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INTRODUCCION.

El presente trabajo se encuentra enfocado al control de calidad en el drea de microbiologia
clinica, asi como a la validacién de dos técnicas diferentes para realizar antibiogramas .

El programa de control de calidad desarrollado, abarca diferentes etapas dentro del 4rea de
microbiologia, comprendiendo el control de rutina (documentacién, control de equipo,
condiciones ambientales), el contro! preanalitico (toma de muestra), el control analitico
(control de reactivos, medios de cultivo, pruebas bioquimicas, antibiogramas} y el control
postanalitico (entrega de resultados).

En cuanto a la validacién de antibiogramas, esta s¢ aplico a dos técnicas diferentes: 1)
utilizando multidiscos, y 2) utilizando unidiscos. El analisis estadistico se realizé por medio
de la determinacion del coeficiente de variacién para establecer la repetibilidad del sistema,
mientras que la correlacién existente entre resultados obtenidos por dos analistas diferentes
se determind por medio de una t de student para determinar la reproducibilidad del sistema.

Es importante recalcar que es necesario que se implanten programas de validacion y control
de calidad en todos los laboratorios de analisis clinicos, ya que con esto se garantiza que
todos los métodos empleados por ¢l laboratorio cumplan con los requisitos para los que
fueron desarroliados, obteniendo con esto resultados de calidad, es decir, confiables, que
no pongan en juego la salud del paciente.
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MARCO TEORICO.

SECCION L MICROBIOLOGIA CLINICA,

1.- HISTORIA DE LA MICROBIOLOGIA.

La microbiologia es una ciencia que se ocupa del conocimiento de los microbios, es decir,
investiga la biologia de los organismos microscopicos. La microbiclogia constituye, mejor
que cualquier ofra rama de la biclogia, un ejemplo de las complejas interrelaciones entre las
ciencias y su historia, estd en gran parte, directamente relacionada con los adefantos que
abrieron nuevos campos a la investigacion.'

A pesar de que durante mucho tiempo la observacién de los fendmenos de putrefaccién de
la materia organica, de las enfermedades infecciosas, de las fermentaciones y de otros
procesos naturales llevé a considerar la existencia de criaturas tan pequefias que no podian
ser observadas a simple vista, el descubrimiento de los microorganismos se asocia con ef
desarroilo de la ciencia dptica, con la cual se pudieron obtener lentes de un poder de
resolucion elevado. Sin embargo, ya antes de esta época, en 1546, Fracastoro de Verona
sugiere la existencia de un contagium vivum como causa de enfermedad, y Von Plenciiz, en
1763, aboga por vez primera por el criterio de especificidad de las enfermedades
infecciosas; no obstante, estas afirmaciones eran simples suposiciones carentes en absoluto
de base experimental, '

Aunque, en 1559, Kircher sefiala la presencia de “pequefios gusanos™ en la sangre de los
enfermos de peste bubdnica, las primeras observaciones fueron realizadas por un
comerciante holdndes, Anton van Lesuwenhoek a fines del siglo XVII y comienzos del
XV, quién emple6 microscopios simples hechos por él mismo, Los microscopios de
Leeuwenhoek eran muy imperfectos si se comparan con los estindares actuales, pero
mediante cuidadosas manipulaciones y un buen enfoque fue capaz de observar una gran
variedad de microbios en las aguas estancadas, infusiones y sarro dental. El 24 de abril de
1676 comunico a la Royal Society de Londres la observacion de un increible nimero de
pequefios animales o “ animaliculos™ que presentaban formas diversas: esféricas, cilindricas
o en espiral. Dado que utilizé lentes simples con un maximo de 300 aumentos, es de
suponer que sélo observd bacterias de gran tamato, pero sus descripciones fueron una de
las contribuciones més importantes en el campo de la biologia. '



Sin embargo, la microbiologia como ciencia se desarrollé apenas en Ja Gltima parte del
siglo XIX; este retraso se debié a que ademds del microscopio, eran necesarias algunas
técnicas basicas para el estudio de los microorganismos. En el siglo XIX Ia investigacion de
dos preguntas importantes di6 lugar al desarrollo de estas técnicas y dejé sentadas las bases
para la fundacién de la ciencia microbiética: 1)-;Se da la generacién esponténea?, 2) {Cual
es la naturaleza de las enfermedades contagiosas?. El estudio de estas dos preguntas fue
paralelo, quedando contestadas a fines de este siglo, estableciéndose asi las bases de la
microbiologia como ciencia independiente y en desarrollo.”

La teoria de la enfermedad por gérmenes.

