.

Procedimiento

e Ingresar la muestra al sistema informatico dellaboratorio

e Asignar un numero internode identificacién

e Dejar que las muestras de heces alcancen la temperatura ambiente

e Desenroscar el tapén del frasco y extraer la varilla

e Tomar aproximadamente 50.mgde heces con la varilla del frasco

e En el caso de héces liquidas tomar las heces con la ayuda de la pipeta

e Agregar dos gotas de esta muestra en el frasco que contiene

e Volver a cerrar el frasco

e Agitar enérgicamente, hasta su homogeneizacion

e Sacar el dispositivo de la bolsa sellada y utilizar rapidamente

Colocar el dispositivo en una superficie plana y adecuada

Romper el embudo del frasco con la muestra diluida

Invertir el frasco y mantener en posicion vertical

Agregar dos gotas de |la muestra diluida (Aprox 80pL) en el pocillo de la muestra
e Comenzar a cronometrar

e Evitar la formacion de burbujas de aire en el pocillo

e Esperar |a aparicién de |a linea de control Cy eventualmente de las lineas R y/o A
» Leer la prueba 10 minutos después de haber depositado la muestra
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Resultados

Un resultado es positivo cuando aparecen 2 o 3 lineas diferentes, una del control y
las otras de Adenovirus y/o Rotavirus. Un resultado es negativo cuando aparece solo
una linea en la zona de control.

TEST DE HEMORRAGIAS OCULTAS
Determinar la presencia de Hemoglobina en muestras de deposicion por medio de
test rapido inmunocromatografico.

Procedimiento

e Ingresar la muestra al sistema informatico del laboratorio

Asignar un nimero interno de identificacién

Dejar que las muestras de heces alcancen latemperatura ambiente
Desenroscar el tapén del frasco y extraer la varilla para recoger la muestra
Tomar aproximadamente una cantidad de 50 mg de heces

Introducir esta muestra en el frasco que contiene el tampon de dilucién

En el caso de heces liquidas tomar las heces con la ayuda de la pipeta
Agregar dos gotas'dela muestra en el frasco que contiene el tampén de dilucion
Volver a cerrar el frasco

Agitar enérgicamente hasta su homogeneizacion

Sacar el dispositivo de la bolsa sellada y utilizar rapidamente

Colocar el dispositivo en una superficie plana y adecuada

Remper el embudo del frasco con la muestra diluida e invertir el frasco
Mantener en posicién vertical

Transferir dos gotas de la muestra (Aprox 80puL) en el pocillo de la muestra (S)
Comenzar a cronometrar

Evitar la formacion de burbujas de aire en el pocillo(S)

Esperar la aparicion de la linea de control Cy eventualmente de lalinea T
Leer la prueba 5 minutos después de haber depositado la muestra

Resultados
Un resultado es positivo cuando aparecen 2 lineas diferentes, una del control y la

otra de la presencia de hemoglobina. Un resultado es negativo cuando aparece solo

una linea en |la zona de control.
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LEUCOCITOS FECALES
Determinar la presencia de leucocitos en muestras de deposicidnodiarreica por
medio rapido de observacién directa o con tincién.

Procedimiento

e [ngresar la muestra al sistema informatico del laboratorio

e Asignar un nimero interno de identificacion

e Cargar una gota de depaosicidn liquida en portaobjeto

e En caso de deposicidn sélida o semisélida adicionar suero fisiologico

e Cubrir con cubreobjetos

e Opcionalmente adicionar una gota de azul de metileno como contraste
e QObservar en 40X recorriendo minimo 20 campos

e |nformar presencia de leucocitos como resultado positivo

TEST DE EMBARAZO (B-HCG cualitativo)
Determinacion cualitativa de la hormona humana Gonadotrofina Coridnica (hCG) en
muestra de orina por el método inmunocromatografico.

Procedimiento

e |ngresar la muestra al sistema informatico del laboratorio

e Asignar un nimero interno de identificacion

e Introducir la tira reactiva en forma vertical en el recipiente de la muestra

e Tener precaucion que la orina no sobrepase la marca de nivel méaximo indicado
e Esperar 5-10 minutos

Extraer |a tira reactiva desde la muestra y leer el resultado

ar



&‘E SANJOSEDEMAIPO | prOCESOS DE LA ETAPA ANALITICA Y

COMPLEIO HOSPITALARIO EVALUACION SISTEMATICA DE LOS

MANUAL DE PROCEDIMIENTOS Y

UNIDAD I;E .’EALIDAD Y
POST ANALITICA DE MICROBIOLOGIA SEGURIDAD DEL PACIENTE

Resultados

En un resultado negativo aparecera una linea (control interno), indicando la ausencia
de hCG en la muestra o que se encuentra en una concentracion no detectable para
este ensayo. En resultado positivo apareceran dos lineas (control interno y una
adicional que corresponde a la muestra), indica la presencia de hCG en la muestra.

LEETUNAS (16 4 AB MUY B IRAS

INMUNOFLUORESCENCIA DE VIRUS RESPIRATORIOS
Deteccion de Virus Respiratorios en muestra nasofaringea por Inmunofluorescencia
directa.

e ADV : Adenovirus

e VRS : Virus Respiratorio Sincicial
s MPV : Metapneumovirus

e FluA : Virus Influenza A

o FluB : Virus Influenza B

e paraFlul :VirfusParainfluenza tipo 1
e paraFlu2 :VirusParainfluenza tipo 2
e paraFlu3 : Virus Parainfluenza tipo 3

Procedimiento

e ‘Ingresar la muestra al sistema informatico del laboraterio

Asignar un nimero interno de identificacion

Extraery descartar mucosidades y otros detritus con pipeta Pasteur pldstica
Resuspender en 10 ml de PBS frio

Centrifugar por 10 minutos a 1600 rpm

Eliminar el sobrenadante

Repetir los 3 puntos anteriores 2 veces, 0 las veces que sea hecesario
Obtener una muestra libre de detritus y un sobrenadante sin turbidez

e Resuspender el sedimento en unas gotas de PBS frio

e Lograr una turbidez u opalescencia de 0.5 Mc Farland aproximadamente

e Colocar una gota del sedimento en cada uno de los 8 pocillos de un portaobjetos

e o o o
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e Secar a temperatura ambiente

e Fijar con acetona fria por 10 minutos

e Secar a temperatura ambiente

e Agregar una gota de anticuerpo especifico en cada uno de los pocillo

e Incubar los portaobjetos en cdamara himeda a 372C por 15 minutos

e Lavar los portaobjetos con buffer de lavado para virus respiratorios por 5 minutos

e Eliminar el exceso de buffer y dejar secar por unos minutos

e Agregar una gota de medio de montaje pH 8.5 y cubrir con cubreobjetos

e Examinar en microscopio de Inmunofluorescencia, con objetivo 40x

e Si no es posible leer inmediatamente, guardar los frotis protegidos de la luz a
temperatura de refrigeracion (42C) hasta 24 horas, /para periodos mas
prolongados almacenar a -40°C

NEGATIVO POSITIVO

Resultados Positivos
Aquella muestra que posea al menos 2-3 células con Tincién especifica.

Resultados Negativos
Ausencia de fluorescencia;se observan las células con la coloracién de la tincion de
contraste roja.

INMUNOFLUORESCENCIA BORDETELLA PERTUSSIS
Deteccién de la bacteria Bordetella pertussis, agente causal de cogueluche o tos
ferina, mediante Inmunofluorescencia indirecta.

Procedimiento

» “Ingresar la muestra al sistema informatico del laboratorio

s Asignar un nimero interno de identificacién

» Extraery descartar mucosidades y otros detritus con pipeta Pasteur plastica
e Resuspender en 10 ml de PBS frio

e Centrifugar por 10 minutos a 1600 rpm

e Eliminar el sobrenadante

e Repetir los 3 puntos anteriores 2 veces, o las veces que sea necesario

e Obtener una muestra libre de detritus y un sobrenadante sin turbidez

e Resuspender el sedimento en unas gotas de PBS frio
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Lograr una turbidez u opalescencia de 0.5 Mc Farland aproximadamente
Colocar una gota del sedimento en un portaobjetos rotulado

Dejar secar a temperatura ambiente

Cubrir con una gota de acetona fria hasta que se seque

Agregar una gota del anticuerpo especifico

Incubar la lamina en cdmara hiumeda a oscuras, a temperatura ambiente por 30
Sacar la lamina de la camara

Lavar con PBS

Secar el exceso de liquido

Agregar una gota de medio de montaje pH 8.5 y cubrir con cubreobjetos
Agregar una gota de aceite de inmersién

Examinar en microscopio de fluorescencia en aumento 100X

Observar la bacteria en forma de argolla contando a lo.menos 100 campos

Resultados
Los resultados positivos se observan como formas bacilares.de bordes fluorescentes

de color verde.

TINCION GRAM
Clasificar bacterias segiin morfologia, formas de'agrupaciones y caracteristicas de la
pared celular. Aportar informacién para la identificacion de bacterias.

Procedimiento

Colocar el extendido o preparacion en el soporte de tincion
Agregar Cristal violeta cubriendo todo el extendido

Dejar actuar por 1 minuto

Lavar con agua cuidadosamente

Agregar Lugol cubriendo todo el extendido

Dejar actuar por 1 minuto

Lavar conagua cuidadosamente

Agregar decolorante (alcohol-Acetona) cubriendo todo el extendido
Dejar actuar por 15 segundos

Lavar con agua cuidadosamente

Agregar Safranina cubriendo todo el extendido

Dejar actuar por 30 segundos

Lavar cuidadosamente

Dejar secar al aire
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GRAM POSITIVO GRAM NEGATIVO

PARASITOLOGICO SERIADO DE DEPOSICIONES
Determinar la busqueda de distintos pardsitos que puedan afectar al ser’humano, a
través de la recoleccion de deposiciones por el método de Burrows PAF.

Procedimiento

e Ingresar la muestra al sistema informatico del laboratorio

e Asignar un nimero interno de identificacién

e |dentificar frasco del paciente con nombre

e Numerar 2 portaobjetos marcando |a fase T (Trofozooitica) y |a fase Q (Quistica)
s Abrir el frasco y resuspender la emulsion fecal'con una bagueta de vidrio

e Agregar suero fisiolégico si la'muestra esta muy espesa

e Tamizar la emulsidn de cada frasco

e Utilizar una malla de acero inoxidable de abertura 425 um de didmetro

e Observar el material retenido en-la malla en busca de parasitos macroscépicos
e Vaciar aproximadamente 12 mL de la emulsién tamizada en el tubo de centrifuga
e Centrifugar por 3 minutos a 1800 rpm

e Eliminar el sobrenadante invirtiendo el tubo

e Resuspender el sedimento en suero fisioldgico hasta completar 10 mL

e Eliminar el sobrenadante invirtiendo el tubo

e Sielsedimento es menor 0.5mL, alcanzar un sedimento de 0.5a 0.6 mL

e Resuspender en suero fisioldgico y centrifugar nuevamente

e Repetir hasta que el sobrenadante quede relativamente claro

e Colocar 1 gota de tincidn, en el portaobjeto marcado con la letra T

e Colocar 1 gota de sedimento, una junto a cada gota de tincién

Con el cubreobjetos mezclar el sedimento y la tincién y luego cubrir

Guardar en camara humeda

Resuspender el contenido del sedimento en solucién salina hasta 10 mL
Agregar 2mL de acetato de etilo o 1 mL de éter etilico al tubo

Tapar con parafilm y agitar enérgicamente durante 30 segundos

Destapar lentamente ya que se forma gas

e Centrifugar por 3 minutos a 2000 rpm
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e \aciar el sobrenadante en forma brusca, invirtiendo el tubo

e Resuspender el sedimento en 1mL de suero fisiolégico y homogenizar

e (Colocar 1 gota de tincion en el portaohjeto marcado con la letra Q

e Colocar 1 gota de sedimento, una junto a cada gota de tincién

e Con el cubreobjetos mezclar el sedimento y la tincion y luego cubrir

e (Colocar en camara humeda hasta su lectura

e Se pueden conservar hasta 24 hrs. en cdmara himeda a T° de refrigeracion
e Observar recorriendo totalmente la preparacion con aumento de 10Xy 40X
e Buscar los elementos parasitarios (Anexo N°1) e informar

TEST DE GRAHAM
El test de Graham se utiliza para la busqueda de un entero pardsito llamado

Enterobius vermicularis.

