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1.- OBIETIVOS

= Contar con un Manual de Procedimientos de Microbiologia Clinica que estandarice el métoda de trabajo en
el cultivo, identificacién y entrega de resultades en el Laboratorio Clinico del Hospital de Santa Cruz.
= Facilitar el trabzjo tanto del Tecnéloge Médico como del Técnlco Paramédico en el drea de Microbiologia

Clinica.
2.- ALCANCE

Dirigido a todo funclonario que se desempefie en la seccion de microbiologla del Hospital Santa Cruz.

3.- DEFINICIONES
=« PAS : Placa de agar sangre de cordero al 5%, medio enriquecide que es utilizado en la mayoria de los
cultivos,
PACH : Placa de agar chocolate, medio enriquecido para bacterias exigentes.
TM: Agar Thayer Martin, medio selectivo para neisserias,
CRO: Cromo Agar para identificacion de Candida.
55: Agar Salmanella-Shigella, medio selectivo diferencial para salmonella y shigella,
TCBS: Agar Tiosulfato Citrato Bills 5acarosa, medio selectivo diferencial para la identificacion de vibrios.
XLD: agar Xilosa Lisina Desoxicolato, medio selectivo diferencial para shigella y salmonella.
UFC: unidad formadora de colonia
I5P: Instituto de salud pablica
Tincion de Zielh Neelsen: técnica utilizada para la identificacion de las bacterias alcohol-acido resistente.
» Tincidn BB: tincion para visualizacion de campylobacter.
# Horario habil: De Lunes a Viernes de 8:00 a 16:48 haras, exceptuandao festivos,

& & & ® & @

4.- RESPOMNSABLES

La aplicacién de este documento es de responsabilidad de los funcionarios de la Unidad de Microbiologia,
serclogia y el resto de los Integrantes del laboratorio cuando corresponda, se describen en cada prestacién
segun el procedimiento especifico en cada drea.

5. DESARROLLD

e —
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EXAMENES MICROSCOPICOS

DIRECTO FRESCO

- Materiales

Camara humeda
Portachjeto
Cubreobjeto
Vortex

o Procedimiento
Técnico paramédico

Es responsabilidad del técnico paramédico preparar la muestra para su visualizacidn, Esta se realiza mezclando
en el vortex la muestra con suero por 10 segundos, con la Térula se adicionan 3 gotas sobre el portachjeto y se
cubren con el cubreabjeto, se dejan en camara himeda y se avisa al tecndlogo médico para su visualizaclén.

Tecndlogo médico
Es responsabilidad del tecnologo medico observar la muestra al microscopio, la bisqueda debe ser en 40w

& Interpretacion de resultados

Es responsabilidad del tecnologe médico la interpretacion de resultados, se debe buscar la presencia de
Trichomonas vaginales, células claves, levaduras, células, bacterias y leucocitos y estas se deben informar en el
siguiente orden en forma cualitativa (escasas, regular, abundante)

Células

Leucocitos

Bacterias

Trichomonas

Levaduras

P Infarme de resultadas

Los resultados son ingresados al SIL y se informan a las 24 horas.

SEDIMENTO URINARIO
S e - - e
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“* Materiales

Tubos cdnicos de 15 m|
Pipetas platicas
Cubreobjetos de 18x18
Partachjetos

Cdmara himeda

o Procedimiento

Téenico parameédico:

Rotular el tube cdnico con el ndmero de |a etiqueta del frasco de orina, homogenizar la muestra por inversidn y
depositar un volumen aproximado de 10ml en el tuba. Centrifugar por 10 minutos a 1500 rpm.

Eliminar el sobrenadante y hemogenizar el sedimento con la pipeta pldstica, cargar en portacbjsto y poner
cubreobjetos.

Dejar en cdmara himeda.

Tecndlogo médico:

Observar al microscopio en 40x en bdsqueda de Células epiteliales, leucocitos, bacterias, eritrocitos.
<« Interpretacidn de resultados

Registrar lo observado en el 510, un recuento alto de leucocitos con bacterias abundante son indicativas de
probable infeccian wrinaria.

o Informe de resultados

Los resultados son informados para urgencias en 1 hora, para servicios clinicos en 6 horas v para ambulatorios
24 horas.

TINCION DE GRAM

o Materiales

Portaobjetos esmerilado
Cristal violeta
Lugol
' Alcohol-acetona
e
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Safranina
Crondmetra

& Procedimiento
Técnico paramédico

Es responsabilidad del técnico paramédico fijar la muestra y tefiirla. Se rotulz el portachjete con el nimere de
peticion del 5IL Y para realizar la tincidn se pasa la torula con [a muestra por el portaohjeto y se pasa un par de
veces por el mechero para fijar la muestra.

Para ia tincldn:

» Cologque los portachjetos en las varillas sobre el lavadero para tincidn y cubra con cristal violeta por 1
minuto.

« Enjuague con agua de la llave con chorro suave.
# Cubrala muestra con Lugol por 1 minuto,
* Enjuague con agua de la llave con charro suave,
» Cubra la muestra con alcohol-acetona hasta que desaparezca la tincidn (aproximadamente 30 segundos)
» Cubra la muestra con safranina por 15 segundos,
= Seque a temperatura ambiente en posician vertical,
Tecndlogo médico
Desde esta etapa en adelante es responsabilidad del tecndlogo médico
Visualizacidn de resultados:

la lectura s realiza al microscopio en 100x para la blsgueda de bacterias, leucocitos, levaduras segun
corresponda,

& Interpretacion de resultados

e e
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El objetivo principal de la tincién de gram es la visualizacion de bacterias, por lo que segin lo observado podemos
distinguir:

Coloracion: Gram positive, negativo o variable.

Morfologia: cocdceas, bacilos, cocobacilos, bacilos curvos, elementos levaduriformes, hifas, ete.
Disposicion: racimos, cadenas, empalizada, etc

Presencia o ausencia de células epiteliales (segin tipo de muestra).

Presencia o awsencia de leucacitos,
Presencla o ausencia de otros elementos,
o Informe de resultados

Los resultados son informados al SIL de acuerdo a la observacidn microscopica v el tiempo de respuesta
corresponde a 24 horas,

TINCION DE CAMPYLOBACTER
i Materiales

Portaohjetos esmerilado
Cristal violeta
Solucidn de bicarbonato al 1%

o Procedimiento
Técnico paramédico

Es responsabilidad del técnico paramédico fijar la muestra y tefirla. Se rotula el portacbjete con el ndmero de
peticidn del 5IL Y para realizar |a tincidn se pasa la torula con la muestra por el portaobjeto v se pasa un par de
veces por el mechero para fijar la muestra.

Para la tincidm:

= Cologue los portacbjetos en las varillas sobre el lavadero para tincidn y cubra con cristal violeta por v
solucidn de bicarbonato al 1% en partes iguales por 1 minuto.

e Enjuague con agua de la llave can chorro suave.

= Seque a temperatura ambiente en posicion vertical,

I e —
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Tecndlogo médico
Desde esta etapa en adelante es responsabilidad del tecndlogo médico
Visualizacion de resultados:

La lectura se realiza al microscoplo en 100x para la bisqueda de formas espirilares de campylobacter {“alas de
gaviota®}.

* Interpretacion de resultados

El objetiva principal de la tincion de campylobacter es la visuallzacidn de bacterias espiriladas como
Campylobacter jejuny en forma presuntiva.

& Informe de resultados

Los resultados son informados al SIL de acuerde a |a observacidn microscépica v el tlempo de respuesta
corresponde a 1 hora para urgencias, 4 horas para hospitalizados y 24 horas para ambulatorios.

TINTA CHINA
o Materiales

Portacbjetos esmerifado
Tinta china
cubreobjetos

pipetas plasticas

L] Procedimiento

El procedimiento es responsabilidad del Tecndloge médico. Se rotula el portaobjeto con el ndmero de la muestra
del 5ILy se extrae la muestra de LCR del tubo depositando 1 gota en el portacbjeto, luege tomar con una nueva
pipeta una gota de tinta china y depositarla sobre |a gota de la muestra, homogenizar y cubrir con cubreobijeto.

Dbservar |2 lamina en 40x en busca de formas levaduriformes.

& Interpretacién de resultados

e e
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El objetivo principal de la tincidn es la buisqueda de Cryptococcus neaformans del LCR por observacidn de su
capsula.

L] Informe de resultados

Los resultados son informados al SIL de acuerdo a la observacidn microscopica v el tiempo de respuesta
corresponde a 1 hora para urgencias, 4 horas para hospitalizados,

TINCION DE LEUCOCITOS FECALES

& Materiales

Fortacbjetos esmerilado
safranina

4 Procedimiento
Técnico paramdédico

Es responsabilidad del técnico paramédico fijar la muestra y tefiirla. Se rotula el portachjeto con el ndmero de
petician del SIL Y para realizar [a tincidn se pasa la tdrula con la muestra por el portacbjeto y se pasa un par de
veces por el mechero para fijar la muestra,

Para la tincidn:

= Cologue los portacbjetos en las varillas sobre el lavadero para tincidn y cubra con safranina por 15
sepundos.

= Enjuague con agua de la llave con chorro suave.
* Seque a temperatura ambiente en posicidn vertical.
Tecndlogo médico
Desde esta etapa en adelante es responsabilidad del tecndlogo médico.
Visualizacidn de resultados:
La lectura se realiza al microscopio en 100x para la blsqueda de leucocitos.

<« Interpretacion de resultados

e ——
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Se informa en el 5IL como negative o positive para leucocitos fecales v el tiempa de respuesta corresponde a 1

hora para urgencia, 4 horas para hospitalizados y 24 horas para ambulatorios,

CULTIVOS
COPROCULTIVOS

o Materiales

Agar Mac Conkey

Agar XLD

Agar TCBS

Caldo selenito
Portaobjetos

Agar Mac Conkey sorbital
Apar 35

o Procedimientos

Técnico paramédico

Las muestras son transportadas en el medio de tarnspote cary Blair y deben ser sembradas en las siguientes
placas; agar mac conkey, agar XLD, agar TCRS, caldo selenito. Ademds se realizan dos frotis de [a muestra una

para leucocitos fecales v otro para campylobacter.

Para nifios menores de 5 afios se debe agregar agar mac conkey sorbitol. Las colonias sorbitol negativa se deben

aglutinar con antisuero ECOO157.

Se debe sembrar cada placa en pentdgono e incubar 18 a 24 horas a 37°C. Después de transcurridas las 24 horas

se deben resembrar el caldo selenito en agar 55.

Tefiir un frotis con tincidn BB para campylobacter v otro con safranina para los leucocitos fecales.

L Lectura e interpretacion de resultados

Manual de Procedimientos de Microbiologio clinico
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Loz frotis se observan en 100x an busca de leucocitos y camplylobacter y se ingresan al 5L
Las caracteristicas fisicas de las enlonias en los diferentes medios de cultivas se muestran en la tabla n®1.

Las colonias sospechosas de salmonella Vibrio, yersinia o shigella deben ser procesadas a través del sistema vitek
2 para su identificacion (ver manual de usuario equipo vitek2).

Las colonias sorbitol negativas se aglutinan con antisuero ECO0157 para la bisqueda de E.coli enteropatogeno.

Tabla n*1 Caracteristicas de los principales enteropatdgenos

Yersinia Lac - Lac- Amarilia sfc

shigella sp. Lac - Lac- Roja sfc

salmonella sp Lac - Lac - o Hy5+ roja con centro negro sfc

vibrio sp sfc sfc sfc Amarilla o verde
5/c: sin desarrollo

La observacion de formas caracteristicas de "alas de gaviota” de campylobacter en el frotis se debe confirmar
con el test rapido de inmunocromatografla, su uso esta descrito en el inserto de cada kit

Cualquiera de estas cepas aisladas se deben enviar a confirmacion al ISP,

o Informe de resultados

Los resultados negativos seran informados en 72 horas y para los positivos no existe un tiempo definido v

dependera del microorganismo en estudio.

CULTIVO DE SECRECIONES DE PIEL Y HERIDAS

_— e -
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& Materiales

Pas

Agarcled

Agar Mac Conkey

Portaobjeto

Caldo tioglicolato

o Procedimientos
Técnico paramédico

Las muestras son transportadas en medio amies carbdn, se siembran en PAS, agar mac conkey, agar cled v caido
tioglicolato, ademas se realiza una tincidn de gram, se incuban de 24 a 48 horas a 37°C.

Tecnologo médico
& Lectura e interpretacion de resultados

Se buscan las colonias sospechasas en los diferentes medios de cultivos v se pracesan en el sistema Viteck 2
Sepln corresponda.

o Informe de resultados

Los resultados negativos son informados a las 48 horas y los positivos desde las 48 horas en adelante, ya que no
tienen un tiempo definido y esto dependera del tipo de bacteria y su aislamiento.

CULTIVO DE HERIDAS OPERATORIAS [INTRABDOMINALES, HUESDS]
- Materiales

PAS

PACH

Mac Conkey
Caldo tioglicolato
Portachjeto

Maonual de Procedimientos de Microbialogia clinico Pégina 11
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& Procedimientos
Técnico paramédico

- Las muestras son transportadas en frascos estériles de urocultivo y se trasladan de inmediato al
laboratorio, se agrega caldo tioglicolato al frasco hasta que cubra la muestra.
- Incubar 18 a 24 horas a 37°C.
Sembrar la muestra incubada en PAS, PACH y mac Conckey
= Realizar tincidn de pram
- Incubar 18 a 24 horas a 37°C.

Tecndlogo médico
L Lectura e interpretacion de resultados

Se buscan las colonias sospechosas en los diferentes medios de cultivos y se procesan en el sistema Viteck 2
segun corresponda,

o Informe de resultados

Los resultados negativos son informados a las 48 horas y los positivos desde las 72 horas en adelante, ya que no
tienen un tiempo definido y esto dependerd del tipo de bacteria y su aislamiento.