Aun en el siglo XVI se pensaba que algo podia transmitirse de una persona enferma a una
sana para inducir en esta tiltima la enfermedad de la primera. Muchas enfermedades parecia
que se diseminaban a través de las poblaciones y recibieron el nombre de contagiosas, la
causa desconocida responsable de la diseminacion recibio a su vez el nombre de contagio.
Cuando e! descubrimiento de los microorganismos fue més o menos acepiado, se pensé que
éstos eran los responsables de las enfermedades contagiosas, aunque hacian falta pruebas.
Fue gracias al trabajo efzctuado por Koch, que la teorfa de los gérmenes como responsables
de las enfermedades adquirié bases s6lidas.

En sus trabajos iniciales publicados en 1876, Koch estudio el dntrax, enfermedad del
ganado que en ocasiones también se presenta en el hombre. El antrax es producido por una
bacteria esporulada que recibe el nombre de Bacilfus anthracis, y en la sangre de un animal
infectado con ella abundan las células de esta bacteria. Koch dejé establecido, por medio de
un andlisis microscopico cuidadoso, que las bacterias siempre estaban presentes en la
sangre de animales que padecian esta enfermedad Sin embargo, sabia que la mera
asociacién de bacterias y enfermedad no era una demostracién de que las bacterias la
produjeran. Cabia la posibilidad de que fuera a la inversa. Por tanto, demostro que era
posible tomar una pequefia cantidad de sangre de un animal enfermo e inyectarfa a otro y
nuevamente reproducir los sintomas caracteristicos de la enfermedad. Repitiendo este
proceso 20 veces, Koch transfirié exitosamente de un animal a otro pequeiias cantidades de
sangre que contenian bacterias y demostrd que en realidad eran las responsables del dntrax.

Llevando todavia més adelante este experimento, encontré que las bacterias podian ser
cultivadas en lignidos nutritivos fuera del cuerpo animal y, adn después de muchas
transferencias en cultivo, las bacterias podian causar la enfermedad cuando se reinoculaban
en un animal. Tanto las de un animal enfermo como las provenientes de un cultivo
provocaban los mismos sintomas si eran inoculadas. Baséndose en éste y otros
experimentos, formulé los siguientes criterios, que reciben en la actualidad el nombre de
postulados de Koch, para demostrar que cada tipo de bacteria produce una enfermedad
especifica:

{. El organismo siempre debe encontrarse en los animales que sufren la enfermedad y no

en individuos sanos.
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2. El organismo debe aislarse en cultivos puros, aparte de estar presente en el cuerpo del
animal.

3. Tales cultivos, cuando son inoculados en animales susceptibles, deben desencadenar los
sintomas caracteristicos de la enfermedad. )

4. El organismo debe ser reaislado de estos animales experimentales| ] cultivado
nuevamente en ¢l laboratorio, después de lo cnal debe seguir siendo el mismo.

Los postulados de Koch no sélo proporcioraron un medis para mostrar que organismos
especificos producen enfermedades especificas, sino que también dié un tremendo impetu
al desarroilo de [a ciencia de la microbiologia recalcando la importancia del empieo de los
cultivos de laboratorio.

Quimioteripicos.

A la vez que se aislaban en ripida sucesién los agentes causales de las enfermedades
infecciosas, se descubrian los mecanismos de la inmunidad y los métodos para combatirlas,
como las vacunas, los sueros antitdxicos y los quimioterdpicos.

Aunque el empleo de sustancias quimicas para ¢l tratamiento de las enfermedades
infecciosas se inicid hace ya siglos por métodos empiricos, el verdadero fundador de la
quimioterapia fue Paul Ehrlich, en Alemania, mientras estudiaba medicina en 1870, Ehrlich
introdujo colorantes que todavia se usan en histologia para la tincidn selectiva de los
componentes basofilos y acidofilos celulares y posteriormente formulé 12 teoria de la
“cadena lateral” para explicar las interacciones extraordinariamente especificas de los
anticuerpos y los antigenos. Ehrlich, apoyéndose en esta teoria y en la accién de los
colorantes, considerd que cualquier sustancia toxica, para poder ejercer su accidn, debia
fijarse quimicamente sobre la materia viva, ya fueran células del organismo o agentes
patdgenos. Esto le impulsé a buscar sustancias gue presentaran capacidad de fijacién
selectiva, es decir, que siendo capaces de fijarse sobre los patdgenos no tuvieran afinidad
por las células del huésped. Después de un gran niimero de ensayos lleg6 el descubrimiento
de un arsenical, el Salvarsan, que fue utilizado durante mucho tiempo en el tratamiento de
la sifilis. Este descubrimiento fue seguido por el de otros quimioterdpicos, arsenicales
organicos, antimoniales y antipalidicos de sintesis, hasta que, en 1935, Domagk, en
Alemania desarrollé un colorante, el Pronmtosil, cuyo mnicleo activo, la p-
aminobencenosuifonamida, por sustitucion de diversos radicales ha dado lugar al
aislamiento de gran nimero de compuestos, que se conocen con ¢! nombre genérico de
sulfamidas. Por otra parte, en 1929, Fleming realizé la observacién de un fendémeno de
antagonisme bacteriano entre un hongo (Penicillium notatum) y los estafilococos: al
contaminar espontineamente las esporas del hongo, vehiculadas por el aire, una placa de un
cultivo de estafilococos, habian inhibido el desarrollo de estos organismos. Esta
observacion fundamental determind que, en 1940, Florey y Chain aislaran el primer
antibidtico conocido, la penicilina, y que en afios mds tarde por ¢l estudio deun
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actinomiceto del suelo (Strepfomices griseus) se llegard al descubrimiento de la
estreptomicina por Waksmann. En las décadas siguientes, la investigacidn exhaustiva de
microorganismos del suelo ha permitido el aislamiento de varios centenares de antibidticos,
de los cuales alrededor de cien se han demostrado de utilidad clinica.'*

