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1. OBJETIVO:

Establecer los lineamientos necesarios a los profesionales y auxiliares del laboratorio de
microbiologia en relacién con los aspectos técnicos relacionados en la seccion, el manual se
encontrara distribuido en dos secciones principales: microbiologia general y microbiologia
specializada.

recepcion de la muestra en la seccion de Microbiologia, hasta la generacién de los
s provenientes de los diferentes ambitos intrahospitalarios, urgencias, consulta

de tejidos y liquidos corporales permite establecer el
=N fermedades infecciosas. Por tal motivo es importante
garantizar la calidad en la muestra, la técnica de proceso implementado y la

informacion que debe acompar

que incluye la preparacion, obteneié te, lo cual concluye en el analisis de la muestra
y creacion de proyectos de investigagion. n cualquiera de las fases llevan a pérdidas
econdémicas y temporales, mala utilizaciéon de y, lo méas grave, errores diagndsticos de
gran impacto en el pronéstico y la seguri n la atenéign de los pacientes

informacion general llevada a cabo en el labora z zado de microbiologia de la Subred
Sur, las tecnologias, técnicas y procedimientos gue permita orientar a los
profesionales del area y que sea de consulta general alas smplma médicas que requieran del
conocimiento general de los mismos, permitiendo de e i
resultados confiables y de calidad.

5. DEFINICIONES:

AGENTE BIOLOGICO - INFECCIOSO: Cualquier microorganis
enfermedades cuando estd presente en concentraciones suficientes (in

BIOSEGURIDAD: Describe los principios de contencién, tecnologias y las practi
de agentes bioldgicos o de materiales que potencialmente puedan contenerl@g
implementan para prevenir la exposicién no intencional agentes bioldgicos y toxina
liberacion accidental.

ANTISEPSIA: Mecanismo o proceso para inhibir o reducir el nimero de microorganismos d
piel o tejidos vivos. La técnica aséptica incluye el uso de principios de asepsia, elementos de
barrera y equipo estéril.

ANTISEPTICO: Sustancia quimica utilizada para realizar antisepsia: clorhexidina 2-4%, yodados
(jabon al 7%; solucién 10%), alcohol al 70%.

ASEPSIA: Ausencia de microorganismos que pueden causar enfermedad infecciosa
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BACILOSCOPIA: Es la busqueda microscopica mediante la coloracion de Ziehl Neelsen de
bacilos acido-alcohol resistentes (BAAR) en cualquier espécimen clinico.

CULTIVO DE MICOBACTERIAS: Es el método de diagnostico bacteriol6gico de tuberculosis, de
mayor apoyo en tuberculosis extra pulmonar; la utilizacién del cultivo como método diagndstico
ermite |a identificacién posterior de la micro bacteria causal.

ESCONTAMINACION: Accién que elimina o disminuye la cantidad de los agentes bioldgicos y

Umentaria (p. €j., batas, guantes, resplradores lentes de segurldad) utilizados para evitar
la exposicién o la contaminacion de una persona por materiales peligrosos.

LiIQUIDOS BIOLO

OS: Los liquidos biologicos se definen como ultrafiltrados del plasma a

, a, un parasito, un hongo o un prién que se sabe o0 se cree en
forma razonable que causa epfermedad en humanos o animales.

3. Vaginosis: Infecciong
anaerobios, acompanada de

usada por Gardnerella vaginalis, Mobiluncus spp 6
a reaccion leucocitaria. Si se observa algun tipo de

reaccioén leucocitaria se pienga en'u i6n mixta, identificar de qué se trata.
VAGINITIS: Es inflamacion, por lo de leucocitos, puede ser inespecifica o por
Candida spp, si hay Trichomonas spp se infor, itis por Trichomonas.

e Personas con discapacidad (Fisica, visual,
multiple)

e Personas con pertenencia Etnica (Indigena, Afro, Roog a, Raizal Palenquera)
e Personas de los sectores LGBTQ+ Diversidad Sexual
e Poblacion victima del conflicto armado

e Personas que realizan actividades sexuales pagas

e Poblacién recicladora

e Habitantes de la ruralidad — Campesinos

salud de acuerdo con su condicién, usos, costumbres, cosmovision, de modo
estableciendo procesos de dialogo de saberes, desde el respeto a la diversidad. Para orie
sobre el manejo de cada una de las poblaciones diferenciales se debe consultar el “Manua
Servicio a la Ciudadania PS-SC-ACC-MA-01", “Guia Administrativa Atencion a Poblac
Diferencial PS-SC-ACC-GA-01” y la “Guia Apara la apropiacion e implementacion del enfoque
poblacional PS-SC-ACC-DEX-05", diferencial y de género expedida por la Secretaria Distrital de
Salud.
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6. NORMATIVIDAD APLICABLE:

NORMA ANO DESCRIPCION EMITIDA POR

Por la cual se dictan disposiciones sobre
laboratorios clinicos y se reglamenta el ejercicio de Congreso de la

Ley 44 1971 la profesion paramédica de microbidlogo, | Republica de Colombia
bacteriélogo y laboratoristas clinicos.
Reglamenta los requisitos y condiciones técnico-
sanitarias para el funcionamiento de los
laboratorios clinicos, dicta definiciones,
clasificaciéon de laboratorios, examenes, recurso
D humano, funciones, regula la Red Nacional de Ministerio de salud y
ecreto 77 1997 . . A ., , )
Laboratorios Clinicos, indicadores de evaluacion proteccién social
e laboratorios, requisitos, control de gestién, toma
muestras, reactivos, garantia de calidad, control
vigilancia sanitaria, medidas de seguridad,
procedimientos y sanciones.
Por la cual se adaptan las buenas practicas
Resolucién 2008 clinicas para las instituciones que conducen | Ministerio de proteccion
2378 investigacion con medicamentos en seres social
humanos
Resolucion Por me Ministerio de salud y
1998 2010 | para la re proteccion social
prestadores de servicios
Por el cual se est Ministerio de salud y
Resolucion 2015 la Red Nacional proteccion social
1619 estratégicos de Vigilancia
Gestion de Calidad.
Resolucion Por la cual se adop.ta el “Mar)u ; Ministerio de salud y
2018 | en Salud Ambulatorio y Hospitalario [de Colombia > .
5095 Versié B proteccién social
ersion 3.1
Por la cual se definen los procedimientos
Resolucion condiqiones de inscripciénIQe ',93 prestador .
3100 2019 | servicios de salud y de habilitacion de los servi

de salud y se adopta el Manual de Inscripcion d
Prestadores y Habilitacion de Servicios de Salud.

Adopta lineamientos técnicos y operativos en el
Resolucion 227 | 2020 | marco del Programa Nacional de Prevencion y
Control de la Tuberculosis (PNPCT).

7. RESPONSABLE:

Es responsabilidad de la referente de Laboratorios de la Subred Sur y su equipo de calidad,
actualizacién y divulgacion del presente Manual o del designado por el referente del laboratorio o
director de servicios complementarios. Su socializacién se realizard anualmente o cuando sea
necesario.
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8. CONTENIDO DEL MANUAL:
8.1. RECURSOS

Equipos biomédicos para procesamiento de muestras microbioldgicas

Tecnoldgicos ) , ; .
9 computadores, impresoras, Camara de flujo laminar, Neveras, Incubadoras.

Muestras correctamente identificadas y con requisitos pre analiticos correctos.
Medios de cultivo, paneles de identificacion, insumos (Laminas porta y cubreobjeto
nuevas, aplicadores de madera, mecheros, lapiz de cera (no roja), colorantes,
guardianes, asas etc.). Cepas ATCC, y control de calidad externo.

Humanos Bacteriélogos, auxiliares.

kit en la parte superior del inserto) y organizados de tal
forma que sea facil su cong sabilidad del lider de la seccion). La AZ en medio fisico
estd identificada como SERTOS DE MICROBIOLOGIA GENERAL Y
ESPECIALIZADA. Los manual uipos se encuentran en medio magnético en los

genera dudas, se deben resolver con el as
inmediatamente.

8.3. PARAMETROS A TENER EN CUENTA

¢ Presentacion del reactivo.

IVOS

* Fecha de expiracion del reactivo.
* Numero de lote.
* Rapidez y complejidad del método.

» Temperatura de almacenamiento, controles que se deben usar.

8.4. ASPECTO ADMINISTRATIVO DEL MANEJO DE REACTIVOS

Para un correcto funcionamiento del laboratorio es necesario:

e Llevar un control de insumos y reactivos, el cumplimiento de esta actividad se realiz
el seguimiento a los registros: (COM-LAB-CLI-FT-17) Solicitud de reactivos e
laboratorio clinico y el COM-LAB-FT-01 Kardex de reactivos de diagndstico laboratorio (clini
- patologia — pre transfusional); los cuales deben ser utilizados y diligenciados en su totali
por los profesionales de Bacteriologia en cada area para garantizar la continuidad de ser
y la oportunidad en los resultados; la supervision y seguimiento de los mismos
responsabilidad de referente del laboratorio o su delegado.

e La solicitud de pedidos al proveedor a través del profesional encargado de Bodega quien
realiza el pedido general de los laboratorios en el formato de COM-LAB-CLI-FT-76 Solicitud
de pedido a proveedor externo de laboratorio clinico.
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¢ Mantener una misma linea de productos para las determinaciones clinicas, con el fin de lograr
trazabilidad y experiencia de desempenio.

e Los estuches comerciales deben almacenarse semaforizados y ubicados en orden de atras
hacia adelante de acuerdo a su fecha de caducidad, tanto en las neveras como en los estantes
o0 cajones destinados para tal fin.

o Llevar un registro de las pruebas faltantes de Descarte de insumos, reactivos, dispositivos
icos y medicamentos, para su diligenciamiento en las situaciones que lo requieran
ando el formato (COM-LAB-CLI-FT-18 descarte de insumos reactivos, dispositivos y
dicamentos)

TABLA 1 - RUTA DE CONSULTA DE LOS DOCUMENTOS
1. https:/w redsur.gov.co/
2. Darcli ace ALMERA
3 ontrasefa universal (usuario: No. de CC y contrasefa: 1234)
4 U principal dar click en Mapa de Procesos
5 SERVICIOS COMPLEMENTARIOS
6. Dar click en Subprocesosy documentacién en la opcién: LAB-Laboratorio
7. Dar click en Lineas de intgrveqcion y seleccionar: Clinico
8 e del documento, cédigo o palabra clave

8.5. VALORES DE REFEREN ORATORIO.

En microbiologia, no se informan valores de r cia, se tiene en cuenta la negatividad o
positividad e identificacion de microorganismo un@ muestra bioldgica.

8.6. MUESTRAS REQUERIDAS

Las muestras dependen del sitio del cuerpo necesidad de aislamiento de un
microorganismo. Consultar Manual de toma de muestras/de la sgeigfaria de salud Para la toma de
muestras se debe tener en cuenta, ademas, el manual A-01 OPERATIVO TOMA
DE MUESTRAS LABORATORIO CLINICO, el cual se pued ar en la pagina web de la
subred Ver tabla 1

8.7. CONTROL DE CALIDAD

Para asegurar la validez de los resultados, se requiere de un control d&calidad interng para evaluar
la concordancia. Todos los profesionales del laboratorio deben aplicar 8lp
MA-05 (CONTROL DE CALIDAD INTERNO Y EXTERNO LABORATORIO
SUR) y el procedimiento de Garantia de Calidad en el Laboratorio Clinico les se pueden
consultar en la pagina web de la subred. Ver tabla 1.

En la seccién de Microbiologia se deben llevar los siguientes registros que aportan‘a,lafCalidad del

servicio:

e COM-LAB-CLI-FT-04 Limpieza de Microscopios

e COM-LAB-CLI-FT-31 Control de calidad coloracién Baciloscopias
e COM-LAB-CLI-FT-32 Control de calidad coloracién de Gram

e COM-LAB-CLI-FT-33 Control de calidad de Hemocultivos

e COM-LAB-CLI-FT-34 Control calidad medios de Cultivo

e COM-LAB-CLI-FT-35 Mantenimento Bactec Fx
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e COM-LAB-CLI-FT-36 Mantenimento Phoenix

¢ COM-LAB-CLI-FT-37 Mantenimiento Mgit

e COM-LAB-CLI-FT-38 Mantenimiento cdmara de flujo laminar
COM-LAB-CLI-FT-66 Control de Sensidiscos

OM-ADI-LAB-FT-51 Examenes remisionados al laboratorio de salud publica

miento de los equipos debe registrarse diariamente en los formatos o listas de chequeos

1. icitud médica para verificar datos demogréficos e informacién
relacionada con el e erido, el sitio anatdmico donde se debe tomar la muestra, el
diagnéstico clinico pr@suntivo de antibidticos o no.

2. Verificar en la muestra: letg.del paciente, edad, documento de identidad, servicio,

habitacién, USS, tipo de mu
persona que obtiene la mues

3. Eltransporte al sitio de procesami
procesamiento inmediato las muestras
gonorrhoeae, Neisseria meningitidis,

5. Preparar las muestras que lo requieran antes de llevarla
que deban ser centrifugados.

Pegar los stickers en cada muestra previa verificacion cruzada, icitud, stickers.

Pegar los stickers en el cuaderno de microbiologia, en el orden e
realizar las anotaciones requeridas, al frente de cada sticker.

8.9. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS POR PARTE DEL PROFESIONAL

Inocular y realizar la siembra en los medios de aislamiento de acuerdo al tipo“de gira,
realizar los extendidos y las preparaciones necesarias de cada muestra.

2. Cada 24 horas de incubacién, realizar la lectura de los medios sembrados. Dete
visualmente el crecimiento microbiano.

Luego de la lectura de cajas, programar la conducta a seguir de acuerdo al crecimiento.
Proceder al montaje de los paneles.

Realizar la lectura de los paneles del dia anterior para la identificacién y pruebas

Notal Legal: Esta prohibido copiar, transmitir, retransmitir, transcribir, almacenar, alterar o reproducir total o parcialmente, por cualquier medio electronico o mecanico, tanto el contenido, informacion y
texto como los procesos, procedimientos, caracterizaciones, documentos, formatos, manuales, guias, gréficas, imagenes, comunicados, etc., sin el previo y expreso consentimiento por escrito por parte
de la Subred Sur ESE.; los cuales estan protegidos por las normas colombianas e internacionales sobre derecho de autor y propiedad intelectual.

La ultima version de cada documento sera la Unica valida para su utilizacion y estara disponible 2023-11-30
CA-CDO-FT-01 V2 Pagina 11 de 86



SUBRED INTEGRADA DE SERVICIOS DE SALUD SURE.S. E

ALCALDIA MAYOR

PEBOSOTADC: OPERATIVO MICROBIOLOGIA COM-LAB-CLI-MA-07 V5

Subred Integrada de Servicios
de Salud Sur ESE

6. de susceptibilidad de los aislamientos

7. \Verificar que la informacion correcta quede registrada en el sistema para la consulta por el
personal médico o para que el resultado pueda ser impreso y entregado a los usuarios de
consulta externa.

orte de alertas criticas:

8.10. MUESTRAS TOMADAS EN SEDES DE LA SUBRED DIFERENTES A TUNAL.:

Al recibir la muestra iente de puntos de toma de muestras y los diferentes laboratorios de la

ion de la solicitud médica disponible en el del sistema del Laboratorio,

8.10.1. CONTING

En caso de presen
por insumos y/o reactiV
Contingencia en el labora

8.11. CAPITULO I: MICROBIOLO

Cultivo de liquidos corporales esté
Liquido cefalorraquideo

¢ Muestra requerida:

El examen de LCR forma parte indispensable del dia
necesidad urgente de administrar una terapia antimic
el verdadero agente etiol6gico y reducir las serias compli€a
muchas ocasiones.

cuando se identifica
eden ser fatales en

¢ Toma de muestra:

La muestra es tomada por personal médico especializado bajo 108 cri tenidos en

las guias practicas clinicas institucionales vigentes.

e Técnica:

1. Inmediatamente la muestra sea recibida, se procede con el examen€
aspecto, xantocromia), luego se realiza el conteo celular en Cadmara de Ne
informar los elementos formes por mm3.

2. Posteriormente se centrifuga por 15 minutos a 1800 rpm con el objeto de concentra
microorganismos presentes.

3. El sedimento se siembra por concentracién sobre placas de A sangre, A chocolate, A.
MacConkey y en caldo nutritivo BHI una alicuota. Se elaboran 3 laminas, una para
coloracion de Gram*, una para coloracion de Ziehl Neelsen** y un directo entre
lamina y laminilla con tinta china comercial, para visualizar la cipsula de Cryptococcus
neoformans, que se observa con baja intensidad de luz con objetivo seco; con el
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sobrenadante se realiza el examen quimico, se realizan mediciones de glucosa,
proteinas, y si el médico lo solicita, adicionales pruebas serolégicas.

