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2. INTRODUCCION:

La actividad que desarrolla el laboratorio de microbiologia esta orientada
esencialmente al diagnoéstico microbioldgico de las enfermedades infecciosas.
Una parte importante de esa actividad consiste en el aislamiento, la
identificacion y la determinacion de la sensibilidad a los antimicrobianos de los
microorganismos causales de estas enfermedades. Este documento pretende
describir los procedimientos de la etapa analitica de la secciéon de microbiologia
en lo que respecta al procesamiento de las muestras que son relevantes para
que la actividad del laboratorio de microbiologia se desarrolle de manera eficaz
y eficiente.

3. OBJETIVO:

e Estandarizar procesos referentes a manipulacién, procesamiento y analisis
de las técnicas implementadas en la secciéon microbiologia.

4. RESPONSABLES:

RESPONSABLE FUNCION
Jefe de Laboratorio Clinico e Velar por el cumplimiento del manual de
procedimientos técnicos.
Profesional encargado de e Capacitar y difundir los procedimientos
seccidn Microbiologia relacionados con técnicas de

microbioldgicas entre profesionales.
e Medicion del indicador.

Funcionarios Laboratorio e Conocer, aplicar y cumplir con la
Clinico Normativa.
5. ALCANCE:

e Los procedimientos descritos en el presente manual seran aplicados a las
tecnicas de microbiologia.

6. EXCEPCIONES: N/A

7. TERMINOLOGIA

LCR: Liquido Cefalorraquideo
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8. DESCRIPCION DE ACTIVIDADES
8.1. Procedimientos técnicos Tincion de Gram:
Materiales: Portaobjetos, cubreobjetos, tinciones.

Muestra: Muestras de secreciones, heridas superficiales, heridas profundas,
LCR, liquidos de todo tipo, etc.

Medio de transporte: Extendido en portaobjeto

Desarrollo: Hacer una tincion cada vez que se haga un cultivo, la misma
muestra a cultivar se extiende en un portaobjeto.

Sobre la lamina con el extendido de la muestra realizar los siguientes pasos:

PROCEDIMIENTO TECNICO TINCION DE GRAM

FIJAR EL FROTIS

CUBRIR CON CRISTAL VIOLETA DURANTE 1 MINUTO

LAVAR CON AGUA CORRIENTE DE FORMA SUAVE

AGREGAR LUGOL Y ESPERAR 1 MINUTO

LAVAR CON AGUA CORRIENTE DE FORMA SUAVE

DECOLORAR CON ALCOHOL DURANTE 10 SEGUNDOS

LAVAR CON AGUA CORRIENTE DE FORMA SUAVE

TENIR CON SAFRANINA DURANTE 15 SEGUNDOS

LAVAR CON AGUA CORRIENTE DE FORMA SUAVE

DEJAR SECAR A TEMPERATURA AMBIENTE
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8.2. Pruebas bioquimicas primarias:

Se realizan las siguientes pruebas bioquimicas durante la identificacion de
microorganismos:

SOSPECHA DE : | PRUEBAS BIOQUIMICAS
BACILOS GRAM NEGATIVOS | TSI
(ENTEROBACTERIAS VY NO | LIA
FERMENTADORES) MIO
CITRATO
UREA

STREPTOCOCCUS Y-HEMOLITICO

CALDO COLUMBIA NaCl 6,5 %
TELURITO AGAR BILIS ESCULINA

STREPTOCOCCUS B-HEMOLITICO

TEST DE CAMP | BACITRACINA
STAPHYLOCOCCUS
CALDO MANITA-COAGULASA NOVOBIOCINA ( PARA LOS
UROCULTIVOS
| STREPTOCOCCUS a- HEMOLITICO | OPTOQUIN |
LEVADURAS MEDIO SABOUREAD + GENTAMICINA +

CLORANFENICOL (MYCOLINE)

ENTEROCOCCUS

SORBITOL PYR

RAFINOSA AGAR BILI ESCULINA
ARABINOSA NaCl 6,5%

8.3. Antibiograma Cepas Fastidiosas:

Materiales: Placas de agar Miiller Hinton con sangre cordero, torulas estériles,
estufa de cultivo, sensidiscos (Los antibiéticos a utilizar son aquellos
recomendados por la CLSI y son actualizadas anualmente.)

Muestra: Muestras de LCR, Hemocultivos, Liquidos de cavidades estériles.

Medio de transporte: No aplica
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Desarrollo: Cepas Fastidiosas: Streptococcus pneumoniae.

Preparacion de la muestra:

» Tomar colonias de la cepa en estudio con una Térula estéril y realizar una
suspension inmediata de ella en un suero fisiologico estéril.

» Una vez estandarizada la muestra, con térula estéril, tomar este caldo, y
botar el exceso contra las paredes del tubo para sembrar en placas agar
Muller Hinton sangre, segun corresponda.

» Dejar las placas secar por 5 minutos tapadas.
» Dejar tapado a temperatura ambiente por 5-10 minutos.

> Llevar las placas a la estufa de cultivo a 35-37° por 18-24 horas como
minimo, en atmésfera normal o CO2*, segun corresponda a la bacteria en
estudio. *En atmosfera de CO2: neumococo.

» Para los Streptococcus pneumoniae el antibiograma se realiza en agar Mueller
Hinton con sangre cordero. Se incuba a 35-37° C.

