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.- I NTRODUUCTCTIA ON

El control ds calidad tuvo su origen en la industria cuande Shewart
establecid sus principios bdsicos; afios mds tarde, en 1945, se empe
26 a aplicar en el laboratorio clinico cuando Wermlenmont utilizé -
la media aritmética y el rango como elementos eatadisi_:icos. En 1950
Levey y Jennings agregaron el uso de la desviacién estdndar y el -
empleo de cartas espacd:almente disefiadas para ei registro de los da
tos obtenidos. El control de calidad es un pmé:‘ama sistemdtico y

permanente para detectar y eliminar (o reducir al minimo) errores -
que éon responsabilidad del laboratorio y gue afectardn finalmente

la calidad de los resultados gensrados. (14), (18).

Eﬁ afos rreciantes algunas instituciones en los Estados Unides de Nor
te América, como la Food and Orug Administration (FDA) 4yv 1a Clinica -
Mayo en Rochester, Minnesota, E E.U U., empezaron a anfatiéar 1a ne~
cesidad de institudr un progrema de control de calidad en Microbiolo-
logfa Clinica. Una parte de.este control se ha hecho obligatorio de
acuerdo a las ordenanzas para lahoratarins clinicos publiéadas en el
Registro Federal de los Estados Unidos en 1963. En ellas se hacen re
comendaciones précticas que pueden adaptarse al trabajo realizado en
un laboratorio de cualquier capacidad, (2), (29). En el laboratorio

clfnica, en las sscciones de Quimica Clinica y Hematologia, se facili



ta el establecimiento de procedimientos estadisticos de control de ca
lidad debide a la naturaleza cuantitativa de muchas de las prusbas -
realizadas. En contreste, Micrebiologia Clinica es basicamente una -
disciplina cualitativa que ademds requiers interpretacifn subjstiva.
Las variablas en la coleccidn y transporte de muestras, selsccidn y -
uso de medios de aislamiento apropiados, condiciones de incubacién, -
m'iter:_l.ns de identificacidn, pruebas de susceptibilidad a antimicrobia
nos y el informe de resultados, pueden proporcionar posiblaes fuentes -
de error que, finalments, producirén inf‘omacién irrelavante o errdnea
Por consiguiente, un programa de control de calidad debe includr a to~
cb; ssﬂtos aspectos, de tal manera que puedan determinarse los i:[mitea
de ccnfiabilidad-de 105 procedimientos microbioldgicas a un casto razg
nable, 'pai'a qus la informacdén gque se proporciona al médico tenga rels
‘vancia clinica. El programa de control de calidad depandsra del tama-
fio del laboratorio v el tipo de pruebas que en &1 se realicen y deberd

includir todos los procedimientos a pasos antas mencionados,

The American British Cowdray Hospital es un nmosocomio con 152 camas, -
-que atiende enfermmos con padecimientos agudos principalmente y también

propaorciona servicic a pacientes externos.

Su laborataric clinico realiza aproxdmadamente 131,000 estudios anual-

mente, correspondiente el 7.7% de éstos a la seccién de Microbinlogia

Clinica.



En febrero de 1982, el laboratoric en que se realizd este trabajo, -~
atravesé par una fase de reorganizacion, reestructuracidn e implemen
tacifn de nuesvos sistemas de trabajo, inicidndose un mes después, un
programa elemental de control de calidad en la seccidn de Microbiolo

gia, el cual continla ampliéndose y mejordndose paulati;:xamente.

£l objetivo de este trabajo de tesis fue el de revisar los principios
generales del control de calidad ya establecidos en otros paises, ﬁa— |
ra adaptarloﬁ a las circunstancias psculiares de traba,jo de nuestro -
labtoratorio y comunicar las experiencias qus se tuviamn en la imple
mentaciSn del mismo, a fin de que pueda servir como qufa para otrus ~

laboratordos interesades en el control de calidad.
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PRECAUCIONES Y MEDIDAS DE SEGURIDAD PARA LLEVAR A CABO EL CONTROL
0E CALZIDAD.

Todos los microorganismos manejados en sl laboratorio deben con

siderarse potencialmente patdgenos.

Debe prohibirse fumer, comer, beber, llevarse chjetos a la boca
asi como tocarse la cara con las manos dentro del laboratorio, -
Esta prohibicidn debe racordarse con snuncios claramente visi-

hles fijados en las paredes.

Tados los articulos personales como bolsas de mano, anteajos, -

gtc,, deben guardarse fuera de las Areas de ffhba,jo.

S8 usaré bata durante sl trabajo y se dejard dentro del lasbora-~
toric al salir de 81. Si las batas se lavan en casa se trans-
portarén dentro de una bolsa ds pléstico y se lavardn por sepa-

rado.

Al empezar y terminar-las laborss del dfa se debe limpiar el -

~ Aree ds trabajo con fencl al 5%, ssguido de hipaclorito de so~

dio a1l 0.05%, utilizando guantss de hule para esta maniobra.

No debe permitirse gque se acumule el polvo dentro del laborato

rio.

§i por accidante se derrama un cultivo debs ponerse hipoclorito
de sodio al 2% sobre sl Adrea contanimada, cubrirla con toallas -~
de papel y ssperar 1S minutos, depositar después las toallas con

taminadas en un racipisnte y asterdilizarlas en autoclava.

Las ufas y manos deben lavarse con un cepillo blando y una =solu=~

cidn antiséptica tan frecuantemente como se requisra, especial-

menta después de contaminacién accidental y también al abondonar
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gl arsa de trabajao.

Toda lesidn o cortadura, por pequefia gue sea, debe notifi~
carse a la persona responsable. 51 los ajos tuvieran contac—
to con una sustancia quimica o infecciosa, se lavardn con agua

durante 15 minutos y después se consultara al médico.

No deben crearse aerusoles durants la esterilizacidn ds las -~
asas, agitacidén o centrifugacion de liquidos. Debe evitarse -

la costumbre de enfriar el asa en 8l agar de las cajas de cul=~
tivo.

En caso de accidente al centrifugar un tubo de cultivo, se utd
lizard glutaraldehido para descontaminar la centrifuga.

Durante el trabajo, el pelo debe estar recogido y no se usardn

alhajas u ornamentos colgantes para evitar cantacto con eapeci

menes y cultivos,

Se utilizardn guantes y cubrebocas cuando se manejen microorga-

mismos particularments peligrosos,

El laboratorio debe temer instrucciones precisas para el manejo
de material contaminado., Todo materdal desachado debe ser con
siderado potencialmente patdgenc.

El reporte de resultados nunca debe darse directaments al pacien

te, a menos de que éste sea médico, (2)



3.- PROCEDIMIENTOS GENEPALES QLE DEBE REALIZAR UN LABORATORIO OE
MICROBIDLOGIA CLINICA Y QLE DEBEN SUJETARSE A CONTROL DE CA-
LIDAD. '

3.1 Medios ds cultivo.

3.1.1 Preparacidn de medios de cultivo

Los fabricantes de medios cultivo tedricamente tienen un control de
calidad interne para los medios base que producen; sin embargo, ésta
no exime al laboratorio clinico a a cualguier otro 41aboratorio, de -
llevar su gropic control ds calidad para los medios que se preparen.

(23}, (30).

Aparentemanta la preparacidn de un medio de cultivo es simple, pero
puede estar sujeta a varios factores de arror como serian algunos de

los siguientes:

1,- Almacerar inadecuadame'nte los medios, Todos los rﬁedics base de
ben ser almacen}adas de acuerdo a las especificaciones de los fa
bricantes para evitar deterioro par exposicidn al calor, humedad,
oxidacién u otras condiciones ambientales desfavorables.

Cuando estén ya prepnracbs, es importante ev:itar su deshidrata-
cidn, misma que se manifiesta por agristamiento o enjutamiento -
de los rﬁismas, ocasionando concentracidén de lps ingredientes y

disminucidn de su capacidad para apoyar el desarrollo bacteria-
no. La deshidratacidn puede evitarse o retrasarse colocanda las

placas en bolsas de pléstico y almacendndolas en el refrigerador.



e

7.‘

7
(2), (8), (12), (13), (21), (28), (27), (30).
Para fechas de expiracidn cie los diferentes medios consultar -
las tablas 1y 2. {12)

Antas de usar las placas, deben estar a temperatura ambiente -

de una a dos horas aproximadaments,

Utilizar cantidades incorrectas de los medios, por srror al pe

sarlas o por funcionamiento defectuoso de las balanzas.

Usar agua corriente, en su lugar se utilizard agua destilada -

con minima contaminacidn bacteriolégica.,

‘Utildizar un volumen diferente de-agua al indicado por el fabri-

cante,

Usar cristaleria sucia u otro tipo de materiales que puedan con
tener residuos de detergentes, contaminantes quimicos o simple?

mente polva.

Mezclar insuficientemente los ingredientes del medio, lo cual ~
puede producir codgulas y en consecuencia la consistencia final
puede sar demasiado dura, o blanda, o bien propiciar una distri-~
bucién irregular de los ingredientes en las cajas de cultivo o -

en los tubos.

Sobrecalentar los medios por reesterilizacidn, conservarlos por
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* modifican las caracteristicas dsl med‘;o. Ests debe rectificarse

0.~

perindos prolongados en bafin Mardia una vez fundidos, o ro respsg
tar &l proceso vda satarilizacién en cuanto a tiempus‘ y tempera-
turas, todo puede m:!usar precipitacidn, hidrélisis y ablandamien
to del agar, ﬁaramelizacién de los carbohidratos, alteracidn del
pH, aumento ds la accidn inhibitoria o pérdida del colorants, gque

producen firnalmente una reduccidn de la capacidad para promover -

el desarrollo.

Enfriar bruscamente los medios después de esterdlizarlos y vaciar

los a las cajas O tubos, ya qus ocasiona precipitacidn o coagula-

cldn de los mismos. -

Daterminar incorrectamente el pH, ya que si no ss el correcto, se

glectromecdnicaments a temperatura ambiente en el momento de pre-
purar lus medios agregando acidos o alcalis, ségﬁn lo requiera, -~
hasta obtener el pH requerddo y también después del proceso de ag
terilizacidn introduciendo el electrodo directamentas sn las tubos
0 en el espesor del agar. El pH deseado debe tener una toleran -
cla dé + 0.2. 5i un medio de cultivo va a permanecer almacenado

durante varios dias, se dsbéra determinar su pH antes de utilizar

lo a fin de assgurarss de que no ha vardiado durante seste tiempo.

No identificar los medios con su nombre o abreviatura, ni registrar

an la caja su fecha de praparacidn.



.= No examinar los medios de cultivo adguirdidos ya preparados para

2.~

corroborar sus caracteristicas fisicas. Si el color de un nue-
vo lote de medios difiere de lotes praevios, el pH debe ser veri

ficado,

Exponer al efecto de la luz medios que contengan colorantes fo-

tosensibles, éstos dehen pf-otegerse con papel opaco,

13,~ Adicionar ingredientes no estériles a los medios ya esteriliza-

c)

dos. A menudo se les agregan nutrientes deshidratados, sustan-

cias de enriquecimiento u otros aditivos.  E1l enriguecimiento -

més frecuentemente usado, es la sangre de diferentes especies;

la sangre humana nunca debe empléarse, ya que los anticuerpos,
complemente y otros companentes antibacteria'ms del sistema in
mune, as{ como la presencia de farmacos, pueden teper aféctn‘ba_c_:_
teriastatico o bacteﬂ.cida.

La sangre de carnero desfribinada es pr;obablanente la mas efi-

ciente para el trabajo rutinaric porque:

Las reacciones hemoli{ticas del estreptococo son mds evidentes.

-8e inhibe el crecimiento de Haemophylus haemolyticus, bacteria~

no patdgena, lo cual es ventajoso ya que las calorias de este -

microorganismo, pueden confundirse con las de estreptococo hemg
itico.

€s menos costosa que la sangre de otras especies,
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3,12 Esterilizaci.én.

La esterilizacidén es un procsdimiento fisico y/o quimico utilizado -
para disminuir el nimero de microorganismos presentes en algin mate-

rial o sustancia.

Desds el punto de vista médico-farmacéutico, la esterilizacidn se en
tiende como la ausenci;a comprobable, en condiciones habituales de -
cultive, de microorganismos vivos con.capacidad de raproducbién,ind_a_
pendientemente da su ﬁ:r;ma. de vida {célules vegstativas, formas L y
esporas ), En el sentido bioldgico, el término es mas estricto y la
ausencia da crecimiento incluye, ademds de las formas bacterianas -

arriba mencionadas, a los hongos, pardsitos mononucleares y virus.

&) (17).

Paﬁ la esterilizacidn en microbiologfa, ya ssa de medios de cultiva
o cualquier otro material de léIbcratnrio, tiene que elegirse el agen
te estérilizanta adecuado y comprobarse su eficacia. En términcs ge
nerales, el calor se el medio fisico mis utilizado, pudiendo emplear
se tanto el seco como rln'mada. Este Gltimo es mds eficaz y se reali~
za siempre con vapor a presién en autoclave o en una olla con cierrs
hermética. Para la mayoria de los materiales, el procedimiento es-

tandar para un autoclave raquiére de una presidn de 1,05 Kg/cmg, -

15 1bs y una temperatura da 121°C durante 15 minutos.

El procedimiento y funcionamiento del aquipo se controla mediante -
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la verificacién constante de las presiones alcanzadas sn el mandme-
tro; asi como el exacto cumplimiento del tiempo establecido, ambos

controle; aeben quedar ragistrados sn una hoja disefiada para este -
fin. Estos parametros sdlo permiten una conclusidn indirecta de la
calidad de la esterilizacién. La comprobacidn directa se realiza -
madiante 8l uso ds bioindicadores cuya aplicacién y ventajas descri
bi6 desde 1897 Robert Koch (15). Los bioindicadares per-
miten hacer un andllsis cindtico del proceso de destruccidn de mi-

croorganismos de una sola espscie con resistencia conocida frente -

al agente esterilizante,

Los bioindicadores pueden clasificarse de acuerdo con el agente es-
terilizante (por ejemplc calor seco, vapor de agua, radiaciones ieni

zantes, gases o liquidos) o segin el material de soporte.

Para cada agente esterilizante se debe escoger el bioindicador corres
pondi.ente que ofrezca la resistencia Gptima al mismo, La eleccién -
depende de las caracteristicas del proceso de esterilizacidn y del -

material a esterilizar.

Los requisitos para el uso de bioindicadores son los siguientes:

a) Las bacterias de las que proceden las esporas no deben ser patd-
genas.

b) No deben formar toxinas mi pirdgenos.
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c) No deben ser capaces de replicarse a 37° C o a temperaturas mds

bajas.

d) Se debe contar con el dato del nimero de lote y fecha de fabri-

cacidn,
e) Fecha de caducidad.
f) Instrucciones de empleo y almacenamiento.

g) Instrucciones para su destruccién. (9), {15), (17).

£l bioindicador mas utilizado en autoclave son las esporas de -

Bacillus stearathermophilus, que posee resistencia ya establecida
en caldo nutritivo e incluye en el envase, hidratos de carbono de -
reaccidn dcida al ser fementados y un indicador dcido~base (plrpura

de branocresc;l) que determima el cambio de pH del medio.

Después de la esterilizacidn en autoclave, las ampolletas se incuban
a 569 C, las esporas que hayan sobrevivido se multiplicaran formando
dcidos por el metabolismo de los carbohidratos, ;:ue provecan cambio -
del indicador de violeta a anar;illo, monstrando una esterilizacidn -

- incompleta. Idealmente, con cada carga de material a e;sterilizar se
deben colaocar. varios indicadores en posiciones diferent-és del auto -

clave; con sélo un bigindicador que manifieste que la esterilizacidn

fué incompleta, se dehe revisar;fudu el procedimiento de esteriliza-

cién. Si no es aconomicamente posible hacer este control estricto,
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es suficiente utilizar un biocindicador en una carga, solamente en un
dia previamente establecido a la semana y hacer control de todas las

demds cargas ton cintas testigo.