IL- ANTIMICROBIANOS

Los compuestos quimicos con accion antimicrobiana pueden ser clasificados en dos
grandes grupos, antibiéticos y quimioterépicos. El término “antibiético™ se utiliza siempre
para conceptuar todas las sustancias orgénicas producidas por microorganismos que fueran
capaces de actuar sobre otros microorganismos inhibiendo su crecimiento o destruyéndolos,
mientras que el término “quimioterapico” se utiliza para aquellas sustancias obtenidas por
sintesis quimica, aunque la tendencia actual es la de agruparlos bajo el titulo de “agentes
antimicrobianos”, Para que una sustancia pueda ser considerada como “antibi6tico” debe
cumplir, de acuerdo con Waksman y cols.(1941), las siguientes condiciones:

i) Especificidad: Se traduce en el espectro de accién del antibiético, consistente en su
actuacién frente 2 un grupo determinado y limitado de microorganismos. Este
comportamiento se debe a que los antibiéticos actian en un lugar anatémico concreto dela
bacteria, que es especifico de cada antibiético.

Unos se fijan en una molécula y bloguean su accion, y otros alteran una linea metabolica
fundamental para la bacteria. Bs el sitio de accién, o “blanco molecular” , del antibidtico,
cuyo blogueo o modificacién se traduce en cambios metabélicos trascendentes para la vida
del microorganismo. '

ii) Elevada potencia bioldgica: Es decir, que sea activo a pequeilas concentraciones;
actividad que suele expresarse como concentracion inhibitoria minima (CIM), equivalente a
la cantidad minima necesaria para impedir el crecimiento de un microorganismo en
condiciones estandarizadas. Para la mayorfa de los agentes antimicrobianos de eficacia
clinica, las CIM frente a microorganismos totalmente sensibles varian entre 100 y 0.01
mg/mL o cifras inferiores, y, para una terapia eficaz, habitualmente parecen requerirse
niveles superiores a la CIM en el lugar donde se produce la infeccion. "’

iii) Toxicidad sefectiva: Un antibiético ideal presenta toxicidad selectiva. Este término
implica que el medicamento es nocive para el microorganismo infectante sin serlo para el
huésped. En muchos casos, la toxicidad es refativa, lo que significa que un medicamento
puede daflar a un microorganismo a una concentracién que el huésped puede tolerar. La
toxicidad selectiva, por lo general depende de la inhibicién de fendmenos bioquimicos que
se presentan en o que son esenciales en el microorganismo, pero no para el huésped.®
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1. Clasificacién de los antimicrebianos.

Los criterios de clasificacion de los antimicrobianos son diversos, lo que origina varias
claves que han permitido agruparios segim su origen, estructura quimica y actividad.

i} Por su origen, se pueden dividir en:

a) Bioldgicos. Sen producidos por microorganismos, lo que permite subdividirlos a su
vez en: antimicrobianos elaborados por bacterias tipicas (p. ej. polimixinas por Bacillus
polimixa), actinomicetos (p.¢j. cloranfenicol por S. venezuelae) y hongos (p ¢j. penicilina
por Penicillium notatum).

b) Sintéticos. Son producidos exclusivamente por sintesis quimica. Son ejempios de
ellos los nitrofuranos y las sulfamidas.