Procedimiento

e Parala lectura de las placas se debe utilizar obligatoriamente mascarilla y guantes,
Los huevos de Enterobius vermicularis pueden ser facilmente inhalados

La lectura se debe realizar con aumento de 10X o 40X

Leer todas las placas con que se hayan tomadao muestra

Se debe observar la presencia o ausencia de huevos de Enterobius vermicularis

ACAROTEST
El acarotest se utiliza para la blisqueda de ardcnidos cutaneos microscopico, de la
subclase acaros, estos son Sarcoptes scabiei (Sarna) y Demodex folliculorum

(foliculitis).

Procedimiento

e [alectura de las placas se debe realizar con un aumento de 10X

e |eertodas las placas con que se hayan tomado muestra

e Buscar la presencia de imagos de Sarcoptes scabiei y/o Demodex folliculorum
e Emitir informe
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MICOLOGICO DIRECTO
El micologico directo se utiliza para la busqueda de hengos™ dermatofitos o
productores de onicomicosis por el método de observacion directa.

Procedimiento

Tratar la muestra con 2 a 3 gotas de KOH al 20%

Colocar una gota de la muestra tratada en'un portaobjetos

Adicionar una gota de azul de lactofenol

Realizar la lectura con un aumento de 40X

Leer al menos 20 campos

Informar la presencia de hifas, pseudohifas o elementos levaduriformes

CONTROL DE CALIDAD SECCION BACTERIOLOGIA, VIRUS RESPIRATORIOS
Y MICOBACTERIAS

Estandarizar el proceso de control de calidad en el drea de bacteriologia, virus
respiratorios y micobacterias del laboratorio clinico del Complejo Hospitalario San
José de Maipo.

Procedimiento

Controlar reactivos para chequear resultados positivos y negativos

En los medios de cultivo controlar esterilidad, capacidad de crecimiento y reaccion
Controlar segun lote y frecuencia establecida

Registrar resultados

CONTROL DE CALIDAD INTERNO MICROSCOPIA BACILOSCOPIAS

Objetivos

Evaluar la calidad de los reactivos y procedimiento de tincién
Evaluary entrenar la capacidad de observacion del microscopista
Evaluar la calidad de imagen del microscopio
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Periodicidad
La periodicidad con que se realizara este control es mensual

Procedimiento

Se realizard procedimiento de tincion y lectura a 2 muestras, una positiva y otra
negativa, ya sea de origen comercial o procedente de pool de [dminas generades en
el laboratorio, segun disponibilidad.

Evaluacidn y registro
El registro y evaluacion de resultado se realizara en el libro de registro de controel de
calidad de microbiologia.

Medidas correctivas
En caso de falsos positivos o negativos se evaluara las siguientes causales en el orden
establecido.

e Error de procedimiento de tincion
Se repetira el procedimiento de tincion, poniendo énfasis en realizar cada paso
segln protocolo y sera nuevamente leida.

¢ Falla de reactivos de tincion
En el caso de que los resultados erroneos persistan en el paso anterior, se
procedera a reemplazar los reactivos de tincion y realizar relectura.

e Problemas con la muestra/'control
En el caso de que los resultados errdneos persistan en el paso anterior, se
procedera a repetir el procedimiento con |laminas de lote nuevo o muestras
diferentes, segun. disponibilidad.

e Problema con el microscopio
Evaluar en otro micrascopio y solicitar reparacién en caso de que el problema no
se resuelva.

CONTROL DE CALIDAD INTERNO TINCION DE CRISTAL VIOLETA-BICARBONATO

Objetivos

e Evaluar la calidad de los reactivos y procedimiento de tincién.

e Evaluar y entrenar la capacidad de observacion del microscopista.
e Evaluar la calidad de imagen del microscopio.

Periodicidad
La periodicidad con que se realizara este control es mensual
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Procedimiento

Se realizara procedimiento de tincion y lectura a 2 muestras, una positiva y otra
negativa, ya sea de origen comercial o procedente de pool de laminas generados en
el laboratorio, segln disponibilidad.

Evaluacion y registro
El registro y evaluacion de resultado se realizara en el libro de registro de control de
calidad de microbiologia.

Medidas correctivas
En caso de falsos positivos o negativos se evaluara las siguientes causales en el.orden
establecido.

e Error de procedimiento de tincion
Se repetird el procedimiento de tincion, poniendo énfasis en. realizar cada paso
segln protocolo y serd nuevamente leida.

e Falla de reactivos de tincion
En el caso de que los resultados erréneos persistan en el paso anterior, se
procedera a reemplazar los reactivos de tincion y realizar relectura.

e Problemas con la muestra control
En el caso de que los resultados errdneos persistan en el paso anterior, se
procederd a repetir el precedimiento con ldminas de lote nuevo o muestras
diferentes, segln disponibilidad.

e Problema con el microscopio
Evaluar en otro microscopio y solicitar reparacion en caso de que el problema no
se resuelva.

CONTROL DE CALIDAD INTERNO TINCION DE GRAM

Objetivos

e FEvaluar la calidad de los reactivos y procedimiento de tincién

e Evaluar y entrenar la capacidad de observacidn del microscopista
e Evaluarla calidad de imagen del microscopio

Periodicidad
La periodicidad con que se realizara este control es mensual

Procedimiento

Se realizard procedimiento de tincién y lectura a 2 muestras, una con cocaceas Gram
positiva y otra con bacilos Gram negativo, ya sea de origen comercial o procedente
de pool de ldminas generados en el laboratorio, segun disponibilidad.
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Evaluacion y registro
El registro y evaluacion de resultado se realizara en el libro de registro de control de
calidad de microbiologia.

Medidas correctivas
En caso de falsos positivos o negativos se evaluara las siguientes causales enel orden
establecido.

e Error de procedimiento de tincién
Se repetira el procedimiento de tincién, poniendo énfasis en realizar cada paso
segun protocolo y sera nuevamente leida.

e Falla de reactivos de tincién
En el caso de que los resultados erréneos persistan en el paso anterior, se
procederd a reemplazar los reactivos de tinciény realizar relectura.

* Problemas con la muestra control
En el caso de que los resultados erréneos persistan en el paso anterior, se
procedera a repetir el procedimiento con |@minas de lote nuevo o muestras
diferentes, seguin disponibilidad.

® Problemas con el microscopio
Evaluar en otro microscopio y solicitar reparacion en caso de que el problema no
se resuelva.

CONTROL DE CALIDAD INTERNO LEUCOCITOS FECALES

Objetivos
e Evaluary entrenar lacapacidad de observacion del microscopista.
e Evaluarlacalidad de imagen del microscopio.

Periodicidad
La periodicidad con que se realizara este control es mensual

Procedimiento
Se realizara lectura a muestra positiva, obtenida de muestras de pacientes, las cuales
se fijan en un portaobjetos con un sellante.

Evaluacion y registro
El registro y evaluacion de resultado se realizara en el libro de registro de control de
calidad de microbiologia.
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Medidas correctivas
En caso de falsos negativos se evaluard las siguientes causales en el orden
establecido.

e Lectura del microscopista
Repitiendo la lectura un segundo observador,

e Problemas con la muestra control
En el caso de que los resultados erréneos persistan en el paso anterior, se
procederd a repetir el procedimiento con muestras diferentes.

e Problema con el microscopio
Evaluar en otro microscopio y solicitar reparaciéon en €aso de que el problema se
resuelva.

CONTROL DE CALIDAD INTERNO MICOLOGICO DIRECTO

Objetivos
e Evaluary entrenar la capacidad de observacién del microscopista
e Evaluar la calidad de imagen del microscopio

Periodicidad
La periodicidad con que se realizara este control es mensual

Procedimiento
Se realizara lectura amuestras disponibles obtenidas de pacientes, las cuales se fijan
en un portacbjetos con un sellante,

Evaluacidny registro
El registroy evaluacion de resultado se realizara en el libro de registro de control de
calidad de microbiologia.

Medidas correctivas
En'caso de falsos positivos o negativos se evaluard las siguientes causales en el orden
establecido.

e Lectura del microscopista: Repitiendo la lectura un segundo observador.

e Problemas con la muestra control: En el caso de que los resultados erréneos
persistan en el paso anterior, se procederd a repetir el procedimiento con
muestras diferentes.

e Problema con el microscopio: Evaluar en otro microscopio y solicitar reparacion
en caso de que el problema se resuelva.
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CONTROL DE CALIDAD INTERNO PARASITOLOGICO DE DEPOSICIONES

Objetivos
e Evaluary entrenar la capacidad de observacion del microscopista.
e Evaluar la calidad de imagen del microscopio.

Periodicidad
La periodicidad con que se realizara este control es mensual.

Procedimiento
Se realizara lectura a muestras disponibles obtenidas de pacientes, las cuales se fijan
en un portaobjetos con un sellante,

Evaluacion y registro
El registro y evaluacion de resultado se realizara en el libro de registro de control de
calidad de microbiologia.

Medidas correctivas
En caso de falsos positivos o negativos se/evaluara las siguientes causales en el orden
establecido.

e Evaluar la lectura del microscopista, repitiendo la lectura un segundo observador.

e Problemas con la muestra control: En el caso de que los resultados erréneos
persistan en el paso anterior, se procederd a repetir el procedimiento con
muestras diferentes.

e Problema con el-microscopio: Evaluar en otro microscopio y solicitar reparacién
en caso de que el problema se resuelva.

CONTROL DE CALIDAD INTERNO INMUNOFLUORESCENCIA PARA BORDETELLA

Objetivos

e Fvaluar la'calidad de los reactivos y procedimiento de tincion.

e Evaluary entrenar la capacidad de observacion del microscopista.
e Evaluar la calidad de imagen del microscopio.

Periodicidad
La periodicidad con que se realizara este control es mensual

Procedimiento
Se realizara procedimiento de tincién y lectura a una muestra positiva procedente de
pool de laminas generadas en el laboratorio.
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Evaluacion y registro
El registro y evaluacién de resultado se realizard en el libro de registro de control de
calidad de microbiologia.

