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1. INTRODUCCION
1.1. PROPOSITO Y ALCANCE
El objetivo del presente texto es establecer un documento con las normas e instrucciones a seguir en el
procesamiento de los hemocultivos en nuestro laboratorio para el diagnodstico de las bacteriemias y

fungemias.

La aplicacion del mismo se extiende desde la extraccion de los mismos hasta la emision

de resultados.

1.2. FUNDAMENTO

La realizacion de cultivos de sangre persigue el diagndstico de bacteriemias y fungemias, las cuales se
definen como la presencia de bacterias u hongos en la sangre.

La bacteriemia y la fungemia son complicaciones graves de las infecciones bacterianas y fingicas, con
importantes implicaciones pronosticas pues se asocian a una elevada mortalidad.

Ambas se producen cuando los microorganismos se multiplican a un ritmo que supera la capacidad del
sistema reticuloendotelial para eliminarlos e invaden el torrente sanguineo, desde un foco infeccioso
extravascular (a través de los vasos linfaticos) o intravascular (endocarditis, infeccion de catéteres
intravenosos o arteriales...). De esta forma se diseminan rapidamente a través del cuerpo, causando
enfermedad grave. Ademas como consecuencia de determinantes de patogenicidad y productos de su
metabolismo pueden conducir a sepsis, shock séptico y fallo multiorganico que tiene una elevada mortalidad.

Asi pues la deteccion rapida del agente responsable es trascendente para conocer su sensibilidad a los
antimicrobianos e instaurar un tratamiento adecuado.

El diagnéstico de las bacteriemias y fungemias en la actualidad es dependiente de los hemocultivos; sin
embargo debido a la sensibilidad de los métodos utilizados, el procedimiento debe estar cuidadosamente
controlado en la fase preanalitica (recogida) para evitar errores en la interpretacion errénea de

microorganismos comensales de la piel como agentes de infeccion.

1.3. INDICACIONES
De forma general las indicaciones mas importantes para la realizacion de hemocultivos son pacientes con
la sospecha clinica o signos siguientes:
- sospecha clinica de sepsis, meningitis, osteomielitis, pielonefritis, infeccion intrabdominal, artritis,
infecciones graves de la piel y tejidos blandos, neumonia, endocarditis y fiebre de origen
desconocido (absceso oculto, fiebre tifoidea, brucelosis, tularemia, etc.).

- signos: - fiebre > 38 °C o hipotermia (neonatos o ancianos)
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- escaloftios

- estado de shock

- leucopenia o leucocitosis

- trombopenia o alteraciones de la coagulacion de causa no filiada

- disminucién subita de la vitalidad en nifios o ancianos

2. DOCUMENTOS DE CONSULTA
- Manual de recogida, transporte y conservacion de las muestras.
- Manual de procesamiento de las muestras.
- Manual de envio de muestras a laboratorios de referencia.
- Protocolos de identificacion bacteriana.
- Manuales de instrucciones de las técnicas aplicadas.
- Normas NCCLS de las pruebas de sensibilidad a antibioticos.

- Manual de Seguridad del Laboratorio de Microbiologia clinica. SEIMC.

3. OBTENCION DE LA MUESTRA
3.1. EXTRACCION DE LA SANGRE
La descripcion detallada de extraccion de sangre para hemocultivo aparece recogida en el anexo I
(extraido del manual de recogida de muestras a disposicion en intranet
www.calidadzamora.com.)

Debemos resaltar de todo lo indicado en el mismo:

- la extraccion debe ser realizada con extrema precaucion, tal como estd descrito, para evitar
contaminaciones con la flora microbiota de la piel y de este modo permitir una valoracion adecuada
del crecimiento observado como representativo de una bacteriemia verdadera.

- Cada extraccion debe realizarse siempre de venopunciones diferentes, y nunca a través de catéter,
salvo en los casos de sepsis asociados a éste.

- El volumen de sangre es un factor critico, pues la concentraciéon de microorganismos es baja.

- La dilucion de la sangre en el medio de cultivo es necesaria para neutralizar sus propiedades

bactericidas. En el sistema automatico BacT/ALERT 3D disponible en nuestro laboratorio la dilucion
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es de 1/4 para un volumen de 10 ml/frasco en el caso de adultos y de 1/5 para un volumen de 4 ml en
el caso de nifos. No deben llenarse mas las botellas pues puede causar lecturas de falsos positivos.

- Como norma general debe extraerse la sangre lo més cerca posible de los sintomas (pico febril,
escaloftios...) y antes del tratamiento antibidtico.

- El nimero optimo de extracciones es 2-3, con intervalos de tiempo no estrictamente establecidos
(reflejamos en el manual algunas recomendaciones).

- Cada frasco inoculado debe ser debidamente identificado con los datos del paciente y con el numero
de extraccion (1%, 2* o 3%), teniendo la precaucion de no tapar la etiqueta de codigo de barras del

frasco.

3.2. ENVIO
Cada hemocultivo o extraccion debe ir acompaiiado de un volante en el que consten los siguientes datos:
Q Datos del paciente: nimero de historia clinica, nombre y apellidos.
Servicio, planta y nimero de cama en el que esta ingresado.
Fecha de extraccion y orden que ocupa dicha extraccion.
Nombre del médico que realiza la peticion.
Diagnéstico.

Tratamiento antimicrobiano.

0O 0 0O 0 O

Tipo de analisis que se solicita: hemocultivo convencional (bacteriologia), hongos, o si se
sospecha de otro tipo de microorganismos de crecimiento lento o con requerimientos
excepcionales.

Los frascos identificados y los volantes correspondientes deben ser transportados al laboratorio
inmediatamente. Se podran mantener a temperatura ambiente un tiempo no superior a 2 horas. Si
no es posible enviarlos antes, deben incubarse en la estufa de 37 °C situada a la entrada del
laboratorio de microbiologia.

NUNCA DEBEN SER DEJADOS EN NEVERA.

4. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y PRODUCTOS
4.1. FRASCOS DE HEMOCULTIVOS
Deben estar en cada control de enfermeria suministrados por el almacén

general, conservandose a temperatura ambiente hasta su utilizacién. Los frascos
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utilizados en nuestro hospital aparecen recogidos en la tabla I. Antes de su
utilizacion debe comprobarse que el medio esta claro y que el sensor esta intacto y

de color azul-verdoso (no utilizar si esta amarillo).

: . Distribuidor/re . Cons .
Medio de cultivo _ édigo . Indicacion
ferencia ervacion
Hospital
BioMérieux/2
BacT/Alert MB® + T2
actiflert I 51011 17490 ambiente Hemocultivo
MbBact Fluido de s : .
: — BioMérieux/2 micobacterias
enriquecimiento 50877 17491 4°C
BacT/Alert® Standard BioMérieux/6 T? Hemocultivo aerobio
Aerobic 15007 12903 ambiente general
BacT/Alert® Standard BioMérieux/6 T? Hemocultivo
Anaerobic 15008 12904 ambiente anaerobio general
BacT/Alert® FAN BioMérieux/ T2 Hemocultivo aerobio
Aerobic 615003 17770 ambiente U.V.L.
BacT/Alert® FAN BioMérieux/ T2 Hemocultivo
Anaerobic 615004 17771 ambiente anaerobio U.V.I.
BacT/Alert® Pediatric BioMérieux/ T? Hemocultivo
FAN 615005 17769 ambiente pediatrico

Tabla 1: Frascos de hemocultivos

4.2. MEDIOS DE CULTIVO PARA SUBCULTIVOS Y PRUEBAS DE

SENSIBILIDAD

En la tabla 2 aparecen recogidos los diferentes medios de cultivos disponibles

en nuestro laboratorio para la realizacién de subcultivos, identificacion y pruebas

de sensibilidad.

Distribuidor/re Cons
Medio de cultivo . adigo > Indicacion
ferencia ervacion
Hospital
BioMérieux/4 Crecimiento no
Chocolate+polivitalex 4°C
3101 12696 selectivo
Tripticasa-soja+ 5% BioMérieux/ 4°C Crecimiento no
sangre 43001 12694 selectivo
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Columbia CNA+ 5% BioMérieux/4 4°C Selectivo gram
sangre 3071 12698 positivos
MacConk BioMérieux/ 4°C Selectivo gram
acConke
y 43141 12689 negativos
Schaedler vita K1+5% BBL/4354042 4°C No selectivo
sangre de carnero 12668 bacterias anaerobias
Schaedler kanamicina- o Selectivo bacterias
vancomicina BBL/4354023 12669 4°c anaerobias gram negativas
Sabouraud Glucosa- Soria 4°C Ievadurifzfr:?sos
cloranfenicol Melguizo/51078 17040 " y
filamentosos
BioMerieux/4 Pruebas de
Mueller-Hinton 2 4°C
3301 17473 sensibilidad
Mueller-Hinton 5 % BioMerieux/4 e Pruebas de
sangre 3321 12878 sensibilidad
Mueller-Hinton- BBL/4354403 4°C Pruebas de
chocolate 5 12670 sensibilidad
Becton A Deteccion de
Agar MRSA Dickinsos/254570 | 14947 alk resistencia meticilina
. Control pureza de
Agar CLED Oxold/PP003 4°C paneles COMBO gram
01 12802 -
negativos
Chocolate+polivitalex+ Elcllenstas 4°C N.
VCAT 3241 12699 meningitidis/gonorrhoeae

Tabla 2: Medios de cultivo y subcultivo
4.3. REACTIVOS Y PRODUCTOS

Aparecen recogidos en la tabla 3 los diferentes reactivos y productos utilizados

para la identificaciéon y pruebas de sensibilidad de los microorganismos aislados.

((
. Distribuidor/referen | 0digo Cons .
Nombre comercial . ) Indicaciones
cia H ervacion
ospital
. Servicio de T2 Desinfeccion
Betadine . .
Farmacia ambiente frascos
Soria-Melguizo 4
Reactivos de Violeta: 999802 13965 T? .
L 4 . Tincion de Gram
Tincion Gram Yodo: 997235 13996 ambiente
Safranina: 996501 4
14351
4 T2 Alcohol-acetona
BRI VORQUIMICA | 49903 ambiente (GRAM)
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Alcohol etilico 4 T® Alcohol-acetona
absoluto PANREAC 12791 ambiente (GRAM)
Identificacion
F T® estafilococos/estr
0,
el IR FORET armacia ambiente eptococos/
anaerobios/
Slidex Staph Plus BioMérieux/ 4 4°c Identificacion
(“coagulasa en porta”) 73115 12872 estafilococos
Coagulasa 4 A Identificacion
plasma EDTA SELL 2 S 13999 Sl estafilococos
Identificacion
. Mast- 4 o Neisseria/Haemophilus/
Oxidasa Test Diagnostic/371021 14534 4°c Bacilos gram
negativos (BGN)
. 4 o Identificacion S.
Optoquina BD BBL / 231046 12909 4°C pneumoniae
Solubilidad en . 4 o Identificacion S.
bilis (desoxicolato sédico) Sigmal D6750 14967 4°C pneumoniae
. . BioMérieux/5882- 4 A Identificacion S.
Slidex pneumo kit 1 12864 4°C pneumoniae
. . Identificacion de
Slidex Strepkit 58%';) (:VI erieux/ 12869 4 4°C estreptococos f3-
hemoliticos
PYR Test A mrmr}5
L i Mast- 4 4°c Identificacion
_ (pirrolidonil Diagnostic/371021 17321 estreptococos
arilamidasa)
Antisuero Becton 4 4°c Identificacion
Francisella tularensis Dickinson/240939 17291 Francisella tularensis
Ant_lsuer_o REMEL/30164901 i 4°c Identificacion
Brucella melitensis Brucella
Neisseria 2’;2?:;;"’5 DIFCO/ 222321 4 . Identificacion
polivalente (A,B,C,D) (R2232-50) 14897 Neisseria meningitidis
Antisuero Identificacion
Neisseria meningitidis (R2DZI;£§:- 26)222281 14898 1 4°C Neisseria meningitidis
grupo A grupo A
Antisuero Identificacion
Neisseria meningitidis (RZIZIZFQ(:‘;)OI)Z 22291 14899 1 4°C Neisseria meningitidis
grupo B grupo B
Antisuero Identificacion
Neisseria meningitidis (RZDZI:I:(?_ 26)222301 14901 4 4°C Neisseria meningitidis
grupo C grupo C
Antisuero Identificacion
Neisseria meningitidis (R2DZI:|3:'IC- gé)222311 14900 1 4°C Neisseria meningitidis
grupo D grupo D
Antisueros Ver PNT 4°c Serotipado de
Salmonella coprocultivos Salmonella spp
Antisuero H. 4 Identificacion de
influenzae o
DIFCO/222371 | 44732 4c H.influenzae
Poly a,b,c,d,e,f
Antisuero H. 4 A Identificacion H.
influenzae tipo b DIFCO/222361 | 4,73 S influenzae tipo b
T 4 o Identificacién de
API Strep BioMérieux/2060 12859 4°C Streptococcus spp
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. s onn Identificacion
Api Coryne BioMérieux/20900 12683 4°C corineformes
. . Identificacion
0
Api 20 A BioMérieux/2030 12936 4°C anaerobios
. . Sensibilidad
0,
ATB ANA BioMerieux/14269 13963 4°C anaerobios
. . Identificacion
(]
ID 32GN BioMerieux/32100 14306 4°C BGN
. . Identificacion
(]
ID 32 STAPH BioMerieux/32500 14308 4°C estafilococos
. Identificacion
O
ID32 levaduras BioMérieux/32200 14307 4°C levaduras
Discos factores X MastDiagnostics/ 4°C Identificacion de
yVv D45C 12738 Haemophilus spp
. MastDiagnostics/ o Identificacién de
Discos factores X D43C 14887 4°C Haemophilus spp
. MastDiagnostics/ o Identificacion de
Sl Rt D44C 12908 e Haemophilus spp
Panel Dade Identificacion de
Haemophilus-Neisseria . ] 4°C | Haemophilus spp/Neisseria
(HNID) Behring/B1012-108 12850 spp/ Moraxella catarrhalis
Sensititre DADE Sensibilidad
. y ; o f
Haemophilus/Neisserial Str Behring/772emizaad 13988 4°C .Hael_nophllus spp,
ep Neisseria, Streptococcus
COMBO gram Dade Behring/B- T sensi;ﬁfd“a‘g'cf:r':" y
negativos 1016-80 13883 ambiente adg
negativos
COMBO gram Dade Behring/B- T2 sensi;ﬁfd“;g"’f:r':" y
posiitivos 1016-71 13882 ambiente 0ad g
positivos
Discos de BioMérieux/Oxoid 4°C Sensibilidad
antibiéticos /Biodiscs (disco-placa)
. " Deteccion
Disco cefinasa BBL/31650 13955 4°C BT
Tiras de E-TEST AB Biodisk/lzasa oc -20 cmi
. Denka Seken Deteccion de la
R CO/K1096 12743 e proteina PBP2a
. T2 Generador
ANAEROGEN Ox0id/AN0025A 14857 ambiente anaerobiosis jarra
o onn T® Generador
Gl ElreEy e 12686 ambiente anaerobiosis bolsa

Tabla 3: Reactivos y productos

5. APARATOS Y MATERIAL

- Sistemas automaticos de monitorizaciéon continua BacT/Alert 3D y MB/BacT

(BioMérieux®): no invasores, de agitacion y monitorizacién continua de cada
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frasco. Utilizan un sensor colorimétrico y luz reflejada para detectar la
presencia y produccion de didxido de carbono disuelto en el medio de
cultivo. El CO, producido por el crecimiento microbiano determina que el
sensor colorimétrico permeable al gas situado en el fondo de los frascos
cambie de color azul verdoso a amarillo. Este cambio de color se refleja en
un aumento de las unidades de reflectancia controladas por el sistema. El
sistema registra las lecturas cada 10 minutos.

- Cabina de seguridad biolégica (TELSTAR BIO-lI-B).

- Estufa de aerobiosis /37 °C para conservacion de hemocultivos hasta
procesamiento y subcultivos microorganismos aerobios.

- Estufa de aerobiosis /30 °C para subcultivo de hongos.

- Estufa de CO, (510 %) / 37°C para subcultivos de microorganismos
microaerofilos / capnofilos.

- Microscopio optico.

- Jarras o bolsas de incubaciéon de anaerobiosis.

- Sistema automatico para identificacion y sensibilidad: Lector MicroScan
autoScan4 (Dade Behring®) y semiautomaticos (API: BioMerieux®.).

- Material fungible: asas de inoculacion, portaobjetos, cubreobjetos, pipetas
Pasteur, agujas de ventilacién hemocultivos...

- Micropipetas 1,10 y 100 pl.

- Sistema informatico (gestion administrativa , emisién de resultados).

6. PROCESAMIENTO
En la figura 1 aparece recogido el organigrama de procesamiento y emisiéon de
informes de los hemocultivos.
6.1. RECEPCION Y REGISTRO
1.- Inspeccién inicial: En cuanto se reciban los hemocultivos en el laboratorio
deben ser examinados cuidadosamente, comprobando que estén integros, sin
roturas ni fisuras, y que el volumen de sangre es adecuado.
Comprobar que cada pareja de frascos tiene un volante y que coinciden los

datos que figuran en ambos.
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2. Criterios de rechazo: En general debido a la importancia del diagnéstico de la
bacteriemia, no se rechazara nunca, salvo que los frascos estén dafiados o haya
serias dudas en cuanto a la identificacion de la muestra, poniéndose siempre en
contacto con el servicio que los remite para intentar solucionarlas. Si se aceptan,
debera reflejarse siempre la deficiencia encontrada, para interpretar los resultados

con precaucion.

PACIENTE | LABORATORIO SECRETARIA

Extraccion Recepcion

A
NO
Aceptacion
ST
| Asignacién numero de registro I I Registro sistema informatico

v

| Introduccién BacT/ALERT 3D

NO

Crecimiento

#I Informe definitivo negativo |~\

CLINICO

Tincién de Gram responsable)

A

Subcultivos

Probable SI

contaminante

I Informe Flora contaminacion |‘

NO

| Informe provisional |

v
LUy |

(peticionario/ | [

| Identificacion y antibiograma ™ Informe definitivo positivo |

Figura 1: Organigrama del procesamiento y emisiéon de informes de

hemocultivos
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3. Asignar a cada extracciéon un numero correlativo de registro del laboratorio,
anotandolo en el volante y los frascos correspondientes. Los frascos disponen de
una lengiieta adhesiva correspondiente a su cédigo de barras, que debe adherirse
al volante correspondiente.

4. Los volantes deberan pasaran a Secretaria para su registro en el sistema de
gestion del laboratorio, y los frascos a la secciéon de hemocultivos para comenzar

su procesamiento.

6.2. INTRODUCCION DE LOS HEMOCULTIVOS EN EL SISTEMA (ver anexo II)
6.3.- HEMOCULTIVOS POSITIVOS
6.3.1. EXTRACCION DE LOS FRASCOS POSITIVOS
Los hemocultivos detectados como positivos por el sistema automatizado seran
extraidos segun se indica en el anexo ll.
6.3.2. PROCESAMIENTO DE LOS FRASCOS POSITIVOS
Desinfectar el tapén de goma del frasco con Betadine® (dejar secar). Tras
invertir los frascos con una ligera agitacion, se extrae con una jeringa un pequeno
volumen de caldo. Se puede realizar esta extraccion utilizando la aguja de
ventilacion que permite, invirtiendo el frasco, la salida de caldo. Algunos autores
recomiendan la extraccién de 2-5 ml y depositarlo en un tubo estéril rotulado con el
numero del frasco.
En nuestro laboratorio de esta primera extraccion (realizada con las agujas de
ventilacion ) se realiza:
6.3.2.1. Tincién de Gram
- Sobre un porta rotulado con el numero del frasco y el tipo de frasco (AE:
aerobio, ANA : anaerobio) se depositan 1 6 2 gotas.
- Se extiende la gota ligeramente con el asa.
- Se deja secar en la cabina de seguridad.
- Fijacion con calor.
- Se realiza la tincion de Gram.
- Se observa al microscopio 6ptico a 1000 aumentos con aceite de

inmersion.
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- Se anota el resultado de la tincién en el volante de peticion.