CULTIVO DE SECRECION OROTRAQUEAL O SECRECION BRONCOASPIRADA

- Materiales

PAS

PACH

fac Conkey
Caldo tioglicolato
Portaobjeto
Vortex

o Procedimientos

e e e e e e e = o
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Técnico paramédico

- Las muestras son transportadas en frascos estériles de urocultivo v se trasladan de inmedlato al
labaratorio, se agrega caldo tioglicolato al frasco hasta que cubra la muestra,

- Pasar por vortex 10 segundos

- Sembrar la muestra incubada en PAS, PACH v mac Conckey

= Realizar tincion de gram

- Incubar 18 a 24 horas a 37°C,

Tecndlogo médico
L Lectura e interpretacion de resultados

5@ buscan las colonias sospechosas en los diferentes medios de cultivos y se procesan en el sistema Viteck 2
sEgUn corresponda,

- informe de resultados

Los resultados negativos son Informados a las 28 horas y los positives desde las 72 horas en adelante, yva gue no
tienen un tiempo definido y esto dependera del tipo de bacteria y su aislamienta,

CULTIVO DE CATETER {TECNICA DE MACKY)

2 Materiales

& Pinzas metalicas
«  PAS
e Parafilm

- Procedimiento

e e .
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Tecndlogo médico

Todo el procedimiento estd a cargo del tecndlogo médica. Una vez llegado el frasco con la punta de catéter,
este se extrae con |a pinza previamente flameada en el mechero y se hace rotar por toda la PAS. Se rotula con
la etiqueta de SIL y se incuba con la tapa de la placa hacia arriba 24 a 48 horas a2 3770

o Interpretacidn de resultados

Los resultados dependeran del nimero de UFC en crecimiento, un numero significativo corresponde a 15 UFC,
por lo que esos recuentos deben estudiarse para identificacion y sensibilidad en equipa Vitek2. Los recuentos
s15UFC no son considerados significativos,

- Informe de resultados

Los resultados serdn informados desde las 48 horas, los negativos se Informan con el recuento de colonias
respectivo v los positivos con |a identificacidn bacteriana y su antibiograma segin corresponda.

LiIQUIDOS DE CAVIDADES ESTERILES

. Liguido cefalorraquideo {LCR)
o Materiales

Jeringa 1 ml

PAS

MacConkey

PACH

Frasco de hemocultivo pediatrico
Torulas de algoddn

Alcohol 7O°

o Procedimiento

e
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Técnico paramdédico:

Una vez ingresada la muestra al SIL etiquetar el tubo con las etiquetas correspondientes y centrifugar a 1000
rpm por 3 minutos.,

Tecndlogo médico:

- Con una térula con aleohol al 70° desinfecte |a tapa de goma de la botella del fraseo de hemocultive,
Abra el tubo blanco con |a muestra y separe el sobrenadante del sedimento y con la jeringa aspire alrededor de
300ul de muestra, poner en cada placa una gota del centrifugado y estriar en pentdgone, poner ademas una gota
en un portacbjetos para realizar tincidén de gram. Recolectar todo el resto del liguido e inocularlo en el frasco de
hemocultive pediatrico,

- Etiquetar el frasco con la etlqueta del SIL correspondiente y registrar en “Libro de hemocultivos® a
ingresar al equipo BacAlert (Manual usuario equipo BacAlert), recordar que este tipo de muestra se incuba por
3 dias.

= Realizar tincion de gram y observar al microscopio en busca de bacterias.

- 5i se observa morfologia bacteriana en una tincidn de Gram, debe ser comunicada de inmediato como
valor critico.

- Incubar las placas de PAS y PACH en COZ al 5%, a 35-36 "C de 1B-72 horas. Agar mac conkey incubar 37*C
par 72 horas.

- Observar diariamente las placas, en caso de desarrollo bacteriano y proceder a |a identificacion.

- En caso que |a botella sembrada tenga algin recuento significative de bacterias el equipo emitira una
alerta sonora v visual para la descarga de ésta,

- Con una tarula con alcohol al 70° desinfecte la tapa de goma de la botella del frasco de hemocultivo,
Homogenice el frasco por inversidn varfas veces y con |a jeringa pinche el tapdn de goma y recolecte alrededaor
de 300ul. Deposite una gota en cada placa y en el portaohjeto para realizar tincidn de gram.

- Los resultados negativos se informan a las 72 horas de incubacidn.

- En el caso de abtener un liquido con un citoguimico alterado v con cultivo negativo se deben guardar
500 ul del LCR para envio al I5P, ya que se estudiaran los patdgenos bacterianos por biologia molecular de
acuerdo a la circular B51 N*50 2011 “Circular de vigilancia epidemiolégica de meningitis bacteriana”

f eSS e——————————————— ]
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2. MUESTRAS PARA PCR EN TIEMPO REAL (RT-PCR)

En las condiciones ya descritas

en que el caso sospechoso no logra ser confirmado

eliclégicamente por el laboratorio local (cultives negativos), este deberd enviar una muesira de

Liquido Céfalo Raquideo al

Instituto de Salud Pablica.

o« Interpretacidn de resultados

Por ser el LCR un liguido estéril, cualquier desarrolio bacteriano debe ser considerado como significative. Se debe
realizar Tincién de gram a las colonias desarrolladas, las cuales nos permiten hacer un diagnéstico presuntivo del
probable agente causal. Posteriormente se realizaran las pruebas bloquimicas que correspondan ver "Instructivo

de uso equipo vitek2"

o Informe de resultados

5i no hay desarrollo bacteriano a las 72 horas se Informa como negativo. Los resultados positivos se informan a
traves del 5IL, en caso de obtener algunos de los patégenos de notificacidn obligatoria de vigilancia de laboratorio
los cultivos deben enviarse al 15P:

ll.5.2. Envio de cepas ylo muestras al ISP:

Los laboratarios locales de establecimientos piblicos y privados deberdn enviar al Laboratorio de
Referencia Nacional, Seccién Baclericlogia del ISP

* Cultives positivos: foda cepa aislada en el nivel local de N.meningitidis, H inflvenzae, 5
pneumaoniae, 5. agalackae y Listena monocytogenes, con 24 hrs. de incubacién, en tubo de
agar sangre o chocolate 0 medio de transporte a temperatura ambiente, lo més rapido posible.

Se notifica a enfermera a cargo de epidemiologia y al médico tratante del resultadeo y su envio.

. LiQUIDO PLEURAL

& Materiales

Jeringa 1 ml
PAS

e e ]
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Alcohol 70

o« Procedimiento
Técnico paramédico:

Una vez ingresada la muestra al SIL etiquetar el tubo con las etiquetas correspondientes y centrifugar a 1000
rpm por 5 minutos. Rotular el frasco de hemocultivos gue viene inoculado con la muestra desde el servicio clinico
e ingresar al equipo BacAlert (“Manual de usuario rapido para equipo BacAlert”).

Tecndlogo médico:

- Eliminar el sobrenadante y sembrar el sedimento en una placa de agar sangre de cordero 5% y agar
chocolate suplementado.

- Hacer un extendido del sedimento sobre un portaohjetos v efectuar tincion de Gram,
- Incubar las placas a 35-36 ° C, v en ambiente de CO2, las que lo reguieran.
d Interpretacion de resultados

Por ser todos estos liguidos estériles cualquier recuento bacteriano debe ser considerado para su estudio de
identificacion y sensibilidad. Si no existe desarrolio a las 72 horas se informa negative.

5i existe desarrollo de algin microorganismo s& debe avisar como valor critico al servicio correspondiente.

ol Informe de resultados

5i no hay desarrollo bacteriano a las 72 horas se informa como negativo. Los resultados positivos se informan a
traviés del 51, en caso de obtener algunos de los patogenos de notificacion obligatoria de vigilancia de laboratorio
los cultivos deben enviarse al 159,

. LiQUIDO PERITONEAL
o MMateriales

Jeringa 1 ml

-—— s ___- - -——-————— - =
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PAS
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Alcohol 7O
- Procedimiento

Técnico paramédico:

Una vez ingresada la muestra al SIL infinity etiquetar el tubo con las etiquetas correspondientes y centrifugar a
1000 rpm por 5 minutos. Rotular el frasco de hemocultivos que viene inoculado con la muestra desde el servicio
clinico e ingresar al equipo BacAlert {"Manual de usuarlo ripido para equipo BacAlert”),

Tecnolopo médico:

- Eliminar el sobrenadante y sembrar el sedimento en una placa de agar sangre de cordero 5% y agar
chocolate suplementadao.

- Hacer un extendido del sedimento sobre un portachjetos y efectuar tincldén de Gram.
- Incubar las placas a 35-36 ° C, v en ambiente de CO2, las gue lo requieran.
o Interpretacidn de resultados

Por ser todos estos liguidos estériles cualguier recuento bacteriano debe ser considerado para su estudio de
identificacian y sensibilidad. 5 no existe desarrollo a las 72 horas se informa negativo,

Si existe desarrollo de algdn microorganismao se debe avisar come valor eritico al servicio correspondiente.
o Informe de resultados

5i no hay desarrollo bacteriano a las 72 horas se informa como negativo. Los resultados positivos se informan a
través del sistema infinity, en caso de obtener algunos de los patogenos de notificacldn obligatoria de vigilancia
de laboratorio los cultivos deben enviarse al 15p

L] IJQI.IIDHJ ARTICULAR
- Materiales

Manual de Procedimientos de Microbiologia clinico Pigina 18



CODIGO: HS5C- LAB - 10 Wersidn: 1

= | CARACTERISTICA : APL13 Vigencia: 5 afios
Hospital Samis Cruz "-: j"'-:;_;. EI :i?;;pmmm: St
e D e eS| Manual de Procedimientos de Microbiologia elinica s Tt Wi
| | Octubre de 2023
Jeringa 1 mil
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Alcohol 70
» Procedimiento

Técnico paramédico:

Una vez ingresada la muestra al 3IL infinity etiguetar el tubo con las etiquetas correspondientes y centrifugar a
1000 rpm par 5 minutos. Rotular el frasco de hemocultivos que viene inoculado con la muestra desde el servicio
clinico e ingresar al equipo BacAlert (*Manual de usuario rapido para eguipo BacAlert” ).

Tecndlogo meédico:

- Eliminar el sobrenadante y sembrar el sedimento en una placa de agar sangre de cordero 5% y agar
chocolate suplementadao,

= Hacer un extendido del sedimento sobre un portacbjetos y efectuar tincidn de Gram.

- Incubar las placas a 35-36 ° €, y en amblente de CO2, las que lo requieran.

<« Interpretacion de resultados

Por ser todos estos liquidos estériles cualquier recuento bacteriano debe ser considerado para su estudio de
identificacidn y sensibilidad. 51 no existe desarrollo a las 72 horas se informa negativa.

5i existe desarrallo de algdn microorganismo se debe avisar como valor critico al servicio clinico correspondiente,

o Informe de resultados

Si no hay desarrollo bacteriano a las 72 horas se informa como negativo. Los resultados positivos se informan a
través del 5IL, en caso de obtener algunos de los patdgenos de notificacidn obligatoria de vigilancia de laboratorio

los cultivos deben enviarse al ISP,
e=- = s = = = = = W
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= HEMOCULTIVOS AEROBIOS
o Materiales

PAS

MacConkey
ChocolatePVX
Fortaobjetos
leringas loc
Tdrulas de algoddn
Alcohol de 70°

o Procedimiento
Técnico paramédico:

Una vez ingresadas las muestras al SIL Infinity , se etiguetan los frascos y se registran los datos en el libro de
hemocultivos (fig2){registro de la etiqueta con los datos demograficos del paciente).

Para la incubacidn de frascos de hemocultivos se utiliza el equipo automatizado Bacalert de biomerivex. Para
carga y descarga de frascos de hemocultivos consultar el “Manual de usuario répido para equipo BacAlert”.

Los hemocultivos son cultivados por 5 dias para ser informados como negativos, 5i existe desarrollo bacteriano
el equipo BacAlert emitira una alarma sonora y visual v el frasco debe ser extraido del equipo. Adicionalmente
se envia desde el quipo una alerta de positividad al SiL Kernmic con los datos de tiempo de positividad de la
muestra. (Anexos manual de usuario Kernhic).

Tecndlogo médico:

Con una torula con alcohol al 70° desinfecte la tapa de goma de [a botella del frasco de hemocultivo. Homogenice
el frasco por inversién varias veces y con |a jeringa pinche el tapén de goma vy recolecte alrededor de 300ul,
Deposite una gota en cada placa y en el portachjeto, en este ditimo realice un extendido con un cubreobjeto
como un frotis sanguineo para mejorar la visualizaclén microscopica al tefiir la muestra.

Realizar la tincion de gram y visualizar al microscopio. En el caso que no se observen bacterias en la tincidn se

recomienda repetir el procedimiento y verificar los datos del paciente como son recuento de leucocitos los que

R E——
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en algunas ocaslones podrian dar “FALSOS POSITIVOS". 5i el resultado de la tincidn sigue sin observarse bacterias
se deben seguir las recomendaciones gue aparecen en el "Manual de usuaric equipo BacAlert3D" (Figura N°3)

Practicas optimas para evitar los falsos positivos

La muvaslapatiin en lis cousas de porceninges de falsos pos@vos pam los sislamas
BacT/ALERT® 20 han resullndn an una fisa de priclices Gpimas que, = s bvan a
cabe, reducran b spancon de Gisos posilives, En esie apendios, los Taleos posivess 4
divician &n dos colegoring sepiendog. Usuang & nstnamenta. S5& proposcaonan
dEsizipones delattsdas de condioones que pusden causar falsos posisvas, unio gon
Ins pricicas dglimas wio rebomend pinies pard evlor a:ias condidones

Como evitar los falzos positivos — Usuario

Esta secoon descrbe candiciones que pusden causar Lsos jrsdies jies puasden ser
vidcs por &l Usiaeia.

Alla caniidad de Tereesiios [Les cifmos

Bz dde 10" lputasiios por ml de snngee pusden ser producsios por una enfermedad
hemaioldgica, lal como L2 levcemia, o pueden ST CONSACUAMCE the una Teaecain del
sisierna reficuicencotelial a s inlecconas. Estos laicocies pueden producs nias
canfidades d= Oy Los frscos pusden marcarse como pos&svas medianie alganimaes da
acplamoidn o freciancia

Pragtica dpilma N1 — Caando no apsaeace ningin angaiame en 1o indén Gram, ==
apropisda ublizar b fomoon de conga de frascos para swolves a cangar el fmsoo (viaes
Cargn de frascos en el capiwio 2 pam Uso clinko o Cama e &asros an @ capitub 4
para Lisn naesiiady. 1 esindo pasard de manera predeterminada o negabvo hasta ia
{echa y continuard ks meubacaon pany Setactar orossmes racdensss mishires. dure &
lernpd misamo del andlisis Yaass Tratamierto de frascos posineos io confinmanics
iTaleos poginnes) @m @ capiluba 3 (Uea glinite] o Copdula 4 {Uso mdusirial].

Valumen oa sangra fo miesina) demasipio Hio

Si lox bascos se Renan con s de 10 mi g sanae, o Mukdd coeporal oo, pusden ser
mareados conmo pogitheg dabido al ﬂﬂi ol por e céiulas sanguineas. Un frasca
fenade en exoeso pusds lener un comendo calular songuinga o suliciania mants ste
20 Pars Delsar 16e nkgaiilmes de acsleracion o lrecuencia d= modo de indicar
BTONeHTERE UNA Mids!R Coma posiiva

Incubar las placas de PAS y Mac Conkey a 37°C de 18 a 24hrs y la de PVX en Co2 3 37°C por 48 hrs.

