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¥ Visto el Expediente N° 7937-2021, que contiene Informe N° 090-2021/SPC-HRC, mediante el cual, el
Jefe. del Servicio de Patolégica Clinica del Departamento de Apoyo al Diagnéstico del Hospital
Regional del Cusco, solicita se expida la resolucién de aprobacién de manuales de procedimiento;

CONSIDERANDO:

Que, mediante expediente de vitos, el Jefe (e) del Servicio de Patolégica Clinica del Departamento de
Apoyo al Diagnéstico, remite el Manual de Procedimiento de las Areas de: Bioquimica, Hematologia y
Microbiologia, solicitando su aprobacién mediante resolucién;

. Que, mediante Memorando N° 710-2021-HRC-DE, de fecha 25 de junio del 2021, el Director
Ejecutivo del Hospital Regional del Cusco, dispone al Jefe de la Unidad de Gestién de Recursos
Humanos, emitir el acto resolutivo aprobando el manual de Procedimientos de las Area de:
Bioquimica, Hemoterapia y Microbiologia, del Servicio de Patologia Clinica;

,Q_'ue, mediante informe N° 137-2021-HRC-OPP, de fecha 16 de junio del 2021, el Jefe de la Oficina
‘/de Planeamiento y Presupuesto, remite los Manuales de Procedimiento de las Areas de: Bioquimica,

“5 Hemoterapia y Microbiologia, del Servicio de Patologia Clinica del Departamento de Apoyo al
=" Diagnéstico, manifestando que, ha revisado y analizado los referidos documento, por tanto cuenta
con opinando favorablemente;

Que, los numerales I, Il y VI del Titulo Preliminar de la Ley N° 26842, Ley General de Salud, disponen
que la salud es condicién indispensable del desarrollo humano y medio fundamental para alcanzar el
bienestar fundamental individual y colectivo y que la proteccién de la salud es de interés publico. Por
tanto es responsabilidad del Estado regularla, vigilarla y promoverla, garantizando una adecuada
cobertura de prestaciones de salud a la poblacién, en términos socialmente aceptables de seguridad,
oportunidad y calidad;

Que, los numerales 1) y 3) del articulo 3° del Decreto Legislativo N° 1161, Ley de Organizacion y
Funciones del Ministerio de Salud, disponen como &mbito de competencia del Ministerio de Salud,
entre otras, la salud de las personas y las epidemias y emergencias sanitarias;

Que, el Articulo 4° del Decreto Legislativo N° 1161, Ley que, sefiala que, el Sector Salud esta
conformada por el Ministerio de Salud, como organismo Rector, las entidades adscritas a él y
aquellas instituciones publicas y privadas de nivel nacional, regional y local y personas naturales que
realizan actividades vinculadas a las competencias establecidas en dicha Ley, y que tienen impacto
directo o indirecto en la salud, individual o colectiva. Asimismo, el Art. 4-A, incorpora a la Ley de
Organizacioén y Funciones del Ministerio de Salud, a través de la Ley N° 30895, Ley que fortalece la
Funcion Rectora del Ministerio de Salud, dispone que el Ministerio de Salud, en su condicién de ente
rector y dentro de ambito de sus competencias, determina la politica, regula y supervisa la prestacién
de los servicios de Salud, a nivel nacional, en EsSalud, Sanidad de la Policla Nacional y de los
Gobierno Regionales y locales y demas instituciones publicas, privadas y publico-privadas;

Que, de acuerdo a la Ley N° 27658, Ley de Modernizacion de la Gestién del Estado, el proceso de
modernizacién de la gestion del Estado, tiene como finalidad fundamental la obtencién de mayores
niveles de eficiencia del aparato estatal, de manera que se logre una mejor atencién a la ciudadania,
priorizando y optimizando el uso de los recursos publicos teniendo entre otros objetos, alcanzar un
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°Estado que se encuentre al Servicio de la ciudadania, que cuente con canales efectivos de
participacién ciudadana, y que sea transparente en su gestion ;

Que, la Ley N° 30057, Ley del Servicio Civil, dispone en su Tercera Disposicién Complementaria
Transitoria que, las entidades para el proceso de transicién al régimen del servicio Civil deben, entre
otros, realizar un andlisis de los principales servicios a prestar; en concordancia con lo establecido en
el “Lineamiento para el transito de una entidad publica al régimen del Servicio Civil, Ley N° 30057,
aprobado mediante Resolucién de Presidencia Ejecutiva N° 034-2018-SERVIR/PE";

Que, el Articulo 46° de la N° 29158, Ley Orgénica del Poder Ejecutivo, sefala que los Sistemas
Administrativos, entre ellos, los Sistemas de Gestién de Recursos Humanos y de Modernizacién de la
Gestién Publica, tiene por finalidad regular la utilizacién en las entidades de la Administracién
Pdblica, promoviendo la eficacia y eficiencia en su uso;

Que, mediante Resolucién Ministerial N° 850-2016/MINSA, de fecha 28 de Octubre del 2016, se

"\ aprob6é el documento normativo denominado “Normas para la elaboracién de Documentos

Normativos del Ministerio de Salud”, a través del cual, resulta de observancia obligatoria para las
 Direcciones Generales, Oficina Generales, Organismos Desconcentrados, entre otros afines; cuyo

./ objetivo es esclarecer las disposiciones relacionadas con los proceso de formulacién, aprobacion,

modificacién y difusién de los contenidos normativos;

En uso de las facultades y atribuciones conferidas por la Ley de Bases de la Descentralizacion N°
27867, Ley Organica de Gobiernos Regionales, modificada por la Ley 27902; D.S.N° 004-2019-JUS,
TUO de la Ley N° 27444, Ley de Procedimiento Administrativo General, D.S.N° 021-2019-JUS, TUO
de la Ley n® 27806, Ley de Transparencia y Acceso a la Informacién Publica y R.M.N° 963-
2017/MINSA;

Estando a la documentacién adjunta, con el visto bueno de la Unidad de Asesoria Legal y Direccién
Administracién del Hospital Regional Cusco:

SE RESUELVE:

Articulo 1°.- APROBAR LOS
BIOQUIMICA DE 93 FOLIOS,
HEMATOLOGIA DE 42 FOLIOS,
MICROBIOLOGIA DE 123 FOLIOS, del Servicio de Patologla Clinica del Departamento de Apoyo al
Diagnéstico del Hospital Regional del Cusco, cuyos textos forman parte integrante de Ia presente
resolucién y se adjunta como anexo.

MANUALES DE PROCEDIMIENTOS DE LAS AREA DE:

Articulo 2°.- DISPONER, que la Unidad de Estadistica mediante el Area de Informética y
Telecomunicaciones publique el presente manual, en la pagina Web del Hospital y

Articulo 3°.- TRANSCRIBIR, la presente resolucion al Servicio Patologia Clinica;.
REGISTRESE Y COMUNIQUESE,

)SEC
Med. Jorge e T sty Tojaad
DIRECT tIECUTIVO
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CAPITULO |

INTRODUCCION

El Hospital Regional de Cusco, de acuerdo a su misién, es un 6rgano técnico operativo
desconcentrado de la Direccién Regional de Salud-DIRESA de Cusco, encargado de
proveer servicios publicos de atencién integral de salud especializada en la region.
Esta encargada de organizar, gestionar y proveer servicios de prevencion secundaria,
recuperacion y cuidados paliativos especializados de la salud, ademas de cumplir

actividades de Docencia e Investigacion.

Entre los objetivos del Hospital estd, disminuir la prevalencia de enfermedades
transmisibles, la mejora continua de la calidad de atencibn en los servicios
hospitalarios, mejorar la productividad, eficiencia y eficacia de la atencién de la salud,
generando una cultura organizacional con valores y actitudes hacia la satisfaccién del
usuario; y fortalecer la rectoria y gestion administrativa, investigacion y docencia

institucional.

El area de microbiologia por tanto debe trabajar en forma coordinada con los
departamentos clinicos del Hospital para el adecuado proceso de identificacion de

infecciones bacterianas en muestras clinicas.

En el laboratorio de bacteriologia se realizan parte del proceso de diagnéstico de
infecciones bacterianas, especificamente el procedimiento de recepcidon de muestras o
toma de muestra, analisis de muestras clinicas y emision de resultados. Se presentan
en este Manual los procedimientos para el analisis de muestras clinicas como parte
del proceso de diagnéstico de infecciones bacterianas, que se realizaran en el

laboratorio de Bacteriologia. Se incluye la fase de recepcion de muestra y emision de

resultados.
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CAPITULO Il

e OBJETIVO GENERAL
Estandarizar y establecer la secuencia de los diferentes procedimientos utilizados para
la ejecucion de los procesos institucionales, asegurando la calidad de los diferentes
examenes realizados y estableciendo protocolos de trabajo seguros, eficaces y

eficientes para el diagnéstico de infecciones bacterianas.

e OBJETIVOS ESPECIFICOS

El Manual de Procesos y Procedimientos (MAPRO) es un documento técnico

normativo de gestion institucional, tiene los siguientes objetivos:

- ldentificar, armonizar, mejorar acciones y/o actividades de los
procedimientos para la fase analitica del procedimiento de diagnostico
bacteriolégico para lograr calidad en el trabajo, eficiencia y eficacia en el
cumplimiento de los objetivos y metas del Servicio de Patologia Clinica. Se
incluye las fases de recepcién de muestra y emision de resultados.

- Normar y estandarizar la secuencia l6gica, coherente y sisteméatica de los
procedimientos analiticos en el laboratorio para el diagnéstico de

infecciones bacterianas.

e ALCANCE
La aplicacion del presente Manual es de alcance para el personal del
Laboratorio de Bacteriologia del Servicio de Patologia Clinica del Hospital
Regional del Cusco, y en los casos que corresponda para el Laboratorio de
Emergencia. Su conocimiento y aplicacion es de caracter obligatorio por parte

del personal del laboratorio.
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ORGANIGRAMA ESTRUCTURAL DEL SERVICIO DE PATOLOGIA CLINICA

DIRECCION EJECUTIVA DEL
HOSPITAL REGIONAL DEL CUSCO

DIRECCION DE SERVICIOS
INTERMEDIOS

DEPARTAMENTO DE APOYO AL
DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO

Servicio de Servicio de Servicio de Banco de
Patologia Anatomia Diagnéstico Sangrey Radioterapia
Clinica Patoldgica por Imagenes Hemoterapia
Area de Area de Area de Area de
Bioquimica Hematologia Inmunologia Microbiologia
Bioquimica Hematologia Inmunologia L Bacteriologia
clinica clinica clinica
- Micologia
Uroanalisis Hemostasia PROCETS
=i Parasitologia
bd Micobacterias
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e RESPONSABLES: AREA DE MICROBIOLOGIA

APELLIDOS Y CONDICION
DEPARTAMENTO / SERVICIO CARGO
NOMBRES LABORAL
DEPARTAMENTO DE APOYO AL DR. JUAN MANUEL
DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO LOPEZ AGUILAR JEFATURA NOMBRADO
SERVICIO DE LIC. TM JOSE DANIEL
PATOLOGIA CLINICA TORRES GARIBAY JEFATURA NOMBRADO
BLGA. EDITH GRACIELA
SERVICIO DE
PATOLOGIA CLINICA PAREJA DE FERNANDEZ | RESPONSABLE | NOMBRADO
BACA
SERVICIO DE TEC. DAVID VALDEZ
PATOLOGIA CLINICA CALLOCONDO RESPONSABLE CAS
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CAPITULO Il

e GLOSARIO DE TERMINOS

- Aerobico/Aerobio estrictas: bacterias que crecen so6lo en presencia de
oxigeno

- Anaerobias estrictas: bacterias que solo crecen en ausencia de oxigeno

- Capnofilicas: bacterias que necesitan CO2 adicional para crecer

- Cepa bacteriana: Colonias de bacterias formadas por la misma especie
bacteriana

- Colonia bacteriana: crecimiento visible de microorganismo, generalmente en
medio so6lido, que se forma por la multiplicacién de un solo microorganismo.

- Facultativas: bacterias que crecen tanto en atmosferas aerobias como
anaerobicas

- Fermentacién: proceso de oxidacion incompleta realizado por
microorganismos mediante la utilizacibn carbohidratos en condiciones
anaerobicas

- Hemdlisis: Fendmeno de desintegracion de eritrocitos, mediante lisis.

- Incubacién: Mantenimiento de cultivos bacterianos en condiciones favorables
para su desarrollo y multiplicacion.

- Medio de cultivo: Es un sustrato o una solucién de nutrientes que permite el
desarrollo de microorganismos, puede encontrarse en estado solido,
semisolido o liquido.

- Microaerofilicas: Bacterias que crecen mejor en una atmésfera con reducida
concentracion de oxigeno (5%)

- Microbiota: Conjunto de microorganismos (bacterias, hongos, arqueas, virus y
parasitos) que reside en nuestro cuerpo, que a su vez pueden diferenciarse en
comensales, mutualistas y patégenos

- Unidad formadora de colonia-UFC: se refiere al niumero de colonias en un
determinado volumen, considerando que cada colonia proviene de un

microrganismo.
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BASE LEGAL

Ley N°26842- Ley General de Salud

Ley N° 27657- Ley del Ministerio de Salud

Ley N° 27658 Ley Marco de Modernizacion de la Gestion del Estado

D. S. N° 013 — 2002- SA Aprueban el reglamento de la Ley N° 27657

D. S. N° 023 — 2005- SA Reglamento de Organizacién y Funciones del
Ministerio de Salud

Resolucion Ministerial N° 603-2006-SA/DM Aprueban Directiva N° 007-
MINSA/OGPE-V.02 “Directiva para la Formulacion de Documentos
Técnicos Normativos de Gestion Institucional”, y su modificatoria con la
Resolucion Ministerial N°317-2009/MINSA.

Norma Técnica de Salud de la unidad Productora de Servicios de
Patologia Clinica. NTS N°072-MINSA/DGSP- V. 01

Directiva N° 007-MINSA/ogpp-v.02 “Directiva para la formulacién de

Documentos Técnicos Normativos de Gestidn Institucional” aprobado
mediante R. M. N° 317-2009/MINSA
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CAPITULO IV

INVENTARIO Y/O LISTADO DE PROCEDIMIENTOS

PROCESO

DIAGNOSTICO DE INFECCIONES BACTERIANAS

SUBPROCESO

FASE ANALITICA

OFICINA / DIRECCION

SERVICIO DE PATOLOGIA CLINICA

"Cddigo del Procedimiento y/o Denominacién del )
N° o . o Resultado / producto | Usuario Base legal
procedimiento Documento de origen procedimiento
Manual de Procedimientos Diagndstico Infecciones . .
1 PR-01-MB-SPC ) . 9 i . Resultado emitido Paciente
de Bacteriologia Bacterianas en Orina
Norma Técnica de
Manual de Procedimientos Diagnostico Infecciones . . .
2 PR-02-MB-SPC ) . g . Resultado emitido Paciente | Salud de la Unidad
de Bacteriologia Bacterianas en Sangre
Productora de
. Diagnéstico Infecciones -
Manual de Procedimientos . . . . Servicios de
3 PR-03-MB-SPC de Bacterioloafa Bacterianas asociadas a Resultado emitido Paciente _
g dispositivos intravasculares Patologia Clinica.
Manual de Procedimientos Diagn6stico Infecciones NTS N°072-
4 PR-04-MB-SPC ) . Bacterianas en Heridas y Resultado emitido Paciente MINSA/DGSP- V.
de Bacteriologia o S
Procedimientos Quirargicos. 01
_ Diagndstico Infecciones
Manual de Procedimientos ) . .
5 PR-05-MB-SPC ) . Bacterianas en Tracto Resultado emitido Paciente
de Bacteriologia . . .
Respiratorio Inferior
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PROCESO DIAGNOSTICO DE INFECCIONES BACTERIANAS
SUBPROCESO FASE ANALITICA
OFICINA / DIRECCION SERVICIO DE PATOLOGIA CLINICA
"Cddigo del Procedimiento y/o Denominacién del .
N° o i o Resultado / producto Usuario Base legal
procedimiento Documento de origen procedimiento
Manual de Procedimientos Prueba de identificacion
7 PR-06-MB-SP . . | ificacion B i | . Paci Anni
06 SPC de Bacteriologia dentificacion Bacteriana bacteriana aciente Norma Técnica de
Salud de la Unidad
Manual de Procedimientos e, . Prueba de identificacion .
8 PR-07-MB-SPC ! wedim! Identificacion Bacteriana |l . aentiiicact Paciente Productora de
de Bacteriologia bacteriana -
Servicios de
o . . . Patologia Clinica.
Manual de Procedimientos Diagnéstico de Infecciones por . .
9 PR-08-MB-SPC de Bacteriologia Micobacterias Resultado emitido Paciente NTS N°072-
MINSA/DGSP- V.
9 PR-09-MB-SPC Manual de pro<_:edirr,1ientos Proc_edimi.e,nto de Iimpi(_ez_a y Superficie desinfectada P_ersor]al d,e 01
de Bacteriologia desinfeccion de superficies Microbiologia
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INVENTARIO Y /O LISTADO DE PROCEDIMIENTOS

PROCEDIMIENTO Y/O DENOMINACION DEL RESULTADO /
CODIGO PROCESO DOCUMENTO DE ORIGEN PROCEDIMIENTO PRODUCTO USUARIO
Dlagnos-tlco de Manual de Procedimientos de . Resultado .
87087 Infecciones ; . . Urocultivo . Paciente
. Microbiologia emitido
Bacterianas
Dlagnos_tlco de Manual de Procedimientos de . Resultado .
85031 Infecciones ; . . Hemocultivo - Paciente
. Microbiologia emitido
Bacterianas
D|agno§t|co de Manual de Procedimientos de Cultivo de Punta de Resultado .
87070 Infecciones . . . o Paciente
) Microbiologia Cateter emitido
Bacterianas
Diagnostico de -
87162 Infecciones Manual de Procedimientos de HERIDAS Resultado Paciente
) Microbiologia emitido
Bacterianas
Diagnostico de -
87162 Infecciones Manual de Procedimientos de LAVADO Resultado Paciente
Microbiologia BRONCOALVEOLAR emitido

Bacterianas
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CAPITULO V

FICHA DE DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Proceso

MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DE MICROBIOLOGIA

NOMBRE DEL
PROCEDIMIENTO:

Diagnostico de Infecciones
Bacterianas en Orina

FECHA:

May — 2021

CODIGO:

PR-01-MB-SPC

OBJETIVO:

Establecer el procedimiento que se debe realizar para el diagnéstico de infecciones bacterianas

de orina en el Servicio de Patologia Clinica.

ALCANCE:

Personal que labora en el area de Microbiologia.

MARCO LEGAL:

Norma Técnica de Salud de la unidad Productora de Servicios de Patologia Clinica.

NTS N°072-MINSA/DGSP-V.01

RECEPCION Y CRITERIOS DE RECHAZO DE MUESTRA

1. RECEPCION:

a. Verificar la correcta identificacion de la muestra: especificando el tipo de muestra y tipo
de procedimiento utilizado para su obtencion, y el nombre del paciente. Ademas, en
casos particulares el médico debera especificar la condicion del paciente (gestante,

sonda urinaria permanente, trasplante, etc.). Verificar que el nombre del paciente de la

orden, corresponda con el nombre en la muestra.

b. Los envases de recoleccion de orina de chorro medio, deben ser estériles y de boca
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Se aceptaran muestras con al menos 2 ml de orina. Se recomienda de 5 a 10 ml.

d. Sdlo se aceptaran muestras recogidas en la hora previa a la recepcion de la muestra,

salvo aquellas que hayan sido conservadas a 4°C por menos de 24 horas.

e. En caso se solicite identificacion de microorganismos anaerobios, sélo se aceptaran

muestras de puncion suprapubica.

2. RECHAZO DE MUESTRAS:

a. En general se deben rechazar la muestra en los siguientes casos:

No se indica en la orden el tipo de muestra o procedencia.

No indicar tipo de examen en la orden.

Existan dudas sobre la identificacion de la muestra (frascos sin nombre, o con
nombre distinto al de la orden): muestra sin rotular o mal rotulada, discordancia

entre el nombre del paciente en la orden y en la muestra.

b. Para muestras de orina se deben de rechazar ademas muestras por:

Demora en el envio al laboratorio mayor a dos horas.

Muestra que tenga evidencias de haberse derramado.

Recipiente inadecuado (recipientes no estériles, o con rajaduras, por ejemplo)
Muestra con contaminacién obvia.

Volumen inadecuado (se requiere al menos 2 ml de orina en caso orina recogida
de chorro medio)

Se deben rechazar las muestras de orina recogidas de la bolsa de sondaje y las

puntas de sonda vesical.

c. Antes de rechazar una muestra por problemas en la identificacién del paciente o

informacién sobre la muestra, se debe contactar con el responsable del servicio e

informar el caso, y de ser el caso, solicitar que realicen las correcciones necesarias.

d. Se colocara en la orden, en letras mayusculas y rojas, MUESTRA RECHAZADA, y se

colocaré en la parte posterior las razones del rechazo.

e. Escribir la incidencia en el folder de incidencias.

FASE ANALITICA DE UROCULTIVO

1. GENERALIDADES:
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a. Considerar las indicaciones de toma de urocultivos.
b. Se debe revisar el volumen del asa de siembra que se utilizara, para la adecuada

interpretacion de los resultados.

2. PROCESAMIENTO INICIAL DE LA MUESTRA:

a. En caso la muestra se reciba en el Laboratorio de Emergencia, y se solicite ademas
sedimento urinario/Uroanalisis, se dividira la muestra, se realizara uroanalisis y se
colocard el resultado en la orden.

b. La muestra de orina se guardara en la refrigeradora inmediatamente (debe mantenerse
a 4°C), excepto la guardia de noche de sabado para domingo en que deberan sembrar
las muestras de orina. El personal de Microbiologia, recogera las muestras de orina en
la mafana siguiente (excepto domingo, en cuyo caso las muestras se recogen el lunes
en la mafana).

c. El personal de Microbiologia recoge muestras de refrigeradora de laboratorio de
Emergencia y otras muestras del Area de recepcion de muestra del laboratorio y coloca
el nimero de muestra respectivo en la orden y en el frasco de muestra.

d. En los siguientes casos, siempre se deberd realizar primero uroanalisis (para lo cual se
debera dividir la muestra en dos). En caso de ausencia de caso resultado negativo para
nitritos y leucocitos se colocara: “Uroanalisis negativo para leucocitos y nitritos. Cultivo
no indicado. Si los sintomas persisten o recurren, remitir nueva muestra indicando la
necesidad del cultivo”

- Pacientes mujeres con cistitis no gestantes ni sintomas atipicos

- Nifios mayores de tres meses

- Adultos mayores de 65 afios (mujeres y hombres)

- Agquellas en que no se especifica, en la orden, la sospecha diagnoéstica o factores
de riesgo establecidos en el documento Indicaciones de urocultivo.

e. En otros casos, cuando soliciten urondlisis y cultivo, se procedera a realizar primero el

cultivo y luego el uroandlisis.

3. MATERIALES Y EQUIPOS NECESARIOS:

a. Medios de cultivo:

- Agar sangre de carnero (AS)
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(posibilidad de aislar S. agalactieae). En el resto de muestras se utilizara la placa de Agar

- Agar CLED

- Agar MacConkey

Asa calibrada de platino o descartable de 0.01 mL
Estufa de 35-37°C

Cabina de Flujo Laminar

Guantes latex

Solucién salina

Centrifuga

Lamina portaobjeto

Laminilla cubreobjeto

Microscopio éptico

Refrigeradora

Armario para materiales e insumos
Impresora

Utiles de escritorio

Hipoclorito de sodio al 5%
Contenedor de material contaminado
Equipo de proteccion personal:

- Gorro quirdrgico.