6.3.2.2. Subcultivos

Previa e independientemente a la visualizacién del Gram se realiza a todo
hemocultivo detectado como positivo un subcultivo a una placa de agar chocolate-
polivitalex y a los frascos anaerobios ademas se siembra una placa de agar
Schaedler. Se incuban a 37 °C en estufa de CO, (agar chocolate, 24-48 h) y en

anaerobiosis (agar Schaedler, bolsa o jarra, 48-72 h).
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PROCESAMIENTO INICIAL DE HEMOCULTIVOS POSITIVOS

Hemocultivo positivo

v
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Figura 2: Procesamiento inicial de los hemocultivos positivos

En funcién de la visualizacion del Gram se haran subcultivos a medios
especificos (ver figura 2) que se incubaran a las temperaturas y atmoésferas
indicadas en la misma.

6.3.2.3. Lectura de placas e identificacion de los microorganismos.

Las placas de subcultivo incubadas se leeran a las 18-24 horas, si bien deben

reincubarse todas 48 horas. Los microorganismos que hayan crecido y que se
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consideren productores de bacteriemia significativa, se identificaran de forma
definitiva y se realizaran las pruebas de sensibilidad correspondientes En los
esquemas del anexo lll aparece recogida la rutina a seguir en nuestro laboratorio
para la identificacion de los microorganismos aislados en funcién de la morfologia,
tincion de Gram y crecimiento en aerobiosis o anaerobiosis; dichos esquemas
pretenden reflejar el esquema de trabajo a seguir en la identificacion de los
microorganismos y no tanto una exposicion exhaustiva de las diferentes pruebas
bioquimicas de identificacion que permiten la diferenciacion de cada especie. Los
microorganismos considerados como contaminantes se identificaran sélo a nivel
de género. Se anotaran en las “hojas de trabajo” las pruebas que deben realizarse
a cada placa.

Se denomina bacteriemia verdadera a aquella producida por microorganismos

realmente presentes en la sangre de los pacientes y falsa bacteriemia a la causada

por una contaminacion accidental de los medios de cultivo, por la microbiota
cutanea del enfermo o del personal que realiza la toma del hemocultivo, en el
momento de la extraccion o durante su procesamiento en el laboratorio. Esta
distincion es de maxima importancia y trascendencia para el paciente, pero en la
mayoria de las ocasiones el laboratorio no dispone de elementos suficientes para
establecer con seguridad la significacion de la bacteriemia.

Uno de los datos orientativos lo constituye la propia identidad de los

microorganismos aislados. Asi Staphylococcus aureus, Escherichia coli y otras

enterobacterias, Pseudomonas aeruginosa y Streptococccus pneumoniae son
responsables en un alto porcentaje de casos de bacteriemias verdaderas. Por el
contrario, es dudoso el papel de microorganismos que forman parte de la flora
bacteriana del paciente como los estafilococos coagulasa negativa, Streptococcus
del grupo viridans, Corynebacterium spp, Propionibacterium acnes, Bacillus spp.,
Lactobacillus spp. y algunas especies de Clostridium. Sin embargo algunos de
estos microorganismos pueden ser responsables de auténticas bacteriemias por lo

que debe valorarse también el numero de hemocultivos en que se repite el aislado.

Asi la repeticion de la misma bacteria en mas de una extraccién (suponiendo una

buena practica de la misma) aumenta la probabilidad de bacteriemia verdadera,
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mientras que su presencia en un solo hemocultivo sugiere una contaminacion. Por
lo tanto los microorganismos antes descritos como dudosos patégenos deben
estar presentes con idéntico biotipo y antibiotipo en 2 o mas hemocultivos o
extracciones del mismo paciente para poder ser considerados como productores
de verdadera bacteriemia.

Puede asi mismo servir de ayuda para la interpretacion la existencia de cuerpos
extrainos o focos infecciosos de los que se haya aislado el mismo microorganismo
que en la sangre, por lo que debe examinarse el resto de cultivos del mismo
paciente recibidos en el laboratorio.

Por todo lo expuesto anteriormente el microbidlogo debe compartir la
informacion que posee con el clinico responsable del paciente, para que con los

datos clinicos de éste, se valoren los resultados obtenidos.

6.4. HEMOCULTIVOS NEGATIVOS
De forma genérica los hemocultivos se incuban 7 dias. Transcurrido dicho plazo
los frascos en los que no se ha detectado crecimiento seran extraidos (anexo Il) y

desechados.

7. MICROORGANISMOS Y SITUACIONES ESPECIALES
Es fundamental que el clinico informe en el volante de peticion o bien
personalmente, cuando se encuentre ante la sospecha de infeccion por un agente
etiologico infrecuente y que ademas sea de dificil aislamiento y crecimiento, para

poder adaptar el procesamiento de los hemocultivos.

7.1. BRUCELOSIS

En los sistemas automaticos se aisla Brucella spp. en los frascos aerobios mas
rapidamente que en los clasicos medios de Castafeda o bifasicos. Se debe
prolongar el periodo de incubaciéon hasta 21 dias y al finalizar dicho periodo se
realiza un subcultivo en agar chocolate, incubando la placa 3 o 4 dias antes de

descartar el hemocultivo como negativo.
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Exige un nivel 2 de seguridad para procesar muestras sospechosas de contener
Brucella y un nivel de seguridad 3 para manipular los cultivos de dicho
microorganismo. (Ver Procedimientos de Seguridad en el Laboratorio de
Microbiologia Clinica, SEIMC).

7.2. TULAREMIA.

Francisella tularensis sé6lo esta en la sangre en la fase aguda de la enfermedad,
por lo que su aislamiento en hemocultivos es extremadamente raro. Si existe la
sospecha deben incubarse los frascos 14 dias, subcultivandolos al final del
periodo de incubaciéon, en agar chocolate. Niveles de seguridad 2 y 3.

Habitualmente el diagnéstico se realiza a través de estudios serolégicos.

7.3. Abiotrophia.

Antes se consideraban estreptococos con requerimientos nutricionales
especiales y se incluian en los estreptococos del grupo viridans. Crecen bien en
los frascos de hemocultivos pues contienen sangre fresca del paciente. Son cocos
gram positivos, con tendencia a agruparse en cadenas, aunque a menudo su
morfologia es deforme mostrando un aspecto cocobacilar incluso gram variable.
No crecen en agar sangre ni chocolate, lo que dificulta su aislamiento, siendo
necesario realizar el subcultivo en placas de agar sangre enriquecida con vitamina
B6 o con cisteina. Las placas empleadas para anaerobios, que suelen contener
cisteina, permiten también su desarrollo. Una forma sencilla de demostrar su
deficiencia nutricional es realizando una estria de S. aureus hemolitico en una
placa de agar sangre; a las 24-48 horas se puede observar crecimiento de

microcolonias haciendo satelitismo alrededor de la estria de estafilococo.

7.4. MICOBACTERIAS
Existen frascos especificos para estudio de micobacterias en sangre. En el
anexo | aparece reflejado el modo de extracciéon de la sangre para dicho estudio. En
nuestro laboratorio se procesan en la secciéon de micobacterias. Una vez recibida la
sangre se inocularan 3-5 ml del tubo de recolecciéon en los frascos especificos
(previamente preparados afnadiendo 1 ml del fluido de enriquecimiento). Las

botellas seran incubadas durante 42 dias en el sistema automatico de

Pagina 15



Aiio 2004 NuevoHospital N° edicion: 92
ISSN: 1578-7516

monitorizacion continua, MB/BacT (sin agitacion) de la seccion de micobacterias
que utiliza el mismo principio de deteccion de microorganismos que el BacT/Alert
3D, esto es un sensor colorimético y luz reflejada para detectar la presencia y

produccién de dioxido de carbono disuelto en el medio de cultivo.

7.5. HONGOS

Los pacientes con un mayor riesgo de fungemia son los inmunodeprimidos,
especialmente hematolégicos y transplantados.

Los hongos levaduriformes son responsables de la mayoria de las fungemias,
siendo el género Candida el mas frecuente. Las levaduras se aislan en los frascos
aerobios de hemocultivo con relativa rapidez, no después de 5-7 dias de
incubacion. Como aparece recogido en la figura 1 cuando se observen en el Gram
se debe hacer una siembra en Saboureaud-cloranfenicol e incubar a 22-30 °C.

Si se sospecha que el agente causal es un hongo dimoérfico o filamentoso, es
recomendable prolongar su incubacién; en nuestro laboratorio realizamos un
subcultivo a Saboureaud-Cloranfenicol de los frascos aerobios al finalizar los 7
dias de incubacion, el cual incubamos a 30°C durante 15 dias, antes de
considerarlo como negativo.

Las levaduras aisladas se enviaran al Centro Nacional de Microbiologia para

estudio de sensibilidad a antifangicos.

7.6. ENDOCARDITIS.

En caso de sospecha de una endocarditis de etiologia infecciosa deben
realizarse hemocultivos con objeto de detectar la bacteriemia continua. En el anexo
| relativo a la extraccion de hemocultivos aparecen recogidos el niumero e intervalo
de extraccion de hemocultivos para las situaciones de endocarditis aguda,
subaguda o en tratamiento.

Los microorganismos mas habituales causantes de endocarditis (estafilococos,
estreptococos y enterococos) suelen crecer en las primeras 48 horas. Sin embargo
existen microorganismos causantes de endocarditis como los del grupo HACEK
(cocobacilos gram negativos: Haemophilus, Actinobacillus, Cardiobacterium,

Eikenella y Kingella), o la misma Brucella previamente citada, que son de
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crecimiento lento, por lo que ante una sospecha de endocarditis los hemocultivos
deben incubarse 3 semanas, subcultivando en agar chocolate al final del periodo
de incubacidon. En ocasiones, en pacientes con endocarditis infecciosa no se
obtienen hemocultivos positivos por diversas causas como son técnicas
microbiolégicas inadecuadas, infeccion por microorganismos con necesidades
nutricionales especiales, o agentes que usualmente no se aislan en los
hemocultivos (p.ej. Bartonella spp, Legionella spp, etc) y fundamentalmente por la
administracion de antimicrobianos de forma previa a la toma de muestras. En estos
casos de endocarditis con hemocultivo negativo es recomendable realizar un
estudio serolégico frente a Coxiella burnetii, Legionella, Brucella, Bartonella y
Chlamydia. Asi mismo si el paciente mantiene un buen estado hemodinamico, lo
indicado es suspender el tratamiento antibiético y repetir los hemocultivos como

minimo 48 horas tras la suspension.

7.7. BACTERIEMIA ASOCIADA A CATETER

La bacteriemia asociada a catéter requiere la confirmacion microbiolégica para
tener un diagnodstico de certeza, esto es crecimiento del mismo microorganismo
(idéntica especie y antibiograma) en cultivo semicuantitativo o cuantitativo del
catéter retirado y en hemocultivo (preferiblemente obtenido de venopuncion
directa) en un paciente con sintomas de bacteriemia y en ausencia de otro foco de
infeccion. En ausencia de confirmacion microbiolégica, la desaparicion de la
sintomatologia tras la retirada del catéter en un paciente con bacteriemia puede ser
considerada evidencia indirecta.

Se han descrito algunos procedimientos diagnésticos manteniendo el catéter.
Entre ellos se encuentra la utilizacion de hemocultivos cuantitativos pareados (n°
de u.f.c./ml en los hemocultivos por catéter supera en 4-10 veces el n° de u.f.c./ml
en los hemocultivos obtenidos por venopuncién directa). Este procedimiento es
complejo y no esta ofertado en nuestro laboratorio. Como aproximacién se pueden
comparar los hemocultivos extraidos por vena periférica y a través del catéter,
apoyando el diagnéstico la obtencién del mismo microorganismo (biotipo y

antibiotipo) en ambos. Se ha propuesto que un adelanto en el crecimiento de los
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hemocultivos obtenidos a través del catéter de 2 o mas horas respecto a los
obtenidos por via periférica sugiere una infeccion de catéter dado el mayor inéculo
bacteriano. Otras técnicas dirigidas al diagndstico sin la retirada del catéter, como
son los cultivos superficiales (piel, conexién o trayecto subcutaneo) o las tinciones
rapidas en las muestras de la conexion o el cepillado intraluminal, pueden ser
utiles en algunas ocasiones, dado el valor predictivo negativo de los primeros o la

celeridad en el diagnéstico de los ultimos.

8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS
8.1. INFORME PRELIMINAR

Aquellos hemocultivos que se vayan detectando como positivos a lo largo de la
mafnana seran informados de forma teleféonica especificando el resultado de la
tincion de Gram, el numero de hemocultivos en los que se observa crecimiento en
relacién con el total de los extraidos y la fecha de obtencién de los mismos.
Preferentemente se informara al clinico responsable del enfermo, en su ausencia al
médico que le sustituya y si esto no es posible se informara a la supervisora de
enfermeria o enfermera al cargo de dicho paciente para que sea transmitida dicha
informacién al médico en cuanto sea localizado. Es recomendable la emisién de un
informe preliminar escrito.

Se anotara en el volante de peticion la fecha en la que se emite este informe
preliminar, a quien se comunica y que tipo de informacion se ha emitido. Se debe
asi mismo anotar en el volante de peticion si el paciente esta recibiendo antibiético
y en ese caso cual es, para posteriores recomendaciones o emision de informes de
forma telefonica si no se adecuara al microorganismo aislado.

Si bien la emisiéon de este informe preliminar debe estar particularizada para
cada enfermo se pueden establecer de forma general los siguientes casos para la
emision de los mismos:

- pacientes con 2 o mas extracciones con cocos gram positivos en
racimos (tipo estafilococo)
- pacientes con 1 0 mas extracciones con:

- diplococos gram positivos
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- cocos gram positivos en cadenas
- bacilos gram negativos

- diplococos gram negativos

- levaduras

- flora mixta

8.2. INFORME DE RESULTADOS DEFINITIVOS
8.2.1.Informe de resultados positivos.

Una vez finalizado el proceso de identificacion y sensibilidad antibiética de
aquellos hemocultivos positivos en los que se aislen microorganismos
significativos se registraran los resultados en el programa de gestion del
laboratorio. Una vez impresos seran revisados por el facultativo responsable y se
firmaran para ser enviados. Los informes de las extracciones del mismo paciente y
de la misma tanda de hemocultivo seran enviados grapados y si alguna extraccion
continua negativa se emitira informe/s pendiente/s junto con el positivo. Si existiera
alguna discrepancia con la informacion preliminar se informara verbalmente.

Si los microorganismos se consideran contaminantes se informaran como flora
de contaminacion cutanea. Si ha existido un informe preliminar se especificaran a
nivel de género (p. ej. estafilococos coagulasa negativa) y por qué razén se

considera una contaminacion (p. ej. diferentes tipos en una misma extraccion).

8.2.2. Informe de resultados negativos
Los hemocultivos en los que no se aislan microorganismos, transcurrido el
periodo de incubacion establecido, se informaran por escrito como:
- al séptimo dia negativo

- 3% semana cultivo negativo

9. RESPONSABILIDADES
Los técnicos/ enfermeras del laboratorio seran los responsables del
procesamiento de los hemocultivos: recepcién, introduccion en el aparato

automatizado, mantenimiento del mismo, extraccion de los hemocultivos
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detectados como positivos y/o negativos, realizacion de la tincion de Gram y
subcultivos, pruebas de identificacion y sensibilidad, siempre bajo la supervision
del facultativo responsable.

El facultativo de hemocultivos sera el responsable de la emision de resultados
preliminares tras la visualizacién del Gram, de la interpretacion de los resultados y

de la validacion de todos los informes emitidos.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO
Los sistemas automaticos de monitorizazién continua, como el disponible en
nuestro laboratorio, permiten determinar el momento en el que se produce el

crecimiento de la mayor parte de las bacterias y los hongos de relevancia clinica.

11. LIMITACIONES AL PROCEDIMIENTO
Estos sistemas automaticos no permiten detectar el crecimiento de algunas
bacterias como Leptospira spp, Bartonella spp, Mycoplasma spp, parasitos ni

virus.
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HEMOCULTIVOS: Extraccion

Material necesario
Guantes estériles.
Alcohol etilico o isopropilico 70 %.
Povidona yodada (Betadine®).
Frascos de hemocultivos:
* ADULTOS:
- aerobio (azul): BacT/Alert® Standard Aerobic (ref. 615007), cédigo
hospital: 412903.
- anaerobio (morado): BacT/Alert® Standard Anaerobic (ref. 615008),
codigo hospital: 412904.
- UVI: frascos especiales que contienen carbén activado (adsorcion de
antibiéticos):
- aerobio (verde) BacT/Alert® FAN Aerobic (ref. 615003), cédigo
hospital: 417770.
- anaerobio (naranja): BacT/Alert® FAN Anaerobic (ref. 615004),
cédigo hospital: 417771.
* PEDIATRICO (amarillo): BacT/Alert® Pediatric FAN (ref. 615005),
cadigo hospital 417769.

Set de extraccion :
- Palomilla de extraccion vacio seguridad, cédigo hospital: 419707.

- Adaptador para frascos de hemocultivo.

A.- Procedimiento de extraccion

ANEXO I: HEMOCULTIVOS: EXTRACCION
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Utilizar guantes estériles.

Desinfectar los tapones de los frascos con povidona yodada (Betadine®) o
etanol, permitiendo que se sequen. Asegurarse que el medio esta claro y que
el sensor (base de la botella) esta intacto y de color azul-verdoso. No utilizar
si el sensor esta amarillo.

Después de la palpacién para elegir el sitio de la venopuncién, desinfectar
vigorosamente la piel con alcohol etilico o isopropilico 70 % durante 30
segundos.

Aplicar povidona yodada concéntricamente desde el centro del sitio elegido
para la venopuncion, cubriendo un area circular de 2-4 cm de diametro,
durante 1 minuto.

Dejar secar un minuto (necesario para que ejerza su efecto antioxidante).

En pacientes alérgicos a los compuestos yodados se debe realizar doble
aplicacion de alcohol.

No volver a palpar la vena tras esta preparacion.

Conectar el adaptador al extremo del set de extraccion, realizar la punciony a
continuacidén insertar en la botella el adaptador, presionando para pasar a
través del tapon de la botella y que la sangre fluya a su interior; tras obtener
volumen adecuado (lineas en la botella), proceder de igual forma en la otra
botella. Finalmente retirar de la botella y quitar la aguja de la vena.

Se recuerda que el vacio que incorporan los frascos succiona rapidamente la
sangre. Agitar suavemente los frascos después de inoculados.

Limpiar el sitio de la extracciéon con alcohol para quitar los restos de yodo

(puede causar irritacion).

B.- Volumen de muestra
Es un factor critico pues la concentracién de microorganismos en sangre es
baja.
Para adultos se recomienda 20 ml (10-30 ml) por venopuncién dividido en los

dos frascos: 10 ml en un frasco anaerobio (morado/ UVI: naranja) y 10 ml en
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frasco aerobio (azul/ UVI: verde), teniendo especial cuidado en no introducir
aire en el frasco de anaerobios.
Para nifios se recomienda 1-5 ml por venopuncion e inocular en un unico

frasco (amarillo).