4. Determinacién de glucosa (utilizar técnica glucosa en suero)
5. Proteinas totales (utilizar la técnica proteinas en orina) dependiendo las técnicas y

equipos implementados en el laboratorio de quimica sanguinea.
Se realizan otras adicionales a solicitud del médico segun el diagnéstico.

incion negativa para LCR:

mplear una gota (50 ul) de la muestra en la lamina, posteriormente agregar una gota de
tinta china (50pl), poner laminilla, dejar secar y observar al microscopio con un objetivo seco
(40x).

s T —

‘ ’Adicmnar tinta china a .G‘ - Observacion del
la muestra N Gologariaminia resultado

llustracion 1. Montaje tincién negativa

X

8.11.2. Calculos para recuento celular:

Se utiliza la camara de Neubauer con el liquido tot
dos minutos y se hace el recuento celular (leucocit

e procedeg@ multiplicar por el factor

del criterio del bacteri6logo y luego de realizar el conteo
de dilucién).

1.0 me

. 20 o

Un cuadrante

| Oﬁ> Un cuadrado pequefio

llustracion 2. Descripcién camara de Neubauer.
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Solo se formulan los liquidos corporales estériles cuando la celularidad del liquido es alta y
no se logra realizar un conteo certero. La manera de aplicar las diferentes férmulas con su
respectivo conteo es:

- 9cuadrantes= # de células/mms3

e realiza lectura de uno de los 4 cuadrantes grandes (superiores o inferiores) la féormula

P
- Uno de los 4 cuadrantes= # de células X 10 (donde 10 es la profundidad de la
camara)
Si se realiza en un cuadro pequefio de un cuadrante de la camara la formula seria:

- Lectura en un cuadrado pequefio= # de células X 16 X10

quido se procede a realizar su reporte teniendo en cuenta
de medida):

Una vez realizado ¢l anélisis del
lo siguiente (parametros y

Reporte de resultado n

Aspecto: Translucido — incolor
Células: 0 - 5.

Glucosa: 50 — 80 mg/dl (LCR = 40 —80% de la gli¢€mia)
Proteinas: 15 — 45 mg/dl.
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8.11.3. Liquidos corporales (peritoneal, pleural, ascitico, sinovial, pericardico)

Muestra requerida:

Los liquidos corporales estériles deben ser tomados en los siguientes tubos:
v"Uno heparinizado o citratado para realizar el examen citolégico.
v Un tubo estéril para cultivo microbioldgico.
Principio del método:

liquidos biolégicos, son ultrafiltrados que tienen importancia clinica, dada su intima

acion con los principales sistemas fisioldgicos; su estudio suministra datos relevantes en

diferentes patologias. En el Laboratorio clinico se realiza el andlisis fisico, quimico, citolégico
y microbiolégico, algunas pruebas varian dependiendo el origen del liquido.

iatamente al Laboratorio clinico, y debe ser procesada
de las dos horas posteriores. No deben ser refrigerados,

8.11.4. Parametros a analizar
Examen fisico:

Se tiene en cuenta:

»  Color: Depende del liquido

+ Aspecto: Depende del liquido

Examen citoldégico:

Se realiza en el tubo heparinizado o citratado. Se tien ta:

* Recuento celular: se realiza en camara de Neubauer y se inféfrma el nimero de células

por mm?3

v/ Si el nimero de leucocitos es superior a 5 se debe r
de leucocitos.

* Recuento diferencial: Se realiza sobre un extendido coloreado con Wrigf
el porcentaje de polimorfonucleares y mononucleares.

Examen guimico:

Centrifugar la muestra del tubo con anticoagulante o del tubo estéril, a partir
sobrenadante realizar:

« Determinacioén de glucosa, proteinas totales, creatinina y albumina. Dependiendo de las
técnicas y equipos implementados en el laboratorio de quimica sanguinea.

« Otras adicionales a solicitud del médico segun el diagnéstico.
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Examen microbioldgico:

« Pararealizar el Gram de la muestra, es necesario centrifugar.

« Coloracién de Gram: Leer e informar con REPORTE INMEDIATO (microorganismos
sensibles a la coloracion y la reaccién leucocitaria).

» Coloracion de Z.N: Leer, reportar e informar resultado.
Sembrar en medios de cultivo primario. Técnica de siembra: Agotamiento

MEDIO DE CULTIVO IMPLEMENTADO SEGUN EL LiQUIDO

Liquido pleural
Liquido sinovial Agar sangre, Agar chocolate, Agar MacConkey,
Caldo BHI o Tioglicolato.

Agar Sangre, Agar MacConkey.

edios de cultivo segun liquido corporal estéril.

icitud del clinico, como MGIT y Léwenstein-densen para
ouraud), etc.

+ Cuando se recupera anismo realizar identificacién y susceptibilidad del

mismo.

8.12. CULTIVO DE GERMENES COM
8.12.1. Nutricion parenteral
¢ Muestra requerida:
Alimentacion parenteral lista para consumo
e Técnica:

Se siembra en los siguientes medios de cultivo Aga ouraud, Agar sangre y Agar
MacConkey. Se procesa de acuerdo a los aislamientos logrados

AGAR SANGRE | AGAR MacConkey | | AGAR SABOURAUD

llustracion 3. Método de siembra nutricién parenteral.

¢ Reporte de resultado:

Crecimiento de cualquier tipo de colonia (el producto es estéril, por ende, no debe obtenerse
crecimiento de ningin microorganismo).
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8.13.

PIEL, OJOS Y TEJIDOS BLANDOS

Muestra requerida:

Secreciones de piel, ojos y tejidos blandos.

Toma de muestra:

Remitirse al manual COM-LAB-CLI-MA-01. (operativo toma de muestras laboratorio clinico)

Nota: Las muestras que
cultivo BHI dejar incubar
descripcion de la ilustraci

échnica:

iembra en medios para gérmenes comunes: Agar sangre, Chocolate y MacConkey y se
cesa de acuerdo a los aislamientos logrados.

medios.
I\_/ ‘\ ‘\
llustracion 4. Método de siembra secrecién ocular.
v
8.13.2. Secreciones de piel y tejidos blandos

e Abscesos de piel

e Heridas superficiales o profundas
e Forlnculos

¢ Quistes infectados

e Tejidos
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| Agar Sangre | | Agar MacConkey
llustracion 5. Método de siembra de piel y tejidos blandos.
Nota: Silam s solida, se enriquece en caldo BHI o Tioglicolato, se incuba por 4 horas

a 37°C y sefprocedefa sembrar en medios soélidos como se muestra en la ilustracion 5.

8.13.3. Secreeioneg s y vaginales

Tipo de muestra

*  Mujer: Flujo vag

*  Hombre: Secrecion anal'ur y/o de las lesiones que se puedan observar.
Toma de muestra:

Remitirse al manual COM-LAB-CLI-MA-Q

uno para el extendido que se realiza
en una lamina nueva, perfectamente i egundo escobillon se coloca en un

tubo con 1 ml de solucién salina estéril.

Si el caso lo amerita realizar cultivo, para esto se e r escobillén que se siembra
directamente en el medio de cultivo Agar sangre, ocolatg y/o Agar Thayer Martin.

evitar perdida de actividad de los
ismNeisseria gonorrhoeae.

Nota 2: Procesar en el menor tiempo posible, pa
microorganismos, Trichomonas spp, Gardnerella vagil

ANALISIS DE LAS SECRECIONES VAGINALES Y URETR

8.14.1. Extendido en lamina, examen en fresco (vaginal y uretra

e Laminas previamente marcadas, se fijan con calor y se realiza colgracion dg

Observar al microscopio en objetivo de 100X.

e Se realiza en una lamina la adicién de la muestra con solucién salina, cub
laminilla, para el examen en fresco; observar al microscopio en objetivo de 40%®

e En la lamina de Gram se evidencia la reaccion polimorfonuclear y los difere
microorganismos sensibles a la coloracion como bacterias o levaduras. Por otro ladoye
el examen en fresco se observa la presencia de Trichomonas spp, Blastoconidias ©
pseudomicelios, hematies y leucocitos.
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8.14.2. pH del flujo vaginal:

El pH normal del conducto vaginal es acido debido a la produccién de acido lactico por el
microbiota normal como Lactobacillus sp. En patologias como la vaginosis este pH tiende a
disminuir a >4.5 debido a la pérdida del microbiota normal. Otro factor que hace que aumente
el pH es la presencia de aminas, debido a la descarboxilacién de los aminoacidos por
bacterias anaerobias.

a el montaje de Ph seguir el procedimiento descrito en el inserto adjunto al reactivo
ponible.

.14.3. Reporte de secrecion vaginal y uretral

8.14.3.1. Reporte fresco de secrecion vaginal

Células Guia Positivo o negativo

Trichomonas vaginalis Positivo o negativo

, Ndmer r cam
Hematies Umero por campo

. Ndmer r cam
Leucocitos Umero por campo

Estructuras micéticas Presentes 0 ausentes

Tabla 2. W)rte

8.14.3.2. Reporte fresco de secrecio

n en fresco de secrecion vaginal.

Trichomonas spp.

Hematies

Leucocitos

Estructuras micoticas

Tabla 3. Examen en fresco de secrecién_ure

8.14.3.3. Reporte de Gram en secrecion vaginal y uretral

e Coloracion de Gram secrecion vaginal

Hematies NUmero por cam
Leucocitos Ndmero por campo
Bacilos Gram positivos Por cruces
Bacilos Gram negativos Por cruces
Diplococos Gram negativos intracelulares Ausencia/ presencia
Diplococos Gram negativos Ausencia/ presencia
extracelulares
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Cocobacilos Gram variables Por cruces

Tabla 4. Reporte coloracion de Gram secrecion vaginal

e Coloracion de Gram secrecion uretral

Hematies NdUmero por campo
Leucocitos Numero por Campo
Blastoconidias Presente o ausente
Pseudomicelios Presente o ausente

Diplococos Gram negativos

. Ausencia/ presencia
intracelulares P

Diplococos Gram negativos

Ausencia/ presencia
extracelulares P

ablag®: e coloracion de Gram secrecién uretral

8.15. INTERPRETACION DE DE LA SECRECION VAGINAL Y URETRAL

8.15.1. Lectura de secrecion
* Vaginosis bacteriana.

»  Vaginitis por Diplococos Gram Negativos (se re realizar cultivo).
+ Vaginitis por Candida spp.

» Vaginitis por Trichomonas vaginalis

» Vaginitis inespecifica.

* Microbiota vaginal normal.

Nota: En coloracion de Gram no se informa agente causal s6lo lgfque se ve, por ejemplo:
Bacilos Gram positivos, no Lactobacillus spp.

Ejemplos

+ Escasa reaccion leucocitaria: Cocobacilos Gram variables. Vagi

+ Abundante reaccién leucocitaria: Bacilos Gram positivos. Pseudomiceli
Candida spp.

* Moderada reaccion leucocitaria: Bacilos Gram positivos. Vaginitis inespec

« Abundante reacciéon leucocitaria: Cocobacilos Gram Variables, Blastoconide
Vaginosis bacteriana y Vaginitis por Candida spp.

8.15.2. Interpretacion de la lectura de la secrecién uretral

Uretritis gonocécica.

«  Uretritis inespecifica.
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Uretritis bacteriana no gonococica.

Nota: Si se observa cualquier morfologia bacteriana o fungica se debe informar.
Ejemplos

» Abundante reaccién leucocitaria: Diplococos Gram Negativos. Uretritis gonocécica.

Abundante reaccién leucocitaria: No se observan microorganismos sensibles a la
oloracion. Uretritis inespecifica.

Abundante reaccion leucocitaria: Bacilos Gram Negativos. Uretritis bacteriana no
gonocécica.

Nota: Se sugiere cultivo si hay presencia de Diplococos Gram negativos intra o
extracelulares tanto en secrecién uretral como vaginal.

génico.

jas con las muestras tanto Rectal como Vaginal, registrar

en el libro de Cultivos ara inClabar a 37°C.

A

Siembra por
agotamiento

Muestra recto/vaginal en Muestra rectal Muestra vaginal

medio Aimes con carbon
llustracion 6. Método de siembra recto/vagin

8.16.2. Cultivo secrecion vaginal, uretral

Siembra por
agotamiento

Muestra en medio Aimes

con carbon Agar sangre Agar Thayer-Martin

llustracion 7. Método de siembra secrecién vaginal y uretral.
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8.17.

HEMOCULTIVOS

Muestra requerida: Sangre total

8.

17.1. Principio del método:

La muestra a analizar se inocula en una botella de hemocultivo que se introduce luego
en el equipo de incubacion para la lectura periddica de las mismas. Cada botella contiene
un sensor que puede detectar aumentos del CO? producidos por el crecimiento de

icroorganismos.

Cada diez minutos el instrumento verifica el aumento de la fluorescencia del sensor, la
que se relaciona con la cantidad de CO? presente en cada botella.

Un resultado positivo indica la presencia presuntiva de microorganismos viables dentro

del frasco.

eteccion se limita a los microorganismos capaces de desarrollarse en un

n micro@rganismos en la muestra inoculada, éstos metabolizan los sustratos en
producird 2. La mayor fluorescencia del sensor en el frasco producida por
el @O? es verificada por el instrumento.

liberacién de CO,

La actividad metabdlica de los microorganismos produce la

Que reacciona con el colorante en el sensor del vial,

El LED activa o material fluorescente del sensor. La
flucrescencia se modula con el colorante en el sensor.

El fotodetector lee la fluorescencia.
La placa de filas analiza los datos sin procesar del detector...
Donde se realiza el analisis de positividad.
Los viales positivos se sefalizan mediante alertas acusticas,
indicaciones en la pantalla y el indicador del sistema de wviales
positivos.
— —
= .- I ¥ | =y
i1 AR B e )
41) .|m i W\
¥ -

Los resultados de

0600 Q@Q'

LED analisis positivos se
[3] indican de varias
Fotadetector formas.
Placa de filas
ﬂ * Lecturas de analisis

Analisis de la positividad

6]

llustracion 8.Proceso de revision de botellas de hemocultivo en equipo automatizad

8.17.2. Toma de muestra: Remitirse al manual COM-LAB-CLI-MA-01. (operativo to

de muestras laboratorio clinico)

» Técnica:

* Una vez tomadas las muestras de sangre, las botellas de hemocultivo se deben
incubar a 37°C, durante cinco dias en equipo automatizado.
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+ Estos indicadores del sistema proporcionan informacién acerca del estado del

equipo
Color del indicador Estado Significado
Amarillo: indicador | Alerta del sistema (el indicador permanece encendido
luminoso sincronizado Encendido |hasta que la condicién se corrige o se trata). Consulte
para todo el instrumento } la seccién 7 para obtener mas informacion.
Verde: un indicador | Vial negativo fuera de protocolo (el indicador permanece
lUminoso para cadacajon| Encendido 'encendido hasta que todos los viales negativos se retiran
izquierdo y derecho | mediante la funcién Retirada de negativos).

_ 4 |

Rojo: un indicador 1Vial positivo (el indicador permanece encendido hasta
luminoso por cada cajon Encendido |que todos los viales positivos se retiran mediante la
izquierdo y derecho ‘ funcion Retirada de positivos).

Tabla 6. Interpkacién de alarmas en equipo automatizado de hemocultivos.

-

AN

®

Indicadorgs.de las e __‘i(.')_n»é?‘*\‘\
(posQiéhrior = disPonibl&
posicién intermedia =’positivo;t

E posicion inferior = en curso)
N\ \
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8.18.

Color del indicador Estado Significado
Rojo s, Intermitente | Vial positivo
P
Verde \/1\, Intermitente | Vial negativo
Amarillo Intermitente | Vial anénimo
Rojo y amarillo (luces alternas) wudiy Intermitente | Vial anénimo positivo
e Vial en curso/estacion
Todos los indicadores Apagado Py
\ Pag inutilizable
Verde ~ Encendido Estacion disponible

abla 7.¥nificado alarmas visuales del equipo de hemocultivos.

susceptibilidad.

UROCULTIVO
Muestra requerida: Orina.

8.18.1. Principio del método:

Recuperacién del agente etioldgico, de la infeccidon urinaria. (es positiva €n un alto porcentaje
(80%-95%) tanto en hombres como en mujeres, cuando | stra ha sido recolectada

correctamente).
8.18.2. Método de toma de muestra
Remitirse al manual COM-LAB-CLI-MA-01 (Operativo toma de muesﬁrio ico).
8.18.3. Transporte y almacenamiento: A
Remitirse al manual COM-LAB-CLI-MA-13 Transporte conservacién y remision dewtras.
8.18.4. Preparacion de reactivos:

e Asacalibrada 1 pl.

e Cajas con medio de cultivo Cromagar urocultivo.

» Técnica: Se siembra con asa calibrada de 1ul, a través de la técnica de Kass, En
Cromagar, si se tiene un crecimiento se realizan las pruebas de identificacion y
susceptibilidad. Incubar 48 horas a 37°C.
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8.19.

8.20.

Asa calibrada

MX Orina — —

N\

(@

L

Siembra por KASS

llustracion 10. Método de siembra urocultivo.

uestras de heces para cultivos es a menudo dispendiosa
pero necesaria para de microorganismos causantes de procesos infecciosos

gastrointestinales.