¢) Semisintéticos. En la actualidad constifuyen el grupo més numeroso e importante.
Sobre ¢l niicleo basico del antibidtico, producido por el microorganismo, se engarzan en la
posicién més adecuada radicales obtenidos por sintems conﬁnendo mejora del espectro,
de Ia farmacocinética, disminucion de la toxicidad, etc.™

ii) Por su espectro de accion. El rango de actividad de un antimicrobiano se denomina
espectro, término utilizado para describir los géneros y especies frente a los cuales ha
demostrado ser activo. De acuerdo a esta caracteristica pueden clasificarse en:

a) De amplio espectro, como el cloranfenicol y las tetraciclinas, que interfieren en el
crecimiento de numerosas especies bacterianas.

b} De espectro intermedio, que actiian frente 2 un nimero mas limitado de especies (p.gj.
penicilinas, macrolidos).

c)De espectro reducido, que, como las 5pohmxxmas sdlo tienen un comportamiento eficaz
frente a un nimero limitado de especies.

iii) Por su forma de accion, pueden dividirse en;

a) Bacteriostaticos: que bloquean el desarrollo y multiplicacién de las bacterias, pero no
las lisan, por lo que al retirar el antimicrobiano su efecto es reversible.

b) Bactericida: que provocan la muerte bacteriana, con lo que el proceso es
irreversible.***

v} Por el mecanismo de accién. Parz la mayor parte de los antibidticos, no se
comprenden por completo sus mecanismos de accién. No obstante, para fines de discusion,
es conveniente presentar los mecanismos bajo cuatro diferentes encabezados:
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a) Inhibicién de I sintesis de la pared celular.

b) Alteracién de la permeabilidad de Ia membrana celular o €l transporte activo a través
de la misma.

¢) Inhibicién de la sintesis de proteinas (es decir, la inhibicién de Ia traduccién y
transcripcion del material genético).

d) Inhibicién de la sintesis de dcido nuctéico.

vj Por la estructura quimica. Es la mds utilizada y puede introducir ofros parametros para
una correcta adecuacién clinico-microbiologica. Sobre la base de su estructura y
composicion, los antimicrobianos se agrupan en familias que tienen caracteristicas comunes
no sélo quimicas, sino también mecanismo de accién y espectro semejantes. Dentro de cada
familia pueden separarse subgrupos por matices, COMo espectro de accién, y estabilidad
enzimatica, diferenciandose en el grupo sobre todo con base en la tolerancia,

.

farmacocinética., etc. Las familias y grupos mis importantes son:"*

1 B-lactdmicos
Penicilinas
Cefalosporinas
Cefamicinas
Oxacefeminas
Clavaminas
Carbapeneminas
Monobactimicos
Etc.
Aminociclitoles
Espectinomicina
Aminoglicésidos
Polipeptidicos
Tetraciclinas
Cloranfenicol y derivados
Macrilidos
Lincosamidas
Rifamicinas
Fosfomicina
Sulfamidas
Nitrofurantoina
Quinolonas
Derivados nitroheterociclicos
Antifiingicos

=

P FREPET
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2. Miecanismos de accién de Ios antimicrobianos.

Para que un antimicrobiano ejerza su accion, es necesario que llegue al foco infeccioso,
penetre en las bacterias y alcance infracefularmente 1a concentracién necesaria. La entrada
en la bacteria se puede lograr por difusién o transporte activo. En ¢l aspecto molecular, los
antimicrobianos de uso en clinica pueden ejercer su accién en las siguientes estructuras 0
funciones:

a) Accién antibitica por inhibicion de la sintesis de Ia pared celular (Bacitracina,
cefalosporinas, cicloserina, penicilinas, vancomicina).

En contraste con las células animales, las bacterias poseen una capa exicma rigida
denominada pared celular, Ia cual rodea por completo la membrana celular citopldsmica.
Mantiene la forma del microorganismo y “contiene” a la célula bacteriana, que posee una
presién osmética interna inusualmente alta. En las bacterias gramnegativas, la parte mas
externa de la pared celular ests formada por una bicapa de lipidos llamada membrana
externa. La presion interna es 3 a 5 veces mayor en las bacterias grampositivas que en las
bacterias gramnegativas. La pared celular contiene un polimero complejo entrelazado,
quimicamente diferenciable, denominado peptidoglucano, compuesto de polisacaridos y
péptidos. Por lo general los polisacdridos se componen de los aminodcidos N-
acetilglucosamina y 4cido acetilmurimico; este {itimo sélo se localiza en las bacterias. A
los aminoaziicares s¢ les unen pequefias cadenas peptidicas. La rigidez final de la pared
celular dependerd del entrelazamiento de las cadenas peptidicas como resultado de las
reacciones de transpeptidacion Hevadas a cabo por varias enzimas. La capa de
peptidoglucanos es mucho ma %'uesa en la pared celular de las bacterias grampositivas
que en la de las gramnegativas, >

i} Inhibicion de la transpeptidacion (beta-lactdmicos)

Todas las penicilinas y cefalosporinas (antibisticos beta lactimicos) son inhibidores
selectivos de la sintesis de la pared celular bacteriana. Aunque ésta es slo una de las
diversas actividades de estos medicamentos, quizé es la mejor comprendida. El paso iniciat
de la accién del firmaco consiste en su fijacion a ciertos receptores celulares, Hamades
proteinas fijadoras de penicilina (PBP, del inglés penicillin-binding-proteins), 10s cuales,
llegan a ser de 3 a 6 en muchas bacterias. Distintos receptores (PBP) pueden poseer
diferentes afinidades para un medicamento, y cada uno puede mediar un tipo distinto de
accion.