C.- Numero de hemocultivos y momento de extraccion
UN HEMOCULTIVO se considera la sangre de una venopuncion inoculada en
DOS BOTELLAS (adultos) separadas (aerobia y anaerobia) o en UNA BOTELLA
en el caso de los nifios.
CADA HEMOCULTIVO DEBE REALIZARSE SIEMPRE DE VENOPUNCIONES
DIFERENTES. Preferiblemente lo mas cerca posible de los sintomas (pico
febril, escalofrios...) y antes del tratamiento antibioético.
En caso de sepsis aguda, meningitis, osteomielitis, artritis, neumonias agudas y
pielonefritis y otras situaciones que requieran instauracion inmediata de
antibiéticos, recoger 2 hemocultivos de venopunciones diferentes de forma
consecutiva antes del tratamiento.
En caso de endocarditis:
- aguda: 3 hemocultivos de venopunciones separadas durante la 12-22 hora
de evaluacién, y comenzar terapia.
- subaguda: 3 hemocultivos el primer dia (separados 15 minutos o mas); si son
negativos a las 24 h, obtener tres mas.
- pacientes en tratamiento: 2 hemocultivos separados, en tres dias sucesivos.
En caso de fiebre de origen desconocido (absceso oculto, fiebre tifoidea,
brucelosis, etc): 2 hemocultivos separados al menos 1 hora. Si son negativos 24
o0 36 h mas tarde, obtener 2 hemocultivos mas separados 1 hora.
Pacientes en tratamiento antibiético: 6 hemocultivos en 48 horas, recogidos
previos a la siguiente dosis de antibiético.
D.- Identificacion de las muestras
En cada uno de los frascos, pegar la etiqueta del nombre del paciente en la
zona de color, de forma que respete el cédigo de barras.
ROTULAR LOS FRASCOS con 12, 22 § 32 extraccién (recuadro).
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RESPETAR EL CODIGO DE BARRAS (No escribir ni poner la pegatina de

identificacion del paciente, inutiliza el frasco).

E.- Estudios especiales
El estudio de hongos, Brucella y tularemia, asi como la sospecha de

endocarditis deben ser reflejados especificamente en el volante de peticién.

MICOBACTERIAS :

- Indicado sélo en pacientes inmunodeprimidos.

- Seguir las instrucciones de asepsia indicadas.

- Mediante punciéon venosa extraer 5 ml de sangre e introducirla en tubos
con heparina litio (tubos de extracciéon de sangre de tapén verde (referencia
del hospital: 410463), nunca con EDTA. Invertir suavemente el tubo 2-3
veces.

- Se realizaran de 2 a 3 extracciones por paciente, con intervalo de 15-30
minutos.

- Conservar a temperatura ambiente hasta ENVIO INMEDIATO una vez
realizada la ultima extraccion.

- Especificar claramente en el volante de peticion la solicitud de cultivo de

micobacterias.

F.- CONSERVACION
Enviar las muestras inmediatamente al Laboratorio. Si no es asi conservar:
< 2 horas: a temperatura ambiente.
>2 horas: a 37 °C (estufa situada a la entrada del Laboratorio de
Microbiologia).
NUNCA DEJAR EN NEVERA.
G.- HEMOCULTIVOS POR CATETER
Soélo se realizara la extraccion de sangre a través de catéter en el caso de

sospecha de bacteriemia por catéter, acompafhado de hemocultivos de sangre
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periférica, indicando claramente en los frascos y volantes el punto de extraccion

(catéter o vena).
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BacT/ALERT 3D: PROCEDIMIENTOS BASICOS

En este anexo vamos a reflejar las funciones basicas a realizar con el aparato de
hemocultivos a las que hemos hecho mencion en el texto. Otros aspectos del
sistema aparecen recogidos en el Manual del Operador del aparato. Nuestro
sistema automatico es el BacT/ALERT, modelo 3D, que consta de 1 médulo de
control, y 2 médulos de incubacion (8 cajoneras, 4 por médulo de incubacién), en
la actualidad gestionado por el laboratorio BioMérieux.

Como ya hemos indicado se trata de un sistema automatico no invasor, de
agitacion y monitorizacion continua de cada frasco de hemocultivo. Utiliza un
sensor colorimétrico y luz reflejada para detectar la presencia y produccion de
diéxido de carbono disuelto en el medio de cultivo. EI CO, producido por el
crecimiento microbiano determina que el sensor colorimétrico permeable al gas
situado en el fondo de los frascos cambie de color azul verdoso a amarillo. Este
cambio de color se refleja en un aumento de las unidades de reflectancia

controladas por el sistema. El sistema registra las lecturas cada 10 minutos.

1. CARGAR FRASCOS

o Antes de introducir los frascos, ir a la pantalla principal (tiene el n°1 en el
margen superior izquierdo) y presionar el icono de "cargar frascos" (icono azul
con una botella de contorno blanco) en la parte inferior de la pantalla.

o Inmediatamente cambia la pantalla (pantalla principal modo de carga) indicando
el numero de celdas libres disponibles en la parte inferior de cada cajon del
icono Instrumento.

0 Se encendera ell/los pilotos verdes en el/los cajones que tengan celdas libres.

o Comprobar que el campo identificador del frasco (botella blanco) esté en
blanco.

o Pasar el frasco por el lector de codigo de barras que esta en la parte inferior del
modulo de control. En caso de no leer el codigo de barras, se puede introducir
manualmente con ayuda del teclado del médulo de control, el cual se extrae

presionando dos pestainas laterales.
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También se puede reetiquetar, teniendo en cuenta que las etiquetas son

genéricas, por tanto cuando se utilicen es necesario especificar a que tipo de

hemocultivo corresponde el frasco:

Pasar el frasco reetiquetado por el lector del cédigo de barras.

En la parte inferior izquierda de la pantalla aparecera una ventanilla, encima
del campo identificador del frasco.

Con las flechas ir buscando hasta encontrar el tipo de hemocultivo al que

corresponda el frasco.

Introducir los frascos en cualquier celda libre (luz verde). Una vez metido el

frasco la luz verde parpadea.

Pulsar el botén de verificar (validar v').

2. CAMBIO TIEMPO MAXIMO DE ANALISIS (FRASCOS INDIVIDUALES)

En el momento de la carga:

Presionar el icono de cargas botellas.

Pasar el frasco por el lector de cédigo de barras.

Presionar el icono de tiempo de incubacion (botella con un reloj en el
interior).

Aparece una pantalla nueva. Con ayuda de las flechas se cambia el tiempo
de incubacion.

Indicar el tiempo total requerido.

Verificar (v).

Introducir el frasco

Verificar (v).

El cambio del tiempo maximo de analisis de un frasco durante la carga no

afecta a ningun otro frasco del mismo tipo.

Después de la carga:
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- Acceder a la pantalla de configuracion pulsando el botén de pantalla
siguiente en la pantalla principal (—/ parte inferior derecha).

- Introducir la contraseiia (de fabrica 1234) y presionar el icono final (llave).

- Acceder a la pantalla editar datos de un frasco especifico (Icono: libro con
una botella).

- Escribir el identificador del frasco, en la parte superior (icono botella en
blanco); si se conoce la posicion de la celda, utilizar los botones de
desplazamiento, médulo de incubacién, cajon y celda para seleccionarlo.

- Pulsar el botén verificar(v').

- Aparecera la pantalla Editar datos del frasco (identificador de pantalla 2.11.1)

- Modificar el tiempo (icono botella con reloj).

- Pulsar el botoén verificar(v').

3. EXTRACCION DE FRASCOS

3.1. FRASCOS POSITIVOS.
Cuando hay frascos positivos el fondo de la pantalla principal se pone amarillo
y el del icono azul.
Presionar botéon de extraccion de frascos positivos (icono azul que tiene una
botella con una cruz positiva, parte superior de la pantalla). Encima de él
aparece el numero de frascos positivos.
Se enciende una luz verde en los cajones que contienen frascos positivos.
Abrir el/los cajones indicados. Lals celda/s del/os frascols a retirar se indica con
una luz verde.
Retirar uno de los frascos indicados. El indicador luminoso de la celda
parpadeara lentamente para indicar la extraccion del frasco. Aparecera en la
pantalla el identificador del frasco (cédigo de barras) y el tipo de frasco.
No es necesario volver a escanear el cédigo de barras. No obstante si se hace
verificara la identidad del frasco.
Una vez sacados todos, el fondo del icono se torna otra vez gris.

Asegurarse que todos los cajones estan cerrados y pulsar el botéon de verificar
(v)
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Imprimir informe de positivos:

- Se realiza en el ordenador de tratamiento de datos, mediante el programa
BacT/VIEW.

- Pulsar en los icono “entrar”’(pantalla tactil). Pide clave: poner HC y aceptar
con OK o intro. Da los buenos dias, aceptar.

- Se colorearan los iconos situados en la parte derecha de la pantalla. Dar al
icono de gestion de datos.

- Aparece una pantalla con tres bloques: datos del paciente, datos de la
muestra y datos de la botella.

- En datos de la botella, pulsar el icono con botellas.

- Dar a IMP-INFORME.

- Introducir el cédigo de barras con el lector.

- Aceptar con OK

- Imprime el informe con el status, codigo de barras de la botella positiva, tipo
de botella y datos relativos a la fecha y hora de determinaciéon. En este
informe se anotara el numero de muestra que figura en el frasco. Se buscara
el volante correspondiente a dicho niimero y se comprobara que coincide el
codigo de la botella con el adherido al volante.
3.2. FRASCOS NEGATIVOS

Presionar boton de extraccion de frascos negativos (icono azul que tiene una

botella con un signo de negacién). Encima de él aparece el nimero de frascos

negativos.

Se enciende una luz verde en los cajones que contienen frascos negativos

Abrir el/los cajones indicados. Lals celda/s del/os frascols a retirar se indica con

una luz verde.

Retirar uno de los frascos indicados. El indicador luminoso de la celda

parpadeara lentamente para indicar la extraccion del frasco. Aparecera en la

pantalla el identificador del frasco (cédigo de barras) y el tipo de frasco.

No es necesario volver a escanear el cédigo de barras. No obstante si se hace

verificara la identidad del frasco.

Una vez sacados todos, el fondo del icono se torna otra vez gris.
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o Asegurarse que todos los cajones estan cerrados y pulsar el boton de verificar
(v).

3.3. FRASCOS ANONIMOS
Los frascos cargados en el médulo de incubaciéon sin acceder a la funcién

Cargar frascos desde la pantalla principal se denominan frascos anénimos porque

no tienen asociado un identificador (cédigo de barras). En principio esto debe

evitarse. Pero si por algin motivo ocurriera en la pantalla principal aparecerian:

- Frascos anénimos negativos o provisionalmente negativos (icono azul que
tiene una botella con un signo negativo, un signo de interrogacién y un
asterisco). Encima de él aparece el numero de frascos negativos no
identificados.

- Frascos anonimos positivos (icono azul que tiene una botella con una cruz
positiva y un signo de interrogaciéon). Encima de él aparece el nimero de
frascos positivos no identificados

- Para extraer, presionar en el icono correspondiente. Se enciende una luz verde
en los cajones que contienen frascos de la categoria presionada, iluminandose
igualmente las celdas de los frascos con dicha categoria. El procedimiento es
exactamente igual al de extracciéon de frascos positivos y negativos, pero debe

escanearse o introducir manualmente el identificador del frasco, el cual quedara

asociado al frasco extraido una vez que se extraiga el siguiente frasco o se
pulse el botén verificar (v'). Si se va a volver a cargar el frasco (no ha finalizado
el tiempo de incubacién) se debe devolver inmediatamente a la celda que tiene
el indicador luminoso parpadeando lentamente antes de extraer otro frasco.
Una vez sacados todos, el fondo del icono se torna otra vez gris.

- Se puede también identificar un frasco anénimo, accediendo a Editar datos de

los frasco:
e Anotar la celda en la que se encuentra la botella anénima.
e Acceder a la pantalla de configuracién pulsando el botéon de pantalla
siguiente en la pantalla principal (—/ parte inferior derecha).

¢ Introducir la contraseiia (de fabrica 1234) y presionar el icono final (llave).
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¢ Acceder a la pantalla editar contenidos de las celdas (Icono, libro con un
circulo).

e Localizar el cajéon y el médulo de incubacién por medio de los botones
situados en la parte inferior. Tocar el icono de Celda apropiado.
Aparecera la pantalla editar datos del frasco (identificador de pantalla
sera 2.12.1)

o Tocar el campo identificador del frasco (botella vacia); el campo se
resalta en blanco.

¢ Introducir o escanear el codigo de barras.

e Pulsar el botén verificar(v).

4. BUSQUEDA DE DATOS DE UNA BOTELLA
Se realiza en el ordenador de tratamiento de datos, mediante el programa
BacT/VIEW.
Pulsar en los icono “entrar” (pantalla tactil). Pide clave: poner HC y aceptar con
OK o intro. Da los buenos dias, aceptar.
Se colorearan los iconos situados en la parte derecha de la pantalla. Dar al
icono de gestion de datos.
Aparece una pantalla con tres bloques: datos del paciente, datos de la muestra
y datos de la botella.
En datos de la botella, pulsar el icono con botellas.
Pasar la botella por el lector de cédigo de barras.
En la parte derecha estan 4 lupas que nos permiten acceder a toda la
informacién de esa botella.
Si quisiéramos ver datos de otra botella, dar a F8 y escanear el codigo de barras

de la nueva.
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ESQUEMA 1: RUTINA IDENTIFICACION COCOS GRAM POSITIVOS
AEROBIOS/ANAEROBIOS FACULTATIVOS

CATALASA
ﬂ \

F/ Micrococcaceae VER ESQUEMA 2
(parejas, tetradas,
racimos)
Color
amarillo
+ limén/rosa \
Micrococcus Ly l'ococcu's
cocos parejas, racimos
cocos + tetradas
aerobio obligado ‘
oxidasa positiva Coaculasa
(susceptible a bacitracina) g

+ en porta —

o?

Estafilococo
5. aureus coagulasa
L + Coagulasa j’ negativa
en
tubo *

Combo Gram positivos Identificacion

Placa meticilina (combo positivos)

Deteccion PbP2a VER TEXTO
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ESQUEMA 2 : RUTINA IDENTIFICACION COCOS/COCOBACILOS GRAM POSITIVOS
ANAEROBIOS FACULTATIVOS / CATALASA NEGATIVA

Morfologia

tetradas, racimos
“estafilococo”

'/

Colonias adherentes
“goma”

Cadenas,parejas
“estreptococo”

N

Crecimiento en agar
sangre o chocolate

(S.aureus hemolitico)

satelitismo

Stomatococcus spp

Abiotrophia spp

API20Strep

Vancomicina

Disco -placa

(catalasa V/ PYR +
VA=S)
Pediococcus spp Aerococcus spp. 1D 32 STAPH
VA=R Gemella spp. Disco - placa
/—/ —

(algunas p. bioquimicas:LAP)

API20Strep

Disco placa

API20Strep (Aerococcus spp/ Gemella spp)
ID32 STAPH (derococcus spp)
API 20 A (G. morbillorum)
Disco placa

| resistente | | sensible |
(PYR -) Lactococcus spp (PYR V)

Leuconostoc spp
Lactobacillus spp.

Streptococcus spp.
Enterococcus spp:

’/_/

API20Strep

API 20A

(Leuconostoc spp)

(Lactobacillus spp)
Disco -placa

(VA=V/PYR +)

r—/\a

API20Strep Streptococcus 'y
(Lactococcus spp) Enterococcus

Disco -placa
ESQUEMA 3

VA: Vancomicina (S=sensible/R=resistente) / PYR:pirrolidonilarilamidasa / LAP: leucina aminopeptidasa / V= variable
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ESQUEMA 3: RUTINA IDENTIFICACION
ESTREPTOCOCOS / ENTEROCOCOS

Cocos Gram positivos
cadenas, parejas
catalasa negativa

Hemolisis

en agar sangre \4

| Alfa, no hemolisis (y) |

\

| Morfologia colonia 24 h |

Test serologico

Otro tipo colonia Mucoide/o puntiforme/o

oy umbilicada/a.

Grupo A Grupo B | Grupos C,F,G | | Grupo D | | NO agrupables |
(S. pyogenes) (8. agalactiae)

a veces y-hem

[ ]

PYR test

Api-estrepto —
COMBO pres b
Sensititre

1
/
/

N y | sensible | | resistente |
\ /
\\ //
COMBO ¥ )
‘\\ // S. pneumoniae | | S. Grupo viridans
T S Solubilidad en bilis Api Strepto
______________________ Sensititre Sensititre
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ESQUEMA 4:RUTINA IDENTIFICACION BACILOS GRAM POSITIVOS

AEROBIOS/ANAEROBIOS FACULTATIVOS

FORMACION DE ESPORAS- |

P —_
S
Mejor crecimiento Mejor crecimiento
en anaerobiosis en aerobiosis
¢ J Morfologia
Clostridium spp Bacillus spp X
(aerotolerantes) catalasa + Bacilos Irregular,
catalasa - regulares bacilos pleomérficos
cocobacilos
Beta hemolisis
Erysipelothrix Lactobacillus + .
rhusiopathiae (bacilos a cocobacilos)
a- hemolisis

2

v

Catalasa

| Movilidad a 20-25 °C |

+

Corynebacterium spp
VP y esculina -
Rhodococcus spp
Otras spp

v

API Coryne
Disco -placa

Listeria monocytogenes

beta-hemolisis
VP y esculina:+

API Coryne
Disco -placa

Arcanobacterium haemolyticum
Actinomyces pyogenes

API 20A
Disco-placa

Gardnerella vaginalis:
(solo B en agar sangre humana)

v

API Coryne
Panel NHI (para Gardnerella)
Disco -placa

Lactobacillus (bacilos a cocobacilos)
Leuconostoc (cocoide)
Arachnia spp.
Actinomyces spp :

(crec. mejor anaerobiosis)

¥
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ESQUEMA 5 : RUTINA IDENTIFICACION BACILOS GRAM NEGATIVOS
AEROBIOS/ANAEROBIOS FACULTATIVOS

Crecimiento en agar sangre |

+

| Crecimiento en MacConkey |

Crecimiento
agar chocolate
<24h

oxidasa

oxidasa

*Actinobacillus spp Enterobacteriaceae spp Pseudomonas spp
. *Capnocytophaga spp . .
Brucella spp Francisella spp Otros bacilos Eikenella spp Acinetobacter spp Aeromonas spp
*Kingella spp S. maltophilia Plesiomonas spp
Factores X y/o V fermentadores/ | . J il
Cardiobacterium spp Otros bacilos Vibrio spp
Y Panel NHI no fermentadore/s/ . :
- i Pasteurella spp fermentadores/ Otros bacilos
. Sensititre oxidativos de glucosa .
Cocobacilos, MacConkey - Otros bacilos no fermentadore/s/ fermentadores/
catalasa + . 4 fermentadores/ oxidativos de glucosa no fermentadore/s/
. oxidasa - i
oxidasa+ . no fermentadore/s/ oxidativos de glucosa
Antisuero Ly
ureasa+ . oxidativos de glucosa
. especifico
Antisuero
especifico
Kligler .
Kligler
COI\g?g(:f Illz 035 GN COMBO /(1D 32 GN
P Disco-placa)

* Variabilidad de crecimiento en MacConkey
y/o variabilidad de oxidasa seglin especies
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ESQUEMA 6: RUTINA IDENTIFICACION

DIPLOCOCOS GRAM NEGATIVOS AEROBIOS

oxidasa

- N+

Acinetobacter spp Crecimiento en VCAT

v — N4+

Cocobacilos en parejas T
COMBQ B [\ e Neisseria meningitidis
(ID 32 GN/ Disco-placa) sapr?ﬁtas Neisseria gonorrhoeae
Neisseria lactamica
v Moraxella spp (M. catarrhalis)
Panel NHI

l

Panel NHI
Disco placa / Sensititre
Serogrupo (meningococo)
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ESQUEMA 7 : RUTINA IDENTIFICACION ANAEROBIOS |

MORFOLOGIA

d

BACILOS

| Formacion de esporas | P S
Porphyromonas spp
Prevotella spp
Fusobacterium spp Veillonella spp Peptostreptococcus spp
— otros Peptococcus niger

Actinomyces spp Eubacterium spp

Arachnia spp Lactobacillus spp . .
Bifidobacterium spp Propionibacterium spp Resembrar cada tipo de colonia

en aerobiosis y anaerobiosis
Crecimiento aerobiosis

catalasa
4 Lomatasa | n -

| Propionibacterium spp Eubacterium spp
Lactobacillus spp Identificacion API 20 A
a— esquemas anaerobios ATB ANA
Resembrar cada tipo de colonia facultativos (Disco-placa)

en aerobiosis y anaerobiosis [
Crecimiento aerobiosis

e a—

Identificacion API20 A
esquemas anaerobios ATB ANA
facultativos (Disco-placa)
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Levaduriformes

ESQUEMA 8: RUTINA IDENTIFICACION HONGOS

MORFOLOGIA

Dimorficos
Levaduriforme (37°C)

Filamentosos (mohos)

v

Test filamentacion
(tubo germinativo)

+_

Filamentosos (30°C)

v

Candida albicans

Candida spp
Otros géneros de
levaduras

Histoplasma capsulatum
Blastomyces dermatitis
Coccidioides immitis
Paracoccidioides brasiliensis
Penicillium marneffei
Sporothrix schenckii

X

Hifas tabicadas

NG

Zygomycetes

Mohos hialinos
Mohos dematiaceos

v

ID 32 levaduras

'

Demostrar dimorfismo
Aspecto macroscopico colonia
Visualizacion microscopica
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Estudio bacteriolégico de la orina: urocultivo
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1. PROPOSITO Y ALCANCE / OBJETIVO

Descripcién del procesamiento de la orina para el diagndstico microbioldgico de las infecciones que afectan al aparato

urinario, asi como de la gestion y el registro de todos los datos que se deriven de su procesamiento.