- Gafas protectoras.

- Mascarilla simple.

- Mascarilla N95.

- Botas quirdrgicas.

- Mandil descartable.

CLED.

caso de gestantes si utilizaran las placas de Agar Sangre y Agar MacConkey

DESCRIPCION DE PROCEDIMIENTOS

Inicio:

Emision de la solicitud de Laboratorio por el médico tratante al paciente o familiar,

incluyendo dato personales, diagnostico presuntivo o definitivo y analisis solicitados.
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ORGANO DE LINEA

Médico tratante

L Llena, firmay sella la solicitud de examenes de laboratorio.
AREA DE ECONOMIA
Cajero

2. Paciente realiza el pago en Caja por derecho a exadmenes auxiliares.
Oficina de Seguro

3. Paciente registra su seguro al cual esta afiliado.

4, Paciente se dirige al area de Toma de muestras donde el Técnico de Laboratorio
recepciona la solicitud de laboratorio. Se realiza la verificacion de los datos del
paciente.

AREA DE RECEPCION
Técnico de Laboratorio

5. e Recepcion de la muestra.

6. e Realiza la verificacion de los datos del paciente.

7. e Transporta la muestra recibida al area de proceso correspondiente.

8. e Desglosamiento de 6rdenes y verificacion de datos del paciente.

AREA ANALITICA
Bidlogo
e Verificacion de la calidad de la muestra para su procesamiento.
6. e Colectar una alicuota de la muestra de orina en tubos de ensayo y centrifugacion
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de muestras para el andlisis de sedimento urinario.

7. e Inoculacion de la muestra en los medios de cultivo.
8. e Procesamiento de la muestra de acuerdo a lo establecido en el Manual de
Procedimientos técnicos del Laboratorio.
9. e Revision del sembrado.
10. e Aislamiento y catalogacion del germen.
11. ¢ Antibiograma
12. e Reporte de resultado
AREA POST ANALITICA
Médico Pat6logo / Bidlogo
13. e Validacion e impresion de los resultados.
Fin: Distribucién de los resultados en los casilleros de los servicios.

DEFINICIONES:

microorganismo presentes en ella

Uroandlisis: Evaluacion fisica, quimica y microscopica de la orina.

Urocultivo: Es el cultivo de orina en medios de cultivo para la identificacion de

Morfotipo: Tipo morfoldgico que caracteriza a un determinado grupo de microorganismo

REGISTROS:

Se registra la orden de solicitud del procedimiento, en el sistema informatico WHONET,

especificando datos del paciente y localizacién del mismo, y datos de la muestra.

Al finalizar el procedimiento, se ingresa el resultado en el sistema WHONET, y se entrega los

resultados. En el caso del Uroandlisis, se registra en el cuaderno de registro para Uroanalisis.

ANEXOS:

Flujograma

Pagina 20 de 125

ELABORADO POR REVISADO POR APROBADO POR LI
MODIFICACION
SERVICIO DE OFIC. DE PLANEAMIENTO Y RES. DIRECT. No ARG 2021

PATOLOGIA CLINICA PRESUPUESTO




UE. 402: HOSPITAL REGIONAL CUSCO

MANUAL DE PROCEDIMIENTOS (MAPRO) — PAT. CLIN.

ANO

1 2021

VERSION : 1.0

~
oS

RESPONSABLES:
Técnico de Laboratorio.
Bidlogo.

Médico Patologo.
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FLUJOGRAMA: DIAGNOSTICO DE INFECCIONES BACTERIANAS EN ORINA
SERVICIO
PERSONAL TOPICO RECEPCION SERVICIO DE OFICINA DE
PATOLOGIA CLINICA ARCHIVO
MEDICO
Entrega la orden del
TRATANTE analisis
TECNICO DE || Ingreso al sistema
INFORMATICA
Recepciona y registra en el
sistema de laboratorio
|
Recepcidn y rotulado de las
muestras
TECNICO DE |
Sembrado de las muestras
LABORATORIO en los medios de cultivo
v |
Aislamiento, revision y
validacion de los resultados
|
BIOLOGO Impresién y firma de
resultados
MEDICO Revisién de conformidad de
PATOLOGO resultados
Anexa el
——
resultado a la
historia clinica
PERSONAL DE del paciente
ARCHIVO
PRODUCTO ENTREGA DE REGISTRO DE LA REGISTRO Y RESULTADO
SOLICITUD SOLICITUD PROCESAMIENTO DE ANALISIS
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FICHA DE DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Proceso
MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DE MICROBIOLOGIA

NOMBRE DEL Diagnostico de Infecciones FECHA: May — 2021
PROCEDIMIENTO: Bacterianas en Sangre CODIGO: PR-02-MB-SPC
OBJETIVO:

Establecer el procedimiento que se debe realizar para el diagnéstico de infecciones bacterianas
ensangre en el Servicio de Patologia Clinica.

ALCANCE:

Personal que labora en el area de Microbiologia.

MARCO LEGAL:
Norma Técnica de Salud de la unidad Productora de Servicios de Patologia Clinica.

NTS N°072-MINSA/DGSP-V.01

RECEPCION Y CRITERIOS DE RECHAZO DE MUESTRA

1. RECEPCION:

a. Verificar que los frascos estén correctamente identificados: nombre del paciente, fecha
y hora de obtencién de muestra. En el caso de muestras obtenidas por catéter
(sospecha de infeccion), debe colocarse especificamente de que catéter o luz se
obtuvo la muestra.

b. Verificar que la informacién coincida con la informacién del volante. El volante debe
incluir la localizacién del paciente, y la sospecha diagndstica. Ademas, debe constar la
pre-factura del paciente.

c. Colocar incidencias sobre la muestra en el volante: retraso en incubacién del frasco o

Pagina 23 de 125

ELABORADO POR REVISADO POR APROBADO POR LI
MODIFICACION
SERVICIO DE OFIC. DE PLANEAMIENTO Y ,
PATOLOGIA CLINICA PRESUPUESTO RES. DIRECT. N° ANO 2021




ANO ;2021

Sl

MANUAL DE PROCEDIMIENTOS (MAPRO) — PAT. CLIN. . (

¢

volumen inadecuado (estos no son motivos de rechazo de muestra)

2. RECHAZO DE MUESTRAS:

a. En general se deben rechazar la muestra en los siguientes casos:

- No se indica en la orden el tipo de muestra o procedencia.

- No indicar tipo de examen en la orden.

- Existan dudas sobre la identificacién de la muestra (frascos sin nombre, 0 con
nombre distinto al de la orden): muestra sin rotular o mal rotulada, discordancia
entre el nombre del paciente en la orden y en la muestra.

b. Para muestras de sangre para hemocultivo ademas se debe rechazar muestras por:

- Si los frascos estan dafiados y/o contaminados.

- Volumen inadecuado de acuerdo al tipo de muestra.

- Muestras de sangre con cualquier tipo de anticoagulante o una muestra
trasvasada de otro recipiente.

c. Antes de rechazar una muestra por problemas en la identificacion del paciente o
informacion sobre la muestra, se debe contactar con el responsable del servicio e
informar el caso, y de ser el caso, solicitar que realicen las correcciones necesarias.

d. Se colocard en la orden, en letras mayusculas y rojas, MUESTRA RECHAZADA, y se
colocara en la parte posterior las razones del rechazo.

e. Escribir la incidencia en el folder de incidencias.

FASE ANALITICA DELHEMOCULTIVO

1. GENERALIDADES:
a. Se deben considerar los criterios para toma de muestra de hemocultivo antes de
solicitar la muestra.
b. En caso de sospecha de infeccion por hongos filamentosos, Leishmania spp.,
Leptospira spp., Bartonella spp., Mycoplasma hominis o Ureaplasma urealyticum, se

requieren técnicas y/o medios especificos para su aislamiento.

2. PROCESAMIENTO INICIAL DE LA MUESTRA:
a. Sacar la pegatina con el codigo de barras de la botella y colocarlo en el volante.

b. Introducir los datos del paciente (nombre y apellidos), servicio, hora de llegada de la
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toma de muestra, cédigo de la botella y codigo correspondiente del laboratorio, en el
archivo Excel disponible en la computadora del Laboratorio de Urgencia (donde se
localiza el equipo automatizado de hemocultivo).

Introducir los frascos al incubador automatico.

d. En ciertos casos se debe programar el incubador automatico para incrementar el
tiempo de incubacion — endocarditis: 14 dias, Brucella spp: 21 dias. Se puede
incrementar el tiempo de incubacion de hemocutivos negativos con alta sospecha de
infeccion por levaduras a 7-10 dias.

e. En cuanto el sistema automatizado informe positividad, se debe procesar el
hemocultivo, con el fin de informar los resultados al personal clinico

f. Se debe realizar un examen directo mediante tincién y subcultivo en diferentes
medios

g. Laidentificacion y antibiograma debe realizarse en un mismo momento

3. MATERIALES Y EQUIPOS NECESARIOS:
a. Medios de cultivo:

- Agar sangre de carnero (AS)

- Agar chocolate

- Agar CLED

- Agar MacConkey

- Otros medios de acuerdo a la Tincion Gram: Sabouraud.
Asa calibrada de platino o descartable de 0.01 mL

Estufa de 35-37°C

Jeringa estéril

Cabina de Flujo Laminar

-~ 0o a0 T

Guantes latex

Solucién salina

o @

Centrifuga

Lamina portaobjeto

j.  Laminilla cubreobjeto

k.  Microscopio 6ptico

I.  Refrigeradora

m. Armario para materiales e insumos

n. Impresora

Pagina 25 de 125

ELABORADO POR REVISADO POR APROBADO POR LI
MODIFICACION
SERVICIO DE OFIC. DE PLANEAMIENTO Y ,
PATOLOGIA CLINICA PRESUPUESTO RES. DIRECT. N° ANO 2021




ANO 1 2021

MANUAL DE PROCEDIMIENTOS (MAPRO) - PAT. CLIN. ~ (

Sl

2

0. Utiles de escritorio
p. Hipoclorito de sodio al 5%
g. Contenedor de material contaminado
r.  Equipo de proteccién personal:
- Gorro quirdrgico.
- Gafas protectoras.
- Mascarilla simple.
- Mascarilla N95.
- Botas quirlrgicas.
- Mandil descartable.
DESCRIPCION DE PROCEDIMIENTOS
Inici Emision de la solicitud de Laboratorio por el médico tratante al paciente o familiar,
nicio:
incluyendo dato personales, diagndstico presuntivo o definitivo y andlisis solicitados.
ORGANO DE LINEA
Médico tratante
1 Llena, firmay sella la solicitud de examenes de laboratorio.
AREA DE ECONOMIA
Cajero

2. Paciente realiza el pago en Caja por derecho a exdmenes auxiliares.
Oficina de Seguro

3. Paciente registra su seguro al cual esta afiliado.

4, Paciente se dirige al area de Toma de muestras donde el Técnico de Laboratorio
recepciona la solicitud de laboratorio. Se realiza la verificacion de los datos del
paciente.
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AREA DE RECEPCION

Técnico de Laboratorio

5. e Recepcion de la muestra.
6. ¢ Realiza la verificacién de los datos del paciente.
7. e Transporta la muestra recibida al area de proceso correspondiente.
8. e Desglosamiento de 6rdenes y verificacion de datos del paciente.
AREA ANALITICA
Bidlogo
e Verificacion de la calidad de la muestra para su procesamiento.
¢ Inoculacion de la muestra en los medios de cultivo.
7. e Procesamiento de la muestra de acuerdo a lo establecido en el Manual de
Procedimientos técnicos del Laboratorio.
8. e Revision del sembrado.
0. e Aislamiento y catalogacion del germen.

10. e Antibiograma

11. e Reporte de resultado

AREA POST ANALITICA

Médico Patélogo / Biélogo

13. | e Validacion e impresion de los resultados.

Fin: Distribucion de los resultados en los casilleros de los servicios.

DEFINICIONES:
e Sistema automatizado para hemocultivo: Equipo que permite la incubacion de
hemocultivos, en frascos de cultivos adecuados, y emite sefial en caso de positividad o

cultivo negativo.
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REGISTROS:
Se registra la orden de solicitud del procedimiento, en el sistema informatico WHONET,

especificando datos del paciente y localizacién del mismo, y datos de la muestra.

Al finalizar el procedimiento, se ingresa el resultado en el sistema WHONET, y se entrega los
resultados.

ANEXOS:

Flujograma

RESPONSABLES:
Técnico de Laboratorio.
Bidlogo.

Médico Patologo.
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FLUJOGRAMA: DIAGNOSTICO DE INFECCIONES BACTERIANAS DE LA SANGRE

SERVICIO
PERSONAL TOPICO RECEPCION SERVICIO DE OFICINA DE
PATOLOGIA CLINICA ARCHIVO
MEDICO
Entrega la orden del
TRATANTE [ analisis
TECNICO DE [ Ingreso al sistema )
INFORMATICA 7
s N
Recepciona y registra en el
sistema de laboratorio
. J
e N
Toma de muestra 'y
codificacion
\ y,
TECNICO DE e A
Ingreso de las muestras a la
LABORATORIO incubadora de hemocultivo
N\ y
v
'd ™~
Aislamiento, revision y
validacion de los resultados
\ y
e N
BIOLOGO Impresion y firma de
resultados
\ l y
MEDICO [ Revisién de conformidad de
PATOLOGO resultados
Anexa el
——
resultado a la
historia clinica
PERSONAL DE del paciente
ARCHIVO
PRODUCTO ENTREGA DE REGISTRO DE REGISTRO Y RESULTADO
SOLICITUD LA SOLICITUD PROCESAMIENTO DE ANALISIS
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FICHA DE DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Proceso
MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DE MICROBIOLOGIA

Diagnostico de Infecciones . _
NOMBRE DEL 9 FECHA: May — 2021

Bacterianas en Dispositivos

PROCEDIMIENTO: : -03-MB-
Intravasculares CODIGO: PR-03-MB-SPC

OBJETIVO:
Establecer el procedimiento que se debe realizar para el diagnéstico de infecciones a partir de

dispositivos intravasculares en el Servicio de Patologia Clinica.

ALCANCE:

Personal que labora en el area de Microbiologia.

MARCO LEGAL:
Norma Técnica de Salud de la unidad Productora de Servicios de Patologia Clinica.

NTS N°072-MINSA/DGSP-V.01

RECEPCION Y CRITERIOS DE RECHAZO DE MUESTRA

1. RECEPCION:
a. Verificar que el frasco esté correctamente identificado: nombre del paciente y fecha de
obtencién de muestra.
b. Verificar que la informacién coincida con la informacion del volante. El volante debe
incluir la localizacién del paciente, y la sospecha diagnostica. Ademas, debe constar la
pre-factura del paciente.

c. Colocar incidencias sobre la muestra en el volante

2. RECHAZO DE MUESTRAS:
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En general se deben rechazar la muestra en los siguientes casos:

- No se indica en la orden el tipo de muestra o procedencia

- No indicar tipo de examen en la orden.

- Existan dudas sobre la identificacion de la muestra (frascos sin nombre, o con
nombre distinto al de la orden): muestra sin rotular o mal rotulada, discordancia
entre el nombre del paciente en la orden y en la muestra.

Muestra no adecuada: se requiere 5 cm distales del catéter o en recipiente no

adecuado (debe traerse en recipiente de boca ancha).

Tiempo desde extraccion de catéter hasta recepcién en laboratorio mayor de 15

minutos.

Antes de rechazar una muestra por problemas en la identificacién del paciente o

informacion sobre la muestra, se debe contactar con el responsable del servicio e

informar el caso, y de ser el caso, solicitar que realicen las correcciones necesarias.

Se colocaréa en la orden, en letras mayusculas y rojas, MUESTRA RECHAZADA, y se

colocara en la parte posterior las razones del rechazo.

Escribir la incidencia en el folder/cuaderno de incidencias.

FASE ANALITICA DEL CULTIVO DE DISPOSITIVOS INTRAVASCULARES

GENERALIDADES:

a.

Se utiliza para determinar la infeccién de torrente sanguineo asociada a dispositivo
intravascular

Se utilizara la técnica de Maki y colaboradores: método semicuantitativo

Se requiere que haya sospecha de infeccién de torrente sanguineo por hemocultivo
positivo previo, o tomar hemocultivo simultdneo para la interpretacion adecuada de

resultados.

PROCESAMIENTO INICIAL DE LA MUESTRA:

a.
b.

En caso se reciba la muestra en emergencia, almacenarla a 4°C (maximo 24 horas).
En el laboratorio de microbiologia las muestras deben procesarse inmediatamente.

Se deben recoger las muestras de la refrigeradora de Emergencia.

MATERIALES Y EQUIPOS NECESARIOS:
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Medios de cultivo:

- Agar sangre de carnero (AS)
Asa calibrada de platino o descartable de 0.01 mL
Estufa de 35-37°C
Jeringa estéril
Cabina de Flujo Laminar
Guantes latex
Solucién salina
Centrifuga
Lamina portaobjeto
Laminilla cubreobjeto
Microscopio éptico
Refrigeradora
Armario para materiales e insumos
Impresora
Utiles de escritorio
Hipoclorito de sodio al 5%
Contenedor de material contaminado
Equipo de proteccion personal:

- Gorro quirargico.

- Gafas protectoras.

- Mascarilla simple.

- Mascarilla N95.

- Botas quirlrgicas.

- Mandil descartable.

DESCRIPCION DE PROCEDIMIENTOS

Inicio:

Emision de la solicitud de Laboratorio por el médico tratante al paciente o familiar,

incluyendo dato personales, diagnostico presuntivo o definitivo y analisis solicitados.

ORGANO DE LINEA

Médico tratante
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1. Llena, firma y sella la solicitud de examenes de laboratorio.

2. Personal técnico traslada la orden y la muestra al servicio de microbiologia.

AREA DE RECEPCION

Técnico de Laboratorio

3. e Recepcion de la muestra.

4. e Realiza la verificacion de los datos del paciente.

3. e Transporta la muestra recibida al area de proceso correspondiente.

6. e Desglosamiento de 6rdenes y verificacion de datos del paciente.
AREA ANALITICA
Bidlogo

7. e Verificacion de la calidad de la muestra para su procesamiento.

8. e Inoculacion de la muestra en los medios de cultivo.

e Procesamiento de la muestra de acuerdo a lo establecido en el Manual de
Procedimientos técnicos del Laboratorio.

10. | ¢ Revision del sembrado.

11. e Aislamiento y catalogacion del germen.

¢ Antibiograma

e Reporte de resultado

AREA POST ANALITICA

Médico Pat6logo / Biélogo

12. | e« Validacion e impresion de los resultados.

Fin: Distribucion de los resultados en los casilleros de los servicios.
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DEFINICIONES:
o Dispositivo intravascular: Dispositivo que permite acceder al compartimiento intravascular,

Se usa para extraer sangre y administrar tratamiento.

REGISTROS:
Se registra la orden de solicitud del procedimiento, en el sistema informatico WHONET,

especificando datos del paciente y localizacién del mismo, y datos de la muestra.

Al finalizar el procedimiento, se ingresa el resultado en el sistema WHONET, y se entrega los
resultados.

ANEXOS:

Flujograma

RESPONSABLES:
Técnico de Laboratorio.
Bidlogo.

Médico Patologo.
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FLUJOGRAMA: DIAGNOSTICO DE INFECCIONES ASOCIADAS A DISPOSITIVO

INTRAVASCULAR
SERVICIO
SERVICIO DE OFICINA DE
TOPICO RECEPCION
PERSONAL PATOLOGIA CLINICA ARCHIVO
MEDICO Ent 12 orden del
TRATANTE s @ oraen &
analisis
TECNICO DE »
INEFORMATICA Ingreso al sistema
Recepciona y registra en el
sistema de laboratorio
TECNICO DE Recepcion y rotulado de la
muestra
LABORATORIO
Sembrado en los medios de
aislamiento
v
Aislamiento, revision y
BIOLOGO validacion de los resultados
I
Impresion y firma de
resultados
MEDICO l
PATOLOGO Revision de conformidad de
resultados
Anexa el
PERSONAL DE resultado a la
ARCHIVO historia clinica
del paciente
PRODUCTO ENTREGA DE REGISTRO DE REGISTRO Y RESULTADO
SOLICITUD LA SOLICITUD PROCESAMIENTO DE ANALISIS
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FICHA DE DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Proceso

MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DE MICROBIOLOGIA

Diagnéstico de Infecciones
NOMBRE DEL

Bacterianas en Heridas y
PROCEDIMIENTO:

Procedimientos Quirargicos

FECHA:

May — 2021

CODIGO:

PR-04-MB-SPC

OBJETIVO:

Establecer el procedimiento que se debe realizar para el diagnéstico de infecciones en heridas

operatorias en el Servicio de Patologia Clinica.

ALCANCE:

Personal que labora en el area de Microbiologia.

MARCO LEGAL:

Norma Técnica de Salud de la unidad Productora de Servicios de Patologia Clinica.

NTS N°072-MINSA/DGSP-V.01

RECEPCION Y CRITERIOS DE RECHAZO DE MUESTRA

1. RECEPCION:

a. Verificar que el frasco esté correctamente identificado: nombre del paciente y fecha

de obtencion de muestra. Verificar que la informacién de la muestra coincida con la

informacién del volante.

b. El volante debe incluir la localizacion del paciente, la sospecha diagnéstica, el tipo de
muestra (herida cerrada o abierta), forma de obtencion de la muestra (por puncién

con jeringa, a partir de dren, etc.) y prueba solicitada. Ademas, debe constar la pre-

factura del paciente.

c. Colocar incidencias sobre la muestra en el volante
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2. RECHAZO DE MUESTRAS:

a. Engeneral se deben rechazar la muestra en los siguientes casos:

- No se indica en la orden el tipo de muestra o procedencia.

- No indicar tipo de examen en la orden.

- Existan dudas sobre la identificacion de la muestra (frascos sin nombre, o con
nombre distinto al de la orden): muestra sin rotular o mal rotulada, discordancia
entre el nombre del paciente en la orden y en la muestra.

b. Muestras recolectadas en torundas de algodén, o jeringas sin cubrir o con aguja (en
caso de usar jeringa con aguja, el personal clinico debe verter el contenido en un
frasco estéril o medio de transporte para bacterias).

c. Muestras que se hayan recolectado antes de una hora previa a la recepciéon de la
muestra en laboratorio.

d. Antes de rechazar una muestra por problemas en la identificacién del paciente o
informacion sobre la muestra, se debe contactar con el responsable del servicio e
informar el caso, y de ser el caso, solicitar que realicen las correcciones necesarias.

e. Se colocara en la orden, en letras mayuUsculas y rojas, MUESTRA RECHAZADA, y se
colocara en la parte posterior las razones del rechazo.

f.  Escribir la incidencia en el folder/cuaderno de incidencias.

FASE ANALITICA DEL CULTIVO DE HERIDA

4. GENERALIDADES:
a. El procedimiento se aplica para muestras de herida abierta o cerrada, con muestras
recolectadas mediante puncidn de abscesos o mediante hisopado.
b. En caso de sospecha de osteomielitis, la muestra del trayecto fistuloso no representa
la verdadera etiologia de la osteomielitis subyacente y no se recomienda tomarla.
c. Se debe recomendar la toma de muestra a través de biopsias y jeringa, y sélo en

caso que no se posible se utilizara la toma de muestra con torunda.