=10~



Las PBP se encuentran bajo control microsémico, y las mutaciones pueden alterar su
nimero y afinidades por los medicamentos beta lactamicos especificos. Después de que un
beta lactimico se ha unido a sus receptores, se inhibe la reaccion de transpeptidacion y se
bloquea la sintesis de peptidoglucanos. El siguiente paso probablemente implica la
eliminacion o inactivacién de un inhibidor de las enzimas autoliticas (hidrolasas) en la
pared celular, Esto activa a las enzimas liticas en algunos microorganismos y puede causar
1a lisis si €l ambiente es isotonico. En un ambiente hiperténico (por gjemplo sacarosa al
20%), los microbios pueden cambiar a protoplastos o esferoblastos cubiertos solo por una
fragil membrana celular.

La inhibicién de las enzimas de transpeptidacién por las penicilinas y cefalosporinas
puede deberse a una similitud estructural de estos medicamentos a la acil-D-alanil-D-
alanina. La notabie falta de toxicidad de las antibiéticos beta-lactmicos para las céiulas de
los mamiferos se atribuye a la ausencia de una pared celular de peptidigiucano en estds.

ii) Inhibicion de la sintesis precursora de peptidoglucanos.

Otros medicamentos, inhiben los primeros pasos de la biosintesis de los peptidoglucanos.
Puesto que los primeros pasos de la sintesis tienen lugar dentro de la membrana
citoplésmica, estos medicamentos deben penetrar la membrana para ser eficaces. Ejemplos
de éstos son:

- Bacitracina: Inhibe la hidrolisis o desfosforilacion del lipido pirofosfato, asi éste no
puede reutilizarse de nuevo en el tramsporte de polimeros lineales de disacarido-
pentapéptido a través de la membrana citoplasmica.

- Vancomicina; Impide la transferencia del disacirido pentapéptido, unido al lipido
portador de la membrana citoplésmica, al aceptor de la pared celular. Esto se consigue
uniéndose a la D-alanil-D-alanina terminal del pentapéptido disacrido, lo que impide la
actuacién del peptidoglicanosintetasa. De forma similar actia la ristocetina.

- Fosfomicina: Interfiere la condensacion de la UDP-GlcNAc con el fosfoenol-piruvato
para formar el éter enélico del UDP-GIcNAc-piruvato. Esta reaccion es inhibida porque la
fosfomicina se une covalentemente con la transferasa que la cataliza, a causa de su analogia
estructural con el fosfoenol-piruvato.

- Cicloserina, un andlogo de la D-alanina, bloquea la accion de la alanina racemasa, una
enzima esencial en la incorporacién de la D-alanina en el pentapéptido  del

peptidoglucano.**
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b) Accién antibiética por inhibicién de la funcién de }a membrana celular (polienos y
polimixinas)-

La membrana celular o citoplismica es vital para todas las células, ya que entre sus
propiedades incluye el actuar como barrera de permeabilidad selectiva, controlando de ¢sta
forma la composicién del medio interno celular. Las sustancias que alteran esta estructura
modifican la permeabilidad, permiten la salida de iones K y macromoléculas, como los
dcidos nucléicos y causan un efecto litico.

Las polimixinas se comportan como detergentes catiénicos. Son polipéptidos con un
extremo liposoluble y otro hidrosoluble. El primero se une 2 los fosfolipidos de la
membrana citopldsmica bacteriana y el segundo penefra en la parte hidrofilica. De esta
forma se desorganiza esta estructura y aumenta su permeabilidad, con la pérdida de
metabolitos esenciales y muerte bacteriana como resultado final. Las bacterias mds
susceptibles son las que tienen en su membrana mayor cantidad de fosfolipidos
(gramnegativas). La insensibilidad o resistencia esta en relacion con la impermeabilidad de
la pared celular para estos fdrmacos, como es el caso de las grampositivas que tienen una
pared celular muy gruesa

Los antibidticos poliénicos (nistatina y anfotericina B) son activos frente a hongos, poseen
una parte de su molécula con numerosos enlaces (polieno) hidrofébica y, ademds, oira
hidrofilica. La porcién hidrofébica se une con los esteroles de la membrana celular de los
hongos, introduciendo a su vez la parte hidrofilica. De esta forma no sdlo se altera la forma
de la membrana, sino que, ademss, se forman poros hidrofilicos y se modifica la
permeabilidad normal de esta estructura.

Todos estos antibiéticos son liticos, incluso en bacterias en reposo, y tienen cierto
potencial téxico, especialmente la anfotericina B, ya que son capaces de unirse con los
lipdos de las membranas citopldsmicas de las células de los mamiferos. 38

¢) Accién antibiética por inhibicién de la sintesis de proteinas ( Aminoglucdsidos,
tetraciclinas, maerélidos [eritromicinas], cloramfenicol, lincomicinas).