2. FUNDAMENTO
Las infecciones del tracto urinario (ITU) son una de las causas mas frecuentes de enfermedad infecciosa aguda.

El estudio microbioldgico de la orina nos proporciona el diagnéstico etioldgico y los resultados de las pruebas de

sensibilidad que nos permitiran un tratamiento antibiético adecuado.

Deben recogerse muestras para cultivo cuando se sospeche alguno de los siguientes sindromes: cistitis, pielonefritis,

bacteriuria asintomatica, prostatitis y sepsis de origen urinario.

Las bacterias mas frecuentemente aisladas de pacientes con infecciones agudas no complicadas son E. coli, especies
de Kilebsiella y Proteus mirabilis. En pacientes hospitalizados y con infecciones urinarias complicadas ademas son
frecuentes las infecciones por Pseudomonas aeruginosa, otros bacilos gramnegativos no fermentadores,

Enterococcus spp y levaduras.

Debido a la facilidad con que se contaminan las muestras de orina es extremadamente importante incidir en una

adecuada recogida y transporte de la muestra asi como en el envio rapido al laboratorio de Microbiologia.

Una vez en el Laboratorio, la orina se siembra en los medios adecuados para la recuperacion de los patdégenos mas

frecuentes en nuestro medio, su posterior identificacion y estudio de sensibilidad a antibiéticos.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

e Manual de recogida, transporte y conservacion de muestras.
e Manual de procesamiento de muestras.

e Manual de envio de muestras a los laboratorios de referencia.
e Protocolos de identificacion bacteriana.

e Manual de Seguridad en el Laboratorio de Microbiologia Clinica. (SEIMC).

4. MUESTRAS

Orina: Siempre que sea posible se realizara la recogida antes de administrar antimicrobianos. Las muestras de orina

que llegan al laboratorio para ser procesadas pueden haber sido obtenidas:

e Por miccion espontanea.
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e Por puncién suprapubica.
e Puncién renal y ureteral.

e Através de sonda.
e En bolsa adhesiva estéril. En nifios que no controlan esfinteres. Se contaminan frecuentemente y los

resultados obtenidos generalmente sélo son fiables si el cultivo es negativo.

Recogida: Consultar el manual de recogida, transporte y conservacion de muestras de nuestro Servicio.

Recipiente: La orina debe recogerse en un envase estéril de boca ancha, especifico para recogida de
orina (Ref; 417479). Presenta una tapa de rosca con un punto de insercion, cubierto con una etiqueta
protectora, para aplicar a un tubo de vacio. Este tubo de vacio estéril es el que debe remitirse el laboratorio de
microbiologia.

Volumen: 5-10 ml

Conservacion: Enviar inmediatamente al laboratorio de microbiologia para su procesamiento, si no fuera posible,

refrigerar en nevera a 4 °C hasta un maximo de 24 horas.

5. SOLICITUD.
El estudio bacteriolégico de la orina (urocultivo) es solicitado por el clinico en el volante de peticién como cultivo

general.

6. CRITERIOS DE RECHAZO Y ACCIONES A TOMAR:
¢ Muestras o volantes deficientemente identificados.

Contactar por teléfono con el servicio peticionario solicitando la correcta identificaciéon. Si no fuera posible, se rechaza

la muestra indicando en el informe la causa.
e Muestras inadecuadas. Se consideran:
e Orina enviada en envase no estéril o mal cerrado.

e Orina mezclada con heces.
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¢ Punta de sonda (catéter Foley).

e Orina procedente de bolsa colectora.

e Orina conservada en estufa o a temperatura ambiente >2 horas.

RECHAZAR estas muestras. Anotar en el volante el motivo del rechazo. Adjuntar una copia de instrucciones de

recogida y enviarlo al medico solicitante.

Registrar la causa del rechazo en el registro de incidencias del area de recepcioén de muestras.

6. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y PRODUCTOS

a. Medios de cultivo: Deben estar almacenados entre 2-8 °C

Se emplean dos tipos de medios, selectivos y no selectivos. La asociacion de agar sangre con agar MacConkey

generalmente es suficiente para recuperar los microorganismos mas frecuentemente implicados en ITU. En

ocasiones puede ser necesario sembrar un medio selectivo para bacterias gram positivas como por ejemplo CNA

(agar sangre con colistina y acido nalidixico) u otro medio diferencial como agar CLED.

b. Referencias de medios, reactivos y productos.

Tabla 1: Medios empleados en la deteccién y cuantificacion de uropatégenos

Medio Casa comercial Referencia
Agar tripticasa soja + 5% sangre BioMerieux 43001
Agar MacConkey BioMerieux 43141
Agar CLED Oxoid PP00301
Agar CNA BioMerieux 43071

Tabla 2 : Reactivos empleados en la identificacion y pruebas de sensibilidad de uropatégenos
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Reactivo Casa comercial Referencia
Tiras reactivas: combour RL-10 Roche 1379208
Reactivos Gram Soria Meguizo Violeta: 999802
Yodo: 997235
Safranina: 996501
Peroxido de hidrogeno 30% Foret Pedir a Farmacia
Slidex Staph Plus BioMerieux 73115
Coagulasa BBL 0803
Deteccion SARM Denka Seken 1096
PYR Mast Diagnostics 417321
Slidex Strepto Kit BioMerieux 58810
Oxidasa Mast Diagnostics 371021
Panel Combo Gram positivos 1S Dade Behring B-1016-75
Panel Combo Gram orina 1S Dade Behring B-1016-82
ID32 GN BioMerieux 414306
ID 32 Levaduras BioMerieux 32200
API Coryne BioMerieux 412683

Para referencias de otros reactivos, ver listado general del Laboratorio de Microbiologia

7. APARATOS Y MATERIAL

8.

a.

Estufa a 37°C atmosfera aerobia.

Estufa a 30 °C (levaduras).

Neveras a 4°C (muestras y medios).

Miditron M (andlisis bioquimico de la orina). Boehringer Mannheim®.
Microscopios.

Lector microScan, autoScan 4° Dade- Berhing.

Sistema informatico. Programa Aramis® Dade- Berhing.

Asas estériles calibradas de 0,01 ml.

Material fungible de soporte propio del Laboratorio de Microbiologia.

PROCEDIMIENTO HABITUAL

Numerar y registrar las muestras de orina (P).
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b. Atemperar los medios de cultivo.

c. Rotular las placas de medios de cultivos con el numero y la fecha.

d. Siembra de medios de cultivo.

o

H

> Q@

Incubar los medios de cultivo sembrados.
Analisis bioquimico.
Lectura de los medios de cultivo.

Registros.

Siembra de medios de cultivo

En el estudio microbiolégico de la orina se realiza cultivo cualitativo y cuantitativo.

Cultivo cuantitativo

e Objetivo: calcular el numero de microorganismos existentes por ml de orina para poder conferir significacion o no

a los resultados obtenidos (sistema de recuento).

e Medios: agar-sangre, CLED u otros medios enriquecidos que permitan el crecimiento de la mayoria de los

microorganismos causantes de infecciones urinarias.

e Método:

1.
2.

Agitar suavemente la muestra

Sumergir perpendicularmente a la base del recipiente, un asa calibrada de 0.01 ml (10 ul) en la muestra de

orina no centrifugada.
Practicar una sola estria en el centro de la placa del medio de cultivo.
Diseminar el inoculo uniformemente en angulo recto respecto a la estria primaria.

Girar la placa 90° y extender el inoculo hasta cubrir toda la superficie del agar.

—TF—> SiEEN
Giro 90° [pimiminazz=s
N AN AR RN Ao e
H-H
=7
Inoculacién primaria Estrias en angulo recto
Estrias en angulo recto

Figura 1: Técnica de inoculacion cuantitativa o de recuento.
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Cultivo cualitativo

e Objetivo: obtener colonias aisladas del/los microorganismo/s presentes en la orina. Esto nos permitira valorar la
calidad de la muestra (descartar orinas contaminadas) y realizar las pruebas de identificacion y estudios de

sensibilidad a antibiéticos (sistema de aislamiento).

e Medios: MacConkey o EMB u otros medios selectivos que permiten el crecimiento de enterobacterias, ya que a

esta familia pertenecen los microorganismos que con mayor frecuencia se aislan en las infecciones urinarias.

e Método:

1. Descargar el asa en un cuadrante de la placa.
2. Girar la placa 90 °.

3. Con el mismo asa, tocar soélo ligeramente el inoculo inicial para realizar las primeras estrias del segundo

cuadrante.
4. De la misma forma inocular el tercer cuadrante.

5.En el ultimo cuadrante realizar estrias mas anchas para asegurar el aislamiento de colonias.

Figura 2: Técnica de inoculacion cualitativa o aislamiento.

Incubacion de los medios de cultivo sembrados
Colocar las dos placas sembradas con la misma muestra, en orden creciente de numeracién en los portaplacas.

El cultivo cualitativo y cuantitativo se incuban en las mismas condiciones: a 37°C en atmoésfera aerébica durante
18 a 24 horas.
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Analisis bioquimico.
Para ayudar en la interpretacion de los hallazgos en los medios de cultivos, fundamentalmente en aquellos con

recuentos bajos o con mas de un tipo de microorganismos, a todas las orinas a las que se les solicita cultivo

bacteriano se les realiza un analisis bioquimico.

Se lleva a cabo en el aparato Miditron M (Boehringer Mannheim®) utilizando tiras reactivas combour RL-10,

Roche®. Seguir los pasos descritos en el protocolo de uso del aparato.

Son marcadores de ITU:, piuria, nitritos y/o pH elevado.

Piuria: deteccion de leucocitos o de su enzima estearasa leucocitaria en orina. Se considera indicativa la
presencia de 10 o mas células por microlitro de orina sin centrifugar. Tiene una sensibilidad superior al 95 %, en

los pacientes con cistitis, por lo que su ausencia obliga a considerar otro diagnéstico.

Nitritos: Proceden de la accion del enzima nitrato reductasa de las bacterias sobre los nitratos de los alimentos.
Las bacterias deben permanecer en contacto con los nitratos alrededor de 4 horas para producir niveles
detectables de nitritos. La prueba es especifica, superior al 90 %, aunque algunos saprofitos contaminantes
pueden dar falsos positivos, pero poco sensible inferior al 50 %, especialmente si la densidad de microorganismos

es baja (< 10> UFC/ml) o el tiempo de permanencia de la orina en vejiga ha sido corto (inferior a 4 horas).
No producen nitrato reductasa, Enterococcus spp, Pseudomonas, Acinetobacter ni Candida.

PH elevado: > 7: Determinados microorganismos como Proteus spp y Corynebacterium spp poseen ureasa,

enzima que desdobla la urea en amonio, alcaliniza la orina y eleva el pH.

Lectura de los medios de cultivo: Examen e interpretacion de los urocultivos
OBJETIVO: Detectar, cuantificar, identificar y estudiar la sensibilidad a antimicrobianos de los microorganismos
aislados en la orina.
MATERIAL NECESARIO
Para cada muestra procesada:
e Medios de cultivo sembrados e incubados:
Agar Sangre. Siembra cuantitativa.
Agar MacConkey. Siembra para aislamiento.
o Volante de peticion, donde tenemos los datos de paciente, muestra y médico que pueden aportarnos informacién
valida.
¢ Resultados del analisis bioquimico, del que valoramos:
Ph>7
Presencia de nitritos

Leucocitos > 25 / pl
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o Hoja de trabajo donde reflejaremos las pruebas que hay que realizar a cada aislamiento

. Reactivos necesarios para identificacion y pruebas de sensibilidad.

LECTURA
Examinar los cultivos que han sido incubados durante 18-24 horas.
Cultivos negativos: no hay crecimiento visible en ninguno de los dos medios
e Informar cultivo negativo, en orinas recogidas por miccidén espontanea o por catéter,
cuando los parametros bioquimicos son normales.
e Reincubar 24 horas mas, si:
Las placas presentan un crecimiento que no permita discernir el aspecto de las colonias.
La muestra fue recogida por una técnica invasiva (puncién suprapubica).
El andlisis bioquimico muestra Ph > 7 y/o leucocituria.
Cultivos contaminados: Ocurre cuando hay presencia de bacterias en la orina que no proceden del tracto urinario
(periné), provocada por mala recogida, uso de contenedores inadecuados o conservacion incorrecta.
En general, se considera contaminacion la presencia mas de 2 tipos de microorganismos. Hay que tener en cuenta la
posibilidad de infeccién polimicrobiana en pacientes con ITUs complicadas (anomalias en aparato urinario), abscesos
renales o portador de sonda permanente.
Cultivos positivos.
1. Cuantificacion:
Observar en las placas la morfologia de las colonias, para comprobar cuantos tipos de colonias han crecido:
Cuando hay cultivo puro de un tipo de colonia, cuantificar y si procede, realizar identificacion y antibiograma.
Cuando hay crecimiento de dos tipos de colonias cuantificar ambas y valorar teniendo en cuenta el n° de colonias de
cada tipo, el mecanismo de obtencion de la muestra y los datos bioquimicos de la misma.
En general, si hay mas de 2 dos tipos, informar: “Orina contaminada, envien nueva muestra”.
Manera de realizar el recuento:
Como se han sembrado 0,01ml de orina (1ml/100) en cada placa, el n° de colonias que crezcan en AS son la
expresion del n° de UFC que hay en cada uno de los 0,01ml de orina.

Para conocer el n°® de UFC que hay en 1ml (UFC/ml), multiplicamos el n° de colonias crecidas en AS X 100.

Interpretacion del recuento:

e >10%> UFC/ml. Valor en:
Mujeres con disuria/polaquiuria: BGN en cultivo puro.
Orina obtenida por puncién suprapubica: Cualquier microorganismo crecido.
Fluido prostatico (prostatitis).

e >10° UFC/ml. Valor en:

Varones sintomaticos.
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2.

Levaduras.
Determinados Cocos gram positivos.
Control postratamiento.

>10* UFC/ml Valor en:
Orina obtenida por catéter: Hasta dos especies. Si se observan tres 0 mas tipos de colonias: Orina contaminada,

envien nueva muestra.

Microorganismos de crecimiento lento: Levaduras
>10° UFC/ml. Valor en:
Todos los anteriores

Pielonefritis
Sonda permanente mas sintomas de ITU. Al inicio de la infeccidon pueden encontrarse recuentos menores

Bacteriuria asintomatica, en 2 muestras sucesivas.

Dos especies aisladas en pacientes con sintomas de ITU.

Identificacion de microorganismos y estudios de sensibilidad.

Las diferentes técnicas estan especificadas en el manual “Tecnicas” de nuestro laboratorio.

Enterobacterias: Panel Combo orina 1S. Dade-Behring®

» Pseudomonas aeruginosa: Aspecto caracteristico. Oxidasa positiva. Panel Combo orina 18S. Dade-Behring®
» Bacilos gramnegativos no fermentadores: oxidasa positiva / negativa; Panel Combo orina 1S. Dade-Behring®
» Enterococcus spp. Catalasa: negativa; Panel Combo positivos Dade-Behring®
» Streptococcus grupo B (agalactiae). Catalasa negativa; Aglutinacion (Slidex Strepto Kit)® positiva grupo B. Panel
Combo positivos Dade-Behring®
» Staphylococcus aureus: Catalasa positiva; Coagulasa positiva; Sensibilidad a meticilina: positiva / negativa; Panel
Combo positivos Dade-Behring®
» Staphylococcus coagulasa negativa: Catalasa positiva; Coagulasa negativa; Panel Combo positivos Dade-
Behring®
» Levaduras:
Candida albicans: test de filamentacion positivo
Candida spp: test de filamentacién negativo. Identificacion de especie: ID 32 bioMerieux
Registros

Si no se observa crecimiento: anotar "NEGATIVO" en el volante de peticion y pasar a secretaria para registro.

Pdgina 51



Ao 2004 NuevoHospital N° edicion: 92
ISSN: 1578-7516

9.

Si se observa crecimiento:

L] Si hay mas de 2 dos tipos, anotar en el volante de peticidon: Orina contaminada y pasar a secretaria
para registro.
] Cuando se procede a identificacion y antibiograma anotar en el volante de peticidn "trabajando” y en la

hoja de trabajo los pasos a seguir.

OTRAS PETICIONES NO RUTINARIAS:

La investigacion en orina de los siguientes agentes etioldgicos solo se realiza cuando el médico responsable lo solicita

expresamente en el volante de peticion.

> Estudio de bacterias anaerobias.

Solamente se buscaran si la orina se ha recogido por puncién suprapubica, o directamente de ureter o riidn.
Sembrar por aislamiento una placa de agar Schaedler (SC). Incubar en anaerobiosis 48 horas a 35°C.
Estudio de micobacterias: Seguir los procedimientos especificos.

Estudio de HONGOS. Sembrar por aislamiento una placa de agar Sabouraud- Cloranfenicol (el recuento lo
hacemos de la placa de agar sangre). Incubar en aerobiosis 24 horas a 30°C.

Estudio de parasitos:

Deteccion de Trichomonas vaginalis en varones. Centrifugar la orina, 2500 rpm, durante 10 minutos. Examinar
el sedimento al microscopio. La observacion de trofozoitos con flagelos méviles (axostylo y membrana ondulante)
indica la presencia de Trichomonas vaginalis.

Otros parasitos: (huevos de Schistosoma haematobium, larvas de Strongyloides stercoralis). Aplicar la técnica
especifica para cada género parasitario.

Estudio de VIRUS

CITOMEGALOVIRUS: se envia la muestra al Centro Nacional de Microbiologia (Instituto Carlos IIl). Seguir las

instrucciones del manual de envio de muestras a los laboratorios de referencia (P).

10. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS

Tanto las pruebas y resultados preliminares como los definitivos quedan registrados en las hojas de trabajo. Los

resultados definitivos y los comentarios que el facultativo considere oportunos, son expresados en el “informe

definitivo”.

Informe definitivo: informacion de los resultados al médico solicitante:

Cultivo negativo. No se observa crecimiento significativo en los medios de cultivo.
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e Cultivo contaminado. Se pide siempre nueva muestra para descartar infeccion urinaria.
e Cultivo positivo. Informar:
Microorganismo con identificacién a nivel de especie y sensibilidad.

Recuento del n° de colonias.

11. RESPONSABILIDADES.

Recogida de muestras: El servicio peticionario y el paciente.

Cultivo de la muestra: Auxiliares clinicas y facultativo responsable de la seccién.

Lectura y procesamiento de las muestras: TEL o/y DUE vy facultativo responsable de la seccion.

Interpretacion de los resultados e informe de los mismos: Facultativo responsable de la seccion.

12. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

Si por alguna circunstancia, no existe posibilidad de procesar inmediatamente las muestras, se refrigeran en nevera a
2-8 °C, independientemente del tipo de determinaciones a realizar.

13. LIMITACIONES AL PROCEDIMIENTO
No procede.

14. BIBLIOGRAFIA

e Murray PR. Manual of Clinical Microbiology. ASM. Washington, 72 edicion 1999.

e Isenberg. Clinical Microbiology Procedures Handbook. ASM 1992.

o Koneman. Diagnostic Microbiology. Fifth edition. 1997

e Lainfeccion urinaria. Procedimientos en Microbiologia Clinica, N°14. Sociedad Espafiola de Enfermedades
Infecciosas y Microbiologia Clinica.

e Henry D. Isenberg. Clinical Microbiology Procedures Handbook. ASM. Washington. 1992.
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DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO DE INFECCIONES DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL
PROCEDIMIENTOS NORMALIZADOS DE TRABAJO (L.C.R.)