Se utilizan medios sele
importantes.

islamiento de microorganismos clinicamente

8.19.2. Método de toma de muestra
Remitirse al manual COM-LAB-CLI-
8.19.3. Transporte y almacenamiento

1. (oper toma de muestras laboratorio clinico)

Remitirse al manual COM-LAB-CLI-MA-13 Transporte conservacion y remision de muestras.

PREPARACION DE REACTIVOS

Medios especificos: Preferiblemente Agar XLD y calde
la muestra.

ito Para enriquecimiento de

Técnica:

e Sembrar de la muestra directa con asa redonda de 10uL en‘el agar por miento.

e Tomar un asa redonda de 10uL y depositar una pequeria porcioé a fecal en el
caldo selenito, incubar 8h a 37°C y posterior a esto realizar el repique LD

con una siembra por agotamiento.

e Las colonias que se buscan son de Salmonella spp 'y Shigella spp, de
24h o 48h, si la muestra tiene el microorganismo este debera hacerse prese

e Posterior al crecimiento, realizar montaje de identificacion y antibiograma segu
metodologia disponible
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8.21.

Incubar a

Agar XLD o MacConksy

Muestra materia fecal C
— .
incubara

7°c
Siembra directa
Agar XLD o MacConksy

ﬁ 11. Método de siembra coprocultivo.

El informe debe incluifia®Sigui informacion preliminar

Fecha y hora de la to m .
Nombre completo del pacienié:

Edad.

Documento de identidad.

Tiempo de abstinencia

Tenencia de hijos.

Muestra requerida: Semen.

8.21.1. Principio del método: Investigacion sobre:

Fertilidad de una pareja

Estudios de patologia clinica

Aspectos médico legales.

Eficacia de una vasectomia.

Para apoyar o desaprobar la negacion de una paternidad.

8.21.2. Método de toma de muestra:

Remitirse al manual COM-LAB-CLI-MA-01. (Operativo toma de muestras laboratorio clinico)}
las recomendaciones de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y el manual de la
Sociedad Europea de Embriologia y Reproduccién Humana
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Preparacion de reactivos:
»  Probetas o tubos graduados estériles.
* Laminas- laminillas.
* Guantes
+ Gradilla
Céamara de Neubauer
iras reactivas de pH

Colorante de Wright

r un olor mohoso u ocre, luego de 10 a 20 minutos, que
emen es fluido, con mayor opacidad segln el nimero de

eyaculacién a temperatura [ ue esto suele ocurrir dentro de los primeros
15 minutos por la accion statico-especifico. En algunos casos, la
licuefaccién no es completa a log 6Q¢gmi esto debe ser informado; pero dado que

su traslado puede demorarse ha sugiere que todas las muestras sean
evaluadas a los 60 minutos post obtencién

Las muestras de semen normal puede anulos gelatinosos que no se licuan
y que no parecen tener significacion clinica algtna. encia de hilos de moco puede

abstinencia sexual, se encuentra en el rango compré 0 entregl.
inferior se denomina Hipospermia, mientras que un volumen erior es Hiperespermia.
La ausencia de esperma se cataloga como Aspermia.

permitiendo la libre caida de las gotas, en la que se observa la longitu
e pH: valor normal esta entre 7,2y 7,8.
Por encima de 7,8 posible infeccion, anormalidad de la funcién secretora de la prosta

Por debajo de 6,5 o 7,0 en una muestra sin espermatozoides, anormalidades de
vesiculas seminales.

8.21.4. Recuento de espermatozoides:
*  Motilidad
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8.22.

+ Vitalidad
*  Recuento
+ Morfologia de espermatozoides

a. La concentracion de espermatozoides puede calcularse, realizando una dilucién 1:20
con cada muestra homogénea, mezclando bien 50ul de semen licuado con 950ul de
solucién salina.

a muestra diluida se mezcla bien y luego se pasa una gota a la camara de Neubauer y
se cubre con el cubreobjetos, se deja en reposo 5 minutos, en este tiempo las células se
sedimentan y luego se cuenta en microscopio con objetivo 40x.

c. Solo se cuentan los espermatozoides (células germinales morfolégicamente maduras
con colas) los espermatozoides sin cabeza y los cabezas sin cola no se cuentan.

En la determinacion de s@utiliza un tubo graduado observando los mililitros
registrados; para la dete i
anteriormente y para val
cuadrantes (reticulos para el
obtenido por 100.000.

otal de espermatozoides se cuenta en dos
Obulos blancos) y se multiplica el nimero

8.21.6. Reporte de resultado:

lores registrados en la tira reactiva,
licuefaccién y coagulacién en minutos.

Los parametros de motilidad, morfologia y vitalidad ¢ ehtaje y el recuento total de
espermatozoides en millones/ml.

* Volumen 2.6 a6 mL

e pH72a7.8

» Licuefaccion completa a los 15 minutos

* Motilidad: minimo de formas moviles 75%

+ Morfologia: minimo de formas normales 60%
+ Vitalidad a las 6 horas 90%

+ Vitalidad a las 12 horas 50%

« Vitalidad a las 24 horas 10%

+« Recuento: un minimo de 55 millones/mL

MUESTRAS ASOCIADAS A MICOSIS

Muestra requerida: Muestras de piel, ufias, pelo, areas de predileccion por las especies
micoticas.
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8.22.1. Principio del método

En el diagnéstico de las micosis, es de vital importancia la observacion directa de la muestra,
la que puede orientar los medios de cultivo adecuados para proporcionar al médico una
rapida identificacién presuntiva.

e La observacion directa se realiza con hidroxido de Potasio al 10-20% cuya funcion es
aclarar el material celular de fondo e intensifica el contraste de las estructuras fungicas
con otros materiales presentes en el preparado microscopico.

| medio de cultivo empleado es el agar Sabouraud con cloranfenicol, que inhibe el
crecimiento del microbiota bacteriano asociada y permite el crecimiento selectivo de
hongos.

e la temperatura de incubacion es de 25-30°C para dermatofitos y de 35-37°C para
muestras icas, en dismoérficos realizar un subcultivo a 37°C. Debe incubarse
tes de considerarse negativo.

uestra
-MA-01. (operativo toma de muestras laboratorio clinico).

ransporte conservacion y remisién de muestras.
Preparacion de reactivos:
* Laminas nuevas

* Hidréxido de Potasio al 20%.
* Lancetas estériles

» Cajas de Petri

»  Centrifuga

*  Microscopio O
* Medios de cultivo
8.22.4. Técnica

Examen directo:

e Las muestras de consistencia liquida y relativamente claras, pue
directamente al microscopio, los materiales densos y opacos, como esce
raspados de ufas y pelo, se emulsionan con una o dos gotas de KOH 10-207&¢
lamina portaobjeto.

e En caso de tener como muestra uias completas estas pueden ser fraccionadas
trozos, anadir KOH a una porcidn y el resto ser cultivado directamente si es necesaric

e La mezcla con KOH se debe incubar durante 15 minutos (permite la digestion del
material), cubrir con cubreobjetos y examinar.

e Observar en objetivo 40x.
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ICION: T
OAdco ar ala muestra '9' Incubar la muestra

Cultivo:

La muestra se sie
de Sabouraud y la aguja
durante 4 semanas.

Observacion del

@ Colocar la muestra en
resultado

la lamina y cubrir con

! 0,
KOH 10-20% laminilla

llustracion 12. Montaje examen fresco KOH

Médula 6sea:

acas de agar infusion cerebro corazén y agar glucosado
setomé la muestra, se inocula en caldo BHI y se incuba

Lavado gastrico:

v' Centrifugar la muestra a 2.500 rpg”por 30 minutos.

v Decantar el sobrenadante.

v' Sembrar 0.1 ml. de sedimento en el mg Itivo.

v" Montar KOH con el sedimento y obsg

LCR:

v' Centrifugar a 2.000 RPM por 15 minutos.

v" Decantar sin descartar el sobrenadante y montar 1a on el sedimento
v"Realizar una preparacién con tinta china y observar al opio.

v' Sembrar en agar glucosado de Sabouraud, sin antibiéticos.

v" Resuspender el sedimento restante y sembrar en caldo BHI.

Reporte de resultado

Aislamiento, panel de identificacién susceptibilidad; fungigrama se remite a laboratis
externo.

8.23.

8.

PRUEBAS RAPIDAS EN MICROBIOLOGIA

23.1. Influenza a, influenza B, virus sincitial respiratorio y adenovirus respiratorio

Muestra requerida: Hisopados nasofaringeos, esputo, aspirado o lavado nasofaringeo
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Método de toma de muestra: Remitirse al manual COM-LAB-CLI-MA-01. (operativo toma
de muestras laboratorio clinico)

Transporte y almacenamiento: Las muestras deben ser procesadas lo mas pronto posible
tras su recoleccion, si esto no fuera posible, las muestras pueden ser almacenadas en la
nevera de 2-8° C durante 8 horas antes de realizar la prueba. En caso de las muestras
provenientes de puntos de red deben ser transportadas segun manual de transporte de
muestras. Remitase al manual COM-LAB-CLI-MA-13 manual Transporte conservacion y
jsibn de muestras.

.2. Principio del método:

CerTest Influenza A+B+RSV+Adeno Resp. es una prueba cualitativa inmunocromatografica
para la deteccion de Influenza tipo A, Influenza tipo B, Virus sincitial respiratorio (VRS) y de
Adenovirus it de muestras de hisopos, lavados o aspirados nasofaringeos. Las
membranasf’de nitfecelulosa en cada uno de los casets, tiene fijados anticuerpos

monoclonales de raton frente a antigenos especificos de cada uno de los virus
correspondigntes, en lalinea del test (T), en la ventana de resultados, y en a lineal del control
(C), con anti 0 les de conejo frente a una proteina especifica. En el material

e ratén frente al virus respectivo conjugado con latex de

test con anticuerposimonocig
[ formen complejos coloreados cuando la muestra corre

poliestireno, lo que pesmite
por la membrana de nitrocel

Preparacion:
+ CerTest influenza A+B+RSV+A esp. C o card test
*  Tubo para dilucién de muestra con Buffer

* Pipetas desechables

* Tubos de ensayo

* Instrucciones de uso

Procedimiento de la prueba y montaje de la muestra:

PASO 1
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FLU A
q C ——> Linea de Control (C)

T ——>Linea de Test (T)

I Ventana (S) circul
» Ventana (S) circulares
para la muestra
S S S S
= = Buffer diluyente
~—

Anadir 9 gotas del
buffer diluyente al

PASO 2
B mismo tubo de ensayo

"

S N CE R

e’ ~

. .
. .
’ .

espiratorias para panel viral respiratorio.

llustracion 13. Preparaciofde las mue
izada con eBkuffer en cada una de las ventanas (S)

Adicionar 4 gotas de la muestra homog
prueb

circulares para la muestra, de cada una de

PASO 3

" ADENO
RESP

llustracion 14. Montaje caset prueba rapida virus respiratorios.
Procedimiento tomado de CERTEST Influenza A+B+RSV+AdenoResp. https://www.certest.es/wp-content/uploads/2019/02/IU-

ZV86-rev00 Influenza A B RSV _Adeno-resp 02.pdf

Interpretacion de resultados
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RESULTADO  RESULTADO RESULTADO
VALIDO CON  VALIDO CON  INVALIDO
REACCION REACCION

NEGATIVA POSITIVA

os de resultados prueba rapida virus respiratorios.

Las pruebas se deben leer a l@s 10 minutos; si pasan méas de 10 minutos y la prueba negativa
se positiviza enton no sgfa valido el resultado.

si se marcalalinea C y T para ADENO RESP: validoy
Nota:

positiv@/para Adenovirus

» Otras coloraciones de las bandas, asi como colores que
minutos, no tienen valor diagnéstico.

ezcan solo después de 10

+ Cantidad grande de muestras pueden conducir a tales manife

CONTROL DE CALIDAD DE INFLUENZA A, INFLUENZA B, RSV Y ADENO
RESPIRATORIO

La prueba incluye un sistema de autocontrol interno de migracién representado p ing@
coloreada que aparece en la zona de control C, que confirma que la prueba ha sido realizad
de forma correcta y con un volumen de muestra suficiente.

8.24.1. Rotavirus adenovirus en materia fecal (prueba rapida)

Muestra requerida: Heces fecales recogidas tan pronto como aparezcan los sintomas
respectivamente a los 3-5 dias o a los 3-13 dias después de la aparicion de los sintomas. Si
se recogen después, la cantidad de antigeno puede ser insuficiente para obtener una
reaccién positiva o los antigenos pueden no estar relacionados con el episodio diarreico.
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8.24.2. Principio del método:

Prueba cualitativa basada en la asociacion de anticuerpos monoclonales especificos de
rotavirus y adenovirus respectivamente. Se basa en un sistema de reacciones inmunolégicas
realizadas sobre una banda por migracién.

Remitirse al manual C@

Transporte y almacena

La muestra se introduce a nivel del pocillo de la muestra y migra por capilaridad a lo
largo de la membrana.

i la muestra contiene rotavirus éstos forman un complejo antigeno-anticuerpo con los
anticuerpos especificos de este virus presente en las micro esferas de color rojo.

Si la muestra contiene adenovirus, éstos forman un complejo antigeno-anticuerpo con
los anticuerpos especificos de este virus presente en las micro esferas de color azul.

tigeno-anticuerpo migran a lo largo de la membrana y se fijan a los
tavirus y/o anti adenovirus formando complejos que se visualizan por
una linga azul y/0 roja en la zona de prueba R o A de la membrana respectivamente.

Guardar las muestras para gérmenes comunes
transporte que se encuentra en la nevera de
temperatura ambiente.

Guardar para Campylobacter en el medio de cultivo de orte que se encuentra en
el meso6n de microbiologia, después refrigerarlos.

Ingresar el resultado al Sistema y transcribirlo en la posterior emiolégica
que sera entregada a la persona responsable de la seccién con | u sembradas

Preparacion de reactivos:

La prueba esta constituida por un dispositivo de plastico que contiene:

Una membrana de cromatografia.

Un soporte impregnado con un conjugado constituido por la mezcla de un anticue
monoclonal anti-rotavirus sobre microesferas de poliestireno de color rojo vy
anticuerpo monoclonal anti-adenovirus sobre microesferas de poliestireno de color azt

Llevar los reactivos necesarios a temperatura ambiente antes de su utilizacién.
Frascos de buffer de extraccién. Para dilucién de heces.

Para uso diagnéstico in vitro exclusivamente.
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Técnica: (Leer inserto — adjunto al kit)

» Ajustar reactivos a temperatura ambiente (20-25 °C)

« Pipetear 1 ml de buffer de extraccion a un tubo de ensayo.
» Adicionar 100 ul 6 50 mg de muestra de heces

omogenizar la muestra en un vibrador vortex o como alternativa mediante la aspiracién
expulsién de heces con una de las pipetas desechables suministradas

Dejar que se sedimente la suspensién de heces durante 3 minutos.

» Sacar el cassette de la bolsa plastica y pipetear 4 gotas 6 200 ul de sobrenadante claro
en el orificio circular de entrada del cassette.

» Lecturade resultado después de 5 minutos.

8.25. INTERPR 10 RESULTADOS Y REPORTE
POSITIVO:
a. ,(0_\|511e)novirus posi to anda verde de control (C) se ve ademas una banda azul
b. Rotavirus positivo: Juntoba | da de control (C) se ve ademas una banda rojiza
(T2)
c. Rotavirus y Adenovirus positivos: juato a | deja verde de control (C) se ve ademas

una banda roja y una azul.
NEGATIVO Solo se ve la banda verde

INVALIDO No existe banda verde de controb En feste ca e debe repetir el test con un
nuevo casete.

Nota:

Otras coloraciones de las bandas, asi como colores
minutos, no tienen valor diagnéstico.

Cantidad grande de muestras pueden conducir a tales manife

8.26. MONTAJE MANUAL Y AUTOMATIZADO DE PRUEBAS CON
RESISTENCIA BACTERIANA

Muestra requerida: Cepa de microorganismo de interés.

DE

8.26.1. Principio del método

Las pruebas confirmatorias de resistencia bacteriana se realizan para verificar y clastficar
enzimas de tipo carbapenemasas.

Preparacion de reactivos
+ Caldo Tioglicolato
«  Agar Mueller Hinton

+ Sensidisco Meropenem 10ug
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+  Sensidisco Imipenem 10ug
« Sensidisco EDTA
« Sensidisco Acido Boronico

» Sensidisco Ceftazidima 30 ug

.2. Técnica
est de inactivacion al carbapenem

e Se toman 2mL de caldo Tioglicolato por cada cepa en estudio. Posterior a ello se pone
un sensidisco de Meropenem a cada tubo.

e Tomarc oblema con un asa calibrada, inocular el tubo y llevar al vortex para

sensidisco de Meropenem que se encuentra contenido
e&ada caja con la identificacion correspondiente.

a

Agregar sensidisco
de Meropenem a
cada uno

Vmex. Incubar por
(homogenizar) 2Hadr’c
AN /
L]
S el Incubar a 37°C
1 [ gar Mueller Hinton
L2424 Sensidisco

LopaanCo previamente incubado

Agar Mueller Hinton

llustracion 16. Montaje prueba de inactivacion al carbapenem

Test de sinergia con EDTA y Acido boronico.