Se ha establecido que los aminoglucésidos, tetraciclinas, cloramfenicol, macrdlidos y
lincomicinas pueden inhibir la sintesis de protefnas mediante la accion sobre los ribosomas
en las bacterias.

Las bacterias tienen ribosomas 70S, en tanto que las células de mamiferos tienen
ribosomas 808. Las subunidades de cada tipo de ribosoma, su composicion quimica y sus
especificidades funcionales son lo suficientemente diferentes para explicar por qué los
antibiéticos pueden inhibir la sintesis de proteinas en los ribosomas bacterianos, sin tener
mayor efecto sobre los ribosomas de los mamiferos.
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En la sfntesis normal de proteinas microbianas el mensaje del mRNA es leido, de manera
simulténea, por varios ribosomas que se extienden a lo largo de la cadena de mRNA. estos
son los llamados polisomas.

i Amino.glucésidos.

De heche, se ha estudiado mas el modo de accion de la estreptomicina que de cualquier
otro aminoglucésido (Kanamicina, neomicina, gentamicina, netilmicina, amikacina, efc),
pero probablemente todos actian de manera similar. El primer paso es la fijacién del
aminoglucésido a una proteina receptora especifica ( P 12 en ¢l caso de la estreptomicina)
en la subunidad 308 del ribosoma 70S microbiano. Segundo, los aminoglucésidos bloguean
la actividad normal del complejo de iniciacién para la formacién de péptidos (mRNA +
formil metionina + tRNA). Tercero, ¢l mensaje del mRNA es mal leido en la region de
reconocimiento del ribosoma y, como resultado, el amino4cido erréneo se inserta en el
péptido, originando una proteina no funcional. Cuarto, la fijacién a los aminoglucésidos
causa la degradacion de los polisomas y su separacion en monosomas incapaces de llevar a
cabo una sintesis de proteinas. Estas acciones se presentan mds 0 menos de manera
simulténea y el efecto global suele ser irreversible, causando la muerte de la célula.

ii) Tetraciclinas,

Las tetraciclinas se fijan a Ia subunidad 308 de los ribosomas microbianos. Estas inhiben
la sintesis de proteinas mediante el bloqueo de la fijacién del aminoaciltRNA cargado y
asi, evitan la introduccién de nuevos aminodcidos en la naciente cadena peptidica. La
accién suele ser bacteriostdtica y reversible al suspender el medicamento.

iti) Cloramfenicol.

El cloramfenicol se fija a la subunidad 50S del ribosoma, e interfiere con Iz fijacion de los
nuevos aminoicidos a la naciente cadena peptidica, debido en gran parte, a que el
cloramfenicol inhibe la peptidiltransferasa. El cloramfenicol es principaimente
bacterostitico, y el desarrollo de los microorganismos se reanuda cuando se suspende el
medicamento.

iv) Macrdlidos (eritromicinas).

Estos medicamentos se fijan a la subunidad 508 de los ribosomas y pueden competir con
las lincomicinas por los sitios de fijacién (un fRNA 238). Los macrolidos pueden interferir

con la formacion de complejos de inicio para la sintesis de cadenas de péptidos o con las
reacciones de aminoacil translocacién.
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v) Lincomicinas (clindamicina).

Las lincomicinas se fijan a Ia subunidad 50S del ribosoma microbiano y se confunden con
los macrélidos en el sitio de fijacién, actividad antibacteriana y modo de accion. >

d) Accién antibitica por inhibicién de la sintesis de dcidos nucléicos (Quinolonas,
rifampicina, sulfonamidas, trimetoprim).

Todas las quinolonas y las fluoroquinolonas son potentes inhibidores de la sintesis de
4cidos nucléicos. Bloquean la accion de ]a DNA girasa (topoisomerasa II), la enzima
causante del empacamiento y desempacamiento de la superespiral de DNA.

La rifampicina inhibe el desarollo bacteriano mediante su fuerte fijacion a la RNA
polimerasa dependiente de DNA de las bacterias. asi, inhibe la sintesis del RNA bacteriano.
La resistencia a este firmaco se desarrolla como una mutacién cromosémica de alta
frecuencia que resulta en un cambio en la RNA polimerasa.

Para muchos microorganismos, el 4cido p-aminobenzéico (del inglés p-aminobenzoic
acid, PABA) constituye un metabolito esencial. Es utilizado por éstos como un precursor
para la sintesis de 4cido folico en la via que lleva a la sintesis de dcidos nucléicos. Es
probable que el modo de accidn especifico del PABA implique una condensacién de
pteridina con €] PABA, dependiente de trifosfato de adenosina (ATP), para producir 4cido
dihidropterdico, que posteriommente se convierte en acido folico. Las sulfonamidas son
analogos estructurales del PABA e inhiben la dehidropteroato sintetasa.