UNIDAD DE MICROBIOLOGIA
HOSPITAL VIRGEN DE LA CONCHA, ZAMORA
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I. PROPOSITO Y ALCANCE / OBJETIVO

El objetivo de este documento es normalizar el procesamiento del liquido cefalorraquideo (L.C.R.) para el
diagnostico microbiolégico de las infecciones del sistema nervioso central (SNC), a través del estudio macroscopico,
microscoépico y microbioldgico, asi como la gestién y el registro de todos los datos que se deriven del procesamiento
de la muestra. Su aplicacion se extiende desde la obtencion de la muestra hasta la identificacion definitiva de los

aislados.

Il. FUNDAMENTO

Numerosas infecciones del sistema nervioso central pueden progresar con rapidez y producir la muerte o un dafio
irreparable en un breve periodo. De ahi, la importancia de la obtenciéon de un diagndstico etiologico rapido y exacto
para un tratamiento adecuado. Uno de los cuadros clinicos mas frecuentes es la meningitis bien bacteriana, virica,
fungica o por parasitos. Para el diagndstico de este tipo de cuadros, la muestra clinica mas rentable es el liquido

cefalorraquideo, siendo ademas una muestra bioldgica de relativo facil acceso y obtencion.

En este documento se describira exclusivamente el procesamiento de esta muestra, dado que la obtencion de
otros tipos de muestra requieren abordaje quirurgico por el Servicio de Neurocirugia, servicio del que carece este
hospital. Los enfermos que por cualquier circunstancia requieran para el diagnoéstico etiolégico, otro tipo de muestra,
se trasladaran a los centros hospitalarios mas cercanos que dispongan del Servicio de Neurocirugia.

Este protocolo recoge el esquema de procedimiento a realizar para el diagnéstico de meningitis causadas por
bacterias, micobacterias, y por hongos. Las muestras procedentes de meningitis de origen virico o por parasitos, son
enviadas a un centro de referencia para su procesamiento, puesto que las técnicas empleadas escapan a la
infraestructura del laboratorio de Microbiologia del Hospital Virgen de la Concha.

En el Anexo Il se recogen los microorganismos mas frecuentemente implicados en la etiologia de la meningitis.

Pdgina 58



Ao 2004 NuevoHospital N° edicion: 92
ISSN: 1578-7516

UNIDAD DE
MICROBIOLOGIA

HOSPITAL VIRGEN DE
LA CONCHA

Gerencia Regional de
Salud

PROCESAMIENTO ESPECIFICO

Estudio microbiolégico del liquido cefalorraquideo

Edicién: 01 Paginas: 4 de 26

lll. DOCUMENTOS DE CONSULTA
1. Manual de recogida, transporte y conservacion de muestras. (P)
. Manual de procesamiento de muestras.
. Protocolos de identificacion bacteriana.
. Manual de envio de muestras a los laboratorios de referencia.
. Protocolo para la deteccion de antigenos en el L.C.R. de los microorganismos productores de meningitis.

. Deteccion del antigeno criptocécico.

N OO a B~ ODN

. Seguridad en el Laboratorio de Microbiologia Clinica (Procedimientos en Microbiologia Clinica, SEIMC 2000).

IV. RECOGIDA DE MUESTRAS

Siempre que sea posible, se realizara la recogida de la muestra antes de la administracion de antimicrobianos. El

L.C.R. se considera muestra urgente por lo que se procesard inmediatamente.

Tipo de muestra:

- L.C.R. obtenido por puncién lumbar: se obtiene segun técnica estandar (P). Recoger la muestra en tres tubos

estériles sin conservantes. Por lo general, el primer tubo se destina al estudio bioquimico, el tercero al estudio de
células y el segundo al microbioldgico. No obstante el tubo mas turbio debe enviarse al Laboratorio de Microbiologia.

- L.C.R. obtenido de reservorio: desinfectar el sitio de recogida.

Recipiente: tubo estéril sin conservantes (cédigo almacén 410465).

Recogida de la muestra: El L.C.R. se obtiene mediante una puncion lumbar por personal entrenado para ello y
siguiendo las normas de asepsia.(Ver protocolo de "Recogida de muestras")

Volumen:

. El volumen minimo requerido para el cultivo bacteriolégico es de 1 ml.

. Si se solicita estudio de hongos, micobacterias y/o virus se requieren 2 ml mas por cada estudio adicional que
deba realizarse.
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Transporte y conservacion:

- El L.C.R. debe enviarse inmediatamente al Laboratorio de Microbiologia para su procesamiento. Las
muestras deben estar correctamente identificadas, junto con el volante de peticién, indicando datos
personales del enfermo, servicio donde se encuentra ingresado, nimero de cama, facultativo que
solicita el estudio, o centro de salud. Seria aconsejable otra informaciéon adicional: sospecha clinica,
enfermedad de base, tratamiento antimicrobiano...

- Sino es posible el envio inmediato, mantener en estufa a 37 °C.

- Si esto no fuera posible, No refrigerar nunca a no ser que se solicite dnicamente estudio de P.C.R. frente

a micobacterias y/o virus.

Criterios de aceptacion

El laboratorio de Microbiologia determina, una vez recibida la muestra, si cumple los requisitos para ser procesada.

Estos requisitos incluyen, entre otros:

a) Correcta identificacion de la muestra. Solo se rechazara el L.C.R., cuando sea imposible establecer la

identidad del paciente.

b) Tipo de muestra adecuada para la peticién solicitada
c) Condiciones adecuadas de transporte y conservacion (Manual de recogida y transporte muestras del
Laboratorio de Microbiologia).
Criterios de rechazo

. Dada la importancia de la muestra, cualquier incidencia que ocurra se debe intentar resolver

para evitar su rechazo.
- Muestras incorrectamente identificadas

- Muestras derramadas
- Volante incompleto
- Muestra enviada en envase o recipiente inadecuado (no estéril, contaminado a simple vista)

- Muestra no conservada en las condiciones adecuadas

De cualquier forma, dada la importancia de la muestra, ante cualquier deficiencia del L.C.R. enviado
(derrame, transporte inadecuado por falta de esterilidad del recipiente, etc.), la muestra se procesa
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El Laboratorio de Microbiologia dispone de un sistema para el registro de las incidencias en el que se recoge la
muestra implicada, persona que la recibe, tipo de incidencia, persona en contacto del servicio solicitante, y si la

muestra es o no procesada.

V. EQUIPOS Y MATERIALES
Para el procesamiento del L.C.R. son necesarios una serie de equipos basicos:

- Nevera para conservacion del liquido cefalorraquideo una vez procesado, por si fuera necesario su utilizacién para
pruebas adicionales (aglutinacion,...) y de los medios de cultivo y reactivos. (Control diario de la temperatura).

- Estufa de aerobiosis a 37°C para conservacion de la muestra hasta su procesamiento (generalmente inmediato) y
cultivo de algunos microorganismos.

- Estufa de CO, (5-10%) a 37°C para cultivo de aquellos microorganismos microaerdfilos/capnofilos. (control diario
de microaerofilia y temperatura).

- Microscopio 6ptico con objetivos de 10x, 40x, 100 x y ocular 10x (limpieza después de su utilizacién)

- Sistemas automaticos (MicroScan..) y semiautomaticos (API, ID32GN.....) para identificacion de microorganismos y
estudios de sensibilidad de antimicrobianos.

- Material fungible: asas desechables de inoculacién, portaobjetos, cubreobjetos, pipetas Pasteur, papel de filtro,
guantes...

- Pipetas automaticas de 10, 100 y 1000 pl.

- Sistema informatico para el registro de muestras, recogida de datos del paciente, asi como para la emisiéon del

resultado, base de datos y un programa estadistico para estudios epidemioldgicos posteriores y analisis de costes.
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VI. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y PRODUCTOS

Los medios de cultivo necesarios para el procesamiento del L.C.R. se especifican en la tabla 1.

Cadigo
Medio de cultivo Distribuidor/referencia 9 Conservacion Observaciones
Hospital
Agar tripticasa-soja+ 5% sangre BioMerieux/43001 412694-31CC 4°C Crecimiento no selectivo
Chocolate+ Polivitalex BioMerieux/ 43101 412698-31CC 4°C Crecimiento no selectivo
Chocolate+ Polivitalex+ VCAT2* BioMerieux/43241 412699-31CC 4°C N. gonorrhoeae/meningitidis
MacConkey BioMerieux/ 43141 412689-31CC 4°C Bacilos gramnegativos
Mueller-Hinton 5% sangre BioMerieux/ 43321 412878-31CC 4°C Pruebas de sensibilidad
Mueller-Hinton 2 BioMerieux/ 43301 417473-31CC 4°C Pruebas de sensibilidad
Mueller Hinton-Chocolate BBL/43544035 412670-31CC 4°C Pruebas de sensibilidad
Hongos levaduriformes y
Sabouraud Glucosa-Cloranfenicol Soria Melgizo/ 51078 417040-31CC 4°C .
filamentosos
Schaedler vita K1+ 5% sangre ) )
BBL/ 4354042 412668-31CC 4°C Bacterias anaerobias
carnero
Deteccion de resistencia a
Agar MRSA Becton Dickinson/254570 | 414947-31CC 4°C
meticilina
Empleado para el control de
pureza en bacilos
Agar CLED OXOID/PPOO301 412802-31CC 4°C )
gramnegativos para
identificacion y sensibilidad
Caldo BHI BioMerieux/ 42081 410034-31CC 4°C Medio de enriquecimiento

Tabla 1: Medios de cultivo necesarios para el procesamiento de L.C.R.
*VCAT: vancomicina, colistina, anfotericina B, trimetoptrim
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En la siguiente tabla (tabla 2) se especifican equipos comerciales empleados para el diagnéstico y para los

estudios de sensibilidad.

Nombre comercial

Distribuidor/referencia

Cadigo
Hospital

Observaciones

Oxidase Test

Mast-Diagnostic/371021

414534-31CC

Identificacion Neiseria/Haemophilus/BGN

PYR Test Mast-Diagnostic/ET07 417321-31CC Identificacion de estreptococos
Disco cefinasa BBL/31650 413955-31CC Deteccion de la presencia de betalactamasa
API 20A BioMerieux/2030 412936-31CC Identificacion de anaerobios
API Strep BioMerieux/2060 412859-31CC Identificacion de Streptococcus spp.
API Coryne BioMerieux/20900 412683-41CC Identificacion de Corynebacterium spp.
ID32 Stap Estafilococos BioMerieux/32500 414308-31CC Identificacion de Staphylococcus spp.
ID32 Levaduras Biomerieux/32200 414307-31CC Identificacion de hongos levaduriformes
ID32 GN Biomerieux/32100 414306-31CC Identificacion de bacilos gramnegativos
Slidex pneumo kit BioMerieux/5882-1 412864-31CC Deteccion de antigeno neumocdécico
Slidex Strepkit BioMerieux/58810 412869-31cc | Deteccion de antigenos de estreptococos
hemoliticos
Slidex Staph Plus BioMerieux/73115 412872310 |  dentificacion de sosg’t‘;'\'/‘c’foms coagulasa
Coagulasa plasma EDTA BBL/0803-46-5 413999-31CC | Ildentificacion estafilococos coagulasa positivo
Desoxicolato sédico Sigma/D6750 414967-31CC Identificacion de S. pneumoniae

Panel Haemophilus-Neisseria (HNID)

Dade Behring/B1012-10B

412850-31CC

Identificacion Haemophilus spp./Neisseria sp.

Screening MRSA

Denka Seken CO/K1096

4127443-31CC

Deteccion de gen mecA responsable de la
scintesis de proteina PBP2a( resistencia a
meticilina8

CRYPTO-LA TEST FUMOUZE

FUMOAZE 5148

413754-31CC

Deteccion de antigeno criptocécico a partir de
L.C.R. y suero

Slidex®méningite-Kit5

BioMerieux/58803

417118-31CC

Deteccion de antigenos de H. influenzae, S.
pneumoniae, N. meningitidis A/B/C, E. coli K a
partir de L.C.R.

H. influenzae antiserum type b

DIFCO/ 2236.50.1

414731-31CC

Deteccion de antigeno b de H. influenzae

H. influenzae antiserum type poli

DIFCO/ 2237.50.0

414732-31CC

Deteccion de antigenos de H. influenzae

Slidex®meningite StreptoB

BioMerieux/58831

417119-31CC

Deteccion de antigenos de S. agalactiae

Lector Microscan autoSCAN4

Dade Behring

Identificacion y sensibilidad BGN, cocos
grampositivos, Listeria monocytogenes

EMIZA Haemophilus/Neisseria/Strep

Dade Behring/
7T72EMIZA4

413988-31CC

Sensibilidad de Haemophilus spp /Neisseria
spp./Streptococcus spp.

COMBO Gramnegativos

Dade Behring/B-1016-80

413883-31CC

Identificacion y sensibilidad de Gramnegativos

COMBO Grampositivos

Dade Behring/B-1016-71

413882-31CC

Identificacion y sensibilidad de Grampositivos

ATB ANA

BioMerieux/14269

413963-31CC

Estudio de sensibilidad en anaerobios

Tabla 2: Kits comerciales empleados para el diagnostico y estudio de sensibilidad de microorganismos procedentes de L.C.R.

Pdgina 63




Ao 2004

NuevoHospital N° edicién: 92
ISSN: 1578-7516

UNIDAD DE
MICROBIOLOGIA

HOSPITAL VIRGEN DE
LA CONCHA

Gerencia Regional de

Salud

PROCESAMIENTO ESPECIFICO

Estudio microbiolégico del liquido cefalorraquideo

Edicion: 01 Paginas: 9 de 26

VIl. PROCEDIMIENTO HABITUAL

El esquema general a desarrollar sera el siguiente:

FASE PREANALITICA: Obtencién de la muestra, conservacion, transporte y manipulacién hasta su llegada al

laboratorio. (P)

FASE ANALITICA: Incluye la recepcion, procesamiento y emision de los resultados.

2.1. Recepcion de la muestra: (Anexo I)

2.2. Preparacion de la muestra

2.3. Examen macroscoépico y microscoépico de la muestra (tincion de Gram)

2.4. Cultivo de la muestra

2.5. Incubacién: procesamientos especiales

2.6. Examen de los cultivos, interpretacion y aislamiento

2.7.1dentificacion de los aislamientos (Anexo Ill)

2.8.Pruebas de sensibilidad antimicrobiana si procede

FASE POSTANALITICA: Procedimientos para la emisién de los informes analitico-clinicos

En cada informe analitico emitido por la UM debe constar:

Identificacién del laboratorio.

Nombre y apellidos del paciente. Numero de historia clinica

Ubicacioén del paciente: Servicio y n° de habitacion en ingresados. Centro de atencién primaria en
externos

Fecha de nacimiento del paciente.

Identificacién del médico solicitante de los analisis.

Identificacién del servicio (GFH)

Tipo de muestra. Fecha de recepcién en el laboratorio de la misma

Numero de registro de la muestra asignado en el laboratorio

Técnica aplicada a la muestra

Resultados en las unidades o forma de expresiéon recomendado por la comunidad cientifica
Identificacidn del responsable de la validacion final del informe: Nombre y firma

Fecha de emision del informe analitico.
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2.1. Recepcion de la muestra: comun para todas las muestras (Anexo |)
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2.2. Preparacion de la muestra:

Una vez registrada la muestra y asignado un numero de laboratorio, se deben seguir los pasos
posteriores.

Todos los pasos posteriores en el procesamiento de la muestra debe realizarse en campana de flujo
laminar.

Observacion macroscopica de la muestra para identificar la presencia de pus, sangre, etc. Si la muestra
es purulenta y hay suficiente, se debe separar una minima cantidad y reservar en nevera por si fuera

necesario realizar la deteccion de antigenos bacterianos o bien si son solicitados por el facultativo.

2.3. Cultivo de la muestra

Centrifugar 5 minutos a 2.500 r.p.m. si se recibe mas de 1 ml de muestra. Si es <1 ml, Unicamente, agitar

con vortex.

Aspirar el sobrenadante con una pipeta estéril, dejando aproximadamente 0.5-1 ml en el tubo. Reservar el
sobrenadante si se solicita la determinacién del antigeno criptocécico, o para otros estudios adicionales.
Agitar el sedimento con vortex para resuspenderlo, durante al menos 30 segundos.

Atemperar los medios de cultivo.

Rotular los medios y un portaobjeto con el nimero de muestra, fecha y la palabra "L.C.R."

Inocular 1 6 2 gotas con una pipeta Pasteur en los siguientes medios de cultivo. Extender la muestra en
aislamiento con un asa calibrada.

Se siembran los siguientes medios:

Medio de cultivo Tempera?yra .Tlempo _(!e Ambiente
incubacién incubacion

Agar Chocolate polivitalex 35-37°C 24 h 5-10%CO,

Agar tripticasa soja+5% sangre 35-37°C 24 h 5-10%CO,

Caldo BHI (1) 35-37°C 24 h Aerobiosis

Agar Sabouraud glucosa-cloranfenicol (2) 35-37°C 24 h Aerobiosis

(1) Tras laincubacién de 24 horas se realizara un pase a agar chocolate y agar sangre y se incubara otras 24

h

(2) La siembra en este medio se realizara previa peticion expresa del doctor solicitante.
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2.4. Examen _microscopico: Tincion de gram

- Una vez inoculados los medios de cultivo, se procedera a:
- Rotar hisopo por portaobjetos y dejar secar.
- Tincién de Gram (P)

- Se analizaran los siguientes datos:
[l  Presencia o ausencia de leucocitos polimorfonucleares/ histiocitos/macréfagos
[l Presencia de bacterias/levaduras: estreptococos, bacilos grampositivos, bacilos/cocos gramnegativos
[0  Determinacion de la necesidad de realizar mas estudios o investigaciones especiales.

Si la tincién de gram es positiva, se informara de inmediato al facultativo para que tome las medidas necesarias

(modificacién del tratamiento empirico, solicitud de otras pruebas adicionales, medidas de aislamiento...)

2.5. Incubacion: procesamientos especiales

La investigacion en L.C.R. de los siguientes microorganismos solamente se realizara si el facultativo responsable lo
solicita expresamente en el volante.
1. ESTUDIO DE HONGOS:
- Sembrar el sedimento en Agar Sabouraud e incubar a 25°-30°C, en aerobiosis durante 24 horas. Si es negativo,
reincubar 24 horas mas.
2. ESTUDIO DE CRIPTOCOCCUS NEOFORMANS
- Sembrar el sedimento en Agar Sabouraud e incubar a 25°-30°C, en aerobiosis durante 24 horas. Si es negativo,
reincubar 4 dias mas (Anexo IlI)
- Deteccién de antigeno capsular mediante aglutinacion (P).
3. ESTUDIO DE ANAEROBIOS
- Sembrar el sedimento en Agar Schaedler e incubar a 35-37°C, en anaerobiosis durante 48 horas
4. ESTUDIO DE NOCARDIAS
- No se precisa ningun medio especial. Sélo debe anotarse en la placa de agar sangre rutinario la palabra
"Nocardia" para prolongar la incubacién durante 6 semanas (Anexo Ill), y sembrar agar Sabouraud sin
antibioticos
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5. DETECCION DE ANTIGENOS EN EL L.C.R.: (P)
Sdlo se realiza en las siguientes circunstancias:
- Por solicitud expresa del médico responsable.
- Cuando se sospeche una meningitis bacteriana y en la tinciéon de Gram se observen microorganismos (para

realizar el diagnodstico presuntivo) o un gran numero de leucocitos en ausencia de bacterias.

2.6. Examen de los cultivos, interpretacion y aislamiento

- Examinar los cultivos alas 24 h, 48 hy 72 h.

- Incubar los cultivos de las muestras en las que se sospechan microorganismos fastidiosos al menos 5
dias (nocardia, criptococo....)