« Marcar cajas de agar Mueller Hinton con identificacién correspondiente a cada cepa en
estudio.
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Realizar una escala de McFarland de 0.45-0.50 con cada una de las cepas problema.

Realizar siembra masiva en el agar Mueller Hinton con cada una de las escalas

McFarland realizadas.

Para bacterias fermentadoras de lactosa utilizar:

v" Test de sinergia con EDTA: Emplear sensidiscos de Meropenem, Imipenem vy

EDTA.

Test de sinergia con Acido Boronico: Emplear sensidiscos de Imipenem,

Ceftazidima y Acido boronico

Para bacterias NO fermentadoras de lactosa utilizar:

v Test de sinergia con EDTA: Emplear sensidiscos de Meropenem, Imipenem y EDTA.

7\

~ \AM\‘/

—

>3
€

v v

v
2-3 Colonias de

interes Solucion salina Agar Mueller Hinton

llustracion 17. Montaje pruebas de clasificaiénlnaipic

Reporte de resultados:

Resistencia por metalobetalactamasas: Positiva si

de huevo en el test de sinergia con EDTA.

Resistencia por serincarbapenemasas: Positiva si se obs

huevo en el test de sinergia con Acido Boronico.

Nota: Algunas bacterias pueden expresar resistencia a carbapen

enzimas diferente.

> Montaje automatizado

8.26.3. Montaje susceptibilidad a optoquina

T

Muestra requerida: Cepa de microorganismo de interés.

Principio del método

EDTA

Weropenem l Imipenem

Agar Mueller Hinton

A BORONICO

Ceftazidima l Imipenem

Agar Mueller Hinton

Bacterias
fermentadoras

Bacterias no
fermentadoras

La prueba de susceptibilidad a Optoquina se realiza para la diferenciacion de Streptococcus

pneumoniae de otros Streptococcus alfa hemoliticos.
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Preparacidén de reactivos
» Escala Mcfarland de cepa problema

+ Agar Sangre

+ Sensidisco de Optoquina

hica
arcar cajas de agar Sangre con identificacion correspondiente a cada cepa en estudio.

Realizar una escala de McFarland de 0.55-0.60 con cada una de las cepas problema.

» Realizar siembra masiva en el agar Sangre con cada una de las escalas McFarland
realizadas.

Una zona de ighibicion mayor o igual a 14mm de diametro nos indica sensibilidad a
optoquina (identificacié tiva de Streptococcus pneumoniae)

* Una zona de inhibicién m de diametro nos indica resistencia a optoquina
reptococos beta hemoliticos.

8.27. COLORACIONES USADAS
8.27.1. Coloracion de Ziehl Neel.

llustracion 18. Coloracion de Zielh Neelsen modificada positi

Principio del método:

La tincion estd basada en la resistencia al alcohol acido y se debe realizar en frio Ci
de la tincién de Zielh Neelsen convencional), para evitar la destruccion de los ooquistes go
la desnaturalizacion de proteinas ante altas temperaturas. El principal reactivo es la fucs
fenicada, que tiene la propiedad de unirse a los acidos carboxilicos de la pared celular!
fenol es capaz de disolver lipidos de la pared celular, permitiendo la entrada del colorante
fucsina, el cual se queda fijo, incluso en presencia de alcohol acido.

Este tipo de tincion se utiliza para identificar parasitos como coccidios que produce diarrea
intensa y prolongada en el paciente con afeccion inmunolégica. El protozoo mas relevante
es Crystosporidium en este tipo de afecciones.

Notal Legal: Esta prohibido copiar, transmitir, retransmitir, transcribir, almacenar, alterar o reproducir total o parcialmente, por cualquier medio electronico o mecanico, tanto el contenido, informacion y
texto como los procesos, procedimientos, caracterizaciones, documentos, formatos, manuales, guias, gréficas, imagenes, comunicados, etc., sin el previo y expreso consentimiento por escrito por parte
de la Subred Sur ESE.; los cuales estan protegidos por las normas colombianas e internacionales sobre derecho de autor y propiedad intelectual.

La ultima version de cada documento sera la Unica valida para su utilizacion y estara disponible 2023-11-30
CA-CDO-FT-01 V2 Pagina 38 de 86



SUBRED INTEGRADA DE SERVICIOS DE SALUD SURE.S. E

S
Ryl
ALCALDIA MAYOR

PEBOSOTADC: OPERATIVO MICROBIOLOGIA COM-LAB-CLI-MA-07 V5

Subred Integrada de Servicios
de Salud Sur ESE

Muestra requerida: Material fecal.

Método de toma de muestra: Remitirse al manual COM-LAB-CLI-MA-01. (Operativo toma
de muestras laboratorio clinico)

Transporte y almacenamiento: Remitirse al manual COM-LAB-CLI-MA-13 Transporte
conservacion y remision de muestras.

eactivos:
ucsina carboénica fria (Fucsina de Ziehl Neelsen), se debe mantener en nevera.
Decolorante (Alcohol —4cido).
*  Azul de Metileno de Zielh Neelsen.

* Formol al 10% o Formalina al 10% (Se debe calentar a 60°C para muestras que
contiene s de helmintos para detener desarrollo y disminuir su viabilidad).

0 Colorante Fucsina 9 Aplicacion Alcohol-acido @. Colorante Azul de Observacion del
de Ziehl Neelsen 2 (Decoloracion) ~ metileno (Contraste) resultado

llustracién 19. Técnica de coloracion Ziehl Neelsen modificada ®

Tiempos:

1. Realizar el método de concentracion formol-éter: se coloca 1 gr o cc de materiatecal
2 cc de formol, se deja 2 horas en reposo.

Centrifugar por media hora.
Fijar el extendido alcohol acetona o acetona durante 2- 3 minutos. Dejar secar.
Colorear con Fucsina de Ziehl Neelsen sin someter a calor durante 10-12 minutos.

o M D

Decolorar con alcohol acido durante 1 minuto.
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6. Colorear con Azul de metileno por 4 minutos.
7. Dejar secar a temperatura ambiente.
8. Observar al microscopio con objetivo de 100X.

Reporte de resultado:

Positivo para Cryptosporidium: Ooquistes acido resistentes de color rojo brillante sobre
ondo azul.

Negativo para Cryptosporidium: ausencia de Ooquistes.

+  Positivo o negativo para otros parasitos Acido alcohol resistente.
8.27.2. Coloracion de GRAM

»  Agrupacion celular.

Esta coloracién se basa e
pared celular de las bacteri
peptidoglicano y de 40 a 50%
de Gram y agregar el cristal violeta
yodo que penetra en la pared de las i ositivas y se fijan a ella. Al realizar la
decoloracién no se afecta este co ' ) ual las bacterias Gram positivas
permanecen de color violeta azulado.

Las bacterias GRAM NEGATIVAS: Contienen en/su pa &5 a 10 % peptidoglicano, de
el complejo cristal violeta -
izar la decoloracion con
0 tanto las bacterias
se observan rojas-

ITIVAS: Contienen de 50 % a 60% de
s y polisacaridos; al realizar la coloracion

yodo, pero debido a la mayor cantidad de lipidos de |
el alcohol cetona, éste arrastra el complejo cristal viol
Gram negativas toman el colorante secundario, la fucs
rosadas.

Existen factores que influyen en la obtencién de una coloracion
estan:

Opiti entre estas

» El uso de laminas sucias o rayadas

* Extendidos gruesos

+  Sobrecalentamiento al fijar con calor
» Excesivo lavado durante la coloracion

« Se debe realizar la estandarizacién de la coloracién con laminas de control p&
microorganismos Gram positivos y Gram negativos

+ Conservacion y filtracién adecuada de colorantes

La coloracién tiene una normalizacién internacional y sus componentes, asi como sus
tiempos de reaccidn y su secuencia no puede variar.
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Muestra requerida: La tincion de Gram se puede utilizar en casi todas las muestras
biolégicas, orina, secreciones, liquidos, entre otros.

Método de toma de muestra: Es especifico para cada una de las muestras a analizar,
Remitirse al manual COM-LAB-CLI-MA-01 V. (Operativo toma de muestras laboratorio
clinico).

Colorantes requeridos:
Colorante basico (Violeta de Gram).
ordiente (Lugol de Gram)
8. Decoloracién (Alcohol-acetona.)
4. Colorante de contraste (Fucsina de Gram)
Técnica

El materi io puede proceder de un producto cualquiera: Pus, exudado,
secrecioneg, hemocultivos o de un cultivo bacteriano puro. Usualmente la muestra se toma
con el asa riolg éril, con solucioén salina en caso de que la muestra sea muy

densa; luego se pra@uce a re@lizar la colocacién de la siguiente forma:
Cristal violeta
Yodo

Alcohal-acetona

OO

Fucsina

_’._.

}O Aplicacion del 9' Aplicacion del yodo '@‘ Aplicacion de alcohol-acetona O‘ Aplicacion de fucsina

colorante cristal violeta (Mordiente) (Decoloracion) (colorante de contraste)

A N
llustracion 20. Técnica de coloracion de Gram

Tiempos: Los tiempos estaran estipulados por cada laboratorio dependiendo
condiciones ambientales. Universalmente estos son los tiempos establecidos.

1. Cristal violeta, se deja actuar por 50 segundos.
2. Lugol, se deja actuar por 60 segundos.

3. Alcohol-acetona, 30 segundos.

Notal Legal: Esta prohibido copiar, transmitir, retransmitir, transcribir, almacenar, alterar o reproducir total o parcialmente, por cualquier medio electronico o mecanico, tanto el contenido, informacion y
texto como los procesos, procedimientos, caracterizaciones, documentos, formatos, manuales, guias, gréficas, imagenes, comunicados, etc., sin el previo y expreso consentimiento por escrito por parte
de la Subred Sur ESE.; los cuales estan protegidos por las normas colombianas e internacionales sobre derecho de autor y propiedad intelectual.

La ultima version de cada documento sera la Unica valida para su utilizacion y estara disponible 2023-11-30
CA-CDO-FT-01 V2 Pagina 41 de 86



SUBRED INTEGRADA DE SERVICIOS DE SALUD SURE.S. E

ALCALDIA MAYOR

PEBOSOTADC: OPERATIVO MICROBIOLOGIA COM-LAB-CLI-MA-07 V5

Subred Integrada de Servicios
de Salud Sur ESE

4. Safranina o Fucsina de Gram y se deja actuar por 60 segundos.

5. Se lava la preparaciéon con agua corriente, secar a temperatura ambiente.
6. Observar al microscopio con objetivo de 100X.

Control de la coloracioén:

Se toman cepas ATCC de bacterias Gram Negativas y Gram Positivas las cuales se colorean
pultaneamente con las ldminas a estudiar, realizar la lectura y registrar resultados en el
ato (COM-LAB-CLI-FT-32) Control de calidad coloracion de GRAM, este control se
quiere para validar la coloracion y se ejecuta en cada turno o cuando se requiera realizar
firmacion de algun caso.

Reporte de resultado: Se interpreta como Gram positivo o0 Gram negativo y su morfologia
(cocos, bacilos y cocobacilos).

8.27.2.1.

Como parté\del controlde
Integrada de icig§ de Salud Sur, dentro del area de microbiologia, para coloraciones de
Gram se evalla la goncordaricia entre las sedes frente a una lamina de Gram proveniente

La calificacion de esta metodol
buscando siempre un puntaje

8.28. CAPITULO Il: MUESTRAS PROCESAD N OBIOLOGIA ESPECIALIZADA

8.28.1. Lepra
Baciloscopia de Hansen
Cuando se realiza:

Caso sospechoso: Lesién cutdnea de larga duracion qu sea cong
responda a tratamiento, se puede confundir con una dermatitisp Estas
acompanadas con dafio de nervio periférico.

ita y que no

Si la baciloscopia es negativa, es mandatorio realizar biopsia

Caso confirmado: Paciente Clinicamente diagnosticado. La biopsia ta
confirmacién del diagnéstico.

Muestra requerida: Linfa (de I6bulo de la oreja, codo y rodilla), raspado de mucosa nasal y
raspado de lesiones cuando el paciente las presenta, especificamente bordes opuestos de
la lesién. Evitar contaminacién con sangre.

Multibacilar Paucibacilar ,
AR /i '
/N /N

Una baciloscopia Deberan tomarse cinco
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negativa no descarta el | muestras tanto para la
. . diagnéstico de lepra; en baciloscopia de
(Indice bacilar > 0) (Indice bacilar= 0) este caso debe clasificacion como para
realizarse una biopsia la baciloscopia al
de piel. término del tratamiento.

Tabla 8. Descripcién de estadios de la Lepra.

rmacion relevante del examen:
onfirmacién del diagnéstico y clasificacion.
Seguimiento del tratamiento.

* Se buscan lesiones hipo anestésicas a nivel de manos, pies, parpados. “Las lesiones no
pican, no rascan, no duelen”

Método degoma deymuestra: Remitirse al manual COM-LAB-CLI-MA-01. (Operativo toma
clinico)

sitios que el Bacilo de Hansen habita como piel mucosa donde
ancia inmunoldgica favorecen el

deben ser minimo 4 y méaximo 6, dentro de los cuales se

cuenta la informacién pro
a continuacioén:

llustracion 21. Esquema corporal.
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Es fundamental que los laboratorios en el momento de la recoleccién de la muestra, coloquen
los frotis de liquido intersticial de forma estandarizada, con el fin de favorecer las actividades
de referencia y contra referencia que se realizan con los Laboratorios de Salud Publica

Las muestras se recolectan sobre lamina porta objeto, de la siguiente manera:

LESION 4 _ o 9 - LESION 3
LESION 1 6 CODO _ LESION 2 6 CODO
1ZQUIERDO L g - DERECHO
LOBULO DE OREJA v v LOBULO DE OREJA
1ZQUIERDO — !- DERECHA ‘
llustracion 22. caje yposicion de muestras en la l[amina.
Preparacion de reactivos:Wie sto ra el uso
Colorantes:
» Fucsina de Ziehl Neelsen
» alcohol &cido
*  Azul de metileno.
Técnica:
I\ "\"C:- l‘
o o o
- @ ” ® 8 _® e o
- AA ° o °

Observacion del
resultado

w@r Colorante Azul de

0. Colorante Fucsina ‘gApIicacién Alcohol-4cido
d ~ metileno (Contraste)

~ de Ziehl Neelsen (Decoloracion)

llustracion 23. Técnica de coloracién de Zielh Neelsen

Tiempos

e Coloraciéon 5 minutos.

e Decoloracion 30 segundos (lavado hasta decolorar).
e Coloracion de contraste 3 minutos.
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Reporte de resultados de lepra:
Escala Logaritmica de Ridley

(0) Ausencia de bacilos en 100 campos examinados.

(1+) Presencia de 1 a 10 bacilos, en 100 campos examinados

(2+) Presencia de 1 a 10 bacilos, en cada 10 campos examinados.

(3+) Presencia de 1 a 10 bacilos, en promedio, en cada campo examinado.

(4+) Presencia de 10 a 100 bacilos, en promedio, en cada campo examinado.
(5+) Pre 100 a 1.000 bacilos, en promedio, en cada campo examinado
(6+) sencia de'mas de 1.000 bacilos, en promedio, en cada campo examinado

a 9. Escala logaritmica de Ridley

Toma
2017.https://docs.bvsalud.o

o de: Manual de diagndstico laboratorial, edicion I. Afio

» Elindice bacilar es un indic

se utilizan cinco muestras, pero pu
muestras utilizadas.

Procedimiento para el calculo del indice baci P a cada muestra se registra el
numero de cruces, de acuerdo con la escala ante

as en cada una de las
idir por el niumero de

indice bacilar (IB): es el promedio aritmético de las ¢
muestras leidas. Totalizar el nimero de cruces del pu
muestras leidas.

Ejemplo:

Moco (++)

Linfa del I6bulo derecho (++)
Linfa de Iobulo izquierdo (++)
Linfa de la lesion 1 (+)

Linfa de la lesion 2 (+)

IB = 2+2+2+1+1 =8/5=1,6

INDICE BACILAR
Promedio, sumar las cruces obtenidas en las muestras tomadas al paciente
El mayor rango sera (+++) + (+++) + (+++) +(+++) + (+++) + (+++) = 18/6 =3.0
El menor rango sera (0) + (0) + (0) +( +) + (0) + (0) =1/6 =0.2
IBirade 0.2 - 3.0
Tabla 10. Indice Bacilar

La clasificacion bacteriolégica sera entonces:
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« Multibacilar (MB): IB mayor de cero.
« Paucibacilar (PB): IB igual a cero.