3.1.3 Pruebas de esterilidad.

Una vez gue los medios se han preparado en el 1aboratnrio,Aes necesa-—
rio probar su esterilidad como condicién previa para autorizar su uti
lizacién. Este reaquisito estd evaluando, en Gltima instancia, a todo
el proceso de elaborecidn. (8), {12), (13), (21), (25), (28], (27,

(30).

Las pruebas de esterilidad puede llevarse a cabo en todos los medios -
contenidos en cajas o tubos incluyendo a los gue se les adicioran. com-
ponentes estériles; por ejemplo carbohidratns u otros enriquecimientos

14biles.

La esterilidad debe probarse con una muestra estadfsticamente signifi-
cativa del total de unidades preparadas en cada lote. No es costeable
y a la vez se corre el riesgo de contaminacidn o deterioro, si se eva-

1%a a todo el lote.

Cuando se trata de medios enriquecidos (gelosa sangre, chocolate, etc. )
23 suficiente analizar el 5% del total de cada lote de cajas o tubos v,

para medios selectivos o diferenciales, hesta el 1 § 2% del total. -
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Las muestras seleccionadas deben incutarse a la temperatura a la cual

va 8 ger usado el medio y el resto.de ellas se mantienen a temperatura
ambiente, ambas durante un perfodo de 24 horas. En esta forma se esti
mula sl crecimiento de microorganismos contaminantes en caso de que es

tén presentes. 8i no hay desarrollo, lios medios pueden utilizarse.

En ocasiones pueden observarse colonias éontaminantes después del pe-
rfodo de esterilidad de 24 horas, hacifndose evidentes hasta después

del periodo de incupacidn, cuando las cajas o tubas se han inoculado

ya con una muestra clfnica. Estos contaminantes deben identificarse,
ya que as{ puede localizarse la fuente de gue provienzn. §ilas colo-
nias crecen en el espasor de la caja puede pensarse gue los medios se
cantaminaron en alguna etapa del proceso de elaboracidn y si desarro-
1la solamente en la superficie, ésta pudo haberse adquirido por conta
minantes del ambianfe o0 inocularse jurts con 'la muestra clinica. La
persona gue trabaje con estos medios dece estar atenta para detectar-
estas colonias contaminantes y no confunidirlas con las provenientes de

la muestra.

La contaminacidn en los medios que no reauieren esterilizacién, puede
no ser notada con los métodos ya descritos porque son inhibitorias pa
ra muchos microorganismos, asf que es canvaniente hacer una dilucién

"1:10 en caldo estéril del medic base, = incubarle durante 24 horas, -
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En esta forma se diluyen las sustancias inhibitorias y sa' logra un .~ .

aislamiento mis rdpido y purc de los contaminantes.



FECHAS DE EXPIRACION PARA MEDIOS EN PLACAS, CALCULADOS A PARTIR DE

LA FECHA DE PREPARACION.

MEDIOS

Agar bilis esculina

Agar infusién cerebra corazdn

Agar infusidén cershro corazén

con sangre

Agar chocolate

Agar sangre Columbia

Agar DNAasa con azul de toluidina

. Agar EMB
Agar Hektoen - entaric

Agar Mac Conkey

Agar. fenil etil alcohol con sangre

‘Agar dextrosa Sabouraud
Agar Thayer - Martin
Agar tripticasa soya

Agar XLD

TABLA -

3.1.1.a

FECHA DE EXPIRACION

6

6

semanas

. semanas

semanas

semanas

mes

semanas

samanas

mas



FECHAS DE EXPIRACION PARA MEDIOS EN TUBO CALCULADOS A PARTIR [E LA
FECHA DE PREPARACION,

MEDIOS FECHAS OE EXPIRAGION
Agar base Bordet-Gengou 6 semanas
Caldo infusidn cersbro corazan 6 meses
Agar infusidn cersbro co.razén 6 meses
Agar cisteina tripticasa | .6 meses
Agar cisteina tripticasa con carbohidratos = 6 semanas
Sustrmato de Hipurato (congelado a -20° C) © 3 meses
Caldo mitrato-indol | 1 mes
Calda indol-nitrato-movilidad : 1 mes
~Caldo base de KCN . o ; 6 meses
Agar 1isira hierro IS « 6 meses
Caldo malomato , ' : ‘ E 6 mes=es
Caldo de MA-P SRR 6 meses
Agar nitrato ' , - . 6 meses
Agar triple azicar hierro L 6 meses
Ticglicolata ‘ 1 mes
Agar citrato de Simmons 3 meses
Caldo Todd-Hewitt o 6 meses
Caldo selenita 6 meses
Agar dextrosa Sabouraud 6 meses
Agar urea | ,. 6 meses
Caldo tripticasa soya con NeCL al 6.5% 6 meses
Caldo nutritive &

meses

TABLA 3.1 b



16
3.1.4 Efactividad de los medios de cultivo,

Una vez que los medios han pasado.las prusbas de éstérilidad. debe =~
evalusrse su capacidad para estimular o inhibir el desarrcllo de micrg
organismﬁs de referencia, de los gque se conocen sus caracteristicas -
morfoldgicas y bioquﬂniﬁas al desarrollar en un determinado medio, es-

‘psrdandose buena reproducibilidad entre los medios recientemente prepa-

‘rados asi como en los gue se han preparado anteriorments. {2), (6),(12),
(27).

De las colonias formadas ss observaran sus caracteristicas morfoldgi-

cas (tamafio, aspecto, forma, etc.), asi como sus reacciones al medio

(pigmento, hemdlisis, etc.).

.Algunos medios, sobre tqd:a los que se utilizan para sl desarrollo de-
microorganismos de crecimiento dificil, da-ban probarse con especial in
terés, ya que a estos generelmente se les adicionan componentes para -
aﬁrlquecerlos 0 hacerlos inhibitorios para aigwms microorgardamas y -

durante la esterilizacidn o preparacidn pueden haber perdide o dismi-

nuido su efectividad,

Los medios selectivos o difersnciales deben evaluarse tento con -

mimorgarﬂ.snos que pusdan desarrollar en ellas, como fren'ca.a los que

son inhibidos por éstae.
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Los medios para prusbas bioguimicas deben verificarse con dos o mds mi

croorganismos gque den resultados positivos y negativos.

El indculo utilizado para las pruebas de medios sélidos en cajas no -
debe ser abundante. Un indculo satisfactorio y relativamente estanda-
rizado; se consigue preparando una dilucidn 1:10 de una suspensidn del
cultivo de prueba en un caldo estéril, equivalente a una turbiedad de

0.5 en el estdndar de Mc Farland, utilizando una asa calibrada de 0,001

ml de capacidad.

En los medios para pruebas bioquimicas la técnica de inoculacién depen

derd del medio que se evalde.

En la siguiente tabla (3.1.4.) se indican los medios mds utilizadas en
gl laboratorio, los microorganismos recomendados para su confrol de ca
lidad y los resultadas que se deben esperar. Esta es una gufa general
y cada iaburatoriu'debe sgleccionar lo que le interese segin ses la va
riedad de medios que utilice‘para satisfacer sus necesidades de aisla-

miento e identificacién.



MEDIOS

BILIS EGCULINA

AGAR CHOCOLATE

AGAR GANGRE
COLUMBIA

MICROOAGANISMOS RECOMENDADOS PARA CONTROL DE EFECTIVIDAD DE MEDIOS EN PLACA Y EN TLEO

CONTROL POSITIVO

Enterococos

Haemophilus in—

fluenzae

Escherdichia coldi

Pssudomonas aeru-
ginosa

Btregtodoccus
Grupo "AY

Stregtococcds

prneumoniae

Enterococos

RESULTADO ESPERADD -

Crece, el medio
cambia a nsgro

Cracimiento
incrementada

Crecimiento de co-
lonias tipicas

Crecimiento de co-
lonias tipicas

Crecimiento de co-
lonies tipicas, y
beta-hemdlisis

Crecimiento de co~
lonias tipicas, y
alfa-hemdlisis

Crecimiento de co-~
lonias tipicas.

TABLA

CONTROL. MEGATIVQ

Stregtacoccus
GFUDO npY

Ninguno

Ningunn
Ningunu

Ninguno

Ninguno

Ninguno

3.1.4.

REGULTADO ESPERADD  FRECLENCIA DE LA
PRLEBA

No hay desarrollo Cada lote

ni cambio de color

en el medio

Cada lots

Cada lote

Cada lots.

Cada lote

Cada lote

Cada lots



MEDIOS

AGAR CITRATO

AGAR CISTINA
TR IPTICASA' '

CALBO HIPURA
T0

MEDIO INDOL-
NITRATO-MOT
LIDAD

LISINA HIERRQ

MICROORGANISMOS RECOMENDADOS PARA EL CONTROL DE EFECTIVIOAD DE MEDIOS EN PLAGA Y EN TUBO

CONTAROL POSITIVOD

cloacae

Escherichia coli

y disco de dex-
trosa,

StreEtococcus

Grupo "B" (cepas
hemoliticas y
no hemoliticas).

Bacteroides fra-

gilis ssp, the=

talotaomicron.

Clostridium no-

M tipo "AY

Edwardaiella
tarda.
=

RESULTADD ESPERADO

Crece en el agar
cambiando a azul
prusia.

Cracimiento con pro
duccion de acido
(amarillo)

€l medio vira a pir
pura al adicionar
ninhidrina.

Praduccidn de indol
Mﬁvilidad positiva

Alcalino/Alcalino
M8 (+)

CONTROL. NEGATIVO

Eacherichia coli

Escherichia coli
sin disco de dea
trosa.

StmEtucoccus
BerD npe

Bacteroides fra-

gilis ssp, fragl
1lis

Bacteroides fra-

glis

Proteus mirabilis

RESULTADO EBPERADD

No crace

Crece, sin produc-
cion de acida.

E) medio no cambia a
purpura al adiciorar.
ninhidrina

No produce indol

Movilidad positiva

Rojo/Alcalino

H8 (<)

FRECUENCIA DE (A PAUEBA

-Cada lote

Cada lote

Cada lote

Cada lote

Ceda lote

Cada lote



MEDIOS

HIERRD AGAR

TAIPTICASA CALDD
SANGRE

AGAR UREA
INCLINADO

CALDO DE VOGES-
PROSKALER

AGAR NITRATO

MICRODRGANISMOS RECOMENDADOS PARA EL CONTROL DE EFECTIVIDAD DE MEDIOS EN PLACA Y TUBD

CONTROL POSITIVO

Proteus vulgaris

Clostridrium novyl
grupa nan

Bacteroides fragi-
lis

Haemaphilus influen—

zae

Proteus vulgaris

Enterobacter aa-

rogenes

Escherichia coli

RESULTAID ESPERADO

Alcalino/dcido con
HES

Crece
Crece

Crece

Cambia el medio a
rosa

Cambia el color del
medio con adicidn -
de reactivo de alfa
naftol

Cambia el color dsl
medlo a rojo cuando
se adiciona el reac
tivo

CONTROL NEGATIVO

Pseudomonas aeru-

Einosa :

" Ninguno

Escherichia coli

Escherichia coli

Acinetobacter cal-

.coaceticus

AESULTADO ESPERADD

Alcalino/neutro sin

HQS

No cambia €l color del

madio

No cambia el color del

medio

No cambia el color del

FRECUENCTA OE LA PRUEBA

Cada lote

Cada lote

Cada lote

Cada lote .

Cada lote

medio cuando se adicio-

na el reactivo



MICRODRGANISMOS RECOMENDADOS PARA EL CONTROL DE EFECTIVIDAD OB MEDIOS EN PLACA Y TUBO

MEDIOS CONTROL POSITIVO RESULTADO ESPERADD CONTROL NEGATIVO RESULTADO ESPERADD gg(i.ggAINCIA DE LA

LOWENSTEIN JENSEN Mycobacterium Crecimiento caracts Ninguno Cada lote
tuberculosis - ristico ‘

CALDO MALONATO Entsrobhacter ' Cambia el ocolor del Eacherichia coli No cambia el color Cada lote
asrogenas medio a azul prusia del medio

CALDO ROJO OE METI ~ Escherichia coli Canbié el color del Enterobacter Na hay cambio de Cada lota

Lo - medioc de amarillo a aerogenes . color

rojo con adicidn -
del reactivo

AGAA FENIL-ETILICO "Staghzlococcus Crecimiento incramegn Proteus mirabilis Inhibicidn del creci  Cada lote

tado Pseudomonas aaru- miento
' ﬂmsa .
CALDO SOYA TRIPTI- Enterococoa Crecimiento, turbi- Streptoococcus No hay crecimienta Cada lote

CASA CON NaCl al _ dez dal madioc grupo "g*
6.5%) ' '
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] 3.2. Heﬂctiws .
3.2, 1 Reactivos comerciales.

Una diversidad de reactivos usados eh microbiclogia se adquieren comer
cialmente. Para su control, es importante registrar de ellos la si—

gdente informacidn:  (21), (28).

1.- Procedencia: Datos de identificacidn del fabricante (nombre, do-

micilio, teléfono) para cualquier aclaracidn scbre su producta.

Re= Marca: Datc importante porque la calidad del producto puede va-
riar de un fabricante a otru, por consiguiente, todo reactivo con
una nueva marca debe ser evaluado, comparande sus reacciones con

las del producto anterdor,

‘3.~ Nimero y caracteristicas del lote: Debe aclararse cualquier dife
rencia entre el rendimiento del reactive y las caracteristicas -

praporcionadas por el fabricante,

4.~ Fecha de recepcidn en el laboratoric y cudndo fue puesto en uso:
En algunos reactivos, su vigencia comienza desde el momento en ~
que el frasco se abre, la fecha de caduclidad debe ser proporcio-

mada por el fabricante. Se deben realizar pruebas de efectividad
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periddicamente, aln dentro del perfodo de vigencia, o cuando va-
ya a ser usado si es que transcurrid mucho tiempo sin utllizarse.

Se deben descartar todos los productas caducos.

Los reactivos guimicos deben almacenarse de acuerdo a las especifica-
ciones de los fabricantes y del tipo de composicidn de cada una de -

ellos,

Como regla general, nunca deben utilizarse reactivas que no hayan sido

probados con controles positivos y negativos.
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3.2.2 Reactivos preparados en el laboratorio.

La varisdad de reactivos que se prepafen en el laboratorio, dependerd
de los métodos que ahi se realicen. Algunas de los reactivos no serdn
viables por mucho tiempo, por lo que debe tomarse en consideracidn lo

siguiente: (2), (12), (21).

Algunos reactivos tienen que almacenarses en el refrigerador o a tempe-
ratura ambiente, igualmente pueden requerir envases de color dmbar pa-

ra protegerlos contra la luz.

Para algunos reactivos no existe fecha de caducidad; sin embargo, de -
acuerdo a la composicidn quimica y esfabilidad del reactivo, se ls da-
ré4 una fecha limite no mayor de seis meses del dfa en que se prepard
y dentro de la cual se probara su efici'encia. Para los reactivos en -
los que si hay‘una fecha Ee caducidqd, su uso se ajustard al tiempo max_"

cado.

‘No se deben utilizar reactivoé gue no tengan ma_rcadas en el exterior -

del envase la fecha de caducidad y la de su preparacidn,

La eficiencia de todos los reactivos preparados en el laboratorio se

debe probar antes de utilizarlos en el trabajo diardo.

Cada nuevo lote debe verificarse segin lo reguiera el reactivo, regis-
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trandose los resultados con el nombre de los microorganismos con los -
que se realizé el control positivo o negativo y las .observaciones -
que llevaron a su aceptacidn o rechazoi a continuacidn se daran datos

de reactivos comurmente usades en el laboratorio.

3.2.3. Reactivos biolégicos,

Tados los reactivoS que tienen un principio bioldgico deben tratarse
con especial cuidado, ya que bequeﬁas variacior-xés en sus propiedades
puedan alterar los resultados de las pruebas para los gue fueron desti
nados. A continuacidn se comentaran algunos de los reactivt;s biologi-

cos mas utilizados en el laboratorio,

3.2,3.1 Sueros antiespecie, conservacidn, potencia,

Gﬁnsawacién: Los aueroé a8 debén almacanar en sl refnlgsradbr ala -
taﬁperatura estipulada por el fahricantae, cuando se utilicen debe. haber
Auna minima expasicidn a la temperatura ambiente, 'su transparencia y co-
lor no deben experimentar aigﬁn cambio pues esto puede indicar deterio-

ro y por 1o tanto no deben usarse. (2), (6), (21).