- Informar preliminarmente de aquellos resultados que puedan tener una relevancia clinica sobre todo en

relacion al tratamiento empirico.

Observacion de las placas y caldo de enriquecimiento a las 24 horas

o A las 24 horas de incubaciéon: examinar los medios sélidos y el BHI para ver si existe crecimiento.

= Si no se observa crecimiento: reincubar los medios sélidos y resembrar el BHI en agar sangre y chocolate. Se
incuban durante 24- 48 horas mas.

= Si se observa crecimiento en alguno de los medios:
- Morfologia tipica de un microorganismo determinado: realizar protocolos especificos. (Anexo Ill)

- Morfologia inespecifica: Tincidon de Gram. Continuar con los protocolos de identificacion.(Anexo Ill)

o Si el cultivo es estéril a las 72 horas: se informa como NEGATIVO. Si se observa crecimiento se procesa como
anteriormente se ha indicado.
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ORGANIGRAMA DEL PROCESAMIENTO DEL L.C.R.

‘ CULTIVO ‘ \ TINCION DE GRAM

{

Valoracion d:al cultivo a las 24 Se observan ‘ No se observan
horas microorganismos microorganismos
‘ NO crecimiénto ‘ CRECIiVIIENTO ‘ Inforn;ar al médico ‘
Reincubar
24-48 horas Anotar en el volante
No CRECIMIENTO —>
crecimiento

Sistemﬁs/de Estudio de
identificacion sensibilidad

=‘ Obtencién de resultados ‘

‘ Validacién de resultados ‘

Entrada de los resultados
en el sistema informatico

Validacion de los resultados
por el facultativo mediante
firma.

2.7. Identificacion de los aislamientos (Anexo Ill)
- La identificacion de los microorganismos se realiza siguiendo las pautas descritas en los algoritmos del anexo
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2.8. Pruebas de sensibilidad antimicrobiana si procede.

Las pruebas de sensibilidad se realizan con métodos de dilucion en caldo (Sensititre
Haemophilus/Streptococcus). Si es necesario se recurrira al método de difusién en agar, siguiendo las normas
de los NCCLS, 2004, o bien a la determinacién de CIMs mediante E-test. Para la sensibilidad de los
microorganismos que requieren menos condicionamientos nutricionales (S. aureus, enterobacterias,....) se

realizara mediante el método automatico MICROSCAN.

2.9. Estudios especiales.

a)

b)

¢

Estudio de micobacterias
El procesamiento de la muestra L.C.R. para el cultivo de micobacterias se recoge en el protocolo realizado para

el diagnostico de las infecciones por micobacterias.
Si se solicita P.C.R. la muestra sera enviada al Instituto Valenciano de Microbiologia (IVAM). Se separara una
alicuota de 1 ml (minimo) que se mantendra en nevera hasta su envio. La muestra ira acompafiada por:

- Informe del Laboratorio de Microbiologia: datos de paciente, determinacion solicitada y direccién.

- Informe clinico del médico solicitante.
Estudio de parasitos
El estudio de paréasitos en L.C.R. se realiza en el CENTRO NACIONAL DE MICROBIOLOGIA, (Instituto de
Salud Carlos lll), por lo que la muestra es enviada a dicho centro segun procedimiento (P), adjuntando un
protocolo suministrado por el mismo centro. Para ello, se debe separar una alicuota SIN CENTRIFUGAR y
enviar al Laboratorio de Parasitologia para la investigacion de amebas.
Estudio de encefalopatias espongiformes transmisibles

La determinacion de la proteina 14-3-3 en L.C.R. y estudio genético de mutaciones y polimorfismo sera

realizado en el CENTRO NACIONAL DE MICROBIOLOGIA, (Instituto de Salud Carlos Ill), por lo que la muestra

es enviada a dicho centro segun procedimiento (P), adjuntando un resumen de la historia clinica del paciente. Se

enviara una alicuota de 1 ml (minimo) conservado a temperatura ambiente.

d)

Estudio de virus

Pdgina 70



Ao 2004 NuevoHospital N° edicion: 92
ISSN: 1578-7516

- El cultivo y aislamiento de virus asi como las técnicas de P.C.R. para deteccion de particulas virales en L.C.R.
se realizaran en el laboratorio de Virologia del Centro Nacional de Microbiologia. Una vez recibida la muestra se

separara 1 ml (minimo) de muestra en tubo estéril que se mantendra en nevera hasta su envio.

UNIDAD DE )
MICROBIOLOGIA PROCESAMIENTO ESPECIFICO

HOSPITAL VIRGEN DE
LA CONCHA Estudio microbiolégico del liquido cefalorraquideo

Gerencia Regional de
Salud

Edicion: 01 Paginas: 15 de 26

- Se debe adjuntar un protocolo debidamente cumplimentado, el cual proporciona el mismo centro de referencia.

VIil. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS

Tanto las pruebas y resultados preliminares como los definitivos quedaran registrados en las hojas de trabajo del
personal técnico. No obstante, solo los resultados definitivos seran expresados en el informe, asi como aquellos

comentarios que el facultativo considere adecuados.

Informe definitivo:

e NEGATIVO: Si el cultivo es estéril a las 72 h horas de incubacion.

e FLORA DE CONTAMINACION CUTANEA: si tras la incubacién, la identificacion y valoracion microbiolégica,
bioquimica y clinica el/los microorganismos aislados pertenecen a la flora de colonizacion de la piel.

e POSITIVO, MICROORGANISMO y SENSIBILIDAD: en el informe se indicara la identificacion definitiva y la
sensibilidad del microorganismo. El informe, antes de ser enviado al servicio peticionario, ha de ser revisado y

validado por el facultativo responsable de la seccién.

IX. RESPONSABILIDADES
- De larecogida de la muestra: Servicio peticionario
- De la siembra de la muestra: auxiliares clinicos y del facultativo responsable de la seccion.
- De la lectura y el procesamiento de la muestra: técnico de laboratorio o D.U.E. y del facultativo
responsable de la seccion.
- De la interpretacion de los resultados y del informe de los mismos: facultativo responsable de la seccion.
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X. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

» Si por alguna circunstancia, no existe posibilidad de enviarlo/procesarlo inmediatamente, el L.C.R. se mantiene
en la estufa de cultivo a 35-37 °C.

» Solamente aquellos L.C.R. en los que se solicite exclusivamente virus/serologia/PCR se mantendran en nevera
a2-8°.

» Los L.C.R. sélo pueden mantenerse a temperatura ambiente durante un tiempo minimo.

XI. LIMITACIONES AL PROCEDIMIENTO

1. Para evitar la demasiada extension de este protocolo, la descripcion de las diferentes técnicas empleadas
para la identificacion y sensibilidad de los microorganismos aislados se recogen en el Manual de
procedimientos del laboratorio de Microbiologia.

2. Si la muestra no ha venido en las condiciones adecuadas y ha sido procesada por desconocimiento de la
situacién (antibioterapia concomitante, mal estado del recipiente, circunstancias ocurridas en la fase
preanalitica, ajenas al laboratorio), los resultados pueden verse alterados.

3. Dado que el Hospital Virgen de la Concha carece de un servicio de Neurocirugia, el resto de muestras que
pueden obtenerse para el diagndstico de las infecciones del sistema nervioso central no llegan al Laboratorio

de Microbiologia.
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ANEXO |

GESTION DE LA INFORMACION EN EL PROCESAMIENTO DEL L.C.R.

A 4

Recepcion de muestra y volante

Muestra no procesada.
Devolver muestra y volante

Registro y asignacion de
numero de muestra

Comprobar datos de muestra y paciente T NO
¢ Se puede solucionar?
'Corre::'to’? NO /
¢ ) » Valoracién de posible solucién S|
SI
A 4

A 4

A 4

VOLANTE

MUESTRA

v

Registro general

\ 4

L.C.R.

A

ENTRADA

A

Ordenador
Sistema informatico

PROCESAMIENTO

Revision y emision informe
SALIDA

/

RESULTADO

INFORME FINAL
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ANEXO 1

PRINCIPALES AGENTES ETIOLOGICOS DE LAS INFECCIONES DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

MENINGITIS AGUDA

EDAD

FRECUENTES

MENOS FRECUENTES

<3 meses

E. coli, S. agalactiae

Oftras enterobacterias,

L. monocytogenes, Enterococcus, VHS

1 mes-10 ainos

H. influenzae, N, meningitidis,

S. pneumoniae, Enterovirus

M. tuberculosis, herpesvirus

10-60 anos

S. pneumoniae, N. meningitidis,

virus

Brucella, espiroquetas,

M. tuberculosis

>60 6

inmunodepresion

S. pneumoniae, enterobacterias,

P. aeruginosa, L. monocytogenes

N. meningitidis, S. agalactiae, S. aureus,
M. tuberculosis, Nocardia, Cryptococcus

neoformans

Fact. predisponentes

FRECUENTES

MENOS FRECUENTES

Herida craneal o

espinal

S. aureus, enterobacterias,

P. aeruginosa

Estafilococo coagulasa negativo, BGN no

fermentadores

Fistula de L.C.R.

S. pneumoniae

H. influenzae, S. pyogenes

catéter epidural

Derivacion de L.C.R,,

Estafilococo coagulasa negativo,

P. acnes

S. aureus, P. aeruginosa, enterobacterias.

MENINGITIS CRONICA

Bacterias

M. tuberculosis, Brucella,

B. burgdoferi

Micobacterias atipicas, Nocardia,
Actinomyces spp.

Hongos

Cryptococcus spp., Histoplasma

spp., Coccidioides

Blastomyces, Candida

Virus y parasitos

VIH

CMV, Toxoplasma, Taenia solium
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PROTOCOLO DE IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS PATOGENOS

1. IDENTIFICACION DE Haemophilus influenzae

ANEXO 1lI

Crecimiento en Agar chocolate PVX
Colonias grises

v

Tinciéon de Gram

o

Cocobacilos gramnegativos

~

Otra morfologia

\ 4

A 4

Panel HNID IDENTIFIQACION
SEGUN
PROTOCOLO
Y
Haemophilus influenzae
Haemophilus parainfluenzae
Haemphilus aphrophilus
& B Factores
A 4
Sensititre Streptococcus
Haemophilus
\ 4
XyV X v
Serologia serotipob | Haemophilus Haemophilus Haemophilus
h influenzae ducreyi parainfluenzae
Catalasa | Oxidasa | Factor X | Factor V IDX Glucosa Sucrosa
H. influenzae + + + + + + .
H. + + - + + + +

parainfluenzae

H. aphrophilus -

+

+

+
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2.

IDENTIFICACION DE Neisseria meningitidis

Agar chocolate polyvitex/

Colonias pequeiias, grisacea

v

Oxidasa

<

POSITIVA NEGATIVA
. !
Tincién de Gram IDENTIFICACION SEGUN
PROTOCOLO

A

Diplococos gramnegativos

Otra morfologia

A

Panel HNID
EMIZA Streptococcus-Haemophilus

Betalactamasa

Aglutinacion serogrupo

N. gonorrhoeae

N. meningitidis

N. lactamica

Glucosa + + +
Maltosa - + -
Lactosa - - +

Resto de azlcares
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3. IDENTIFICACION DE Streptococcus pneumoniae/S. agalactiae/OTROS ESTREPTOCOCOS

Cocos grampositivos

y

v

POSITIVA

v

Staphylococcus spp.

Catalasa

v

Streptococcaceae.

y
HEMOLISIS

A 4

Alfa-hemolitico

A 4

Optoquina

4*{

A 4
Solubilidad en bilis

PN

v

NEGATIVA

v

No hemolitico

Enterococcus spp. \

A

Betahemolitico

+ -

A 4

v

Streptococcus pneumoniae

EMIZA

Haemophilus/Streptococcus

APl STREP
Antibiograma strepto
en disco placa

COMBO POSITIVO

Slidex Strepkit

b\

/

A

Streptococcus pyogenes

A B C D E G
\ v v /
Y API STREP

Streptococcus agalactiae

Antibiograma strepto

A 4

COMBO POSITIVO
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4. IDENTIFICACION DE COCOS GRAMPOSITIVOS AEROBIOS: Staphylococcus spp.

Cocos grampositivos

v
\lr Catalasa ¢
POSITIVA NEGATIVA
v v
Staphylococcus spp. Streptococcus spp
Coagtlasa \
\A 5
POSITIVA DUDOSA NEGATIVA \
¢ / Estafilococos coagulasa

Staphylococcus aureus Coagulasa en tubo negativo

\ v

COMBO GRAMPOSITIVO

VALORACION MICROBIOLOGICA Y CLIiNICA

v

Crecimiento abundante
y Pureza del cultivo: corinebacterias, varios

] tipos de colonias
Presencia de polimorfonucleares en tincion \
Informar como +—
Negativo 6

Flora de contaminacién
cutaneal/colonizacion
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5. IDENTIFICACION DE LISTERIA MONOCYTOGENES/OTROS BACILOS GRAMPOSITIVOS

Crecimiento en CNA/Agar choc

¥

Tincion de Gram

v

Bacilos grampositivos

N\

Esporas NO Esporas
A 4 *
Ramificaciones
Catalasa
Y . :
‘ Bacillus s v
Clostridium S SPP- .
aerotolerante v Beta-Hemolisis
Motilidad
\ 4
A\ 4 +
+
¢ v
Bacillus anthracis. i Catalasa
Bacillus spp. \

+ -

< !

+

v

Nocardia spp.,
Actinomyces spp.
Streptomyces spp.

Catalasa

Motilidad

Arcanobacterium spp

v

/ -

COMBO POSITIVO

A

Listeria spp.-

+

v

H,S en KIA

A 4

Difteroides

Erysipelothrix spp.

Posible Lactobacillus
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6. IDENTIFICACION DE BACILOS GRAMNEGATIVOS AEROBIOS

Crecimiento en Agar chocolate Polyvitex

Bacilo gramnegativo

v

Oxidasa

A 4
+

v

A

v

Crecimiento en MacConkey

Crecimiento en MacConkey

/

+

\

:

Enterobacteriaceae
Y S. maltophilia
Pseudomonas spp., Acinetobacter
Bacilos gramnegativos no
fermentadores
\ 4 \ 4
Actinobacilus Actinobacillus
Cardiobacterium, 2 Capnocytophaga
Haemophilus aphrophilus... Haemophilus, Streptobacillus
A\ 4
COMBO Y
GRAMNEGATIVOS COMBO
GRAMNEGATIVOS v
Y IDGN
. IDGN . Antibiograma en disco placa
Antibiograma en disco placa EMIZA Haemophilus/Streptococcus
EMIZA Haemophilus/Streptococcus y

\ Si no identificacién
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7. IDENTIFICACION DE Nocardia spp.

Cultivo en CNA/Agar choc/Sabouraud sin antibiético

v

25-35°C
4 dias- 6 semanas

v

Colonias secas, amarillentas

Tincién &e gram

v

Nocardia spp., Bacilos grampositivos,
Actinomyces spp. ramificaciones,filamentosos
Streptomyces spp. >1 um no esporulado

Tincién de \

Ziehl-Nielsen

Tincion modificada de Kinyoun

T~

y

Acido alcohol resistente

\

Diagnéstico de p

v

resuncion /

A

v

- Crecimiento en presencia >
de lisozima

Siembra en Sabouraud
y Lowenstein

+

Crecimiento <1 semana
Colonias con hifas aéreas

IDENTIFICACION SEGUN
PROTOCOLO

A

Posible Nocardia spp.
Confirmacion por laboratorio de referencia
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8.

/

IDENTIFICACION DE Cryptococcus SPP./Candida SPP.

L.C.R./SUERO \

Aglutinacion de latex Crypto-LA

Cryptococcus neoformans

Incubacion 48-72 h, 25-30°C (aerobiosis) agar
sabouraud/aaar sanare

v
Crecimiento en Agar Sabouraud

A 4

Vision en fresco

3

Cocos/bacilos

A 4
NEGATIVO

A 4

A Levaduras
INFORMAR ¢
INMEDIATAMENTE AL Fil tacic
CLiNICO ilamentacion
POSITIVA

NEGATIVA

v

Candida albicans

ID32 Levaduras

A 4

Identificacion de especie

'

Identificacion de Criptococcus neoformans/spp.
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. PROPOSITO Y ALCANCE

El objetivo de este documento es normalizar el procesamiento de las muestras biolégicas para el diagnéstico
microbiolégico de las infecciones de piel y tejidos blandos a través del estudio macroscopico, microscopico y
microbiolégico, asi como la gestion y el registro de todos los datos que se deriven de dicho procesamiento. Su

aplicacion se extiende desde la obtencidn de la muestra hasta la identificacion definitiva de los aislados.

Il. FUNDAMENTO
La piel constituye la barrera principal del organismo y sus infecciones suponen un apartado importante en la

patologia infecciosa junto con las infecciones urinarias y respiratorias. Bajo el epigrafe de "Infecciones de piel y

tejidos blandos" se engloban todas aquellas infecciones que afectan a piel, anejos cutaneos, tejido celular

subcutaneo, fascias y musculo esquelético. Estas infecciones son muy frecuentes tanto en Atencién Primaria como
Especializada. Afecta a pacientes de todas las edades y el espectro de gravedad oscila entre un acné y una
mionecrosis por clostridios.

Por tanto, dado el gran nimero de entidades clinicas que pueden incluirse y con el fin de facilitar la realizacion
de este protocolo diagndstico, se resumen en los siguientes, empleando dicho protocolo para el diagndstico etioldgico
de cualquier cuadro clinico de esta localizacion:

a) PIODERMIAS PRIMARIAS: Se localizan de forma inicial en la piel y pueden dar sintomas a distancia.

Pueden ser superficiales (impétigo, foliculitis, abscesos subcutaneos, forinculo, paroniquia, ectimalerisipela, acné,
infeccion de mordedura de animal, celulitis) o profundas (mionecrosis, celulitis necrotizante, fascitis necrotizante,
gangrena estreptocécica, gangrena de Fournier).

b) PIODERMIAS SECUNDARIAS: Las mas frecuentes son las que aparecen sobre heridas traumaticas o

quirdrgicas, Ulcera cronica (varicosa, decubito, diabética..), dermatitis ezcematosas, eritrodermias, hidrosadenitis
supurativa, intertrigo, quiste pilonidal y sebaceo, pioderma gangrenosa.

c) INFECCIONES SISTEMICAS CON COMPONENTE CUTANEO: tuberculosis cutanea, lepra, lues,
micobacterias atipicas.

D) MANIFESTACIONES CUTANEAS DE ENFERMEDADES SISTEMICAS.
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La FLORA CUTANEA esta constituida fundamentalmente por saprofitos o microorganismos de poca virulencia,
como Staphylococcus epidermidis, Corynebacterium, Micrococcus spp., en menor proporcion Escherichia coli, Proteus
mirabilis, P. aeruginosa, Acinetobacter spp., bacterias anaerobias como Peptostreptococcus spp., Clostridium spp. y
Propionibacterium spp., y algunos hongos (Candida spp.). Una parte de la flora cutanea se conoce como flora

residencial temporal, caracterizada por presentar cierta diversidad de microorganismos patdgenos capaces de

producir infecciones asi como estados de portador sano.

Este protocolo recoge el esquema de procedimiento a realizar para el diagnéstico de infecciones causadas
fundamentalmente por bacterias y levaduras, puesto que la infeccién producida por virus, parasitos o dermatofitos

seran tratados en otros protocolos por su diferente manejo.

No obstante, dada la multitud de bacterias que pueden producir infeccion en piel y tejidos subyacentes, este

protocolo intenta ser una guia general para llegar al diagnéstico etiolégico de los microorganismos mas

frecuentemente implicados.(Anexo II)

lll. DOCUMENTOS DE CONSULTA

1. Manual de recogida, transporte y conservacién de muestras (P)

2. Manual de procesamiento de muestras
3. Manual de envio de muestras

4. Protocolos de identificacion bacteriana

5. Seguridad en el Laboratorio de Microbiologia Clinica (Procedimientos en Microbiologia Clinica, SEIMC 2000)

Pdgina 88




Ao 2004 NuevoHospital N° edicion: 92
ISSN: 1578-7516

UNIDAD DE
MICROBIOLOGIA

HOSPITAL VIRGEN DE
LA CONCHA

Gerencia Regional de

PROCESAMIENTO ESPECIFICO

Estudio microbiolégico de las infecciones de piel y tejidos blandos

Salud

Edicién: 01 Paginas: 5 de 33

IV. RECOGIDA DE MUESTRAS
Recipientes:

a)

Portagerm: frasco para transporte de muestras con base de agar (cédigo almacén 410133)
Envase estéril de boca ancha (cddigo almacén 410226)
Hisopo con medio de transporte: (desaconsejable) (codigo almacén 410229)

Recogida de muestra:

Ulceras y heridas superficiales:

Lavar cuidadosamente la superficie de la herida con una torunda o gasa estéril con solucion salina
esteril.