Informe de resultados: El resultado debe informarse positivo o negativo, indicando ademas
numero de cruces por muestra y el Indice bacilar.

Valores de referencia:
informa y el nimero de cruces de acuerdo a la cantidad de bacilos por camp6.
egativo
Positivo
Se pueden presentar:

o Falsos pasitivos: por transferencia de bacilos, colorante no filtrado, artefactos

Nota: Para , dirijase al protocolo de la secretaria Distrital de Salud para el
diagnéstico asignado en el siguiente enlace:
http://www.saludcapital.gov.go/sifies/VigilanciaSaludPublica/Protocolos%20de%20Vigilanci

8.28.2. Tuberculosis

8.28.2.1. Baciloscopia
Muestra requerida:

articular, pericardico, pleural) y otros
materiales bioldgicos (aspirado de lavado gastricojo biopsi

Método de toma de muestra: Remitirse al manua
de muestras laboratorio clinico)

Transporte y almacenamiento: Remitirse al manua -LA
conservacion y remisibn de muestras o aplicar la “Guia de
Infecciosas de la OMS 2017 - 2018” y el “Manual de bios
tuberculosis de OMS/OPS”, disponibles en

e https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/254788/WHO-WHE-CR 17.8-
eng.pdf?sequence=1

* https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/92661/9789243504636
nid=3BEQ3F64D61C152329573ACA10C8710B?sequence=1

Principio del método:

ansporte de Sustancias
ridad para laporatorios de

La baciloscopia se basa en la resistencia que tienen las micobacterias al alcohol-aci@
evidenciado en la coloracién de ZN ya que tienen la capacidad de retener en su pared
fucsina fenicada frente a la accién de decolorantes como la mezcla de 4cido y alcohoft
Debido a su alto contenido en lipidos, particularmente a los acidos micélicos, que poseen su
pared celular. Gracias al contraste que se logra con el azul de metileno los bacilos &cido-
alcohol resistentes (BAAR) se logran visualizar de color rojo fucsia o fluorescente sobre una
coloracion de fondo que facilita su visualizacion.
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La baciloscopia permite:

Confirmacion del diagndstico y clasificacion.
Seguimiento del tratamiento.
gchica:

signar un nimero de identificacion a cada muestra.

Destapar con cuidado y con un bajalenguas de madera extender la muestra desde la
porcién mas purulenta o densa del esputo (particula util), preparar un extendido en forma
de 6valo de 2 cm de largo x 1 cm de ancho. Esto debe realizarse con movimientos suaves

para evitar la produccion de aerosoles.

3. Verific ue elNextendido tenga un grosor homogéneo y adecuado para la posterior
visualizacién de BAAR (Evitar que el extendido se encuentre muy fino o muy grueso).
;wp-w waar : :u - l--;x;"r"‘" W _peeaas o ';:‘G .;::!u::-r:.r 'lllll. E ‘:::.:.
ar an ar ._’ 14 & )m n:
FY « Satae »nie at 5 aslas ' b alte
" r . . - . ' 1 ke . hom condlg
o in 4 %3 2] Teenday s * M-
elim. a 1 """m = ! Yoo fisplayed |
Whisawe Sus ™ L B8 TRSSes St e ous
aswSTely wap TITUI2E - oal us “Jdog
Demasiado Bueno Demasiado
Grueso Fino
llustracion 24. llustracién xtendidos para baciloscopia.

Fuente: Guia para la vigil

4. Dejar secar el extendido.
5. Los extendidos deben ser coloreados de inm

jo de tuberculosis, 2020.

, debidofa que la tincién con fucsina

Coloracion de ZIEHL NEELSEN
La baciloscopia es la busqueda microscépica mediante la colo

fenicada es la que provoca la muerte del bacilo.

i6apde Zie eelsen, de

bacilos acido alcohol resistentes (B.A.A.R) a partir de cualquier espéci 0.
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Técnica de coloracion ZIEHL NEELSEN

‘Q‘ Colorante Fucsina

. v

de Ziehl Neelsen

) Avlicacion Alcohol-acido
(Decoloracion)

*

N

@\ Colorante Azul de
~ metileno (Contraste)

@

Observacion del
resultado

Ildstracion 25. Técnica de coloracion Zielh Neelsen.

Tiempos

Coloraci

(lavado hasta decolorar).

Coloracion de co tos.
[ N
Bueno Grueso Fino
P ‘
RV
2. - a o

Mal decolorado

No homogéneo

-D

Escaso material

Do ——
>

— e

" @O

llustracion 26. Comparacion grafica de muestras coloreadas.

Fuente: Manual para el diagndstico bacterioldgico de la tuberculosis. Normas y guias téc art
baciloscopias 2008.

Lectura de lamina

1.

Enfocar el extendido 100x.

2. Seguir un recorrido en lineas rectas o paralelas sistematicamente para recorrer el
extendido, evitando repetir la lectura de los campos, por ejemplo, de izquierda a derecha.
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3. El ndmero total de campos a examinar depende de si se encuentran bacilos y en qué
cantidad, como se observa a continuacion:

PROMEDIO DE BAAR ENCONTRADOS NUMERO MiNIMO DE CAMPOS UTILES A
EXAMINAR
Ninguno 100
Menos de 1 por campo 100
1 a 10 por campo 50
Méas de 10 por campo 20
odo el extendido 200

Tabla 11. Reporte de baciloscopias.

a cual se escriba el nimero de bacilos observados por campo,
r el total de BAAR Yy dividirlo por el nimero de campos
la Tabla.

”, aquellos donde se observan células bronquiales
ucosas. Los campos sin estos elementos no
otal de campos observados, a menos que

deben ser considerados p
contengan BAAR.

Informe de resultados

RESULTADO DEL EXAMEN MICROSCOPICO INFORME
No se encuentran BAAR en 100 campos ilos &cido alcohol resistentes
observados

Se observan de 1 a 9 BAAR en 100 campos
observados

Se observan entre 10 a 99 BAAR en 100 campos
observados

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

Se observan méas de 10 BAAR por campo en 20 Positivo (+++)
campos observados

Tabla 12. Informe de resultados

Escala adoptada internacionalmente para el informe de resultados extendidos examinados g
la técnica de Ziehl Neelsen.

Procedimientos a seguir frente al hallazgo menos de 5 BAAR en 100 campos
observados:

Debido a la posibilidad de que se trate de artefactos de coloracion, se recomienda:
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meses.
EVALUACION DE

Ampliar la lectura a 200 campos. Si con esa lectura no se encuentran mas bacilos, hacer
otro extendido de la misma muestra, eligiendo las particulas purulentas.

Si la lectura del segundo extendido no modifica el resultado del anterior la muestra se
debe informar con el ndmero exacto de bacilos observados y solicitar una nueva
muestra; en estos casos se debe realizar una prueba de PCR y cultivo en medio liquido.

ALUACION DE CONCORDANCIA PARA COLORACION ZIELHL NEELSEN

evaluar la calidad de la coloracién, la Subred Sur se acoge al procedimiento dispuesto
a Guia para la Vigilancia por el Laboratorio de Tuberculosis del INS 2022, a partir de
uestras de pacientes positivas (+) y negativas. A continuacion, se describe su realizacion:

Agregar a cada una de las muestras seleccionadas (esputo con baciloscopia positiva y
negativa) 10 gotas de hipoclorito de sodio al 5%, agitar y dejar en reposo minimo durante

Como parte del control d [ i 0 que se maneja en los laboratorios de la Subred
Integrada de Servicios de el area de microbiologia, para coloraciones de

Ziehl Neelsen se evalla la con

proveniente de una muestra conocida, e y reportada previamente por el laboratorio

ara de manera periédica entre los

or el nivel de concordancia 0-100%

buscando siempre un puntaje superior al 80 Bsta actividad estara supervisada por un

profesional en bacteriologia quien realizara el resp
y las acciones correctivas cuando sea necesario.

8.28.3. Cultivo para micobacterias acido alcohol res te-T

El cultivo es el método de diagnédstico bacteriolégico de ma
la evolucion de los casos y confirmar su curacion.

Muestra requerida:

Esputo, aspirado de lavado gastrico, orina tres muestras de la primera micc
se hace coloracién ZN. directo), liquidos corporales (L.C.R, pleural etc.), lavadg
bronquial y biopsias.

ctivosa de los resultados obtenidos

ensibilidad, permite seguir

MGIT

Aspirado gastrico: Luego de realizar la descontaminacién y centrifugacion para obte
el sedimento, se afiade al medio MGIT 500 pL.

Fluidos corporales (LCR, liquido sinovial, liquido pleural, etc.): muestras tomada
asépticamente (no se realiza descontaminacioén), luego de centrifugar se utiliza el
sedimento para inocular el tubo MGIT.

Tejidos: Triturar asépticamente en solucién salina estéril, inocular el tubo MGIT
directamente.
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Materia fecal: Luego de realizar la descontaminacion y centrifugacién para obtener el
sedimento, se afiade al medio MGIT 500 pL.

Orina: Luego de realizar la descontaminacion y centrifugacién para obtener el
sedimento, se afiade al medio MGIT 500 pL.

Materia fecal: Suspenda 1 g de heces en 5 ml de caldo Middlebrook. Agite la suspensién
en un agitador vortex durante 5 seg. Continuar con el procedimiento del NALC-NaOH.

do de toma de muestra: Remitirse al manual COM-LAB-CLI-MA-01. (Toma de
stras laboratorio clinico)

ncipio del método:

Segun la guia para la vigilancia por laboratorio de tuberculosis, 2022 el cultivo para
micobacterias es un método que cuenta con una alta sensibilidad, considerado el gold

Preparacion de reactivos:

para nuestro caso es:

Tener la muestra que se desea sembrar
Tubos y recipientes estériles
Escobillones estériles

Bicarbonato de sodio al 8%

Centrifuga (4°C a 3.500 gravedades)

REFERNCIA CENTRIFUGA TUBOS REVOLUCIONES POR MINUTO (RPM)

Indulab 04 special 24 tubos 3.500 gravedades = 5.000 rpm

Las celdas seran refrigeradas para obtener la temperatura apropiada de proceso y
incorporardn en la centrifuga en ciclos de 10 minutos. Pasados estos ciclos se llevar

nuevamente a refrigeracién para conservar la temperatura indicada que evite la muerte de las
micobacterias durante el proceso.

Almacenamiento de reactivos:
Los tubos MGIT almacenarlos entre 2 — 25 °C. NO CONGELAR.
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BBL MGIT OADC, a su recepcién guardarlo entre 2 — 8 °C. Evitar la congelacion o el
sobrecalentamiento. No lo abra antes de usarlo. Reducir al minimo la exposicién a la luz.

BBL MGIT PANTA, almacenar los frascos liofilizados entre 2 — 8 °C. Una vez que se reconstituya,

la mezcla PANTA puede ser utilizada dentro de 5 dias, siempre que se almacene entre 2 — 8 °C

6 meses si se almacena a — 20 °C o menos. Una vez que se descongele, la mezcla PANTA
e ser utilizada inmediatamente y desechar la parte no utilizada.

inea horizontal y en el orden en que han sido identificadas.

» Realizar el procesamiento de las muestras segun lo descrito en los manuales del equipo
automatizado

[ En un tubo de centrifuga de 50 mL ]

Adicione
X ml de esputo (no mas de 5 mL)
+
X mL de solucion NALC NaOH

|

Ajustar las tapas de los tubos y agitar en vortex

|

Agregar Buffer fosfato pH 6.8 hasta completar 50 mL y mezclar

|

Centrifugar 15 minutos a 3000g en
centrifuga refrigerada
Dejar reposar 5 minutos

—

Descartar el sobrenadante

Resuspender el sedimento con 1 mL de Buffer

!

Distribuir 0,5 ml en cada medio de cultivo
y hacer la baciloscopia con la ditima gota

llustracion 27. Montaje cultivo liquido para tuberculosis.

Fuente: Manual para el diagndstico bacterioldgico de la tuberculosis. Normas y guias técnicas, pa

1l cultivo 2008.
Esputo, Secrecion orotraqueal, orina, N-Acetil  cisteina + MX  +vortex 20  min.
materia fecal, lavado bronco alveolar, Llevar a 50 ml con buffer 6.8%
biopsia de piel.
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1. Bicarbonato de Sodio al 8%
Lavado gastrico 2. N-Acetil cisteina + MX +vortex 20 min.
Llevar a 50 ml con buffer 6.8%

Tabla 13. Pretratamiento segun el tipo de muestra.

1. Agregar al tubo de medio 0,8 ml de suplemento OADC+PANTA (esta mezcla es estable
hasta por 5 dias en refrigeracion).

embrar 0,5 mL de muestra en medio de cultivo liquido de tubo MGIT 7 mL, ajustar muy

ien las tapas y mezclar 2 a 3 veces el tubo de cultivo liquido e ingresar al equipo sistema
para cultivo de micobacterias. Debido a que esta técnica se complementa con el cultivo
en medio LJ, siembre 0,5 mL de la muestra en este medio.

3. Introducir los tubos en la incubadora para TBC a 37 C+1°C en posicién horizontal con
i inclinacion, con las tapas sin ajustar por una semana, posteriormente
as. Realizar ZN e identificacion rapida en caso de ser positivos.

be retirar el tubo del equipo y realizar pruebas
entificacién rapida de especie, debido a que una sefial
una micobacteria no tuberculosa, del complejo M.
jpo de,microorganismo.

Nota: En caso de que el equipo a los 42 dias de’incubacién termine la prueba, el cultivo se
reportard como negativo.

Reporte
|  J
Positivo Mzcobacterium tuberculosis
S Negativo Mycobacterium tuberculosis
Negativo No se obServan colonias
(+) Menos de 20
(++) De 20 a 100 colonia;
(+++) Mas de 100 colonias separad
(++++) Colonias confluentes
Contaminado

Tabla 14. Formas de reporte para tuberculosis.

Nota: En caso de no tener centrifuga refrigerada, se debe utilizar una centrifuga
convencional exclusiva de las muestras para tuberculosis, teniendo claro que se debe
centrifugar durante 10min y dejar enfriar el rotor con la ayuda de pilas de congelacién
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(dispuestas dentro del rotor de la centrifuga) para evitar el calentamiento producto de la
fuerza centripeta y que puede afectar la viabilidad de la Micobacteria, repetir este paso hasta
completar 20 min.

8.29. CAPITULO Ill: MICROBIOLOGIA MOLECULAR
8.29.1. Sistema BD MAX-MDR-TB

aprueba BD MAX MDR-TB (tuberculosis multirresistente), realizada en el sistema BD MAX,
n test diagndstico automatizado y cualitativo in vitro para la deteccién directa de ADN
omplejo Mycobacterium tuberculosis (MTBC) en las respectivas muestras como lo son,
gdputo, aspirado de lavado gastrico, liquidos corporales (L.C.R, pleural etc.), lavado o
cepillado bronquial y biopsias; previamente diluidas con el reactivo BD MAX STR.

La prueba BD MAX MDR-TB detectan mutaciones:

de MTBC, asi como ADN asociado a mutaciones en los

diana especifica pafa detect
i otora de inhA asociada a tuberculosis multirresistente.

genes rpoB y katG yNa,reg

Método toma de la muestra:
a las recomendaciones de los C

toma de muestras laboratorio clinic

Conservacion de la muestra:
conservacion y remision de muestras.

Principio del procedimiento:

» El sistema utiliza una combinacién de reactivos y calor
lisis celular y la extraccion del ADN.

» Las microesferas con los acidos nucleicos fijados, se lavan y los &ci
eluyen por calor en el tampén de elucion.

» EI ADN eluido se neutraliza y se transfiere a los tubos de la Master Mix pa
los reactivos para la PCR.

* Una vez finalizada la rehidratacion, el sistema dispensa un volumen fijo de una solug
preparada para PCR en la tarjeta de PCR BD MAX.

+ El sistema sella las microvalvulas de la tarjeta de PCR BD MAX antes de iniciar la PCR
para contener la mezcla de amplificacion y asi evitar la evaporacién y la contaminacién
por amplicones.
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+ EI ADN amplificado se detecta mediante sondas de hidrélisis (TagMan) marcadas con
un colorante fluorescente de indicacion (fluoréforo) en un extremo y con una porcion
extintora en el otro extremo.

+ Se utilizan sondas marcadas con distintos fluoréforos para detectar el ADN del complejo
M. tuberculosis, resistencia a rifampicina, resistencia a isoniazida.

+ La deteccion de resistencia a rifampicina utiliza quimica de desnaturalizacion para
detectar mutaciones en la region de 81 pares de bases de RRDR del gen rpoB y la
eteccién de resistencia a isoniazida se determina mediante la deteccién de mutaciones

n la regiéon promotora de inhA y el gen katG.