Medidas correctivas
En caso de falsos positivos o negativos se evaluara |as siguientes causales en ef orden
establecido.

e Error de procedimiento de tincién: Se repetira el procedimiento de tincion,
poniendo énfasis en realizar cada paso segln protocolo y serd nuevamente leida.

e Falla de reactivos de tincion: En el caso de que los resultados erroneos persistan
en el paso anterior, se procederad a reemplazar los reactivos de‘tincion y realizar
relectura,

e Problemas con la muestra control: En el caso de que los resultados erréneos
persistan en el paso anterior, se procederd a repetir el procedimiento con laminas
de lote nuevo o muestras diferentes, segln disponibilidad.

e Problema con el microscopio: Solicitar mantencién y/o reparacion del equipo.

CONTROL DE CALIDAD INTERNO VIRUS RESPIRATORIOS

Objetivos

e Evaluar la calidad de los reactivos y procedimiento de tincion.

e Evaluary entrenar la capacidad de observacion del microscopista.
e Evaluar la calidad de imagen del microscopio.

Periodicidad
La periodicidad con que se realizara este control es mensual

Procedimiento

Se realizara procedimiento de tincién y lectura a muestras positivas y negativas para
cada uno dé los 8 virus estudiados, ya sea de origen comercia o procedente de pool
de [aminas generados en el laboratorio.

Evaluacion y registro
El registro y evaluacion de resultado se realizara en el libro de registro de control de
calidad de microbiologia.

Medidas correctivas
En caso de falsos positivos o negativos se evaluard las siguientes causales en el orden
establecido.
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e Error de procedimiento de tincion: Se repetira el procedimiento de tincidn,
poniendo énfasis en realizar cada paso segun protocolo y serd nuevamente leida.

e Falla de reactivos de tincidn: En el caso de que los resultados erréneos persistan
en el paso anterior, se procedera a reemplazar los reactivos de tincién y realizar
relectura.

e Problemas con la muestra control: En el caso de que los resultados efrrdoneos
persistan en el paso anterior, se procedera a repetir el procedimiento con laminas
de lote nuevo o muestras diferentes, segun disponibilidad.

e Problema con el microscopio: Solicitar mantencién y/o reparacién'del equipo.

CONTROL DE CALIDAD INTERNO TEST DE GRAHAM

Objetivos
e Evaluary entrenar la capacidad de observacion del microscopista.
e Evaluar la calidad de imagen del microscopio.

Periodicidad
La periodicidad con que se realizara este control es mensual

Procedimiento
Se realizara lectura a muestra positiva, obtenida de muestras de pacientes.

Evaluacién y registro
El registro y evaluacion de resultado se realizara en el libro de registro de control de
calidad de microbiologia.

Medidas correctivas
En caso de falsos negativos se evaluara las siguientes causales en el orden
establecido.

e _Evaluar lalectura del microscopista, repitiendo la lectura un segundo observador.

e Problemas con la muestra control: En el caso de que los resultados erréneos
persistan en el paso anterior, se procedera a repetir el procedimiento con
muestras diferentes.

® Problema con el microscopio: Evaluar en otro microscopio y solicitar reparacion
en caso de que el problema se resuelva.

CONTROL DE CALIDAD INTERNO ACAROTEST

Objetivos
e Evaluar y entrenar la capacidad de observacién del microscopista.
e Evaluar la calidad de imagen del microscopio.
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Periodicidad
La periodicidad con que se realizara este control es mensual

Procedimiento
Se realizara lectura a muestras disponibles, obtenida de muestras de pacientes.

Evaluacion y registro
El registro y evaluacién de resultado se realizard en el libro de registro de controlde
calidad de microbiologia.

Medidas correctivas

En caso de falsos negativos o positivos se evaluard las siguientes causales en el orden
establecido.

e Evaluar la lectura del microscopista, repitiendo lalectura un segundo observador.

e Problemas con la muestra control: En el caso de gue:los resultados erroneos
persistan en el paso anterior, se procederd a repetir el procedimiento con
muestras diferentes.

e Problema con el microscopio: Evaluar en otro microscopio y solicitar reparacion
en caso de que el problema se resuelva.

CONTROL DE CALIDAD INTERNO ROTAVIRUS/ADENOVIRUS

Objetivos
e Evaluar la calidad de los Kit comerciales.

Periodicidad
La periodicidad con que se realizara este control es mensual

Procedimiento
Se realizara tést a 2 muestras, una positiva para adenovirus y otra para rotavirus,
procedente de pool de muestras generadas en el laboratorio, segin sea la
disponibilidad.

Evaluacion y registro
El registro y evaluacion de resultado se realizara en el libro de registro de control de
calidad de microbiologia.
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Medidas correctivas
En caso de falsos negativos se evaluara las siguientes causales en el orden
establecido.

e Error de procedimiento: Se repetird el procedimiento, poniendo énfasis en
realizar cada paso segun protocolo y sera nuevamente leida.

e Kit defectuoso, caduco o descompuesto: En el caso de que los resultados errénens
persistan en el paso anterior, se procedera a evaluar con un nuevo kit.

CONTROL DE CALIDAD INTERNO TEST DE EMBARAZO

Objetivos
e Evaluar la calidad de los Kit comerciales.

Periodicidad
La periodicidad con que se realizara este control es mensual

Procedimiento
Se realizard test a 2 muestras, una positiva y otra negativa de origen comercial y de
tercera opinién.

Evaluacion y registro
El registro y evaluacion de resultado se realizard en el libro de registro de control de
calidad de microbiologia.

Medidas correctivas
En caso de falsos negativos 0 positivos se evaluara las siguientes causales en el orden
establecido.

o Error de procedimiento: Se repetird el procedimiento, poniendo énfasis en
realizar cada paso segln protocolo y serd nuevamente leida.

e Kit defectuoso, caduco o descompuesto: En el caso de que los resultados erroneos
persistan en el paso anterior, se procedera a evaluar con un nuevo kit.

CONTROL DE CALIDAD INTERNO TOXINA CLOSTRIDIUM DIFFICILE

Objetivos
e Evaluar la calidad de los Kit comerciales.

Periodicidad
La periodicidad con que se realizara este control es mensual

42




* MANUAL DE PROCEDIMIENTOS Y )
| A s onos v | EVALUACION SISTEMATICA DE LOS PN
L -SAN JOSE DE MATPO PROCESOS DE LA ETAPA ANALITICA Y i it

- UNIDAD DE CALIDAD Y
POST ANALITICA DE MICROBIOLOGIA SEGURIDAD DEL PACIENTE

Procedimiento
Se realizara test a una muestra positiva para Antigeno GAPDH y tdxina A/B de C.
difficile, el cual es provisto por el mismo kit.

Evaluacion y registro
El registro y evaluacion de resultado se realizara en el libro de registro de control de
calidad de microbiologia.

Medidas correctivas
En caso de falsos negativos se evaluara las siguientes causales en el orden
establecido.

e Error de procedimiento: Se repetira el procedimiento, poniendo énfasis en
realizar cada paso segtn protocolo y sera nuevamente leida.

e Kit defectuoso, caduco o descompuesto: En el caso de que los resultados erroneos
persistan en el paso anterior, se procedera a‘evaluar con.un nuevo kit.

CONTROL DE CALIDAD INTERNO HEMORRAGIAS OCULTAS EN DEPOSICIONES

Objetivos
e Evaluar la calidad de los Kit comerciales.

Periodicidad
La periodicidad con que se realizara este control es mensual

Procedimiento
Se realizara test a 2 muestras, una positiva y otra negativa obtenidas de muestras de
pacientes.

Evaluacion y registro
El registro y evaluacion de resultado se realizara en el libro de registro de control de
calidad de microbiologia.

Medidas correctivas
En caso de falsos negativos o positivos se evaluard |as siguientes causales en el orden
establecido.

e FError de procedimiento: Se repetird el procedimiento, poniendo énfasis en
realizar cada paso segln protocolo y sera nuevamente leida.

e Kit defectuoso, caduco o descompuesto: En el caso de que los resultados erréneos
persistan en el paso anterior, se procedera a evaluar con un nuevo kit.
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CONTROL DE CALIDAD INTERNO BATERIA BIOQUIMICA

Objetivos
e Evaluar funcionalidad y esterilidad de los medios comerciales TSI, LIA, MIO, Citrate
de Simmons y Urea.

Periodicidad
La periodicidad con que se realizara este control es mensual

Procedimiento

Se evaluara la funcionalidad de los medios a través de la inoculacion e incubacion en
las mismas condiciones de rutina, de un conjunto de cepas, ATCC o aisladas en
laboratorio segln disponibilidad, de resultados conocides que permitan evaluar la
totalidad de las caracteristicas descritas a continuacion:

e TSI: Utilizacién de carbohidratos Glucosa, Frugctosa y/o Sacarosa (K/K, K/A 6 A/A).
TSI: Formacion o no de H2S.

TSI: Formacion o no de gas. ;

LIA: Descarboxilacion, deaminacién o/ninguna de la Lisina (K/K, K/A, R/A)

MIO: Motilidad, Indol, Descarboxilacion de la Ornitina.

Citrato: Utilizacion de Citrato.

Urea: Hidrolisis de la trea.

Junto con esto se incubaran tubos con medio sin inocular para evaluar la esterilidad
del medio.

Evaluacion y registro
El registro y evaluacion de resultado se realizara en el libro de registro de control de
calidad deimicrobiologia.

Medidas corréectivas
En caso de resultados discordantes con las caracteristicas biogquimicas de la(s)
cepa(s) se evaluara las siguientes causales en el orden establecido.

e Error de procedimiento: Se repetirda el procedimiento, poniendo énfasis en
realizar cada paso segln protocolo y serd nuevamente leida.

e Medio defectuoso, caduco o descompuesto: En el caso de que los resultados
erroneqs persistan en el paso anterior, se procedera a evaluar con medios de un
lote diferente.

e Cepas mutadas o contaminadas: Se evaluard los medios discordantes con la
misma cepa de otra resiembra o una cepa nueva que permita evaluar la misma
caracteristica.
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e Temperatura de incubacion: Evaluar lecturas de temperatura, en caso de
oscilaciones térmicas solicitar mantencién y reparacién de estufa de cultivo.

CONTROL DE CALIDAD INTERNO DNASA

Objetivos
e Evaluar funcionalidad y esterilidad del medio comercial DNASA.

Periodicidad
La periodicidad con que se realizara este control es mensual

Procedimiento

Se evaluara la funcionalidad del medio a través de la inoCulacion e incubacion de 2
cepas ATCC o domésticas segun disponibilidad, una DNASA POSITIVO y otra DNASA
NEGATIVO.

Evaluacion y registro
El registro y evaluacién de resultado se realizara en el libro de registro de control de
calidad de microbiologia.

Medidas correctivas
En caso de resultados discordantes se evaluard las siguientes causales en el orden
establecido.

e Error de procedimiento: Se repetird el procedimiento, poniendo énfasis en
realizar cada paso'segin protocolo y serd nuevamente leida.

e Medio defectuoso, caduco o descompuesto: En el caso de que los resultados
erréneos persistan en el paso anterior, se procedera a evaluar con medios de un
lote diferente.

e Cepas mutadas o contaminadas: Se evaluard los medios discordantes con la
misma cepa de otra resiembra o una cepa nueva que permita evaluar la misma
caracteristica.

e Temperatura de incubacién: Evaluar lecturas de temperatura, en caso de
oscilaciones térmicas solicitar mantencién y reparacién de estufa de cultivo.

CONTROL DE CALIDAD INTERNO OXIDASA Y CATALASA

Objetivos
e Evaluar funcionalidad de reactivos de oxidasa y catalasa.