Efectuar las pruebas bioguimicas y estudios de sensibilidad antimicrobiana que correspondan al tipo de
aislamiento. "Instructivo de uso equipo viteck 2.

o Interpretacion de resultados

Por ser |3 sangre un liquido estéril, cualquier desarrollo bacteriano es significativo y debe ser interpretado por el
clinico &n base a los antecedentes del paciente. Al obtener la tincion de gram de la botella del hemaocultive se

debe avisar coma valor critico al profesional que se encuentre a cargo del paciente.

it
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o Informe de resultados

Los hemocultivos son informados como negativos al 5° dia, a excepcion de aquellos hemocultivos en que se
sospache de la presencia de algin microorganismo fastidioso, o existe diagndstico de endocarditis bacteriana en
cuyo caso deben incubarse hasta 21dias. Los resultados de |as tinciones de gram de los hemocultives alertados
como positivos se deben ingresar al SIL y avisar como valores criticos.

Les resultados positivos no tienen un tiempo de respuesta definide, ya que depender3 de las horas de positividad
en gue alerte el equipo v el tipo de bacteria a estudiar.,

« UROCULTIVO, RECUENTO DE COLONIAS

o Materiales

L Flacas de agar sangre 5% de cordera

. Placas de agar Mac Conkey

. Tubos de centrifuga cdnicos

. Asas calibradas de 0.001 ml (1000col/ml)

o> Procedimiento
Técnico paramédico:
Siembra.

Las muestras para urocultivos deben ser tomadas por segundo chorro con aseo genital y en frasco estéril. E|
transporte debe realizarse antes de 4 horas, sl no es posible la muestra debe transportarse refrigerada (Manual
de toma de muestras APLL.2).

Una vez gue llega la muestra a |a seccion de microbiologia se procede a la siembra en PAS v Maconkey, dividida
en cuatro partes. Las placas deben estar a temperatura ambiente al momento de |z siembra. 5e realiza la siembra
al lado del mechero, utilizando un asa calibrada de 1ul, por la técnica del asa calibrada:

Rotule las placas a utilizar con el nimero de la etiqueta autoadhesiva gue viene pegada en la parte
anterior del frasco.

= Homogenizar fa muestra por inmmersian 2 a 3 veces evitando la farmacion de espuma.

- Esterilizar el asa con el mechera sobre la llama

P —
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- Introducir el asa flameada y enfriada bajo la superficie de la muestra de orina bien mezclada.

- Sembrar en cada medio una asada de orina, haciendo una linea recta en la parte superior del cuadrante
v estriar para obtener colonias aisladas.

Incubar por 18-24 horas a 37°C

- Adicional mente una vez sembrada la orina se debe separar en un tubo canico la muestra para sedimento

urinario ¥ orina completa segun corresponda, este llevara la etigueta autoadhesiva que se encuentran en la tapa
del frasco.

- Unavez sembradas las orinas se transportan las muestras a |2 seccion de ORINAS para su procesamiento,

Tecndloga meédico:
o« Recuento bacteriano e interpretacidn

Para el asa de 1ul por cada colonia aislada, esta representa 1000ufc.

Aislamiento de una sola especie bacteriana »10° UFC/ml indica infeccion.

<10 UFC/ml indica contaminacién uretral o vaginal. (ver compatibilidad con sedimento de arina).

Entre 10* -10°UFC/ml necesita ser evaluado con los antecedentes clinicos: control de tratamiento, mujer
embarazada, diabetes mellitus.

Cuando la muestra es tomada por asplrado suprapibico cualquier recuento se considera signiflcativa.

Las muestras con recuento < 1000 UFCSml se consideran negativos sl ademds el sedimento urinario es negativa.

En [a tabla n® 1 se muestran las principales recomendaciones de interpretacion para urocultives,

R
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{UFCiml) recnleccion recumendatle
0 - Endependiepde def resulindo - Lroculbive oegatva
Cualquier  Puncitn suprapibica  ndependiewte del resuliado  Cualquuer microorgansme  [deatificacién v
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alzma

*paciente especial; mujer embarazada, paciente diabético o uroldgico.

Las muestras con recuentos que requieran estudios de identificacion y sensibilidad bacteriana deben ser
procesados por el equipo viteck 2 de acuerdo al manual “Instructivo de uso equipo viteck 2,

o informe de resultados

Los resultados negativos son informados a las 24 horas y los positivos desde las 72 horas. Para muestras con
recuentos menores a 100.000 UFC y con sedimentos urinarios no sugerentes se Informara como muestra

contaminada o polimicrobiana segin corresponda ademds del recuento bacteriano.

» CULTIVO DE ABSCESO
o Materiales

e e e ————
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PAS

Agar cled

Agar Mac Conkey
Portaobjeto
Caldo tioglicolato

<« Procedimientos
Técnico paramédico

Las muestras son transportadas en medio amies carbén o en frasco de orina estéril dependiendo del volumen,
se siembran en PAS, agar mac conkey, agar cled y caldo tioglicolato, ademds se realiza una tincidn de gram, se
incuban de 24 a 48 horas a 37°C.

Tecndlogo médico
o Lectura e interpretacién de resultados

Se buscan las colonias sospechosas en los diferentes medios de cultivos y se procesan en el sistema Viteck 2
sEgln corresponda.

. Informe de resultados

Los resultados negativos son Informados a las 48 horas v los positivos desde las 48 horas en adelante, va que na
tienen un tiempa definido y esto dependera del tipo de bacteria y su aislamiento.

« SECRECION COMNJUNTIVAL

g Materiales

PACH

FAS

Agar Mac Conkey
Portaobjeto
Caldo Tioglicolato

- Procedimiento

e e e e T T T e e
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Las muestras son transportadas en medio amies, se siembranen PAS, PACH, agar mac conkey y caldo tioglicalata,
ademas se realiza una tincion de gram, se incuban de 24 a 48 horas a 37°C.

Tecndlogo médico

& Lectura e interpretacion de resultados

e buscan las colonias sospechosas en los diferentes medios de cultivos v se procesan en el sisterna Viteck 2

sepln correspanda,

4 Infarme de resultados

Los resultados negativos son informados a las 48 horas y los positivos desde las 48 horas en adelante, ya que no
tienen un tiempo definido y esto dependera del tipo de bacteria y su aislamiento.

= ENDOFTALMITIS
o« Materiales
- PACH
= Portacbjeto

= leringa de 1Iml

- Procedimiento

El procedimiento se realiza directamente por el tecndlogo médico, la muestra se toma en frasco estéril de 1ml
por la escasa cantidad de muestra a extraer.

Con la jeringa de 1 ml extraer el valumen de muestra y depaositar una gota para el gram y otra para la PACH.

Estriar la muestra sobre la PACH e incubar por 5 dias observando a diario la placa.

Tefir gram.

& Lectura e interpretacion de resultados

Por ser un liguida estéril cualguier microorganismo es significativa.

e —
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e debe observar el gram para correlacionar con el cultivo.
* Informe de resultados

Los resultadaos serdn informados en el 5IL a los 5 dias, si existe resultados positivos se informaran dependiendo
del dia en que se observe desarrolio bacteriano.

« 5 ECI F

Materiales

5 PAS

- Forteobjeto

< Procedimiento

Técnico paramédico

La siernbra de la muestra esta cargo del técnico paramédico, solo se siembra en PAS ya que este examen estd
dirigido para pesguisa de Streptocooous gropo A,

Incubar la placa de 18-24 horas a 37°C.

o Interpretacidn de resultados
Tecndlogo médico

De esta etapa en adelante es responsabilidad del tecndlogo médico, una vez incubada la placa se observa |a placa
en busqueda de colonias beta hemoliticas, las sospechosas se les realiza catalasa y tincion de gram.

Colonias beta hemoliticas, catalasa negativa y cocaeas grampositivas deben ser estudiadas para identificacion
por viteck 2.

o informe de resultados

Los resultados son informados por el SIL, los negativos a las 48 horas y los positivos desde las 72 horas.

+ FLUIO VAGINAL

% Materiales

T e e
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- PAS
= Gardnerella
- Chocolate
- T™
KOH

- Agar cromocandida

P Procedimiento

Técnico paramedico

Las muestras de para flujos vaginales son tomadas en dos tdrulas, una seca y una con 2 ml de suero fisioldgico,
esta dltima es utilizada para realizar la observacidn microscapica del directo fresco v el test de KOH.

La muestra de térula seca es sembrada en los medios de cultiva, PAS, gardnerellz, TM, chocolate y cromoagar
candida. Ademas se debe realizar un frotis para tincidn de gram.

Las placas se cultivan de 18 a 24 horas a 37°C, las placas de gardnerella, chocolate y TM se incuban en jarro con

wiela,

Tecndlogo médico

Vaciar un par de gotas de |a torula con suero en un portaobjeto y entregar al tecnalogo médico de microbiologia.
Observar al microscopio en 40X, Buscar Trichomaonas, levaduras y clue cell, Para el test de KOH colocar una gota
de reacthvo sobre el partaobjeto para evidenciar el olor a aminas gue indica |a positividad de la prueba,

L Lectura e interpretacion de resultados

La observacidn microscopica del directo fresco nos servira para ver |a presencia de Trichomonas vaginalis, clue
cell, levaduras. En la tincidn de gram se podrdn confirmar estas dos Gltimas.

Los principales microorganismos de infecciones vaginales corresponden a Streptococcus agalactioe, Gardnerello
vaginalis, Neisserioc gonorrhoege, Candidas sp., los cuales seran identificados por pruebas bioguimicas
convencionales o automatizadas seglin corresponda. Para pruebas automatizadas ver “Instructivo de uso equipo

Vitek2".
- Informe de resultados

Los resultados se informan en el SIL dentro de las 48 horas,
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« SECRECION VAGINAL

Materiales

- PAS

- Gardnerella

- Chocolate

= TM

- Agar cromocandida
o« Procedimiento
Técnico paramédico

Las muestras para secrecion vaginales son tomadas en medio de transporte amies carbon y estan dirigido
principalmente para pacientes de la microdrea y gue el transporte no serd de inmeadiato.

La muestra es sembrada en los medios de cultivo, PAS, gardnerella, TM, chocolate y cromoagar candida, Ademads
se debe realizar un frotis para tincidn de gram.

Las placas se cultivan de 18 a 24 horas a 37°C, las placas de gardnerella, chocolate y TM se [ncuban en jarra con
vela.

- Lectura e interpretacion de resultados

Loz principales microorganismos de infecciones vaginales corresponden a Streptococcus agaloctioe,
Gardnerella vaginalis, Nelsserlo gonorrhoeoe, Candidas sp., los cuales seran identificados por pruebas
bicquimicas convencionales o automatizadas segun corresponda. Para pruebas automatizadas ver “Instructivo
de uso equipo Vitek2".

o Informe de resultados

Los resultados negativos se informan en el 5IL dentro de las 48 horas.

- SEEECIle MNASAL
o Materiales

PAS

_— - s s -, s —m e,
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P Procedimientos
Técnico paramédico

Es responsabilidad del técnico paramédico el procese de siembra. Para la siembra se pasa la Térula con la
muestra por una parte de la PAS, luego se estria por agotamiento con el asa estéril,

5e Incuba la PAS de 24 a 48 horas a 37°C,

< Interpretacion de resultados

Tecndlogo medico

Desde este proceso en adelante es responsabilidad del tecndlogo médico.

Se observa la placa a las 24 y 48 horas de incubacidn en bisqueda de colonias beta hemolitica sospechosas de
Staphylococcus oureus.

Las colonias sospechosas se estudian con tincidn de gram, catalasa y latex de coagulasa.
@ Informe de resultados

Las resultados negativos se informan en el SIL a las 48 horas, los resultados positives se informan como huba
desarrollo de 5. oureus, yva que este exarmen es para basqueda de este agents en portacion,

» SECRECION OTICA

- Materiales

- Pas

- FACH

- Mac conkey

- Cromocandida
- Portaobjeto

- Caldao tioglicolato
L Procedimientos
Técnico paramédico
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Es responsabilidad del técnico paramédico el proceso de siembra. Para la siembra se pasa la Térula con la
muestra por una parte de la PAS, PACH, agar mac conkey, cromocandida luego se estria por agotamlento con e
asa estéril, la placas de cromo candida se pasas con Térula completa por todo el agar y luege se pasa sobre el
portachjeto para la tincidn de gram,

= Tioglicolato 24 horas a 37°C.

5 Se incuba la PAS, Mac conkey, cromocandida de 24-48 horas a 37°C.
= PACH imcuba en jarro con vela 24-48 haras.

&« Interpretacién de resultados

Tecndlogo medico

Desde este proceso en adelante es responsabilidad del tecndlogo médica.

5e observan las placas a [as 24 y 48 horas de incubacion en bisqueda de colenias sospechosas, se procesan para
identificacian y sensibilidad segin corresponda.

- Informe de resultados

Los resultados negativos se informan en el SIL a las 48 horas v los positivos desde las 72 horas.

= PESQUISA DE STREPTONOCCUS AGALACTIAE [GRUPD B)
& Materiales

- Caldo Todd Haewltt
- Placas de agar cromo StreptoB

< Procedimientos

Técnico paramédico
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- Esta parte del procedimiento es responsabilidad del técnico paramédico, recibida la muestra en la
seccidn correspondiente a dos tubas secos, uno con muestra vaginal y otra con muestra perianal se agrega
caldo todd haewitt hasta tapar la cabeza de coton de cada Térula.

- Posteriormente se incuban a 37°C de 4 a 18 horas y se resiembra en placas de agar Strepto B por
estrias.

= La placa se divide en dos una mitad para la muestra vaginal v otra para la muestra perianal.

- Incubar 24-48 horas a 37°C obsernvando el cambio de coloracidn.

- Las colonias color lavanda son sospechosas de streptococcus agalactiae por lo que se les debe

confirmar con un test de camp.
Tecndlogo médico
Desde acd en adelante es responsabilidad del tecndlogo médico.

Bisqueda de colonias lavanda, las colonias de otras colonias se consideran negativas.

- Para el test de camp se utiliza una cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25522 v una cepa conocida de
Streptococcus ogalocioe como control positivo.

- Con un asa estéril tomar una asada de colonias de SAU ATCC 25922 e inocularla en forma de una linea
por todo el centro de la placa, posteriormente inocular el asa con la colonia sospechosa v trazar una linea en
forma perpendicular la linea de |a cepa de $AL ATCC dejando un espacio para la visualizacién de la hemaolisis.
Repetir el mismo procedimienta con la cepa contral.

L Interpretacion de resultados

Los resultados con colonias sospechosas de color lavanda y con test de camp positivo (hemolisis en punta de
flecha) corresponden a muestras positivas.