Las sulfonamidas pueden entrar en la reaccion en lugar del PABA y competir por el sitio
activo de la enzima, Como resuitado, se forman andlogos no funcionales de dcido félico,
evitando el desarrollo posterior de las células bacterianas. La accién inhibidora de las
sulfonamidas en el desarroilo bacteriano puede ser contrarrestada por un exceso de PABA
en el ambiente (inhibicién competitiva). Las células animales no pueden sintetizar 4cido
folico y deben depender de fuentes exdgenas; por tanto, son resistentes a la accion de las
sulfonamidas.

El trimetoprim inhibe a la 4cido dihidrofélico reductasa de las bacterias 50,000 veces mas
répido que la misma enzima de los mamiferos. Esta enzima reduce el dcido dehidrofSlico
en tetrahidrofolico, una etapa que lleva a 1a sintesis de purinas y por dltimo de DNA. Las
sulfonamidas y el trimetoprim producen un bloqueo secuencial de esta via, lo que resulta en
una potenciacion notable (sinergismo) de actividad. %
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SECCION II, CONTROL DE CALIDAD Y MICROBIOLOGIA CLINICA. .

L HISTORIA DE LA CALIDAD.

Desde los tiempos de los jefes tribales, reyes y faraones han existido las cuestiones sobre
fa calidad. El Cédigo de Hammurabi, que data del afio 2150 a.C, declara: “si un albailil
construye una casa para un hombre, y su trabajo no es fuerte y la casa se derrumba matando
a su duefio, el albailil serd condenado a muerte”. Los inspectores fenicios suprimieron todas
las transgresiones repetidas de las normas de la calidad, cortdndole la mano a quién hacia
un producto defectuoso; aceptaban o rechazaban los productos y ponfan en vigor las
especificaciones gubernamentales. Los inspectores egipcios y los mayas, en América
Central, comprobaban las medidas de los bloques de piedra con un pedazo de cordel
mientras los picapedreros observaban. Todas estas civilizaciones antiguas daban gran
importancia a la equidad en los negocios y como resolver las quejas.”

Durante el siglo XIIT empezaron a existir los aprendices y los gremios; el gobierno fijaba
y proporcionaba normas (por ejemplo, pesas y medidas) y, en la mayor parte de los casos,
un individuo podia inspeccionar todos los productos y establecer un patrén de calidad
inico. Con el advenimiento de la Revolucién Industrial, Ia produccién en masa de los
productos manufacturados se hizo posible mediante la divisién del trabajo y la creacion de
partes intercambiables. Siendo a fines del siglo XIX cuando comenzd a surgir el sistema
industrial moderno.”

La ltegada de la Segunda Guerra Mundial apresuré el paso de la tecnologia de la calidad.
La necesidad de mejorar la calidad del producto dié por resultado un aumento en ¢l estudio
de 1a tecniologia del control de [a calidad. Fue en este medio ambiente donde se expandieron
rapidamente los conceptos bésicos del control de la calidad. En 1946 se¢ instituyé en
Estados Unidos, la ASQC (American Society for Quality Control: Sociedad Americana del
Control de la Calidad), y en los afios cincuenta y sesenta, Armand V. Feigenbaum fijé los
principios basicos det control de la calidad total.

Hoy en dia, muchas organizaciones se empefian en Tograr el mejoramiento de la calidad,
no sdlo en el 4rea de la industria o en el drea farmacéutica, sino también en el drea clinica,
en la que los profesionales de la salud deben enfrentarse al compromiso de utilizar
eficientemente los recursos con los que cuenta el laboratorio clinico, y se desempeiien con
calidad ejenplar.
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IL. CALIDAD Y CONTROL TOTAL DE LA CALIDAD.

La calidad es una caracteristica determinada por el consumidor de un producto o servicio,
no por el ingeniero, ni el quimico, ni la gerencia general. Estd basada en la experiencia real
del consumidor con el producto o servicio, medida contra sus requisitos -definidos o
ticitos, conscientes o solo percibidas, operacionales técnicamente o por completo
subjetivos- y siempre representa un objetivo movil en el mercado competitivo. En general,
la calidad del producto y servicio puede definirse como: La resultante total de las
caracteristicas del producto y servicio en cuanto a mercadotecnia, ingenieria, fabricacién y
mantenimiento por medio de las cuales el producto o servicio en uso satisfaga las
expectativas del consumidor. Algunos otros términos, como confiabilidad, facilidad para
darle servicio y mantenimiento, en algunas ocasiones se han tomado como definiciones de
fa calidad del producto. Estos términos son, en realidad caracteristicas individuales, que en
conjunto constituyen la calidad del producto y servicio. Es importante reconocer este
hecho, por que el requisito clave para establecer lo que se entiende por calidad, exige un
equilibrio econdmico entre estas caracterfsticas individuales.®