5. PROCESAMIENTO INICIAL DE LA MUESTRA:

En caso no se pueda procesar la muestra antes de las 02 horas desde su obtencion, la
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muestra debera conservarse en la refrigeradora a 4°C hasta por 24 horas. En caso se

soliciten hongos, se conservara a temperatura ambiente.

MATERIALES Y EQUIPOS NECESARIOS:

a.
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Medios de cultivo:

- Agar sangre de carnero.
- Agar Mac Conkey.

- Agar Chocolate.

- Agar Sabouraud (en caso se observen levaduras en gram, o se solicite cultivo de

hongos)

- Agar anaerobio y BHI (en caso de muestra por puncién)

Agar sangre de carnero (AS)

Asa calibrada de platino o descartable de 0.01 mL

Estufa de 35-37°C

Cabina de Flujo Laminar

Guantes latex

Solucién salina

Centrifuga

Lamina portaobjeto

Laminilla cubreobjeto

Microscopio éptico

Refrigeradora

Armario para materiales e insumos
Impresora

Utiles de escritorio

Hipoclorito de sodio al 5%
Contenedor de material contaminado
Equipo de proteccion personal:

- Gorro quirdrgico.

- Gafas protectoras.

- Mascarilla simple.

- Mascarilla N95.

- Botas quirdrgicas.

- Mandil descartable.
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DESCRIPCION DE PROCEDIMIENTOS

Inici Emisién de la solicitud de Laboratorio por el médico tratante al paciente o familiar,
nicio:

incluyendo dato personales, diagndstico presuntivo o definitivo y analisis solicitados.
ORGANO DE LINEA
Médico tratante

1. Llena, firmay sella la solicitud de examenes de laboratorio.

2. Personal técnico traslada la orden y la muestra al servicio de microbiologia.
AREA DE RECEPCION
Técnico de Laboratorio

3. e Recepcion de la muestra.

4, e Realiza la verificacion de los datos del paciente.

5. e Transporta la muestra recibida al area de proceso correspondiente.

6. e Desglosamiento de 6rdenes y verificacion de datos del paciente.
AREA ANALITICA
Biélogo

7. e Verificacion de la calidad de la muestra para su procesamiento.
e Inoculacion de la muestra en los medios de cultivo.

9. e Procesamiento de la muestra de acuerdo a lo establecido en el Manual de

Procedimientos técnicos del Laboratorio.

10. | e« Revision del sembrado.

11. ¢ Aislamiento y catalogacion del germen.

12. | « Antibiograma

13. | o Reporte de resultado
AREA POST ANALITICA
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Médico Pat6logo / Biélogo

14. | Validacién e impresion de los resultados.

Fin: Distribucién de los resultados en los casilleros de los servicios.

DEFINICIONES:

e Herida: Corte o incisidon en la piel que puede presentar inflamacién y/o infeccion. En
heridas de tipo quirtrgico, normalmente estd hecha con un bisturi durante una cirugia.

REGISTROS:
Se registra la orden de solicitud del procedimiento, en el sistema informatico WHONET,

especificando datos del paciente y localizacion del mismo, y datos de la muestra.

Al finalizar el procedimiento, se ingresa el resultado en el sistema WHONET, y se entrega los
resultados.

ANEXOS:

Flujograma

RESPONSABLES:
Técnico de Laboratorio.
Bidlogo.

Médico Patdlogo.
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FLUJOGRAMA: ESTUDIO MICROBIOLOGICO DE HERIDA QUIRURGICA
SERVICIO
TOPICO RECEPCION SERVICIO DE OFICINA DE
PERSONAL PATOLOGIA CLINICA | ARCHIVO
MEDICO Ent 2 orden del
TRATANTE nireea @ orden &
analisis
TECNICO DE »
INFORMATICA Ingreso al sistema
Recepciona y registra en el
sistema de laboratorio
TECNICO DE Recepcidn y rotulado de la
muestra
LABORATORIO
Sembrado en los medios de
aislamiento
v
Aislamiento, revision y
BIOLOGO validacién de los resultados
I
Impresién y firma de
resultados
MEDICO | ‘
PATOLOGO Revision de conformidad de
resultados
Anexa el
PERSONAL DE resultado a la
ARCHIVO historia clinica
del paciente
PRODUCTO ENTREGA DE REGISTRO DE REGISTRO Y RESULTADO
SOLICITUD LA SOLICITUD PROCESAMIENTO DE ANALISIS
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FICHA DE DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Proceso
MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DE MICROBIOLOGIA

Diagnostico de Infecciones . _
NOMBRE DEL 9 FECHA: May — 2021

Bacterianas en Tracto

PROCEDIMIENTO: . -05-MB-
Respiratorio Inferior CODIGO: PR-05-MB-SPC

OBJETIVO:
Establecer el procedimiento que se debe realizar para el diagnéstico de infecciones bacterianas

del Tracto Respiratorio Inferior en el Servicio de Patologia Clinica.

ALCANCE:

Personal que labora en el area de Microbiologia.

MARCO LEGAL:
Norma Técnica de Salud de la unidad Productora de Servicios de Patologia Clinica.

NTS N°072-MINSA/DGSP-V.01

RECEPCION Y CRITERIOS DE RECHAZO DE MUESTRA

1. RECEPCION:

a. Verificar que el frasco esté correctamente identificado: nombre del paciente y fecha de
obtencion de muestra. Verificar que la informacién de la muestra coincida con la
informacion del volante.

b. El volante debe incluir la localizacion del paciente, la sospecha diagnéstica, el tipo de
muestra, forma de obtencion de la muestra (aspirado, lavado, etc.) y prueba solicitada.
Ademés, debe constar la pre-factura del paciente.

c. Colocar incidencias sobre la muestra en el volante.
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2. RECHAZO DE MUESTRAS:

a.

En general se deben rechazar la muestra en los siguientes casos:

- No se indica en la orden el tipo de muestra o procedencia.

- No indicar tipo de examen en la orden.

- Existan dudas sobre la identificacion de la muestra (frascos sin nombre, o con
nombre distinto al de la orden): muestra sin rotular o mal rotulada, discordancia
entre el nombre del paciente en la orden y en la muestra.

Muestras que se hayan recolectado antes de una hora previa a la recepcién de la

muestra en laboratorio.

Muestras en frascos/recipientes no estériles.

No se aceptardn muestras de secreciones de traqueotomia.

Antes de rechazar una muestra por problemas en la identificacion del paciente o

informacion sobre la muestra, se debe contactar con el responsable del servicio e

informar el caso, y de ser el caso, solicitar que realicen las correcciones necesarias.

Se colocaré en la orden, en letras mayusculas y rojas, MUESTRA RECHAZADA, y se

colocara en la parte posterior las razones del rechazo.

Escribir la incidencia en el folder/cuaderno de incidencias.

FASE ANALITICA DELCULTIVO DE MUESTRAS DEL TRACTO RESPIRATORIO INFERIOR

3. GENERALIDADES:

a.

4. PROCESAMIENTO INICIAL DE LA MUESTRA:

Procedimiento para muestras del tracto respiratorio inferior: esputo, aspirado traqueal,
lavado bronquial, broncoaspirado selectivo (BAS), cepillado bronquial mediante
catéter telescopado protegido (CTP), Lavado broncoalveolar. También se puede
recibir biopsia transbronquial, aspirado bronquial ciego, aspiracion transtraqueal.

El lavado bronquial mediante fibrobroncoscopio es equivalente a un aspirado
endotraqueal, y sélo son validas las muestras, en el caso de sospecha de M.

tuberculosis, Legionella u hongos.

a. Las muestras deben procesarse inmediatamente, maximo 01 hora, o mantenerse
refrigeradas a una temperatura entre 2°-8°C hasta por 24 horas.
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b.
c.

Se debe seleccionar la porcion mas purulenta 0 mas sanguinolenta de la muestra.

La porcién inicial de las muestras del Lavado Bronco Alveolar debe desecharse.

MATERIALES Y EQUIPOS NECESARIOS:

a.
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Medios de cultivo:

- Agar sangre de carnero (AS)
- Agar chocolate

- Agar CLED

- Agar MacConkey

- Agar Sabouraud.

- Agar para Anaerobios.

Asa calibrada de platino o descartable de 0.01 mL

Estufa de 35-37°C

Jeringa estéril

Cabina de Flujo Laminar
Guantes latex

Solucién salina

Centrifuga

Lamina portaobjeto

Laminilla cubreobjeto
Microscopio éptico
Refrigeradora

Armario para materiales e insumos
Impresora

Utiles de escritorio

Hipoclorito de sodio al 5%
Contenedor de material contaminado
Equipo de proteccion personal:
- Gorro quirlrgico.

- Gafas protectoras.

- Mascarilla simple.

- Mascarilla N95.

- Botas quirlrgicas.

- Mandil descartable.
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DESCRIPCION DE PROCEDIMIENTOS

Inici Emision de la solicitud de Laboratorio por el médico tratante al paciente o familiar,
nicio:

incluyendo dato personales, diagndstico presuntivo o definitivo y analisis solicitados.
ORGANO DE LINEA
Médico tratante
Llena, firma y sella la solicitud de examenes de laboratorio.

2. Personal técnico traslada la orden y la muestra al servicio de microbiologia.
AREA DE RECEPCION
Técnico de Laboratorio

3. e Recepcion de la muestra.

4, e Realiza la verificacion de los datos del paciente.

5. e Transporta la muestra recibida al area de proceso correspondiente.

6. e Desglosamiento de 6rdenes y verificacion de datos del paciente.
AREA ANALITICA
Bidlogo

7. e Verificacion de la calidad de la muestra para su procesamiento.

8. e Inoculacion de la muestra en los medios de cultivo.

9. e Procesamiento de la muestra de acuerdo a lo establecido en el Manual de

Procedimientos técnicos del Laboratorio.

10. ¢ Reuvision del sembrado.

11. e Aislamiento y catalogacion del germen.

12. e Antibiograma

13. ¢ Reporte de resultado
AREA POST ANALITICA
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Médico Pat6logo / Biélogo

14. e Validacion e impresion de los resultados.

Fin: Distribucién de los resultados en los casilleros de los servicios.

DEFINICIONES:
e Fibrobroncoscopia: Procedimiento endoscopico que permite visualizar la via aérea por
dentro, tomar biopsias o realizar tratamientos locales

e  Morfotipo: Tipo morfolégico que caracteriza a un grupo determinado de organismos.

REGISTROS:
Se registra la orden de solicitud del procedimiento, en el sistema informatico WHONET,

especificando datos del paciente y localizacion del mismo, y datos de la muestra.

Al finalizar el procedimiento, se ingresa el resultado en el sistema WHONET, y se entrega los
resultados.

ANEXOS:

Flujograma

RESPONSABLES:
Técnico de Laboratorio.
Bidlogo.

Médico Patdlogo.
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FLUJOGRAMA: ESTUDIO MICROBIOLOGICO DE MUESTRA DE TRACTO
RESPIRATORIO INFERIOR
SERVICIO
TOPICO RECEPCION SERVICIO DE OFICINA DE
PERSONAL PATOLOGIA CLINICA | ARCHIVO
MEDICO Ent 12 orden del
TRATANTE s @ oraen &
analisis
TECNICO DE | »
INEFORMATICA ngreso al sistema
Recepciona y registra en el
sistema de laboratorio
TECNICO DE Recepcion y rotulado de la
muestra
LABORATORIO
Sembrado en los medios de
aislamiento
v
Aislamiento, revision y
BIOLOGO validacion de los resultados
I
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FICHA DE DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Proceso

MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DE MICROBIOLOGIA

NOMBRE DEL
PROCEDIMIENTO:

Identificacion Bacteriana |

FECHA:

May — 2021

CODIGO:

PR-07-MB-SPC

OBJETIVO:

Describir los procedimientos de las pruebas de identificacién de bacterias y su interpretacion.

ALCANCE:

Personal que labora en el area de Microbiologia.

MARCO LEGAL:

Norma Técnica de Salud de la unidad Productora de Servicios de Patologia Clinica.

NTS N°072-MINSA/DGSP-V.01

Se presentan caracteristicas generales que se requieren para la identificacion inicial de los
microorganismos aislados, asi como las pruebas especificas o0 mas utilizadas para la

identificacién de bacterias cocos gram positivos, y bacterias bacilos gram negativos. En el

DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Anexo N° 01, se presenta el método para la coloracion gram.

GENERALIDADES:

a. Microscopica: La tincion mas utilizada es el gram, se debe diferenciar tincién (uniforme,
irregular, unipolar, bipolar, etc.), forma (cocos, bacilos, cocobacilos, bacilos curvos, etc.),

capsula (presente o ausente), tamafio (cortos, largos, etc.), bordes laterales (abultados,
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paralelos, concavos, irregulares), extremos (redondeados, puntiagudos), disposicion
(parejas, cadenas, tétradas, racimos, etc.), formas irregulares (ramificados, fusiformes,
etc.).

Macroscopica:

Cultivos: Las bacterias se pueden diferenciar, considerando sus caracteristicas de

crecimiento en medios de cultivo:

Morfologia: es preferible examinar colonias de cultivos frescos crecidas en medios no
selectivos. En cultivo puro, se describen por sus caracteristicas de: tamafio, forma de
acuerdo a los bordes (liso o rugoso e regular) o el grosor de la colonia (plana o

abultada), consistencia o textura (seca, viscosa, superficie lisa o granular), y color.

Hemodlisis: identifica las bacterias que causan hemolisinas, que lisan los hematies en
medios que contienen sangre. Se identifica: B-hemolisis (zona clara alrededor de la

colonia) y a-hemolisis (halo de color verdoso alrededor de la colonia).

Considerando el tipo de medios, existen: Medios basicos, permiten el crecimiento de la
mayoria de nutrientes (ej. Agar Sangre); Medios de enriquecimiento: permite el
crecimiento de bacterias exigentes (ej. BHI); Medios selectivos: de acuerdo al tipo de
medio, fomentan el crecimiento de algunas bacterias y evitan el de otras (ej.
MacConkey); Medios diferenciales: distinguen entre distintos grupos bacterianos, en
funcion del color de las colonias (ej. MacConkey para diferenciar fermentadores-
rosados de no fermentadores-incoloros); Medios cromogénicos: se basa en la
propiedad de determinadas bacterias de producir enzimas que hidrolizan sustratos y

liberan compuestos cromogénicos especificos.

Requerimientos atmosféricos de crecimiento: aerobias estrictas (crecen solo en
presencia de oxigeno), anaerobias estrictas (solo crecen en ausencia de oxigeno);
facultativas (crecen tanto en presencia como ausencia de oxigeno); microaerofilicas
(crecen mejor en una atmésfera con reducida concentracion de oxigeno); capnofilicas
(requieren de forma adicional CO2 para crecer)

Requerimientos de temperatura de crecimiento: psicrofilicas (pueden crecer a bajas
temperaturas entre 2-5°C, éptimo entre 10-30°C), mesofilicas (crecen a temperaturas
entre 10-45°C, 6ptimo entre 30- 40°C), termofilicas: crecen muy poco a 37°C (6ptimo
entre 50-60°C)

Nutricion: Se puede identificar bacterias considerando sus necesidades nutricionales
para crecimiento (sangre, suero, glucosa) o por la necesidad de factores especificos

de crecimiento como factor X (hemina) y el factor V (NAD) en el caso de Haemophilus.
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PRUEBAS ESPECIFICAS PARA IDENTIFICACION DE COCOS GRAM POSITIVOS.

a. Prueba de Catalasa: Enzima presente en la mayoria de organismos que presentan
citocromos, y que hidroliza el peréxido de hidrogeno, produciendo oxigeno que se
evidencia como burbujas. La enzima catalasa esta presente en la mayoria de las bacterias
aerobias y anaerobias facultativas que contienen citocromo. Son excepcion Streptococcus
spp y Enterococcus spp.

- Procedimiento: En un portaobjetos colocar una gota de H,O0,. Con un
mondadiente/palo de madera, coger una colonia aislada sospechosa, y colocar dentro
de la gota (NO TOCAR EL AGAR pude dar falsos positivos por eritrocitos en agar)

- Resultados:
v' Positivo: Se observa una efervescencia inmediata
v" Negativos: No hay efervescencia o no es inmediata

b. Prueba de Coagulasa: Determina la capacidad de coagular el plasma por la accién de la

enzima coagulasa. Se utiliza para diferenciar S. aureus (coagulasa positiva) de otras

especies de Staphylococcus sp.

- Procedimiento: En un tubo estéril: colocar 0.5 ml de plasma reconstituido,
posteriormente colocar una colonia sospechosa, aislada de Agar sangre, en el tubo.
Girar el tubo suavemente hasta suspender el organismo (NO AGITAR). Incubar el tubo
en atmosfera aerobia a 37°C por 4 horas. En caso ser negativo a las 4 horas,

reincubar hasta el dia siguiente a temperatura ambiente.

- Resultados:
v Positivo: Se observa formacién de coagulo.
v" Negativo: No se forma coagulo.

c. Prueba de Manitol salado: Diferencia los Staphylococcus positivos a la coagulasa. Tiene
una concentracion de cloruro sodico de 7.5% inhibe parcial o completamente el
crecimiento de otras bacterias diferentes a Staphylococcus. Se utiliza para identificar el S.
aureus que fermenta el manitol y acidifica el medio, de otros Staphylococcus. La acidez
del medio se evidencia por un cambio de color por la presencia del indicador rojo fenol en
el medio. Las colonias S. epidermidis crecen de color blanco (medio no cambia de color),
otros Staphylococcus crecen en el medio y pueden tener zonas amarillas o rojas, mientras
que los Micrococos producen colonias de color blanco a anaranjado. Bacterias gram

negativas podrian crecer, pero en forma escasa.
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- Procedimiento: A partir de cultivo de 24 horas, inocular en medio de manitol. Incubar a
37°C por 24 horas.

- Resultados: Se considera positivo el viraje del medio de color rojo a color a amarillo.

d. Pruebade esculina en medio con bilis: Identifica las bacterias que hidrolizan la esculina
en esculetina y glucosa. La esculetina reacciona con el citrato férrico del medio para
formar un compuesto castafio oscuro o negro. La bhilis inhibe o disminuye el crecimiento de
la mayoria de bacterias del género Streptococcus spp. (excepto Streptococcus del grupo
D: S. bovis ahora reclasificado en S. gallolyticus y S. infantarius). No inhibe crecimiento de
géneros Enterococcus spp. y Listeria spp. Se considera que 95% de enterococos son
esculina positivos.

- Procedimiento: Inocular el cultivo en estudio haciendo estrias sobre la superficie (pico
de flauta o en placa). Incubar a 37°C, realizar la lectura a las 24 horas. En caso no se
observe crecimiento o cambio de color incubar por 48 horas.

- Resultados: se considera positivo en tubo: ennegrecimiento difuso en agar inclinado;
en placa: halo negro o marrén alrededor de las colonias. Se considera negativo:
cuando no se produce ennegrecimiento o sélo hay ennegrecimiento en menos de la
mitad del tubo.

e. Prueba de tolerancia al cloruro de sodio: determina la capacidad de un organismo de
desarrollarse en presencia de una concentracion de 6.5% de cloruro de sodio.

- Procedimiento: Inocular 2 a 3 colonias de la cepa en estudio, en caldo de BHI con

cloruro de sodio al 6.5%, e incubar a 35-37°C por 24 horas.

- Resultados:
v' Positivo: Hay desarrollo bacteriano
v" Negativo: No se observa crecimiento bacteriano en el caldo.
f.  Pruebas de Resistencia:
- Pruebas utilizadas para diferenciacion:

v" Novobiocina: Se utiliza para distinguir S. Saprophyticus que es resistente a
novobiocina de otros Sthaphylococcus sp. en muestras de orina. Existe otras
especies de Sthaphylococcus sp. coagulasas negativas resistentes a Novobiocina,
no implicadas en infeccién urinaria. Se utiliza disco de 6mm de 5ug.

v' Polimixina B: Se considera que S. aureus y S. epidermidis son usualmente
resistentes a polimixina B, a diferencia del resto de Staphylococcus sp. Se utiliza
disco de 300 U.

v' Optoquina: (etilhidroxicupreina): la optoquina inhibe a muy baja concentracién
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(5ug/ml) el crecimiento de Streptococcus pneumoniae, sin embargo, no afecta el
crecimiento de Streptococcus a-hemoliticos. Se utiliza disco de 6mm de 5ug.

v' Bacitracina: Se utiliza para identificar streptococcus B-hemoliticos del grupo A de
Lancefield (Streptococcus pyogenes), ya que estos suelen ser sensibles a bajas

concentraciones de bacitracina, a diferencia del resto. Se utiliza disco de 0,04 U.

- Procedimiento

v A partir de colonias aisladas y cultivadas por 24 horas, hacer suspensién
equivalente a 0.5 McFarland

v"Inocular en placa con Agar Sangre, homogéneamente por todo el agar, luego girar
la placa 90° y repetir

v" Dejar 3-5 min a temperatura ambiente

v' Colocar disco correspondiente y presionar suavemente con una pinza estéril. En el
caso de la Bacitracina, se puede colocar directamente en el 2° cuadrante de la
placa inicial sembrada por técnica de descarga con muestra de exudado faringeo.

v" Incubar a 35-37°C por 24 horas (Optoquina y Bacitracina incubar en atmosfera de
5-10% de CO2).

- Resultados
v" Novobiocina: halo < 16 mm es resistente
v" Polimixina B: halo <10 mm es resistente
v" Optoquina: halo 214 mm es sensible; halo < 8 mm es resistente
v' Bacitracina: halo = 15mm es sensible

g. Prueba de CAMP (Christie, Atkiins, Munch-Petersen):Determina la capacidad de una
bacteria para producir una proteina denominada factor CAMP, que produce un efecto
sinérgico con la p-hemolisina de S. aureus sobre eritrocitos ovinos y bovinos
observandose un fenémeno litico. Es decir, aumenta la B-hemdlisis del S. aureus. El factor

CAMP es producido por los Estreptococos del grupo B (S. agalactiae). Sirve para

diferenciar Streptococcus agalactiae del Streptococcus pyogenes (no cuenta con factor

CAMP)

- Procedimiento: En una placa de Agar sangre, sembrar en el centro una estria recta de
S. aureus ATCC 25923. Perpendicularmente a la estria (a 4 mm) sembrar la cepa de
Streptococcus en estudio. Incubar 24 horas a 35-37° en atmésfera aerobia (en CO2
aumentan los falsos positivos).

- Resultados:

v' Paositivo: formacién de una punta de flecha de B-hemodlisis en la interseccién de las
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dos bacterias.
v" Negativos: Ausencia de la formacion de flecha.

Prueba de solubilidad en bilis: sirve para diferenciar S. pneumoniae (prueba positiva) de

otros Streptococcus a- hemoliticos. Esta prueba se realiza después de la prueba de

susceptibilidad a Optoquina.

- Procedimiento: Preparar suspensién densa del microorganismo en soluciéon salina
estéril, con una turbidez igual al No 1 de la escala de McFarland. Colocar en dos tubos
(prueba y control) 0.5 ml de la suspension. En el tubo prueba afadir, 0.5 ml de
desoxicolato de sodio al 10% y al tubo control afiadir 0.5 ml de solucién salina estéril.
Mezcle suavemente los tubos e incube a 37°C en el bafio Maria, o a 35°C en la
incubadora por un periodo de 2 h. Examinar la lisis del cultivo a las 1, 2 y 3 h de
incubacion.