Periodicidad
La periodicidad con que se realizara este control es mensual
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Procedimiento

Se evaluara la funcionalidad del medio a través de la inoculacidn e incubacion de 2
cepas ATCC o domésticas segun disponibilidad, una OXIDASA y CATALASA POSITIVO y
otra OXIDASA y CATALASA NEGATIVO.

Evaluacion y registro
El registro y evaluacion de resultado se realizard en el libro de registro de control de
calidad de microbiologia.

Medidas correctivas
En caso de resultados discordantes se evaluara las siguientes causales en el orden
establecido.

e Error de procedimiento: Se repetira el procedimiento, poniendo énfasis en
realizar cada paso segln protocolo y serd nuevamente leida.

e Reactivo defectuoso, caduco o descompuesto: En el caso de que los resultados
erréneos persistan en el paso anterior, se procedera a evaluar con medios de un
lote diferente,

e (Cepas mutadas o contaminadas: Se/evaluara los medios discordantes con la
misma cepa de otra resiembra o una'cepa nueva que permita evaluar la misma
caracteristica.

CONTROL DE CALIDAD INTERNO TELURITO

Objetivos
e Evaluar funcionalidad y esterilidad del medio comercial Telurito.

Periodicidad
La periodicidad con que se realizara este control es mensual

Procedimiento

Se evaluara la funcionalidad del medio a través de la inoculacién e incubacién de 2
cepas ATCC o domésticas segln disponibilidad, una Telurito POSITIVO y otra Telurito
NEGATIVO.

Evaluacion y registro
El registro y evaluacion de resultado se realizara en el libro de registro de control de
calidad de microbiologia.

Medidas correctivas
En caso de resultados discordantes se evaluara las siguientes causales en el orden
establecido.
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e Error de procedimiento: Se repetira el procedimiento, poniendo énfasis en
realizar cada paso segln protocolo y sera nuevamente leida.

o Medio defectuoso, caduco o descompuesto: En el caso de que los resultados
erréneos persistan en el paso anterior, se procederad a evaluar con medios de un
lote diferente.

s (Cepas mutadas o contaminadas: Se evaluard los medios discordantes con la
misma cepa de otra resiembra o una cepa nueva que permita evaluar la misma
caracteristica.

e Temperatura de incubacién: Evaluar lecturas de temperatura, en caso de
oscilaciones térmicas solicitar mantencion y reparacion de estufa de cultivo.

CONTROL DE CALIDAD INTERNO BILIS ESCULINA

Objetivos
e Evaluar funcionalidad y esterilidad del medio comercial Bilis Esculina.

Periodicidad
La periodicidad con que se realizara este'control es mensual

Procedimiento

Se evaluara la funcionalidad del medio a través de la inoculacién e incubacion de 2
cepas ATCC o domésticas segun disponibilidad, una Bili Esculina POSITIVO y otra Bilis
Esculina NEGATIVO.

Evaluacion y registro
El registro y evaluacién.de resultado se realizard en el libro de registro de control de
calidad de microbiolegia.

Medidas correctivas
En caso de resultados discordantes se evaluard las siguientes causales en el orden
establecido:

e Error de procedimiento: Se repetird el procedimiento, poniendo énfasis en
realizar cada paso segln protocolo y serd nuevamente leida.

e Medio defectuoso, caduco o descompuesto: En el caso de que los resultados
erréneos persistan en el paso anterior, se procedera a evaluar con medios de un
lote diferente.

e Cepas mutadas o contaminadas: Se evaluara los medios discordantes con la
misma cepa de otra resiembra o una cepa nueva que permita evaluar la misma
caracteristica.

e Temperatura de incubacién: Evaluar lecturas de temperatura, en caso de
oscilaciones térmicas solicitar mantencién y reparacién de estufa de cultivo.
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CONTROL DE CALIDAD INTERNO CPS/CNA

Objetivos
e Evaluar funcionalidad y esterilidad del medio comercial CPS/CNA.

Periodicidad
La periodicidad con que se realizara este control es mensual

Procedimiento

Se evaluarad la funcionalidad de los medios a través de |a inoculacién e incubacién en
las mismas condiciones de rutina, de un conjunto de cepas, ATCC o aisladas en
laboratorio segun disponibilidad, de resultados conocidos que permitan, evaluar al
menos 4 variantes cromogénicas en el medio CPS y la formacién o no de’‘hemolisis (B
y a) en el medio CNA. Junto con esto se incubaran placas con medio sin inocular para
evaluar la esterilidad del medio.

Evaluacion y registro
El registro y evaluacion de resultado se realizard en el libro de registro de control de
calidad de microbiologia.

Medidas correctivas
En caso de resultados discordantes se evaluara las siguientes causales en el orden
establecido.

e Error de procedimiento: Se repetird el procedimiento, poniendo énfasis en
realizar cada paso segun protocolo y serd nuevamente leida.

e Medio defectuoso, caduco, descompuesto o contaminado: En el caso de que los
resultados erréneos persistan en el paso anterior, se procedera a evaluar con
medios.de un lote diferente.

e (Cepas mutadas o contaminadas: Se evaluard los medios discordantes con la
misma cepa’de otra resiembra o una cepa nueva que permita evaluar la misma
caracteristica.

e Temperatura de incubacion: Evaluar lecturas de temperatura, en caso de
oscilaciones térmicas solicitar mantencion y reparacion de estufa de cultivo.

CONTROL DE CALIDAD INTERNO AGAR CHOCOLATE

Objetivos
e Evaluar funcionalidad y esterilidad del medio comercial Agar Chocolate.

Periodicidad
La periodicidad con que se realizara este control es mensual
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Procedimiento

Se evaluara la funcionalidad del medio a través de la inoculacién e incubacién en las
mismas condiciones de rutina, de al menos una cepa, ATCC o aisladas en laboratorio
seglin disponibilidad, capaz de desarrollarse en agar chocolate.

Junto con esto se incubaran placas con medio sin inocular para evaluar esterilidad.

Evaluacién y registro
El registro y evaluacién de resultado se realizara en el libro de registro de controlde
calidad de microbiologia.

Medidas correctivas
En caso de resultados discordantes se evaluard las siguientes causales en el orden
establecido.

e Error de procedimiento: Se repetird el procedimiento, poniendo énfasis en

realizar cada paso segun protocolo y sera nuevamente leida.

e Medio defectuoso, caduco, descompuesto-@ contaminado: En el caso de que los

resultados erréneos persistan en el paso anterior, se procedera a evaluar con
medios de un lote diferente.

e (Cepas mutadas o contaminadas: Se evaluara los medios discordantes con la

misma cepa de otra resiembra 0 una cepa nueva que permita evaluar la misma
caracteristica.

e Temperatura de incubacién: Evaluar lecturas de temperatura, en caso de

oscilaciones térmicas splicitar mantencion y reparacién de estufa de cultivo.
CONTROL DE CALIDADINTERNO AGAR SANGRE DE CORDERO

Objetivos
e FEvaluar funcionalidad y esterilidad del medio comercial Agar Sangre de Cordero.

Periodicidad
Laperiodicidad con que se realizara este control es mensual

Procedimiento

Se evaluara la funcionalidad del medio a través de la inoculacién e incubacién en las
mismas condiciones de rutina, de al menos 3 cepas, ATCC o aisladas en laboratorio
segun disponibilidad, que permitan evaluar hemolisis en sus 3 formas (a, B 6 y).
Junto con esto se incubaran placas con medio sin inocular para evaluar esterilidad.

Evaluacion y registro
El registro y evaluacion de resultado se realizara en el libro de registro de control de
calidad de microbiologia.
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Medidas correctivas
En caso de resultados discordantes se evaluard las siguientes causales en el orden
establecido.

e Error de procedimiento: Se repetird el procedimiento, poniendo énfasis en
realizar cada paso segun protocolo y serd nuevamente leida.

e Medio defectuoso, caduco, descompuesto o contaminado: En el caso de que los
resultados erréneos persistan en el paso anterior, se procederd a evaluar-con
medios de un lote diferente.

e (Cepas mutadas o contaminadas: Se evaluard los medios discordantes con la
misma cepa de otra resiembra o una cepa nueva que permita evaluar la.misma
caracteristica.

e Temperatura de incubacion: Evaluar lecturas de temperatura, €n caso de
oscilaciones térmicas solicitar mantencidn y reparacion de estufade cultivo.

CONTROL DE CALIDAD INTERNO MCCONKEY

Objetivos
e Evaluar funcionalidad y esterilidad del/medio comercial Agar McConkey

Periodicidad
La periodicidad con que se realizara este control es mensual

Procedimiento

Se evaluara la funcionalidad del medio a través de la inoculacién e incubacion en las
mismas condiciones.de rutina, de al menos 2 cepas, ATCC o aisladas en laboratorio
segun disponibilidad, que permitan evaluar la fermentacion o no de Ia lactosa.

Junto con esto se incubaran placas con medio sin inocular para evaluar esterilidad.

Evaluacién y registro
El registro y evaluacion de resultado se realizara en el libro de registro de control de
calidad de microbiologia.

Medidas correctivas
En caso de resultados discordantes se evaluara las siguientes causales en el orden
establecido.

®» Error de procedimiento: Se repetird el procedimiento, poniendo énfasis en
realizar cada paso segln protocolo y serd nuevamente leida.

e Medio defectuoso, caduco, descompuesto o contaminado: En el caso de que los
resultados erroneos persistan en el paso anterior, se procedera a evaluar con
medios de un lote diferente.
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e Cepas mutadas o contaminadas: Se evaluard los medios discordantes con la
misma cepa de otra resiembra o una cepa nueva que permita evaluar la misma
caracteristica.

e Temperatura de incubacion: Evaluar lecturas de temperatura, en caso de
oscilaciones térmicas solicitar mantencion y reparacion de estufa de cultivo.

CONTROL DE CALIDAD INTERNO AGAR TCBS (VIBRIO)

Objetivos
e Evaluar funcionalidad y esterilidad del medio comercial Agar TCBS

Periodicidad
La periodicidad con que se realizara este control es mensual

Procedimiento

Se evaluard la funcionalidad del medio a través de la inoculacion e incubacion en las
mismas condiciones de rutina, de al menos 2 cepas, ATCC o aisladas en laboratorio
segun disponibilidad, que permitan evaluar la selectividad del medio TCBS (Vibrio).
Junto con esto se incubaran placas con medio sin inocular para evaluar esterilidad.

Evaluacion y registro
El registro y evaluacion de resultado se realizard en el libro de registro de control de
calidad de microbiologia.

Medidas correctivas
En caso de resultados discordantes se evaluard las siguientes causales en el orden
establecido.

e Error de procedimiento: Se repetird el procedimiento, poniendo énfasis en
realizar cada paso segun protocolo y serd nuevamente leida.

e Medio deféctuoso, caduco, descompuesto o contaminado: En el caso de que los
resultados erréneos persistan en el paso anterior, se procedera a evaluar con
medios de un lote diferente.

s (Cepas mutadas o contaminadas: Se evaluard los medios discordantes con la
misma cepa de otra resiembra o una cepa nueva que permita evaluar la misma
caracteristica.

e Temperatura de incubacién: Evaluar lecturas de temperatura, en caso de
oscilaciones térmicas solicitar mantencién y reparacion de estufa de cultivo.
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CONTROL DE CALIDAD INTERNO AGAR XLD

Objetivos
e Evaluar funcionalidad y esterilidad del medio comercial XLD

Periodicidad
La periodicidad con que se realizara este control es mensual

Procedimiento

Se evaluara la funcionalidad del medio a través de la inoculaciéon e incubacion.en las
mismas condiciones de rutina, de diversas cepas, ATCC o aisladas.en laboratorio
segun disponibilidad, que permitan evaluar fermentacion o no de la Xilosa y
formacién o no de H2S. Junto con esto se incubaran placas con medio sin inocular
para evaluar esterilidad.