51 existe desarrollo de color diferente a lavando o no existe desarrollo el resultado se considera negativo,

& Informe de resultados

—_— e e e —— = —————
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Las muestra negativas se informan en el SIL come “NEGATIVO", Las muestras Las muestras positivas se
informan como” Hubo desarrollo de Streptoceccus agalactioe. Los negativos a las 48 horas y las positivas
desde las 72 horas.,

» SECRECION URETRAL

La uretritis &5 una de las infecciones urigenitales mas comunes, el principal patdgeno corresponde a Neisseria
gonarchoeae.

o Materiales

- Agar Tayer Martin
Portaobjetos
- Jarra con vela

- Procedimientos
Técnico paramédico

Es respansabilidad del técnico parameédico el proceso de siembra vy tincidn de gram. Para la siembra se pasa la
Tarula con la muestra por todo el agar cubriendo toda la placa, luego se realiza |a tincidn de gram y se deposita
la placa en [a jarra con vela, una vez apagada la vela se guarda en la estufa a 37°C por 48 horas

- Interpretacion de resultados
Tecndlogo medico

Desde este proceso en adelante es responsabilidad del teendlogo meédico. La observacidn de |a tincian de gram
de diplococos gram negativos es indicative de N. gonorrhoege. La observacidn de este hallazgo se debe
correlacionar con el cultheo.

o informe de resultados

Los resultados negativos se informan en el 5IL a las 48 horas y los negativos desde las 72 horas,

CULTIVOS ESPECIFICOS PARA:

e —
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« CULTIVO PARA NEISSERIA GONORRHOEAE
- Materiales

Agar Tayer Martin
Portachjetos
Jarra con vela

P Procedimientos
Técnico paramédico

Es responsabilidad del técnico paramédico el proceso de siembra y tincién de gram. Para la siembra se pasa la
Torula con la muestra por todo el agar cubriendo toda la placa, luego se realiza la tincidn de gram y se deposits
la placa en |a jarra con vela, una vez apagada |a vela se puarda en la estufa 2 37°C por 48 horas

& Interpretacion de resultados

Tecndlogo medico

Desde este proceso en adelante es responsabilidad del tecndlogo medico. La observacion de la tincidn de gram
de diplococos gram negativos es indicativo de N. gonorrhoeoe. La observacidn de este hallazgo se debe
correlacionar con el cultiva.

P Informe de resultados

Los resultados negativos se informan en el SIL a las 48 horas y los positivos desde las 72 horas.

« CULTIVO PARA LEVADURAS

Este cultivo se encuentra dentro de otros examenes come flujo vaginal, secrecidn vaginal y secrecidn dtica. De
forma aislada no se solicita de forma habitual.

-« Materialas
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Placas de agar cromaocandida
Portachjeto

P Procedimiento

Técnico parameédico

Es responsabilidad del técnico parameédico el proceso de siembra y tincion de gram. Para la siembra se pasa la
Torula con la muestra por todo el agar cubriendo toda la placa, luego se realiza la tincidn de gram y se Incuba la
placa hasta las 48 horas.

o Interpretacion de resultados
Tecndlogo medico

Desde este proceso en adelante es responsabilidad del tecndlogo médico. La observacion de la tincidn de gram
de levaduras v el desarrollo en el medio san indicativos de levaduras en la muestra.

Les colores de desarrollo de |as celonias nos indican las probables especies de candida:

Color verde: Caondido albicans
Coler azul: condida tropicalis
Color rosa: Condida krusel

o Informe de resultados

Los resultades se inforrman en el 511 a [as 48 horas para negativos ¥ dependiendao del desarrollo bacterianc los
positivos,

» CULTIVO PARA NEISSERIA MENINGITIDIS

Este procedimiento se encuentra descrito dentro de liquidos estériles LCR y esta dirigido para este
microorganismo en sospecha de meningitis bactariana,

w Materiales
B T e T
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- PACH

= TM

- Portacbjeto

o] Procedimiento

El proceso completo lo realiza el tecndlogo médico. La muestra es centrifugada a 1000rpm por 5
minutos y sembrada en PAS y TM.

Estriar la placa de PACH en pentagono y la de TM en césped,

Depositar una gotita de la muestra en el portaobjeto rotulado con el ndmero de ingreso.

Incubar |as placas en jarro con vela de 24 a 72 horas a 37°C observando a dlario el desarrollo

bacteriano.
- Interpretacidn de resultados

El desarrolle bacteriano en cualquiera de las placas es sospechoso de meningitis bacteriana, por lo que se debe
correlacionar con el Citoquimico y realizar pruebas de identificacidn y sensibilidad segin corresponda,

o Informe de resultados

Los resultados se informan en el SIL como negative a las 72 horas y positivo dependiendo del dia en que se
desarrolld el microorganismo, desde las 72 horas en adelante,

ANTIBIOGRAMAS

ANTIBIOGRAMA POR DILUCION CIM; IDENTIFICACION ¥ SUCEPTIBILIDAD POR EQUIPO VITEK 2

VITEK 2 es un sisterma que utiliza tarjetas con reactivos colorimétricos, las que son inoculadas con la SUSpEnsion
de un cultivo puro microbiano y el perfil de desarrollo es interpretado de forma automdtica,

Las tarjetas reactivas tienen 64 pocillos que contienen, cada uno, un sustrato de prueba individual, Con estos
sustratos se miden varias actividades metabdlicas como acidificacidn, alcalinizacidn, hidrélisis enzimdticas v
desarrollo en presencia de sustancias inhibidoras. Las tarjetas estan selladas en ambos lados por una pelicula
clara gue evita el contacto entre las diferentes mezclas sustrato-microorganismao v a la vez permite la transmision
del nivel de oxigeno apropiada. Cada tarjeta tiene un tubito de transferencia pre-insertado para la inoculacidn,
Estas tarjetas tienen codigos de barras que contienen informacion sobre el tipo de producto, nimero de lote,
fecha de caducidad y un identificador Unico que puede ser ligado a la muestra ya sea antes o después de cargar
la tarjeta al sistema.

e ]
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Existen 5 tipos de tarjetas reactivas disponibles para la identificacion y sensibilidad de diferentes clases de

OrEANismos:

1. GN = Bacilos Gram negativos fermentadores y no fermentadores.
2. GP - Cocos y bacilos no formadores de esparas Gram paositivos.

3. AST-250- Sensibilidad de bacilos gram negativos en orina

4, AST-249- Sensibilidad de bacilos gram negativos en secreciones y/o pacientes hospltalizados.

5. AST-b618- 5ensibilidad de cocaceas gram positivas

o« Materiales:

Denzimetro DenziChek

Tubos de ensayo de poliestireno
Solucitn salina estéril

Cassette

Tarjetas

Gradillas

Pipetas 145 ul

Pipeta de 280 ul

o Procedimiento

Tecndlogo médico

Todo el procedimiento de identificacion y sensibilidad es responsabilidad del tecndloge médico y los pasos del

procedimiento son los sigulentes:

al Preparacion de la suspensian

Transferir con asa estéril, a partir de un cultivo puro una cantidad suficiente de indculo a un tube de ensayo de
poliestireno claro de 12x75 mm que contiene 3 mL de solucion salina estéril (Sol, Acuosa de NaCl 0.45% a 0.5%,

pH 4.5 a 7.0).

Ajustar la turbiedad a 0.50-0.63 unidades de |a escala de McFarfand con el densitémetro DensiChek. (Figura N*1)

Figura N"1
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gFrocedimiento para preparacion del ki
Identificacién/Susceptibilidad

!1 2.
1. h
3.

Para realizar sensibilidad antimicrebiana tomar del tubo con la turbidez ajustada 280 ul v colocar en tubo con
3ml de solucidn salina en caso de cocaceas gram postivas. [Figura N°2)

Figura MN*2

s FProcedimiento dilucion para %'
il GP

4. i Suspensién en 3
* il salina -8

v AET
il o i
lefmritlfic
0,80,
McF

Fara sensibilidad antimicrobiana de bacilos gram negativos tomar del tubo con la turbidez ajustada 145 ul v
colocar en tubo de 3ml de solucldn salina. {Flgura WN°3)
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Figura N"3
e Procedimiento dilucion para

susceptibilidad de GN

S 145 pl
B Suspencionend
+ ' ml salina 5.
AST

Identifica
0.5-0.63
McF

Colocar el tubo de ensayo que contiene la suspension bacteriana dentro de la gradilla especial (cassette), y la
tarjeta de identificacién se coloca en la ranura cercana, insertando el tubo de transferencia dentre del tubo con
la suspension correspondiente.

Colocar el cassette con las muestras en el sisterna VITEK 2.
Una vez dentro del equipa, |as muestras se someten a los siguientes procesos de forma automatica:

k) Inoculacidn
Las muestras son trasportadas a una camara en la gue se aplica vacio y en seguida se reintroduce nuevamente
ol aire, ésta accidn hace que la suspensidn bacteriana pase a través del tubo de transferencia hacia los

micracanales gue llenan todos los pozos.

c} Sellado e incubacion de las tarjetas

-_— T e e e e e e
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Las tarjetas inoculadas pasan por un mecanismo gue corta los tubos de transferencia y las sella, previo a la carga
dentra del carrusel-incubador. Todos los Hpos de tarjetas se incuban en lineaa 35,5+ 1.0° C.

& Interpretacion de resultados

Cada tarjeta es removida del carrusel-incubador cada 15 min, transportada al sistema dptico de transmitancia al
gue usa diferentes longitudes de onda del espectro visible para interpretar las reacciones de turbiedad o el color
de los productos metabdlicos, v devuelta a su sitlo en el carrusel hasta el sigulente tiempo de lectura. Los datos
son registrados a intervalos de 15 min durante el periodo de incubacian total. Los calculos se realizan con los
datos "crudos” v se comparan en los umbrales para determinar las reacciones para cada prueba, Los rezultados
aparecen como "+%, "-", o cuando las reacclones son débiles estas se indican como ",

F

- Base de datos

Las bases de datos de los productos de identificacion estéan construidos con un gran ndmero de cepas de
microorganismos perfectamente caracterizados y probados bajo varias condiciones de cultivo. Estas cepas
provienen de una variedad de fuentes clinicas e industriales, asi como de colecciones de cultivo pablicas (Ejem.:
ATCC) y cepas controles.

w Disposicién de desechos

Después del proceso las tarjetas se colocan en el contenedor rojo ublcado en el equipe v son eliminados en
contenedor amarillo segun normas REAS,

L] Estudio de resistencia antimicreblana

El método utilizado para el estudio de resistencia antimicroblana es automatizado a través del equipo Viteck 2,
gste utiliza tarjetas de pldstico transparente para la prueba de sensibilidad, 5e trata de tarjetas de 30 pozos que
llenan con el indculo bacteriano estandarizada, mediante una bomba de vacia v luego las tarjetas son selladas
harméticamente, se introducen a un Incubador a 352C v cada 10 minutos el sisterna hace una lectura y se mide
la concentracion del indculo bacteriano, Cada tarjeta tiene un pozo control positivo de crecimiento v es este pozo
donde se construye una curva normal de crecimiento bacteriano.

L e ———
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Cada uno de los pozos de antibidticos es referido al control positive de crecimiento y la curva obtenida en cada

uno a su vez, se controla la curva normal obtenida en el pozo de control positivo.

Asi pues, una cepa resistente, tendria una curva exacta o muy parecida a la normal, una cepa intermedia
presentaria una curva mucho menoes amplia y con un menor recuento bacteriano que el control; una cepa
sensible, no tendria una curva, tendrla una linea recta.

- Infarme de resultados

Los resultados son informados de acuerdo a la identificacion bacteriana v la procedencia del paciente. Los
antibiogramas informadaos son los siguientes:

a. L Iti e

1 | i

urgencias y ambulatorios

Para los aislamientos con sensibilidad de la mayoria de las familiaz de antibidticos se infarma:

AISLAMIENTOS: Enterobacterias (GN)
TARIETA: AST-250

ANTIMICROBIAND cODIGOD
Amikacina AN
Ampicilina A
Cefalotina CF
Cefotaxima CTx
Cefuroxima CXM
Ciprofloxacing CIP
Gentamicina G
Acido nalidixico NA
Mitrofurantoina FT
Sulfametoxazol/trimetropin SXT

5i el aislamiento presenta resistencia por ejemplo BLEE+ se deben informar los siguientes antibioticos:

AISLAMIENTOS: Enterobacterias (GN)

TARJIETA: AST-250

tMonuol! de Procedimientas de Microbiologia clinica
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ANTIMICROBIAND CODIGOD
Amiacina AN
Ampicilina Al
Cefalotina CF
Cefepime FEP
Cefotaxima CTX
Ceftazidima CAZ
Cefuroxima CxXM
Ciprofloxacing CIP
Ertapenem ETP
Gentamicina G
Imipirem I[P
Meropenenm MEM
Acido nalidixico NA
HNitrafurantoina FT
Piperaciclina/Tozobactam TZP
Sulfarnetoxazol/trimetropin A
AISLAMIENTOS: Preudomonas aeruginosda (GR)
TARJETA: AST-250

ANTIMICROBIAND CODIGO
Amikacina AN
Ceftazidima CAZ
Ciprofloxacino cip
Gentamicina GM
Imipinem IPrA
Meropenem MEN
Acido nalidixico NA
Piperacichna/Tozobactam TZP

AISLAMIENTOS: Staphyococcus {GP)

S
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TARJETA: AST-G18

ANTIMICROBIAND CODIGOD
Cloranfenicol |
Ciproflioxacing CIP
Clindamicina M
Eritromicina E
Gentamicina G
Nitrofurantoina FT
Cefoxitina FOX
Oxacilina QX
Rifampicina R
Tetraciclina TE
Sulfarmetoxazol/trimeatropin 5XT
Vancomicina WA

AISLAMIENTOS: Enterococeus [(GP)

TARIETA: AST-818

ANTIMICROBIAND CODIGO
Cloranfenicol C

Ciprofloxacing CIP
Clindamicina L
Eritromicina E

Nitrofurantoina FT
Oxacilina OX
Rifampicina RA
Tetraciclina TE
Vancomicina Wik

b. Urocultives en paclentes Hospitalizados

AISLAMIENTOS: Enterobacterias (GN)
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FARIELR: A L oAD AISLAMIENTOS: Preudomonas aueruginosa {GN)
ANﬂM!CHDBIAND CODIGO TARJETA: AST-249
'“‘”"Iﬁa_c'_“a s ANTIMICROBIANG cODIGO
Ampicilina/Sulbactam SAM PRI AN
Cefazalina Z

Cefepime FEP
oEfapine At Cefatzidima cAZ
ﬂefma_n_ma G Ciproflaxacing CIF
i it Le Gentamicina G
Cefuroxima CEM —