- Resultados:

v' Positivo: Se observa claridad o transparencia en el tubo prueba, respecto al tubo
control. Un resultado de solubilidad parcial es interpretado como positivo.

v" Negativo: el tubo prueba y control permaneceran turbios.

PRUEBAS ESPECIFICAS PARA BACILOS GRAM NEGATIVOS

Prueba de Metabolismo de carbohidratos en agar TSI (Hierro triple azlicar): Evidencia
la capacidad de la bacteria para fermentar la lactosa, glucosa y sacarosa, con produccién
de gas o no, y la produccion de acido sulfhidrico. Las bacterias anaerobios o anaerobias
facultativas generalmente fermentan carbohidratos a acidos organicos y gas (h2 o CO2), el
medio tiene un indicador de pH que muestra el cambio a pH acido (amarillo).
- Procedimiento: Introducir el asa por el centro hasta tocar el fondo del tubo, retirar por
el mismo trazo y sembrar en estria en la parte inclinada. No hacer dos punciones.
- Resultados:
v Utilizacién de carbohidratos: (puede modificarse si produce H2S)
» Lactosa/Sacarosa: Reaccién acida en pico de flauta (amarillo): A
»  Glucosa: Reaccion &cida en la columna del medio (amarillo): A
> No utiliza Carbohidratos: reaccién alcalina (rojo)-K
v" Produccion de gas de glucosa:
» Positivo: presencia de burbuja(s) de gas en el medio, division del medio,

desplazamiento del medio del fondo del tubo (muesca).
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v" Produccion de acido sulfhidrico:
» Positivo: color negro distribuido por toda la columna del medio o sélo en la
parte superior. Puede ocultar la acidez, por lo que si se observa H2S, se
considera glucosa positiva: A
b. Utilizacién de Citrato:Determina si la bacteria puede usar el citrato como fuente de
carbono para su metabolismo, provocando la alcalinizacion del medio.
- Procedimiento: Se estria en la superficie del medio. Incubar por 24 horas en atmésfera

aerobia a 35-37° C. Puede requerir incubacién de 48 horas o hasta 4 dias.

- Resultados:
v" Positiva: Crecimiento color azul intenso en el pico de flauta o en el agar.
v" Negativo: No se observa crecimiento ni cambio de color.
c. Hidrdlisis de Urea:Determina la capacidad de una bacteria para degradar la urea en dos
moléculas de amoniaco por accion de la enzima ureasa.
- Procedimiento: Se estria en la superficie del agar. Incubar por 18-24 horas en
atmosfera aerobia a 35-37° C.
- Resultados:
v' Positiva: Color rojo rosado intenso en el pico de flauta o todo el agar. Puede
requerir incubacion adicional hasta 6 dias.
v" Negativa: color amarillo palido en todo el tubo o en el agar.
d. Rojo de metilo: Determina la capacidad de una bacteria para producir y mantener

estables los productos acidos de la fermentacién de glucosa (pH del medio)

- Procedimiento: A partir de un medio liquido incubado por 48-72 horas, retirar 2.5 ml a
tubo estéril, y afladir 5 gotas de reactivo rojo de metilo
- Resultados:
v Positivo: viraje a color rojo (pH 4.4)
v" Negativo: color naranja (pH: 5-5.8). Si es negativo se reincuba el caldo hasta 48h y
se repite la prueba.

e. MIO: Permite evaluar la movilidad del microorganismo, la produccion de indol a partir de
triptéfano por la enzima triptofanasa, la actividad enzimética de ornitina decarboxilasa y
fermentacion de glucosa. En este Ultimo caso la acidificacion del medio, produce una
cambio en la coloracién del medio de color parpura a amarillo, este color cambiar de
acuerdo a la produccién de ornitina que produce alcalinizacion del medio.

- Procedimiento:Se debe introducir el asa por el centro hasta una profundidad de 1.5-

2.5 cm (mitad del medio). Se incuba el medio a 35-37°C por 24 a 48 horas. Primero se
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debe interpretar la prueba de movilidad, y ornitina. Luego se agregara 3 a 4 gotas de
reactivo de Kovac’s en el tubo, mover suavemente y leer para interpretar el indol.

- Resultados:
v" Moatilidad
> Positiva: los microorganismos migran de la linea de siembra y se difunden
sobre la linea de inoculacién provocando turbidez. Puede presentarse como
“vellosidades” a lo largo del trazo de siembra.
» Negativa: Crecimiento bacteriano acentuado solo en el trazo de la siembra
v"Indol
» Positivo: Formacién de un anillo rojo en la superficie del medio (la capa
alcohdlica)
» Negativo: No se produce alcohol en la capa superior, y toma el color del
reactivo empleado.
v' Ornitina:
»  Positivo: color azul parpura en el tubo que con tiene el aminoacido
»  Negativo: color amarillo

LIA: Evalla la capacidad de descarboxilacibn de aminoéacidos (lisina), formando amina.

Ademas, permite evaluar la desaminacion de la lisina y la produccién de acido sulfihidrico.

Las bacterias fermentadoras de glucosa acidifican el medio, provocando un cambio de

color de puarpura a amarillo (indicador de pH bromocresol). Este ambiente 4cido favorece

la accién de la enzima descarboxilasa que torna el medio bésico.

- Procedimiento: Introducir el asa por el centro hasta tocar el fondo del tubo, retirar por
el mismo trazo y sembrar en estria en la parte inclinada. Incubar los tubos con las
tapas flojas por 18-24 horas en atmdsfera aerobia.

- Resultados
v' Dexcarboxilacion de la lisina: se debe leer a las 24 horas (a las 10-12 horas por la

fermentacion de la glucosa, se observa el tubo amarillo)
» Positiva: Fondo y superficie (pico) son purpuras (vuelve al color original)
> Negativo: Fondo amarillo con una superficie morada o purpura (por
alcalinizacién del medio por uso de peptonas).
v' Desaminacion de la lisina:

» Positivo: superficie rojo granate y fondo amarillo, o todo el tubo color rojo

granate
» Negativo.
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v" Produccion de sulfuro de hidrégeno
» Positiva: Aparicion de precipitado negro en todo el medio o parte de él,
generalmente entre el limite del bisel y la base.
» Negativo: no se aprecia el ennegrecimiento del medio.
Se reporta para: bisel/fondo/producciéon de sulfuro de hidrégeno. Considerando

alcalino (morado) K, acido (amarillo) A, produccién o no de sulfuro de hidrégeno.

g. Prueba Fenilalanina: Determina la capacidad de un microorganismo para desaminar el
aminoécido fenilalanina en acido fenilpiravico, lo que resulta en acidez.

- Procedimiento: Se prepara el medio de acuerdo a las indicaciones del producto y se
distribuye en tubos. Se inocula el medio con 2-3 colonias, en forma de estria sobre la
superficie. Se incuba a 35-37° C en atmdsfera aerobia por 24 horas. A las 24 horas
agregar 4-5 gotas de cloruro férrico acuoso al 10%, rotar el reactivo sobre el pico de
flauta y observar el resultado luego del antes de los 5 minutos.

- Resultados:

v" Positivo: Desarrollo de color verde palido a intenso en el pico de flauta y en el
liquido sobrenadante

v Negativo: No hay cambio de color, el medio permanece amarillo (color del
reactivo)

h. Prueba B-galactosidasa-ONPG: Se utiliza para detectar a las bacterias fermentadoras de
lactosa, especialmente aquellas de fermentadoras lentas. Esta prueba demuestra la
presencia de la enzima B-galactosidasa (que fermenta la lactosa) mediante el compuesto
organico O-nitrofenil-B-D-galactopirandsido (ONPG).

- Procedimiento: A partir de un cultivo puro, hacer una suspension densa en 0.2 ml de
solucién fisiologica estéril (aproximadamente N° 2 de la escala de Mc Farland), y
agregar un disco de O.N.P.G. Incubar en atmosfera aerobia a 35-37 °C. Se puede
realizar una lectura inicial a las 4 horas, sino realizar la lectura a las 24 horas.

- Resultados:

v Positivo: el color del disco de O.N.P.G. y/o de la suspension se torna amarillo
v" Negativo: ausencia de color amarillo.

i. Oxidasa: Detecta la presencia de la citocromo oxidasa. Ante la presencia de un sistema
citocromooxidasa en la bacteria, se activa la oxidacion del citocromo, que se reduce en
agua o peréxido de hidrégeno. Esta enzima estd ligada a la produccién de catalasa

(degrada el perdxido de hidrégeno).
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- Procedimiento: Se trabaja a partir de crecimiento bacteriano en agar (agar
sangre/Miiller hinton), con la ayuda de un mondadientes o asa de platino o aluminio,
se coge la colonia a probar y se coloca sobre la zona reactiva de la tira, y frotar.

Esperar 10 a 30 segundos y comparar con la escala colorimétrica del Kkit.

- Resultado:

v Positivo: coloracién azul a violeta azulado. No leer después de 60 segundos.

v" Negativo: no hay cambio de coloracién o color rosado.

MATERIALES Y EQUIPOS NECESARIOS:
a. Medios de cultivo:

- TSI

- LIA

- MO

- Rojo de metilo

- Urea

- Citrato

Asa de platino o descartable
Estufa de 35-37°C

Cabina de Flujo Laminar

Guantes latex

-~ 0o 2 0o T

Lamina portaobjeto

Refrigeradora

s Q@

Armario para materiales e insumos

Impresora

j.  Utiles de escritorio

k.  Hipoclorito de sodio al 5%

I.  Contenedor de material contaminado

m. Equipo de proteccion personal:
- Gorro quirdrgico.
-  Gafas protectoras.
- Mascarilla simple.
- Mascarilla N95.

- Botas quirdrgicas.
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- Mandil descartable.

DEFINICIONES:

alrededor de las colonias.

transparente alrededor de las colonias.

¢ Hemodlisis alfa: Fenémenos de lisis parcial de los glébulos rojos por parte de bacterias que

se desarrollan en agares enriquecidos con sangre, que produce una coloracién verde

e Hemdlisis beta: Fendmenos de lisis completa de los glébulos rojos por parte de bacterias

que se desarrollan en agares enriquecidos con sangre, que produce un halo claro o

REGISTROS:

Se registra detras de la orden, las pruebas de identificacion que se realizan durante la lectura
(catalasa, oxidasa), y aquellas que se realizaran. Todos los resultados se escriben en la orden
(ejemplo gram) al momento de la lectura. Para el caso de enterobacterias se coloca DBQ, que

corresponde a la bateria de pruebas bioquimicas diferenciales.

RESPONSABLES:
Técnico de Laboratorio.

Bidlogo.
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FICHA DE DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO
Proceso
MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DE MICROBIOLOGIA
Identificacion Bacteriana Il
PROCEDIMIENTO: CODIGO: PR-08-MB-SPC

OBJETIVO:

Describir los procedimientos de las pruebas de identificaciéon de bacterias aerobias.

ALCANCE:

Personal que labora en el area de Microbiologia.

MARCO LEGAL:

Norma Técnica de Salud de la unidad Productora de Servicios de Patologia Clinica.

NTS N°072-MINSA/DGSP-V.01

Se presentan los procedimientos para la interpretacién de pruebas de identificacion bacteriana,

enfocandose en las bacterias aisladas con mayor frecuencia y asociadas a patologias.

IDENTIFICACION DE BACTERIAS COCOS GRAM POSITIVOS AEROBIOS

a. De acuerdo a sus caracteristicas morfolégicas.

- Morfologia macroscopica:

v' Cultivos: Cepas que crecen en Agar Sangre, Agar CLED y Agar Chocolate, y no

crecen en Agar MacConkey. Son aerobios y anaerobios facultativos y su

DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO
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Morfologia microscopica:

crecimiento 6ptimo es a 35°, pero puede crecer a 10 y 45°C.

Staphylococcus spp.: En agar sangre crecen colonias grandes (1 a 3 mm a las
24 horas), ligeramente convexas, lisas, enteras, opacas, una misma cepa puede
tener colonias de diferente tamafio. Las colonias de S. aureus presentan un
pigmento que va desde amarillo hasta naranja, y f-hemdlisis. Las colonias de S.
epidermidis son algo mas pequefias, sin pigmentos. Las colonias de S.
saprophyticus son mas grandes que S. epidermidis, lustrosas y mas convexas
que otras colonias de Staphylococcus sp. y pueden ser pigmentadas.
Streptococcus sp.: En agar sangre los grupos A, B, C, F y G son B-hemoliticos.
Colonias del grupo A tienen 0.5 mm, traslucidas o transparentes, lisas o mate,
convexas, Yy la hemodlisis es de 2 a 4 veces el didmetro de la colonia. Colonias de
grupos C y G similares, pero con halos de hemdlisis mayores. Colonias del grupo
B forman colonias mas grandes, con menor diametro y menor intensidad del halo
de hemodlisis, pudiendo no ser hemolitica. Las colonias del grupo F son mas
pequefas y forman un gran halo de hemadlisis. El grupo D son a-hemoliticos o no
hemoliticos y producen colonias de 0.5 a 1 mm, grises, lisas y con bordes
enteros y olor dulce. Las colonias de S. pneumoniae varian de acuerdo al grado
de capsulacion, presentan gran halo de a-hemolisis, ademas son mucoides,
grisaceas y pueden parecer “gotas de aceite”. Pueden colapsar y aparecer como
“ficha de dama”.

Enterococcus spp.: Colonias a-hemoliticas o no hemoliticas en agar sangre 5%,
aunque pueden haber cepas p-hemoliticas (E. durans)

Micrococcus spp.: demoran més en crecer, a las 48 horas miden de 1 a 2 mm,
marcadamente convexas de aspecto mate, con bordes enteros. Pueden producir

pigmentos

v' Streptococcus spp. : gram a partir de muestras clinicas o medios liquidos se
observa como cocos gram positivos en pares o cadenas (eslabones de pares de
células. S. viridans tiene forma alargada, y S. pneumoniae se presenta como
diplococos lanceolados, puede aparecer con un halo rosado o zona de no
coloracion (capsula).

v" Staphylococcus spp.: Cocos gram positivos en racimos.

v" Enterococcus spp.: se observan como células Unicas, en pares, o en cadenas
cortas. En el gram se ven de forma cocobacilar si se realiza a partir de colonias
de una placa de agar, y en cadenas cuando se realiza a partir de cultivo liquido.

Pagina 60 de 125
ELABORADO POR REVISADO POR APROBADO POR MODIFICACION
OFIC. DE PLANSAMIENTO Y wes.omect. v | o 2021




MANUAL DE PROCEDIMIENTOS (MAPRO) - PAT. CLIN.
ANO 2021 (

¢

b. Flujograma para identificacién de bacterias cocos gram positivas:

Procedimiento inicial para definir Género:

Se sospechara la presencia de bacteria gram positiva en caso no crezcan en medio
selectivo MacConkey, y por las caracteristicas morfolégicas de las colonias. En caso
de duda, siempre realizar una gram (existen bacilos gram negativos que no crecen en

MacConkey)

v

Staphylococcus:
Ante una prueba de Catalasa positiva, y de ser el caso, una prueba de oxidasa
negativa, se debera realizar la prueba de Coagulasa para diferenciar la especie de

Staphylococcus aislado:

Prueba de Catalasa: Diferencia bacterias de la familia Micrococacceae (géneros
Staphylococcus, Micrococcus, Planococcus y Stomacoccus), que presentan la
prueba positiva; de géneros Streptococcus spp. y Enterococcus que presentan la
prueba negativa. Considerar que el género Candida presenta esta enzima, por lo
cual la reaccion sera positiva, ademés algunas cepas de E. faecalis pueden
producir “pseudocatalasa” que produce una débil reaccién positiva.

En el caso de colonias pequefias a las 24 horas de incubacién, y ante la
sospecha de Micrococcus sp. realizar la prueba de oxidasa:

Prueba de Oxidasa: Diferencia el género Micrococcus del género
Staphylococcus, siendo esta Ultima oxidasa negativo, mientras que el primero,

oxidasa positiva.

v Prueba de Coagulasa: Es positiva para S. aureus, y se debe confirmar con la
prueba de Manitol y DNAsa (positivas para S. aureus).
En el caso de prueba de coagulasa negativa, realizar prueba de novobiocina en
caso de muestras de orina, y la prueba de Polimixina B, en caso de muestras de
liquidos estériles (LCR, Liquido articular). En caso de muestras de hemocultivos,
se emitira como S. coagulasa negativo; en caso se aisle dos cepas con perfil
antibiograma similar en un mismo paciente, se identificara con el disco de
Polimixina B; en todos los otros casos, emitir resultado como Staphylococcus
coagulasa negativo.

v" Prueba de Novobiocina: El S. saprophyticus es resistente.

v" Prueba de Polimixina B: El S. epidermidis es resistente (S. aureus también).
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Streptococcus o Enterococcus:

Ante una prueba de catalasa negativo, evaluar la hemdlisis que produce la cepa de

estudio. En el caso de a-hemdlisis 0 no hemadlisis, realizar la prueba de Bilis esculina.

En el caso de aislamientos de hemocultivos, ademas realizar la prueba de tolerancia

al cloruro de sodio.

v

Prueba de esculina en medio con bilis: Una prueba positiva correspondera a
Enterococcus sp. 0 a Streptococcus del grupo D. En el caso se muestras de
orina en las que las cepas han sido aisladas en medio especifico como CLED,
informar como Enterococcus sp.

Prueba de tolerancia al cloruro de sodio: considerar los resultados en el caso que
la prueba de bilis esculina haya resultado positiva. La prueba de tolerancia es
positiva en los Enterococcus sp. y negativa en Estreptococos del grupo D.

En el caso de hemocultivo y secreciones, ante la presencia de colonias a-
hemoliticas que pudieran corresponder a Enterococos o S. pneumoniae, de
acuerdo a la muestra clinica, primero realizar la prueba de bilis esculina, y de
acuerdo al resultado, realizar el antibiograma especifico. En caso de prueba bilis
esculina negativa, incluir el disco de optoquina en el antibiograma para
diagndstico de S. pneumoniae.

Prueba de optoquina: en caso sea sensible se considera S. pneumoniae, en
caso se resistente, se considera S. viridans.

En el caso de colonias B-hemoliticas realizar, prueba de sensibilidad a
Bacitracina paramuestras de secrecion faringea, y prueba de CAMP para
muestras de secrecién vaginal o vagino-rectal. En caso de muestras de liquidos
estériles como hemocultivos, realizar ambas pruebas, en caso resulten ambas
negativas, realizar prueba de bilis esculina para identificar posibles Enterococos
B-hemoliticos, en caso resulte negativo, informar como Streptococcus sp.

Prueba de sensibilidad a Bacitracina: en caso sea sensible, se considera S.
pyogenes.

Prueba de CAMP: en caso sea positiva, se considera S. agalactiae

IDENTIFICACION DE BACILOS GRAM NEGATIVOS NO EXIGENTES

La identificacion de bacterias gram negativas, es mas compleja y dependera del tipo de
muestra y tipo de paciente. Se debera considerar los resultados de la bateria de pruebas

diferenciales realizadas a todas las bacterias gram negativas que incluyen: TSI, LIA, MIO,
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Citrato, Urea, ONPG vy Fenilalanina. Ademas, se pueden usar pruebas complementarias como

gram y prueba de oxidasa.

a. Deacuerdo a sus caracteristicas morfolégicas
- Morfologia macroscopica:

v' Cultivos: Cepas que crecen en Agar sangre, Agar CLED, Agar chocolate, Agar
MacConkey, y agares especificos para enteropatdgenos: Salmonella/Shiguella y
Xilosa Lisina, Deoxicolato. Pueden ser aerobios estrictos, aerobios/anaerobios
facultativos, y crecen entre 35-37°C.

v' Escherichia coli: Lactosa positivas, colonias con borde entero de color fucsia
opaco de 2-3 mm de diametro, usualmente rodeadas de una zona opaca
alrededor de la colonia (bilis precipitada). Lactosa negativa: colonias incoloras
de 3-4 mm.

v" Klebsiella pneumoniae: Colonias de borde entero de color rosado - rosado
oscuro de 3-4 mm de didmetro y mucoide.

v' Enterobacter spp.: Colonias de borde entero, de color rosado de 2-4 mm de
diametro, no tan mucoides como Klebsiella spp.

v' Bacilos gram negativos no fermentadores: Colonias planas, extendidas, bordes
aserrados y tiene brillo metdlico. Produccion de pigmentos difusibles si estan
presentes y olor caracteristico. Algunas cepas de P. aeruginosa son mucoides y

no producen pigmentos, generalmente de pacientes con fibrosis quisticas.

b. Flujograma para identificacion de bacterias bacilos gram negativas:

- ldentificacion de bacterias mas frecuentemente aisladas en urocultivos:

Se evaluara la prueba de TSI, considerando la fermentacion de lactosa y glucosa, en

caso de fermentacion de ambos azucares:

v" Motilidad negativa: en caso de colonias mucoides, ornitina descarboxilasa
negativa — Klebsiella sp. En caso sea indol negativo: K. pneumoniae; En caso
sea indol positivo: K. oxytoca

v" Motilidad positiva: en caso de urea y citrato positivo — Escherichia sp. En caso
sea indol positivo: E. coli.

v" En caso no se cumplan estos supuestos, evaluar toda la bateria y tabla resumen

de pruebas bioquimicas

- Identificacion de bacterias de la Tribu Proteae
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Este grupo de bacterias son lactosa negativa, ONPG negativo y Fenilalanina

deaminasa positivo.

v

v

Si Urea positiva y SH2 positivo — Proteus sp. En caso de Indol negativo: P.
mirabilis, en caso de indol positivo: P. vulgaris

En caso de Urea positiva y SH, negativo: en caso citrato negativo: M. morganni,
en caso citrato positivo: Providencia sp.

En caso Urea negativa: Providencia sp.

Identificacién de bacilos gram negativos no fermentadores

La Identificacion de este grupo de bacterias se basa en la posibilidad de crecer en

diferentes medios, la presencia de citocromo oxidasa, y la movilidad. Se presenta la

identificacién para bacterias que crecen en medio MacConkey:

v

En el caso de cepas oxidasa negativas, movilidad negativa, que pueden ser
cocobacilos — Acinetobacter sp.

En caso de cepas oxidasa negativas, moviles — Stenotrophomonas maltophilia
En el caso de cepas oxidasa positivas fluorescentes — Pseudomonas sp. (la
identificacién a nivel de especie requiere cultivo diferenciado a 42°C)

En el caso de oxidasa positivas moviles, no fluorescentes, se deberan realizar
pruebas adicionales [ Pseudomonas sp., Burkordelia spp., Achromobacter sp. o

Alcaligenes sp.

Pruebas criticas que ayudan a identificar bacterias gram negativas:

v" Prueba de Oxidasa: El sistema de citocromooxidasa solo se encuentra en las
bacterias aerobias, algunas anaerobias facultativas, y excepcionalmente en
bacterias microaerdfilas (Vibrio fetis), pero no en bacterias anaerobias estrictas.
Se presenta un cuadro con las bacterias mas comunes y su resultado ante una
prueba de oxidasa:

OXIDASA BACTERIAS

Pseudomonas spp. Alcaligenes spp. Bordetella pertussis
Neisseria spp. Moraxella spp. Brucella spp
POEITLE Aeromonas spp. Campylobacter spp.  Plesiomonas spp.
Pasteurella spp. Vibrio spp. Branhamella catarrhalis
Pasteurella Acinetobacter spp.
Enterobacteriaceae  haemolytica tipo T Pseudomonas mallei
NEGATIVO (todos los géneros)  Bordetella Pseudomonas
parapertussis maltophilia

Anaerobios (todos)

Haemophilus spp.
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Prueba de Citrato es positivo para Enterobacter spp., Klebsiella spp., Serratia spp.,
Citrobacter spp.; y negativo para: Escherichia spp., Shigella spp., Yersinia spp.,
Salmonella typhi y Salmonella paratyphi.