< Preparacion de reactivos
e Master

cla maestra): Mezcla maestra deshidratada para PCR que contiene

polimeg@sa, nucleotidos, sondas moleculares y cebadores.
« Tiras s: Contienen todos los reactivos liquidos y las puntas de pipeta
desech S|tan para el procesamiento automatizado de las muestras y la

e extraccion deshidratado que contiene microesferas de

afinidad magnét N, reactivos de proteasa y control de procesamiento de

muestras.
+  Sample Tube (tubo de
+ Pipetas de transferencia 25
+ Tapones con membrana 25
+ STR (reactivo para tratamiento de muestra
» Cartridges tarjetas de PCR.
+ Controles externos
* Medios de cultivo (caldo MGIT)
+ Middlebrook OADC (Enriquecimiento para el aisla culti micobacterias).
» Placas de agar 7H10/7H11
»  Solucion salina tamponada con fosfato
+ Esparcidores de placa
+  Vortex
« BD BBL MycoPrep

Almacenamiento de reactivos: Almacene el kit BD MAX MDR-TB a una temper de
28 °C. Los reactivos BD MAX MDR-TB se suministran en bolsas precintadas. Para proteg
el producto de la humedad, cerrar inmediatamente después de abrirlas. Utilice los tubosid
reactivo a 2-28 °C durante los 14 dias después de abrir y cerrar la bolsa por primera vez.

Procedimiento: (Preparacién de la muestra)
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Etiquete un tubo de muestras BD MAX MDR-TB (tapon transparente) con codigo de barras
con el identificador de la muestra correcto.

Incube la muestra tratada con BD MAX STR a temperatura ambiente durante 25 minutos

Quite el tap6n del BD MAX MDR-TB Sample Tube y conserve el tapdn duro si va a almacenar
la muestra.

on la pipeta de transferencia suministrada, transfiera 2,5 mL de la muestra tratada con STR

diucion) a un BD MAX MDR-TB Sample Tube etiquetado. Vuelva a comprobar que el

ntificador de la muestra que figura en el tubo de muestras BD MAX MDR-TB coincide con

iqueta del recipiente de recogida.

ontinde en la seccién “Funcionamiento del sistema BD MAX” para realizar el analisis BD

MAX MDR-TB en el sistema BD MAX

MUESTRA DE ESPUTO O
CONCENTRADOS
BRONQUIALES

Vo

Mezcle energicamente arriba
y abajo 10 veces

Z Sviin & 20-25°C

Mezcle la muestra de esputo
con el reactivo STR en una
proporcion 2:1

Mezcle una vez mas
A4 energicamente arriba y abajo
Incubacion 10 veces

llustracion 28. Forma adecuada de mezclar las muestras para@®DR-TB

Procedimiento en el equipo:

1.
2.

Encender el sistema BD MAX e introducir usuario y contrasefa pata in

Extraer el nUmero necesario de tiras de reactivos individuales del kit
Asegurarse de que todos los liquidos queden en el fondo de los tubos.

Tubos de extraccién y mezcla maestra del kit BD MAX MDR-TB.

Eliminar el exceso de aire de las bolsas y sellar rapidamente.

Por cada muestra que se vaya a analizar, coloque una tira de reactivos individuales
la gradilla, empezando por la posicién 1.

Monte un tubo de extraccion (envoltorio metalizado blanco) en la posicién 1 de cada tira
de reactivos individual.
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7. Monte un tubo de BD MAX MDR-TB Master Mix (envoltorio metalizado verde) en la
posicién 2 de cada tira de reactivos individual.

8. Monte un tubo de BD MAX MDR-TB Master Mix (envoltorio metalizado azul) en la
posicién 4 de cada tira de reactivos individual.

9. Introducir el numero de lote del kit BD MAX MDR-TB (para fines de trazabilidad de lotes).
Escaneando el cédigo de barras con el lector o de forma manual (aparece en la caja
exterior).

a: repita el paso anterior cada vez que utilice un kit nuevo.

En la lista de trabajo, introduzca el ID del tubo de muestras de BD MAX MDR-TB, el ID
de paciente y el nimero de acceso (si procede) de forma manual o escaneando el codigo
de barras con el lector.

2.

3.

Coloque el numero necéesarig defBD MAX PCR en el sistema BD MAX
Cargue las gradillas.
Cierre la tapa del sistema BD MAX n para iniciar el procesamiento.

N

-

Ubigque los tubos con las muestras, '
previante marcados en el rack de muestras

Mezcle 1 minuto en -

vortex nann
uagy
THHH

. AURRAMAR AR

el I

Adicione 2500microlitos
de la muestra pretratada
al tubo buffer

Cologue las tiras de reactivo dentro del rack correspondiente frente a
cada tubo buffer que contiene la muestra, ensamble los snaps en las
posiciones indicadas y programe la corrida en el equipo BD MAX
eligiendo el tipo de test BD MAX MDR-TB 70

llustracion 29. Montaje de prueba MDR-TB
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Interpretacion de los resultados: El software del sistema BD MAX interpreta
automaticamente los resultados de las pruebas. Se indican los resultados de cada uno de
los analitos y del control de procesamiento de muestras.

Interpretacion:
RESULTADO DE LA PRUEBA NOTIFICADO INTERPRETACION DEL RESULTADO
MTB detectada Detectado ADN del complejo Mycobacterium tuberculosis

Detectado ADN del complejo Mycobacterium tuberculosis pero con resultados de
MTE POS baja resistencia no mensurables; las sondas del promotor 22 RRDR?®, katG o inhA no
dieron una sefial, indicativo de carga bacteriana baja

Mo detectado ADN del complejo Mycobacterium tuberculosis y detectado control

MTE NO detectada :
de procesamiento de muestras

Resistencia a RIF detectada Se han detectado una o mas mutaciones en el RRDR®
Resistencia a RIF NO detectada No se han detectado mutaciones en el RRDR?

Se ha detectado ADN del complejo Mycobacterium tuberculosis pero con
resultados de resistencia a RIF no mensurables; una sola sonda de rpoB no
dio una sefial y las sondas rpoB restantes se presentaron como sefiales de tipo
silvestre

Resistencia a RIF NO REGISTRABLE

Se ha detectado ADN resistente a INH; no se han detectade mutaciones en la

Mut. katG NO detectada | .. de Ia prueba de katG

Se ha detectado ADN resistente a INH; se han detectado una o mas mutaciones
INH Resistance Detected | Mut. kafG detectada en la diana de la prueba de katG

(Resistencia a INH = - -
detectada)* Mut. inhApr® NO Se ha detectado ADN resistente a INH; no se han detectado mutaciones en la

detectada diana de la prueba de la regidn promotora de inhA

Se ha detectado ADN resistente a INH; se han detectado mutaciones en la diana

Mut. inhApr® detectada | . \." 1 apa de Ia regi6n promotora de inhA

Mo se han detectado mutaciones en las dianas de la prueba de la regidn promotora

Resistencia a INH NO detectada de katG e inhA

Se ha detectado ADN del complejo Mycobacterium tuberculosis pero con
Resistencia a INH NO REGISTRABLE resultados de resistencia a INH no mensurables; la sonda de la regién promotora
de kalG o inhA no dio una sefial y la otra sefial se presentd como de tipo silvestre

Mo se ha detectado ADN del complejo Mycobacterium fuberculosis ni control de
MTE no resuelto (MTE UNR) procesamiento de muestras
(indica error de los reactivos o muestra inhibidora)

Indeterminado debido a un fallo del sistema BD MAX

B pacn YN (con cadigo de advertencia o error)

Serie incompleta

i L (con cadigo de advertencia o error®)

Tabla 15. Interpretacion de resultados prueba MDR-T

Fuente: Manual de procedimiento BD MAX Multi Drug Resistant reulosis ref 448878.2020-11

Nota: Los resultados IND (Indeterminado) o INC (Incompleto) se debe ) istema
BD MAX.

necesario repetir el andlisis de las muestras debido a un resultado incorrec
externo, se deberan repetir a partir de los tubos de muestras correspondiente
controles externos recién preparados.

Para mayor informacién remitirse al manual de procedimiento BD MAX Multi Drug Resis
Tuberculosis, dispuesto en el siguiente link: https://www.bd.com/resource.aspx?IDX=358
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cios:

8.30.

PROTOCOLO DE LIMPIEZA Y DESINFECCION BD MAX

La limpieza y desinfeccion se realiza antes de cada uno de los montajes en donde se
implementa la técnica usada para las pruebas de TBC y COVID - 19, esta tiene como fin
evitar la contaminacién cruzada que puede interferir en la calidad del resultado obtenido,
mediante los siguientes pasos.

Utilizar en el proceso guantes desechables de nitrilo libres de polvo.

pie los siguientes elementos y &reas inicialmente con hipoclorito sodico en agua al 1%
y posteriormente con una solucion de perdxido de hidrégeno al 3% o pafos
nfectantes comercialmente disponibles que contengan hipoclorito sédico al 1%. Para la
pieza, utilice un pafo sin pelusas humedecido.

+ Gradillas de muestras, deben limpiarse entre una serie y la siguiente.

*  Superfici mesas del laboratorio.

+ Elementos auxiliases como pipeteadores, vortex, gradillas de tubos, etc.

» Superfigies de trabajesinteriores y exteriores del equipo BD MAX (se recomienda limpiar
las superfieies exterioreside BD MAX antes que las interiores), excepto la superficie de
vidrio del caj6
los cajones de far;
vidrio de cualquie

la limpieza; de este modo, se protegen las superficies de
accidental de limpiadores abrasivos o corrosivos).

Con un movimiento unidi
entrado en contacto con el i inhibidor conocido de la PCR) con un pafio sin

Registrar el proceso de limpieza y
MANTENIMIENTO DIARIO BD MAX

complementado, para lograr una descontamin
contaminacion evidente. Se realiza el procedimie

Apague el instrumento BD MAX con el interruptor de ence

Use el equipo de proteccion personal adecuado incluyendo
libres de polvo y siga las directrices de bioseguridad, encontra
01 de bioseguridad.

Inspeccione el cajén de tarjetas en busca de objetos extrafos, su
descubre alguno en la bandeja, retirelo y limpie la superficie con solucion
y un pafo sin pelusas nuevo.

Limpie la pantalla del monitor con un pafo humedecido en alcohol y séquela
suave.

Utilice un pafo humedecido en alcohol o limpiacristales para limpiar la cubierta transpareg
del sistema y el espejo del interior del instrumento. Utilice un pario sin pelusas para secarlg

Limpie los siguientes elementos y areas inicialmente hipoclorito sédico en agua al 1% (v/v)
y posteriormente una solucién de perdxido de hidrégeno al 3%, o pafios desinfectantes
comercialmente disponibles que contengan hipoclorito sédico al 1%. Para la limpieza, utilice
un pafo sin pelusas humedecido.

+ Gradillas de muestras, deben limpiarse entre una serie y la siguiente.
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» Superficie de las mesas del laboratorio.
+ Elementos auxiliares como pipeteadores, vortex, gradillas de tubos, etc.

» Superficies de trabajo interiores y exteriores del equipo BD MAX (se recomienda limpiar
las superficies exteriores de BD MAX antes que las interiores), excepto la superficie de
vidrio del cajon de tarjetas (se recomienda colocar las tarjetas para PCR sin utilizar en
los cajones de tarjetas durante la limpieza; de este modo, se protegen las superficies de
vidrio de cualquier salpicadura accidental de limpiadores abrasivos o corrosivos).

un movimiento unidireccional, limpie bien todas las partes del sistema que hayan
ado en contacto con el hipoclorito sédico (inhibidor conocido de la PCR) con un pafio sin
pelusas humedecido con agua desionizada y, a continuacién, con alcohol al 70%.

8. Encienda el instrumento BD MAX.

8.31. BIOFIREIPANEL PIRATORIO 2.1 (RP2.1) FILMARRAY
0 o =

ot
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in Fitment Injection Nucleic Water
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,  Purification  PCR 3 Port
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Cell Sy
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3 7 a *H
i
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Tabla 16. Equipo y descripcion de la prueba mlggulafFilmar

El BioFire Panel respiratorio 2.1 (RP2.1) es una prueba ido nucleico multiplexada

estandar y colocado inmediatamente hasta 3 mL de medio de transporte.

Método toma de la muestra: Remitirse al manual COM-LAB-CLI-MA-01.
de muestras laboratorio clinico)

Transporte y almacenamiento
* Las muestras deben procesarse y analizarse con BioFire RP2.1 lo antes posible.
+ Siserequiere almacenarse, se pueden retener las muestras:

v" A temperatura ambiente hasta por 4 horas (15-25 °C)

v"  Refrigeradas hasta por 3 dias (2-8 °C)

v" Congeladas (<-15 °C 0 <-70 °C) (hasta por 30 dias)
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Nota: Las muestras de NPS no se deben centrifugar antes de la prueba.

Nota: El cloro puede dafar los organismos/acidos nucleicos dentro de la muestra, lo que
puede causar resultados falsos negativos. Se debe evitar el contacto entre el cloro y las
muestras durante los procedimientos de recoleccion, desinfeccién y prueba.

Principio de la prueba:

ire RP2.1 es una prueba de reaccién en cadena de polimerasa multiplexada anidada en
po real disefiada para identificar simultdneamente acidos nucleicos de 22 virus y
erias diferentes asociados con la infeccién de las vias respiratorias, incluido el SARS-
oV-2, de una sola muestra de hisopo nasofaringeo (NPS).

e En concreto, los cebadores de SARS-CoV-2 estan disefiados para detectar el ARN del

SARS-CoV-2_en hisopos nasofaringeos en medios de transporte de pacientes
OVID-19. Los controles internos se utilizan para monitorear todas las
de la prueba.

desechable que almacena todos los reactivos necesarios para la
la transcripcién inversa, la reaccion en cadena de polimerasa
el fin de aislar, amplificar y detectar el acido nucleico de
atofios dentro de una sola muestra de NPS.

(PCR) y la detéccion cq
multiples patégenos re

FilmArray permite obteneryres (3 multiples patégenos aproximadamente en 45

minutos.

e Durante una corrida, el Sistema Film

e Lisala muestra mediante agitacio
por el amortiguador de muestra.

o Extrae y purifica todos los acidos nucl muestra utilizando la tecnologia de
granulos magnéticos.

¢ Realiza la PCR muiltiple anidada al realizar primefo la transgripcién inversa, seguida de
una reaccion de PCR de primera etapa multipl espués se realizan
multiples reacciones de PCR de segunda etapa (P para identificar las
secuencias dentro de los productos de PCR1.

o Utiliza los datos de curva de fusidén segun el criterio de luagion paraydetectar las
ampliaciones especificas de la diana y analiza los datos para erar ltado para
cada analito en el BioFire RP2.1.

Preparacion de reactivos:

Cada kit contiene suficientes reactivos para analizar 30 muestras (kit de prue
423738):

e Cartuchos BioFire RP2.1 empaquetados individualmente

e Ampolleta de amortiguador de muestra (1.0 mL) de un solo uso

¢ Viales de inyeccion de hidratacién prellenadas de un solo uso (1.5 mL) (azul)
e Viales de inyeccion de muestra de un solo uso (rojo)

e Pipetas de trasferencia empacadas individualmente.
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Almacenamiento de reactivos:

Almacenar el kit de prueba, incluidos los cartuchos de reactivos y amortiguadores, a
temperatura ambiente (15-25 °C). NO REFRIGERAR.

Evitar almacenar cualquier material cerca de ventilas de calefaccion o refrigeraciéon o
bajo luz solar directa.

odos los componentes del kit deben almacenarse y utilizarse juntos. No utilizar los
omponentes de un kit con los de otro kit. Desechar todos los componentes adicionales
del kit después de que se hayan consumido todos los cartuchos.

No retirar los cartuchos de su acondicionamiento hasta que una muestra esté lista para
ser analizada. Una vez que se haya abierto el acondicionamiento del cartucho, el

a cargado un cartucho, la prueba se debe iniciar lo antes posible (en
60 _minutos) No exponer un cartucho cargado a temperaturas
4QF) antes de la prueba.

Q

4 Inject Sample Insert Pouch into
nsert Pouch in Inject Hydration Add S: Buffer Add Raw Sampl into Pouch FilmArray and Start Run
. ILofdfngOSt(atnor:O - l So'leunor:’m(o Pouchl .lc Sa;;g\:al eI I KOSAV:Oleiﬁdlpe I - 1/
llustracion 30. Montaje prueba mctcul iimarray.
A. Preparar el cartucho
1. Insertar el cartucho en la Estacién de carga de cartucho ifeando las etiquetas rojas
y azules en el cartucho con las flechas rojas y azules la Estaciomyde carga de
cartuchos.
2. Colocar un vial de inyeccion de muestra con tapa roja en el pocil estacion de
carga de cartuchos.
3. Colocar un vial de inyeccién de hidratacion con tapa azul en el pocillo a n
de carga de cartuchos.
B. Hidratar el cartucho
1. Destapar el vial de inyeccion de hidratacion de la tapa azul.
2. Retirar el vial de inyeccion de hidratacion, dejando la tapa azul en la estacién de carga
de cartuchos BioFire.
3. Insertar la punta de la canula en el vial de inyeccién de hidratacion en el puerto de

hidratacion del cartucho ubicado directamente abajo de la flecha azul.
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4. Empujar con fuerza hacia abajo con un movimiento firme y rapido para perforar el sello
hasta que se escuche un leve "estallido".