: E Imipinem IR
Ciprofloxacing CIP SN e MEM
EHpEnE 3Ls Piperaciclina/Tozobactam TZP
Gentamicina EM
Imipinem P
Meropenem MEM
Piperaciclina/Tozobactam TZP

AISLAMIENTOS: Staphyococcus (GP)
TARJETA: AST-618

ANTIMICROBIAND CODIGO
Cloranfenicol £
Ciprofloxacino CIP
Clindamicina Ch
Eritromicing E
Gentamicina ah
Mitrofurantoina FT
Cefoxitina FOX
Oxacilina DX
Rifampicina Ra
Tetraciclina TE
Sulfametoxazol/trimetropin KT
Vancomicing WA

AISLAMIENTOS: Enterococius {GP)

TARJETA: AST-618

e
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ANTIMICROBIAND cODIGO
Cloranfenicol C
Ciprofloxacing cIp
Clindamicina M
Eritromicina E
Mitrofurantoina FT
Oxacilina X
Rifamplcina RA
Tetraciclina TE
Vancomicina WA
[ Cultivos de herida, liguidos estériles en pacientes italizadas ¥ ambulatarios

AISLAMIENTOS: Enterobacterias (GN)

TARJETA: AST-249

ANTIMICROBIAND CODIGOD

Amikacina AN

Ampicilina/Sulbactam SAM

Cefazolina 2

Cefepime FEP

Cefotaxima CTX

Cafatzidima (ol

Cefurcxima CEM

Ciprofloxacing Cip

Ertapenam ETP

Gentamicina GM

Imipinerm IPhA

Meropenem MEM

Piperaciclina/Tozobactam TZP

AISLAMIENTOS: Psevdomaonas aueruginosa (GN)

b __ |
Manual de Procedimientos de Microbialogio clinico Pagina 45




i ali= F_: ;'-h
Hospital Santa Cruz /& Sy 0!
W Cuichagis b ST

T copiGo: HsC- LAB - 10

_'I.I'Eﬁn: 1

CARACTERISTICA : APL1.3

Vigencia: 5 afios

Manual de Procedimientos de Microbiologia clinica

Fecha Aprobacidn; Octubre
de 201E
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TARIETA: AST-249

ANTIMICROBIANO CODIGO
Amikacina AN
Cefepime FEP
Cefatzidima CAZ
Ciprofloxacing CIP
Gentamicina iah
Imipinem IPRA
heropenem REM
Fiperaciclina/Tozobactam TZF
AISLAMIENTOS: Staphyococous [GP)

TARIETA: AST-61B

ANTIMICROBIAND CODIGO
Cloranfenicol C
Ciprofloxacing CiP
Clindamicina L
Eritromicina E
Gentamicina G
Mitrofurantoina FT
Cefoxitina FOX
Creacilina ox
Rifampicina R
Tetraciclina TE
Sulfametoxazal/trimetropin SXT
Vancomicina WA,

AISLAMIENTOS: Entercooccus [GP)

TARJETA: AST-618

L e ——
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ANTIMICROBIAND CODIGOD

Claranfenicol C

Ciprofloxacing CIp

Clindamicina M

Eritromicina E

Nitrofurantoina FT

Dxacilina O

Rifampicina RA

Tetraciclina TE

Vancomicing VA

Los resultados son informados en el 510, no se pueden estandarizar los tiempos de respuestas de la sensibilidad
e identificacion bacteriana debido a que esto dependerd de diversos factores tales como la identificacidn del
microorganismo, el tipo de muestra, el aislamiento entre otras. El tiempo de respuesta para este examen es
desde 72 horas.

EXAMENES SEROLOGICOS ¥ OTROS

» REACCION DE AGLUTINACION PARA MONONUCLEOSIS INFECCIOSA

o Materiales

- Casette de reaccion
= lbuffer
- 1 control positivo
1 control negativa
Pipeta desechable

@ Procedimiento

Tecndlogo medico:

El procedimiento es realizado desde el principlo por el tecndlogo médico.

= La muestra y reactivos deben estar a temperatura ambiente para su uso,
Deposite ef casette sobre una superflcie limpla y plana.

I ———___—_—_—_—_—_—_—_SGTe———
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= Para muestras de suero o plasma mantenga la pipeta en posicidn vertical y transfiera una gota de suero
o plasma v una gota de bufer en el pocillo dal test [s).
= Leer los resultados a los 5 minutos {no mas de 10).

<& Interpretacidn de resultados

Positivo: Aparece una linea roja en el area contral (c) v otra en el drea test,
Megativo: Solo aparece una linea en el drea control del test

Invélido: No aparece |a linea control. Se debe repetir la prueba.

o Informe de resultados
Los resultados se informan en el 511, el tiempo de respuesta es de 1 hora para urgencia, 4 horas para
hospitalizados v 24 horas habiles para ambulatorios.

EXAMENES PARA LABORATORIO DE SIFILIS

a RPR [Reagina plasmatica ida

o Materiales:

*Eit BPR incluye:

-Frasco dispenzador ¢faguja

- Antigeno (forma modificada del antigena VOEL)

-Laminas con circulos demarcados en donde se realiza la reaccian.
Varillas de plastico para mezclar.
- Controles (+} v (-).

Equipos
- Rotador orbital { adaptable a 100 rpmi+/- 2 )

- Procedimiento:

Técnica realizada por el tecndlogo médico.
- Muestra a usar es suerg o plasma, previamente incubado o-sin incubar,
- La muestra debe estar libre de hemaolisis o contaminacion.
Se debe dispensar una gota (50 pL) de muestra sobre uno de los circulos de la lamina.
- Mediante el uso de |a varilla repartir la gota por toda la superficie del circulo
- Caologue la aguja en al frasco dispensador y succione suflclente antigeno {previamente agitado)
- Sin sacar la aguja dispensar una gota de antigeno sobre cada muestra.

e
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Lo mismo se realiza con los controles (+] v (=),
G Rotar |2 lamina manualmente o mediante rotador mecanico por 8 minutos a 100 rpm.

LECTURA
La lectura se realiza macroscopicamenta bajo una buena fuente de luz

- Como el antigeno contiene microparticulas de carbdn facilita la lectura macroscopica.

=

o Interpretacidn de resultados

- Las muestra reactivas presentan aglutinacidn caracteristica gue varfan de suave (reactivo débil ) a
intenso [ reactivo)

- Las muestras negativas no presentan esta reaccion , manifiestan un aspecto macroscopico suave y
parejo.

L]

20

Reactive Ko
Hesctvo

A considerar:
- Loz reactivos deben llevarse a tamperatura ambiente previo a su uso.
- Se recomienda no almacenar reactivo en el frasco dispensador, debe devolverse al frasco de vidrio.

* L
Este procedimiento corresponde a una reaccion antigeno — anticuerpo de floculacion en lamina, estandarizada
para realizarse con suero calentado y en liquido cefalorraquideo LCR sin calentar.

Materiales
Rotador | adaptable a 180 +/- 2 rpm )
- Rafio termorregulado gue alcance temperatura de 56°C.
Laminas de vidrio [con 12 anillos |, de parafina o ceramica de 14 mm de diametra)
- Soporte de madera (para sastener |as l[aminas de vidrio).
Apujas hipodérmicas (tamblen se aceptan las micropuntas).
Frasco Erlenmeyer (con tapon de vidrio esmerilado).
- Pipetas praduadas de 1 mi v 5 ml.
- Pipetas automaticas con punta desechable, que rinda 50 L,

_— = e = e
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Microscopio lequipado con ocular de 10 % ¢ un objetiva 10 =],
- Recipientes y desinfectantes para descontaminar.
Antigeno V.0LR.L
- Solucian salina amortiguada V.D.R.L.

Solucian salina al 0.9 %

Solucidn salina al 10 %

Sueros controles (reactivo, reactivo débil y no reactivo),

Procedimiento

Preparacion del antigeno

En el momenta de preparar la suspension de antigeno, la temperatura del laboratorio, pipetas, frasco,
solucion salina amortiguada v del antipeno V.DUR.L., debe estar entre 23 y 29 °C, sltendo la dptima 25°C.
- Depositar 0,4 mi de solucian amortiguada V.D.R.L. con pipeta de 1 ml, en el fondo de un frasco pyrex de
fondo plano, para que los 0.4 mil de la soluclon se distribuya uniformemente (si el frasco estd engrasado, se
descarta).
- Afadir 0,5 mi de antigeno [desde fa mitad inferior de una plpeta de 1 ml graduada hasta la punta),
directamentea sobre |a solucion salina amortiguada, mientras se hace girar el frasco suave y continuamente sobre
una superficie plana. El antigeno se afiade gota a gota, pero rapidamente en & segundos. La punta de |a pipeta
debe quedar en el tercio superior del frasco y |a rotacion no debe ser tan vigorosa para evitar gue salpique la
pipeta con la solucidn salina amartiguada. La velodidad de rotacion adecuada se obtiene cuando el centro del
frasco describe un circulo de 2 pulgadas de didmetro, aproximadamente 3 veces por segundo (18 veces en 6
sepundos),
= Proseguir la rotacion del frasco por 10 segundos.

Afadir 4,1 ml de solucidn amortiguada de V. D.R.L. con pipeta de 5 ml dejandala escurrir libremente.
= Tapar el frasco y agitar de abajo hacia arriba y viceversa aproximadamente 30 veces en 10 segundos.

Mezclar suavemente la suspensian de antigeno cada vez que se use.
= Es necesario considerar que dicha suspensidn permanece estable por 12 horas, el wolumen de 5 mi
alcanza para 180 reacciones.

Mantener la suspension de antigeno entre 23°C y 29°C.

Controlar la suspension de antigeno cada vez que se prepare con los sueros controles de reactividad
conocida (Reactivo; Reactivo débil y No Reactiva).

PREPARACION DE CONTROLES.
= Los controles se refrigeran entre 2y 8 *C.

Al reconstituirlos con 3 ml se agua destilada, luego e debe alicuotar en voldmenes de 180 pl de cada
uno de los contraoles.

Luego de rotularios se deben congelar.
= Cada vez que se procesen muestras debe descongelarse para controlar la suspensidn de antigeno.

. — — — _____ _ ___ _ _ ________ _______________ __________ _ |
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PREPARACIGN DE LAS MUESTRAS,
- Centrifugar las muestras de sangre a temperatura ambiente, a una velocidad de 2,500 rpm durante 5
minutos,
- Transferir los sueros a tubos limplos, secos y descartar las muestras hemolizadas, contaminades, quilosos
o demasiado turbios.
- Calentar los sueros a 56 °C en bafo termarregulada durante 30 minutos.
% Luego sacar los sueros del bafio y examinarlos por sl tienen gldbulos rojos o restos visibles de particulas,
- Los sueros deben estar a temperatura ambiente de 23 - 29 *C durante 10 minutos antes del process de
analisis.

5i los sueros se analizan después de 4 horas posteriores al primer calentamiento, se deben volver a
calentar a 56"C por 10 minutos.
- Los sueros se guardan en refrigerador (2* - 8 °C). 5i el andlisis se realizara después de 5 dias de la toma
de muestra, se congelan a — 20 °C fevitar congelar y descongelar las muestras en forma repetida).

TECNICA V.D.R.L CUALITATIVO

El proceso es realizado por tecndlogo médico
- Depositar 50 ul de suero calentado dentro de un anillo de la lamina de vidrio (previamente rotulada).
utilizando una pipeta automatica,
= Extenderlo por todo el didmetra del anillo.
- Agitar suavemente |3 suspensidn de antigenc y afiadir una gota a eada suero con jeringa unida a aguja
calibre 18.
= Eventualmente se puede usar cualguier dispositive que rinda el volumen exacto requerido de antigeno
{17 pL) .
- Agitar las laminas en rotador orbital a 180 rpm por 4 minutos

Inmediatamente después de la agitacion , el tecndlogo médico procederd a leer las reacciones al
micrascopic con aumento 100 x {10k ocular v 10x objetivo)

INTERPRETACION DE LA LECTURA

Grumeos medianos y grandes = Reactivo (R}
¥ Grumos pequenos = Reactivo débil (Rd)
L] Sin grumos o con ligera rugosidad = No Reactivo (NR)

TECHNICA V.D.R.L CUANTITATIVO.
- 5e deben analizar cuantitativamente todos los sueros gue den resultado Reactive, Reactive débil o Ma

Reactivo rugoso en la reaccian cualitativa de V.DLR.L
- Pasar a otra gradilla todos los tubos con suera 2 analizar cuantitativamente,

Las diluciones de suero que se analizan son: 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1 256 0 mds,
hasta obtener un resultado No reactiva.
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- En |amina de vidrio depositar desde el pocillo 2 en adelante 50 pl de solucién salina al 0,9 % (se puede

realizar hasta el 4 o hasta el 8, dependiendo cuan reactiva sea la muestra).
- En pocillo 1 se deposita 50 uL de muestra y se extiende en todo el didmetro,

En pocillo 2 se deposita 50 ul de suero, mezclando con la solucion salina (ocho veces) y extender (evitar
formacion de burbujas).

Transferir 50 pL desde el anillo 3 hasta el anillo 8, mezclar, extender y descartar los Gitimos 50 L.
% Agitar suavemente la suspensidn de antigeno y afiadir una gota | 17 pL ) a cada anilla
- Agitar las [aminas durante 4 minutos a 180 rpm
- Leer las reacciones al microscopio con aumenta 100x (10x ocular y 10x objetivo), inmediatamente
después de la agitacian.
- Informar los resultados, en término de la mayor dilucién de suero que se observa reactiva, por lo tanto
el resultado previo al reactivo débil.

CUADRO DE INFORME DE RESULTADOS.

DHuciones del suero | Infarme
s/ diluir (1:1) | 1:2 1:4 1:8 | 116 |1:32
R Rd . - - - Reactivo sin diluir
R | R Rd . - - R. en dilucidn al 1;2
R R R Rd . - R. en dilucian al 1:4
Rd R R R Rd - R. en dilucign al 1:8
MR {rugoszo) Rd R R R - R. en dilucign al 1:16
Rd : . - |- - Reactivo débil J
K R - - - - R. en dilucion al 1:2 ]

R=Reactive Rd= Reactive débil MNB= Mo reactivo

V.D.R.LPA ESTRAS DE LIQUIDO CEFALOR UIDED [LCR

PREPARACION DE LA SUSPENSION DE ANTIGENO
- Preparar la suspension de antigeno como se describe para |a técnica V.D.R.L. en suero
- Afadir a un tubo de ensayo, 1 parte de selucidn salina al 10% y 1 parte de suspension de antigeno para
V.O.R.L en suero.
= Mezclar por inversidn y dejar reposar por 5 minutos {esta suspensidn se puede usar solo hasta 2 horas
despues de preparada).
- Mantener la suspensidn de antigeno para LCR a temperatura ambiente 23° - 29°C,

e —
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- Se realiza prueba preliminar de la suspension de antigeno para LCR; a partir del suero control Reactivo
preparar las diludiones con la soluckan salina al 0,9% | segun indicaciones del fabricante. Los sueras controles se
analizan sin calentamiento previa.