Prueba de Fenilalanina: Nos ayuda a separar en el proceso de identificacién a los
géneros Proteus spp., Providencia sp. y Morganella sp. que son positivos, de los otros
géneros de enterobacterias.

ONPG: Todas las bacterias fermentadoras lentas de la lactosa son § —galactosidasas
positivas.

Urea: La presencia de ureasa es caracteristica de la tribu Proteeae (Proteus spp.,
Providencia sp. y Morganella sp.), excepto algunas especies de Providencia sp.
Helicobacter pylori y Brucella spp. también hidrolizan urea.

Tabla Resumen de pruebas bioquimicas de bacterias gram negativas

En el anexo N° 02 se presenta la tabla resumen de pruebas bioquimicas para la

identificacién de bacilos gram negativos aislados con mayor frecuencia, considerando las

pruebas disponibles en el laboratorio. En el anexo N° 03 se presenta la tabla con las

reacciones bioquimicas de bacterias gram negativas no fermentadoras.

MATERIALES Y EQUIPOS NECESARIOS:

a.

=3

-~ ® a o

J Q@

Medios de cultivo:

- TSI

- LIA

- MO

- Rojo de metilo

- Urea

- Citrato

Asa de platino o descartable
Estufa de 35-37°C

Cabina de Flujo Laminar
Guantes latex

Lamina portaobjeto
Refrigeradora

Armario para materiales e insumos

Impresora
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k. Hipoclorito de sodio al 5%

Utiles de escritorio

l. Contenedor de material contaminado

m. Equipo de proteccion personal:

- Gorro quirargico.

-  Gafas protectoras.
- Mascarilla simple.
- Mascarilla N95.

- Botas quirdrgicas.

- Mandil descartable.

DEFINICIONES:

Bacterias exigentes: Se refiere a bacterias nutricionalmente exigentes, por lo cual requieren
medios enriquecidos para su crecimiento. Incluye las bacterias: Haemophilus, Legionella,
Brucellas, Bordetella, Pasteurella, Gardnerella vaginalis.

REGISTROS:

Se registra el nombre del microorganismo identificado en la parte posterior de la orden, y se

ingresa el resultado en el sistema informatico WHONET. Luego se entrega los resultados.

RESPONSABLES:

Bidlogo.
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FICHA DE DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO
Proceso
MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DE MICROBIOLOGIA

NOMBRE DEL Diagnostico de Infecciones por FECHA: May — 2021
PROCEDIMIENTO: Micobacterias CODIGO: PR-08-MB-SPC
OBJETIVO:

Establecer el procedimiento que se debe realizar para el diagnéstico de infecciones

micobacterias en el Servicio de Patologia Clinica.

ALCANCE:

Personal que labora en el area de Baciloscopia.

MARCO LEGAL:
Norma Técnica de Salud de la unidad Productora de Servicios de Patologia Clinica.

NTS N°072-MINSA/DGSP-V.01

BIOSEGURIDAD EN EL LABORATORIO DE BACILOSCOPIA

El ingreso al Laboratorio de Baciloscopia sera restringido y solo sera accesible para el personal
autorizado.
Se debe cumplir las medidas de Bioseguridad establecidas en el Manual de Normas de

Bioseguridad (Serie de Normas Técnicas N° 18), elaborado por el Instituto Nacional de Salud.

1. Utilizar Equipo de Proteccién Personal:

- Uniforme adecuado para el Area (Scrup)

- Guantes
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- Mandilones

- Gorros

- Respirador N95

- Botas descartables

- Lentes

2. No utilizar la ropa de trabajo fuera del laboratorio. Si es reutilizable, descontaminar
antes de lavar.

No guardar la ropa de trabajo junto con la ropa de casa.

Los guantes deben cubrir completamente los pufios del Mandil6n

Los guantes deben ser usados una sola vez y desecharse

o g~ w

Para quitarse el respirador N95:

- Primero levante el elastico inferior por encima de su cabeza.

- Luego levante el elastico superior.

- Coloque el respirador en el contenedor designado para reprocesamiento o
desecho.

7. Los procedimientos deben ser realizarse cuidadosamente para minimizar la produccion

de aerosoles.

RECEPCION Y CRITERIOS DE RECHAZO DE MUESTRA

3. RECEPCION:
f.  Verificar la Solicitud para Investigacion Bacteriologica en Tuberculosis:

- Servicio de procedencia, nombre completo del paciente, edad, nimero de historia
clinica, DNI, direcciéon exacta, tipo de muestras (muestras pulmonares y extra
pulmonares) y el nimero de pre-factura del paciente.

g. Verificar que los frascos contenedores de la muestra estén correctamente rotulados

con el nombre completo del paciente.

4. RECHAZO DE MUESTRAS:
f.  En general se deben rechazar la muestra en los siguientes casos:
- No estar completos los datos en la Solicitud para Investigacién Bacterioldgica en
Tuberculosis.

-  Existan dudas sobre la identificacion de la muestra (frascos sin nombre, o con
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nombre distinto al de la orden): muestras sin rotular o mal rotulada, discordancia
entre el nombre del paciente en la orden y en la muestra

g. Para muestras de Esputo y Aspirado gastrico se debe rechazar muestras por:

-  Se observa la muestra con restos de alimentos.
- Volumen inadecuado de la muestra.

h. Antes de rechazar una muestra por problemas en la identificacion del paciente o
informacién sobre la muestra, se debe contactar con el responsable del servicio e
informar del caso, y de ser necesario, solicitar que realicen las correcciones
oportunamente.

i. Si el caso lo amerita se colocara en la orden con lapicero rojo y en letras mayuUsculas:
MUESTRA INADECUADA y en la parte posterior de la solicitud las razones de la

misma.

FASE ANALITICA DE LA BACILOSCOPIA

4. GENERALIDADES:
Se deben considerar los criterios para la obtencién de muestras Pulmonares: (Esputo,
Esputo inducido, Aspirado Bronquial, Post Aspirado Bronquial, BAL, Cepillado Bronquial) y
Extrapulmonares: (Liquidos corporales, heces, orina, aspirado gastrico, biopsias,

secreciones purulentas etc.

MUESTRAS PULMONARES

5. PROCESAMIENTO INICIAL DE LA MUESTRA:

a. Observar la cantidad, calidad de las muestras y rotulado.

b. Verificar y enumerar consecutivamente la solicitud y frasco de la muestra. Si hubiera
algun derrame de muestra en los exteriores del frasco limpiar con lejia al 3%.

c. Ingresar todos los datos de la Solicitud para Investigacion Bacteriolégica en archivo
Excel del Servicio del Area de Baciloscopia.

d. Llevar y ordenar las muestras en la cabina de bioseguridad, procesar las muestras
por series, la serie no debe ser mayor de 12 muestras.

e. Cadificacion de las laminas portaobjetos, estas deben ser nuevas.

f.  En el caso de las muestra por expectoracion.
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Preparacion del extendido:

Llevar y ordenar las muestras en la cabina de bioseguridad.

Destapar el envase de la muestra para evitar la formacion de aerosoles.

Tomar el aplicador entre el pulgar y el dedo indice la mano para homogenizar la
muestra para poder enrollar la muestra.

Precalentar las laminas en la plancha (no exceda a 20° grados).

Colocar la muestra en la ldmina portaobjetos haciendo movimientos circulares en el
centro de esta, dandole una forma oval hasta lograr un extendido homogéneo con un
tamafio 2cm de largo x 1 cm de ancho.

Desechar los aplicadores en un recipiente que contenga agua con lejia al 10%.

Poner los extendidos en la gradilla porta laminas y dejar secar a temperatura
ambiente.

No eliminar las muestras hasta realizar las lecturas de las baciloscopias.

Limpiar la cabina con gasa y alcohol de 70° grado.

Coloracién Ziehl Neelsen

Filtrar los colorantes para poder utilizarlos.

Colocar las laminas sobre las varillas de coloracion.

Cubrir la ldmina portaobjetos con Fucsina basica

Flamear con un hisopo de algoddn con alcohol hasta la emisién de vapores tres
veces sin hacer ebullir.

Dejar con la Fucsina durante 6 minutos

Lavar con agua

Cubrir con decolorante Alcohol Acido durante 3 minutos, si la muestra aun mantiene
rastros de Fucsina volver a decolorar.

Lavar con agua

Cubrir con Azul de Metileno filtrado durante 3 minutos para darle contraste

Lavar con agua y limpiar la parte posterior al extendido.

Secar a Temperatura Ambiente.

MATERIALES Y EQUIPOS NECESARIOS:

r.

Aplicadores o palitos de madera

s. Tres frascos tipo cuentagotas para los colorantes y decolorante (2 juegos).
t.  Papelfiltro.
Pagina 70 de 125
ELABORADO POR ULTIMA
REVISADO POR APROBADO POR OBIEICACTE
SERVICIO DE OFIC. DE PLANEAMIENTO Y N
PATOLOGIA CLINICA PRESUPUESTO RES. DIRECT. N° ANO 2021




MANUAL DE PROCEDIMIENTOS (MAPRO) - PAT. CLIN. ANO

1 2021
: 1.0

~
oS

cc.
dd.
ee.
ff.

99.
hh.

ii
kk.

mm.

Aceite de inmersién.

Fenol al 5%

Kit de coloracion Ziehl Neelsen
Gradilla para laminas portaobjetos
Envase para material contaminado (con lejia al 10%)
Pipetas Pasteur estériles

Papel lente

Laminas portaobjetos

Algodon

Gasa

Alcohol de 70°

Lejia

Agua destilada

Embudos

Utiles de escritorio

Archivadores

Fésforo

Centrifuga

Equipo de proteccion personal:
Gorro quirdrgico.

Gafas protectoras.

Mascarilla simple.

Mascarilla N95.

Botas quirdrgicas.

Mandil descartable.

OBSERVACION MICROSCOPICA

Enfocar la muestra en el Microscopio Binocular usando el Objetivo 100X.

Lecturar avanzando de derecha a izquierda y observar el extendido al100 % de todos

los campos.

Al concluir con la lectura, retirar la ldmina y limpiar el exceso de Aceite de Inmersién

con papel lente empapado con Alcohol Isopropilico y archivar.
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INFORME DE RESULTADOS

- NEGATIVO (-) No se encuentran BAAR EN 100 campos microscopicos observados.
- (1-9) Se observan de 1 a 9 BAAR, en 100 campos observados.

- (+) Se observan de 10 a 99 BAAR, en 100 campos observados.

- (++) Se observan de 1 a 10 BAAR, en 50 campos observados.

- (+++) Se observan de 1 a 10 BAAR, en 20 campos observados.

MUESTRAS EXTRAPULMONARES (LIQUIDOS BIOLOGICOS)

PROCESAMIENTO INICIAL DE LA MUESTRA:

a. Observar la cantidad, calidad de las muestras y rotulado.

b. Verificar y enumerar consecutivamente la solicitud y frasco de la muestra. Si hubiera
algun derrame de muestra en los exteriores del frasco limpiar con lejia al 3%.

c. Ingresar todos los datos de la Solicitud para Investigacién Bacteriol6gica en archivo
Excel del Servicio del Area de Baciloscopia.

d. Llevar y ordenar las muestras en la cabina de bioseguridad, procesar las muestras
por series, la serie no debe ser mayor de 12 muestras.

e. Caodificacion de las laminas portaobjetos, estas deben ser nuevas.

Preparacion del extendido:

- Llevar y ordenar las muestras en la cabina de bioseguridad.

- Homogenizar la muestra, colocar en el tubo de 9 ml y centrifugar los Liquidos
Corporales a 2500 R.P.M. por 5 minutos una sola vez.

- Decantar el sobrenadante en los frascos primarios de las muestras.

- Precalentar las laminas en la plancha estacionaria (no exceda a 20° grados)

- Colocar una gota de la muestra con una pipeta Pasteur descartable en la lamina
portaobjetos hasta que seque.

- Desechar las pipetas en un recipiente que contenga agua con lejia al 10%.

- Poner los extendidos en la gradilla porta laminas y dejar secar a temperatura
ambiente.

- No eliminar las muestras hasta realizar las lecturas de las baciloscopias.
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Limpiar la cabina con gasa y alcohol de 70° grado.

Coloracién Ziehl Neelsen

Filtrar los colorantes para poder utilizarlos.

Fijar las muestras con Alcohol de 96°.

Dejar que seque a Temperatura Ambiente.

Colocar las ldminas sobre las varillas de coloracién.

Cubrir la lAmina portaobjetos con Fucsina basica

Flamear con un hisopo de algoddn con alcohol hasta la emisién de vapores tres
veces sin hacer ebullir.

Dejar con la Fucsina durante 6 minutos

Lavar con agua

Cubrir con decolorante Alcohol Acido durante 3 minutos, si la muestra aun mantiene
rastros de Fucsina volver a decolorar.

Lavar con agua

Cubrir con Azul de Metileno filtrado durante 3 minutos para darle contraste

Lavar con agua y limpiar la parte posterior al extendido.

Secar a Temperatura Ambiente.

MATERIALES Y EQUIPOS NECESARIOS:

a. Aplicadores o palitos de madera
b. Tres frascos tipo cuentagotas para los colorantes y decolorante (2 juegos).
c. Papelfiltro.
d. Aceite de inmersion.
e. Fenol al 5%
f.  Kit de coloracion Ziehl Neelsen
g. Gradilla para laminas portaobjetos
h. Envase para material contaminado (con lejia al 10%)
i. Pipetas Pasteur estériles
j. Papellente
k. Laminas portaobjetos
I.  Algodén
m. Gasa
n. Alcohol de 70°
Pagina 73 de 125
ELABORADO POR REVISADO POR APROBADO POR MODIFICACION
OFIC. DE PLANSAMIENTO Y wes.omect. v | o 2021




UE. 402: HOSPITAL REGIONAL CUSCO

MANUAL DE PROCEDIMIENTOS (MAPRO) — PAT. CLIN.

ANO : 2021
VERSION : 1.0

~
oS

Lejia
Agua destilada

2 T o

Embudos

Utiles de escritorio

=

s. Archivadores
t.  Fésforo
u. Centrifuga

v. Equipo de proteccion personal:
- Gorro quirargico.
-  Gafas protectoras.
- Mascarilla simple.
- Mascarilla N95.
- Botas quirdrgicas.

- Mandil descartable.

OBSERVACION MICROSCOPICA

- Enfocar la muestra en el Microscopio Binocular usando el Objetivo 100X.

- Lecturar avanzando de derecha a izquierda y observar el extendido al100 % de todos

los campos.

- Al concluir con la lectura, retirar la lamina y limpiar el exceso de Aceite de Inmersion

con papel lente empapado con Alcohol Isopropilico y archivar.

INFORME DE RESULTADOS

- NEGATIVO (-) No se encuentran BAAR EN 100 campos microscopicos observados.

- (1-9) Se observan de 1 a 9 BAAR, en 100 campos observados.

- (+) Se observan de 10 a 99 BAAR, en 100 campos observados.

- (++) Se observan de 1 a 10 BAAR, en 50 campos observados.

- (+++) Se observan de 1 a 10 BAAR, en 20 campos observados.
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MUESTRAS EXTRAPULMONARES (ORINA SIMPLE, ORINA DE 12 Y 24 HORAS)

1. PROCESAMIENTO INICIAL DE LA MUESTRA:

a. Observar la cantidad, calidad de las muestras y rotulado.

b. Verificar y enumerar consecutivamente la solicitud y frasco de la muestra. Si hubiera
algun derrame de muestra en los exteriores del frasco limpiar con lejia al 3%.

c. Ingresar todos los datos de la Solicitud para Investigacién Bacteriolégica en archivo
Excel del Servicio del Area de Baciloscopia.

d. Llevar y ordenar las muestras en la cabina de bioseguridad, procesar las muestras
por series, la serie no debe ser mayor de 12 muestras.

e. Caodificacion de las laminas portaobjetos, estas deben ser nuevas.

Preparacion del extendido:

Llevar y ordenar las muestras en la cabina de bioseguridad.

Homogenizar la muestra de Orina, colocar la muestra en un tubo de 9 ml y centrifugar

a 2500 R.P.M. por 5 minutos minimo 3 veces o hasta obtener una buena cantidad de

sedimento.

- Precalentar las laminas en la plancha estacionaria (no exceda a 20° grados)

-  Colocar una gota de la muestra con una pipeta Pasteur descartable en la lamina
portaobjetos hasta que seque.

- Desechar las pipetas en un recipiente que contenga agua con lejia al 10%.

- Poner los extendidos en la gradilla porta ldminas y dejar secar a temperatura
ambiente.

- No eliminar las muestras hasta realizar las lecturas de las baciloscopias.

- Limpiar la cabina con gasa y alcohol de 70° grado.

Coloracién Ziehl Neelsen

- Filtrar los colorantes para poder utilizarlos.

- Fijar las muestras con Alcohol de 96°.

- Dejar que seque a Temperatura Ambiente.

- Colocar las laminas sobre las varillas de coloracion.
- Cubrir la lamina portaobjetos con Fucsina béasica

- Flamear con un hisopo de algodén con alcohol hasta la emision de vapores tres
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veces sin hacer ebullir.

Dejar con la Fucsina durante 6 minutos

Lavar con agua

Cubrir con decolorante Alcohol Acido durante 3 minutos, si la muestra aun mantiene
rastros de Fucsina volver a decolorar.

Lavar con agua

Cubrir con Azul de Metileno filtrado durante 3 minutos para darle contraste

Lavar con agua y limpiar la parte posterior al extendido.

Secar a Temperatura Ambiente.

MATERIALES Y EQUIPOS NECESARIOS:

o Q@

>

£ T ©°

-

-~ o o o o

Aplicadores o palitos de madera
Tres frascos tipo cuentagotas para los colorantes y decolorante (2 juegos).
Papel filtro.

Aceite de inmersion.

Fenol al 5%

Kit de coloracién Ziehl Neelsen
Gradilla para laminas portaobjetos
Envase para material contaminado (con lejia al 10%)
Pipetas Pasteur estériles

Papel lente

Laminas portaobjetos

Algodoén

Gasa

Alcohol de 70°

Lejia

Agua destilada

Embudos

Utiles de escritorio

Archivadores

Fésforo

Centrifuga

Equipo de proteccion personal:

- Gorro quirlrgico.
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- Gafas protectoras.
- Mascarilla simple.
- Mascarilla N95.

- Botas quirdrgicas.

- Mandil descartable.

OBSERVACION MICROSCOPICA

- Enfocar la muestra en el Microscopio Binocular usando el Objetivo 100X.

- Lecturar avanzando de derecha a izquierda y observar el extendido al 100 % de todos los
campos.

- Al concluir con la lectura retirar la lamina y limpiar el exceso de Aceite de Inmersién con

papel lente empapado con Alcohol Isopropilico y archivar.

INFORME DE RESULTADOS

- NEGATIVO (-) No se encuentran BAAR EN 100 campos microscopicos observados.
- (1-9) Se observan de 1 a 9 BAAR, en 100 campos observados.

- (+) Se observan de 10 a 99 BAAR, en 100 campos observados.

- (++) Se observan de 1 a 10 BAAR, en 50 campos observados.

- (+++) Se observan de 1 a 10 BAAR, en 20 campos observados.

MUESTRAS EXTRAPULMONARES (HECES)

1. PROCESAMIENTO INICIAL DE LA MUESTRA:

a. Observar la cantidad, calidad de las muestras y rotulado.

b. Verificar y enumerar consecutivamente la solicitud y frasco de la muestra. Si hubiera
algun derrame de muestra en los exteriores del frasco limpiar con lejia al 3%.

c. Ingresar todos los datos de la Solicitud para Investigacion Bacteriolégica en archivo
Excel del Servicio del Area de Baciloscopia.

d. Llevar y ordenar las muestras en la cabina de bioseguridad, procesar las muestras
por series, la serie no debe ser mayor de 12 muestras.

e. Cadificacion de las laminas portaobjetos, estas deben ser nuevas.
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Preparacion del extendido:

Llevar y ordenar las muestras en la cabina de bioseguridad.

Precalentar las laminas en la plancha (no exceda a 20° grados)

Destapar el envase de la muestra para evitar la formacion de aerosoles.

Diluir la muestra con Suero Fisiolégico

Tomar el aplicador entre el pulgar y el dedo indice la mano para homogenizar la
muestra.

Colocar la muestra en la lamina portaobjetos haciendo movimientos circulares en el
centro de esta, dandole una forma oval hasta lograr un extendido homogéneo con un
tamafo 2cm de largo x 1 cm de ancho.

Desechar los aplicadores en un recipiente que contenga agua con lejia al 10%.

Poner los extendidos en la gradilla porta laminas y dejar secar a temperatura
ambiente.

No eliminar las muestras hasta realizar las lecturas de las baciloscopias.

Limpiar la cabina con gasa y alcohol de 70° grados.

Coloracién Ziehl Neelsen

Filtrar los colorantes para poder utilizarlos.

Colocar las laminas sobre las varillas de coloracion.

Cubrir la ldmina portaobjetos con Fucsina basica

Flamear con un hisopo de algoddn con alcohol hasta la emisién de vapores tres
veces sin hacer ebullir.

Dejar con la Fucsina durante 6 minutos

Lavar con agua

Cubrir con decolorante Alcohol Acido durante 3 minutos, si la muestra aun mantiene
rastros de Fucsina volver a decolorar.

Lavar con agua

Cubrir con Azul de Metileno filtrado durante 3 minutos para darle contraste

Lavar con agua y limpiar la parte posterior al extendido.

Secar a Temperatura Ambiente.

MATERIALES Y EQUIPOS NECESARIOS:

a. Aplicadores o palitos de madera
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Papel filtro.
Aceite de inmersion.
Fenol al 5%

Kit de coloracion Ziehl Neelsen

-~ o 2 0o T

Gradilla para laminas portaobjetos

2 @

Pipetas Pasteur estériles
j.  Papellente

k. Laminas portaobjetos

Algodon

Gasa

Alcohol de 70°
Lejia

Agua destilada

£ T o 5 3

Embudos

Utiles de escritorio

-

s. Archivadores
t.  Fosforo
u. Centrifuga

v. Equipo de proteccion personal:
- Gorro quirargico.
-  Gafas protectoras.
- Mascarilla simple.
- Mascarilla N95.
- Botas quirlrgicas.

- Mandil descartable.

Tres frascos tipo cuentagotas para los colorantes y decolorante (2 juegos).

Envase para material contaminado (con lejia al 10%)

OBSERVACION MICROSCOPICA

- Enfocar la muestra en el Microscopio Binocular usando el Objetivo 100X.

- Lecturar avanzando de derecha a izquierda y observar el extendido al100 % de todos

los campos.
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Al concluir con la lectura retirar la lamina y limpiar el exceso de Aceite de Inmersién con

papel lente empapado con Alcohol Isopropilico y archivar.

INFOME DE RESULTADOS

- NEGATIVO (-) No se encuentran BAAR EN 100 campos microscépicos observados.

- (1-9) Se observan de 1 a 9 BAAR, en 100 campos observados.

- (+) Se observan de 10 a 99 BAAR, en 100 campos observados.

- (++) Se observan de 1 a 10 BAAR, en 50 campos observados.

- (+++) Se observan de 1 a 10 BAAR, en 20 campos observados.