Caducidad: Todos los sueros para tipificar microorganismos deben tener
la fecha de recepciSn.en el laboretorio y la de su reconstitucién.  No

se deben almacenar mis sueros de los que esté previsto que se utiliza-
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vdn en un tiempo determirmado de trabajo, ya gue por su naturaleza bio-

ldgica, pierden su patencia.

Potencia; Los sueros deberan mostrar su capacidad de aglutinacidn an-
te microorganismas gue sean positivos o no mostrarla en 1los casos nega
tivos, cada frasco vial deberd comprobarse antes de usarse por pri-
mera vez y a intervalos durante todo su usa, No deben‘utilizarse des~

pués de la fecha de expiracidn,

Cada vez que se prughen los sueros se utilizard un control positivd ¥
un negativo, éste (ltimo no deberd ser sélo solucidn salira sino un mi

croorganismo para el cual la reaccldn es negativa.

3,2.,3,2 Plasma, control de efectividad.

Los plasmas recomendados para realizar la prueba de coaéulasa son el -
humano y de preferencia el de conejo, aunque otras alterrmativas pueden
ser el de caballo, carnerc a bovino, Estos deben ser estériles, ya sea

en fresco o liofilizados (deshidratados). (29), (21).

Del plasma comercial, se debe reconstituir solamente la cantidad nece-
saria para el uso diario, No se recomienda guardar frascos de plaszma
rehidratado a menos que se congele. El plasma se rehidrata wtilizando

una pipeta estéril y con agua destilada, de acuerdo a las indicaciones

del marhete.
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El plasma fresco, a partir de sangre entera, se obtiene centrifugdndo-

la y obtenidndolo asdépticamente en un recipisnte estéril, evitando re-

coger hematfies.

Antes de emplear plasma citratads, se recomienda agreger heparina para
- g8liminar una reaccidén de coagulase retardada, positiva falsa, debida a
microorganismos capaces de utilizar citrato, originando de tal modo -

que el plasma coaguls.

£l control de efgctividad se realiza haciendo reacciorar el plasma con
cultivos positivoé y negativos conocidos, antes de su empleo general,

~ las cepas utilizadas son, Staphylococcus aureus (coagulasa positiva) y

Staphylococcus epidermidis (coagulasa negativa). Asimismo puede con-

trolarse su coagulabilidad por su recalcificacién, para ello se agrega
una gota de cloruro de calcio al Sh a una alfcuota de 0.5 61 de plasma

(dilucidn 1:2) con lo que se formard un codgulo.

Si el plasma comercial no reacciona convenientemente con el control de

eFecfivided, todo el lote deberd ser devuslto al fabricante.

El plasma que se utiliza en la prueba de la coagulasa debe adaptarse a
los siguientes criterios: 10.‘debe'contener cantidades suficientes de -
factor reactivo de coagulasa (FRC) y fibrindgeno, 20. debe estar excen

to de actividad fibrinol{tica y 3o. debe estar libre de inhibidores.
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El factor plasmdtico varfa entre las especies animales, prowcando di--
fargncias en la conducta de la coagulacidn, la mayorfa de las coagula-
sas coagulan el plasma humano, de cerdo, conejo y caballo, pero no el

de cobayo, rata y pollo.

La concentracién de FRC es méxima en el plasma humana, disminuyendo en

el de cerdo, consjo y caballo.

3.2.3.3 Discos de papel filtro con antibiéticos.

La conservacidn de los discos para prusbas de susceptibilidad general-

mente se hace en el refrigerador o congelador y dentro de un desecador.

La cantidad total de discos ds qo.;e dispone el vlabaratoria pusden ser -
divididos en dos partes; los que se utilizarén en los dfas préximos de
trabajo y los que se tianeh de reserva. Lo0s primeros pueden conservarse
en el refrigerador y antes de utilizarse deben estar a tempemtutfa am -
- biente; los de rééerva deben eétar en .el éongalador a =14°C, principal-
mente los peréenecientes a las pénicilinas y cefalosporinas. Estos pus
den pasarse al refrigamdor o utilizursa'directamente, igualando antes -
sy temperatura con la del ambienfe para prevenir ccndensacidn de la hu-

medad en la superficie de los discos (2), (6), (12}, (13),}(21), (aS)..

(27), (32).
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La céducidad de los discos’debe vigilarse cuidadosamente; por lo gene-
ral viens igdicada la fecha en los envases. No se deben utilizar dis—-
cas.caducas. Desde 1961, la Federal Drug Administration (FDA) ha cer-
tificado el contenido y calidad de todos los discos fabricados en Esta
dos Unidos de Norteamérica, recomienda que los discos para pruebas de

susceptibilidad antimicrobiana, se sometan a control de calidad diarig_
mente, al mismo tiempo que se realizan los antibiogramas del dfa, vya

que aunque no eatéﬁ caducos pueden perder su potencia par almacenamien
to inadecuado o no c_:unplir can ei"contenido de antibiético marcado por
gl fabricante; para es_to se incluyen cepas de referencia junto con las

cepas a investigar, las cepas de referencia con Staphylococcus aureus

ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC .

27853,



3.2.3.4 Discos y tiras impregnadas con reactivos.

Ademdz ce los discos para pruebas-de susceptibilidad antixhicrobiana, -
existen en l_a actualidad discos o tiras impregnadas con reactivos brug
bas de identificacidn presuntiva o bioquimicas répidas) éstos dében al
macenarse con un desecante generaimenta propotcionado dentro del paque
te original y bajo las condiciones sugeridas por el fabricante, guien

proporciona _también su fecha dg caducidad, E1 laboratorio debe regis-

trar la fecha en que fué puesta en uso la tira o disco de reactives.

Todo nuevo lote de estos reactivos debe probarse antes de au uso, con
microorganismos de referencia con reaccién positiva y negativa. (6],

(27). -



REACTIVOS

TINCION CE GRAM

PEROXIDO DE
HIDROGEND

CALDD KCN

ROJO DE METILO

DISCOS DE OPTO-
QUINA

ORNITINA
DESCARBOXILASA

MICRODAGANISMIS RECOMENDADCS PARA EL CONTROL DE CALIDAD DE REACTIV@, TIRAS Y DISCOE -

CONTAOL POSITIVO  RESULTADOS ESPERADOS  CONTROL POSITIVO

Staphylococcus
aureus  ATCC

25923

Staphylococeus

aursus ATCC
25923

Proteus vulgaris

Escherichia coli

Stregtococcus
Eneunoniae

Hafnla alv_ei

Mi\cmorganiemoa
Gram positivos

S8 producen burbu~
Jas B

Crece

El caldo cambia e
rojo

Zona de inhibieddn
alrededor del disco
de 15 mm

Crece cambianda el
medio a plrpura

TABL A

Escheribhia coll
ATCC 26923

Streptococcus "A"

Shigella sonnei

Enterpbacter

BBI‘OEBH&!\

Stregtococcus

alfa hemolitico

Proteus vulEris

3.2

RESULTADO ESPERADD

Microorganismos
Grem negativos

No hay produccidn
de burbujas’

No crece.

No da el color rojo

No hay zona de inhi

bicidn alrededor del

disco

FRECUENCIA DE LA
PRLEBA

Olardo

‘Dlardo

. Cada prueba

Cada lote, semanal

Cada lote, semanal

Cambia el medio & ama Cada lote, semanal

rillo



REACTIVOS

TIRAS EN PLACAS
0E AGAR TRIPII-
CASA SOYA CON
FACTORES

FACTOR V

FACTOR X y V

TIRAS DE GELA-
TINA

CERMINACION EN
TLHO

MICROORBANISMOS RECOMENDADDS PARA EL CONTROL DE CALIDAD DE REACTIVOS, TIRAS Y DISCOS

CONTROL POSITIVO RESULTADOS ESPERADOS CONTROL NEGATIVO RESULTADOS ESPERADOS  FRECUENCIA DE LA

Haemophilua
hrophilus

Factor X

Haemthil us
parainfluenzae

Haemophilus

influenzae

Haemophilus
parainfluenzae

Pssudomanas

BBNHEHOBB

Cantida alblcans

Crece alredsdor de
la tira

Crece alredador de
la tira

Crece alrededor de
la tira

Crece alrededor 'da
la tira

Microorganismo que

licua la gelatina,

dando un color azul
claro,

Berminaclidn dentro
de las dos primeras
horas

Haemophilus No crece alrededor
‘influenzae de la tira
Haemoehilus No crece alrededor de
influenzae la tira -

Ninguno

Pasteurslla  Microorganismo que no
multocida licua la gelatina

Candida tropicalis No hay germinacion
dentro de las dos
primeras haras

PRUEBA

Cada lots, semaral

-Cada lote, cuando'

se realiza la prus
ba

Cada que se realice
la prueba,



REACTIVOS

DISCOS DE BACI-
TRACINA

OISCOS DE CARBO-
HIDRATOS

PLASMA PARA COA-
GULASA :

TIRAS PARA CITO-

CROMO OXIDASA

REACTIVO OE
EHRLICH

'CLORURD FERRICO

MICROORGANISMOS RECOMENDANOS PARA EL CONTROL DE CALIDAD OE REACTIVOS, TIHAS Y DISCOS

CONTROL POSITIVO

Streptacoccus
grupo "A "

Controles apro-
piados

Stgghzlococcus

aureus
R

Pseudomonas ae—

ruginasa ATCC
27853

Escherichia coll

Proteus mirabflis

RESULTALOS ESPERADDS  CONTROL NEGATIVO

Zona de irhibicidn
de 10-18 mm alrede-
dor del disco

Produccidn de écido

Plasma coagulado

La bacteria torna la
tira de azul a negra

Desarrolla color ro-
sado

ta parte inclinada -
dal agar fenil alani

na desaminasa lo tor
na verde

Gtreptococcus
grupo "B

Controles apropia

dos

Stgghzlomccus
epidermidis

Escherdichia coli
ATCC 25922

Entercbacter aero

‘genes

Escherichia coli

RESULTADOS ESPERADOS

No hay zona de inhi=-
bicidn '

No hay praduccidn de -

dcido :

No coagula el plasma

No produce cambio de
color en la tira

No desarrolla color

No produce. ningin cam
bio en el medio fenil -

alanina desaminasa

FRECUENCIA DE LA
PRLEBA

Cada nuevo iot_e y
semanalmenta

" Cada lote

" Dlardo

‘Cada lote, diario

Cada lote, semanal

Cada lote, semanal



MICROORGANISMOS UTILIZADDS EN EL CONTROL DE CALIDAD DE SUEROS ANTIESPECIE

SUERD TIPIFICANTE

Arizona

Alkalescens-dispar

Arizona-mono

Bethesda -Ballart_:g
Eacherichia coli

Poli A
Poli B

Poli C

Haemophilus influenzae

Acinetobacter calcoaceticus

- var, lwoffi

Polivalente
Polivalente H
Salmonella
Grupo A
Grdpu a
Grupo C 4
Grupo Cz

MICRODAGANISMOS CONOCIDOS

Arizona hinshawii

Alkalescens dispar

Arizona hinshawii

Citrobacter freundii

026: BG
086: 87

015:821

Haemophilus influenzae

Acinetnbacter calcoaceticus

Salmonella sp.,
Salmonella @r‘ét yphi

Salmonella paratyphi A

Salmonella typhimurium

Salmonella thompson

Salmonella virginia
TABLA 3.2.3.1,

REACCION ESPERADA

Aglutlzinacién
Aglutinacién
Aglutinacidn
Aglutinacidn
Aglutinacién
Aglutinacion
Aglutinacidn
Aglutinacidn
Aglutinacidn

Aglutinacion

Aglutinacidn
Aglutinacidn

Aglutinacidn
Aglutinacidn
Aglutinacidn

" Aglutinacién



MICROORGANISMOS UTILIZADOS EN EL CONTROL DE CALIOAD OE SUERCS ANTIESPECIE

SLERD TIPIFICANTE

Grupo D

Grupe E

Grupo Vi

Shigella
A .
8
c

D

Streptococcus pneumoniae

MICROORGANISMOS CONOCIDOS

Salmonella enteritidis

Balmonella newington

Salmohella typhi

Shigella dysenteriae

Shigella flexneri
Shigella boydii
Shigella ‘sonnei

Streptococcus pneunoniae.

REACCION ESPERADA

Aglutinacidn

Aglutinacidn

Aglutinacidn

- Aglutinacidn

Aglutinacién
Aglutinacidn

Aglutinacidn

' vAglUtinacilén
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3.3 'Pruebas de suscéptibilidad.

Los primeras ensayos para cuantificar la potencia antibacteriana de -
una lsustancia. los realizd Fleming en 1924, al evaluar el efecto de -
diferentes antisépticos y en 1929 establecid el principio de la prue-
ba de susceptibilidad por difusién en agar al depositar el agente an
tibacteriano en un orificio cilindrico hecho en el agar, midiendo su

’potencia segﬁh el didmetro del halo de inhibicidn del crecimiento desl

microorganismo. (22)

Comenzaron después a utilizarse diferentes métodos, pero los resﬁlta-
dos obtenidos no eran corhparables entre los diferentes laboratorias y,

muchas veces, nl adn dentro del mismo laboratori_o.

En 1966, Kirby, Bauer Sherrls y Thurk, (S) publicaron los criterios -
umificadore« de la prueba por difusidn en agar o antibiograma y poste-
riormente se han establecido diversas técricas que han dado mayor pre-

cisi6én y reproducibilidad.

N
Las técrnicas para efectuar pruebas de susceptibilidad son de tres ti-

pos: (1)

1) Dilucién en agar o en medio liquido,
2) O0Difusidén en agar o antibiograma.

'3) Automatizadas.



1)

2a

Dilucidn en agar o en medio liquido: En las técnicas de dildcién,

gl antibidtico se diluye progresivamente en un medio de cultive -

1{quido {caldo) o sélido (agar). Cuando se emplea un medio liqui

do, el antibidtice se coloca en el primer tubo y se diluye en for
ma seriada, al final se tendra una cantidaa progresivamente menor
del antibidtico con un rango de concentraciones que simularén a -
aquéllas que se alcanzarian en suero, tejidos o l&quidos organicos,

con dosis convencionales de la droga.

. . 5 6
Después de sembrar cada tubo con el mismo indcula (entre 107 y 10
bacterias/ml), se incuban durante 18 a 24 horas a 35°C y se busca

la concentracién mds baja que inhibid el crecimiento.

En la técnica dé dilucién en agar, el microorganismo se siembra en
forma de gotas'can 3aséb x105 bacterias en cada una de ellas so-
bre la superficie del medio sélido, el cual contiene una concentra

cion determinada del antibidtico que se prueba.

Después del perfodo de incubacidn habitual se determina la concen=
tracidn inhibitoria minima (CIM) can criteric similar al utilizado

én tubo,

Difusidn en agar o antiblograma: La técnica de difusidn en agar,

también conocida como difusién en disco, antibiograma o de Kirby-

Baver es la mds utilizada en los laboratorio de Microbialogfa Cli-



nica, Esta técnica es, en esencia, el resultado de la interaccidn
de tres elementos: el antibidtico depositado en el reservorio, ge-
reralmente un disco de papel filtro, un microorganismo que serd in
hibido o no por el antibiético y un medio sdlido (agar) que servi-
rd de apoyo al crecimiento de la bac'geria y difusidn del antibiéti
co. Es importante seguir la técrica tal y como fué descrita por -
Kirby-B8auer, a continuacidén se describiri brevemente asi como los

factores que son necesarios tamar en cuenta.