REACCION CUALITATIVA DE V.D.R.L EN LCR

- Depositar 50 gL de LCR en una concavidad o anillo de la lamina de aglutinaclén con una plpeta
automatica
- Agitar suavemente [a suspensidn de antigeno y agregar una gota (10 pl} a cada suero control diluldo y a
cada anlilo con LCR.
- Agitar las laminas durante & minutos en el rotador orbital a 180 rpm.

Inmediatamente después de la agitacidn leer las reacciones al microscopio con aumento 100x { 10x
ocular y 10x objetivo)

LECTURA RESULTADO
L Grumaos definidas de cualguier tamano = Reactivao (R}
] Sin grumos o rugosidad muy leve = Mo Reactiva (NR)
L La reaccion Reactiva minima o débil se informa = Reactiva

REACCION CUANTITATIVA DE V.D.R.L. EN LCR.

- Depositar 50 pl de solucién salina al 0.9% del 2 al 4 en la [amina

= Depositar 50 pl de LCE sin calentar en el anillo 1. Extender

- Depositar 50 pl de LCR en el anille 2, mezclando con la solucidn salina & veces. Evitar |a formacidn de
burbujas

- Transferir 50 ul desde el anillo 2 al anillo 3, mezclar y extender

- Transferir 50 pl desde el anillo 3 al 4, mezclar extender y descartar los Gltimos 50 ul.

- En LCR fuertemente reactivos puede ser necesario hacer diluciones seriadas adicionales

- Agitar suavemente la suspensidn de antigeno y afiadir 1 gota a cada anillo {10 pL)

- Agitar las laminas durante 8 minutos en rotador orbital a 180 rpm

- Inmediatamente después de la agitacldn leer las reacclones al microscopio con aumento 100x { 10 x
ocular y 10 x objetivo )

- informar los resultados en tarminos en térming de la mayor dilucldn de LCR que se observe reactiva.

L ____________________________________________________________________________________________________________________________]
Manual de Procedimientos de Microbiolagio clinica Pagina 53




CODIGO: HSC- LAB - 10 Versidn: 1
P L L TR E o AobacrsOcir
Haspital Eranl_z Cruz '3 e : ] _ de 2018 I
st SETEs | Manual de Procedimientos de Microbiologia clinkca .z
Fecha Termino Vigencia:
| Octubre de 2023
EJEMPLOS
| Diluclones del fiquido cefalorraguidea Infarme
S/diluir (1:1) | 1:2 1:4 | 1:8 1:16 1:32
R - - - - - R. sin diluir
R R - - - R. &n diluc. al 1:2
R R R - - - R. en diluc, al 1:4
R R R R o - R. en diluc. al 1:8
R R R 1R K . K. en dilec. al 1:16
R=Reactivo
» MHATP
MATERIALES:
- Tubas de vidrio khan.
- Placas de microtitulacidn con fondo en U,
- Soporte con espejo de aumento para lectura de fondo de los pocillos.
REACTIVOS:
Kit de MHA-Tp
EQUIPOS:
- Centrifuga
= Microplpetas
- Refrigerador
Freezer -30°C
Preparacidon de la muestra de suero:
. Verificar que |a muestra tenga un volumen adecuado, estén libres de hemolisis, lipemia v fo
contaminacion.
L La muestra de sangre se centrifuga a 2.500 rpm por 5 minutos para separar el suera.
L 5i las muestras no se procesan dentro de las 4 horas, se conservan entre 2 y & °C por un méximo de 48
horas.
. 5i las muestras no se procesan dentro de las 48 horas, se conservan a -20 *C hasta
2 afios,

Ejecucidn de la técnica:

. La técnica es realizada por tecndlogo médico.
L Disponer y utilizar todos los elementos de proteccion personal correspondiente.
L Dejar que los reactivos alcancen la temperatura durante 15 a 30 minutos

I EEE——
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L Verificar que los reactivos estén bien suspendidos.
L Distribuir 25 pL de diluyente en el pocillo 1, 100 en el pocillo 2 v 25 en pocillo 3 v 4
. Afiadir 25 L de la muestra en el pocillo 1. Mezclar el contenido del pocilio 1 y transferir 25 pL al pocillo
2. Mezclar v transferir 25 (L al pocillo 3. Transferir otros 25 WL del pociilo 2 al pocillo 4, mezclar y desechar 25 pl
del pocilla 4.
L Afadir 75 pl de reactive control al pocilla 2 v 75 wl de reactivo antigeno al pocillo 4.
* Mezclar el contenido de los pocillos dando ligeros golpes en los lados de la placa.
L Cubrir la placa e incubar durante 45 = 60 minutos a temperatura ambiente v en lugar libre de vibraciones.
Mantener alejado de cualguier fuente de calor.
. Leer los resultados en el soporte con espejo de aumento.
Litilizacidn de los controles
. Incluir los controles positivo y negativo en cada serie de muestras teniendo en cuenta que los controles
ya estan prediluidos 1:20
. Afiadir 25 pL de cada control directamente en los pocillos 3 y 4.
L Mo afadir soluckdn diluyente.
Metodologia MHA-Tp
Paso 1
25 L i pecilics B v 4 e comrol ey ‘j’
4
i 2 3 4 et
e O0@@
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28 il stoda mooumnal, 1y deBiffer

LD L ooty By coumin 2 cie BulTer

Manual de Procedimientos de Microbiologla clinico Pagina 55



CODIGO: HSC- LAB-10 Version; 1

_-f-_ | CARACTERISTICA : APL1.3 ;ﬁaincin: 5 :ﬂ'{sﬁ o
F al y ;
Hospital Santa Cruz 5 525 3 d:ﬂl';l;ﬂm acion: Octubre
marfhtes el | Manual de Procedimientos de Microbiologia clinica ok s el
Octubre de 2023

Pasa 2

1 2 3 4
i QQO®
Control pos OO©© Agregr 15 L 8 muE
Himoperisar y hacer diucon seras

- L4

Mml@ﬁ@.mm 1

Pas=a 3
75 pl de comrod [Sol GR) s ndcs s poc Hios 3
1 2 3 4 ="
—g e O

Conirol pos

O@®
" ©00® ®
‘ s

Homogenizar y esparar entre 45 8 60 /75 pLoe amigancSol GF) aoodes os pocifosd

e —
Manual de Procedimientos de Micrablologia clinica Pagina 56




CODIGO: HSC- LAB - 10 Version: 1
o=z | CARACTERISTICA : APL1.3 Vigencia: 5“""_‘{
- = =By —1 Fecha Aprobacion: Octubre
Hospital Sants Cruz 1% :ﬂ_‘;: P,
L s Calrmdged l__ = - & - a y - > 4
' Manual de Procedimientos de Microbiologia clinica Fecha Téming -
Octubre de 2023

TEST RAPIDOS

Para los test rapidos gue se encuentran en este manual se describen los procedimientos de la marca utilizada en
ese momento que varfa en cada compra de insumas por lo que para las especificaciones técnicas se debe guiar
por €l inserto de cada distribuidor de |a técnica al momento del procesa.

CAMPYLOBACTER

El siguiente procedimiento corresponde a la deteccién rapida de antigeno de Campylobacter en muestras fecales

utilizando Inmunocard Stat CAMPY que detecta Campylobacter jejuni y Campylobacter coli.
Las muestras corresponden a material fecal fresca o conservada en medio de transporte cary Blair.

Materiales

Dispositive de proeba Inmuno card Stat CAMPY
Diluyente de muestra

Pipetas de trasferencia

Tubos de ensayo

Palillos de madera

o Procedimiento

Tecnalogo meédico:

Todo el procedimiento estd a cargo del tecndlogo médico.

Permita gue la muestra alcance temperatura ambiente.

Mezcle bien el diluyente de muestra, Usando el gotero que viene con el diluyente de muestra, afiada 1400 ul
de diluyente de muestra al tubo de ensayo.

Muestras fecales solidas

Afiada una cantidad pequefia (3 a 4 mm de diametro) de muestra de material fecal muy bien mezclada al tubo
de ensayo con diluyente de muestra.

Emulsifique la materia fecal usando un palillo aplicador de madera.

Mezcle en un agitador vortex durante 15 segundos.

e
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Muestras fecales liguidas

Usando una pipeta de transferencia provista en el kit, afiada 50ul (hasta la primera marca desde de la punta de
la pipeta) de material fecal muy blen mezclada al tubo de ensayo con el diluyente de muestra.

Mezcle en el vortex por 15 segundaos.
Deje la pipeta de transferencia dentro del tubo gue contiene la muestra para poder usarla mas tarde,

Muestra de material fecal humana conservada en medio cary Blair

Usando el gotero que bien con el diluyente de muestra afiada 350 ul al tubo de ensayo.

Usando una pipeta de transferencia provista en el kit, afiada 50ul (hasta la primera marca desde de la punta de
la pipeta) de material fecal muy bien mezclada al tubo de ensayo con el diluyente de muestra.

Mezcle en el vortex por 15 segundos.

Deje la pipeta de transferencia dentro del tubo que contiene la muestra para poder usaria mas tarde.

Retire cada dispositivo de la bolsa metdlica
Uszando la pipeta de trasferencia provista en el kit afada 175 ul de muestra diluida (hasta [a segunda marca de

la pipeta) al puerto de muestra des dispositivo.
Incube la prueba por 20 minutos y lea los resultados.

L Interpretacidn de resultados

Los resultados positives a parecen con dos bandas de color ROSADO-ROJ0 en fas posiciones de la linea control

y linea del test.
Los resultados negativos aparecen con una banda de color ROSADO-ROI0 en la posicién en la linea de contral,

Ademads pueden existir resultados invalidos como se muestra en la figura:

W i W iyt W il W e
AR l.'.l.m;'r -.'.l.u'r;l CAMPY
]
| |
by ; ! i k. S y
PR NEGATIVO INVALIDG
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* ROTAVIRUS-ADENOVIRUS

El siguiente procedimiento corresponde a la deteccidn rdpida de antigeno de rotavirus v adenovirus en heces
uilizando el kit Abon Combao test.

La muestra corresponde a deposicion. En caso de que se disponga de otro reactivo debe referirse al inserto
técnico del mismo.

P Procedimienta

Materiales

L Casette de reaccidn

L Tubos colectores de espécimen con bufer de extraceion
- Pipeta desechable cuentagotas

Tecnologo médico:
Todo el procedimiento estd a cargo del tecndlogo médica.

Para muestras sdlidas:
Desenrosgue la tapa del tubo colector de la muestra, luego al azar inserte el aplicador por  al menos 3 sitios
diferentes para colocar aproximadamente 50mg de deposicion {equivalente 4 guisante).

Para muestras liguidas:

Sostenga el potero verticalmente, aspire la muestra fecal, y luego transfiera aproximadamente 80ul dentro del
tubo colector de |a muestra que contiene el buffer de extraccidn.

Apriete [a tapa en el tubo de recogida de muestras, luego agite vigorosamente el tubo de recogida de muestras
para mezclar la muestra v el tapdn de extraccidn. Deje el tubo solo por dos minutos.

Antes de abrir el sobre con el casette asegurese gue alcance temperatura ambiente, Remueva fa placa del
sobre laminado y tselo tan pronto como sea posible.

Sostenga el tuba colector hacia arriba y rompa la punta del tubo colector de la muestra. Invierta el tubo
colector de la muestra y transflera 2 gotas completas de |a muestra extraida al pocillo de la muestra, luego

am FliEI:E a cromometrar.

Lea los resultados a los 10 minutos despuds de haber dispenzado las gotas de [a muestra.

o Interpretacion de resultados

Los resultados negativos aparecen con una linea azul en la linea del control.

e e e ]
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Los resultados aparecen con dos lineas azules, una en la linea del control y otra en la linea del andlisis.
Ademas pueden aparecer resultados invalidos como se muestra en la imagen en la cual no aparece |a linea

control
- Informe de resultados

Los resultados se informan én el 5IL como positive o negativo seglin corresponda y los tiempos de respuesta
corresponden a 1 hora para servicios de urgencia, 2 horas para hospitalizados y 24 horas para pacientes
hospitalizados.

- STREPTOCOCCUS GRUPO A

El siguiente procedimiento corresponde a la deteccldn rapida de Streptococcus grupo A utilizanda el kit

BioMexia Strep & plus.
La muestra corresponde a Tarula faringea. En caso de que se disponga de atro reactivo debe referirse al
inserta técnico del mismo,

Materiales

- Reactiva R1

L] Reactivo B2

. Tubo de extraccidn con tapa cuenta gotas
L] Casette de reaccidn

o Procedimiento
Tecndlopo médico:

Todo el procedimiento esta a cargo del tecndlogo medico.

Agregue 4 gotas del reactivo R1 al tubo de extraccidn

Agregue 4 gotas del reactivo R2 al tubo de extraccion

Introducir la Térula en el tubo v rotar por 10 veces.

Incubar poar 1 minuto a temperatura ambiente.

Extraer todo el liquido de la cabeza de la Térula apretando con firmeza el tubo entre el indice y el

ulgar.
Cierre el tubo de extraccldn con tapa cuenta gotas.

Abrir el casette de reaccion
Afada 3 gotas completas de la solucidn del tubo de extraccion.
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9. Lea el resultado a los 5 minutos.
- Interpretacion de resultados
Los resultadas negativos aparecen con una linea roja en la linea del control.

Los resultados aparecen con dos lineas rojas, una en la linea del control y otra en ia linea del andlisis.
Ademnds pueden aparecer resultados invdlidos como se muestra en la imagen;

BIIMNEXIA™ EHOHE M= BIONER" ERCRE K 1™
LT BRI R [T T [T LTI
G- G 3= = C
7= T T T
am 0 ~ Wt
B ¥ 5 B
name name name name
POS MNEG INWALID INWALID
+ - X x

& Informe de resultados

Los resultados se informan en el SIL como positivo o negativo segin corresponda y los tiempos de respuesta
corresponden a 1 hora para servicios de urgencia, 2 horas para hospitalizados y 24 horas para pacientes

hospitalizados.