Evaluacion y registro
El registro y evaluacion de resultado se realizara en-€l libro de registro de control de
calidad de microbiologia.

Medidas correctivas
En caso de resultados discordantes se evaluard las siguientes causales en el orden
establecido.

e Error de procedimiento: Se repetird el procedimiento, poniendo énfasis en
realizar cada paso segun protocolo y sera nuevamente leida.

e Medio defectuoso, caduco, descompuesto o contaminado: En el caso de que los
resultados erroneos persistan en el paso anterior, se procedera a evaluar con
medios de un lote diferente.

e (Cepas mutadas o contaminadas: Se evaluara los medios discordantes con la
misma cepa.de otra resiembra o una cepa nueva que permita evaluar la misma
caracteristica.

e Temperatura de incubacién: Evaluar lecturas de temperatura, en caso de
oscilaciones térmicas solicitar mantencion y reparacion de estufa de cultivo.

CONTROL DE CALIDAD INTERNO MEDIO CROMO CANDIDA

Objetivos
e Evaluar funcionalidad y esterilidad del medio comercial Cromocandida.

Periodicidad
La periodicidad con que se realizara este control es mensual
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Procedimiento

Se evaluara la funcionalidad del medio a través de la inoculacién e incubacién en las
mismas condiciones de rutina, de al menos una cepa, ATCC o aisladas en laboratorio
segln disponibilidad, que permitan evaluar |a selectividad del medio para el género
Candida y otras levaduras. Junto con esto se incubaran placas con medio sin inocular
para evaluar esterilidad.

Evaluacion y registro
El registro y evaluacion de resultado se realizard en el libro de registro de control de
calidad de microbiologia.

Medidas correctivas
En caso de resultados discordantes se evaluara las siguientes causales/en el orden
establecido.

e Error de procedimiento: Se repetird el procedimiento, poniendo énfasis en
realizar cada paso seglin protocolo y serd nuevamente leida.

o Medio defectuoso, caduco, descompuesto o contaminado: En el caso de que los
resultados errdneos persistan en el paso anterior, se procedera a evaluar con
medios de un lote diferente.

e (Cepas mutadas o contaminadas: Se evaluara los medios discordantes con la
misma cepa de otra resiembra o Una cepa nueva que permita evaluar la misma
caracteristica.

e Temperatura de incubacién: Evaluar lecturas de temperatura, en caso de
oscilaciones térmicas solicitar mantencién y reparacién de estufa de cultivo.

CONTROL DE CALIDAD INTERNO AGAR THAYER MARTIN

Objetivos
e Evaluar funcionalidad y esterilidad del medio comercial Thayer Martin

Periodicidad
La periodicidad con que se realizara este control es mensual

Procedimiento

Se evaluara la funcionalidad del medio a través de la inoculacion e incubacién en las
mismas condiciones de rutina, de cepa de Neisseria gonorrhoeae, ATCC o aisladas en
laboratorio segun disponibilidad, que permitan evaluar desarrollo. Junto con esto se
incubaran placas con medio sin inocular para evaluar esterilidad.
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Evaluacion y registro
El registro y evaluacion de resultado se realizara en el libro de registro de control de
calidad de microbiologia.

Medidas correctivas
En caso de resultados discordantes se evaluard las siguientes causales en el arden
establecido.

e Error de procedimiento: Se repetird el procedimiento, poniendo énfasis en
realizar cada paso segun protocolo y sera nuevamente leida.

e Medio defectuoso, caduco, descompuesto o contaminado: En el caso de qgue los
resultados erréneos persistan en el paso anterior, se procedera’a evaluar con
medios de un lote diferente.

e (Cepas mutadas o contaminadas: Se evaluara los medios discerdantes con la
misma cepa de otra resiembra o una cepa nueva que permita evaluar la misma
caracteristica.

e Temperatura de incubacién: Evaluar lecturas de temperatura, en caso de
oscilaciones térmicas solicitar mantencion y reparacion de estufa de cultivo.

CONTROL DE SENSIBILIDAD
PANELES DE ANTIBIOTICOS DE PRIMERIA LINEA PARA GRAM POSITIVO Y NEGATIVO

Objetivos
e Controlar calidad de sensidiscos<utilizando cepas con perfiles de sensibilidad
conocidos para los antibioticos en cuestién.

Periodicidad
La periodicidad con que serealizara este control es Semanal*

Procedimiento

Utilizando cepas ATCC recomendadas para ello, se evaluaran antibioticos de primera
linea en 2 paneles, cada uno con una cepa distinta, utilizando Agar Miller Hinton y
conlas condiciones habituales en |las que se realiza el antibiograma convencional.
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Los Paneles son los siguientes:

Panel |

Cepa: ATCC 25922 Escherichia coli. Antibicticos y rangos de halo de inhibicién (mm)
e Ampicilina 10ug (16-22mm)

e Cefadroxilo 30ug (15-21mm)

e Ciprofloxacino 5ug (30-40mm)

e Gentamicina 10ug (19-26mm)

e Nitrofurantoina 300ug (20-25mm)

e Sulfametoxazol trimetropim (Cotrimoxazol) (23-29mm)

e Cefazolina 30ug (21-27mm)

e Cefuroximo 30ug (20-26mm)

*Al iniciar un lote nuevo de sensidisco, se debe evaluar diariamente durante 5 dias,
tras 5 dias de resultados en rango se inicia evaluacién semanal. En caso de puntos
fuera de rango, volver a evaluar diariamente por el mismo periodo.

Panel Il

Cepa: ATCC 25923 S. aureus. Antibidticos y rangos de halo de inhibicién (mm)
e Cefoxitina 30ug (23-29mm)

e Tetraciclina 30ug (24-30mm)

e Eritromicina 15ug (22-30mm)

e (Clindamicina 2ug (24-30mm)

e Cloramfenicol 30ug (19-26mm)

e Rifampicina (26-34mm)

e Vancomicina 30ug (17-22mm)

Evaluacion y registro
El registro y evaluacién de resultado se realizara en el libro de registro de control de
calidad de microbiologia.

Medidas correctivas
Encaso de resultados fuera de rango, se procedera de |a siguiente manera.

e . Repetir antibiograma en las mismas condiciones, para descartar o confirmar error
aleatorio.

e Verificar caducidad y esterilidad del medio y repetir con un nuevo lote.

e Verificar caducidad de los discos y repetir con un nuevo lote.

e Utilizar una cepa distinta para confirmar o descartar problema de cepa.
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Objetivos
Controlar calidad de sensidiscos utilizando cepas con perfiles de sensibilidad
conocidos para los antibidticos en cuestién,

Periodicidad
La periodicidad con que se realizara este control es mensual*

*Al iniciar un lote nuevo de sensidisco, se debe evaluar diariamente durante S dias,
tras 5 dias de resultados en rango se inicia evaluacién mensual: En caso de puntos
fuera de rango, volver a evaluar diariamente por el mismo periodo.

Procedimiento

Utilizando cepas ATCC recomendadas para ello, se evaluaran antibioticos utilizados
en antibiograma de hospitalizados y para cepas multirresistentes, cada uno con una
cepa distinta, utilizando Agar Miiller Hinton y con las-condiciones habituales en las
gue se realiza el antibiograma convencional:

Los Paneles son los siguientes.Panel Il

Cepa: ATCC 25922 Escherichia coli. Antibioticos y rangos de halo de inhibicidon (mm)
e Ampicilina Sulbactam 10/10ug{19-24mm)

e Ceftriaxona 30ug (29-35mm)

o Ceftazidima 30ug (29-35mm)

e Cefepime 30ug (31-37mm)

e |mipenem 10ug (26-32mm)

e Meropenem 10ug(28-34mm)

e Ertapenem 10ug (29-36mm)

e Piperacilina Tazobactam 100/10ug (24-30mm)
e Amikacina 30ug (19-26mm)

e Aztreonam30ug (28-36mm)

Panel IV

Cepa: ATCC 25923 S. gureus. Antibidticos y rangos de halo de inhibicion (mm)
e  Teicoplanina 30ug (15-21mm)

e Linezolid 30ug (25-32mm)

Oxacilina 1ug (18-24mm)

Penicilina 10U (26-37mm)

Claritromicina 15ug (26-32mm)

Levofloxacino 5ug (25-30mm)
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Evaluacion y registro
El registro y evaluacién de resultado se realizara en el libro de registro de control de
calidad de microbiologia.

Medidas correctivas
En caso de resultados fuera de rango, se procedera de la siguiente manera.

e Repetir antibiograma en las mismas condiciones, para descartar o confirmar error

aleatorio.
e Verificar caducidad y esterilidad del medio y repetir con un nueve:lote.
e Verificar caducidad de los discos y repetir con un nuevo lote,
e Utilizar una cepa distinta para confirmar o descartar problema de cepa.

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA POR EPSILOMETRIA (E-TEST)

Objetivos
e Controlar calidad de E-test utilizando cepascon perfiles de sensibilidad conocidos
para los antibidticos en cuestién.

Periodicidad
La periodicidad con que se realizara este control es mensual

Procedimiento

Utilizando cepas ATCC recomendadas para ello, se evaluaran antibidticos, en los que
se utiliza E-test, utilizando 2 cepas distintas (ATCC 29212 Enterococcus faecalis y
ATCC25922 Escherichiarcoli), utilizando Agar Miller Hinton y con las condiciones
habituales en las que se realizan los E-test de rutina.

Las cepas utilizadas y los antibiéticos que cada una controla son las siguientes: Cepa
ATCC 29212 Enterococcus faecalis. Antibidticos y rangos aceptables CIM

e Amoxicilina (0.5-2 ug/ml)

o Amoxicilina/Acido Clavulanico (0.25 /0.12 6 0.37 — 1/0.5 6 1.5 ug/ml)

e Penicilina(1-4ug/ml)

Teicoplanina (0.25-1 ug/ml)

Vancomicina (1-4 ug/ml)

Adicionalmente se controlard la Gentamicina 120ug (alto nivel) a través de
método de difusién en disco (16-23mm)
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Cepa: ATCC 25922 Escherichia coli. Antibidticos y rangos aceptables CIvI
e Amikacina (0.5-4 ug/ml)

e (Colistin (0.25-2)

e Ertapenem (0.004-0.015ug/mi)

e |mipenem (0.06-0.25 ug/ml)

e Meropenem (0.008-0.06 ug/ml)

Evaluacion y registro
El registro y evaluacion de resultado se realizara en el libro de registro de control de
calidad de microbiologia.

Medidas correctivas
En caso de resultados fuera de rango, se procedera de la siguiente manera.

e Repetir E-test en las mismas condiciones, qpara descartar o confirmar error
aleatorio.

e Verificar caducidad y esterilidad del medio.y repetir con un nuevo lote.

e Verificar caducidad de las tiras de E-test y repétir con un nuevo lote.

e Utilizar una cepa distinta para confirmar o descartar problema de cepa.