Se prépara un indculo a partir de tres a cuatro colonias p‘erfecta-l
mente aisladas suspendiéndolas en 4 ml de caldo soya tripticasa., -
Se incuban los tubos a 37°C durante 2 a 5 horas hasta obtener una
turbiedad equivalente al estdndar de Mac Farland de 05 Con un
hisopo se inocula la superficie del agar de Mueller Hinton estrian
do env tres direcciones para hacer un inécui_a uniforme, Se dejan -
las cajas a temperatura ambiente durante 3 a 5 min;\utns.pa'ra qué se
-aeque. el indcule y se colocan cbsbués los discos utilizando unas =
pinzas previamente flameadas, se presionan éstos para que se achig
ran a la superficie del agaf y se incuban finalmenta las cajas en
los 30 minutos siguientes a su inoculacién (5). Después dei pe -
rdodo incubacién de 18 a 24 horas, se miden los halas de inhibdcidn
de cada antibidtico traduciéndose estos valores chO resistents, -

susceptible o susceptibilidad intermedia, de acuerdo con las tablas
de refarencia. (3.3) |
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Precauciones: El agar de Mueller/Minton deberd tenmer un grosor en
las ca,jas de S a 6§ mm., antes de utilizarse se seca durantevCiU mi~
nutos y sdlo se usardn cuatro dia_s después de su preparacién; el -
pH correcto del medio (7.4) deberd verificarse por el laboratorio.
Antes de inocular el agar debe exprimirse el hisopo comprimiéndola

contra las paredes internas del tubo.

Errares comunes y cantrol de calidad.

En las prusbas de s'uscaptibilidad en disco, se requiere de un es=-
tricto control de calidad, para obtener resultados Utiles y repro
ducibles. La mejor forma deAhacerlo es seguir la técnica tal y -
como se ha establscido, utilizar .el materig; y equipo apropiados,

incluir_ microorganismos de susceptibilidad conocida como control -
de cal‘idad,f medir comctamants.el didmetro de la: zonas de inhibi

cién, interpretarlas en foﬁna correcta y transeribirlas sin error.

La falta de un estricto contxrol de calidad puede acasionar una o -
varias fallas comunes gue se cometen con esta técnica, como puedsn

ser las siguientes.

1.- Utilizar un media diferente al de Mueller Hinton, usar un me-

dio caduco o mal preparado, no controlar su pH.

2.- Mo ajustar el indculo.
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3.~ (tdlizar un estdndar de Mac Farland inexacto como referencia

de turbledad.

4. Mo exprimir el hisopo cargado con el indculo antes de sembrar

1o.
S.- Tiampo excesiva entrs preparacién del indculo y su sembrado.
6.~ Uso de discos caducos o mal conservados.

7.~ Tiempo prolongado entre el sembrado del medio y la aplicacidn

da discos.
8.~ Retarda en la incubacidn después de la inoculacién.
9.- Utilizer indculos mixtas,

10.- Utilizar la técnii:a para microorganismos que requieren 1incubae-

cién anaerobia o que sean de crecimiento lento.

3) Automatizadas: La autamatizecién en el laboratorio clinicq se ha
-extendido a las prdebés de au;ceptibilidad. las ventajas tedricas.
de éstoé sistanés son, entre otras, la disminucién de armz;es oca
si_.onados por variaciones en las técnicas manuales, su mayor repro
ducibilidad, rapidez en los resultados y reduccidn de costo de la

prueba. E&igten dos equipos automatizados autorizados por la FOA,
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- gue ademés de practicar prusbas de susceptibilidad pueden adaptar

se para hacer la identificacidn de los microorganismos,



RANGDS [E LAS ZONAS DE INHIBICION PARA PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA CON DISCOS.

- AGENTE ANTIMICROBIANO

AMPICILINA
BACITRACINA
CARBENICILINA
CEFALOSPORINA
CLORAMFENTCOL
CLINDAMICINA
ERITROMICINA
GENTAMICINA
KANAMICINA
NEOMICINA
PENICILINA

- POLIMIXINA B
TETRACICLINA

TAIMETRUPRIN-SULFAMETOXASOL -

VANCOMICINA

DIAMETAO OE LA ZONA DE INHIBICION

(mm)

: ' S, aureus E. coli
" POTENCIA DEL DISCO ATCG 25923 ATCC 25922
_ ‘fO microgramos 2435 15-20
- 10 unidades 17-22 -
- 100 microgramos _ - ‘ : -
30 microgramos " . 25-37 18-23
30 microgramos 13- 2127
- 2 microgramos 23-29 : .
15 m:llcmgremas . 22-30 . 814
10 microgramos 1927 19-26
30 m:lcmgramug ‘ | 19-26 ‘ 17-25
' 30 microgramos . 18-26 v 19-23
10 unidades ' 26-37 -
© 300 unidades ' 7-13 12-16
30 microgramos . 1928 18-25
1.25-20,75 ug 2032 20-32

30 microgramos 15—~ 19 -



RANGOS CE LAS ZOMAS DE INHIBICION PARA PRUEBAS [€ SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA CON DISCOS

PABA Pseudomonas asruginosa ATCC 27853

DIAMETRO [E LA ZONA

AGENTE ANTIMICROBIANO . POTENCIA d—:l. DIECO CE INHIBICION (mm)
_GENTAMICINA ‘ 10 micmgrsmﬁsv - 16~22
CARBENICILINA - o - 100 microgrenos 1008

| CLQBAMFEMCOL 20 microgramos 6-12

' TOBRAMICINA o 10 microgramcs 195
POLIMIXINA B ‘  . a0 wddades - 13-18
TETRACICL'INA - 30 micrograncs _ 6-14

TABLA 3.3 b : ,



3.4, Ceparioc de microorganismos aervbios y anaercbios.

los tres métodos mas utilizados para la conservacidn de micmﬁrganis—
mos son: (1) Liofilizacion, (2) Congelacién y ultracongelacidén y (3)
Uso de medios apropiados para conservacion a corto plazo. (6), (12)

(19), (20), (21}, (29).

(1) Uofilizacién es el método mds canfiable, pero también el mis ela
barado, ya que requiere de eduipo éspecial. Este proceso consiste “en
la deshidratacidn de suspensiones bacteriangs’ congeladas sometiﬁéé a=-
bajas presiones, con lo que el agua pasa del estadﬁ s6lido al gaseoso
sin paser por el 1{quido. E1 equipo més sinple pare reslizer la liofi
1lizacidn consiste en un desecador, que adénés mantiene congeléda la ce

pa mientras dura el proceso, y una bomba de vacio.

S6lo se mencionardn los aspectos principeles en la conservacién por -

este método.

a) Selecciéﬁ de viales.

'b) Seleccidn del aéente c:d;opmtectgr.
‘¢) Preparacion y propagacién de la cepa.
d) Liofilizacién.

e) Almacenamiento.

f). Rehidratacién de las cepas liofilizadas. .



34

Las ventajas que presenta este método son las siguientes; las bacte~
rias liofilizadas pueden almacenarse durante largo tiempo si se man-

tienen en condiciones que eviten el oxdgena, humedad y luz.

La mayoria de las especies bacterdianas permanecen viables y sin alte-
rar sus caracteristicas de cultivo, morfologia y propiedades bioquimi

cas, Se pueds utilizar para aercbios y anaerobios,

E) Congelacidn y ultracongelacidn, se obtienen diferentes resultados =
segin las diversas especies, algunas bacterias soportan peffectamente

la congelacidén y, otras como hleiéseria y Haemophilus, son muy sensibles

a ella. Existen diferentes medios de soporte que a;:tuén como criopro-
tectores (como la leche descranada]; en geneml no es convenients te-
. ner aj.tas concentraciones de electralitos; la velocidad de enfriamien
to debe ser lenta al prir_rcipio (hasta 4°C) y rédpida de 4.C a 70°C. -
£l per{odo de conservacién va de seis meses a dos afios, pero se redu-
ce grandemente cuando las cepas se congelan y descongelan varias ve-

ces, por ejemplo, por interrupciones en la energia eléctrica.

La ultracongelacidn es el métoda que emplea nitrégeno liquido a una -
temperatura de -90°C. La experiencia de la American Type Culture Co
llactioh_ (ATCC) indica que este procedimignto permite la conservacidn

por perfodos mayores de quince afios, pero tiene la desventaja de su =
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cuéto elevado y personal altamente especializadg.,

(3) uso de medlos aprapiados. Para la conveniencia del traba.jo‘dia-

rio, pueden mantenerse muchos microorganismos conservando su viabili-
. c

dad y estabilidad durgnte largas per:'.ocbs? sin permitir el excesiwo cre

cimients y con baja actividad metabolica. Los siguientes medios son -

los mds recomendacos para la conservacion de microorganismos:

_1.- Cistefna tripticasa agar (CTA).

€5 un medio sin t_:arfbohidratos y semisOlido el cual permite el desarro
711‘0 de microorganismos por largos periodos a temperatura ambiente; -
los microorganismos pueden sobreinir algunas semanas 0 &fias, depen=-
d;lendo de su metabolisma, pudiendo vér’if‘icarse ‘su viabilidad cada" doé
6 tres meses por subcultivo en.-un Vm’edio apropiado, si el desarrollo -
es escaso pera conserva sus caracteristicas tipicas, se transfiere a

un;a nuevo tubo de CTA. 5i el cultive o esta en buenas condiciones o

si el crecimiento es atfpico, debe descartarse y obtenerse uno nuevo.

2. Tripticasa soya agar (TSA)

Muchos microarganismos como estafilococes vy antembacterias.‘ pue~
den mantenerse por &fos inoculdndolas por picadura en medio de tripti

‘casa soya agar, los tubos son sellados con parafina colocando previa-

mente un tapdn de carcho.



3.~ Agar inclinado de chocolate o sangre.

Los microorganismos de dificil desarrollo como neumococos y estrepto-
cocos, pueden mantenerse en tubos de gelosa sangre o chocolate, con -
tapones de rosca y en rafrigeracidn. Estos cultivos deben transferir
se cada dos o tres semanas en una nueva placa de sangre para compro -

har su viabilidad y morfologia, .y luego a un nuevo tubo inclinado de

sangre o chocolate. Haémophilus influenzae puede almacenarse por sub
cultivo diario en agar fresco de chocolate, estos tres microorganis -
mos también pueden almacenarse a temperatura ambiente si se subculti~

van cada semana, Neisseria gonorrhiceae puede conservarse por subculti

vo diario en agar fresco de chocolate. pera estos microorganismos no

sabreviven a subcultivos repéticbs.

"= Medio de carne picada,

Este es un medio apropiado para el méntenirr;iento tanto de aerobios cg
mo de anaerobios y de Fécultativr;s. Después de la inoculacion, los -
cultivos se aimécenan a temperatura ambiente en envases cerrados, aun
que el kmed:l.o puede manterer a los microorganismos por largos periodos’

debe verificarse su viabilidad cada dos o tres semanes.
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3.4.1 Mcroorgarismos aislados en el laboratorio,

La conservacidn de microorganismos aislados en el labbratorio, depen—
dera de los fines para los que se utilizaran, Pueden emplearse para

el control de calidad de medios y reactivos si no se cuenta con cepas
de referencia, para proyectos de investigacidn, rectificacion o acla-
racidn que tenga que hacerse en cepas aisladas de pacientes o, simple
mente, para contar con una variedad de microorganismos aislados de -

muestras clinicas.
£1 método dependerd de los recursos del laboratoria,

!

3.4.2 La utilidad de la American Type Culture Collection (ATCC) en el

control de calidad de Microbioclogia.

of

. La American Type Culture Collection (ATCC) estd dedicada a la colec -
cidn, preservacién y distribucidn de cultivos perfectamente caracteri

zados de microorganismos vives y células animales. (10)

Sus propdsitos de investigacidn estén enfocados a mejorar los métodas
de caracterizacién y preservacidn de cultivos. También provee infor-
macidn técnica del drea y desempefia un papel importante en la ensefan:

za, educacidn, biociencia e industrias.

La ATCC fué establecida por el doctor C.E.A. Wilslow en 1911 como -
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*Bacteriological Collection and Bureau for the Distribution of Bacte-
rial Cultures”. En el Museo de Historia Natural de la Ciudad de Nug-
va York, estd el primer catilogo publicado en 1912 que constaba de -

578 cepas de bacterias y hongos.,

Los catdlogos de la ATCC estén disponibles a solicitud y contienen in
formacidn de los especimenss, asi como recomendaciones de los mecios
de cultivo utilizados, temperatura de incubacidm, historia del culti-

vo y algunos de sus usos practicos.

El empleo de las cepas de referencia de la ATCC =s uno de los apoyos
mas importantes en los programas de control de‘ calidad en Estados Qn:i_._
dos de Nﬁrte América; sin embargo, nuestro pais mo cuenta con una ins
titucidn como ésta, por lo tanto se tiesne que recurrir a su importa=-
cion o solicitarlas de instituciores de investigacidn, ensefianza o -
asistencia,de prestigio, aungue en estos cagns la caracterizacidn de

la cepa habitualmente es incompleta.



3.5 Tinclores.

Los reactivos y colarantes empleados en las tinciones dsben reurir los

requisitos mencionados en los capitulos 3.2.1 y 3.2.2,

De las tincianes utilizadas en elvlaboratorio de Microbiologia, la mds
frecuente es la de Gram, existen también tinciones especiales como la
de azul de metileno de Loeffler, la de bacilos gcidos alcohol resisten

tes (Ziehl Neelsen), las de esparas, cdpsula, flagelos, etc.

Para realizar una tincién, es importante preparar una suspensidn de co
lonias o de la'mmti'a o‘riginal con una densidad adecuada. Una fcmna
priactica de saber si ‘ia densidad es la correcta es gue debe ser posi-'
ble lleer letra i.mpreéa através de la suspensidn, boétenpmente se de
ja secar a t:anper'atmﬁ.ambiente y lt;uegu al calor;, en asfa forma se evi
lta Gue la suspensiﬁn se . desprenda del portaobjetos durante él proce
~dimiento. El calar no debe ser intenso ya que se podria alterar la -
morfologia bacteriana y las afirddades tintoriales, el deseabla.es aquel
' con el que el ﬁortanbjetas puesto sobre el dorso de la mana, comience a

ser intolerable {aproximadamente 45°C). (12)
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3.5.1 Tiempo de reaccidn.

Cada uno de los procedimientos de tincidn tiene un tiempo perfectameg
te establecido, el cual debe respetarse para asegurar una tincidn de
buena calidad. Es importante conecer el fundamente de la tincidn que

se va a realizar para poder valorar mejor el resultado final.

3.5.2 Control con microorganismos canocidos.

El control de calidad de las tinciones se tiene que realizar con micrg
organismos de los cuales se conoce.su morfologia y su .re_accién habitual

a la tincidn. (21)

8i los colorantes se utilizan a diario como es el casa de la tincidn -
de Gram, se deben hacer cur_atmlaé'todos los dfas antes de tefir las pre
paraciones problema y acas‘:l.urnlmenta'cuando: se va a probar un coloran-

‘te recién preparado.

Para tinciones que .no se raalizani frecuentements, sa‘deben de revisar
‘1os colorantss periédicamente y hacer léa. brueba con micmniganismos -
que den la tincidn positiva o neQativa para aseguxl'ar que los reactiwos
soh sfectivos todavfa. También se deben realizar controles cuands se
.noten precipitaciones en los colorantes, o séﬁales de turbiedad en gl -

agua 0 solucidn salina empleadas para hacer los frotis, ya que puedan

estar contaminades y dar resultados falsgs al realizar el ‘trabajo de -

rutina.
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4, EVALUACION DEL TRABAJO DEL LABORATORIO.

£s necesaric manterer uma vigilancia constante y permanents sobre los
aspectos administratives, recursos materiales, eficiencia del persp-
nal, rutiﬁas de trabajo y manejo de resultados. Esta evaluacidn ds-
be hacerse en condiciones nomales de trabajs y seria poca Gtil e im-
préctico controlar cada uno por separado, por lo gue resulta mas con=-
veniente reyisarlos en conjunto. Para ello pueden utilizarse espec:(-‘
menes clinicos de pacientes ficticios que ingresan al laboratorio co-
mo cualquier estudio de rutina (Cultivos ciegos), o bien cultives de
.identidad desconbcida para elv personal del laboratorio que. sé les en-
.'trega deliberadamente para que sean identificados (cepaes de identidad
d_ascomd..da), la revisidn diaria de resultados ﬁral'iminares o finales
y revisién semestral o anual de toda la informacién generada en el la
bdratorio, son otras altermativas para controlar no ’sc;lamente‘ la cal}_
déd ‘del trabajo, sino todo el procesc administrative relacionado con -

la recepcidn de muestras y su manejo posterior.