« HELICOBACTER PYLORI

El siguiente procedimiento corresponde a la deteccldn rapida del antigeno de Helicobacter pylon utilizando el
test AAll test,

La muestra corresponde a deposicldn idealmente fresca, sl esto no es posible la muestra debe mantenerse por
3 dias a temperatura de 2-8 *C. En caso de que se disponga de otro reactivo debe referirse al inserto técnico del

mismao
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= Materiales
" Tubos colectores con bufer de extraccion
Casatteg

Gotero cuenta gotas
@ Procedimiento
Tecndlogo médico:
Todo el procedimiento estd a cargo del tecndlogo medico.
Para muestras salidas:

Desenrosgue [a tapa del tubo colector de la muestra, luego al azar inserte el aplicador por  al menos 3 sitios
diferentes para colocar aproximadamente 50mg de deposiclon (equivalente % guisanta).

Para myestras lipuidas;

Sostenga el gotero verticalmente, aspire la muestra fecal, y luego transfiera aproximadamente 80ul dentro del
tubo colector de la muestra que contiene el buffer de extraccicn,

Apriete |a tapa en el tubo de recogida de muestras, luego agite vigorosamente el tubo de recogida de muestras
para mezclar la muestra v el tapan de extraccién. Deje el tubo solo por dos minutos.

Antes de abrir el sobre con el casette asegurese que alcance temperatura ambiente. Remueva la placa del
sobre laminado v Uselo tan pronto como sea posible.

Sostenga el tubo colector hacia arriba y rompa la punta del tubo colector de la muestra. Invierta el tubo
colector de la muestra y transfiera 2 gotas completas de la muestra extraida al pocillo de la muestra, luego
Empiece a cronometrar.

Lea los resultados a los 10 minutas después de haber dispensado las gotas de la muestra,

& Interpretacidn de resultados

Los resultados negativos aparecen con una linea coloreada en la linea del control.

Los resultados aparecen con dos lineas coloreadas, una en |a linea del control y otra en la linea del andlisis.
Ademas pueden aparecer resultados invélidos como se muestra en |a imagen en la cual no aparece |z linea
control.

_—
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o Informe de resultados

Los resultados se informan en el SIL como positive o negativo segin corresponda v los tiempos de respuesta
corresponden a 1 hora para servicios de urgencia, 2 horas para hospitalizados y 24 horas para pacientes
hospitalizados,

» TEST RAPIDO DE CHLAMYDIA TRACHOMATIS
El siguiente procedimienta corresponde a kit de bioline.
= Materiales

Cassette

- pipetas de transferencia
Reactivo A

- Reactivo B

- Procedimiento

Tecndlogo médico: Todo el proceso esta a cargo del tecndlogo médico

Agregar 300 ul del reactivo A a un tubo
Introducir el hisopo de la muestra al tubo y gire 10 veces.

Espere 2 minutos

Aregue 600 ul del reactivo B al tubo anterior

girar 10 veces y comprimir con los dedos

Abrir el cassete y agregue 3 gotas en el dispositivo.
Leer los resultados a los 15 minutos.

¢ Interpretacion de resultados

Los resultados negativos aparecen con una linea coloreada en la linea del control.
Los resultados aparecen con dos lineas coloreadas, una en |a linea del control v otra en la linea del andlisis.

o Infarme de resultados

Los resultados se informan en el 5IL como positivo o negativo segin corresponda y los tiempos de respuesta
corresponden a 1 hora para servicios de urgencia, 2 horas para hospitalizados v 24 horas para pacientes

ambulatorios
e e ——
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EXAMENES DE MICOBACTERIAS

s BACILOSCOPIAS POR TECNICA DE ZIELH NEELSEN
o« Materiales

Guantes de pufio ajustado (6.5-7.0)
Bata de seguridad de uso exclusivo para cada persona gue realice BK
hascarilla autofiltrante NS5
Portacbjetos esmerilados nuevas
Varillas de vidria, metal {tincidn)
Pipeta pasteur estériles

Gradillas

Lapiz grafito

Papel absorbente

Bolsa para desechos segun REAS
Fucsina basica

Alcohol-dcido

Azul de metileno

o Procedimiento
Técnico paramédico

PREPARACION DEL FROTIS
Muestras mucosas

Las muestras se trabajan bajo GBS. Elegir la porcion mas purulenta de la muestra y colocarla sobre un

portachjetos ya identificada.
Con otro portaocbjetos presionar la muestra, extendiéndola mediante batido cuidadoso v lento, alternando éste

con el calor suave del mechern, hasta obtener una pelicula homogénea en 2/3 del portaobjetos,

Fijacion de la muestra

Muestras mucosas: en estas muestras a fijacidn se hace simultaneamente con el extendido, alternando el calor
suave del mechero con el batido entre los portaohjetos.
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Tineldn de sHehl neelsen:

Coloracidn especifica: Se cubre el frotis con fucsina fenicada. Se calienta por debajo de la ldmina con un hisapo
impregnado de aleohol encendido hasta que se observe la emision de vapores blancos; retirar |a fuente de
calor, repetir dos veces mas la misma operacidn; culdar gue el colorants no se derrame, no se segue o hierva,
5i esto acurre, agregar mas fucsina a la preparacidn. El tiempo de contacto con la fucsina debe ser

entre 5y 10 minutos.

Decoloracidn; decolorar con alcohol dcido alternando con lavados suaves de agua fria (el agua tibla desprende
los extendidos). Esta operacion se debe repetir las veces que sea necesario hasta que las partes menos espesas
queden incoloras.

Coloracion de fondo: Se cubren los extendidos con azul de metileno por

30 segundos como minimo. 52 lava con agua corrlente suavernente. Se limpia con algodan
impregnado en alcohol por debajo de la lamina. Se secan las preparaciones a temperatura
amblente sobre un papel absorbente y limpio.

Tecndlogo médico

Lectura:

La observacion microscopica se hace con lente de inmersidn. Se debe legr un minima de cinco zonas que sean
representativas del extendido v un minimo de 100 campos Gelles.

Al cambiar la lamina se debe limplar cuidadasamente el aceite adherido al
lente de inmersion, con un papel seco y suave, especialmente sl ésta ha sido positiva,

o Interpretacidn de resultados
. Ausencia de BAAR*; No se observan BAAR en 100 campos microscopicos.

. BAAR {+): Menos de 1 BAAR promedio por campo en 100 campos observados. 5i el tatal de bacilos
observados es menos de diez, dejar registro interno del nimero encontrado.

— —— — —  __________ ______________________________________________ |
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L BAAR {++): Uno a diez BAAR promedio por campo en 50 campos observados.,
L BAAR [+++): Mas de dier BAAR promedio por campo en 20 campos observados,

Cuando salo se encuentra de 1 a 3 BAAR en el total de campos observados, es necesario extender la lectura a un
mayor ndmero de campos hasta agotar [as posibilidades de encontrar el cuarto bacilo. 5 no es posible confirmar

la positividad, se debe:

L Hacer otro extendido de [a misma muestra y observar acuciosamente. 5i no se encuentran mas bacilas,
se informa negativa y si es posible se hace cultivo.

L] Solicitar una nueva muestra.,

La exigencia de informar positivo con |a presencia de minimo 4 bacilos & mas, corresponde a la norma
convencional de OPS, gue serfiala que existe la posibilidad da

encontrar elementos figurados (precipitados de fucsina, alimentos, particulas de ceras) que

puedan inducir a falsos diagndsticos.

Las muestras de expectoracion deben ser enviadas a cultivo de koch, este procedimiento se realiza por el Hospital
Regional de Rancagua y se describe en el ANEXO3.

o Informe de resultados

Las baciloscopias deben ser Informadas a las 48 horas de recepclonada fa muestra para pacientes ambulatorios
y en 24 para pacientes hospitalizados y 4 horas para pacientes de urgencias.

6.-TIEMPOS DE RESPUESTA EXAMENES DE MICROBIOLOGIA

Los tiempos descritos a continuacion corresponden a los resultados negativos, los positivos no se pueden
estandarizar en un tlempo exacto debido a que esto dependerd del tipo de muestra y microorganismo aislado.

e —
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Prestacion Urgencias | Hospitalizados | Ambulatorios
EXAMENES MICROSCOPICOS
Leucocitos fecales 1 hara 4 horas 24 horas
Tincidn de Compylobacter 1 hora 4 horas 24 horas
Tincion gram (general) 1 hora 4 horas 24 horas
Tinta china 1 hora 4 horas 24 horas
Flujo vaginal, directo fresco 1 hora 1 hora 1 hora
Directo fresco 1 hora 1 hora 1 hora
Sedimento urinario 1 fh.ura 4 haoras 24 horas
CULTIVOS
Coprocultive 48 horas 48 horas 48 horas
Hemocultiva negativo 5 dias 5 dias -
Hemocultivo positivo {dﬁde:ravisu de la tincion gram) 48 horas 48 horas 48 horas
secrecion de piel vy heridas 48 horas 48 horas 48 horas
Secrecidn orotragueal o broncoaspirada 48 horas 48 horas 48 horas
Heridas operatorias 96 horas 96 horas 96 horas
Catéter (MAKI), cultive da 72 horas -
Liquidos de cavidades estériles® 72 horas 72 horas 72 horas
Uracultivo, recuento de colonias 24 horas 24 horas 24 horas
Absceso, cultivo de 72 horas 72 horas 72 horas
Conjuntivial, cultivo de secrecion 48 horas 48 horas 48 horas
Endoftalmitis, cultive da ] EF;;T 5 dias 5 dias
Faringea, :uﬁiw de secrecion 48 horas 48 horas 48 horas
Fluje vaginal, cultive de 48 horas 48 horas 48 ht_:ra_s
“t:;asal, cultivo de secrecidn 48 horas 48 horas 48 nu;;
f Otlca, cultivo de secrecitn 45 horas 48 horas 42 horas
Streptococcus agoloctioe |grupo B, pesquisa ﬂe 438 horas 48 horas 48 horas |
Vaginal, cultivo de secrecian o 48 horas 48 horas 48 horas !
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Uretral, cultivo de secrecién | 48 horas [ 48 horas 48 horas
CULTIVOS ESPECIFICOS DE;
Neisserig gonarrhoeae, cultivo de 48 horas 48 horas 48 horas
Neisserio meningitidis, cultivo de 72 haras 72 horas 72 horas
I ANTIBIOGRAMA
Antll:lmg.ramg por dilucidén CIM; identificacidn y sensibilidad 3 horas 73 horas 73 horas
por equipo Viteck 2}
EXAMENES SEROLOGICOS ¥ OTROS
Test para mononucleasis infecciosa 1 hora 4 horas 24 horas
EXAMENES PARA LABORATORIO DE SIFILIS
RPR 1 hora 4 horas
48 horas 48 horas
VDRL - s
habiles hahiles
MHA-Tp = 4 horas 24 horas
EXAMENES DE MICOBACTERIAS
i 48 horas
Bacilozcopia #4 Horas 24 horas hibiles
TEST RAPIDOS
Test rapidc Campylobacter 1 hara 4 horas 24 horas
Test de Chlamydia trachomatis 1 hora 4 horas 24 haras
Rotavirus/Adenovirus test inmunocromatografico 1 hora 4 horas 24 horas
Streptococcus grupo A, test inmunocromatografico 1 hora 2 horas 24 horas
Helicobacter pylori, test inmunocromatografico 1 hora 4 horas 24 horas

7.~ INDICADOR
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NOMBRE DEL Porcentaje de RPR que cumplen con tiempo de respuesta de 1 hora en
INDICADOR el servicio dinico de parto del Hospital de Santa Cruz.

Momero de RPR validados en 1 hora en el servicio de Parto del Hospital
FORMULA de Santa Cruz/ Ndmero total de RPR validados en el servicio de Parto
del Hospital de Santa Cruz X 100

UMBRAL > B0%
PERIODICIDAD Trimestral
PUENTE OF Los datos son extraidos del sistema informdtico “Estadistica de Infinity”
INFORMACION
Desde el programa "estadistica Infinity” ejecutar la consulta "T
RESPUESTA" para el periodo a evaluar, seleccionar carpeta “abierto” y
METODOLOGIA DE ;T::;:lﬂz lur:,; t:'.::aﬂrpl rﬂl'riw:r::Ianiille:i_deit:ad::_ll'j_HP:;A:Li.3"' @ I
MEDICION i e en parta, extraer |a plantilla a Excel y contar e

ndmero de exdmenes gue cumplen con el tiempo de respuesta de 1
hora y aplicar |a férmula correspondiente.

CRITERIOS DE CALIDAD | Los criterios evaluados corresponden al tiempo de respuesta para
EVALUADDS examenes de urgencia de 1 hora,

2.- REVISION ¥ CONTROL DE CAMBIOS

Versidn . Fecha Cambios

9.- REFERENCIAS

- Procedimientos técnicos de laboratorio clinico bacteriologia general, instituto de salud piblica de Chile
19594,
- Manual de diagnostico de tuberculosis del ISP 2001

—_—
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10.- DISTRIBUCION
- Laboratorio

Dpto. Calidad vy Seguridad del Paciente.
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11.- ANENDS

CONTROL DE CALIDAD INTERNO EN MICROBIOLOGIA

INTRODUCCION

Este procedimiento se aplica en el proceso analitico a todos los andlisis bacterioldgicos que estén sujetos a
control de calidad.

Util tanto para Tecndlogos Médicos del drea de Microbiologia come también de Técnicos Paramédicos que
trabajen en esta drea

Tiene coma objetiva principal verificar el requisito de |a calidad especificado, detectar y eliminar los errores para
asegurar los métodos v procedimientas cualitativos del area de bacteriologia, dando de esta forma resultados
mas exactos, precisos y rapidos,

ORIETIVO

Verificar el requisito de la calidad especificado, detectar y eliminar los errores para asegurar los métodos y
procedimientos cualitativos del area de bacteriologia.

DESARROLLO

El registro de los controles internos estara en la carpeta digital en el PC de microbiologia llamada
"REGISTRO_CC_MICROBIOLDGIA".

Registros: carpeta digital en el PC de microbiclogia llamada "REGISTRO_CCl_ MICROBIOLOGIA”", a excepcién de
las pruebas VDRL, RPR, MHATP y temperaturas de hemocultivos.

REQLISITOS DE CALIDAD POR PRUEBA
Directo Fresco

Se controlard 1 vez al mes de Lunes a Viernes en horario habil® con la primera muestra del dia, la misma muestra
se carga y s& observa por duplicado, El responsable serd el tecndlogo encargado del drea de trabajo o en su
defecto quien abzerve la lZmina.

b ________ _____ _________________________ _____ ___ _ ________ __________________ |
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PRUEBA PERIODICIDAD REQIUISITOS ACCIOMES CORRECTIVAS
Diracto fresco Mensual Doble lectura, primera En caso de existir discrepancia en
muestra del dia®. lo observado:
5¢ debe observar los mismoz | Repita las muestras
elementos en las dos Solicitar al segundo observador.
ldminas.
Sedimento urinario

Se controlard 1 vez al mes de Lunes a Viernes en harario habil® con la primera muestra del dia, la misma muestra
58 carga v se observa por duplicado. El responsable corresponde al Tecnélogo madica que valida el examien.