TEST DE DETECCION DE BETA-LACTAMASA DE ESPECTRO EXTENDIDO (BLEE)

Objetivos
e Controlar calidad de sensidiscos utilizados para detectar BLEE, usando una cepa
ATCC productora de la enzima en cuestion.

Periodicidad
La periodicidad con que se realizara este control es mensual

Procedimiento

Utilizando cepa ATCC 700603 Klebsiella pneumoniae, BLEE Positivo, utilizando Agar
Miller Hinton y con las condiciones habituales en las que se realiza el antibiograma
convencional, utilizar los siguientes antibidticos: Cefotaxima, Cefotaxima/Acido
Claubuldmico vy Ceftazidima, Ceftazidima/Acido Clauvuldmico. El halo de
Cefotaxima/Ac. Clauvulamico debe ser mayor en al menos 5mm al halo de
Cefotaxima séla, de la misma manera, el halo de Ceftazidima/Ac. Clauvulamico debe
ser mayor en al menos 5mm al halo de Ceftazidima séla, para poder ser considerado
BLEE+.

Evaluacion y registro
El registro y evaluacién de resultado se realizara en el libro de registro de control de
calidad de microbiologia.
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Medidas correctivas
En caso de resultados fuera de rango, se procedera de |a siguiente manera.

® Repetir antibiograma en las mismas condiciones, descartar o confirmar error
e Verificar caducidad y esterilidad del medio y repetir con un nuevo lote.

e Verificar caducidad de los discos y repetir con un nuevo lote,

e Utilizar una cepa distinta para confirmar o descartar problema de cepa.

METODO DE IDENTIFICACION Y SENSIBILIDAD AUTOMATIZADO  VITEK.
IDENTIFICACION

Objetivos
e Controlar calidad de tarjetas utilizadas para ‘identificacion’ del método
automatizado Vitek 2C

Periodicidad
La periodicidad con que se realizara este control es mensual

Procedimiento

Utilizando cepas ATCC recomendadas por el fabricante, procesar al menos 1 cepa
para cada tarjeta (GP, GN, NH_ y YST), de la misma forma que se procesa una
muestra.

Evaluacion y registro

El registro y evaluacién de resultado se realizara en el libro de registro de control de
calidad de microbiologia.

La muestra sera evaluada en el médulo QC del equipo VITEK 2C, donde este
informara si el resultado es asertivo.

Medidas correctivas
En caso de resultados fuera de rango, se procederd de la siguiente manera.

e Repetir procedimiento en las mismas condiciones, para descartar o confirmar
error aleatorio.
e Utilizar una cepa distinta para confirmar o descartar problema de cepa.

METODO DE IDENTIFICACION Y SENSIBILIDAD AUTOMATIZADO VITEK.
SENSIBILIDAD

Objetivos
e Controlar calidad de tarjetas utilizadas para sensibilidad del método automatizado
Vitek 2C
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Periodicidad
La periodicidad con que se realizara este control es mensual

Procedimiento

Utilizando cepas ATCC recomendadas por el fabricante, procesar al menos 1 cepa
para cada tarjeta (ASTN, ASTP, ASTYS), de la misma forma que se procesa una
muestra.

Evaluacion y registro

El registro y evaluacion de resultado se realizara en el libro de registro de control de
calidad de microbiologia. La muestra sera evaluada en el médulo QC del equipo
VITEK 2C, donde este informara si el resultado es asertivo.

Medidas correctivas
En caso de resultados fuera de rango, se procedera de |a siguiente manera.

e Repetir procedimiento en las mismas condiciones, para descartar o confirmar
error aleatorio.
e Utilizar una cepa distinta para confirmar o descartar problema de cepa.

ANALISIS QUIMICO CUALITATIVO Y SEMIAUTOMATIZADO DE ORINAS

Objetivos
e Evaluar procedimiento, equipamiento y cintas reactivas en el procesamiento de
analisis quimico cualitativo de orinas.

Periodicidad
La periodicidad con que se realizara este control es diaria

Procedimiento
Utilizando control comercial con 2 niveles (Normal y Alto), procesar de la misma
manera que se realizan muestras de rutina.

Evaluacion y registro
El'registro y evaluacion de resultado se realizara en el libro de registro de control de
calidad de microbiologia. Los rangos aceptables son entregados en el producto.
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Medidas correctivas
En caso de resultados fuera de rango, se procedera de la siguiente manera.

e Repetir procedimiento en las mismas condiciones, para descartar o confirmar

error aleatorio.
e Verificar cintas reactivas y reprocesar con cintas de nuevo frasco y/o lote.

e \Verificar limpieza del equipo y unidad 6ptica.
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ANEXO N°1. IMAGENES PARASITOLOGIA

Quiste Entamoeba histolytica

15

TR

e

Quiste Entamoeba coli

Trofozoito Entamoeba histolytica

.

Quiste Giardia lamblia

Trofozoito Entamoeba coli

Trofozoito Giardia lamblia
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Blastocystis homims

R+ Vadn

Forma vacuolada de Blastocystis hominis

Quiste Endolimax nana

Ooquiste Isospora belli
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Huevo Ascaris lumbricoides

Huevo Enterobius vermicularis Ejemplar adulto Enterobius vermicularis

“h‘li.;r‘gﬁl‘-

Huevo Trichuris trichuria  Ejfemplar adulto Trichuris richuria
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Huevo Taenia sp

Fi \ i : Figure A
irure o

Proglotida Taenia saginata

Fig B
Figure B e

Proglotida Taenia solium
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Ejemplar adulto Taenia sp

pivyliabothiwm (atim

EpeT

Huevo Hyminolepis nana

Huevo Hyminolepis diminuta

66




@El OMPLHIOHOSPHTALARIO
: @_.ﬁSy\N_IOSEil)l-‘..\[:\l[’U

* MANUAL DE PROCEDIMIENTOS Y
EVALUACION SISTEMATICA DE LOS
PROCESOS DE LA ETAPA ANALITICAY
POST ANALITICA DE MICROBIOLOGIA

R
UNIDAD DE CALIDAD Y
SEGURIDAD DEL PACIENTE

Huevo Fasciola hepatica

Ejemplar adulto Fasciola hepatica

ANEXO N°2: ANTIBIOGRAMAS SEGUN MICROORGANISMO

an Jzard 0] vz

e roJera crxfeaz rer] o ] MJ A2 I w |Muv{ rrr»] vzelaufcw ][] v

Uro: Urocultivo

A: Ampicilina

Siglas y abreviaciones:

BGN: Bacilos Gram Negativo.
Amb: Ambulatorio
Hosp: Hospitalizado

Sec; Cultivo corriente de herida, liquido o hemocultivo.
Str. Streptococcus.

Staph: Staphyloccus.

P: Pseudomonas.

B: Burkholderia.

S: Stenotrophomonas

SS: Salmonella-Shigella
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SAM: Ampicilina sulbactam
CPD: Cefadroxilo
CZ: Cefazolina
CXM: Cefuroximo
FOX: Cefoxitina
CRO: Ceftriaxona
CTX: Cefotaxima
CAZ: Ceftazidima
FEP: Cefepime

G: Gentamicina
AN: Amikacina

AZ: Aztreonam
IMI: Imipenem
MEM: Meropenem
ETP: Ertapenem
TZP: Piperacilina Tazobactam
N: Nitrofurantoina
Cip: Ciprofloxacino
Lev: Levofloxacino
SXT: Sulfametoxazol trimetropim
P: Penicilina

Ox: Cloxacilina

Te: Tetraciclina

R: Rifampicina

Va: Vancomicina
Tec: Teicoplanina
Lz: Linezolid

E: Eritromicina

Da: Daptomicina
C: Cloramfenicol
Cl: Claritromicina
CO: Calistin

Los puntos de corte para la interpretacion de los Antibiogramas, tanto para CIM
como para prueba de difusién en disco, son los entregados en el M100, Performance
for Antimicrobial Susceptibility Testing del Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI), los cuales deben ser modificados cada con cada nueva versién que esté
disponible.
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Notas

*1: FOX: Informar como Cloxacilina y agregar nota: Cloxacilina lee para penicilinas,
monobactams, cefalosporinas hasta 4° generacion y carbapenemicos.

*2: Concentraciéon Minima Inhibitoria de Vancomicina por E-Test

*3: Agregar nota: Penicilina lee para B-lactamicos en general.

*4: Informar Cloxacilina como Penicilina.

*5: Concentracion Minima Inhibitoria de Colistin por E-Test

ANEXO N°3: SELECCION DE MEDIO DE CULTIVO

TIPO DE MUESTRA CPS/CNA | PASTL | ACH| Thayer Martin | ATM. CO2 *2 licol Lim| Mc Conkey*1 | XLD 0 55| TCBS o VIB | VRE| CAN2
Urocultivo X X(2)
Coprocuilivo X X X

Hisopada rectal x(3)

Secrecion faringea X X

Respiratoria tracto inferior X X X X
Secrecion dlica X X x

Secrecion nasal X X X

Secrecion ocular X X X *x

y_a_gi nal _ X X % (4) X x
Recto-vaginal X (5) X

Uretral X

Herida piel X X X (6] X X
|Liquido estéril —— X d %

Punta de cateter X

*1: Puede reemplazarse la combinacién de agar Mc Conkey/ agar sangre con agar
CPS/CNA

*2: Solo en caso de observarse levaduras en sedimento.

*3: En caso de no haber Agar VRE, Incubar 16-20 Hrs a 37°C. en caldo tioglicolato con
un sensidisco de vancomicina y resembrar en PAS o CPS/CNA.

*4: Solo con gram sugerente o busqueda solicitada de gonococo.

*5: |ncubar 24 Horas en caldo Todd-Hewitt (LIM) a 37°C y traspasar a PAS.

*6: Sélo Agar Chocolate.
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ANEXO N°4. IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS EN EL LABORATORIO

PRUEBAS PRIMARIAS

Cocaceas en diplo

Bacilos

Gram i o

e

Cocobacilos

en cadena

Morfologia

Cocaceas

Gram Positive

Bacilas

Oxidasa

Cuadro 1. Diagrama de identificacion primdria, microscépica y Bioquimica de bacterias de

importancia clinica.