4.4 cultivos clegos.

Se utilizard una muestra clinica real o simulada que se ha contamina-
do con una o varias especles bacterianas y se llera la solicitud con

» un nombre ficticio del paciaente g usando el nombre de un paciente fa=-
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llecido y se le da entrada en el laboratorio como cualquier ofm aétg
dic de rutina. . Para la simulacidn de los especimenes se puede utili;
zar, mucina gdstrica para esputo, sangre de carnero diluida con algdn
caldo con caracter{sticas parecidas a ésta, o un l{iquido claro para -
simular orina o algin liquido orginico (2). La persona que haga este
control de calidad estard pendiente de supervisar el camino seguido -

por la muestra desdes su recapcién hasta el reporte final.

Este tipo de control pemité avaluar en c;on.juntu el sistema 'adnird.sAtra_
tiva, las rut;l.naé de trabajo, la eficlencia del personal en el trabkajo
de rutina, as:f como el mangjo d; la ichmnad.én prelimirar y final. -
Para no despertar sospechas, es- pﬁnveniente solicitar la colaboracion

de un médico para que reciba la informacién.

La frecusncia con la bque se raaliée dependera del f‘uncinnanier.\to del -
.labomtoriu, siendo aconsejable que se haga uné vez pbr semana. Los
resultados de la identificacién no deben informarse al personal del la
boratorio a menos de que éstﬁs hayan 's:I.do incnr'adtos o ia muegtra 5@ -
" haya manejado .equivﬁcadamehta, Los errores encontrados deberdn discu-
tirse con las personas interésadas, bqscancb medidas" para su correc -

ci6én. (31)
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4,2 Cepas de identidad desconocida.

Idealmente, una institucion relaciormada con el laboratorie ciirmico de
beria tener este c_:ontml de calidad externn, manteniendo un cepario -
perfectamente identificado para que enviara una vez al mes, a 105 la-
borétorios intéresados. u;'ia cepa de referencia liofilizada, para que

fuera identificada, El labﬁratnrio remitird su respuesta final a la
1ﬁstituc16ri, la cual serda calificada y los resultadﬁs dados a conacer

a los latoretories. . (16), (24).

Si esta institucidn no existe, la persora encargada del control de ca
1lidad debe obtener esta cepa de algin laborstorio calificado o de re- -
ferencia y se entrega deliberadsmente al responsable de Microbiologia .

‘para que sea identificada en un plazo prudenta.

E1 propdsitc de este control es el de evaluar los conocimientos tedri-
cos, la destreza y la acuciosidad del personal del laboratorio y los =

recursos materiales de éste.
‘ %

El resultado correcto e incorrecto de la identificacidn debe ser infor
mado al personal del laboratorio y servir como tema de discusidn para
1a educacién continua del personal y correccidn de errores an la ruti-

ra de trabajo.
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4.3 PRevisidn diaria de resultados,

El control QB calidad en Microbilologfa.se inicig desde que se recibe
la mueétra y termina hasta que sl resultado del estudio llega al mé-
dico o al expediente clinico del paciente. Por ser las hojas de re-
sultados el dnico contacto que muchas veces tiene el médico con el la
boratorio, se justifica revisarlas diariamente con el prbpdsito de co
rregir cualquier error que pudiera quedar impreso en eilos; todos los
recursos invertidos en un éultivo se perderdn si el resultado no est4

correctamente expresado.

La revisifn diaria de resultados, consiste en la inspeccidn y verifi-
cacién de toda la informacién escrita emitida por el laboratorio. Los

puntos mds importantes que deben inspaccionarse‘son los siguientes:

1.- Revisar gue lo informado en el resultado sea congruente con lo

solicitado por el médico.

2.- Revisar que el laboratorio haya realizado todo lo solicitado por

el médica,

3.~ Verificar la identificacién ds los microorganismos encontrados,

especialmente de los que no-se aislan frecuentemente.

4.- Comprobar que el resultado sea expedido en un tiempo apropiado pa



45

ra el tipo de estudio solicitado. Investigar cualquier estudic
terminado antes o después del tlempo de trabajo establecido por

laboratorio.
5.~ Corregir cualquier error ortogréfico.
6.~ Investigar si se mandd informe preliminar.

7.- Inspeccionar el uso apropiado de sellos de informacidn estampa-

dos en el rasultado.

8.~ Revisar qus esté el nombrs de la persona que trabajé el estudio.

9.- Verificar gue los halos de inhibicidn del antibiograma estén co-

rrectamente interpretados.

La inspeccién de los rasultados debe hacerla de preferencia el jefe o
encargado del laboratorio;.gn su ausencia, deber& realizarla el super
visor de la seccidn o cualquier persona interesada en el control da"-

calidad y con experiencia en la materia.

Es aﬁansejable que este control se realice él terminarse los estudios
del dfa, antes de gue los resultados sean entregados, sin que elld sig
nifique un refraso an su distribucidn. Cualguier incongruehcia o‘erwur‘
no sélo debe corregirse sing que ademis debe &iscutirse y asf evitar -

errores futuros. (cuendu.eata'aclhraciﬁn se hace amigablemente funcio-

na como educacidn continua)
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El resultado final es la imagen qus el médico tendra de la calidad del.
trabajo del laboratorio, es necesario entonces asegurarse de que sea -

impecable y estd ausente de cualquier error.

4.4, Revisidn periédica de resultados.

Toda la informacidén generada por el laboratorio debe mantenerse archi-
vada y completa para que, periddica, semestral o anualmente, se concen
tre en tablas para obtener la variedad de especies identificadas, la -
"~ frecuencia con que se reciben los diferentes tipos de espec:{menes, el -
porcentaje de-aislemiento de cepas en relacibn a las muestras clinicas,

.0 can los servicios y pisos del hospital.

Mediante un andlisis critico y estadistico de e_sfa informacién, el la-
boratorio puede svaluar la eficiencia de sus recursos materiales y hu-
manas, la calidad y variedad de las muestras que recibe, el volumen de

trabajo realizado, y el porcentaje de positividad en los cultivos.

La informacidn aralizada es conveniente que se difunda dentro de la -
institucién para que la utilice el personal médico y paramédico con -

propGsitos estad{sticos, clfnicos, epidemiolégicos, etc.
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5.- PROCEDIMIENTOS PARA LA CALIBRACION, MANTENIMIENTO Y MANEJO DE
EQUIPD. |

El correcto funcionamiento del equipo es un aspecto importante en un

programa de control de calidad.

Se puede establecer un mantenimiento preventivo con las recomendacio-
nes de los fabricantes, teniendo en cuenta antes de adgquirir uno nue-

vo lo siguiente:

1.- Averiguai si se cuenta con refacciones, cualndo menos para los si

gulentes cinco afos déspués de adquirido el eguipo.-

2,- Conocer todss los posibles usos del aparato, para obtener de é1

- un maximo renddmiento.

3.- Solicitar al fabricante una demostracidn de su funcionamiento y
mantenimiento, debiéndose contar ademds con un manual donde se -

indique lo anterior.

Algunos aparatos, ademds del mantenimiento rutinario, requieren de una
calibracién o verificacién periddica realizada por el personal técrico

especializado para certificar su correcto funcionamiento (11).



Autoclaves.

Para el carrscto funcionamiento, debe expulsarse al inicio del proce-
dimiento todo el aire de la cdmara del autoclavs; si esto no se hace,
la presidn requerida y la distribucion de la temperatura seran irregu

lares.

‘La presién, temperatura y tiempo de éstezd.lizacién de cada procedimien
to, deben registrarse en una hoja apropiada a lo large del dia inclu-
yendo también en el registrov, el nimero del lote esterilizado, su con~-
tenido, asi como el rombre de la persona que llevo a cabo el praocedi-

miénto .

4Baﬁos de agua.
- Generalmente se utiliza para incubaciones a corto tiempo, de medios de

7 cultiva, muestras en estudio y rsactivas.‘ '

TJodos los bafas de agua estan equipados con un termostato que puede man

tener la temperatura con una fluctuacidn de + 0.5° C.

Dabe utilizarse agua destilada o desionizada para evitar depdsitos ming

rales en el interior para,a su vez, evitar contaminaciones.



Autoclaves.

Para el correcto funcionemiento, debe expulsarse al inicio del prace-
dimiento todo el aire de la cdmara del aufoclave; si esto no se hace,
la presidn requerida y la distribucidn de la temperatura seran irregu

lares.

La presidn, temperatura y tiempo de esterilizacidn de cada procedimien
to, deben registrarse en una hoja apropiada a lo largo del dia inclu=-
yendo también en el registro, el'n&nerﬁ del lote esterilizado, su con=-
tenido, asi como el nombre de la persona que llevd a cabo el procedi -

misnto.

. Bafos de agua.

Gereralmente se utiliza»para incubaciones .a cartui tiempo, de medios de

cultivo, muestras en estudio y reactivos. -

Todos los banos de agua eétén equipados con un termostato que pusde man

tener la temperatura con una fluctuacidn de + 0.5° C.

Debe utilizarse agua destilada o desionizada para evitar depdsitas ming

rales en el interior para,a su vsz, evitar contaminacionss.



qag

Cen@ri?ugas.

A estos aparatos se les deba determinar las rewolucicnes par minuto a
las que funcionan mediante el uso de tacémetros, -Deben tener un man-
tenimiento regular del sistema eléctrico, as{ como de limpieza y des-

cantaminacidn,

Refrigeradores.

vTodos los refrigeradores deben inspeccionarse reguiarmenta, la tempe~-
ratura debe registrarse Qiariamente, de preferencia al empezar sl dfa

ds frabaju, para as{ determinar las condiciones en que estd funcionan
do el refrigerador o el congelador, La limpieza y descontaminacién -
deben reélizarse a intervalos reguléres, anotando en hajas de manteni

* miento cudndo se realizaron dstas.

Microscopios (Instalaciones).

El local dabe‘tenar bastante iuz. limpio, con el mfnima trénsite posi-
. ble de personas. Oebe procurarse que la iluminacidn sea indirecta, ‘a
través de cortinas delgadés y claras, o de ventanas con vidrios trqnsé
lﬁcidos; de preferencia que se cuente con un extractor y disponga de -

mesas fijas y estables.



Precauciones.,

No deben consumirse alimentos al mansjar o reparar equipo y evitar tra
bajar cerca de parrillas, estufas, mecheraos, recipientes que contengan
0 despidan gases b sustancias> comsivés, pues son perjudiciales para

el sistema optico del microscopic. No se deben presionar los componen

tes opticos al limpiarlos. y secarlos.

Manejo.

No .se deben Forzar los sistemas de enfoque macro y micro si lleéan a -
trabarse, para evitar dafios mayores a pificnes, engranes y cremalleras,
as{ como a la palanca del diafragma del condensador porque :.:laﬁa las la
minillas, Para realizar 31 enfogue se debe observar lateralmente el -
tub;: Gptico del microscopio, acercar el objetivo a la musstra y enfo=-
car comctamentg, evitando asi dafo a la muest_fa y a; objetiva., La

lémpara debe mantenerse apagada mientras no ‘sa use el microscopio.

Mantenimiento.

Para realizar el mantenimiento se debe disponer de tiempo suficiente
.para iniciar y termirar la 'limpi'aza del micrnsoopia. Se contara coh
herramientas, ﬁatmd.ales y ;ustamias adecuada_s para la limpieza de -
los componentes dpticos y mecdnicos del microscopio. Se revisaran y

lubricarén los mecanismos méviles por lo menos cada seis meses. El sis

tema dptico se debe limpiar ciarismente.
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No se dejard el aceite de irmersidn en el objetivo cuando el microscg
pio no se va a usar durante algin tiempo. No se aconseja el empleo —
repetido de solventes, como ei xilal, bara quitar el aceite del lente,
porque ello aflojard el cemento que la sostiene, S6lo se usard papel
especial para la limpj.eza de la lente pera quitarle el aceite; otros

resultan demasiado asperos y pueden rayarla, Para evitar.el polvo se
limpia el microscopio con ur.m franela y se cubre con su bolsa proteé—

tora al terminar de utilizarlo.

Balanzas.

deja la instalacidn de una balanza deben buscarse las cand‘ic‘iones ade
cuadas. No -dasberd estar en un luﬁar transitado o cerca de una venta- ‘
na dado que existe el peiigm de que Se calientg por la inf’luent_:ia di
recta del sol.,. no debe haber céma delalla aparatos que irradien ca-

lor, porque también producen corrientes de asire caliente.

Las mesas para colocar las balanzas deben ser firmes, para esto, las’

' places de piedra han dado busnos resultados pues anulan vibraciocnes.

La 1luminacidn mas apmpiéda es la artificial, en un lugar sin venta=-
nas, las lamparas deberan situarse a suficiente distancia de la mesa,

para evitar las radiaclones de ‘calor.
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Algunas de las indicaciones‘antericres también se deben sequir cuando

se empleen balanzas granatarias.

Las causas que originan errores de pesado pueden dividirse en dos gru

pos.

1.- Modificaciones del peso del material que debe pesarse, como conse-
cuencia del aumento- aparente de la masa (pelicula dé agua, humedad,

. impurezas),

2.,- Modificaciones .apqrentes del peso debidas a la presencia de fuerzas
suplementarias (empuje causado por el aire, fuerzas selectroestiti -

cas).

Procecimiento para el uso de la balanza analitica.

1.- Seleccionar un lugar firme y apropiada.
a) sin corrientes de aire

b) a una temperatura de 20 a 22° C de preferencia.
2.- Seleccionar el voltaje apropiads (110 o 220 v).
3.- Nlvelar la balanza con los tornillos niveladores,

4.~ Asegurar la posicidn de las pesas, girando los seleccionadores
de pesas de 0 a O.



5,- Asentar las partes de balanceo (medio tiroc o prepesada).

6.- Localizar la imagen de la escala en la pantalla.
7.=- Ajustar sl peso correcto de 0 -100, usando el marco de peﬁas.

8.~ Cuando la balanza se mueva de lugar centrar nuevamente el cero en

la pantalla.

9.- Cubrir la balanza con su bolsa o con una franela limpia al termi-

nar de usarla.

Jarres de Gas-pack.

Es un sistema de Vjarra hermética para crear una atmdsfera de anarobio
" sis y sstd constituldo por los siguientes slementos:

a) Una jarra de policarbonato.

‘b) Un sobre generadar de hidrélgern y bidxido de carbono.

c) Un indicador desechable para anaerobiosis,

d) Catalizador (perlas de paladio).

Ademds se debe de contar con un desecador para almacerar las perlas -

mientras que estas no sa utilicen.

Para que‘ell sistema funcione satisfactoriamente todos los elementos an

tes mencionados deben estar en perfecto estado.



La jarra no debe temer soluciones de continuidad, paras protsger su -
superficie se debe evitar el contacto con materiales abrasivos, sol -
ventes y el uso de detergentes. Si es necesario, se puede esterili-

zar en autoclave a 121° C (15 1lb) por gquince minutos,

El indicador de anaerobiosis debe estar en buen estado ya qﬁ es el -

que nos mostrara si existe la atmdsfera correcta.

El catalizador de pala&io debe ser activado por calentamiento seco ca
da vez que se utilice (160“ C durante 1 a 2 horas) y después se alma-

cena en un desecador.

La reaccién que se lleva a cabo en el interior de la jarra y que crea
la anaerobiosis es la siguiente: el sobre generad:r‘pmduc'e hidrdge~

no mediante la siguiente reaccidn: ) g
NaCl
Mg +2ZnCl, +H0_NaCl,  mgCl, + Zn(DH)2+ H2T

el cual reacciona con el oxigeno en presencia del catalizador de pala

dio forméndose agua, €l aire de la jarra pierde as{ su oxigero.

Cuando se ha conseguido uma correcta atmisfera de anaercbiosis se debe
producir agua condensada qul.ue aparecera como una neblina visible sobre
la pared interna de la jarra y la tapa donde se encuentra el cataliza-
‘dor estard caliente, si esto no ocurre dentro de los primeros veinti-

cinco minutes habrd que revisar todo el sistema. Después de uma incu
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bacidn de 18 a 24 horas, el indicador de azul de metileno aparecerd -

incoloro,

Como el hidrdgeno es un gas explosivo habra gue tomar precaucicnres du
rente su empleo para evitar as{ un accidente. No se debe manejar la-

jarra cerca de mecheras y si se observan gristas, se debe desechar.