MUESTRAS EXTRAPULMONARES (HECES)

PROCESAMIENTO INICIAL DE LA MUESTRA:

a. Observar la cantidad, calidad de las muestras y rotulado.

b. Verificar y enumerar consecutivamente la solicitud y frasco de la muestra. Si hubiera
algun derrame de muestra en los exteriores del frasco limpiar con lejia al 3%.

c. Ingresar todos los datos de la Solicitud para Investigacién Bacterioloégica en archivo

Excel del Servicio del Area de Baciloscopia.

d. Llevar y ordenar las muestras en la cabina de bioseguridad, procesar las muestras

por series, la serie no debe ser mayor de 12 muestras.

e. Cadificacion de las laminas portaobjetos, estas deben ser nuevas.

f.  En el caso de que las muestras sean muy liquidas se debe centrifugar a 2500 R.P.M.

por 5 minutos, decantar el sobrenadante en su frasco primario y trabajar con el

sedimento flemoso.

Preparacion del extendido:

- Llevar y ordenar las muestras en la cabina de bioseguridad.

- Caodificar las laminas portaobjetos

- Destapar el envase de la muestra para evitar la formacion de aerosoles

- Tomar el aplicador entre el pulgar y el dedo indice la mano para homogenizar la

muestra para poder enrollar la muestra.
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- Precalentar las laminas en la plancha (no exceda a 20° grados)

- Colocar la muestra en la lamina portaobjetos haciendo movimientos circulares en el
centro de esta, dandole una forma oval hasta lograr un extendido homogéneo con un
tamafio 2cm de largo x 1 cm de ancho.

- Desechar los aplicadores en un recipiente que contenga agua con lejia al 10%.

- Poner los extendidos en la gradilla porta laminas y dejar secar a temperatura
ambiente.

- No eliminar las muestras hasta realizar las lecturas de las baciloscopias.

- Limpiar la cabina con gasa y alcohol de 70° grados.

Coloracién Ziehl Neelsen

- Filtrar los colorantes para poder utilizarlos.

- Colocar las laminas sobre las varillas de coloracion.

- Cubrir la ldmina portaobjetos con Fucsina basica

- Flamear con un hisopo de algodén con alcohol hasta la emision de vapores tres
veces sin hacer ebullir.

- Dejar con la Fucsina durante 6 minutos

- Lavar con agua

- Cubrir con decolorante Alcohol Acido durante 3 minutos, si la muestra aun mantiene
rastros de Fucsina volver a decolorar.

- Lavar con agua

- Cubrir con Azul de Metileno filtrado durante 3 minutos para darle contraste

- Lavar con aguay limpiar la parte posterior al extendido.

- Secar a Temperatura Ambiente.

MATERIALES Y EQUIPOS NECESARIOS:

a. Aplicadores o palitos de madera

b. Tres frascos tipo cuentagotas para los colorantes y decolorante (2 juegos).

c. Papelfiltro.

d. Aceite de inmersion.

e. Fenol al 5%

f.  Kit de coloracién Ziehl Neelsen

g. Gradilla para laminas portaobjetos

h. Envase para material contaminado (con lejia al 10%)
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i. Pipetas Pasteur estériles
j- Papel lente

k. Laminas portaobjetos

[.  Algodon

m. Gasa

n. Alcohol de 70°
0. Lejia

p. Agua destilada
g. Embudos

Utiles de escritorio

-

s. Archivadores
t. Fésforo
u. Centrifuga

v. Equipo de proteccién personal:
- Gorro quirargico.
-  Gafas protectoras.
- Mascarilla simple.
- Mascarilla N95.
- Botas quirlrgicas.

- Mandil descartable.

OBSERVACION MICROSCOPICA

Enfocar la muestra en el Microscopio Binocular usando el Objetivo 100X.

Lecturar avanzando de derecha a izquierda y observar el extendido al100 % de todos los

campos.

Al concluir con la lectura retirar la lamina y limpiar el exceso de Aceite de Inmersion con

papel lente empapado con Alcohol Isopropilico y archivar.

INFORME DE RESULTADOS

NEGATIVO (-) No se encuentran BAAR EN 100 campos microscopicos observados.

(1-9) Se observan de 1 a 9 BAAR, en 100 campos observados.

(+) Se observan de 10 a 99 BAAR, en 100 campos observados.
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- (++) Se observan de 1 a 10 BAAR, en 50 campos observados.

- (+++) Se observan de 1 a 10 BAAR, en 20 campos observados.

MUESTRAS EXTRAPULMONARES (BIOPSIAS)

1. PROCESAMIENTO INICIAL DE LA MUESTRA:

a. Observar la cantidad, calidad de las muestras y rotulado.

b. Verificar y enumerar consecutivamente la solicitud y frasco de la muestra. Si hubiera
algun derrame de muestra en los exteriores del frasco limpiar con lejia al 3%.

c. Ingresar todos los datos de la Solicitud para Investigacion Bacterioldgica en archivo
Excel del Servicio del Area de Baciloscopia.

d. Llevar y ordenar las muestras en la cabina de bioseguridad, procesar las muestras
por series, la serie no debe ser mayor de 12 muestras.

e. Coadificacién de las lAminas portaobjetos, estas deben ser nuevas.

f.  Triturar las muestras en un mortero.

Preparacion del extendido:

- Llevar y ordenar las muestras en la cabina de bioseguridad.

- Precalentar las ldminas en la plancha (no exceda a 20° grados)

- Destapar el envase de las muestras para evitar la formacion de aerosoles.

- Colocar la muestra en la ldmina portaobjetos haciendo movimientos circulares en el
centro de esta, dandole una forma oval hasta lograr un extendido homogéneo con un
tamafio 2cm de largo x 1 cm de ancho.

- Desechar los aplicadores en un recipiente que contenga agua con lejia al 10%.

- Poner los extendidos en la gradilla porta laminas y dejar secar a temperatura
ambiente.

- No eliminar las muestras hasta realizar las lecturas de las baciloscopias.

- Limpiar la cabina con gasa y alcohol de 70° grados.

Coloracién Ziehl Neelsen
- Filtrar los colorantes para poder utilizarlos.

- Colocar las laminas sobre las varillas de coloracion.
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- Cubrir la lamina portaobjetos con Fucsina basica

- Flamear con un hisopo de algodén con alcohol hasta la emisién de vapores tres
veces sin hacer ebullir.

- Dejar con la Fucsina durante 6 minutos

- Lavar con agua

- Cubrir con decolorante Alcohol Acido durante 3 minutos, si la muestra aun mantiene
rastros de Fucsina volver a decolorar.

- Lavar con agua

- Cubrir con Azul de Metileno filtrado durante 3 minutos para darle contraste

- Lavar con aguay limpiar la parte posterior al extendido.

- Secar a Temperatura Ambiente.

2. MATERIALES Y EQUIPOS NECESARIOS:
Aplicadores o palitos de madera

Tres frascos tipo cuentagotas para los colorantes y decolorante (2 juegos).

a
b

c. Papelfiltro.
d. Aceite de inmersion.

e. Fenol al 5%

f.  Kit de coloracion Ziehl Neelsen

Gradilla para laminas portaobjetos

= @

Envase para material contaminado (con lejia al 10%)

Pipetas Pasteur estériles
j.  Papellente

k. Laminas portaobjetos

. Algodén

m. Gasa

n. Alcohol de 70°
0. Lejia

p. Agua destilada
g. Embudos

Utiles de escritorio

-

s. Archivadores
t.  Fosforo

u. Centrifuga
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v. Equipo de proteccion personal:
- Gorro quirdrgico.
-  Gafas protectoras.
- Mascarilla simple.
- Mascarilla N95.
- Botas quirdrgicas.

- Mandil descartable.

OBSERVACION MICROSCOPICA

Enfocar la muestra en el Microscopio Binocular usando el Objetivo 100X.

Lecturar avanzando de derecha a izquierda y observar el extendido al100 % de todos los

campos.

Al concluir con la lectura retirar la lamina y limpiar el exceso de Aceite de Inmersién con

papel lente empapado con Alcohol Isopropilico y archivar.

INFORME DE RESULTADOS

NEGATIVO (-) No se encuentran BAAR EN 100 campos microscépicos observados.

(1-9) Se observan de 1 a 9 BAAR, en 100 campos observados.

(+) Se observan de 10 a 99 BAAR, en 100 campos observados.

(++) Se observan de 1 a 10 BAAR, en 50 campos observados.

(+++) Se observan de 1 a 10 BAAR, en 20 campos observados.
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FASE ANALITICA DEL CULTIVO CONVENCIONAL

GENERALIDADES.

Seleccionar las muestras segun criterios establecidos:

a.

Todas las muestras extrapulmonares (Liquidos corporales, heces, orina, aspirado

gastrico, biopsias, secreciones purulentas etc.)

Pacientes con tratamiento anterior o multitratado: Fracaso al Esquema | (cultivo
de BK del cuarto mes de tratamiento es positivo o persistencia de BK positiva al
terminar), Recaida a Esquema | o Il, Abandono recuperado Esquema I, Fracaso
al Esquema Il (cultivo de BK del cuarto mes de tratamiento es positivo 0
persistencia de BK positivo al terminar).Con antecedente de abandono de
Esquema ll.

Pacientes menores de 15 afios.

Paciente Sintomaticos Respiratorios con dos BK negativas

Muestras de pacientes con comorbilidad: Pacientes con HIV (+), Diabéticos,
Oncoldégicos, Asméticos, Enfermedades auto inmunes, EPOC.

Pacientes con otras condiciones de inmunosupresion o tratamiento crénico con
corticoides.

Paciente con baciloscopia positiva.

Muestras representativas: purulenta, mucopurulenta, hemoptoica.

Muestras de pacientes en hacinamiento: Centros penitenciarios, asilos,
albergues,

Paciente con controles de tratamiento 1° Mes, 2° Mes etc.

Personal de Salud.

Muestras de pacientes procedentes de Ciudades endémicas TB-MDR: La

Convencion, Apurimac, Madre de Dios, Lima, Callao etc.

PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA

Las muestras deben ser procesadas inmediatamente especialmente las extrapulmonares

de no ser asi deben ser conservadas de 2°-8°C.en refrigeracion.

- En la cabina de bioseguridad Colocar las muestras numeradas en orden creciente

sobre la mesa de trabajo, poner en una gradilla igual cantidad de tubos estériles

numerados con la misma secuencia de las muestras.
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- Trasvasar en cada tubo 1ml. de muestra de esputo

centrifugadas emplear todo el sedimento.

- Agregar 4ml. de solucién estéril de hidroxido de sodio (NaOH) al 4 %.

- Llevar a homogenizacion en el agitador espiral (Vortex)

- Dejar a 37°C por 20 minutos en incubadora.

- Retirar los tubos de la incubadora, homogenizar la muestra con una pipeta e inocular
0.15 ml. (por tubo) en 2 tubos de medio Ogawa, y bafiar toda la superficie del medio.

- Colocar los tubos en una bandeja de fondo inclinado, e incubar a 37°C.

- Después de 48 horas revisar los tubos y ajustar las tapas, ademas de verificar si algun

tubo esta contaminado, alcalinizado (color .blanco amarillento) o acidificado (color azul

oscuro) por mala neutralizacion de la muestra.

- El desarrollo de colonias antes de 48 horas es indicativo de contaminacién, algunas

veces el medio se licua por accién de gérmenes proteoliticos.

- Revisiones posteriores se realizaran durante la incubacion, a los 7, 15, 30 y 60 dias.

y en caso de muestras

CULTIVO DE MUESTRAS PULMONARES Y EXTRAPULMONARES

PROCESAMIENTO INICIAL DE LA MUESTRA:

a. Las muestras deben ser procesadas inmediatamente especialmente las
extrapulmonares de no ser asi deben ser conservadas de 2°-8°C en refrigeracion.

b. En la cabina de bioseguridad colocar las muestras numeradas en orden creciente
sobre la mesa de trabajo, poner en una gradilla igual cantidad de tubos estériles
numerados con la misma secuencia de las muestras.

c. Trasvasar en cada tubo 1ml. de muestra de esputo y en caso de muestras
centrifugadas emplear todo el sedimento.

d. Agregar 4ml. de solucién estéril de hidréxido de sodio (NaOH) al 4 %.

e. Homogenizar las muestras manualmente o en el agitador espiral (Vortex)

f.  Dejar a 37°C por 20 minutos en incubadora.

g. Retirar los tubos de la incubadora

h. Homogenizar la muestra con la pipeta Pasteur estéril e inocular 0.15 ml. (por tubo)
haciendo que el liquido cubra por completo la superficie del medio

i.  Se debe cultivar 2 tubos por muestra.

j-  En el caso de muestras extrapulmonares asépticas (LCR) deben ser cultivadas de
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manera directa en un tubo y el otro con descontaminacién previa centrifugacion.

k. En el caso de la orina debe ser centrifugada previamente a 2500 RPM x 5 min. Y

trabajar con el sedimento.

MATERIALES Y EQUIPOS NECESARIOS:

Aplicadores o palitos de madera

Papel filtro.
Aceite de inmersion.
Fenol al 5%

Kit de coloracion Ziehl Neelsen

-~ ® o o T ®

Gradilla para laminas portaobjetos

o Q@

Pipetas Pasteur estériles

Papel lente

[u—

k. Laminas portaobjetos

Algodoén

Gasa

Alcohol de 70°
Lejia

Agua destilada

£ T o 5 3

Embudos

Utiles de escritorio

-

s. Archivadores
t.  Fosforo
u. Centrifuga

v. Equipo de proteccion personal:
- Gorro quirlrgico.
- Gafas protectoras.
- Mascarilla simple.
- Mascarilla N95.
- Botas quirlrgicas.

- Mandil descartable.

Tres frascos tipo cuentagotas para los colorantes y decolorante (2 juegos).

Envase para material contaminado (con lejia al 10%)
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INCUBACION

- Colocar los tubos en una bandeja de fondo inclinado, e incubar a 37°C.

- No ajustar completamente las tapas de los tubos con medio de cultivo recién inoculados a
fin de lograr que la parte liquida de la siembra se evapore dentro de 48 a 72 horas de
incubacion.

- Después de 48 horas revisar los tubos y verificar si algin tubo esta contaminado,
alcalinizado (color. blanco amarillento) o acidificado (color azul oscuro) por mala

neutralizaciéon de la muestra.

LECTURAS

- La primera lectura de los cultivos se realiza a los 7 dias, para evidenciar algun tipo de
crecimiento rapido. El desarrollo de colonias de algunas micobacterias de crecimiento
rapido.

- Las lecturas de los cultivos se realizaran a los 7 dias, 15 dias, 30 dias y 60 dias, para ir
registrando los cultivos positivos y los negativos seguir su incubacion.

- El desarrollo de Mycobacterium tuberculosis generalmente aparece luego de 2 a 3
semanas.

- Las colonias tipicas son de color crema, secas, rugosas de aspecto de coliflor y de borde
irregular.

- Si no se observan colonias en el tiempo antes mencionado se deja los cultivos hasta las 8

semanas, antes de proceder a informar el resultado como negativo.

INFORME DE RESULTADOS DE CULTIVO

RESULTADOS DEL CULTIVO INFORME DE CULTIVO
NEGATIVO (-) No se observan Colonias
N°...Numero total de colonias Si hay menos de 20 Colonias
(+) De 20 a 100 colonias
(++) Colonias separadas mas de 100.
(+++) Colonias confluentes (se observa desarrollo

en toda la superficie del medio).
CONTAMINADO

Pagina 89 de 125

ELABORADO POR REVISADO POR APROBADO POR LI
MODIFICACION
SERVICIO DE OFIC. DE PLANEAMIENTO Y ,
PATOLOGIA CLINICA PRESUPUESTO RES. DIRECT. N° ANO 2021




MANUAL DE PROCEDIMIENTOS (MAPRO) - PAT. CLIN.
UE. 402: HOSPITAL REGIONAL CUSCO

ANO

2021

VERSION : 1.0

~
oS

e Se debe realizar frotis y coloracién Ziehl-Neelsen de las colonias que no tienen

morfologia tipica. De observarse B.A.A.R., se enviara el cultivo para su tipificacién al

Instituto Nacional de Salud.

MANEJO DE MUESTRAS

Las muestras para el diagndstico de Tuberculosis que son remitidas al Laboratorio Referencial

de la siguiente forma:

TRANSPORT
PRUEBA MUESTRA CARACTERISTICAS E DE LABOI%ATOR El,)\:ﬁsE%EA
MUESTRAS
Muestras
pulmonares:
Esputo, Muestra fresca de Laboratorio Todos los
MODS Aspirado paciente; nuevos solo Conservacio Regional de | dias excepto
bronquial, Post | con baciloscopia nde2a8°C Arequina Viernes
Aspirado positiva. quip
Bronquial,
BAL)
Muestras Muestra fresca
Extrapulmona | obtenida dentro de las . Solo dias
e ) .. | Instituto <
BACTEC rgs.'L_lqwdos 24 horas sin Conservacio Nacional de Miércoles
biolégicos. preservante. Con nde2a8°C Salud hasta las
Excepto orina | baciloscopia Positiva 10:00 a.m.
y heces o Negativa.
Muestra fresca de
pacientes antes
GENOTYP Muestra . tratados o0 recaidas, Conservacié Insti_tuto Tpdos los
E pulmonar: pacientes con nde2a8°C Nacional de dl_as excepto
Esputo comorbilidad, personal Salud Viernes
de salud solo con
baciloscopia positiva.
Cepas con crecimiento Instituto
SENSIBILI mayor a 10 Colonias no | Conservacio ional d Todos los
DAD CEPAS menor a 30 dias ni nde2a8°C Nacional de dias
. Salud
mayor a 60 dias.

NOTA: Cualquier caso especial debe ser coordinado con el personal responsable del area de

Microbiologia del Laboratorio Referencial Cusco.

DEFINICIONES

e BAAR: Béacilos acido alcohol resistentes.
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e Coloracién de Ziehl Neelsen (ZN):método de coloracién con fucsina de Ziehl calentada
hasta la emanacién de vapores, decoloracién con alcohol acido y luego contraste con azul
de metileno. Los BAAR aparecen fucsias en un fondo azul.

e TB MDR: tuberculosis multidrogorresistente.

REGISTROS:

Se registra la orden de solicitud del procedimiento, en el sistema Excel, especificando datos del
paciente y localizacién del mismo, y datos de la muestra.

Al finalizar el procedimiento, se ingresa el resultado en el sistema Excel, y se entrega los

resultados en fisico a la Estrategia de Tuberculosis.

ANEXOS:
1. Organizacién Panamericana de la Salud (OPS). Manual para el Diagnostico Bacteriolégico
de la Tuberculosis Parte 1y 2 /Normas y Guia Técnica 2008.
2. Instituto Nacional de Salud (INS). Manual de Normas y Procedimientos en Bacteriologia de
Tuberculosis 1995.
3. Norma Técnica de Salud para la Atencion Integral de las Personas Afectadas por
Tuberculosis 2018.
4. Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Manual de Bioseguridad en el Laboratorio de
Tuberculosis 2013.

RESPONSABLES:
Técnico de Laboratorio.
Biologo.

Médico Patologo.

Pagina 91 de 125

ELABORADO POR REVISADO POR APROBADO POR LI
MODIFICACION
SERVICIO DE OFIC. DE PLANEAMIENTO Y ,
PATOLOGIA CLINICA PRESUPUESTO RES. DIRECT. N° ANO 2021




MANUAL DE PROCEDIMIENTOS (MAPRO) - PAT. CLIN. N ’
ANO ;2021 fo
FICHA DE DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO
Proceso
MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DE MICROBIOLOGIA

NOMBRE DEL Procedimiento de Limpieza y FECHA: May —2021
PROCEDIMIENTO: Desinfeccidn de superficies CODIGO: PR-09-MB-SPC
OBJETIVO:

Establecer el procedimiento para el aseo, limpieza y desinfeccion de las superficies de trabajo

del 4rea de Microbiologia.

ALCANCE:

Personal que labora en el area de Microbiologia.

MARCO LEGAL:

Norma Técnica de Salud de la unidad Productora de Servicios de Patologia Clinica.

NTS N°072-MINSA/DGSP-V.01

Guia técnica de procedimientos de limpieza y desinfeccion de ambientes en los
establecimientos de salud y servicios médicos de apoyo, aprobado con R.M. N°372-
2011/MINSA.

MATERIALES Y EQUIPOS

- Hipoclorito de sodio al 5%.
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-  Detergente no idnico.

- Papel toalla.

Equipo de proteccion personal:

- Gorro quirdrgico.

- Gafas protectoras.
- Mascarilla simple.
- Mascarilla N95.

- Mandil descartable.

DESCRIPCION DE PROCEDIMIENTOS

Antes de iniciar sus actividades en el area, el personal de Bioquimica debe limpiar y desinfectar

su mesa de trabajo. Para ello, existen 3 opciones de desinfectantes de superficies inertes

adecuados:

Opcién 1 - Hipoclorito de Sodio al 0,1 %

El Hipoclorito de Sodio (lejia), viene comercialmente al 5 %.

Preparacion: Medir 20 ml (cuatro cucharaditas de 5 ml cada una) de lejia al 5 % ; y enrasar a 1
L de agua.Hacer la dilucion en un lugar ventilado.Tomar la precaucion de no inhalar la
solucién.Nunca se debe mezclar cloro con amoniaco ni con otros productos de limpieza.Dado

gue la concentracion de 0,1 % de hipoclorito de sodio es alta para tener contacto directo con la

piel, se debe utilizar guantes para aplicarla.

Opcién 2 - Solucion de alcohol al 70 %
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Preparacion: Medir 70 ml de alcohol al 96 %,; y diluir en agua destilada o agua hervida fria,
completar a 100 ml.Hacer la dilucién en un lugar ventilado.Tomar la precaucion de no inhalar la

solucion.

Opcién 3 - Perdxido de hidrégeno (agua oxigenada a concentracion de 0,5 % de per6xido

de hidrogeno)

El agua oxigenada viene comercialmente a una concentracion de 3% de peréxido de

hidrégeno.

Preparacion:Medir 17 ml de Agua oxigenada al 3 % ; y diluir en agua destilada o agua hervida
fria, completar a 100 ml de agua. Hacer la dilucion en un lugar ventilado. Tomar la precaucion
de no inhalar la solucién.

PROCEDIMIENTO

Las superficies inertes importantes a desinfectar con solucién dehipoclorito al 0,1 % o alcohol al
70 % o peroxido al 0,5 % aplicandopreferentemente a través de un pafio humedo por frotacién

son:

- Superficie de mesas de trabajo.
- Superficie de lavadero del area.
- Manijas de las puertas.

- Interruptores de luz.

- Teclados.

La desinfeccion debe ser frecuente:

- Aplicarse con guantes si se usan guantes reutilizables, esos guantes deben estar

dedicados a la limpieza y desinfeccién de superficies y no deben usarse para otros fines; y

- Lavarse las manos luego de retirarse los guantes.
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DEFINICIONES:

e Desinfeccidon:Reduccion por medio de agentes quimicos y/o métodos fisicos del

namerode microorganismos presentes en una superficie o en el ambiente, hasta unnivel

que no ponga en riesgo la salud.

e Limpieza:Eliminacion de suciedad e impurezas de las superficies utilizando agua yjabén o

detergente.

e Microorganismos: Organismos microscOpicos como bacterias, mohos,virus y parasitos

que pueden encontrarse en superficiesvivas e inertes.

e Superficies inertes: Aquellas como los utensilios, mesas, pisos, pasamanos, y todo

objeto inerteque puede contener microrganismos en su superficie.