5. Verificar que el cartucho se haya hidratado.

C. Preparar la mezcla de las muestras
Anadir amortiguador de muestra al vial de inyeccién de muestra.
ezclar bien la muestra de NPS por vértice o inversion.

Utilizar la pipeta de transferencia proporcionada en el kit de prueba para extraer la
muestra a la tercera linea (aproximadamente 0.3 mL).

4. Cerrar herméticamente la tapa del vial de inyecciéon de muestra y desechar la pipeta de
transferencia,en un contenedor de residuos de peligro biolégico.

eccion de muestra de la estacion de carga de cartuchos e invertir el
es para mezclar.

cion de muestra al pocillo rojo de la estacion de carga de

en el puerto de muestra del cartuc
estacion de carga de cartuchos.

Verificar que la muestra se haya cargado:

Registrar la ID de la muestra en el &rea pro
adjuntar una ID de la muestra con cédigo de bar
de carga de cartuchos FilmArray.

E. Correr el cartucho

1. Colocar el cartucho en un mdédulo, ingresar el cartucho, la m
operador.

2. Laidentificacion del cartucho (nimero de lote y niUmero de serie), el
la informacién del protocolo se ingresardn autométicamente cuand
cédigo de barras.

3. Para reducir los errores de ingreso de datos, se recomienda encarecidamente
la informacion del cartucho escaneando el cédigo de barras.

4. La ID de la muestra se puede ingresar o escanear manualmente utilizando el esca
de cédigo de barras cuando se usa una ID de muestra con cddigo de barras.

5. Si es necesario, seleccionar o confirmar el protocolo apropiado para su tipo de muestra
de la lista desplegable Protocolo. El BioFire RP2.1 tiene un protocolo Unico disponible
en la lista desplegable.
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Ingresar un nombre de usuario y contrasefa en los campos Nombre y Contrasefa.
Revisar la informacion de la corrida ingresada en la pantalla. Seleccionar Iniciar corrida.

Cuando finalice la corrida, seguir las instrucciones en la pantalla para quitar el cartucho,
luego desecharlo de inmediato en un contenedor de residuos de peligro biolégico.

9. Elarchivo de la corrida se guarda automdticamente en la base de datos de FilmArray, y
el informe de prueba se puede ver, imprimir o guardar como un archivo PDF.

8 TROL DE CALIDAD MOLECULAR

Controles del proceso de ARN

El ensayo de control del proceso de ARN se dirige a una transcripcién de ARN de la levadura
Schizosaccharomyces pombe. La levadura esta presente en el cartucho en forma liofilizada
cuando se carga la muestra.

e lleva a través de todas las etapas del proceso de prueba:

» La purificacion @de acido nucleico.
» Latranscripciéntigye

+ LaPCRiI.

+ Ladilucion.

+ LaPCR2y lafusion del AD

Nota: Un resultado de control positiVedhndica que t
BioFire RP2.1 fueron exitosos.

0s los pasos realizados en el cartucho

e Control de la PCR2

El ensayo de control de la PCR2 detecta una dia
la matriz junto con los cebadores correspondientes.

se seca en los pocillos de

e Un resultado positivo indica que la PCR2 tuvo éxito.

Nota: Ambos ensayos de control deben ser positivos para q pla con la prueba. Si los
controles no cumplen, la muestra se debe volver a analizar conn nugvo carte

Interpretacion de resultados:

a) Cuando se completa la PCR2, el instrumento realiza un andlisis de la fusg Wde
alta resolucion en los productos de PCR y mide la senal de fluorescenc erada gn
cada pocillo (véase el Manual del operador del Sistema BioFi
correspondiente para obtener mas informacién). El Software BioFire FilmA
varios andlisis y asigna un resultado final del ensayo.
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El cartucho BioFire RP2.1 contiene dos ensayos di
2. El Software BioFire FilmArray interpreta cada
ambos son positivos, el informe de la prueba m

resplratorlo agudo grave de tipo 2 (SARS-CoV-2) co

agudo grave de tipo 2 (SARS-CoV-2) No detectado.

Para la deteccion de SARS-CoV-2: Gen de proteina pico

membrana (M).

Adenovirus

El cartucho BioFire RP2.1 contiene cinco ensayos (Adeno2, Adeno3, Ad
Adeno8) para la deteccién del adenovirus. Si un ensayo o cualquier combinacié
es positivo, el resultado del informe de la prueba sera adenovirus detectado.

ensayos son negativos, el resultado del informe de la

¢ Influenza A

Sa

be E"ﬁﬁ?i""" OPERATIVO MICROBIOLOGIA COM-LAB-CLI-MA-07 V5
ﬂ BioFire™
Panel respiratorio 2.1 B1O a FIRE
www.BloFireDx.com
TFasiaman o8 @ cornga
D Sa la muesra: RF2 Jeasnpie F-':;:u: 4 de absl S8 2020
Dabscinsle:  Cornavinis dol Sindmms MEgrions Sguds Qrave do o 2 (EARS-Coi.2) e éfn:n:tm
EquivOes:  w  Whuenza A
Rusuman del resullste
irus
NO SeeCiaan Agenoving
NO SRR Coronavines 229
LR SR Cononanins HEL 1
NO SRR Covronanines NLE3
Mo detectasc Coronavirus 0C43
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Mo detectaso AN TLRIND
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Estado de la corrida Finalizaco Oparador: AnGnimo
Mim de serle: 01234557 Instrumestio:  TMECCFI
M. S bsle: 012345
- stracioh 31. Formato de resultados Filmarray
Fuente: Guia rapida tilizacion FilmArray. Panel respiratorio.
1. No detectado: No se ingn patégeno
Detectado: Se ha detectad patoge
Equivoco: No se ha podido detegminaty el resultado, VUELVA ANALIZAR LA
MUESTRA.
e SARS-CoV-2

a independiente y si uno o
avirus del sindrome
hambos andlisis son

prueba serd adenovirus no

Los ensayos de BioFire RP2.1 estan disefiados para detectar la influenza A y para diferenci
los subtipos de hemaglutinina que ocurren con frecuencia. Para lograr esto, el BioFire RP2.1
utiliza dos ensayos de influenza A (FluA-pan-1 y FluA-pan-2) y tres ensayos de subtipacion
dirigidos al gen de hemaglutinina (FIuA-H1-2, FluA-H1-2009, y FluA-H3). Cada uno de los
ensayos individuales se interpreta de forma independiente y el resultado de la prueba
reportado para la influenza A se basa en los resultados combinados de los cinco ensayos.
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8.32.1. IDNOW

1D Now =l
e
°

ID NOW COVID-19 es una prue
en instrumento para la deteccion cualit
hisopos nasales, nasofaringeos y fa
reducidas y una interfaz grafica de usu

ento ID NOW tiene unas dimensiones
para ofrecer una mayor comodidad.

Muestra requerida: hisopado nasales, na

Método de toma de la muestra: Remitirse al
toma de muestras laboratorio clinico)

Transporte y almacenamiento: Remitirse al man
conservacion y remision de muestras.

Principio del procedimiento:
ificacion de
virales del

ID NOW COVID-19 es un ensayo automatizado que utiliza tec
acidos nucleicos isotérmicos para la deteccion cualitativa de &ci
SARS-CoV-2.

* Se compone de un receptor de muestras, que contiene un tampén d
sedimento liofilizado), un cartucho de transferencia para transferir la mues
base de prueba y el ID NOW.

* Los tubos de reaccion contienen los reactivos necesarios para la amplificacién (@
SARS-CoV-2, asi como un control interno.

» Las plantillas (similares a los cebadores), disefiadas para dirigirse al ARN del SARS-
CoV-2, amplifican una region unica del segmento RdRp.

+ Las balizas moleculares con marcadores fluorescentes se utilizan para identificar
especificamente cada una de las dianas de ARN amplificadas.
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+ La muestra se agrega al receptor de muestras y se transfiere a través del cartucho a la
base de prueba, iniciando la amplificacion de la diana.

Para mayor informacion sobre el montaje, procesamiento e interpretacion de resultados
dirigirse al documento COM-LAB-CLI-PT-01 Manejo y Procesamiento de Muestras para el
diagnéstico COVID-19 por Método de Biologia Molecular.

iTULO IV CONTROL DE CALIDAD CEPAS ATCC
}3.1. Cepas ATCC
Vluestra requerida:

Cepas certificadas: material biolégico de referencia certificado.

inicio en 1925, sobre una coleccion de bacteriologia
iniciada en 1911. Es un la que participan actualmente 21 sociedades

cientificas.

dirigido al Laboratorio de Salud Publi 0 a las necesidades segun el perfil

epidemiolégico del Hospital para ser utili el control de calidad interno segun
cronograma.
2. Enformato interno del Laboratorio de Salud Pdbli 02F07 seran relacionadas

nero y especie), No. Cepa
ATCC, No. Lote y el medio de transporte utilizado

3. Al recibir las cepas la persona responsable de Microbiologia rgVisara la conformidad de
la cepa y la registrara en el formato.

Instrucciones de manejo:

+ El Laboratorio de Microbiologia una vez recibida la cepa verifica viabilidad.
+ Las cepas de referencia deben ser almacenadas a —70°C a —20°C.

» De lo contrario almacenarlas de 4 a 8°C hasta su uso.

» Verificar en el formato que la cepa no varie sus caracteristicas mackgscopi€as
microscoépicas, bioquimicas y de resistencia.

« En caso de presentar variaciones no la utilice para control de calidad.

Almacenamiento y conservacion de las cepas:

* Las cepas remitidas por el Laboratorio de Salud Publica son cepas preparadas y
conservadas en el laboratorio y deben ser almacenadas en un lugar especial
Notal Legal: Esta prohibido copiar, transmitir, retransmitir, transcribir, almacenar, alterar o reproducir total o parcialmente, por cualquier medio electronico o mecanico, tanto el contenido, informacion y
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(CEPARIOQ), senalando claramente de que se trata de cepas potencialmente peligrosas
y cuya manipulacién queda restringida al personal autorizado, quien cuenta con los
medios de proteccién necesarios y deben ser destinadas para uso exclusivo en control
de calidad en el laboratorio.

La cepa no debe ser remitida a otro laboratorio, ni utilizarse para otro fin.

Se pueden almacenar en leche descremada, &cido ascoérbico, dextrosa y carbdn

activado los cuales son agentes crioprotectores que preservan la pared celular, evitando
a deshidratacion por congelacion y el carbon activado neutraliza las sustancias toxicas
eneradas por la liofilizacion.

Manejo cepas adquiridas comercialmente:

Cada cepa

10.

11.

12.

da viene en un contenedor plastico contenido en una bolsa

Ejerza presion
medio que con

Manténgalo en posicion
contenedor.

primarios en caja presionando suave
por movimientos circulares en up ar

| aplicador sobre la superficie del medio y
da de 25 mm de diametro.

Usando un asa estéril, extienda e
aislamiento de la cepa.

Descartar de manera correcta el asa en recipi orto punzantes.

Incubar las cajas inoculadas inmediatament Ofias segun la atmosfera de
incubacion de acuerdo al germen.

A las 24 horas hacer un repique de éste primer aisle
volver a incubar 18 a 24 horas.

De este segundo repique hacer las pruebas de control
identificacion como para pruebas de susceptibilidad,
establecidos.

calidad intefgo tanto para
isfrar e formatos

De este segundo repique igualmente se realiza el almacenamiento
trabajo para ser utilizados posteriormente en CALDO TRIPTICASA

medios de almacenamiento con perlas. Alimacenar las cepas a —20°C en congéelader q
produce escarcha.

Se pueden almacenar hasta un afo mientras se mantengan las condiciones
congelacion.

Segun cronograma se saca una perla impregnada con la cepa y se pasa sobre la
superficie de los medios primarios para su recuperacion y procesamiento y éstos pases
s6lo se pueden utilizar para las pruebas no se puede hacer repiques para almacenarlos
nuevamente.
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13. Registrar en el formato establecido guardar junto con el inserto y certificado de las cepas
en el A-Z de Control de Calidad Externo de Microbiologia.

Clasificacion de las cepas:
* Cepas de referencia:

epas que sirven para demostrar la trazabilidad y autenticidad de las metodologias y
controles hechos por el Laboratorio de Microbiologia ante los organismos de verificacion.
Deben obtenerse de una coleccion con la resefia nacional o internacional de cultivo de
rencia reconocido. Son microorganismos definidos por lo menos a niveles de género y
pecie, catalogados, caracterizados y de origen conocido.

El nimero de repiques a partir de la cepa de referencia debe ser limitado, aceptandose hasta
cuatro pases ¢ maximo a partir de la cepa o semilla original de referencia.

Se sub cultiva en medios
Se debe realizar control d
establecido.

uecimiento apropiados para cada microorganismo.
uctividad y selectividad y registrar en el formato

Reconstitucion de la cepa:

e Cepa de referencia:

Las cepas de referencia son almacenadas e
una sola vez.

e Cepa de reserva:

y reconstituir.

Cepa de trabajo
e En cada vial especificar tiempo y condiciones de almacena
e Son CEPA DE USO RUTINARIO PARA CONTROL DE CALIDA

e Control de Productividad y Selectividad (formato COM-LAB-CLI-FT- ontrg dad
Medios De Cultivo)

e Procesamiento de Paneles de Identificacién y Pruebas de Sensibilidad

e CONTROL DE CALIDAD SENSIDISCOS (formato COM-LAB-CLI-FT-66 Control /d
Sensidiscos) CONFIRMACION DE RESISTENCIAS- PRUEBAS DE IDENTIFICACIC

Cuando utilizar las cepas ATCC:

« Cada vez que se prepare o utilice un lote nuevo de medios de cultivo.
» Cada vez que ingrese un medio de cultivo nuevo al Laboratorio.

« Cada vez que un medio de cultivo supere su fecha de caducidad.
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8.34.

« Semanalmente o por lo menos cada quince dias para todos los procedimientos de
Identificacién y Pruebas de Susceptibilidad.

+ Diariamente en los controles de coloracién de Gram en cada turno.

Utilidad de los cultivos de referencia ATCC en el QC interno:

Evaluar la calidad de los medios de cultivo utilizados y/o preparados en el Laboratorio.

segurar la calidad de los resultados de ensayos de laboratorio como coloraciones y
esempefo de reactivos y de los paneles de identificacion y de susceptibilidad.

Validar métodos microbioldgicos como las pruebas de sensibilidad manuales y otras
pruebas de identificacién manuales.

erramienta que brinda bases soélidas para explorar nuevos horizontes en
bargo, su valor real radica en cémo sea aplicado en la practica y en la
la persona a quién esta dirigido.

Este manual es u
el ambito clinicd; si
investigacionfpor parte

La recoleccién de muestras sera en los puntos autorizados (Tunal) y se haran las veces que
requiera los proyectos de investigacién bajo los lineamientos y condiciones de preparacion
descritos en el manual operativo de toma de muestras (COM-LAB-MA-01), por otra parte, la
marcacién de las muestras se realizara con numeracion consecutiva de acuerdo a la
establecida por cada proyecto, proceso de marcacién establecido en el manual de buenas
practicas de identificacion (COM-LAB-CLI-MA-12). Las muestras rechazadas, retomas,
confirmaciones y notificacion de alertas criticas (COM-LAB-CLI-PT-04) generadas de los
pacientes en estudio, investigacién deberan tener el mismo tratamiento que se maneja para la
poblacion general (diligenciamiento de formatos) de acuerdo en lo establecido en él y se
realizara la notificacién inmediata al director del proyecto o a quien se delegue. Asimismo, los
resultados de los pacientes seleccionados para investigacién serdan emitidos con firmas
digitalizadas del profesional que se activan con la validacion de resultados de manera
personalizada siguiendo el diligenciamiento del consentimiento informado de toma de muestras
microbiolégicas y sanguineas (COM-LAB-CLI-FT-42) que se hara de manera obligatoria para
cada paciente y por cada toma realizada durante la vigencia de la investigacién. Finalmente, el
almacenamiento y conservacion de las muestras microbiol6gicas y sanguineas provenientes
de los pacientes se llevara a cabo de acuerdo a la necesidad establecida por el proyecto en
curso previendo un correcto manejo de los residuos anatomopatoldgicos obtenidos en cada
procedimiento y ser regira segun lo establecido por el plan de gestion integral de residuos
hospitalarios (PGHIR) institucional. (AM-GRH-PL-01).