Incubadoras,

En las incubadoras se requiere controlar la temperatura y la humedad

y, en algunas, la concentracién de COp .

La temperatura se ajusta para cada incubadora -segﬁn Sea el uso que se
le de, o el tipo de microorganismo que se pretenda aislar. A la tem-
peratura deseada se le da una tolerancia de + 3°C, pax"a propdsitos -
bacterioldgicos la temperatura promedio es de 35°C, QOebe registrarse
en una grifica la temperatura diaria de la incubadora al empezar sl -

da de trabajo.

En el interior, la humedad debe. conservarse entre un 40 a 70% , esto
se lagra colocando una charola con agua en el piso de la incdbadora pa
ra propiciar asi su eveporacidn y humidificar el ambiente; se evita -

as{ la deshidratacion del agar dé los medios sélidos.

En las incubadoras con ambiente de CO2, la concentracidn de este gas
(5~10%) se mantisne constante gracias & un sensor colocado en el inte
Vrior y la medicidn se expresa en un co-ntml qﬁe ésté en el exterior -
de la incubadora, Es impazftanta controlar y registrar estos pardmetros

al inicio de las actividades del ¢fa. (2), (6), (11}, (12).



PARTE  EXPERIMENTAL
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MATERIAL Y EGQUIFO

A continuacidn se enumeran los medios de cultivo utilizados durants -
el dasarrollo del estudio, La preparac;én de cada uno de ellos se 1le A
va a cabo segin las eapecificaciones del marbete de la casa.comercial,
También se enlistan los reactivos emplsados en los procedimientos gue

se sujetaron a control de calidad, asi como el equipo que se utili-

-

20,

EQUIPO

1.~ Autoclave para esterilizar a 121° C.

2.~ Incubadora,

3.- Refrigerador.

4,~- 'Baﬁo de agua.

5.~ Platina calentadora con agt tador magnética:
6e— éalahz_a analitivca.‘

7.~ Balanza granataria,

MEDIUS CE CULTIVO

1.~ Agar sangre Columbia (BIOXON)
2.~ Agar Mac Conkey (BIOXON)

3.-. Agar Salmonslla Shigella tBIDXON)
4,~ Agar ﬁaktoan enteric (BIOXON)

5,- Agar chocolate (DIFCO)
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6.~ Agar Thayer-Martin (DIFCO)

7.~ Agar Mueller-Hinton (BIOXON)

8.~ Agar triple azucar hierrc (BIOXON)

9.~ Agar lisina hierro (BIOXON)

10.~ Agar citrato de Simmons (BIOXON)

11.~ Agar semisélidoc MIO {movilidad-indol-ornitina) (DIFCO)
12,~ Agar semisdlide SIM [sulmidrico-indol-movilidad) (B10XON)
13.~ Caldo MR w (B10X0N)

14.~ Agar cetrimida (MEACK)

15.~ Agar tech (BIOXON)

16.~ Caldo tripticasa soya (BIFCO) |

17.- Caldo tioglicolato (DIFCO)

18,- Caldo Todd-Hewitt (BIOXON)

19.~ Agar tripticasa soya (o1FC0)

20.~ Caldo Gram negativos GN (BIOXON)

21.- Agar Sabouraud (BIDXON)

22.~ Medio de Lowenstein-Jensen (comercie_ll) (BIOXON)

23,- Medio para Hemocultivo 8ioclin (comercial) (BIOCLIN)

REACTIVOS
Reactivo de Kovac

p-dimetilaminobenzaldshica (MERCK)e « + + « + v « v . o .+ . 10Q

Alcohal iscamflico (MERCK). « + v o o v v v o v v v o v v s 2 180m
HCl concentrado (MERCK) + « « » ¢+ « o v v v v o v v v v v o . 80m
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Reactivo de Voges—-Praskauer

alfa naftol (SIGMA) - « = v o v v v v v v v o Ve e
alecohol etflico (MERCK) « « ¢ ¢ v v o ot v o v v u v 0 e 4w

KOH al 40% (MERCK)

Reactivo de oxidasa
N-N-cimetil-p-fenilen-claming . . .« oo s o he 4 i s .

aguadestilada.............b.._.‘.’..,.'.v....

Plasma para la prusba de coagulasa
Mezcla de plasma obtenidos de las pruebas de coagulacidn de la

de Hematologia (Anticoagulante: oxalato de sodio).

Reactivo de catalasa

Agua oxigenada H 0, al 30

Discos para 1;5 pruebas de susceptibilidad

Multidisco para Gram positivas (BIOCLIN)

Multidisca para Gram negati\;'os (BIOCLIN)

Unidiscos de tobramicina y amikacina (ELY LILLY Y BRISTOL)
Oiscos de bacitracina (BIOCLIN) |

Discos de aptogquina (BIDCLIN)

Colorantes para la tincidn de Gram

...058g

« 100 ml

seccidn
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cristal violata (MERCK)
lugol
alcohol-acetana

safranina (MERCK)

Suergs antiespscie de:
Salmonella: Grupo B,, C, A, polivalente y vi {BECTON DICKINSON)
Shigella: Grupo A, 8, C, D (BIOGLIN)

Sistema de coaglutinacidn para estreptococo (Phadebact) (ANDRE BIGAUX)

Bicindicadores para esterilizacién en autoclave (ATTEST)
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METODOLOGIA
E1l control de calidad se realizdé de marzo de 1982 a junio de 1983, no -

todas las pruebas se iniciaron en marzo debido a la falta de materdial.

Las pruebas due comprendid el controi de calidad son: esterilidad y
efectividad de medios de cultivo, registro diario de temperatura del -
refrigerador e incubadora, pruebas de indol, catalasa, coagulasa, tin
cidn de Gram y susceptibilidad antimicrobiana. Se evaluaron los sue-
ros antiespecie de Salmonella, Shigella, el equipo de coaglutinacidn
para identificacidn de estreptococo (Phadebact), efectividad de los -

discos de bacitracina y optoquina, funcionamiento del autoclave median

te esporas de B. sthearotermophilus y la revisidn periddica de resulta

dos,

Prusbas de esterilidad

Se realizd tanto en medios preparados en el. laboratorio como en los -
adquiridos comercialmente. Los medios se preparan cada semana, el nd
mero de controles para el dato de esterilidad dependera de la cantidad
producida en cada lote y del tipo de medio (enriquecido o selectivo),
Las cajas y tubos seleccionédos para el control de esterilidad se incu
ban durante 24 horas a 35°C, el resto del lote permanece a temperatura
ambiente. Después del perfodo de incubacién se determina si hay conta
minacidn en las cajas y tubos, si existe se obtiens el porcentaje de -

medios contaminadas en base a los controles que se contaminarocn, e



indica gue aproximadamente sl resto del late mostrard contaminacién.
En lo que respecta a los medios adquiridos comercialmente, se sigue

el mismo procedimiente cuande se reciben en el laboratorio,

Pruebas de efectividad

Todos los medios estén su.jeto; a las pruebas de efectividad para au=

torizar su utilizacidn, GCada uno de las medios se prueba con microor
gandsmos positivos y negatives conocidos (tabla 3.1.4.), los resulta
dos se interpretan de la siguiente manera: (+) se obtuvo la reaccién

esperada y {~) no se obtuvo la reaccidn esperada.

Hegisfm diaric de temperatura

El registro diariu. de temperatura se llevd a cabo eh la incubadora y |
refrigérador en griéficas que se encuentran pegadas en la puerta de -
ambos. La temperatura siempre se registra al empezar el dia de traba

Jjos

Prueba de indol

La reaccidn de indol se realiza mediante una técnica rdpida en papel
filtro, en una caja de Petri se colloca €l papel filtro, se impregna -
del reactivo de Kovac y mediante el asa se frota con el control posi-

tivo E. coli (color rusa) y el control negativo Klebsiella pneuroniae

(no hay color).
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Prueha de catalasa
Se realiza en portacbjetos colocando una gota de agua oxigenada y con

gl asa el microorganismo que se guiera probar, control positivo Sta-

phylococous aureus, habréd produccidn de burbujas y el control negative

,.estreptncoco,no hay ninguna reaccifn. La asada del micruorganismo de
prueba no debe provenir da un medio que contenga erditrocitos, ya que

puede haber falsos positivos.

Prueba de oxidasa

Se rea;iza en una caja Petri, se coloca el papel filtro, se imﬁregna

del reactivo para oxidasa, los microorganismos que servirdn como con—
troles deberdn provenir de cultivos recientes, con el asa de toma una
cplonia y se frota en el papai filtro, unma reaccidn positiva se indi-
ca por el cambio de color de rusa a negro (Pseudomonss asruginosa), -

cuando la reaccidn es negativa no hay ningiin cambic de coloracidn

‘E.coli!,

Prugba de coagulasa
ta mazcla de plasmas utilizados para la prusba de la coagulasa, se DE
tiene de las pruebas de coagulacién de la seccién de Hemastologia, &s-

ta se realiza con microorgarismos de reaccidn conocida: Staphylococcus

aureus coagulasa positiva y Staphylococcus epidermidis coagulasa ne-

gativa. La prueba se efectla con 1 ml de plasma, se suspenden las co-



lonias bien aisladas y se incuba en bafic de agua a 37° C durante cua-
tro horas, una reaccidn positiva se indica por la presencia de un coé

‘gulo, y negativa el plasma permanece igual.

Prusbas de susceptibilidad
Las pruebas de susceptibilidad se realizan con tres cepas de referen~

cia E. coll ATCC 25922, Staphylococcus aursus ATCC 25923 y Pseudomonas

aefuginosa ATCC 27853, siguiendo la técnica de Kirby-Bauer (3.1.4.), -

eatos controles se realizan a diario, se emplea multidisco para Gram -

. nagativos (E.cali), multidisco para Gram positivos {Staphylococcus

aureus) y unidiscos de tobramicina y amikacina para Fseudomonas aerugi-

nosa. A los resultados de los halos de inhibicién se aplica andlisis -
estadistico;media aritmética (X), desviacién estindar (S) y coeficien=

te de variacion (C.V.), se agrupan los resultados por mes y por laote =

de ;os discos.

Sderos antiespecie
Los suercs antiespecie que sae evallan son pera Salmonella y Shigeila,

s8 contd can 15 cepas de Salmonella typhi v 20 de Shigella dysenterias,

Shigella flexneri y Shigella sp, (idsntificadas por el MITRU-ID y obte
nidas de un laboratorio de referencia de €.U,), la seratipificacién se

fealiza de la siguiente manera.
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1) €l cultivo debera ser reciente, de preferencia mo debera proverir
de un medic selectivo, se suspendende 3 a 4 colordias en 0.5 ml de

solucidn salina estéril para formar una suspensidn densa ligera.

2) Se pong una gota de los sueros antiespecie en secciones separa-
das de una caja Petri vaﬁia, se agreqa una gota de la suspensidn
bacteriana y se mezclan con un aplicador de madera, al mismo tiem
po una gota de la suspension bacteriana se mezclara con una gota

de solucidn salina y se leerd. como control negativc.

3] La caja Petri deberd inclinarse suavemente en forma rotatoria y se
observara la aglutinacidn macrascépica en un minuto, la aglutina =
cidn que se presente después de dos minutos se considerara nega-

tiva,

4) Si el aislamiento de Salmonella fipifica’can el suero antiespecie
Vi y no con el polivalents, en este caso el antigeno Vi puede en~
mascarar a los antigenos sométicos; para evitarlo, la suspensidn
bacteriana se debera hervir durante una hora y retipificarse con

el suero polivalente y especi{fico de grupo.

5) Si el aislamiento de Shigella no tipificd con los suercs antiespe-
cie, la suspensién hacteriara se hervird durante mediz hora para -

destruir los antigenos termoldbiles K gque pudieran emmascarar a los



antigenos somaticos y se retipificara.

Coaglutinacion para identificacidn de Estreptococo

Se emplean cepas de Estreptococo de los grupos A, B, C, G, como micro-

organismos control (son los grupos que estan incluidos en el equipn).

El procedimiento consiste en tener perfectamente aisladas colonias de

cultivos recientes, se colocan con una asa sobre unas placas gue estan
incluidas en el equipo, se agrega una gota del feactivo, se homogeniza
con un palillo de madera y se realizan movimientos rotatorios, la aglu
tinacidn aparecera en forma de grumos macroscdpices. Se incluye un -
control neqativo gue puede ser Estreptococo dg cualquier otro grupo. -

" El equipo se pruebe .cada vez que se utiliza.

Susceptibilidad frente a bacitracina y optoquina

Se utiliza Estreptococo beta hemolitico de grupo A para valorar la efec

tividad del disco die bacitracina y Streptococcus pneumoniae para el dis

co de optoguina,

Para los dos microocrganismos, el procedimiento consiste en tener colo-
nips aisladas, en caso de no ser asi, se incuban de 2 a 4 horas en cal
do de TOOD=-HEWITT urna o dos colonias, se realiza una resiembra a una -
placa de gelosa sangre, procurando que el desarrollo sea homogéneo, se

coloca el disco carrzepondiente presjonando para que se haga buen con-
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tacto con el medio. Una prueba de susceptibilidad positiva se indica
por el halo de inhibicidn. Tanto Estreptococo beta hemolitico de gru

po A como Streptococcus prieumoniae suh sensibles, respectivamente a ba

citracina y optogquina. La pruesba se realiza periddicamente durante el

uso de los discasg,

Evaluacidn del funcionamiento del autoclave

Se realiza la evaluacidn del proceso de esterilizacidn mediante el em

pleo de ampoll_atas de B.staamthamopﬁilus que se adquieren comerc:jta}_

mente. Las ampolletas se colocan en sitios del autoclave donde se con
sidera que puede no haber buena esterilizacin. Para evitar contamina
cién en casa de que las ampolletas se rompan, se colocan en tubos de -
ensaye, luego de la esterilizacion se retirdn las ampolletas y se incu.
ban a 55° C durante 24 horas, como control sa ingubaré paralelamente -
una ampolleta no esterilizada (2.1.2). Este procedimiento se 1llevé a

cabo de enero a junio de 1983.
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RESWLTADOS DE LAS PRUEBAS DE ESTERILIDAD DE MARZD DE 1982

>

-

A JINID DE

1983

MEDIDS DE
CULTIVO

MESES

JULIO

AGDSTH 5

lDCTLB.

AGAR SANGRE COLUMBIA

slpicre.

JE\ERO

> IMARZO

&SlasRTL

Blounto

AGAR CHOCOLATE

3 12 |manzo

& Limavo

8 O JJUNID -

25

5 EIFEB.

AGAR MAC. CONKEY

AGAR SALMONELLA-SHIGELLA

AGAR HENTOEN-ENTERIC

AGAR THAVER-MARTIN

AGAR MUELLER-HINTON

100

100

100

100

100

100

10

AGAR TRIPLE AZLUCAR HIERRO

AGAR LISINA HIERRO

AGAR CITRATO DE SIMONS

AGAR SEMISOLIDO MIO

ABGAR SEMISOLIDD SIM

AGAR_CETRIMIDA

AGAR _TECH

AGAR TRIPTICASA SOYA

e A
7 COABRaR

52
A

RIS

25

50

75

CALDO MR-\

CALDO TRIPTICASA SDYA

75

25

CALDO GRAM NEGATIVOS BN -

CALDO TIOGLICOLATO

CALDO TOOD-HEWITI

AGAR SABOURALID

'LOWENSTEIN-JENSEN

BIOCLIN-HEMOCUL TIVO

100

% Indica que aen esos meses no se contaba con el medio
[C] Les casillas en blanco indican 0% de contaminacidn
L €1 medio se contaminaba de 3 a 5 dfas después de su preparacidn

El nimero indica % de medios contaminados.




RESULTADDS DE LAS PRUEBAS DE EFECTIVIDAD DE MARZO DE

T

A

B

1982 & JUNIO de

L

A

II

1983.

M E O I O

AGAR SANGRE COLUMBIA

AGAR CHOCOLATE

+ |+ MARZD

+ |+ JABRIL

AGAR MAC. CONKEY

i

+ |+ |+ buLzo

+ |+ |+ BEPT.