REGISTROS:

No aplica.

ANEXOS:

No aplica.

RESPONSABLES:

- Técnico / Técnico de Laboratorio

- Tecndlogo Medico.

Pagina 95 de 125

ELABORADO POR REVISADO POR APROBADO POR LI
MODIFICACION
SERVICIO DE OFIC. DE PLANEAMIENTO Y RES. DIRECT. No ARG 2021

PATOLOGIA CLINICA PRESUPUESTO




MANUAL DE PROCEDIMIENTOS (MAPRO) - PAT. CLIN.
UE. 402: HOSPITAL REGIONAL CUSCO

ANO : 2021
VERSION : 1.0

~
oS

Proceso

MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DE MICROBIOLOGIA

FECHA: May — 2021
TITULO: UROCULTIVO Y ANTIBIOGRAMA
CODIGO: 87087

OBJETIVO Determinar el procedimiento a seguir para el procesamiento del urocultivo.
RESPONSABLE | Biélogo.
MUESTRA Orina.

- Centrifuga.
EQUIPOS _ _

- Microscopio.
NECESARIOS

- Estufa de laboratorio de 35 — 37°C

- Asa calibrada de 1uL
MATERIALES - Medios de cultivo (agar sangre, Agar Mac Conkey, Agar CLED)

- Discos de antibidticos.
METODOLOGIA | Siembra: Dispersion y agotamiento, Puncion y estria, Tapizado.

PROCEDIMIENTOS

a. El procedimiento se realiza en Cabina de flujo laminar.

En caso el procedimiento vaya a retrasarse mas de una hora, debera guardar la muestra

PROCEDIMIENTO PARA CULTIVO

en la refrigeradora a 4°C.

c. Las placas deben estar a temperatura ambiente. Rotular las placas con el nimero de
muestra y fecha.

d. Colocar el frasco y placas en la cabina de flujo laminar

e. Homogenizar la orina, moviendo suavemente el frasco de muestra.
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f.  Abrir el frasco de orina en la cabina de flujo laminar, introducir el asa estéril de 0.01 mL
descartable, en forma vertical, inmediatamente por debajo de la superficie liquida del
envase, y retirar el asa de la misma forma.

g. Inocular todo el volumen en el centro de la placa de CLED, a partir del cual se extiende la
muestra, hacia delante y hacia atras. Luego, el inoculo se disemina uniformemente con
trazos perpendiculares a la siembra inicial en toda la placa

h. Introducir nuevamente el asa, y sembrar en placa MacConkey, en media placa,
descargando en la parte superior, y luego estriando, hasta la parte inferior.

i.  Cerrar las placas y colocarlas con la tapa que tiene el medio hacia arriba.

j.  Tapar el frasco de la muestra.

k. Incubar todas las placas a 35-37°C en condiciones aerébicas por 24 horas.

LECTURA DE PLACAS

a. Serealizard la lectura a las 18-24 horas.
b. Enrelacion al recuento: utilizando el asa de siembra de 0.001 mL, se considera una
colonia en la placa como 1000 UFC /mL.
c. Enlos siguientes casos se debe re-incubar las placas por 24 horas adicionales:
- En caso de muestras con crecimiento incipiente.
- Muestras obtenidas por puncién suprapubica, sin crecimiento a la primera lectura
- Cuando se solicite cultivo de hongos, y no se observe crecimiento en la primera
lectura a las 24 horas
d. En cualquier caso, considerado con crecimiento significativo, guardar una placa de CLED

por 04 dias y el antibiograma por 03 dias.

INTERPRETACION

a. Se debe analizar las caracteristicas clinicas del paciente y el tipo el procedimiento para
toma de muestra, asi como los posibles contaminantes.

b. Se debe evaluar los morfotipos y realizar el recuento de cada colonia para cada posible
especie.

c. Se consideran como recuentos positivos:
e En pacientes sin sonda vesical, en muestras recolectadas de chorro medio, se

considera un cultivo positivo un recuento >104 UFC / mL de un solo organismo, o
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>105 UFC / mL de cultivo mixto con predominancia de un organismo.

Recuentos bajos (<104 ufc/mL) de microorganismos normalmente encontrados en la

piel o genitales externos o internos se consideran contaminantes.

En mujeres con cistitis no complicada, usualmente no se requiere urocultivo, pero un

recuento de 103 ufc/mL se considera positivo.

En pacientes con sospecha de pielonefritis en muestras de orina de chorro medio, se
considera positivo >104 UFC / mL.

En varones en los que la obtencion de orina es menos susceptible de contaminarse,

son significativos recuentos de >103 ufc/mL.

En orinas obtenidas por sondaje vesical, se consideran significativos recuentos >103
ufc/mL de uno o mas microorganismo. En pacientes cuya sonda urinaria, ha sido
retirada en las 48 horas previas, una muestra de orina de chorro medio con

crecimiento de >103 ufc/mL de uno o0 mas microorganismos, se considera positiva.

En muestras obtenidas por puncién suprapubica, el desarrollo de una sola colonia en
el medio de cultivo indica infeccion del tracto urinario.
En nifios, un recuento de >104 y leucocituria en el analisis de sedimento urinario,

incrementa el valor predictivo positivo de urocultivos positivos en nifios.

En pacientes sin infecciones del tracto urinario, el recuento es nulo o se reduce a

pocas colonias.

En caso ser negativas, se eliminan las placas negativas después de la primera lectura, y

se coloca “Negativo” en la orden.

En el proceso de interpretacion de resultados, considerar la posibilidad de contaminacién o

relevancia clinica:

La presencia de 3 0 mas especies de bacterias, usualmente indica contaminacion por
recoleccién inadecuada o demora en la siembra. En caso de pacientes sondados,
considerar posible relevancia clinica.

Considerar las bacterias asociadas a contaminacion y no consideradas patolégicas.
En caso se obtengan dos muestras del mismo paciente, tomadas con las medidas de
higiene previas recomendadas, con diversas enterobacterias, se debe sospechar de
Fistula entero-urinaria.

En el caso de aislamiento de levaduras, usualmente Candida spp., incluso en alta
concentracion, no significa necesariamente ITU por levaduras. En raros casos, puede

indicar candidemia.
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f.  Enlos cultivos positivos considerar entre bacterias patégenas y aquellas que forman parte
de la microbiota urogenital o cutanea:
e  Bacterias con capacidad uropatdgena: Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa
y otros bacilos Gram negativos, Enterococcus spp., Estreptococos beta hemoaoliticos,
levaduras, Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus, etc.
e  Microbiota urogenital o cutanea: Lactobacillus spp., difteroides distintos de
Corynebacterium urealyticum, Streptococcus del grupo viridans, distintos de

Aerococcus urinae, y Bacillus spp.

IDENTIFICACION Y ANTIBIOGRAMA

a. La cepa debe proceder de un cultivo puro de no mas de 18-24 horas de incubacion. No se
deben seleccionar cepas que no estén claramente aisladas, para evitar que el
antibiograma se contamine.

b. Considerar procedimiento para antibiograma de acuerdo al tipo de bacteria.

. ) Medio de Mac Medio de Atmdsfera de
Microorganismos L ) ) y

dilucion Farland cultivo incubacion
Bacilos gram negativos
(enterobacterias y no y ) )

) Solucién salina Mueller Hinton (o))

fermentadores, Estafilococos, L

fisiolégica
Enterococos 0.5

0.85%0 Agua ]
. Mueller Hinton +

destilada

Estreptococos 5% de sangre 5-7% de CO»

de carnero

c. Realizar el procedimiento de identificacién y antibiograma de acuerdo al tipo de bacteria,
segun lo establecido en el “Manual de Procedimientos para la Prueba de Sensibilidad

antimicrobiana por el Método de Disco Difusion — Instituto Nacional de Salud - 2002”.

OBSERVACIONES

a. Encaso no se observe crecimiento o crecimiento no significativo, informar como: “Cultivo
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negativo”.

b. En caso se aislen bacterias de microbiota urogenital o cutanea con recuento significativo,
el Urocultivo se informara como “Microbiota Normal urogenital”.

c. En caso de sospecha de contaminacion se informara como: “Muestra contaminada, enviar
nueva muestra”.

d. En caso se aislen bacterias uropatdgenas en recuento significativo y no se sospeche

contaminacion, se informara el nombre de la bacteria aislada y su antibiograma.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Instituto Nacional de Salud (Perd). Manual de procedimientos bacteriolégicos en
infecciones intrahospitalarias / INS -- Lima: Ministerio de Salud, INS, 2001.89 p. -- (Serie
de Normas TécnicasN° 28).

2. Instituto Nacional de Salud (Perd). Manual de Procedimientos para la Prueba de
Sensibilidad antimicrobiana por el Método de Disco Difusion / INS — Lima: Ministerio de
Salud, INS 2002 - (Serie de Normas Técnicas N°30).

3. Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). M100 - Performance Standards for
Antimicrobial Susceptibility Testing, 31st Edition.

4. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing EUCAST. Redefining
Susceptibility Testing Categories S, | and R. 2019.

5.  Miller JM, et. al. A Guide to Utilization of the Microbiology Laboratory for Diagnosis of
Infectious Diseases: 2018 Update by the Infectious Diseases Society of America and the
American Society for Microbiology. CID 2018:67 (15 September)

6. Guidelines Associates: T. Mezei, A. Pilatz, B. Pradere, R. Veeratterapillay. European
Association of Urology. 2018. EAU Guidelines on Urological Infections.
https://uroweb.org/wp-content/uploads/EAU-Guidelines-on-Urological-Infections-2018-

large-text.pdf
7. Cheol-In Kang, Jieun Kim, Dae Won Park, et. al. Clinical Practice Guidelines for the

Antibiotic Treatment of Community-Acquired Urinary Tract Infections. Infect Chemother
2018;50(1):67-100. https://doi.org/10.3947/ic.2018.50.1.67

8. Public Health England. Diagnosis of urinary tract infections: quick reference tool for primary
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MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DE MICROBIOLOGIA

FECHA: May — 2021
TITULO: HEMOCULTIVO Y ANTIBIOGRAMA
CODIGO: 85031

Determinar el procedimiento a seguir para el procesamiento del
OBJETIVO _

hemocultivo.
RESPONSABLE | Biélogo.
MUESTRA Sangre.

- Centrifuga.
EQUIPOS _ _

- Microscopio.
NECESARIOS

- Estufa de laboratorio de 35 — 37°C

- Asas calibradas
MATERIALES - Medios de cultivo (agar sangre, Agar chocolate, Agar Mac Conkey)

- Discos de antibidticos.
METODOLOGIA | Siembra: Dispersion y agotamiento, Puncion y estria, Tapizado.

PROCEDIMIENTOS

PROCEDIMIENTO PARA CULTIVO

1. PROCEDIMIENTO PARA TINCION Y SUBCULTIVOS.

b. Desinfectar la superficie del tapon del frasco con al alcohol 70%, dejar secar.

Con una jeringa de 1 cc, extraer 0.3 cc de sangre del frasco positivo.

d. Inocular 1 gota en cada placa de cultivos, y una gota sobre una lamina portaobjetos,

con la aguja extender la muestra en la lamina para el gram.
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2. SUBCULTIVOS

El procedimiento se realiza en Cabina de flujo laminar.

b. En el caso de sangre proveniente de frascos aerobios, utilizar: Agar chocolate, Agar
sangre, Agar MacConkey. En caso se observen levaduras en el gram (también en
caso de sospecha clinica, a pesar de no observarse en el gram) adicionar placa de
Agar Sabouraud.

c. Enelcaso de la sangre procedente de frasco anaerobio se utilizara: agar chocolate, y
medio especifico para anaerobiosis.

d. En cada placa de cultivo, estriar con un asa de cultivo estéril, en los 4 cuadrantes de
la placa (dispersiéon por agotamiento), con el fin de obtener colonias aisladas.

e. Estriar en los 4 cuadrantes de cada medio.

f.  Incubar todas las placas a 35-37°C, el Agar chocolate debe incubarse en atmdsfera
de 5-10% de CO2 a 35-37°C.
g. La placa especifica para anaerobios se incubara en jarra con sobre productor de
atmésfera de anaerobiosis.
h. Lectura de placas:
- Se realizara una primera lectura a las 24 horas, en caso ser negativas, se re-
incuban y se realiza una segunda lectura a las 48 horas.
- En el caso de las placas anaerobias, la primera lectura se realiza a las 48 horas,
y una segunda lectura se puede realizar a las 72 horas o0 96 horas.
- En caso se sospeche fungemia, se puede incubar las placas hasta por 5 dias.
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i.  Guardar con crecimiento bacteriano por 04 dias, el antibiograma por 03 dias y los

frascos de hemocultivos positivos por una semana

TINCION

a. Se utiliza la tincion gram (ver procedimiento de gram), mediante observacién a 1000
aumentos.
b. Se debe anotar:
- Morfologia
- Si es gram negativo, positivo o variable.
- Otras caracteristicas que contribuyan a orientar la especie.
- Presencia de infecciéon polimicrobiana.

c. Informar gram de hemocultivo positivo al personal clinico a cargo del paciente.

IDENTIFICACION Y ANTIBIOGRAMA

a. En caso de aislamiento de multiples cepas, identificar la predominante y realizar
antibiograma (el antibiograma no se informa y solo queda como referencia, en caso
de segundo hemocultivo con la misma bacteria).

b. En caso de sospecha de microbiota de la piel, identificar y realizar antibiograma (el
antibiograma no se informa y solo queda como referencia, para el caso de segundo
hemocultivo con la misma bacteria).

c. Realizar el procedimiento de identificacién y antibiograma de acuerdo al tipo de
bacteria, segun lo establecido en el “Manual de Procedimientos para la Prueba de
Sensibilidad antimicrobiana por el Método de Disco Difusion — Instituto Nacional de
Salud - 2002”.

INTERPRETACION

Se debe analizar las caracteristicas clinicas del paciente y el nimero de hemocultivos en
los que se aisla.

En el caso de nifios, en los que s6lo se extrae un frasco de hemocultivo, en caso de
dudas, se puede extraer otra muestra.

Posibles especies contaminantes propias de la microbiota comensal de la piel o del medio

ambiente:
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Luego de 05 dias (o los dias programados en el equipo automatizado), si no se identifica
crecimiento de microorganismos, el equipo automatizado emitira sefial de resultados negativo.
Se descargar el frasco del sistema automatizado, se coloca resultado negativo en la orden y en
el sistema WHONET.

En el proceso de interpretacion de resultados, considerar:

Mayoria de las especies de los géneros Bacillus spp., Corynebacterium spp. y
Propionibacterium spp.

Microorganismos de baja o nula virulencia como Aerococcus spp., Micrococcus spp.,
P. acnés.

Estafilococos coagulasa negativa-SCN (se asocia a verdadera bacteremia en el 15%
de los casos)

Algunos estreptococos del grupo viridans (se asocia a verdadera bacteremia en el
38% de los casos)

Enterococcus spp. (se asocia a verdadera bacteremia en el 78% de los casos).
Bacterias implicadas casi siempre en bacteremias verdaderas: S. aureus, S.

pneumoniae, Enterobacterias, P. aeruginosa, C. albicans

Numero de frascos positivos respecto al total de frascos obtenidos

Sitio de la muestra: catéter vs. puncién venosa

Tiempo hasta positividad: SCN con crecimiento en < 15 horas generalmente valor
clinico, si es = 22 horas generalmente contaminacion.

Comparacion fenotipica de aislados: si se aisla por ejemplo SCN en 2 de 2 botellas, y
tienen el mismo patrén de sensibilidad [ considerar bacteremia

En pacientes con implantes endovasculares, prétesis, aquellos con neutropenia, o
pacientes con adiccién a drogas intravenosas, l0s microorganismos que se considerar

como posibles contaminantes pueden ser causantes de bacteremia.

CULTIVOS NEGATIVOS

a.

Informar el resultado del gram de frascos positivos, inmediatamente al personal clinico a

cargo del paciente, por teléfono. Anotar en el volante que se ha informado y el nombre de

OBSERVACIONES
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la persona a la que se informé (de preferencia médico o residente a cargo del paciente).

b. Informar hemocultivos negativos a los 5 dias (programado en el sistema automatizado)
salvo excepciones programadas para mayor niimero de dias.

c. Para hemocultivos positivos, informar identificacién, antibiograma y posibles métodos de
resistencia (sélo si han sido confirmados), salvo el caso de posibles contaminantes

d. En caso de sospecha de contaminacion (microbiota de piel en un frasco o mdultiples cepas
en un frasco), informar la identificacion de la cepa considerada como contaminante y la
cepa predominante, sin antibiograma. Colocar en comentarios “Posible contaminante”.

e. En resultado final: Informar incidencias sobre la muestra: demora en incubacion del frasco
0 volumen inadecuado en frasco.

f.  En el caso de resultados negativos colocar: “Hemocultivo negativos a los X dias”.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Instituto Nacional de Salud (Pert). Manual de procedimientos bacteriol6gicos en
infecciones intrahospitalarias / INS -- Lima: Ministerio de Salud, INS, 2001.89 p. -- (Serie
de Normas TécnicasN° 28).

2. Instituto Nacional de Salud (Pert). Manual de Procedimientos para la Prueba de
Sensibilidad antimicrobiana por el Método de Disco Difusion / INS — Lima: Ministerio de
Salud, INS 2002 - (Serie de Normas Técnicas N° 30).

3. Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). M100 - Performance Standards for
Antimicrobial Susceptibility Testing, 31st Edition.

4. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing EUCAST. Redefining
Susceptibility Testing Categories S, | and R. 2019.

5. Rodriguez Diaz JC, Guna Serrano R, Larrosa Escartin N, Marin Arriaza M. Diagnostico
microbiolégico de la bacteriemia y la fungemia: hemocultivos y métodos moleculares.
2017. 62. Rodriguez Diaz JC (coordinador). Procedimientos en Microbiologia Clinica.
Cercenado Mansilla E, Cantén Moreno R (editores). Sociedad Espafiola de Enfermedades
Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC). 2017.

Pagina 105 de 125

ELABORADO POR REVISADO POR APROBADO POR LI
MODIFICACION
SERVICIO DE OFIC. DE PLANEAMIENTO Y ,
PATOLOGIA CLINICA PRESUPUESTO RES. DIRECT. N° ANO 2021




MANUAL DE PROCEDIMIENTOS (MAPRO) - PAT. CLIN.
UE. 402: HOSPITAL REGIONAL CUSCO

ANO
VERSION

1 2021
: 1.0

~
oS

Proceso

MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DE MICROBIOLOGIA

FECHA: May —2021
TITULO: CULTIVO DE PUNTA DE CATETER
CODIGO: 87070

Determinar el procedimiento a seguir para el procesamiento de cultivo de
OBJETIVO

punta de cateter.
RESPONSABLE | Biélogo.

Cateter central, Hickman-Broviac, periférico, arterial, umbilical, de nutricién
MUESTRA

parenteral total y Swan Ganz.

- Centrifuga.
EQUIPOS ) .

- Microscopio.
NECESARIOS )

- Estufa de laboratorio de 35 — 37°C

- Pinzas

- Asas calibradas
MATERIALES ] .

- Medios de cultivo (agar sangre)

- Discos de antibioticos.
METODOLOGIA | Siembra: Dispersion y agotamiento, Puncion y estria, Tapizado.

PROCEDIMIENTOS
PROCEDIMIENTO PARA CULTIVO

a. Laplaca de cultivo debe estar a temperatura ambiente.

El procedimiento se debe realizar en Cabina de Bioseguridad.

c. Encaso de que el catéter mida més de 05 cm, se debe cortar hasta obtener un segmento

distal del catéter de 05 cm.

d. Calentar la pinza (flamear 0 mechero eléctrico) para esterilizar, dejar enfriar

e. Colocar el catéter sobre el agar.
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f.  Rodar la porcién de catéter a través de la placa, cuatro veces, ejerciendo presion hacia
abajo con la pinza.

g. Incubar la placa a 37°C por 24 horas

INTERPRETACION
a. Realizar recuento de colonias.
b. Se considera:
- Positivo: recuentos iguales o mayores de 15 UFC de cualquier bacteria

- Negativo: recuentos menores de 15UFC de cualquier bacteria

IDENTIFICACION Y ANTIBIOGRAMA

a. En caso de aislamiento de mudltiples cepas, identificar la predominante y realizar
antibiograma (el antibiograma no se informa y solo queda como referencia, en caso de
segundo hemocultivo con la misma bacteria).

b. Realizar el procedimiento de identificacion y antibiograma de acuerdo al tipo de bacteria,
segun lo establecido en el “Manual de Procedimientos para la Prueba de Sensibilidad

antimicrobiana por el Método de Disco Difusion — Instituto Nacional de Salud - 2002”".

OBSERVACIONES

a. Informar solo resultados positivos (=15 UFC) y negativo (<15 UFC).
No se requiere realizar identificacion de bacterias ni antibiograma, si el resultado

es negativo.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Instituto Nacional de Salud (Perd). Manual de procedimientos bacteriolégicos en
infecciones intrahospitalarias / INS -- Lima: Ministerio de Salud, INS, 2001.89 p. -- (Serie

de Normas TécnicasN° 28).

2. Instituto Nacional de Salud (Perd). Manual de Procedimientos para la Prueba de
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Salud, INS 2002 - (Serie de Normas Técnicas N° 30).

3. Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). M100 - Performance Standards for

Antimicrobial Susceptibility Testing, 31st Edition.

4. European Committee on Antimicrobial

Susceptibility Testing Categories S, | and R. 2019.

Susceptibility Testing EUCAST. Redefining

Proceso
MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DE MICROBIOLOGIA

) FECHA: May —2021
TITULO: CULTIVO DE SECRECION DE HERIDAS
CODIGO: 87162

Determinar el procedimiento a seguir para el procesamiento de secrecion
OBJETIVO

de heridas.
RESPONSABLE | Biélogo.
MUESTRA Secrecién de Heridas.

- Centrifuga.
EQUIPOS _ _

- Microscopio.
NECESARIOS

- Estufa de laboratorio de 35 — 37°C

- Asas calibradas
MATERIALES

- Medios de cultivo (agar sangre, Agar chocolate, Agar Mac Conkey)

- Discos de antibioticos.

METODOLOGIA

Siembra: Dispersion y agotamiento, Puncion y estria, Tapizado.

PROCEDIMIENTOS

PROCEDIMIENTO PARA CULTIVO

a. Realizar el procedimiento en una Cabina de Bioseguridad
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b. Utilizar las placas a temperatura ambiente
c. Inoculacién de la muestra:
- En caso de recibir muestra en frasco o jeringa: con una pipeta estéril, inocular una
gota de la muestra en una lamina y otra en el extremo de las placas de cultivo
- En caso de muestra por hisopado se recomiendan dos hisopos: uno se frota sobre la
superficie de la lamina, y el otro sobre el primer cuadrante de la superficie de los
medios. En el caso de recibir solo una torunda, primero realizar la siembre y al final la

extension en lamina.

TINCION GRAM

Realizar tincion gram, en caso de observar levaduras incluir placa de Sabouraud. Informar

gram a clinicos.

CULTIVO

a. Siembra: con un asa estéril, desde el punto de inoculacién, se siembra por agotamiento en
los 3 cuadrantes restantes, con el fin de obtener colonias aisladas. En la placa de Agar
chocolate, se realizara la siembra para cultivo semicuantitativo (con estria en el centro de
la placa y luego extensién perpendicular con asa de siembra).

b. Se debe empezar la inoculacién en la placa de anaerobios (en muestras por puncién),
luego agares sdlidos y finalmente en BHI (ante sospecha de anaerobios en muestras por
puncion).