PRUEBA

PERICDICIDAD

REQUISITOS

ACCIONES CORRECTIVAS

Sedimento urinario

Mensual

Doble lectura, primera muestra del
dia*®,

Se debe observar [os mismaos
elementos en |as dos [dminas.

En caso de existir
discrepancia en ko
ohservado:

Repita las muestras,

Solicitar al segundo
observador.

Tincion de Gram

Se controlara por cambio de lote de reactivo con dos cepas ATCC; Staphylococous aureus 25923 (SAU 25923) v
Escherichia coli 25922 (ECO 25922). El responsable serd el tecnologo medico encargade del drea de

microbiclogia.

PRUEBA PERIODICIDAD REQLISITOS ACCIONES CORRECTIVAS
Tincidn de Gram Por cambio de SAL 25923: Cocdceas gram{+) | Revisar tinciones y sus
lote vencimientos.

ECO 25522: Bacilos grami-)

Repetir muestras y tinciones,
Realizar cambio de operador.

e —
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Tinta China

Se cantrolara 1 vez al mes de Lunes a Viernes en horario habil* con la primera muestra del dia, la misma muestra
s¢ carga y se observa por duplicado. El responsable sera el tecndlogo médico encargade del drea de
microbiologla. El responsable serd al tecndloge médico encargado del drea de microbiologia.

FRUEBA PERIODICIDAD REQUISITOS ACCIONES
CORRECTIVAS
Tinta Chinar Mensual Doble lectura, primera muestra del | En caso de existir
dia®, discrepancia en lo
5a debe observar los mismos observado:
elementos en las dos [dminas. Repita las muestras,
solicitar al segundo
observador.

Tincidn de campylobacter

Se controlard 1 vez al mes de Lunes a Viernes en horario hdbil* con la primera muestra del dia, la misma muestra
se carga y se observa por duplicado. El responsable sera el tecndlogo médico encargado del drea de
micrabiclogia, El responsable serd el tecndlogo médico encargado del area de microbiologa.

PRUEBA PERIODICIDAD | REQUISITOS ACCIONES CORRECTIVAS
Tinckdn de henswal Doble lectura, primera muestra del En caso de existir discrepancia
campylobacter dia®. en lo observado:

Se debe observar los mismos Repita las muestras.

elementos en las dos ldminas. Solicitar al segundo observador.

Tincion de leucocitos fecales

Se controlara 1 vez al mes de Lunes a Viernas en horario habil* con la primera muestra del dia, fa misma muestra
se carga y se observa por duplicade. El responsable serd el tecndlogo médico encargado del drea de
microbiologia.

]
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PRUEBA PERIODICIDAD REQUISITOS ACCIOMES
CORRECTIVAS
Tincidn de Mensuzl Doble lectura, primera muestra del | En caso de existir
campylobacter dia*. discrepancia en lo
Se debe observar los mismos observado:
elementos en las dos l[dminas. Repita las muestras.
Solicitar al segunda
observador,
Coprocultive

Se realizard un control de esterilidad (control negativo) a las placas de Agar TCBS gue son preparadas en el
laboratorio, Se controlard por lote de preparacién 1 placa 48 horas a 37°C. El responsable serd el tecndlogo

médico encargado del drea de microbiologia.

PRUEBA

PERIODICIDAD

REQUISITOS

ACCIOMES CORRECTIVAS

coprocultivo; placa
de agar TCBS

Por lote

Incubacidn a 37°C por 48
horas; Sin desarrollo
bacteriano

5i llega a crecer bacterias;
Apartar las placas v repetir el
proceso.

Revisar lote v vencimiento del
Agar.

Comprobar la esterilidad de los

materiales utilizados.

Fecha Aprobacidn: Octubre

Fecha Términe Vigencia:

Cultivo para levaduras

Se realizara un control de esterilidad {control negativa) a las placas de Agar cromocandida que son preparadas
en el [aboratorio. Se controlara por lote de preparacion 1 placa 48 horas a 37°C. El responsable sera el tecndlogo
médico encargado del area de microbiologia.

e e ]
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PRUEBA PERIODICIDAD | REQUISITOS ACCIONES CORRECTIVAS
Cultivo para Por lote Incubacion a 37°C por 48 5i llega a crecer bacterias;
levaduras horas; 5in desarrollo Apartar las placas y repetir el
bacteriano proceso.
Revisar lote ¥ vencimiento del
Agar,
Comprabar |a esterilidad de los
materiales utilizados.
Baciloscopia

Tincién de Zielh-Neelsen: requiere el uso de |aminas control comercial dcido alcohaol resistente positiva y
negativa. 58 hara semanalmente si corresponde tefir baciloscopias, 51 una semana no hay baciloscopias se

realizara |a siguiente en gue lleguen,

Quien ejecutara la técnica sera el Técnico Paramédico que esté trabajando en el drea de Microbiologia en ese
momento y [a observacion al microscoplo y [as respectivas correcciones seran realizada por el Tecndlogo Médico

a cargo de |a seccion o el gue visualice la ldmina.

PRUEBA PERICDICIDAD

REQLISITO

ACCIOMES CORRECTIVAS

Baclloscopla-Tincidn de Semanal

Zielh-MNeelsen

Control positivo: bacilos
color fucsia

Control negativo:
bacterias color azul.

Revisar vencimientos de las
ldminas control,

Revisar vencimiento de las
tinclones.

Repetir tincion.

Hemocultivo

Se controlard la temperatura del equipo automatizado Bacalert de forma diaria de Lunes a Viernes en harario
habil. El responsable corresponde al tecndlogo médico del drea de microbiologla. Los registro de temperatura
guedan en |a carpeta "registro de temperaturas hemocultivos® en la seccion de microbiclogia.

e
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PRUEBA FPERIODICIDAD REQILIEITO ACCIONES CORRECTIVAS
Hemacultiva Diaria* Temperatura de 35 a Cerrar puerta del equipo y
E i volver a medir luego de 5
minutos,
Avisar al servicio técnico,
Antibiograma por CIM

El registro de calidad interno de la identificacion y sensibilidad se realizara con cepas ATCC por cada lote,
Las tarjetas utilizadas para la identificacidn bacteriana y sensibilidad corresponden a:

GM: para identificacion de bacilos gram negativos

GP: para identificacion de cociceas gram positivas

AST-N250: Sensibilidad antimicrobiana para urocultivos de pacientes ambulatorios y de urgencias.

AST-N249: Sensibilidad antimicrobiana para bacilos gram negativos de muestras de pacientes hospitalizados y
muestras diferentes a Urccultivo.

AST-MNG18: Sensibllidad antimicroblana para cocdceas gram positivas.
Ademas se controlard de forma semana de densitometra;

El control de calidad del instrumento DensiCHEK Plus se debe realizar con el kit de patrones densiCHEK los cuales
permiten monitorizar la precision del instrumento y por lo tanto confirmar la precision de la suspension del
arganismo.

El valor verdadero expresado en patrones MacFarland (McF) aparece impresa en la etiqueta del tubo patrén.

Desarrollo:
L Ajustar DensiCHEK Plus en pardmetro tubo de vidrio {wéase manual de usuario DensiCHEK Plus).
2. Tome el patron 0,0 McF y limpie la superficie externa con papel ¢ algoddn suave,

]
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% Invierta 5 veces para homogenizar.
4, Inserte el patrdn 0,0 McF en el equipo v pulse [a tecla Cero/Desplazar. Girar una vuelta completa el

patran, lentamente, {calibracidn a 0).

Seleccionar el patrén 0,5; 2,0 y/fo 3,0; limpiar su superficie externa con papel o algaddn suave,

Insertar patran y girar lentamente hasta que se observe el valor numérico.

5
a. Homogenizar por inversidn de 5 a 6 veces,
7
2

Anotar el valor en la hoja de registra del control de calidad de DensiCHEE Flus,

* Es importante que el valor de McFarland obtenido este dentro de los rangos aceptables para material,

La responsabilidad corresponde al tecndlogo médico de microbiologia

PRUEBA

PERIODICIDAD

RECQILISITC

ACCIONES CORRECTIVAS

Antibiograma por CIR;

tarjetas de sensibilidad
vitek 2

Densitametro

Por lote

Semanal

Rangos segan CLEI
de cada afio.

Rangos segdn
proveedor

Revisar rdtulos de las placas
sembradas

Revisar controles vy lecturas del
densicheck

Revisar cepas ATCC y ndmero de
repigues

Resembrar cepas ATCC

5i el problema persiste
comunicarse con el proveedor.

5i el valor del patrdn esta fuera de
los rangos aceptables, se debe
repetir los pasos del 2 al B.

Si adn el patron cae fuera de los
valores aceptables, contactese con
el proveedor

R R —
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Cultivo corriente y cultivos especificos

Las pruebas que corresponden a los diferentes cultivos se controlan por las placas de medios de cultives, se
realizan por lote y el responsable es el tecndlogo madico de microbiclogia.

MEDMO DE REQUISITO PERICDMCIDAD
CULTIVE CEPA CONTROL
CONTROL CRECIMIENTO
Enterococcus Taecalis
209312 C | i i
Agar Sangre olonlas plomas sin hemalisiz
Sthapylococcus aureus
25923 Colonias doradas betahemoliticas
Escherichia coll 25822 | Colonias planas lactosa positiva
Agar Mac Kigbsiella Preumaoniae
Conckey BAA 1705 Colonias mucosas Lactosa positiva
Peeudamaonas aeruginosas POR LOTE
27853 Colenias planas lactosa negativa
Streptococous
Chocolat : lani
Agar Chocolate pney a8 40519 colonias pequenas verdosa
Agar Cromao Streptococcus agalactiae ;
streptod 1L 810 Desarrollo colonias lavanda
| Mel
R elsseria gonosrea (I5P) | eolonia peugeds transparents
martin
Meisseria meningitidis (I5F) | colonia peugefia transparente

Las acciones correctivas corresponden a:

# Revizar fecha de vencimiento de las placas

» Revisar viabilidad de las cepas contral

= Repetir en nueva placa.

= Repetir con nueva cepa control.

—_—— e e e e
Manuol de Procedimientos de Microbiologia clinica

Pagina 78




CODIGO: HSC- LAB-10 Version: 1

e CARACTERISTICA : APL 1.3- ‘:ign;nciar 3 aﬁ’-‘fsl ;

B = r:

Hospital Santa Cruz ' ‘.i;;_. g! d:'czt-i:l:ﬂmbaﬂlnn Oetubre
Sivs Lot " | Manual de Procedimientos de Microbiolegla clinica T AR

| Octubre de 2023

Test de Helicobacter pylori

5e realiza control negativo de la técnica. Utilizando agua bidestilada con cada lote nuevo se saca el primer casette
y se trabaja con la muestra de agua como procede en el Inserto del kit. El responsable es el tecndlogo médico de
microbiologia,

PRUEBA PERICDICIDAD REQUISITO ACCIOMES CORRECTIVAS
por lote De marcar salo una Repetir el con otro cassette,
Helicobacter pylori linea contral. cambiar a otra lote de
reactivo.
Test de Streptococcus grupo A

5e realiza control positivo y negativo incluido en el kit. El responsable es el tecndlogo médico de microbiologia.

FRUEBA PERIODICIDAD RECQILNSITO ACCIONES CORRECTIVAS
Por lote control positivo: dos Revisar el vencimiento de [os
Test de Streptococcus lineas, reactivos,
Erupo & control negative: 1 Repetir con otro cassette
linea.

Rotavirus-Adenovirus

5e realiza control negativo de fa técnica. Utilizando agua bidestilada con cada lote nuevo se saca el primer casette
y se trabaja con la muestra de agua como procede en el Inserto del kit. El responsable es el tecnologe médico de
microbiologia.

PRUEBA PERIODICIDAD RECILISITO ACCIOMES CORRECTIVAS
Rotavirus-Adenovirus Por lote De marcar solo una Repetir el con otro cassette.
linea contral. cambiar a otro lote de
reactma.

e —
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Test rapido de campylobacter

Se realiza control positivo y negativo Incluldo en el kit. El responsable es el tecndlogo médico de microbiolegia.
El responsable es el tecnologo médico de microbiologia.

PRUEBA PERIODICIDAD RECUISITO ACCIOMES CORRECTIVAS
Par late control pasitivo; dos Revisar el vencimiento de los
Test de Streptococcus lineas. reactivos.
Erupo A control negativo: 1 Repetir con otro cassette
linea.

Test de Chlamydia Trachomatis

Se realiza control negativo de fa técnica. Utilizando agua bidestilada con cada lote nuevo se saca el primer casette
y se trabaja con la muestra de agua como procede en el inserto del kit. El responsable es el tecndlogo médico de

microbiologia.

FRLUEBA

PERICDICIDAD

RECQILNSITO

ACCIONES CORRECTIVAS

Test de Chlamydia
Trachomatis

Par lote

De marcar solo una
linea control.

Repetir el con otro cassette.
cambiar a otro lote de
reactiva.

Mononucleasis infecdosa

5e realiza control positivo y negativo incluido en el kit. El respansable es el tecndlogo médico de microbiologia.

PRUEBA

PERIQTICIDAD RECQLISITO

ACCIONES CORRECTIVAS

Manonucleosis infecciosa.

Por lote
lineas.

linea.

control positivo: dos

control negativo: 1

Bevisar el vencimibents de los
reactivos,
Repetir con otro cassetie
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VDRL

Se realizan cada vez gue se hace la prueba como se describe en el procedimienta. El responsable es le tecndlogo

médico de serologia.
PRUEBA PERIDDICIDAD REQUISITO ACCIONES CORRECTIVAS
VDAL Por tanda Diluciones segun Repetir el control.
provesdor, Repetir preparacian da
antigeno.
Cambiar reactivo,
RPR

S realiza una vez por semana como se describe en el procedimiento. El responsable es el tecndlopo medico de

serologia.
PRUERA PERIODICIDAD RECILISITO ACCIOMES CORRECTIVAS
RFR Semanal Segun proveedor Repetir el control.
Cambiar reactivo.
MHATP

Se realizan cada vez que se hace la prueba como se describe en el procedimiento. £l responsable es le tecndlogo
miédico de serologla.

FRUEBA PERIQDMCIDAD RECQUNSITC ACCIONES CORRECTTVAS

MHATP Por tanda Segun proveedor. Repetir el control,
Cambiar reactiva.

e ]
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Las registros de las pruebas VORL, RPR y MHATP guedaran en las carpetas con los mismos nombres en [a seccidn

de serologia,
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