Recoger el exudado por aspiracion con aguja y jeringa. Si la muestra es escasa, instilar suero
fisiologico estéril y aspirar.

Expulsar de la jeringa el posible contenido gaseoso, tapando la aguja con una gasa estéril
impregnada en alcohol.

Cambiar la aguja por una estéril e inocular en portagerm, previa desinfeccion del tapén de goma.

Las jeringas empleadas para la aspiracion no deben ser empleadas para el transporte debido al riesgo
de pinchazos, la posible expulsion del material aspirado y la posibilidad de no conseguir la

anaerobiosis.

b) Abscesos:

Desinfectar la piel con alcohol de 70° y posteriormente con povidona yodada, dejando secar un
minuto.

Realizar puncion-aspiracion con jeringa y aguja, e introducir la muestra en portagerm.

c) Fistulas:

Desinfectar la piel con alcohol de 70° y posteriormente con povidona yodada, dejando secar un
minuto.

Aspirar el exudado con aguja y jeringa de la parte profunda de la fistula (NUNCA DEL ORIFICIO
FISTULOSO).

Depositarla en portagerm.

d) Biopsias:
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d.1) Muestras solidas: Las muestras se recogeran siguiendo normas rigurosas de asepsia. Se recomienda

obtener una pieza de al menos 5-10 cm®, procurando incluir las zonas mas afectadas, asi como el borde

activo de la lesion, si esta bien delimitada. Se depositaran en envase estéril de boca ancha al que debe

anadirse dos o tres gotas de solucidn salina o en portagerm.
d.2) Muestras liquidas: Recoger una cantidad minima de 5-10 ml mediante aspiraciéon con aguja y

jeringa, siguiendo las normas de maxima asepsia. Depositar en portagerm o tubo estéril.
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En el caso en el que solamente sea posible obtener la muestra con hisopo, se utilizaran aquellos con

medio de transporte.

Transporte y conservacion:

- Envio inmediato al Laboratorio de Microbiologia. Las muestras deben estar correctamente
identificadas, junto con el volante de peticién, indicando datos personales del enfermo, servicio
donde se encuentra ingresado, nimero de cama, facultativo que solicita el estudio, o centro de salud.
Seria aconsejable otra informacion adicional: sospecha clinica, enfermedad de base, tratamiento
antimicrobiano...

- Sino es posible el envio inmediato, conservar a temperatura ambiente, maximo 24 horas.

Criterios de aceptacion

El laboratorio de Microbiologia determina, una vez recibida la muestra, si cumple los requisitos para ser procesada.
Estos requisitos incluyen, entre otros:
d) Correcta identificacion de la muestra
e) Tipo de muestra adecuada para la peticion solicitada
f) Condiciones adecuadas de transporte y conservacion (Manual de recogida y transporte muestras del
Laboratorio de Microbiologia).

Criterios de rechazo

- Muestras incorrectamente identificadas

- Muestras derramadas

- Volante incompleto

- Muestra enviada en envase o recipiente inadecuado (no estéril, contaminado a simple vista)
- Muestra no conservada en las condiciones adecuadas

- Muestra enviada en formol

- Muestra insuficiente

El Laboratorio de Microbiologia dispone de un sistema para el registro de las incidencias en el que se recoge la
muestra implicada, persona que la recibe, tipo de incidencia, persona en contacto del servicio solicitante, y si la

muestra es o no procesada.
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V. EQUIPOS Y MATERIALES

Para el diagndstico de las infecciones de piel y tejidos blandos son necesarios una serie de equipos basicos:

Nevera para conservacion de muestras que asi lo requieran, en caso de retraso en el procesamiento,
(Control diario de la temperatura) asi como para la conservacién de medios de cultivo y reactivos.

Estufa de aerobiosis a 37°C para cultivo de algunos microorganismos o conservacion de muestras que asi
lo requieran.

Estufa de CO, (5-10%) a 37°C para cultivo de aquellos microorganismos microaeroéfilos/capndfilos. (control
diario de microaerofilia y temperatura).

Microscopio 6ptico con objetivos de 10x, 40x, 100 x y ocular 10x (limpieza después de su utilizacion).
Jarras o bolsas de incubacién de anaerobiosis para el diagnéstico de infecciones por microorganismos
anaerobios tanto grampositivos como gramnegativos. (control de anaerobiosis diaria).

Sistemas automaticos (MicroScan..) y semiautomaticos (API, ID32GN.....) para identificaciéon de
microorganismos y estudios de sensibilidad de antimicrobianos.

Material fungible: asas desechables de inoculacién, portaobjetos, cubreobjetos, pipetas Pasteur, papel de
filtro, guantes...

Pipetas automaticas de 10, 100 y 1000 pl.

Sistema informatico para el registro de muestras, recogida de datos del paciente, asi como para la emision
del resultado, base de datos y un programa estadistico para estudios epidemioldgicos posteriores y
analisis de costes.

Material (hisopos, medios de transporte, portagerm, frascos estériles....) que se proporcionan a los
diferentes servicios médicos y equipos de Atencién Primaria para la recogida y envio correcto de las

muestras.
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VL. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y PRODUCTOS
Los medios de cultivo necesarios para el diagnostico de las infecciones de piel y tejidos blandos varian en
relacion con el tipo de muestra enviada y el agente etioldgico implicado. En la siguiente tabla (tabla 1) se especifican

los medios que se tienen disponibles para el diagnoéstico.

Codigo

Medio de cultivo Distribuidor/referencia Hospital Conservacion Observaciones

Agar tripticasa-soja+ 5% sangre BioMérieux/43001 412694-31CC 4°C Crecimiento no selectivo
Columbia ANC+ 5% sangre BioMérieux/43071 412696-31CC 4°C Crecimiento de grampositivos

Chocolate+ Polivitalex BioMérieux/ 43101 412698-31CC 4°C Crecimiento no selectivo
Chocolate+ Polivitalex+ VCAT2* BioMérieux/43241 412699-31CC 4°C N. gonorrhoeae/meningitidis

MacConkey BioMérieux/ 43141 412689-31CC 4°C Bacilos gramnegativos

Mueller-Hinton 5% sangre BioMérieux/ 43321 412878-31CC 4°C Pruebas de sensibilidad

Mueller-Hinton 2 BioMérieux/ 43301 417473-31CC 4°C Pruebas de sensibilidad

Mueller Hinton-Chocolate BBL/43544035 412670-31CC 4°C Pruebas de sensibilidad

. ) . Hongos levaduriformes y
Sabouraud Glucosa-Cloranfenicol Soria Melgizo/ 51078 417040-31CC 4°C )
filamentosos

Schaedler vita K1+ 5% sangre

BBL/ 4354042 412668-31CC 4°C Bacterias anaerobias
carnero
Schaedler Kanamicina- Bacterias anaerobias

BBL/ 4354023 412669-31CC 4°C

Vancomicina gramnegativas

Agar MRSA Becton Dickinson/254570 | 414947-31CC 4°C Deteccion de resistencia a

meticilina
Empleado para el control de
Agar CLED OXO0ID/PPO0301 412802-31CC 4°C pureza en bacilos

gramnegativos para
identificacion y sensibilidad
Caldo thioglicolato Becton Dickinson/221798 | 414454-31CC 4°C Medio de enriquecimiento

Tabla 1: Medios de cultivo necesarios para diagnéstico de infecciones de piel y tejidos blandos.
*VCAT: vancomicina, colistina, anfotericina B, trimetoptrim
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En la siguiente tabla (tabla 2) se especifican equipos comerciales empleados para el diagnéstico y para

estudios de sensibilidad.

Nombre comercial

Distribuidor/referencia

Codigo
Hospital

Observaciones

Oxidase Test

Mast-Diagnostic/371021

414534-31CC

Identificacion Neiseria/Haemophilus/BGN

PYR Test Mast-Diagnostic/ET07 417321-31CC Identificacion de estreptococos
Disco cefinasa BBL/31650 413955-31CC Deteccion de la presencia de betalactamasa
API 20A BioMérieux/2030 412936-31CC Identificacion de anaerobios
API Strep BioMérieux/2060 412859-31CC Identificacion de Streptococcus spp.
API Coryne BioMérieux/20900 412683-41CC Identificacion de Corynebacterium spp.
1D32 Stap Estafilococos BioMérieux/32500 414308-31CC Identificacion de Staphylococcus spp.
ID32 Levaduras BioMérieux/32200 414307-31CC Identificacion de hongos levaduriformes
ID32 GN BioMérieux/32100 414306-31CC Identificacion de bacilos gramnegativos
Slidex pneumo kit BioMérieux/5882-1 412864-31CC Deteccion de antigeno neumocdécico
Slidex Strepkit BioMérieux/58810 412869-31CC Deteccion de antigenos de estreptococos
hemoliticos
Slidex Staph Plus BioMérieux/73115 412872-31CC Identificacion de estafilococos coagulasa
positivo
Coagulasa plasma EDTA BBL/0803-46-5 413999-31CC Identificacion de estafilococos coagulasa
positivo

Panel Haemophilus-Neisseria (HNID)

Dade Behring/B1012-10B

412850-31CC

Identificacion Haemophilus spp./Neisseria sp.

Screening MRSA

Denka Seken CO/K1096

4127443-31CC

Deteccion de gen mecA responsable de
resistencia a meticilina

Suero Francisella tularensis

Becton Dickinson /240939

417291-31CC

Identificacion de Francisella tularensis

Lector Microscan autoSCAN4

Dade Behring

Identificacion y sensibilidad BGN, cocos
grampositivos, Listeria monocytogenes

Sensititre Haemophilus/Neisseria/Strep

Dade Behring/
772EMIZA4

413988-31CC

Sensibilidad de Haemophilus spp /Neisseria
spp./Streptococcus spp.

COMBO Gramnegativos

Dade Behring/B-1016-80

413883-31CC

Identificacion y sensibilidad de Gramnegativos

COMBO Grampositivos

Dade Behring/B-1016-71

413882-31CC

Identificacion y sensibilidad de Grampositivos

ATB ANA

BioMerieux/14269

413963-31CC

Estudio de sensibilidad en anaerobios

Tabla 2: Kits comerciales empleados para el diagnoéstico y estudio de sensibilidad de las infecciones piel y tejidos blandos
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VIl. PROCEDIMIENTO HABITUAL
El desarrollo del método va a depender del tipo de muestra recibida y por lo tanto de la localizacion anatémica de
la infeccion.
El esquema general a desarrollar para cada tipo de muestra sera el siguiente:
1. FASE PREANALITICA: Obtencién de la muestra, conservacion, transporte y manipulacion hasta su
llegada al laboratorio. (P)

2. FASE ANALITICA: Incluye la recepcién, procesamiento y emision de los resultados.
2.1. Recepcioén de la muestra: comun para todas las muestras (Anexo |)
2.2. Preparacion de la muestra
2.3. Examen macroscoépico y microscopico de la muestra (tincion de Gram, vision en fresco)
2.4. Cultivo de la muestra
2.5. Incubacién: procesamientos especiales
2.6. Examen de los cultivos, interpretacion y aislamiento
2.7. |dentificacion de los aislamientos (Anexo )
2.8. Pruebas de sensibilidad antimicrobiana si procede.

3. FASE POSTANALITICA: Procedimientos para la emision de los informes analitico-clinicos

En cada informe analitico emitido por la UM debe constar:
= |dentificacidn del laboratorio.
= Nombre y apellidos del paciente. Numero de historia clinica.
= Ubicacioén del paciente: Servicio y n° de habitacion en ingresados. Centro de atencién primaria en
externos.

= Fecha de nacimiento del paciente.
= |dentificacion del médico solicitante de los analisis.
= |dentificacién del servicio (GFH).
= Tipo de muestra. Fecha de recepcion en el laboratorio de la misma.
= Numero de registro de la muestra asignado en el laboratorio.
= Técnica aplicada a la muestra.

= Resultados en las unidades o forma de expresion recomendado por la comunidad cientifica.
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2.1. Recepcion de la muestra: comun para todas las muestras (Anexo |)

2.2. Preparacion de la muestra:

- Una vez registrada la muestra y asignado un numero de laboratorio, se deben seguir los pasos
posteriores.

- Todos los pasos posteriores en el procesamiento de la muestra deben realizarse en campana de flujo
laminar.

- Observacion macroscépica de la muestra para identificar la presencia de pus, sangre, etc.

- Atemperar los medios de cultivo.

- Rotular los medios con el nimero de muestra, fecha y tipo de muestra.

2.3. Cultivo de la muestra

- Muestras en hisopo: rotar el hisopo sobre un borde de cada una de los medios de cultivo y extender con

un asa estéril para siembra en aislamiento. Una vez inoculadas las placas de agar Schaedler, colocar en
ellas un disco de amoxicilina-clavulanico, metronidazol y gentamicina.

- Muestras en portagerm: tomar la muestra con un asa estéril y sembrar cada una de las placas en estria

para aislamiento. Inocular el asa después de la siembra de cada placa. Una vez inoculadas las placas de
agar Schaedler, colocar en ellas un disco de amoxicilina-clavulanico, metronidazol y gentamicina. El resto
del material se pasa con pipeta estéril a caldo de enriquecimiento de thioglicolato.

- Muestras de tejido/biopsias en envase estéril: en una placa de Petri depositar el tejido y con un bisturi

estéril, fragmentarlo y homogeneizar la muestra. Remover la muestra con una pipeta Pasteur estéril,
incluso si es necesario afiadiendo unas gotas de solucién salina o agua para evitar su desecacion.
Inocular la muestra asi homogeneizada en los diferentes medios con un asa estéril en estria para
aislamiento. Inocular el asa después de la siembra en cada placa. Una vez inoculadas las placas de agar
Schaedler, colocar en ellas un disco de amoxicilina-clavulanico, metronidazol y gentamicina. Como
alternativa, afiadir la muestra ya homogeneizada a un caldo de thioglicolato e incubarlo 24 horas para su
posterior siembra en los medios correspondientes: usualmente agar chocolate y agar Schaedler vit K (5%

sangre), e incubar 24 h mas.
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- Paratodos los tipos de muestra mencionados se siembran los siguientes medios:

Medio de cultivo Tempera?l’lra .Tlempo _Qe Ambiente
incubacién incubacion

Agar Chocolate polivitalex 35-37°C 24 h 5-10%CO,

Agar CNA + 5% sangre 35-37°C 24 h 5-10%CO,

Agar MacConkey 35-37°C 24 h Aerobiosis
Agar Schaedler vit K + 5% de sangre 35-37°C 48 h Anaerobiosis(3)
Agar Schaedler Kanamicina-vancomicina 35-37°C 48 h Anaerobiosis(3)

Caldo thioglicolato (1) 35-37°C 24 h Aerobiosis

Agar Sabouraud glucosa-cloranfenicol (2) 35-37°C 24 h Aerobiosis

(3) Este medio de cultivo sélo se inoculara en caso de que la muestra sea enviada en portagerm
(4) La siembra en este medio se realizara previa peticién expresa del doctor solicitante
(5) Incubacién en jarras o bolsas de anaerobiosis conseguida mediante sobres de AnaeroGen™

2.4. Examen microscopico: Tincion de gram

- Una vez inoculados los medios de cultivo, se procedera a:
- Rotar hisopo por portaobjetos y dejar secar.
- Tincién de Gram (P)
- Se analizaran los siguientes datos:
- Presencia o ausencia de leucocitos polimorfonucleares/ histiocitos/macréfagos para interpretar la
significancia clinica de los microorganismos aislados
- Presencia de células epiteliales, sugiriendo toma superficial
- Presencia de flora mixta grampositiva-gramnegativa
- Determinacion de la necesidad de realizar mas estudios o investigaciones especiales.

2.5. Incubacion: procesamientos especiales

- Aunque la mayor parte de los microorganismos productores de infecciones de piel y tejidos blandos
crecen en los medios indicados anteriormente y siguiendo el protocolo anterior, en ocasiones se solicitan
la investigacién de otros microorganismos que requieren condiciones especificas para su crecimiento:

a) Francisella tularensis: si existe una sospecha de tularemia, esto debe indicarse en el volante

claramente. La muestra sera procesada de la misma manera que una muestra a la que soliciten
bacteriologia general, pero se anadira a la siembra una segunda placa de Agar chocolate, y una de

Agar chocolate polyvitalex + VCAT. Las placas se sellan para evitar su apertura accidental. La
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incubacion de las dos placas de Agar chocolate en estufa de un 5-10%CO, se prolongara durante 5
dias y se revisaran diariamente para observar la existencia de crecimiento.

b) Actinomyces spp.: si existe una sospecha de actinomicosis, esto debe indicarse en el volante

claramente, ya que requiere un pretratamiento especial y una incubacién prolongada. La muestra sera
procesada de la misma manera que una muestra en la que soliciten bacteriologia general. Ademas, la
muestra debe ser inoculada en un caldo de thioglicolato e incubarse en anaerobiosis a 35-37°C un
minimo de 7 dias, llegando incluso a dos semanas.

2.6. Examen de los cultivos, interpretacion y aislamiento

- Examinar los cultivos alas 24 hy alas 48 h
- Incubar los cultivos de las muestras en las que se sospechan microorganismos fastidiosos al menos 5 dias.
- Informar preliminarmente de aquellos resultados que puedan tener una relevancia clinica sobre todo en

relacion al tratamiento empirico.
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Observacion de las placas y caldo de enriquecimiento las 24 horas

/

Crecimiento en placas incubadas en aerobiosis

v

T~

\

No Crecimiento

Analizar caracteristicas de las colonias y
medios de cultivos donde existe crecimiento

v

Subcultivo en agar chocolate
y agar Schaedler del caldo de

enriquecimiento

Tincién de gram

i

Cocos/bacilos
Grampositivos

A 4

N

7Y A 4

Reincubar las
placas 24 horas mas

Cocos/bacilos
Gramnegativos

v

betahemoliticos,
PYR

Pruebas de identificacion rapida
Catalasa, coagulasa
Ténicas de aglutinacion de estreptococos

Pruebas de identificacion rapida

Oxidasa
Fermentador de
MacConkey)

lactosa  (medio de

N

e

Informe preliminar telefénico en funcién de gravedad de
cuadro clinico, de la necesidad de modificar el tratamiento
antimicrobiano empirico, o bien si el resultado va a influir

en el manejo del paciente

v

IDENTIFICACION SEGUN ANEXO il
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Observacion de las placas y de los pases del caldo de enriquecimiento a las 48 horas

v

Crecimiento en placas No Crecimient
incubadas en aerobiosis y o Lrecimiento
anaerobiosis

\ 4

v
Seguir algoritmo anterior
v
Valoraciéon microbioldgica del crecimiento

¢ 4

IDENTIFICACION SEGUN ANEXO il o
Informe definitivo

Interpretacion y lectura de las placas:

NEGATIVO

CRECIMIENTO PROCEDIMIENTO

- Cualquier crecimiento de patdgenos: Staphylococcus aureus, ,
IDENTIFICACION

Y ESTUDIO DE
SENSIBILIDAD

P.aeruginosa, Streptococcus pyogenes.
- Patégenos con impredecible patron de sensibilidad

- Todos los microorganismos aislados de muestras estériles

- Posible flora de colonizaciéon cutanea: estafilococos coagulasa
negativa, corinebacterias, estreptococos grupo viridans, Bacillus
spp. i

N . ) o . IDENTIFICACION

- Excepcién: microorganismo con estas caracteristicas pero aislado
en cultivo puro abundante, observado en la tincion de gram y de

una muestra bien recogida

- Mas de tres especies de flora intestinal, procedente de abscesos i
NO IDENTIFICACION

NI ESTUDIO DE
SENSIBILIDAD

intrabdominales, Ulceras de decubito, drenajes intestinales,

exudados del area pélvica, absceso perianal..