Cerrar la placa y colocar la parte que tiene el medio hacia arriba.

d. Incubar las placas: Agar Sangre, Agar MacConkey y Sabouraud a atmosfera aerobia a

37°C; Agar Chocolate a atmosfera con CO2 al 5% y a 36°C, y el Agar anaerobio a

atmosfera anaerobia.
LECTURA
a. Serealiza lalectura de a las 24 horas de incubacién, y si no hay crecimiento o crecimiento

escaso, se re-incubar hasta las 48 horas.

b. En el caso de las placas anaerobias incubar por 48, y en el caso de BHI realizar la lectura

cada 24 horas, hasta por 04 dias. En caso de turbidez, dar pase en las mismas placas
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indicadas previamente (incluyendo anaerobios).

IDENTIFICACION Y ANTIBIOGRAMA

a. En el caso de muestras no invasivas, se identifican y realiza antibiograma de las cepas
con un recuento mayor a 15 ufc o en aquellas con crecimiento en cuadrantes 3° y 4°.

b. Realizar el procedimiento de identificacion y antibiograma de acuerdo al tipo de bacteria,
segun lo establecido en el “Manual de Procedimientos para la Prueba de Sensibilidad

antimicrobiana por el Método de Disco Difusion — Instituto Nacional de Salud - 2002”.

OBSERVACIONES

a. En el gram: se informara la presencia o no de células epiteliales y/o de polimorfonucleares,
asi como los morfotipos bacterianos visualizados
b. Segun los criterios de identificacion, se informara el o los microorganismos identificados

junto con su antibiograma.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Instituto Nacional de Salud (Perd). Manual de procedimientos bacteriolégicos en
infecciones intrahospitalarias / INS -- Lima: Ministerio de Salud, INS, 2001.89 p. -- (Serie
de Normas TécnicasN° 28).

2. Instituto Nacional de Salud (Perd). Manual de Procedimientos para la Prueba de
Sensibilidad antimicrobiana por el Método de Disco Difusion / INS — Lima: Ministerio de
Salud, INS 2002 - (Serie de Normas Técnicas N° 30).

3. Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). M100 - Performance Standards for
Antimicrobial Susceptibility Testing, 31st Edition.

4. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing EUCAST. Redefining
Susceptibility Testing Categories S, | and R. 2019.

5.  Almudena Burillo, Antonio Moreno, Carlos Salas. Diagnéstico microbiolégico de las
infecciones de piel y tejidos blandos. 2006. 22. Almudena Burillo (coordinador).

Procedimientos en Microbiologia Clinica. Cercenado Mansilla E, Cantén Moreno R
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(editores). Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica

(SEIMC). 2006..

Proceso

MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DE MICROBIOLOGIA

] FECHA: May — 2021
TITULO: CULTIVO DE SECRECION FARINGEA
CODIGO: 87162

Determinar el procedimiento a seguir para el procesamiento de secrecién
OBJETIVO i

faringea.
RESPONSABLE | Biélogo.
MUESTRA Exudado faringeo.
EQUIPOS - Microscopio.
NECESARIOS - Estufa de laboratorio de 35 — 37°C

- Asas calibradas
MATERIALES - Medios de cultivo (agar sangre, Agar chocolate, Agar Mac Conkey)

- Discos de antibioticos.
METODOLOGIA | Siembra: Dispersion y agotamiento, Puncion y estria, Tapizado.

PROCEDIMIENTOS

- En caso de recibir muestra en frasco o jeringa: con una pipeta estéril, inocular una

PROCEDIMIENTO PARA CULTIVO

Realizar el procedimiento en una Cabina de Bioseguridad
Utilizar las placas a temperatura ambiente.

Inoculacién de la muestra:
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gota de la muestra en una lamina y otra en el extremo de las placas de cultivo

- En caso de muestra por hisopado se recomiendan dos hisopos: uno se frota sobre la
superficie de la lamina, y el otro sobre el primer cuadrante de la superficie de los
medios. En el caso de recibir solo una torunda, primero realizar la siembre y al final la

extension en lamina.

TINCION GRAM

Realizar tincion gram, en caso de observar levaduras incluir placa de Sabouraud. Informar

gram a clinicos.Informar si hay microorganismos que sugieren laAngina de Vincent.

CULTIVO

a. Siembra: con un asa estéril, desde el punto de inoculacién, se siembra por agotamiento en
los 3 cuadrantes restantes, con el fin de obtener colonias aisladas. En la placa de Agar
chocolate, se realizara la siembra para cultivo semicuantitativo (con estria en el centro de
la placa y luego extensién perpendicular con asa de siembra).

b. Se debe empezar la inoculacién en la placa de anaerobios (en muestras por puncién),
luego agares solidos y finalmente en BHI (ante sospecha de anaerobios en muestras por
puncion).

Cerrar la placa y colocar la parte que tiene el medio hacia arriba.

d. Incubar las placas: Agar Sangre, Agar MacConkey y Sabouraud a atmosfera aerobia a

37°C; Agar Chocolate a atmosfera con CO2 al 5% y a 36°C, y el Agar anaerobio a

atmoésfera anaerobia.

LECTURA

a. Serealiza lalectura de a las 24 horas de incubacién, y si no hay crecimiento o crecimiento
escaso, se re-incubar hasta las 48 horas.

b. En el caso de las placas anaerobias incubar por 48, y en el caso de BHI realizar la lectura
cada 24 horas, hasta por 04 dias. En caso de turbidez, dar pase en las mismas placas

indicadas previamente (incluyendo anaerobios).
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IDENTIFICACION Y ANTIBIOGRAMA

a. Informar la presencia de Streptococcus pyogenes yde los aislamientos de estreptococos
betahemoliticosde los grupos C y G que sean decolonias grandes.

b. Informar la presencia de Arcanobacterium spp. Enlos cultivos faringeos si los organismos
sepresentan en un gran nimero (de moderado aabundante).

c. Debe informarse la presencia de cualquier nimerode colonias de N. gonorrhoeae en un
frotisfaringeo.

d. Realizar el procedimiento de identificacion y antibiograma de acuerdo al tipo de bacteria,
segun lo establecido en el “Manual de Procedimientos para la Prueba de Sensibilidad

antimicrobiana por el Método de Disco Difusion — Instituto Nacional de Salud - 2002”".

OBSERVACIONES

a. La presencia de N. meningitidis en cultivosfaringeos so6lo debe ser informada si se aisla
enabundancia o si el clinico ha especificado suinvestigacion con fines epidemiolégicos.

b. El tratamiento antimicrobiano previo a laobtencién de la muestra puede alterar los
resultadosde los cultivos.

c. Se pueden producir falsos negativos en loscultivos faringeos por sobrecrecimiento de
lamicrobiota normal o por incubar en ambiente deaerobiosis sin enriquecimiento en CO2 y
noproducirse la beta-hemodlisis.

d. Segun los criterios de identificacion, se informaré el o los microorganismos identificados

junto con su antibiograma.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Instituto Nacional de Salud (Perd). Manual de procedimientos bacterioldgicos en
infecciones intrahospitalarias / INS -- Lima: Ministerio de Salud, INS, 2001.89 p. -- (Serie
de Normas TécnicasN° 28).

2. Instituto Nacional de Salud (Perd). Manual de Procedimientos para la Prueba de
Sensibilidad antimicrobiana por el Método de Disco Difusion / INS — Lima: Ministerio de
Salud, INS 2002 - (Serie de Normas Técnicas N° 30).
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3. Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). M100 - Performance Standards for

Antimicrobial Susceptibility Testing, 31st Edition.

4. European Committee on Antimicrobial

Susceptibility Testing Categories S, | and R. 2019.

5. Almudena Burillo, Antonio Moreno, Carlos Salas. Diagnéstico microbiolégico de las
infecciones de tracto respiratorio superior. 2006. 22. Almudena Burillo (coordinador).
Procedimientos en Microbiologia Clinica. Cercenado Mansilla E, Cantén Moreno R

(editores). Sociedad Espafola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica

(SEIMC). 2006.

Susceptibility Testing EUCAST. Redefining

Proceso
MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DE MICROBIOLOGIA

FECHA: May —2021
TITULO: COPROCULTIVO
CODIGO: 87046.01

Determinar el procedimiento a seguir para el procesamiento del cultivo de
OBJETIVO

heces.
RESPONSABLE | Biélogo.
MUESTRA Heces.
EQUIPOS - Microscopio.
NECESARIOS - Estufa de laboratorio de 35 — 37°C

- Asas calibradas

- Medios de cultivo (Agar Mac Conkey, Agar SS, Agar XLD)
MATERIALES

- Caldo selenito, agua peptonada alcalina.

- Discos de antibiéticos.

METODOLOGIA

Siembra: Dispersion y agotamiento, Puncion y estria, Tapizado.
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PROCEDIMIENTOS

PROCEDIMIENTO PARA CULTIVO

a. Realizar el procedimiento en una Cabina de Bioseguridad
b. Utilizar las placas a temperatura ambiente.
c. Inoculacion de la muestra:
- Con la ayuda de un hisopo, tomar un in6culo de la muestra de aquella porcion que
presente un aspecto patoldgico (presencia de moco, sangre, etc).
- Colocar el indculo en un extremo de la placa mediante un rodamiento.
- Realizar la siembra de la placa por dispersion - agotamiento.
- Coloca la placa sembrada en la estufa.
- Incubar por 18 — 24 horas a 37°C.
d. Siembra en medio de enriquecimiento:
- Colocar los hisopos utilizados en la siembra primaria en los caldos de enriquecimiento
(caldo selenito y agua peptonada).
- Coloca los medios sembrados en la estufa.
- Incubar por 18 — 24 horas a 37°C.

CULTIVO
a. Tomar una asada sin agitar del caldo de enriquecimiento y sembrar en los medios
respectivos (SS, XLD, TCBS).
b. Coloca los medios sembrados en la estufa.
c. Incubar por 18 — 24 horas a 37°C.
LECTURA
a. Serealiza la lectura a las 24 horas de incubacion.

b. Seleccionar las colonias sospechosas de bacterias enteropatégenas.

c. Sembrar las colonias sospechosas en los medios de identificacion bioquimica.

IDENTIFICACION Y ANTIBIOGRAMA
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a. Informar la presencia de bacilos gram negativos enteropatégenos.

c. Realizar el procedimiento de identificacidn y antibiograma de acuerdo al tipo de bacteria,
segun lo establecido en el “Manual de Procedimientos para la Prueba de Sensibilidad

antimicrobiana por el Método de Disco Difusion — Instituto Nacional de Salud - 2002”.

OBSERVACIONES

e. La presencia de N. meningitidis en cultivosfaringeos sélo debe ser informada si se aisla
enabundancia o si el clinico ha especificado suinvestigacién con fines epidemioldgicos.

f.  El tratamiento antimicrobiano previo a laobtencion de la muestra puede alterar los
resultadosde los cultivos.

g. Se pueden producir falsos negativos en loscultivos faringeos por sobrecrecimiento de
lamicrobiota normal o por incubar en ambiente deaerobiosis sin enriquecimiento en CO2 y
noproducirse la beta-hemodlisis.

h. Segun los criterios de identificacion, se informara el o los microorganismos identificados

junto con su antibiograma.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

6. Instituto Nacional de Salud (Perd). Manual de procedimientos bacteriolégicos en
infecciones intrahospitalarias / INS -- Lima: Ministerio de Salud, INS, 2001.89 p. -- (Serie
de Normas TécnicasN° 28).

7. Instituto Nacional de Salud (Perd). Manual de Procedimientos para la Prueba de
Sensibilidad antimicrobiana por el Método de Disco Difusion / INS — Lima: Ministerio de
Salud, INS 2002 - (Serie de Normas Técnicas N° 30).

8. Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). M100 - Performance Standards for
Antimicrobial Susceptibility Testing, 31st Edition.

9. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing EUCAST. Redefining
Susceptibility Testing Categories S, | and R. 2019.

10. Almudena Burillo, Antonio Moreno, Carlos Salas. Diagndstico microbiolégico de las
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infecciones de tracto respiratorio superior. 2006. 22. Almudena Burillo (coordinador).
Procedimientos en Microbiologia Clinica. Cercenado Mansilla E, Cantébn Moreno R

(editores). Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica

(SEIMC). 2006.

Proceso
MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DE MICROBIOLOGIA

TITULO: CULTIVO DE ASPIRADO ENDOTRAQUEAL Y FECHA: | May-2021
LAVADO BRONCOALVEOLAR CODIGO: 87162
Determinar el procedimiento a seguir para el procesamiento de cultivos de
OBJETIVO _
aspirados endotraqueales y lavados broncoalveolares.
RESPONSABLE | Biélogo.
Aspirado endotraqueal.
MUESTRA
Lavado broncoalveolar (LBA).
- Centrifuga.
EQUIPOS ] .
- Microscopio.
NECESARIOS
- Estufa de laboratorio de 35 — 37°C
- Asas calibradas
MATERIALES

- Medios de cultivo (agar sangre, Agar chocolate, Agar Mac Conkey)

- Discos de antibio6ticos.

METODOLOGIA

Siembra: Dispersion y agotamiento, Puncion y estria, Tapizado.

PROCEDIMIENTOS

PROCEDIMIENTO PARA CULTIVO
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CONSIDERACIONES
a. Realizar el procedimiento en una Cabina de Bioseguridad.
b. Seleccionar la porcién mas purulenta 0 mas sanguinolenta de la muestra.

c. Utilizar las placas a temperatura ambiente.

TINCION GRAM

Extender sobre la lamina portaobjetos. En el caso de LBA citocentrifugar.
Dejar secar en placa térmica o fijar con mechero.
Proceder con la coloracién, segun el procedimiento.

Determinar presencia de polimorfonucleares y células escamosas.

® 2 0 T 9

Interpretacion de gram en muestras de esputo y aspirados traqueales. Se aceptaran

muestras con:

- Gram: >25 leucocitos/campo y < 10 cél. Epiteliales/ campo de 100X.

- Gram: >25 leucocitos/campo y > 10 cél. Epiteliales/ campo de 100X, si se evidencia >
10 leucocitos/cél. Epitelial y predominio de un morfotipo bacteriano.

- Las muestras con microbiota mixta y microrganismos intracelulares, sugiere
neumonia por aspiracion.

- Serechazaran las muestras con > 10 cél. Epiteliales/ campo de 100X, o en el caso de

los aspirados traqueales, aquellas en las que no se observe microorganismos.

Las muestras de esputo y aspirado traqueal que no cumplan estos criterios seran informadas

como “Muestra no compatible con proceso bacteriano”.

No se rechazaran las muestras con sospecha de Legionella, Nocardia o Rhodococcus, o

muestras de pacientes con fibrosis quistica o neutropenia.

CULTIVO

a. Cultivos cualitativos: para todas las muestras excepto: LBAy CTP
- Inoculacién de la muestra: recoger con pipeta e inocular una gota en cada placa de
Agar Sangre, Chocolate y MacConkey.
- Deberéan centrifugarse entre 1500 a 1800 G por 15 a 20 min.

- Se inoculara la muestra, y se re-aislard con asa estéril por agotamiento en los 3

Pagina 118 de 125

ELABORADO POR REVISADO POR APROBADO POR LI
MODIFICACION
SERVICIO DE OFIC. DE PLANEAMIENTO Y ,
PATOLOGIA CLINICA PRESUPUESTO RES. DIRECT. N° ANO 2021




MANUAL DE PROCEDIMIENTOS (MAPRO) - PAT. CLIN. -~ ’
ANO : 2021 ( fo
UE. 402: HOSPITAL REGIONAL CUSCO VERSION : 1.0 :}2

cuadrantes restantes, con el fin de obtener colonias aisladas.

- Ante sospecha de infeccion por H. influenzae, se puede colocar un disco de
bacitracina 10Ul en la placa de agar chocolate para inhibir microbiota normal y
mejorar la deteccion de H. influenzae.

b. Cultivos cuantitativos: para cultivos de LBAy CTP

- Las muestras de LBA y cepillado por catéter, deben agitarse en vortex, no se
centrifugan. Estéa técnica incluye las muestras de Aspirado traqueal. No se aceptaran
muestras de CTP con menos de 1 ml.

- Realizar la siembra con asa calibrada de 0.001 o 0.01 mL (el recuento de colonias se
realiza multiplicando el numero de colonias por el factor de dilucién X colonias por
ml.)

- Se inoculara la muestra en los 04 tipos de placas indicadas. Para el caso de CTP, se
puede incluir placa de anaerobiosis.

- Incubar las placas: Agar Sangre, y Agar Chocolate a atmosfera con CO2 al 5% a 35-
37°C, Agar MacConkey a atmosfera aerobia a 37°C por 48 h como minimo. Ante
sospecha de infeccién por Nocardia o Rhodococcus, las placas se incubaran por 02
semanas. El medio Sabouraud se incuba por 3 semanas a 30°C..

LECTURA

a. Serealiza la lectura de a las 24 horas de incubacién, y si no hay crecimiento o crecimiento
escaso, se reincubar hasta las 48 horas. En el caso de placas de Sabouraud, realizar la
lectura 2 veces por semana hasta los 21 dias.

b. Se valoran bacterias no pertenecientes a la microbiota normal: S. pyogenes, estreptococos
del grupo B en neonatos, Bordetella (especialmente B. bronquiseptica), M. pneumoniae, C.
pneumoniae, Legionella, Nocardia, F. tularensis, B. anthracis, Cryptococcus neoformans y
hongos filamentosos (no considerados contaminantes).

c. Se identificaran ademas bacterias de la microbiota normal, si se identifica su morfotipo en
el gram, y con crecimiento en 2do y 3er cuadrante (asi no sea predominante): S.
pneumoniae, H. influenzae, M. catarrhalis, P. aeruginosa, S. maltophilia, Acinetobacter
spp. y Burkholderia spp.,

d. Se identificaran bacterias con crecimiento significativo y predominantes de: S. aureus,
estreptococos del grupo B en adultos, estreptococos $-hemoliticos de los grupos C o G,
bacilos gramnegativos cuando crezca un solo morfotipo (en especial K. pneumoniae),

especies de Corynebacterium (urea positiva o aisladas en pacientes intubados) y R. equi
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(en pacientes inmunodeprimidos). En el caso de Enterococcus spp., s6lo si esta en cultivo
puro.

e. Se identificaran las bacterias con escaso crecimiento (sélo en primer cuadrante) en cultivo
puro, si se observé su morfotipo en el gram.

f.  En el caso de LBA se consideraran significativas las cepas con mas de 10 000 ufc/ml, en
el caso de CTP, se considera significativo cepas con mas de 1 000 ufc/ml. Sélo en caso de
aislamiento de bacterias de raro aislamiento en la microbiota como Legionella o Norcardia,

se informaréa con cualquier recuento.

IDENTIFICACION Y ANTIBIOGRAMA
a. Se identifica solo la cepa predominante, o en caso tengan igual crecimiento, hasta dos
cepas.
b. Realizar el procedimiento de identificacion y antibiograma de acuerdo al tipo de bacteria,
segun lo establecido en el “Manual de Procedimientos para la Prueba de Sensibilidad

antimicrobiana por el Método de Disco Difusion — Instituto Nacional de Salud - 2002”.

OBSERVACIONES

a. Las muestras que no cumplan con estos criterios de gram para su procesamiento, seran
rechazadas e informadas como “muestra de mala calidad, no se realiza el cultivo, recoger
nueva muestra si existe indicacion clinica”.

b. Se informara el nombre de la cepa o hasta dos cepas, valoradas como significativas y el
antibiograma.

c. En caso se aislen mas dos morfotipos de BGN en medio MacConkey, se informara como:
“Crecimiento de bacilos gram negativos entéricos”.

d. Se informara el crecimiento de Candida spp. con la observacion de “microbiota de via
aérea superior’ excepto en muestra de LBA y CTP, o en pacientes oncoldgicos,
trasplantados y neonatos.

e. En el caso de muestras de LBA y CTP, informar el recuento de colonias (ufc/ml) y se
informara el gram: morfotipos y, si fuera el caso, presencia de bacterias intracelulares.

f.  En caso no se aisle o valore microorganismo, se informara como “Crecimiento de

microbiota habitual”.
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METODO DE COLORACION DE GRAM

Este procedimiento se basa en la capacidad de algunas bacterias de retener el colorante cristal

violeta en sus paredes celulares, luego del tratamiento con un decolorante.

1. Fijacion de la muestra: se puede fijar las muestras extendidas en ldmina portaobjetos al

calor o con metanol.

a.

Al calor: dejar secar el frotis en una superficie plana, pasarlo dos o tres veces por la
llama del mechero, y dejar enfriar antes de colorear. Si se dispone de placa térmica,
fijar en la placa térmica a 25-30°C.

Metanol: dejar secar el frotis en superficie plana, colocar 3-5 gotas de metanol y dejar

un minuto. Eliminar el metanol restante y dejar secar la lamina al aire. No usar calor.

2. Colorantes: se utilizan los siguientes colorantes:

e.

f.

g.
h.

Cristal violeta
Lugol de gram
Decolorante: alcohol acetona

Safranina

3. Procedimiento: los tiempos de accién de cada colorante, pueden variar de acuerdo a los

colorantes utilizados, especialmente en caso se utilice colorantes preparados

comercialmente. Para determinar los tiempos mas adecuados, se debera evaluar con

control de bacterias gram positivas y bacterias gram negativas.

a. Colocar la lamina fijada sobre un soporte sobre el lavadero, y agregar la solucion de
cristal violeta, por 01 minuto.

b. Lavar con agua de cafio, con un chorro débil, y cubrir el extendido con la solucion de
Lugol, por 01 minuto.

c. Lavary cubrir con el decolarante, por 10 segundos. Lavar. En caso quede colorante,
se puede colocar el decolorante por algunos segundos mas y volver a lavar.

d. Cubrir la lamina con safranina por 01 minuto, luego lavar y dejar secar.

e. Se examina la lamina bajo un objetivo de inmersién X100 con aceite. Las bacterias
gram positivas se tifien de color azul oscuro, y las bacterias gram negativas de color
rosa palido.
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Citrobacter freundii RS + + _+/ - A e + _++/ -t
Citrobacter koseri T e + + T N R
Enterobacter cloacae |- |+ |+ |+ + + - |- L N s + _++/ N
Escherichia coli e + + |- |+ N S
Hafnia alvei R + L R N S N R S N R
Klebsiella aerogenes S N + + - |+ + - |+ S N R
Klebsiella pneumoniae |- |+ |+ |+ + SR R I R R R + |+l [- |+
Klebsiella oxytoca S N + SN R S R R . S I O R
Morganella morganii S R + S LT R I S O S L
Pantoea agglomerans |- |+ |+ [+ |+ P R R R D PR Lo P N
Proteus vulgaris e + JEN N (R (P P P P EE R
Proteus mirabilis S R + LA L N L L R Heo |+ |-
Providencia rettgeri R + A L O
Providencia stuartii R + N N R
Salmonella enterica sv
. - + + - + - + + - + - - - - - -
typhi
Salmonella enterica sv o
) - + + - + + - - + - + - - - -
paratyphi ’+
Salmonella otros e e e |+ T e e B P P VA
Serratia marcescens |- |+ |+ |- + o E N S L R SO P R
Shigella otros
- + + - + - - - - - +/- - - - - -
serogrupos
Shigella sonnei S + R R e E
Yersenia enterocolitica |- |+ [+ |- + A P M e VA R S R
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