Medio de Cultivo

Alfo-Hemoliis
[ agarsangre  J——o  Hemoliisis |-| T
Garmma-Memolisis [sin hemohsis]
[ Agar mc conkey f——d ™ Desamelc | tactosa
l Agar XLD l——{ Desarrollo I—| Xilosa
' Agar TCBS I—i Desarrallo H Sacarosa
I Agar Thayer martin l—‘ Desarrollo I— Genero Nelsseria

Poutiva
|__I'[ .
itva

[ Negative

Poutive

[ Negotiva

Posit

Cuadro 2. Diagrama Caracteristicas morfoldgicas macroscopicas de las colonias en medios
enriquecidos, selectivos y/o diferenciales

Alfa- Hemolisis: Hemolisis Parcial

Beta-Hemolisis: Hemolisis Completa
Gamma-Hemolisis: Ausencia de Hemolisis

Lactosa Positiva: Viraje a rosado en agar McConkey
Xilosa Positiva: Viraje a amarillo en agar XLD
Sacarosa Positiva: Viraje a amarillo en agar TCBS
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Tincion de Gram
Permite diferencia bacterias Gram positivas, de Gram negativas, ademads de apreciar
la morfologia y disposicion espacial de estas. Las principales son:

e Cocaceas Gram positiva en Racimo: Genero Staphylococcus

e Cocaceas Gram positiva en Cadena: Genero Streptococcus y Enterococcus

e Bacilos Gram positivo: Nocardia, Corynebacterium, Bacillus, Clostridium

e Bacilos Gram negativo: Entrobacterias, BGN no fermantadores BGN fastidiosos
e Cocobacilos Gram negativo: Haemophilus

e Diplococos Gram negativo: Neisseria, Moraxella

Identificacion morfolégica macroscopica de colonias. Hemolisis en agar sangre

e Alfa- Hemolisis: Hemolisis Parcial
e Beta-Hemolisis: Hemolisis Completa
e Gamma-Hemolisis: Ausencia de Hemolisis

Beta Hemolysts Afpha Hemohs)s Gamma Hemolysis

Identificacién.morfolégica macroscépica de colonias. Medios diferenciales
e lactosa Positiva: Viraje a rosado en agar McConkey

e Xilosa Positiva: Viraje a amarillo en agar XLD

e H2S Pesitiva: Punto negro en colonia en XLD

e /Sacarosa Positiva: Viraje a amarillo en agar TCBS

Identificacion morfolégica macroscopica de colonias. Test de lo Oxidasa

e Se utiliza para evaluar la actividad oxidasa

e Se utiliza para diferenciar entre distintas especies de microorganismos

e Diferenciacion entre Neisseria (Oxidasa Positiva) y Moraxella (Oxidasa Negativa)

Procedimiento
e Afiadir colonias a tira o disco embebido en N,N,N,N-tetrametil-1,4-fenilediamina
e Observan si se produce un viraje a morado indicativo de prueba positiva
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Identificacion morfoldgica macroscopica de colonias. Test de Catalasa

e Se utiliza para evaluar la actividad catalasa

e Permite diferenciar principalmente Staphylococcus (positiva) de Streptococcus
(negativa) y aportar a la identificacién de diversos grupos de bacterias

Procedimiento

e En una superficie transparente cargar una gota de H,0,.

e Sobre la gota adicionar una colonia en estudio

e Observar la formacion de burbujas indicativo de una reaccién Positiva

PRUEBAS ESPECIFICAS GENERO STREPTOCOCCUS
Pruebas primarias: Cocaceas Gram positiva en racimo, oxidasa y catalasa negativa;
dependiendo el grupo y/o especie puede presentar a, .o y hemolisis.

Pruebas Bioquimicas y serolagicas. Test de PYR

Consiste en la deteccion de actividad de la PYRrolidonasa. Permite diferenciar el
Genero Enterococcus (PYR Positivo) del Streptococcus (PYR Negativo, Excepto
Streptococcus grupo A qué se diferencia del Enterococcus por la presencia de B-
hemolisis)

Procedimiento
e Aplicar 1 o 2 colonias sobrecirculo de reaccidn delimitado incluida en el kit
e Humedecer drea de reaccién con tampdn PBS, incluida en el kit
Incubar en sobre o placa Petri cerrada durante 30 minutos a 37°C
e Afadir 1 gota de solucion de revelado incluida en el kit
e QObservar cambio.de coloren el drea de reaccion
e Sivira a Morado considerar como Positivo, si no vira considerar como negativo

Los micreorganismos que presenten reaccion Positiva para PYR, cuyas pruebas
primarias sean concordantes con el género Streptococcus con B-hemolisis en agar
sangre, deben informarse como Streptococcus grupo A,

Pruebas Bioquimicas y serologicas. Desarrollo en agar Granada

Consiste en evaluar el desarrollo y viraje de cepas sospechosas de Streptococcus
grupo B. Permite diferenciar Streptococcus del grupo B de otros Streptococcus B-
Hemoliticos.
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Procedimiento

e Seleccionar colonias sospechosas desde agar sangre (B-hemoliticas)
e Realizar traspaso a agar Granada

e Incubar a 37°C en aerobiosis con 5% de CO2 por 24 horas

e Leer placa

La presencia de colonias anaranjadas indica desarrollo de Streptococcus del grupo B.

Pruebas Bioquimicas y seroldgicas. Test de la optoquina

El test de la Optoquina (P) se utiliza para la diferenciacién entre.Streptecoccus a-
hemoliticos. Principalmente para identificar a Streptococcus pneumoniae (sensible)
de Streptococcus del grupo viridans (Resistente). Se utiliza 5ug = optoguina
(clorhidrato de etilhidrocupremia) en un sensidisco de papel.

Procedimiento

e Realizar inoculo 0.5 0.1 McFarland

e Sembrar en césped en agar Miller Hinton.sangre de cordero

e Colocar sensidisco de optoquina

e Incuba a 37°C durante 24 horas en una atmdsfera de 5% de CO2
e Leer halo de inhibicién:

e >14 mm: Sensible: Streptococeus pneumoniae

e <14 mm: Resistente: Streptococcus del grupo viridans

Pruebas Bioguimicas y serolégicas. Test de Aglutinacién en latex

El test de la aglutinacién enldtex consiste en una técnica serolégica donde se utilizan
anticuerpos especificos para.cada uno de los grupos de Streptococcus descritos en la
clasificacién de Lancefield (A, B, C, D, F, G), adheridos a particulas de |atex. La union
de los anticuerpos a los antigenos de los diferentes tipos de Streptococcus genera
una aglutinacién macroscopica de las particulas de latex, pudiendo visualizar una
reaccion positiva para cada uno de los grupos.

Procedimiento

e En un tubo estéril afiadir 0.5 ml de enzima de extraccion

e Afiadir 3 a 5 colonias sospechosas

e Mezclar suavemente e incubar por 30 minutos a 37°C

e Afiadir una gota de las muestras incubadas en cada uno de los 6 pocillos incluidos
e Afiadir una gota de los distintos reactivos de ltex para cada uno de los 6 grupos
e Mezclar realizando un movimiento circular por 2 minutos

e Leerlaplaca

e Una reaccién positiva se visualiza por la formacién de floculos en el pocillo
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PRUEBAS ESPECIFICAS GENERO ENTEROCOCCUS

Pruebas Primarias. Los Enterococcus se caracterizan por ser cocaceas Gram positiva
en cadenas, y-hemoliticas en sangre, oxidasa y catalasa negativo; PYR positivo e
inmoviles (Enterococcus de importancia clinica). Se reconocen 2 especies de
importancia clinica E. faecalis y E. faecium.

Pruebas especificas. Prueba de la Bilis Esculina

La primera etapa para identificar Enterococcus consiste en diferenciarlo-de las
Streptococcus, esto es posible a través del PYR, pero con la salvedad de
Streptococcus del grupo A también son PYR (+). El medio Bilis Esculina permite hacer
esta diferenciacién. La Bilis Esculina es un medio selectivo diferéncial, la bilis es capaz
de permitir el desarrollo de Enterococcus pero no de Streptococcus, ademas genera
una reaccion que cambia el color del medio de amarillo a negro.

Procedimiento

e Tomar colonias sospechosas con un asa en argolla

e Estriar el medio completamente

e Incubar por 18 a 24 horas a 37°C en condiciones de aerobiosis normales
Leer el tubo

® Una reaccion positiva se aprecia por un cambio'de color de amarillo a negro

Pruebas especificas. Motilidad

Se puede determinar la motilidad del Enterococcus a través del medio semi-sélido
MIO (Motilidad Indol Ornitina), la cual es importante para determinar si estamos
ante Enterococcus faecalis o faecium, los cuales son inmoviles.

Procedimiento

e Con un asa esterilizada en punta tomar colonias sospechosas

e Pinchar el medio hasta % del tubo

e Incubar por 18.a 24 horas a 37°C en condiciones de aerobiosis normales

e Leereltubo

e Las bacterias inmoviles solo se desarrollan alrededor del surco por donde ingresé
el asa, generando turbidez solo en ese sector del medio de cultivo. Las bacterias
moviles invaden todo el tubo lo cual se evidencia por una turbidez profusa.

Pruebas especificas. Desarrollo en Agar Telurito de potasio

Si tenemos cocaceas Gram positivas en cadena, y-hemoliticas, inmdviles y Bilis-
Esculina (+), hemos reducido nuestras opciones a E. faecalis o E. faecium, el agar
Telurito finalmente permite discriminar entre uno y otro, ya que E. faecalis es capaz
de crecer en presencia de Telurito de Potasio y E. faecium no.
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Procedimiento

e Con un asa esterilizada en argolla tomar colonias sospechosas

e Realizar una estria en el medio

Incubar por 18 a 24 horas a 37°C en condiciones de aerobiosis normales
Las colonias negras se identifican como E. faecalis

PRUEBAS ESPECIFICAS GENERO STAPHYLOCOCCUS

Pruebas primarias. El género Staphylococcus se caracteriza por ser cocaceas Gram
positivo en racimo, catalasa y oxidasa positivo, pueden ser B o y hemoliticas
dependiendo la especie.

Pruebas especificas. Test de coagulasa

El test de coagulasa se utiliza para diferenciar Staphylococcus aureus (Positivo) de
otros Staphylococcus. La coagulasa es una enzima producida por el S. aureus que es
capaz de convertir fibrindgeno en fibrina, lo cual puede ser evidenciado a través de la
coagulacién macroscopica de una muestra de plasma humano.

Procedimiento

e Enun tubo transparente afiadir 1 ml de plasma

e Seleccionar colonias sospechosas y recoger con asa en argolla

e Disolver las colonias en el plasma

e Incubar por 4 a 6 horas a37°C en condiciones de aerobiosis normales
e Una reaccidn Positiva se evidencia por la coagulacion del plasma

Pruebas especificas. Test de DNASA
El test de DNASA se utiliza-para diferenciar Staphylococcus aureus (Positivo) de otros
Staphylococcus. La DNASA a diferencia de la coagulasa se lee a |as 24 horas.

Procedimiento

e Seleccionar colonias sospechosas, recoger con asa en argolla

e Traspasar a medio DNASA

Incubar por 18 a 24 horas a 37°C en condiciones de aerobiosis normales

e Una reaccién Positiva se evidencia por cambio del medio de verde a transparente

Pruebas especificas. Test de Novobiocina

El test de Novobiocina se utiliza para diferenciar Staphylococcus saprophyticus de
otros Staphylococcus. S. saprophyticus se caracteriza por ser resistente al antibiético
Novobiocina.
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Procedimiento

e Realizar el método de difusion en disco

e |ncorporar sensidisco de Novobiocina 5ug

e Halo £16mm Resistente: S. saprophyticus
e Halo >16mm Sensible: Staphylococcus sp.

PRUEBAS ESPECIFICAS ENTEROBACTERIAS Y ENTEROPATOGENOS

Los principales Bacilos Gram positivos aerobios estrictos o facultativos. de
importancia clinico son: Bacillus anthracis, Bacillus cereus, . Erysipelothrix
rhusiopathiae, Corynebacterium diphteriae, Nocardia sp. Rodhococcus sp., Listeria
monocytogenes. De los cuales el Laboratorio puede identificar 2 por método
automatizado Vitek 2C, E. rhusiopathiae y L. monocytogenes. Cualquier otra cepa
aislada, con caracteristicas morfolégicas sugerentes o compatible en.clinica con los
cuadros asociados a alguna de las otras cepas, deben ser enviadas a identificacion a
laboratorio de referencia.