CAPITULO V: ALGORITMOS DE IDENTIFICACION EN MICROBIOLOGIA
8.34.1. Algoritmo cultivo de gérmenes comunes

8.34.1.1. Secreciones vaginales
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| CULTIVO DE GERMENES COMUNES |

SECRECIOMES VAGINALES Y
URETRALES

SIEMERA EN AGAR SANGRE
Y THAYER MARTIN

|
| LECTURA DE CAJAS EN BUSQUEDA DE COLONMIAS SUGESTIVAS DE E.T.5 |

MNEGATIVOD OSITIVD

| REPORTE EN SISTEMA | PANEL DE IDENTIFICACION

MONTAIE PANEL SEMIAUTOMATIZADO |
AP ED)

MONTAJE AUTOMATIZADO:
IDENTIFICACION Y 4{ RESISTENCIA A ATBE

ANTIBIOGRAMA
+ TEST INACTIVACION PRUEBAS DE
+  TESTEDTA CONFIRMACION DE
*  TEST ACIDO BORGNICO RESISTENCIA

O

8.34.1.2. Secreciones oculares
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| CULTIVO DE GERMENES COMUNES ‘

| SECRECIOMES OCULARES

SIEMBRA EMN AGAR SANGRE
Y MAC CONKEY

LECTURA DE MEDIOS

- - M""'--..,_\_\_
o - -H"'\-\.
NEGATIVO POSITIVO
‘ REPORTE EM SISTEMA | PANEL DE IDENTIFICACION

MONTAJE PANEL SEMIAUTOMATIZADO |
AP ED)

MONTAJE AUTOMATIZADO:
IDENTIFICACION Y 4' RESISTENCIA A ATE

ANTIBIOGRAMA
* TEST INACTIVACION PRUEBAS DE
+ TESTEDTA COMNFIRMACION DE
+  TEST ACIDO BOROMICO RESISTENCIA

U/

8.34.1.3. Secrecion uretral
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‘ CULTIVO DE GERMEMES COMUMES |

| MUESTRA RECTAL [HOMBRES) |

SIEMBRA EN AGAR
CROMOCARBA

LECTURA DE MEDIOS EMN BUSQUEDAD DE POSIBLES BACTERIAS
PRODUCTORAS DE CARBAPENEMASAS

— N

-

MEGATIVD POSITIVO

‘ REPORTE EM SISTEMA | | PAMNEL DE IDENTIFICACION
MONTAJE PANEL SEMIAUTOMATIZADO (
AP BD)
MDNL?;#:;E::;LI?W: RESISTEMCIA &

ANTIBIOGRAMA CARBAPENEMICOS

*  TEST INACTIVACION PRUEBAS DE

+  TESTEDTA CLASIFICACION DE

*  TEST ACIDO BORONICO CARBAPENEMASAS

8.34.2. Rectovaginales
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CULTIVO DE GERMENES COMUNES

RECTOVAGIMALES EN
GESTANTES

|

DOS MUESTRAS (RECTAL Y VAGINAL) EN MEDIO Al

MIES COM CARBON |

‘ SIEMERA EN AGAR SANGRE

| CULTIVO MUESTRA RECTAL ‘ | CULTIVO MUESTRA VAGINAL |

| LECTURA DE CAJAS EN BUSQUEDA DE COLONIAS SUGESTIVAS DE 5. agalactiae ‘

NEGATIVO

POSITIVO

| REPORTE EN SISTEMA |

PANEL DE IDENTIFICACION

MONT

AJE PANEL SEMIAUTOMATIZADO |
AP ED)

MONTAJE AUTOMATIZADO:

IDENTIFICACION ¥ 4{ RESISTEMNCIA A ATE

ANTIBIOGRAMA

TEST INACTIVACION PRUEBAS DE
TEST EDTA COMFIRMACION DE
TEST ACIDO BOROMICO RESISTENCIA

) -

8.34.3. Piel, tejidos blandos y heridas
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CULTIVO DE GERMEMES COMUNES

PIEL, TENDOS BLANDOS Y
HERIDAS

SIEMERA EN AGAR SAMNGRE
Y MAC COMKEY

LECTURA DE MEDIOS

NEGATIVO

POSITIVO

REPORTE EN SISTEMA

PAMEL DE IDENTIFICACION

MOMNTAIE PANEL SEMIAUTOMATIZADO |

AP BD)

MONTAJE AUTOMATIZADO:
IDEMTIFICACION ¥
ANTIBIOGRAMA

4{ RESISTENCIA A ATB

TEST INACTIVACION PRUEBAS DE
TEST EDTA CONFIRMACION DE
TEST ACIDO BORONICO RESISTENCIA

8.34.4. Cultivo catéter

Y%
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CULTIVO DE CATETER

SIEMBRA POR TECNICA
MAKI EM AGAR SANGRE

LECTURA DE MEDIOS

NEGATIVO POSITIVO

REPORTE EM SISTEMA PANEL DE IDENTIFICACION

MONTAIE PANEL SEMIAUTOMATIZADO |
AP ED)

MONTAJE AUTOMATIZADO:

IDENTIFICACION ¥ RESISTEMCIA A ATE
ANTIBIOGRAMA
* TEST INACTIVACION PRUEBAS DE
+  TESTEDTA CONFIRMACION DE
+  TEST ACIDO BORONICO RESISTENCIA

8.34.5. Algoritmo — urocultivos
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UROCULTIVO

RECEPCION DE MUESTRAS

Cultive en agar
cromogénico con asa de
1ul por técnica de KASS

Lectura y reporte

FINAL A LAS 24-48 HORAS***

PRELIMINAR A LAS 24 HORAS* **
MEGATIVO POSITIVO | POSITIVO MEGATIVO
PANEL DE IDENTIFICACION DE UROPATOGENOS RESULTADO Y

| _____.-—--""T""-- — VALIDACION

RESULTADO ¥ GRAM POSITIVOS GRAM MEGATIVOS LEVADURAS —— FUNGIGR&)T&:IEMITIII A

VALIDACION — —

MONTAJE PANEL SEMIAUTOMATIZADO | AP BD)

MONTAJE AUTOMATIZADO: IDENTIFICACION Y ANTIBIOGRAMA (técnica colorimétrica y turbidimetria)

REPORTE EQUIPO: Género y especie, Sensibilidad o Resistencia

PRUEBAS FENOTIPICAS

SEMNSIELE A ATE RESISTENCIAAATE —
.n"l
/
!
/
/
/
v
RESULTADO ¥ * TEST DE INACTIVACION
VALIDACION * TEST DEEDTA Y AC. BOROMICO

o

8.34.5.1.  Algoritmo coprocultivos
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COPROCULTIVO

| Enriguecimiento de la muestra |

Directa de la muestra

Incubacion 36°C

‘ Caldo Selenito H *Incubacidn por & horas ‘

Agar XLD | MacConkey

‘ Siembra en Agar XLD/ MacConkey (incubar 24 h 36°) |

| Panel de identificacion de enteropatogenos |

| Montaje panel semiautomatizado | AP BD) |

Montaje automatizado:
identificacion y antibiograma

REPORTE EQUIPO: género y especie, susceptibilidad |—| Resistencia Carbapenémicos:

T 5 *  Testinactivacion S
Resultado final y validacion en sistema de + TestEDTA Pruebas de clasificacion
L + Test icido boranico S —

*NOTA: El enriguecimiento en caldo selenito se debe incubar por 6 horas, pasado ese tismpa, se procede 3 sembrar en los medios correspondientes

{

8.34.5.2. Algoritmo — hemocultivos
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HEMOCULTIVOS AEROBIOS
TUNALY OTRAS SEDES MEISSEN
Recepcion y proceso de musstras de |a unidad y demds sedes Subred Sur Tiene equipo paraincubacionde  ———
l muestras
- [ Y
‘ Incubacion de muestras ‘ — — —
| | Reporte Positivo: Coloracion de Gram (hora de Reporte de Negativos:
Reporte Positivo: Coloracon de | [ Reporte de Negativos alerta de positiidad e informe de Gram) en sistema g;‘st:ﬁ];'? 96Y5diasen
Gram (hora de alerta de posiividad e | | 244872 96 Y 5 dias en
informe de Gram) en sistema sislema l
l Informe de Alerta critica a servicio
Informe de Alerta crifica a servicio l
- : Traslado de botella positiva para proceso de
Siembra: identficacion y antibiograma en laboratorio
* Agar Mac Conkey -Agar Sangre || centralizado microbiologfa UMHES Tunal
Incubacion: 37°C
Reparte preliminar siguiente en sistema: microorganismo presuntivo
| GRAMPOSITIVOS | | GRAMNEGATIVOS | | LEVADURAS |
MONTAJE PANEL SEMIAUTOMATIZADO (AP)
‘
MONTAJE AUTOMATIZADO IDENTIFICACION Y ANTIBIOGRAMA
RESISTENCIA PRUEBAS DE CLASIFICACION
l CARBAPENEMICOS [—*|  DECARBAPENEMASAS
REPORTE DE EQUIPQ: Género, Especie, Susceptibilidad }
l Test inactivacion
TestEDTA
RESULTADO FINAL Y VALIDACION EN SISTEMA DE LABORATORIO |, ) )
. Test Acido Boronico
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LECTURA DEL GRAM

EXAMEN CITOLOGICO

RECUENTO CELULAR EN
CAMARA DE NEUBAEUR

REPORTE EN
SISTEMA

+  TESTEDTA
v TEST
BORONICO

Liquido cefalorraquideo-liquido pleural

| CULTIVO DE LIQUIDOS CORPORALES

EXAMEN MICROBIOLOGICO

SIEMBRA EN AGAR SANGRE, CHOCOLATE,
MACCONKEY Y CALDO EHI

POSITIVO

LECTURA DE MEDIOS

PANEL DE
IDENTIFICACION

REPORTE EN
SISTEMA

MONTAIE PANEL

SEMIAUTOMATIZADO { AP BD)

MONTAIE
AUTOMATIZADO:
IDENTIFICACION Y
ANTIBIOGRAMA

*  TEST INACTIVACIGN

PRUEBAS DE
CLASIFICACION DE
CARBAPENEMASAS

RESISTENCIA A
CARBAPENEMICOS

ALCALDIA MAYOR ;
"Em‘m“ OPERATIVO MICROBIOLOGIA COM-LAB-CLI-MA-07 V5
8.34.5.3. Algoritmo cultivo de liquidos corporales

* GLUCOSA

GLUCOSA

-4 .
S| proTENAS ~| * PROTEINAS
g + LDH
G|+ AMILASA
2|+ TRIGILCERIDOS
* COLESTEROL
REPORTE EN
SISTEMA
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¢ Liquido sinovial-liquido peritoneal

‘ CULTIVO DE LIQUIDOS CORPORALES |
PERITONEAL SINDVIAL

EXAMEN CITOLOGICO | EXAMEN MICROBIOLOGICO |

| SIEMBRA EN AGAR CHOCOLATE, MACCONKEY ‘

RECUENTO CELULAR EN _
CAMARA DE NEUBAEUR + GLUCOSA + GLUCDSA
LECTURA DE MEDIOS + PROTEINAS | * PROTEINAS
— 2 |+ Awumma S anas
REPORTE EN S 8 au
SISTENA S |+ TRIGLCERIDD 5o,
E s + ANALISIS DE
2 |+ COLESTEROL CRISTALES
PANEL DE REPORTE EN . AMILASA
IDENTIFICACION SISTEMA . DH
[
MONTAIE PANEL
SEMIAUTOMATIZADO { AP BD) S
| REPORTE EN
MONTALE SISTEMA
AUTOMATIZADO:
IDENTIFICACION Y
ANTIBIOGRAMA
* TEST INACTIVACIGN |
©OTESTEOTA | CL:SF:EIEBA‘:,:ODI:DE N RESISTENCIA A
¢ OTEST Acioo CARBAPENEMICOS
RORGNICO CARBAPENEMASAS

C
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Liquido ascitico

| CULTIVO DE LIQUIDOS CORPORALES

ASCITICO

EXAMEN CITOLOGICO

RECUENTO CELULAR EN
CAMARA DE NEUBAEUR

REPORTE EN
SISTEMA

' TESTEDTA
' TEST
BORONICO

EXAMEN MICROBIOLOGICO

SIEMBRA EN AGAR SANGRE, CHOCOLATE Y
MACCONKEY

LECTURA DE MEDIOS

NEGATIVO

PANEL DE REPORTE EN
IDENTIFICACION SISTEMA

I
MONTAIE PANEL
SEMIAUTOMATIZADC { AP BD)
I
MONTAJE
AUTOMATIZADO:
IDENTIFICACION ¥
ANTIBIOGRAMA

 TESTINACTIVACION

RESISTENCIA A
CARBAPENEMICOS

PRUEBAS DE
CLASIFICACION DE ~ —
CARBAPENEMASAS

0

EXAMEN QUIMICO

* GLUCDSA

* PROTEINAS
* MH

* LDH

REPORTEEN
SISTEMA
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8.34.5.4. Algoritmo cultivo de secreciones respiratorias

CULTIVO DE SECRECIOMES
RESPIRATORIAS

LECTURA Y REPORTE COLORACION DE GRAM

T —
"’-‘-f -_-H_"""--.
/ -_H"'—-.
" | DILUCIONES SERIADAS DE LA MUESTRA (10%) |
SIEMBRA DIRECTA EN AGAR SANGRE, MAC | - |
CONKEY ¥ CHOCOLATE SIEMBRA POR TECNICA MAKI
—
~—_ | AGAR SANGRE, MAC CONKEY Y CHOCOLATE |
~— —
— -
- -
. -
-
| LECTURA DE MEDIOS |
__/----- -_--__"‘——_____

_— POSITIVO
NEGATIVO

PAMEL DE IDENTIFICACION

MONTAIE PANEL SEMIAUTOMATIZADO |
AP BD)
REPORTE EN SISTEMA |
MONTAIE AUTOMATIZADO:

IDENTIFICACIGN Y RESISTENCIA A
ANTIBIOGRAMA CARBAPENEMICOS

+ TEST INACTIVACIGN PRUEBAS DE

+  TESTEDTA —————  CLASIFICACION DE

+  TEST ACIDO BORONICO CARBAPENEMASAS

W/

Nota: En caso de recuperar en cualquier tipo de muestra Strepto
necesario realizar prueba de susceptibilidad a Optoquina con el fin co

automatizada.

s spp. alfa hemoliticos es
irmar laSNidentificacion
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8.34.5.5. Algoritmo de identificacion cultivo tuberculosis

e Cultivo de tuberculosis

MUESTRAS CON DESCONTAMINACION
1 PREVIA

LIQUIDOS ESTERILES

!

Liguidos corporales- Lavado bronco alveolar - Tejidos |

| Aspirados Lavados gastricos |

Esputo - Secrecién oro tragueal - Orina
- Materis facal
l | Bicarbonato de sodio

N N-acetil cisteina + Mx +
vortex 20 min llevar 2 50 ml

con buffer 6.8%

I Centrifugar 20 min 4°C

I

| Decantar Muestra (se uss el sedimenta)

Montaje en eqguipo |
MGIT-320 por 45 dias o ,— ———| Medio sclido Lovenstein Jensen =
hasta su positividad - 100uL | Incubar a 37°C 3 semanas |
l J’ — Lectura: 3 dias
NEGATIVO POSITIVO Alerts Auditiva Caloragion ZIEHL NEELSEN 1.semana
42 dias Antes de 45 dizs verificacion BAAR 4 semana
l & semanas
REPORTE
FINAL EN NEGATIVO
SISTEMA s S
v | REPORTE
FINAL EN
Completar SISTEMA

Re incubar hasta 42 diaz INMUNOCEgI:tb:To s REMISION LABORATORIO DE SALUD
PUBLICA / LAEORATORIO EXTERNO incubacién hasta
Identificacidn género especie semana 2

répida (KIT) .

| | -« Prueba de sensibilidad a antibidtico de primera

linea: Rifampicina e lzoniscida
';‘ETLF‘;E {-) NO COMFLEJO (+) COMFLEJO e o

SISTEMA M.TUBERCULOSIS M.TUBERCULDEIS l REPORTE
i FINAL EN
| I 15 DIAS HABILES SISTEMA

GEMERACION REFORTE

15 Dias HABILES REMISION LAEORATORIO DE SALUD PUBLICA | LABORATORIO EXTERNO
GEMERACION
REPORTE

te—{ = Identificacion género especie
Pruebs de sensibilidad = antibidtico de primera linea: Rifampicina e lzoniacida
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8.34.5.6.

l

Algoritmo procesamiento de baciloscopias

‘ BACILOSCOPIA |

|

| EXTENDIDO EN LAMINA |

l

| COLORACION ZIEHL NEELSEN

;

] | OBSERVACION MICROSCOPICA

‘ Resultado del examen microscoépico ‘

|

l

l

Se observan Se observan Se observan Se observan
de1a¥g entre 10 a 1-10 BAAR mas de 10
BAAR en 99 BAAR en por campo BAAR por

100 campos 100 campos en 50 campo en 20

observados observados observados observados

+ + + v
Informe en Informe &n Informe en Informe en
sistema: sistema: sistema: sistema:

N® Exacto de Positivo (+) Positivo Positivo
bacilos en (++) (++4)

100 campos
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l

Resultado del examen
microscopico:
Mo se encuentran
BAAR en los 100
campos observados

l
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