8.4. Antibiograma cepas no fastidiosas:

Materiales: Placas de agar Mueller Hinton, térulas estériles, pinza de metal,
dispensadores de antibiéticos, segun corresponda y sensidiscos (Los
antibiéticos a utilizar son aquellos recomendados por la CLSI y son
actualizadas anualmente.)

Muestra: cepas de:
v" Enterobacterias

v" Staphylococcus

v" Enterococcus

v Bacilos Gram negativos no fermentadores (BNF)
Medio de transporte: No tiene

Desarrollo:

» Realizar una emulsién con varias colonias de cepas en estudio, en un tubo de
suero fisioldgico, conseguir Mcfarland 0,5.

Sembrar con torula estéril en placa de agar Mueller Hinton, en tres
direcciones.

‘;1’

» Dejar secar y en reposo 5 minutos.

Colocar los sensidiscos con una pinza esterilizada en el mechero o con
dispensador.

v

> Dejar a temperatura ambiente 5-10 minutos, (las placas tapadas).
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>

Incubar las placas en estufa a 35° C por 18 horas como minimo. Las cepas
de Staphylococcus deben leerse a las 24 horas (para busqueda de cepas
meticilino-resistentes).

Cuando se hace un antibiograma de Staphylococcus, la eritromicina y la
clindamicina deben estar juntas a una distancia de 22mm. (test D)

8.5. Procedimiento de siembra:

Materiales:

>

Y

Meson limpio y desinfectado con hipoclorito de sodio al 0,5%
Guantes desechables

Lentes de seguridad o antifaz

Delantal de proteccion manga larga (pechera)

Mascarilla si hay peligro de aerosoles

Mechero

Asa calibrada de 0.001 mL

Torulas estériles secas

Caja de material cortopunzante

Contenedor de polipropileno con agua clorada al 0,5 % para Desechos de
material sucio

Portaobjetos

Cubreobjetos

Placas Petri, caldos, tubos con medios de cultivo

Lapiz marcador permanente

Procedimiento:

Antes de sembrar la muestra, cerrar la puerta, no debe existir circulacion
de gente.

Encender el mechero. Cada vez que se utilice el asa de siembra, se debera
esterilizar al rojo en el mechero (en la llama azul) y enfriar en la tapa de la
placa o en un borde del agar. Lo mismo se hace con las pipetas Pasteur.

El asa de siembra se

mangja cogiéndola del
mango como si fuera un
iapiz .{

i 4
i i
 § ‘/ :
: 1 tapon se maneja
con el dedo mefiique
// Lta hoca del

TR de la mano derecha
/ flamea después de abrir

y antes de cerrar i

Toda la operacion se

. realiza cerca del
& mechero Bunsen
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>

Revisar orden de trabajo y muestras, verificando los datos del paciente
(nombre, edad, sexo, etc.).

Reconocer muestras mal tomadas y dar aviso de inmediato a los
profesionales del servicio.

Identificar con el nimero de cultivo las placas, tubos y Gram de cada
paciente.

Todas las placas de chocolate se incuban en atmoésfera de 0,5% de CO2 en
estufa a 35°C

Todas las siembras se realizan con térula de origen y las colonias se aislan
con asa de Nicrén. Los urocultivos se siembran con asa calibrada.

Al sembrar se debe cuidar de destapar las placas al lado del mechero.

8.6. Siembras en placas:

>

Las siembras de las placas que se realizan en el laboratorio se hacen en
estrias, con el fin de obtener colonias aisladas.

Destapar la placa Petri al lado del mechero.

Colocar el asa (o toérula) con la muestra en un extremo de la placa y
distribuirla en forma de zig-zag, de extremo a extremo, cubriendo
aproximadamente la mitad del agar.

Rotar la placa en 90° y continuar el estriado en el otro sentido de la placa,
tocando las estrias anteriores solamente una o dos veces, a fin de tomar unos

pocos microorganismos. Cubrir la mitad del espacio no estriado del agar.

Finalmente, estriar la Ultima seccion del agar, girar la placa en 90° y tocar
apenas solo unas estrias. Cerrar la placa y dejar invertida.

Llevar a incubacion en estufa a 35° C.

Ultims disenunacion
{(4* estria)

Segonda disengracion

. agsiria Prumers disenunacion :
Carga(l ) (3 estria)

(2% estria)
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8.7. Siembra en tubos:

> Si es en tubos con agar sélido inclinado: Con el asa de siembra estéril tomar
la muestra e inocular el tubo realizando un movimiento en zig-zag en la
superficie.

> Comenzar el proceso en el fondo, y avanzar hacia arriba por el area inclinada.
Una vez sembrada la muestra tapar e incubar.

. Siembra en
Zig-Zag

Muestra MMedio (agar inclinado)

Ilsiempra en un tubo de agar inclfinado.

> Enlos tubos que haya que sembrar en profundidad pinchar 2-3 veces el agar,
después de haber sembrado en la superficie.

> Si es en tubos con agar sélido de superficie plana: La muestra se siembra
con un asa estéril enterrandola unos centimetros en el agar del tubo. Tapar
e incubar.

> Si es en tubos de caldo: La muestra se transfiere al caldo, se homogeniza
con éste y se tapa.

Vinoculacion de un calcdo de cultivo

> Sies en tubos con agar Semisdlido: dejar caer unas gotas en la superficie del
agar y luego en forma recta inocular hacia el interior.

m
R e T
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