+ |+ |+ PCT.

+++NUV.-

+ 1+ [ +1DIC.

+ ¢+ {1+ |ENERO

+ |+ |+ {FEB.

+ |+ |+ |maRzo

+ |+ |+ ]ABRIL
T it imavo
+ 1+ 1* JuunTo

ABAR SALMOMELA-SHIGELLA

AGAR HEKTOEM-ENTERIC

AGAR THAVER-MARTIN

AGAR MUELLER-HINTON

AGAR TRIPLE AZUCAR HIERRO

AGAR LISINA HIERRD

AGAR CITRATO DE SIMONS

AGAR _SEMISOLIDO MIO

AGAR SEMISOLIDO SIM

A AR CETRIMIDA

AGAR TECH

AGAR TRIPTICASA-SOYA

é++f++++:

A4 1+ |+ |+ 1+ [+ 1+

§++'+++++| 1 1 [+ {+ [+ |agosTo

CALDO MA-~VP

CALDO TRIOTICASA SDYA

[(BLBENENE L IL B BE L ML

CALDO GRAM NEGATIVDS

CALDO TIOGLICOLATD

CALDO TOOD-HEWITTY

AGAR SABOURALD

LOWENSTEIN-JENSEN

BIOCLIN HEMACULTIVO

DNAasa AGAR

+
+
+
+
+

J+ {+ [+ |+ [+

> R PO e R o B e N N E A DS E R B

+i+ e ltje it ]eiv it (e]e i+ |+|+]|+|+]|+
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S
R
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+l+ i+ j+l+j+itiririr|r |+ (t]e|+i+]+

a3 &
% %

+ 'Se obtuvo la reaccién esperadas al sembrarse el microorganismo control

%Na se utilizé el madio en esos meses,

La reaccidn no fué la esperads al sembrarse el microorganismo cantrol
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AECOPILACION DE RESULTADOS DEL CONTROL OE CALIDAD DIARIO OE LAS PRUEBAS EFECTUADAS
DE MAYD DE 1982 A JUMZO OE 1983.

T A B L A III.
]
& ol
PRUEBA ) 2 Wile E o 5 o o
B8 FiQH d 2
2121318 5l6lelclB|Bl2]8|¢E|E
1214 0] Bl 2] 2| =
+ |28 j26 126 |26 {26 |25 |26 | 25]25 {22 |27 |26 o5 | 26
INDOL
- 126 j26 |26 |26 |26 |25 J26 | 25|25 |22 (27 |26 [26 | 26
+ |26 |26 |26 |26 |26 |25 o6 | 28|25 |2 |27 |26 |26 | 26
CATALASA
- 126 |26 |26 |26 |26 Yo5 |26 | 25|25 o2 (27 [26 {26 | 26
+ |2/126 |26 |26 /s /126 | 25|25 |22 [23/4{26 26 | 26
OXIDASA
- 126 26 |26 |26 126 |25 |26 | 25|25 B2 (27 |26 |26 | 26
+ |26 lz23/afev/s|2a/3lo6 |25 |26 | 25 pajake  |2s/2|26 /6| 26
COAGLLASA
T 126 |26 {26 |26 (26 |25 26 | 25 )25 b2 |27 |25 |26 | =28

Los numeros indican los dias del mas en que se realizaron las pruebas indicadas {excepto
domingo), Dende aparece la diagonal / el nimero de arriba indica las pruebas positivas y el

de abajo las prusbas gue resultaron negativas (falsas negativas).



RESLLTA(I!S OEL. CONTROL DE CALIDAD DIARIO DE LAS PRUEBAS EFECTUADAS DE MAYD DE 1982

A JUNIO DE 1983

TABLA IITa
' POSITIVOS | FALSOS NEGATIV(S FALS0S
PRLEBA | VERDADEROS | NEGATIVOS | VERDADERCS | FOSITIVOS
INDOL 7 716 D0P% 0 00% "0
CATALASA 716 1009 o 100% o
OXIOASA 216 96. 9% 3.0% 100% 0
COABLLASA 716 93.5% . 6.42% 1009% 0

Microorganismos utilizados en el control de calidad

INDOL: E. Coli ATCC 25922 (+)

Klebsiella pneumoniae (-)

OXIDASA: Pseudomonas aeruginosa

ATCC (+)
E.cold ATCC 25922 (-)

CATALABA: Staphylococcus auresus
ATCC (+)
Estreptococo (<)

COAGULASA: Staphylococcus aureus

ATCC (+)
Staphylococcus epidermidis

(-)




HECWi'LACION DE.LOS RESULTADOS DE LA TINCION DE GRAM DE ABRIL DE 1982 a JUNIO DE 1983,

T A B L A v '
& w | w
MICROORGANISMOS | 4 ale | EIE E E gl 4 g
9 % = = 9 b [m] g g =2
s |23l |2a | 23t 2a2s los |28 |23 |23 |19 |2 |25 |25 |28
Staghzlocnccus
+-1 3 |2 1 3 2 {2 1 ) 2 |1 1 o 1 1 0
auraus
—_— -{o o 1 1 0 {0 0 0 1 11 a |o 0 0 1
+ | 2a |25 |26 |20 126 125 |24 |25 | 28 |20 |23 {20 |24 |26 |26
E. cold /-1 2 |2 o |2 o |o 0 1 1 {1 o |o 1 0 0
- 10 o o |1 1 |o 1 0 o |1 o |2 1 1 0
+ | 28 |5 26 |25 26 {25 |os |25 |26 |25 |22 |2a |23 |20 |20
Staphylococcus i
T /42 |2 (o |2 |1 0 {1 1 o (o |1 fa |3 |2 2
—
E. ool -1o |o 0 0 0 0 jo 0 0 0 o o 0 0 0

4+ La tincidn fué la esperada

+/ - En la misma preparacidn se presentaron los dos

- La tincidn fué lo contrario a la esperada.

tipos de Gram




AESLLTADOS. DE LA

TINCION DE- GRAM

MICROORGANISMOS | + |+/- | -

S. aursus 52.8% | 5.14% [2.09%

E. coli 95.1% [2.57% |2.3%%

S. aureus +

L-E: coli - 94.8*: 5-14% 0
Va

EN

. PORCENTAJE



RESULTADOS POR MES DE LAS PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD DE E. COLI ATCC 25922 DE MARZO A JUNIO DE

1983,
M AR ZO A A I L M AY DO JUNTO
ANTIBIOTICOS -
X s C.V. | X g cv., x |s cV. | X S .V,
AMPICILINA A R R R R A R A R R A A
CEFALDSPORINA 19.8 [ 1.49| 7.5 [21.3 | 2.06| 9.6 {21.3 | 1.a6 | 88 |21.14 | 1.58 | 2.5
CARBENICILINA 25 2.38( 9.5 |27.4 | 6.24| 19 253 [ 1.6 | 6.3 [28.1 | 1.58 [ 5.6
TETRACICLINA 21.9 | 2.04| 9.3 |22.04| 4.69|21.3 |28.0 | 2.3 | 8.2 [22.7 [ 1.8 |8.0
CLORANFENICOL, 28.1 | 2,14} 7.6 |29.7 | 1.42| 4.8 |29.07 | 1.01 | 3.4 |29.8 | 0.68 2.28
GENTAMICINA 29.0 | 1.89| 6.5 |27.8 | 5.27}18.9 |30.1 | 1.05 | 3.5 |28.6 | 1.44 | 5.08
FURADANTINA 27.9 | 2.8 | 10 |26.7 | 3.18|11.9 |28 | 195 | 2.9 {2458 | 1.9 |72.7
TRIMETROPAIM 236 | 1.28( 5.4 [25.6 | 2.01| 7.8 {24.5 | 1.8 | 7.6 [26.8 | 2.92 [10.9
TABLA v

X = Media aritmética
8 = Desviacidn estandar 4
CVa Foeficlente de variacién




RESULTADOS POR LOTE DE MULTIDISCOS DE LAS PRUEBAS DE SUSCEPTIBiLIDAD DE E.COLI ATCC 25922 DE MARZD A

JUNIO DE 1983,

MARZO ABRIL MAYO JUNIO
ANTIBIOTICOS Camblo de 1dte Cambid de lofe Camtflo de 1pte

X s jo.v. | X s lecwv. | x s lecw. | x 5 C.V,
AWPICILINA R R A R A |~ R A |n R R R
CEFALOSPORINA |19.8 | 1.9 | 7.5 [12.5 | 2.06 |11.7 17.5 1.5 |9.4 |20.6 [1.5a | 7.6
CARBENICILINA |25 28 9.5 |23 {29 |21 |22 |1.89 85 |aa6 |22 | 5.0
TETRACICLINA  [21.9 | 2.04 | 9.3 [19.7 | 1.9 9.8 [|19.0 [2.0 [0z [19.3 |a.96 202
cLowrenzco. |28.1 | 2.4 | 2.6 [20.3 |47 |23 Je1.9 |4 ko |29.08| 4.7 | 6.0s
GENTAMICINA  [29.0 | 1.89 | 6.5 [22.6 |4.13 |18.2 [o2.6 3.2 14,2 (27.8 | 1.8 6.6
FURADANTINA  [27.9 | 2.8 | 10 20.7 |3.84 |16.2 Joa6 | .84 |34 |26.8 |2.07 | 56
TRIMETROPRIM  |23.6 | 1.28 | 5.4 [|21.3 | 4.0 |8.72 |22 .|2.72 he.2 {25.3 {3.03 1.9

T A B L A Va

X = Media aritmética

. 9 = Desviscidn estandar

Cva Coeficiente de variacidn




RAESULTADDS POR MES DE LAS PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD DE S.AUREUS ATCC 25923 DE MARZO A JUNIO DE

1983.
M ARZDO A BRIL M A YD JUNTIOD
ANTIBIOTICOS :

: x | s CV. | X s low. | x 5 cv. | x| s R,
PENTCILINA 3.4 | 2.6 | 8.3 [30.8 | 2,13 6.9 [31.4 | 2.24 | 7.15 |a0.1 | 1.88 | 6.2
AMPICILINA 247 | 1.6 | 6.5 |25.72 1 2.2 | 8.5 |25.9 | 2,14 | 8.2 |e0.7 |3.2 |81
CEFALOSPORINA | 27.8 | 2.8 |10.3 |29 2.43 | 8.3 {27.3 | 2.89 | 9.6 [30.3 2.7 |9.01
CLOXACTI_TNA 20.2 | 2.4 |11.9 {1a.6 | 3.18 (217 |26.4 | 2,26 | 8.5 |~ R A
ERTTROMICINA 27.8 | 2.1 | 7.6 |29.1 | 1.36| 4.7 |ee.8 | 2.77 |10.3 228 |2.08 | 7.4
LINGCOMICINA . {15.92 | 2.1 [13.2 |1a.9 | 1.7a |1.6 |27.1 | 3.08 |11.3 [14.33 | 1.8 | 9.6
TETRACICLINA 26.9 | 2.1 | 8.0 267 | 2.3 | 8.7 |26.83 [ 3.98 |14.8 o8 | 2.0 |~
THIMETROPRIM | 11.5 | 1.97 ] 19.17 | "8 A R |n R A A A R

T A B L A VI

" (resistente).




RESULTADOS POR LOTE DE LAS PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD DE SAUREUS - ATCC 25923 DE MARZD A JUNIO DE

1983,
ATIBIOTICOS M AR ZO |Abril (Camblodelotd M A Y O JUNTO

X s [ev. | x |s V. | X 5 | cw.| x s | cw.
PENICILINA 34 |26 [8.a |2 |29 |10 |63 | 6.3 |24 [26.9 | 442 |16,
AWPICILINA 247 | 1.6 |65 |16 |ae |15 |76 a.8 |23z | 17.6 | a.27 2.1
GEFALOSPORINA  [27.8 | 2.8 [10.3 7.1 | 6.0 ez |eaa | 26 |15 |2 7.6 |31.9
CLOXACTLINA 20.2 | 2.4 |19 |R" |R A A R | A |~ AR
ERTTROMICINA  [27.8 | 2.1 [ 7.6 [e6.2 [2.8 [10.9 [2a8 [ 5.7 |23 [25.2 | 2.9 |17
LINCOMICINA 15.92 | 2.1 |32 |2 |29 phas |22 | 2.1 |17.3 {16.6 | 1.98 | 11,9
TETRACTOLINA |26.9 | 2.1 | 8.0 |04 [1.84 [90 o1 | 22 [10.4 {219 | .04 |39
TRIMETROPRIM  |11.3 | 1.97 112 |26 | 163 |&2 f7.s | 267 9.7 |27.2 | 142 5.2

T A B L Vla

* A (resistente)




RESULTADDS POR MES DE LAS PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD DE P, AEAUGINGSA ATCC 27853 CE MARZD A JUNIO
DE 1983.

M AR Z O A°B RTIL M A YO J U NTID
ANTIBIOTICOS

X <] C.V. X S - | C.V. X 8 c.VMo X 18 C.V.
AMIKACINA 9.2 j1.82 | 9.1 18.6 | 1.2 6.5 |19.0 1.4 7.43 |18.9 1.24 | 6.5
TOBRAMICINA 19.0 | 1.23 |6.44 }18.9 | 2.0 10.9 {18.5 1.06 { 5.7 |18.6 1.12 | 6.0
GENTAMICINA 8.8 10,69 | 3.6 8.7 | 0.,72 3.8 |18.4 3.8 |20.6 18,5 11 5.8
CARBENICILINA 9.3 15.26 |7.2 21.7 1.8 8.27 |22.6 4,1 (18.7 }20.8 2.0 10

T A B L A yIT

RESULTADOS POR LOTE DE LAS PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD DE P, AFRUGINOSA ATCC 27353 DE MARZO A JUNIO
DE 1983. :

M-A R Z 0 A B RIL M A Y O J UNTI O
ANTIBIOTICOS ”

X 5 c.v, X ) GV | X S CV. | X 8 G.V,
AMIKACINA 19.9 1.821 9.1 p0.83 4,15 119.93 }19.0 1.4 743 19.6 2.06 | 10.1
TOBRAMICINA -1 19.0 t.23} 6.4 }18.33 2.8 115.4 }18.5 1.6 57 18,9 .} 2.3 7.0
GENTAMICINA 18.8 0.69]1 3.6 }15.1 3.96 |25 15.6 4.6 |12.6 |18.0 3.2 12.1
CARBENICIL.INA 19.3 826} 1.2 |21 2.3 }11.0 §20.5 3.6 l18.? ]20.5 2.9 8.0

T A B L A VIT a




AESW.TADOS DE EFECTIVIDAD DE SUEROS ANTIESPECIE

MICROORGANISMO RESULTADO *

15 Cepas de Salmonella typhi | No hubo aglutimacién.

Shigella flexnerii : No hubo aglutinacidn
Shigella dysenteriae . No hubo aglutinacién
18 Cepas de Shigella sp. No hubo aglutinacidn

* Todos los microorganismos fueran probados simultaneamente

_ TABLA - I

RESULTADOS DE EFECTIVIDAD DE DISCOS DE BACITRACINA Y OPTOQUINA

' DISCO » RESWL.TADD

Bacitracina Halo de inhibicidén con estreptococo
Beta hemolfitico grupo "A" *
Optoguina Halo de inhibicidn con Streptococcuy

pneumoniae

* L os halos de inhibicidn fueron los esperados exdepto cuando los

discos estaban por caducar.

Los discos fusron probados al azar durante el uso de los mismos

TABLLA IX .