- Excepcidn: si alguno de los microorganismos es predominante o
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2.7. Identificacion de los aislamientos (Anexo Ill)

- La identificacion de los microorganismos aerobios/anaerobios se realiza siguiendo las pautas descritas en los
algoritmos del anexo llI

2.8. Pruebas de sensibilidad antimicrobiana si procede.

- Las pruebas de sensibilidad en la mayoria de las ocasiones estan incluidas en el método automatico de
identificaciéon bacteriana (AUTOSCAN), o bien se realizan con otros métodos de dilucion en caldo (Sensititre
Haemophilus/Streptococcus, ATB ANA). En ocasiones, si es necesario se recurrira al método de difusiéon en
agar, siguiendo las normas de los NCCLS, 2004, o bien a la determinaciéon de CIMs mediante E-test

VIil. OBTENCION Y EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Todas las pruebas y resultados preliminares asi como los resultados definitivos quedan registrados en las hojas
de trabajo del personal técnico. Unicamente los resultados definitivos se registran en el ordenador y son expresados
en el informe, asi como aquellos comentarios que el facultativo considere necesarios sobre la identificacion
sensibilidad a antimicrobianos, y recomendaciones.

Los resultados emitidos en el informe seran:

a) NEGATIVO: si tras la incubacion de las placas durante los dias pertinentes, no se ha constatado
crecimiento.

b) FLORA DE COLONIZACION/FLORA MIXTA HABITUAL/FLORA DE CONTAMINACION CUTANEA: si los
microorganismos aislados corresponden a la flora saprofita de la piel, varios microorganismos de la flora
intestinal....

c) MICROORGANISMO Y SENSIBILIDAD A ANTIMICROBIANOS: el informe recogera la identificacion
definitiva y la sensibilidad, asi como los comentarios que sean necesarios

El informe, una vez emitido sera revisado y validado por el facultativo responsable de la seccién antes de ser

enviado al servicio peticionario.

IX. RESPONSABILIDADES
- De larecogida de la muestra: Servicio peticionario
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De la siembra de la muestra: auxiliares clinicos y del facultativo responsable de la seccion.
De la lectura y el procesamiento de la muestra: técnico de laboratorio o D.U.E. y del facultativo
responsable de la seccion.
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De la interpretacion de los resultados y del informe de los mismos: facultativo responsable de la seccion.

X. LIMITACIONES AL PROCEDIMIENTO

4. Para evitar la demasiada extension de este protocolo, la descripcion de las diferentes técnicas empleadas

para la identificacion y sensibilidad de los microorganismo aislados se recogen en el Manual de

procedimientos del laboratorio de Microbiologia.

5. Por la misma razon, el estudio microbiolégico de la infeccion de piel y tejidos blandos producida por virus,

parasitos y dermatofitos seran tratados en otros protocolos.

6. Si la muestra no ha venido en las condiciones adecuadas y ha sido procesada por desconocimiento de la

situacidon (antibioterapia concomitante, mal estado del portagerm, circunstancias ocurridas en la fase

preanalitica, ajenas al laboratorio), los resultados pueden verse alterados.
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ANEXO |

GESTION DE LA INFORMACION EN EL LABORATORIO DE LA SECCION DE EXUDADOS

Recepcion de muestra y volante

Muestra no procesada.

A 4 Devolver muestra y volante
Comprobar datos de muestra y paciente T NO
¢ Se puede solucionar?
A 4 NO /
éCorrecto? q ‘s . L s
”| Valoracion de posible solucion S|
SI
A 4

Registro y asignacion de
numero de muestra

> VOLANTE
v v
MUESTRA » Registro general
ENTRADA
EXUDADO v
TEJIDO/BIOPSIA Ordenador

Sistema informatico

y

PROCESAMIENTO .. . . .
Revisiéon y emision informe

/ SALIDA

RESULTADO

INFORME FINAL
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ANEXO IL.A

PRINCIPALES AGENTES ETIOLOGICOS DE LAS INFECCIONES DE PIEL Y TEJIDOS BLANDOS

Entidad Cuadro clinico Patégenos frecuentes Patégenos menos frecuentes
. Staphylococcus aureus ,
Impétigo S treg t oycoccus pyogenes Bacillus cereus
Foliculitis Staphylococcus aureus Pseudomqn as aeruginosa
Candida albicans
Forunculo Staphylococcus aureus
Hi . Staphylococcus aureus/Flora Bacilos gramnegativos
idrosadenitis - . w e
Piodermias anaerobia de faringe Estreptococos grupo r_n/IIer/
. . Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa
primarias Candida albicans Virus herpoes

superficiales

Paroniquia

Flora de orofaringe

simplex/Enterobacterias

Onicomicosis

Dermatofitos/Candida spp.

Otros hongos

Abscesos subcutaneos

Staphylococcus aureus/
Flora mixta aerobia-anaerobia

Streptococcus pyogenes

Estreptococos grupo Cy G

Piodermias
primarias
profundas

Erisipela Staphylococcus aureus Aeromonas hydrpphlla,
enterobacterias

Aeromonas hydrophila
Flora mixta aerobia-anaerobia Vibrio vulnificus,

Mionecrosis Streptococcus pyogenes Staphylococcus aureus,

Clostridium perfringens

Streptococcus pneumoniae,
P. aeruginosa

Celulitis y fascitis
necrotizante

Flora mixta aerobia-anaerobia
Streptococcus pyogenes
Clostridium perfringens

Aeromonas hydrophila
Vibrio vulnificus,
Staphylococcus aureus,
Streptococcus peuminiae,
P. aeruginosa

Celulitis por Animal
mordedura

. . . Actinobacillus
Flora mixta aerobia-anaerobia )
Flavobacterium
Staphylococcus aureus .
) Capnocytophaga canimorsus,
Pasteurella multocida ; .
Erysipelothrix spp.

Humana

Flora mixta aerobia-anaerobia
Staphylococcus aureus
Eikenella corrodens

Actinomyces spp., otros

Gangrena gaseosa

Clostridium perfringens

Bacteroides spp.,
Peptostreptococcus spp, E. coli
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ANEXO II.B

PRINCIPALES AGENTES ETIOLOGICOS DE LAS INFECCIONES DE PIEL Y TEJIDOS BLANDOS

Entidad Cuadro clinico

Patégenos frecuentes

Patégenos menos frecuentes

Herida traumatica o quirdrgica

Staphylococcus aureus
Flora mixta aerobia/anaerobia

Piodermias Pioderma gangrenoso
secundarias

Peptostreptococcus spp.,
Proteus y otros coliformes

Dermatitis Pseudomonas aeruginosa, )
eczematosas/eritrodermias Enterobacterias
S. aureus,

Ulcera crénica (varicosa,
decubito, diabética..)

Staphylococcus aureus
Streptococcus pyogenes
Otros estreptococos
Flora mixta aerobia/anaerobia

Intértrigo

Candida spp
Dermatofitos

Corynebacterium minutisimum

Infecciones sistémicas con componente
cutaneo

Tuberculosis cutanea, Sifilis, Lepra

Manifestaciones cutaneas de enfermedades
sistémicas

Bacteriemias, endocarditis, sindrome de la piel escaldada,
leptospirosis, listeriosis, meloidosis, purpura por neiserias..
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ANEXO Il

PROTOCOLO DE IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS PATOGENOS

IDENTIFICACION DE LEVADURAS

Crecimiento en Agar Sabouraud

Vision en fresco
\ 4 l

Levaduras Cocos/bacilos

v

A
NEGATIVO

Filamentacion

POSITIVA

/
NEGATIVA

A 4

v

Candida albicans

ID32 Levaduras

A 4
Identificacion de especie
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2. IDENTIFICACION DE COCOS GRAMPOSITIVOS AEROBIOS: Staphylococcus spp.

Cocos grampositivos

v

*

POSITIVA
v

Staphylococcus spp.

Coagulasa

.

Catalasa

v

NEGATIVA

v

Streptococcus spp.

POSITIVA

DUDOSA

«

NEGATIVA

Staphylococcus aureus

N

COMBO GRAMPOSITIVO

I

\

Coagulasa en tubo

Estafilococos coagulasa

negativo

v

VALORACION MICROBIOLOGICA Y CLINICA

v

v

Crecimiento abundante
Pureza del cultivo: corinebacterias, varios

Sl tipos de colonias
Presencia de polimorfonucleares en tincion \
Informar como +— NO
Negativo 6
Flora de contaminaciéon
cutaneal/colonizacion
Hemodlisis Coagulasa Manitol | Catalasa | Polimixina

S. aureus + + + + R

S. epidermidis +/- - - + R

S saprophyticus - - + + S
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3. IDENTIFICACION DE COCOS GRAMPOSITIVOS AEROBIOS: Streptococcus spp.

Cocos grampositivos

v

POSITIVA
v

Staphylococcus spp.

y

Alfa-hemolitico

A 4
Optoquina

Catalasa ¢
¢ NEGATIVA
Streptococcaceae.
A 4
HEMOLISIS
¢ A\ 4
No hemolitico Betahemolitico

PYR

—

A 4
Solubilidad en bilis

b

+ -

v

S. pneumoniae

EMIZA
Haemophilus/Streptococcus |<

Enterococcus \A

API STREP
Antibiograma
strepto en disco

A 4
COMBO POSITIVO

Slidex Strepkit

N

A B Cc D E G
Streptococcus pyogenes \ /
A 4 A 4
\ 4
API STREP
Streptococcus agalactiae Antibiograma strepto
en disco placa

COMBO POSITIVO

,
PagmmaToy
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4. IDENTIFICACION DE BACILOS GRAMPOSITIVOS AEROBIOS

Crecimiento en CNA/Agar choc

¥

Tincion de Gram

v

Bacilos grampositivos

AW

Esporas NO Esporas
A . ¢ .
Catalasa Ramificaciones
/ X
+ - +
c Iostrictium B:cilllus spp- \ 4 Nocjrdia spp.,
aerotolerante v Beta-Hemdlisis éqt(;gg;':qn];f:issss%%
Motilidad
A 4
v +
.\ -
¢ \ 4 Y
Bacillus anthracis . Catalasa Catalasa
Bacillus spp.

+

i

W

v

Motilidad

Arcanobacterium spp

v

COMBO POSITIVO

&

4

Listeria spp.

.
-]

A 4

! )

H,S en KIA
+

API Coryne
Antibiograma corine
en disco-placa (P)

Erysipelothrix spp.

Posible Lactobacillus
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5. IDENTIFICACION DE COCOS GRAMNEGATIVOS

Agar chocolate polyvitex

Colonias pequenas, grisacea

v

Oxidasa

<

POSITIVA

'

NEGATIVA

A 4

Tincion

de Gram

IDENTIFICACION SEGUN

PROTOCOLO

Diplococos gramnegativos

A

4

Panel HNID
EMIZA Streptococcus-Haemophilus

A

Otra morfologia

Betalactamasa
Aglutinacion serogrupo si
meningococo

N. gonorrhoeae

N. meningitidis

N. lactamica

Glucosa

+

+

+

Maltosa

+

Lactosa

Resto de azlcares
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6. IDENTIFICACION DE BACILOS GRAMNEGATIVOS AEROBIOS

Bacilo gramnegativo
Crecimiento en Agar chocolate Polyvitex

v

Oxidasa

A 4
+

A 4

v

v

Crecimiento en MacConkey

Crecimiento en MacConkey

/

+

\

:

A 4

Pseudomonas spp.,
Bacilos gramnegativos no
fermentadores

Haemophilus aphrophilus...

Enterobacteriaceae
S. maltophilia
Acinetobacter spp.
A 4 A 4
Actinobacilus Actinobacillus
Cardiobacterium, 2 Capnocytophaga

Haemophilus, Streptobacillus

Y

COMBO
GRAMNEGATIVOS

A 4

y

COMBO
GRAMNEGATIVOS

A 4

ID32GN
Antibiograma en disco placa

EMIZA Haemophilus/Streptococcus

>~

ID32GN
Antibiograma en disco placa
EMIZA Haemophilus/Streptococcus

Si no identificacion
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Bacilos gramnegativos fermentadores, sin crecimiento en MacConkey

OXIDASA .
Negati\Va Positiva
Y Ureasa
Catalasa \
z \ / Positiva
Negativa Positiva Negativa 4
v Indol
Indol l l / \
Actinobacillus spp. Indol
/ \ Negativo Positivo
Negativo Positivo - - ‘_' Actinobacillus
Negativo Positivo v
v .
P. pneumotropica
HB5 l \ P P
Y Catalasa Catalasa
Capnocytophaga spp \
4 X 3
Negativa Positiva Negativa Positiva
Kingella spp. Actinobacillus spp. C. hominis P. multocida

P. haemoplytica

K. indologenes
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Pruebas bioquimicas basicas para la identificacién de Enterobacteriaceae

Motil
Glu Lac H.S Gas Lys Cit Phe Urea Indol ONPG VP
(37°C)
E. coli + + - + + + - - - + +
P. mirabilis + + - + +(65) + + - - +(50)
P. vulgaris + - + + + . + + . R
M. morganii + - + + - - + + + +
Prov. stuartii + - - + - + + + + -

K. pneumoniae + + - + - + + - + + +
K. oxytoca + + - + - + + + + + +
E. cloacae + - + + + +(65) + +

Serratia
+ - +(55) + - + + - + +
marcescens
Citrobacter
+ + +(78) + + - + +(44) | +(33) + -
freundii
Pruebas bioquimicas basicas para la identificacion de Pseudomonas spp.
P. aeruginosa P. fluorescens P. putida
Piocianina + - -
Pioverdina + + +
Desarrollo a 42°C + - -
Hidrdélisis gelatina \' + -
Fluorescencia + + -
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7. IDENTIFICACION DE Haemophilus spp.

Crecimiento en Agar chocolate PVX
Colonias grises

y

Tinciéon de Gram

o ~

Cocobacilos gramnegativos Otra morfologia
v v
Panel HNID IDENTIFICACION
SEGUN
PROTOCOLO
A 4
Haemophilus influenzae
Haemophilus parainfluenzae
Haemphilus aphrophilus
/ & Sk Factores
A 4
Betalactamasa Sensititre Streptococcus
Haemophilus
v
XyV X vV
Haemophilus Haemophilus Haemophilus
influenzae ducreyi parainfluenzae
Catalasa | Oxidasa | Factor X | Factor V IDX Glucosa Sucrosa
H. influenzae + + + + + + .
H. + + - + + + +
parainfluenzae
H. aphrophilus - + + + +
Catalasa | Oxidasa | Factor X | FactorV | Indol | SPS | Reduccién Fosfatasa ALA porfirina
nitratos alcalina
H. ducreyi - + + - - S + + -
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8. IDENTIFICACION DE Francisella tularensis

Ante sospecha de tularemia

v

Incubacién 5 dias 5-10%CO,

v

Crecimiento en Agar Chocolate y/o VCAT
Colonias pequeiias, lisas, redondeadas

v

Tincion de Gram

v

Cocobacilos pequeios gramnegativos

A 4

Catalasa

A 4

Aglutinacion con
suero de Francisella
tularensis

KN

N

+ -

v
Francisella tularensis

A 4

IDENTIFIQACI()N
SEGUN
PROTOCOLO
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9. IDENTIFICACION DE ANAEROBIOS

Incubacion 48 horas en anaerobiosis:
- Agar Schaedler (discos de metronidazol, gentamicina, amoxicilina-clavulanico

- Agar KV
Halos de inhibicion en discos Crecimiento en SC/KV
AMC/MET (S) Crecimiento en SC/ Crecimiento en SC/
A“g%/mf;rs()m GENT (R) No crecimiento en KV Crecimiento en KV
Posible aerobio Posible Posible
FACULTATIVO grampositivo gramnegativo
Posible anaerobio ESTRICTO
37°C aerobV \3‘7°C anaerobiosis
24 h
Agar sangre Agar Shaedler
E——
Crecimiento en SC/
Crecimiento en SC/AS No c:'e;imiento en AS

Posible aerobio o ¢ )
anaerobio Anael_'oblo
facultativo estricto

A/ v
IDENTIFIQACI()N Tincion de Gram Catalasa API 20A
SEGUN ATB ANA
PROTOCOLO
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Pruebas bioquimicas para la identificacion de bacilos gramnegativos anaerobios

Reducciéon
Microorganismo Indol | Catalasa | Crec. bilis T Lip | Esc | Rifampicina | Vancomicina Kanamicina Penicilina
nitratos
Bacteroides grupo
\% \'} + - - \'} S R R R
fragilis
Fusobacterium
+ - - + - S R S S
necrophorum
Fusobacterium
+ - - - - S R S S
nucleatum
Porphyromonas spp + - \'} - \'} - S R R S/R
Prevotella spp. + - \% - v - S R R S/R
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10. IDENTIFICACION DE Actinomyces spp.

Crecimiento en Agar Schaedler
(14 dias incubacién anaerobiosis 35°C)

¥

Colonias pequeiias, blanca, seca,
aspnecto molar

L

Tinciéon de Gram

/

~

Bacilos grampositivos,
laraos. ramificados

v
Aerotolerancia

/ T~

Crecimiento en anaerobiosis

A 4
API 20A

A 4

Actinomyces spp.

Otra morfologia

v

IDENTIFICACION
SEGUN PROTOCOLO

Crecimiento en anaerobiosis

y aerobiosis

A 4

IDENTIFICACION
SEGUN PROTOCOLO

Urea | Gluc | Man | Lac | Sac | Malt | Sal | Xyl | Ara | Esc | Cel | Mne | Raf | Tre | Resto
Actinomyces - + + + |+ + + | + | + -+ + + | + -
israelii
Actinomyces + - - - |+ + - | - - - - - - - -
naeslundii
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NORMAS DE PUBLICACION

- Objetivo:  difundir conocimientos sobre calidad asistencial
(metodologia, objetivos de calidad, plan de calidad) que ayuden a
mejorar la formacion de todas aquellas personas implicadas en la
mejora continua de la calidad.

- Tema: cualquier tema relacionado con calidad asistencial (objetivos de
calidad, investigacion, metodologia, legislacion, revisiones de temas
concretos, revisiones bibliograficas, trabajos de investigacion etc.).

- Formato: NuevoHospital se publicara en formato digital (disponible
en la web) y en papel (trimestralmente). Todos los trabajos seran
publicados en el formato digital.

- Formato de los trabajos:
- presentacion en MS-Word (en disquette 6 por correo electronico)

- tipo y tamafio de letra: Arial de 10 puntos

- tamaiio de papel A4 (en el caso de ser enviados por correo ordinario,
se ha de acompaiiar el disquette con una copia en papel)

- pueden incluirse tablas o dibujos (blanco y negro)

- en la version digital podran incluirse fotografias y graficos en color

- los trabajos han de tener el formato definitivo para ser publicados

1955

- Estructura de los trabajos:
- Titulo
- Autor/es
- Area - servicio 6 unidad
- Funcion o cargo que desempefia/n
- RESUMEN
- Introduccion (motivacion, justificacion, objetivos)
- Texto: seglin el tema que se trate
. en trabajos de investigacion: material y métodos,
resultados, comentarios-discusion
. en articulos de revision bibliografica: desarrollo
del tema, comentarios-discusion

- Conclusiones
- Bibliografia

- Modo de envio de los trabajos:

. por correo ordinario: Hospital Virgen de la
Concha. Unidad de Calidad. Avda. Requejo N°
35.49022 Zamora

. depositandolos directamente en la Unidad de
Investigacion ¢ en la Unidad de Calidad (indicar
en el sobre que es para publicar en la revista del
Hospital)

. por correo electrénico: ucalid@hvcn.sacyl.es
(disponible en la web: www.calidadzamora.com)

HOSPITAL VIRGEN DE LA CONCHA

| ©Hospital Virgen de la Concha. Unidad de Calidad. NuevoHospital. http://www.calidadzamora.com
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