Pruebas primarias. Se caracterizan por ser Bacilos Gram Negativos, capaces de
crecer en agar Mc Conkey y de fermentaren mayor 0 menor medida azucares.

Pruebas especificas
El desarrollo en distintos medios selectivosy/o diferenciales son orientadores, para
con, pruebas adicionales poder determinar género y especie.

Pruebas especificas. Agar Mc Conkey
e Desarrollo: Enterobacterias
e lactosa (+): Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter.

Pruebas especificas. Agar XLD

e Xilosa(+) H2S (+): No Enteropatodgenos

e Xilosa [-) H25(+): Sugerente de Salmonella sp.
e Xilosa (+)H2S (-): No Enteropatégenos

e Xilosa (-) H2S (-): Sugerente de Shigella sp.

Pruebas especificas. Agar TCBS
e Sacarosa Negativa: Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, Vibrio fluvialis
e Sacarosa Positiva: Vibrio cholerae, Vibrio alginolyticus (Identificar con VITEK 2C)

Pruebas especificas. Agar cromoégeno

e Colorvioleta o rosada (E. coli)

e Azul o Verde (Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter)
e (Café o amarillo (Proteus, morganella, Providencia).
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Pruebas especificas. Bateria Bioquimica

La bateria bioquimica basica incluye la siembra en 5 medios distintos y que permite
evaluar distintas caracteristicas, las cuales permiten identificar varias especies de
Enterobacterias.

Procedimiento

e Seleccionar las colonias a estudiar

e Con asa en punta tomar colonias aisladas

e Pinchar el medio TSI 2 veces hasta el fondo del tubo

e Pinchar el medio LIA 3 veces hasta el fondo del tubo

e Pinchar el medio MIO 1 vez hasta % del tubo

e Estriar los medios Citrato y Urea

e Incubar por 18 a 24 horas en condiciones de aerofilia tradicional
e Leer e interpretar

Pruebas especificas. Bateria Bioquimica. TSI (TriSugar.Iron)

El TSI es un medio de cultivo que se caracteriza por ser un medio sélido, que se
prepara en un tubo de vidrio, donde el‘medio tiene en inclinacién aproximada de
30°. Posee hierro y 3 azucares (Glucosa, Lactosa y Sacarosa). Permite inferir 4
caracteristicas que son fermentacion de glucosa, fermentacion de lactosa y/o
sacarosa, generacion de H2S y generacion de gas.

Interpretacion

e Tubo rojo o alcalino {K/K): No Fermentador. No Enterobacteria

Tubo amarillo o acido (A/A): Fermentador de Glucosa, lactosa y/o sacarosa

Tubo amarillo o acide; punta superior roja alcalina (K/A): Fermenta sélo la glucosa
Presencia de burbujas: Bacteria productora de gas

Presencia de manchas negras en el medio: Bacteria productora de H,S
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Pruebas especificas. Bateria Bioguimica. LIA (Lisine Iron Agar)

El LIA es un medio de cultivo que se caracteriza por ser un medio sélido, que se
prepara en un tubo de vidrio, donde el medio tiene en inclinaciéon aproximada de
30°. Posee hierro y Lisina. Permite inferir 2 caracteristicas que son: Descarboxilacion
de la Lisina y Deaminacién de la Lisina.

Interpretacion

e Tubo Azul (K/K): Descarboxila la Lisina

e Tubo amarillo, punta superior Azul (K/A): No descarboxila, ni deamina |a lisina
e Tubo amarillo, punta superior Roja (R/A) Deamina la lisina

Pruebas especificas. Bateria Bioquimica. MIO (Motilidad, Indol, Ornitina)
El MIO es un medio de cultivo que sé caracteriza por ser un medio semisélido, que se
prepara en un tubo de vidrio, sin inclinacion.

Permite inferir 3 caracteristicas que son

e Motilidad: Al ser un medio semisolido permite que las bacterias méviles difundan
en el medio; produciendo turbidez.

e Indol: Se puede determinar a través de la adicion de reactivo de Kovacs donde
una reaccion positiva, se aprecia por el viraje del reactivo de amarillo a rosado.

e Ornitina: La descarboxilacién de la ornitina se observa a través del viraje del

medio.
® Medio Vira de Azul a Amarillo: Ornitina Negativa, Medio no vira, Ornitina Positiva.
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Pruebas especificas. Bateria Bioquimica. Urea de Christensen

La Urea Christensen es un medio de cultivo que se caracteriza por ser un medio
solido, que se prepara en un tubo de vidrio, con una inclinacién de
aproximadamente 30°. Se utiliza para determinar la presencia de la enzima ureasa.
Resultados positivos se distinguen por el viraje de café claro o amarillo palido a
rosado.

R )

Pruebas especificas. Bateria Bioquimica. Citrato de Simmons

El Citrato de Simmons, es un medio solido que se prepara en tubo con inclinacion de
aproximadamente 30°, este permite evaluar lautilizacién del citrato como fuente de
carbono, en ausencia de hidratos de carbono y proteinas. La utilizacion de este,
genera productos alcalinos, lo que aumenta el pH, provocando que el azul de
bromotimol, que es el indicador de pH del medio, vire de verde a azul (Reaccién
Positiva). En cambio, bacterias queson incapaces de ocupar el citrato como fuente
de carbono, no producen viraje de color y el medio conserva el color verde (Reaccidn
Negativa).
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Tabla N°1 Esquema de identificacion de Enterobacterias por bateria bioquimica

Tablo 2. Pesuitados de 135 Brusbas blaguerne 3y

BTG JANISIMGS

V: Variable: puede ser tanto positiva como negativa la prueba en cuestion

En la Tabla N°1 se presenta un esquema de identificacion conylas principales especies
de Enterobacterias y Enteropatogenos que se pueden aislar en el laboratorio, sin
embargo, es importante considerar para el esquema de identificacién los siguientes
puntos:

e Especies que no coincidan con.ninguna de las mencionadas en la tabla deben ser
identificadas por método@automatizado VITEK 2C.

e Tanto Salmonella como Shigella debe confirmarse el género por métodos
seroldgicos y deben ser confirmadas por el ISP quien realizara identificacion de
especie y serotipificacion.

e En caso de sospecharde Vibrio o Yersinia, se realizara identificacion por método
automatizado VITEK 2C, y deben ser confirmadas por el ISP quien realizara
confirmacion de especie y serotipificacion.

e las bacterias Gram negativo que se desarrollen en Agar Mc Conkey, pero que
sean K/K en TSI, son Bacilos Gram Negativos No Fermentadores y deben ser
identificados por método automatizado Vitek 2C.

PRUEBAS ESPECIFICAS BACTERIAS GRAM NEGATIVAS FASTIDIOSAS

Dentro de este grupo se identifican bacilos, cocobacilos y diplococos. Todas estas
bacterias se caracterizan por tener requerimientos nutricionales adicionales para
poder crecer y no son identificados por métodos convencionales, por lo que para
esto se utiliza el sistema automatizado Vitek 2C, con las tarjetas NH. Las principales
especies que se pueden identificar son las siguientes:

e Aggregatibacter actinomycetemcomitans
e Cardiobacterium hominis
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e fikenella corrodens

e Gardnerella vaginalis

e Haemophilus influenzae

e Haemophilus parainfluenzae

e Kingella kingae

e Moraxella (Branhamella) catarrhalis
e Nejsseria gonorrhoeae

e Neisseria meningitidis

6. TIEMPO DE RESPUESTA DE EXAMENES

Los resultados de examenes en el caso de que sean solicitados como e rutina tienen
un tiempo de respuesta de 6 horas, desde que se ingresan al sistema informatico.
Cuando los examenes son solicitados con caracter de urgente estos tienen un tiempo
de respuesta de 90 minutos.

e Leucocitos Fecales

e Rotavirus/Adenovirus

e Hemorragias Ocultas

e Flujo Vaginal

e Toxina de Clostridium difficile
o Test de Graham

e Directo Micoldgico

e Acarotest

e Tincidon de Cristal Violeta/Bicarbonato
e Orina Completa

e Test de Embarazo

El resto.de los examenes que corresponden a los distintos cultivos de muestras,
secreciones oliquidos poseen un tiempo de respuesta especial.

e Cultivo de muestras, secreciones o liquidos: 48 a 72 horas.

e Cultivo de hongos: 35 dias

e/ Cultivo de levadura: 10 dias

e Parasitologico Seriado de Deposiciones: 6 horas del dia de procesamiento
e Panel de Virus Respiratorio: 4 horas desde el ingreso al sistema

e |Fl Bordetella: 4 horas desde el ingreso al sistema

e Baciloscopias: 72 horas desde su ingreso al sistema

e Cultivo de Koch: 35 y 65 dias desde su ingreso al sistema
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7. INDICADOR DE CALIDAD

Para resguardar la seguridad del paciente es que se evaluara el proceso mediante un
indicador de calidad, que determinara el informe oportuno de examenes de
pacientes de la unidad de urgencias, en un periodo de tiempo determinado.

Porcentaje de Rotavirus/Adenovirus ingresados como Urgencias Poli validados en un

plazo menor o igual a 90 minutos

Formula

N° de Rotavirus/Adenovirus ingresados come Urgencia Poli
validados en un plazo < 90 minutos en un periedo/N° total
de Rotavirus/Adenovirus ingresados como Urgencia Poli en
el mismo periodo X 100

Umbral De Cumplimiento

90%

Criterio De Cumplimiento

Rotavirus/Adenovirus ingresados al sistema informatico de
laboratorio como procedencia Urgencia Poli

Metodologia

El total de Rotavirus/Adenovirus validados en un plazo
menor a 90 minutos ingresados como Urgencia Poli
obtenidos del sistema informdtico de Laboratorio se
compara con todos los Rotavirus/Adenovirus ingresados
como Urgencia Poli determinando la cantidad que fue
reportada en el plazo@stablecido

Responsable

Tecnélogo medico Encargado de Calidad

Periodicidad

Mensual
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Para resguardar la seguridad del paciente es que se evaluara el proceso mediante un
indicador de calidad, que determinard el informe oportuno de examenes de
pacientes de la unidad de urgencias, en un periodo de tiempo determinado.

Porcentaje de Rotavirus/Adenovirus ingresados como Urgencias Poli validados en un
plazo menor o igual a 90 minutos

N° de Rotavirus/Adenovirus ingresados como Urgencia Poli
validados en un plazo € 90 minutos en un periodo/N° total

Formula . s . :
de Rotavirus/Adenovirus ingresados como Urgencia Poli en
el mismo periodo X 100

Umbral De Cumplimiento 5%

Rotavirus/Adenovirus ingresados al sistema informatico de

Criterio De Cumplimiento . . ; :
P laboratorio como procedencia Urgencia Poli

El total de Rotavirus/Adenovirus validados en un plazo
menor a S0 minutos ingresados como Urgencia Paoli
obtenidos del sistema informatico de Laboratorio se

kB Glbale compara con todos los Rotavirus/Adenovirus ingresados
como Urgencia«Poli. determinando la cantidad que fue
reportada en‘el plazo establecido

Responsable Tecndlogo médico Encargado de Calidad

Periodicidad Mensual