RESULTADOS DE BIDINDICADORES EN AUTOCLAVE

M ls POSICION DE LOS BIOINDICA- | RESULTADOS Y DBSERVACIONES tismpo: 20 min.
g E pores (ATTEST) temp. 121 oC
1 en el fondo Desarrollo negativa a las 24 hrs. de incubacidn
E {1 |t an la parte superior No hubo desarrollo a las 24 hrs.de incubacidn
N P2 en el fondo Desarrollo positivo a las 24 hrs. deg incubacién
€ |2 P onla parte ay Desarrollo positivo g las 24 hrs. de incubacidn |
R 2 en el fondo Desarrollo positivo a las 24 hrs. de incubacifn
o 3 P en la parte superior No hubo desarrollo a las 24 hrs. de inecubacidn
4 R en el fondo Desarrollo positivo a las 24 hrs. de incubacidn
F {1 R enel fondo No hubo desarrolla a las 24 hrs. de incubacifn
E .
B {2 P en el fando No hubo desarrolle a las 24 hrs. de incubacién
2 an 8l fonda No hubo desarrullc a las 24 hrs. ds incubacién
312 an 1a parte superior Desarrollo positivo a las 24 hrs. de incubacidn |
0 la 1 an el fondo : fNo hubo desarrollc a las 24 hrs. de incubacidn
2 en la parte superior Desarrollo positivo a las 24 hrs. de incubaciédn
i 2 en ol fondo No hubo desarrollo a las 24 hrs. de incubacidn
2 #n _la parte su
A 1 an 8l fondo No hubo desarrollo a las 24 hrs. de incubacidn
2 2 en la parte syperior Desarrollo positivo a las 24 hrs. de incubacifén
AL ) Desarrollo positivo a las 24 hrs. de incubacidn
z |3 |2 on 8t fondo (en 1os binindicadores contral hubo desarrollg)
ola 2 en el fondo Desarrollo positivo a las 24 hrs. de incubacidn
' 1 on la parte superior No huba
2 en el fondo No huba desarrollo a las 24 hrs. de incubacién
At en la parte superior No hubo desarrollo a las 24 hrs. da incubacidn
18 2 sn el fando No hubo desatrollo a las 24 hrs. de incubacidn
A 2 en la parte su : '
12 en al fondo No hubo desarrollo a las 24 hrs. de incubacidn
1 3 an la parte superi
v la an el fondo No hubo dasarrollo a las 24 hrs. da incubacidn
en la parte suparior
w la 1 en al fando Desarrollo positivo a las 24 hrs. de incubacién
’ en 1a parte superior No hubo desarrnllo a las 24 hrs. de incubacién ‘
A | B enel fando . |Desarrollo positive a las 24 hrs. de incubacién
2 | en la parte superiar No hubo de 4
Y» 3 g en el fondo No huba desarrcllo a las 24 hrs. de incubacidn
g ! an la parte suparior No _hubo desarrcllo a las 24 hrs. de incubacidn
: 1 en el fondo No huba desarrollo a las 24 hrs. de ingubacién
4 No_hubo desarrollo a las 28 hrs. db incubacido
2 14 P en el fonda . No hubo desarrollo a las 24 hrs. de incubacién
2 8n la parte suparior iNo huba_desarrollo a las 24 _bhrs. de jncubacidn
UL benel fondo No hubo desarrollo a las 24 hrs. de incubacién
:' 3 [2en la parte superior lNo hubo ‘desarrollo a las 24 hrs. de incubacidn
0 |4 Ren sl fondo lNo hubo desarrollo a las 24 hrs. de incubacidn

TABL A

NVITIT



CUADRO

GRAFICAS No, T

REGISTRO DE TEMFFRATURA (© Centigrados) DE LA (NCURADORA .,
DE  MARZO A
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CUADRO DE  GRAFICAS Ne, 1
LA INCUBADORA

REGISTRO DE TEMPERATURA (° Centigrados ) OF
DE  ENERO A JUNIO DE  1983. '
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CUADRO DE  GRAFICAS Ne, III
REGISTRO DE TEMPERATURA (© Centigrados } OEL
D€ MARZO A DICIEMBRE DE  i982.

LA MEDIDA SE CAMBIO A 0° CENTIGRADOS DEBIDO AL MAL
FUNCIONAMIENTO  DEL REFRIGERAQOA,

REFRIGERADOR

W /V\/l\”"" :W}’\f\x :.;:::;t:'l

MARZO ABRIL

NOVIEMBRE - DICIEMBRE



CUADRO DE  GRAFICAS IV
REGISTRO DE TEMPERATURA  (° Centizedos) DEL  REFRIGERADGR
DE ENERO A JUNIO OE 983,
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DISCUSION DE  RESULTADOS
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Los resultados correspondientes a las pruebas de esterilidad (Tabla I ),
muestran que algunos medios como el égar sangre Columbia, agar chocola
te, agar Hektoen-enteric y agar Thayer Martin son los que con mayor -

frecuencia tuvieron contaminaciéﬁ.

En el caso del agar sangrse Columbia, se llegd a comprobar gue la san-
gre de carnero empleada estaba contaminada, notificdndose al provee -
dor para gue tomara las medidas necesarias para su corsccidn; con fre

cuencia el proceso de esterilizacién na fué satisfactorio, comprobdn-

dose esto por el desarrollo positivo de las esporas de B. stearother-

mophilus (Tabla VIIZ).

" Uno de los Qﬁmems FaétoreS, "que gﬁ;é es el que tiene mayor importan
cia,eslel vaciado de la sangre al medio base y después a las caja Petri,
ya que en esta etapa hay béstanités mqnipulapioms. »En ocasiones las ca
‘Jas Petri que se emplearon parabel agar se encontraban en mal esta
do, sucias (poiva, cabellos) o detaﬁoradas, 1o que impedfa utilizarlas.
Sin a'nba;'gn algunas vecas estos detalles no son visibles y pueden pasar

deqapercibidos, lo que ocasiona una posible fuente de contaminacidn.

. El1 agar chocolate y sl agar Thayer Martin, son medios 'a 1os que ss les
adiciona suplementos estériles (polienriguecimiento e inhibidor VCN), -

. . ‘ ‘
quizd la contaminacidn se debid a una inadecuada reconstitucién y conser

. vacidn de estas supleémantos ademfs de las otras fuentes de contaminacidn
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lhencinmdas en el pirrafo anterior. En estos medios se tenia poca ex .
periencia en cuanta a su preparacidn, ya que con el tiempo el porcen-

taje de contaminacidn disminuyd considerablemente.

El agar Hektoen-enteric es un medio que sefialan no nacesita esterili-
zaci6n, pero la casa comercial no proporciona fecha de expiracidn a par
tir de su preparacidn, segin la litei‘atwa (Tabla 3.1,3.) este tiempo -
es de un mes a partir de su prepa;acién; sin embargo, el medic muestra
chnteminacién’ a partir de los tres dfas de esta, éncuntrando
que estepa formada por una mezcla de bacilt;s Gram negativos, cocos Grem
' positivos y otras formas bacterianas de Gram variable, se notificé a la

casa comercial.

€n otros medios, coma el agar triple az(car hiem; agar lisina hierro
y €l citrato de Simmons, sve‘presentﬁ. contaminacidn solo en una ocasién,
fué -dal 1CD)6 pero se ccmpmbév que el error habfa estado en el autoclave
ya que después de que era utilizédo varias veces en un dia funcionaba -
1ne9ﬁ~ectamenta y como estos medios eran los Gltimos en ser estuilizae,

dos, se provocd que el proceso fuera incompleto o no se habia llevado a

cabo en abaoluto.

En medios adquiridds ya preparad:s comercialmente, como el medio de -

- Lowensteln Jensen y las batellas para hemocultivo (Bioclin), fuv:l.emn’-

contaminacidn, notificdndose al proveedor.



70

Pruebas de efectividad

La efectividad de la mayoria de los medios fué satisfactoria. (Tabla
II). Excepto la de los medios Salmonella/Shigella, Hektoen-enteric,
Thayer Martin y DNAasa, donde no se obtuvieron los resultados espera-
dos, Los medios Hektoen~enteric y Salmonella-Shigella, permiten -
- el desarrollo excesivo de microorganismos coliformes que déberian ser

inhibidos; sim embargo, las reacciones de Salmonella typhi y Shigella

sp. fueran las esperadas.

£1 medio de Thayer Martin permitid el desarrollo de microorganismcé que

deber{an ser inhibidas por el VON (vancomicina-colistin-nistatina), co-
‘mo los bacilos Gram negativos, cocos éram positivos y levaduras, siendo

sobra todo evidente el desarrollo de éstas Gltimas en muestras clfni -

cas; no se contd con una cepa de Neisseria genorrhoge, para evaluar su

desarrollo en este medio.

El medio de DNAasa no did la reaccidn esperada con micfnnrganismos que

son DONAasa positivos como Serratia marcescens, aunque se siguisron fiel

mente las instrucciones de preparacidn y uso indicadas en el marbete -
del frasco, esto ha sucedido con varias personas que en diferentes si-

tios, han trabajado también esta prueba.

Los otros medios mostraran la reaccidn esperada con microorganismos
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conacidos , el medio Mac Corkey solo tuva problemas al principio -
de su usa, debido a que estaban desarrollando cacos Grem positives, -
probablemente debido a la inadecuada preparacidn del mismo. Cuando se
imvestigo la causa se encontrd que el proceso de esterilizacién se ha=
bia prolongado mas del tiempo determinado (15 min a 121°C), esto ocasig

no perdida de la accidn inhibitoria de los componentes del medio,

Registra de la temperatura del refrigerador e incubadora

Las graficas muestran el comportamiento tanto del refrigerador como de
la incubadora, es importante natarllos puntos que salen del range permi
tido, ya que, cuando se mantienen un tiempo prolongado a una temperatura
inadecuadé los reactivos, medios etc., se perjudica defirndtivamente el
estado normal de los mismos y al utilizarse, ya no tendran la actividad

o las funcicnes para las que se usen. (Cuadro de gréficas I-IV).

A ke

Indol, catalasa, oxidasa, coagulasa

Las pruebas de indol y catalasa muestran que son pruebas confiablas en
un 100% ya que todas las veces que se realizaron nunca se obtuvieron -
résultados falsos, ya sean positives y/o negatives, se ‘pueﬁe menciorar
que los reactivos siempre fueron conservados en forma agewada y tal -

vez sea este un factor importante para gue las prusbas der la reaccidn

correcta.
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La prueba de oxidasa, aunque tuvo un porcentaje de 96.9 (Tabla IITa)
en positivos verdaderos y en falsos regativos 3,07%, s:e puede consi-
derar como una prueba confiahle, se puede sefialar que los falsos ne-
gativas se debieron principalmente al estado del reactivo de oxidasa
que en ocasiones era viejo o estaba precipitado. También se observd
que la edad del cultive influye en =l resultado dg la prueba, ya gus

aunque ésta sea positiva es muy débil cuanda la cepa es vieja.

La pruesba de la coagulasa es la que mostré el mayor porcentaje de fal
sos negativos (6.42%), pmbablement.:e se debid al origen del plasma, -
ya que provenia de la seccidn de Hematologla, y muchas veces podia ser
inadecuada, pugsto que praviena de 155 pruebas de coagulacidn, en las
que los pacientes muchas veges pmsentan transtornos. Algunas veces -

se presentd falso negativo en el cantrol (Staphylococcus aursus ATCC

25923), misntras que al sfectuar al mismo tiempo las coagulasas corres
‘pondientes al dia ‘de traba jo, estas dieron la‘ prueba positiva. Cuando
se investigs el porgue la cepa tipo no estaba dando la prueba en forma
correcta, se 1llegd a la conclusi6n de gue la cepa de Staphylococcus
aureus provenia de un cultivo viejo, porgue el tener um cultivo recisn

te, el mismo plasma coaguld como era de esperarse,

Los resultados obtenidos de la tincidn de Gram (Tebla Iva) muestrangue

hay -un buen porcentaje gue ’presenta la reaccidn ssperada para los tres
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grupos de microorganismos que se lncluyen en la prueba, 8 indica que
los reactivos eﬁpleadas estaban en buenas condiciones, para los resul
tados encontrados en preparaciones gque mostraron dos tipos de Gram y
en los que la tincidn fue lo contrario a lo esperado, se sabe que sl
error ;néa frecuente es el humano, es decir que se realiza incorrecta-
mente la tincidn, por variaciones en el tiempo principalmente; sin em

bargo otro factor gue también influye es el envejecimiento de las ce

pas utilizadas para el control.

Los resultados de las pruebas de susceptibilidad (Tablas Va, VIIa) -
muestran la media (X), desviacién estandar (s) y coeficiente de varia-
cian [C.V.) para cada‘ cepa de referencia, se agruparon los datos bor -
mes y cada gue se realizaba cambio de loté de los discos. Se observd

que habfa diferencias entre los raéultados»agrupacbs por lote y los del

mes.

Un hecho que ey importante mencionar &8, que en el mismo lote de discos,
al abrir. un nuevo envase, los halos de 1nhibipi6n cambian para algunos
'antibiétiéas, lo anterior puede indicar que no existe uniformidad en -
los lotes de multidiscos. También algunos de los discos como carbeni-
cilina no cumplen con el contenido establecido por la FOA (Tabla 3.3.b),
ya que el contenido del multidosco es de SO microgramos, sste es un he-

cha importante porque se alteran los halos de inhibicidn y se obtienen

resultados incorrectos,
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En 1o que respecta a los sueros antiespecie para la tipificacién de -

Salmonella y Shigella, se evaluaron con cepas de microorganismos cong

cidos, se contd con productos tanto de fabricacidn nacional como im -

portados, los resultados muestran que nunca se obtuvieron las reaccio
nes esparadas (aglutinacién) con controles conocides adn siguiendo per
fectamente las instrucciones de reconstitucién, almacenamiento y mane-

jo de los sueros, as{ como del pracedimiento para la tipificacién.

El funcionamiento incorrecto del autoclave se éomprobd por la presen-
tia de desarrollo, en varias ocasiones, de las ampolletas de -

B. stearothermophilus; en algunos casas coincidieron estos resultados

(Tablas VIII a XIII) con los altos porcentajes de contaminacién al -

realizar las pruebas de esterilidad de los medios que se probaron en

.

aste trabajo.
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Al realizar el control de calidad se encontrd que los medios de
cultivo,. discos para pruebas de susceptibilidad y suercs anties
pecie fabricados en nuestro pais, desafortunadamente dejan mucho
que desear, en especial los suerus antiespecie, aungque en estos
ultimos también hubo \rcu’iabilidaa de 1la calidad probablemente =
debido al manejo (transporte, almacenamiento, etc.) de los mis-
mos, per lo que cada lstoratorie deberia exigir.. ya sea al fabri

cante o al pmvee-dar_. productos de Sptima calidad,

Los resultados de las pruebas de esterilidad mostraron que los -
medios que se contaminaron con mayor frecuencia fueron aquellos

a los que se les adiciona suplementos sstériles.

Las pruebas de efectividad son imprescindibles, ya que estan e\)g
luando la calidad de los medios y reactives empleados en el tra-
bajo diario. Es importants notificar-a la casa comercial en sl

caso dado de que el producto funcione mal.

Aungque los resultados del control diario no revelaron variacic-
nes importantes en las pruebas realizadas, se tienen que llevar

cartas de reglstro, para que cuando se dstecte un error, sea fd

- cil investigar la causa.

El control de las prusbas de susceptibilidad, uno de los procedi

mientos mds importantes que ayudan al médico, debe realizarse dia_
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riamente para poder detectar cualquier aromalia que pudiese al- -

terar los resultados clinicos.

Siguiendo en forma adecuada el correcto funcionamiento del equi-

po como autoclave, refrigerador e incubadoras con sus recpectivos
controles y registros, se pueden detectar a tiempo fallas que pug
dén ocasianar tmnst:orﬁna_ en lc;s procedimientos que se realizan -

en el trabajo diario.

€l tener establecido un control de calidad en un laboratordo de

Microbiologia Clinica, da la seguridad de gque los resultados obe

tenidos en el trabajo diario son confiables,.

Los beneficios que obtiene €l laboratorio realizande un control -
de calidad, se pusden resumir en la disminucidn de las quajas por

parte de los médicos y el aumento de la confianza de éstos en los

.resultacbs que se reportan,

vEl programa de control de calidad debe implantarse én todos los

laboratorios y seguirse ampliando y mejorando constantemente, -

‘aunque requiere de tiempo para abarcar satisfactoriamente. todos

los procedimientos que se realizan. Ademds se debe disponer de

un présupuasto aspecialmente dedicado a control de calidad.
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10.- Una vez qué este funcionando el control de calidad en el labora-
torio, seria conveniente que se participe en programas de control

de calidad externos.
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