Asi, la meta de la industria competitiva, respecto a la calidad del producto, se puede
exponer claramente: suministrar un producto o servicio en el cual su calidad haya sido
disefiada, producida y sostenida a un costo econdémico y que satisfaga por entero al
consumidor. En la frase “Control de Calidad™ , la palabra calidad no tiene el significado
popular de “mejor” en sentido abstracto. Industrialmente quiere decir “mejor dentro de
ciertas condiciones del consumidor”; ya sea que el producto sea tangible o intangible >

El Control Total de la Calidad se refiere, por lo tanto, a un sistema efectivo de los
esfuerzos de varios grupos en una empresa para la integracion del desarrollo, del
mantenimiento y de fa superacién de la calidad con el fin de hacer posibles mercadotecnia,
ingenieria, fabricacién y servicio, a satisfaccién total del consumidor y al costo mas
econdmico. Ya que sus fundamentos son basicos, el control de calidad ha sido y puede ser
usado en industrias orientadas hacia el producto que van desde electronica para el
consumidor, computadoras y generadores eléctricos para la industria farmacéutica, hasta las
industrias orientadas al servicio, desde tiendas departamentales hasta cuidado médico y
realizacidn de andlisis clinicos. A pesar de que los detailes del enfoque pueden ser
diferentes entre las industrias y compatiias, los fandamentos prevalecen. En el drea clinica,
el control de calidad debe permitir que, independientemente del laboratorio que realice las
pruebas, se obtengan resultados muy similares. El paciente se beneficiara doblemente, de
forma directa con los resultados obtenidos e indirectamente al aumentar la confianza del
clinico en los resultados del laboratorio. También el control de calidad contribuye a
mantener una moral elevada y la profesionalidad en el laboratorio al aumentar la confianza
del personal en el trabajo que realiza,*’
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I, EL CONTROL DE CALIDAD EN EL LABORATORIO CLINICO.

En un laboratorio de anslisis clinicos se espera que el personal que labora ahi, utilice los
recursos del laboratorio efectivamente y produzca resultados de laboratorio de alta calidad,
para lograr esto, se debe remarcar que un laboratorio comprende tres componentes
principales: la estructura, el proceso y el resultado. La estructura no se limita a las
instalaciones fisicas y equipo del laboratorio, o consiste en el patrén de organizacion de las
responsabilidades, las autoridades y relaciones a través de las que el laboratorio lleva a
cabo sus funciones. El proceso es el término para todos los pasos que involucran la toma, el
transporte, Ia recepeién y el analisis de la muestra y el reporte de los resultados, este
conjunto de pasos individuales constituye el sistema del laboratorio. Es un grupo de
recursos y actividades interrelacionados que transforman insumos en productos.
Finaimente, el resultado es el producto o el servicio proveniente de las actividades o
procesos que se hayan llevado a cabo en el laboratorio. No sélo es la produccion de
resultados de alta calidad sino que también incluye su interpretacién adecuada y su
aplicacién al diagndstico, monitoreo y tratamiento. Aunque algunos laboratorios de analisis
clinicos consideran innecesarios los programas de control de calidad, muchos otros
comienzan a tener consciencia de su necesidad, pero los consideran muy complicados y
caros, especialmente los laboratorios pequefios, sin embargo, la existencia de numerosas
fuentes de error presentes en un laboratorio clinico justifican de sobremanera la necesidad
de llevar un control de calidad para asf poder adoptar dentro del laboratorio un modelo de
mejoria continua de la calidad.>"®

El témino de mejoria continua de calidad se refiere tanto a una filosofia como 2 un
sistema de manejo. No desecha los métodos tradicionales de control y garantia de calidad
del laboratorio, sino que se trata de una extension de esas actividades y requiere de un
nuevo enfoque y una ampliacién de actividades en la organizacién en la bisqueda de la
calidad. La mejoria continua de Ia calidad son aquellas acciones necesarias para aumentar
la efectividad y la eficiencia de la estructura, el proceso y los resultados mencionados
anteriormente. La meta es proporcionar beneficios afiadidos a la organizacién para
beneficio de los usuarios.'®

La mejoria continua de la calidad (MCC), por lo general, no se puede implementar en
forma ripida, para que funcione el sistema de manejo de la MCC deben estar
comprometidas las autoridades mas altas de una organizacion. Sin embargo, ain si no se
puede introducir globalmente el Control de Calidad Total, mucho se puede hacer para
mejorar ¢l trabajo del laboratorio y la forma en que se realiza. Existen algunos conceptos
bésicos que a continuacién se mencionan, y que, llevaran a una mejoria de la calidad y que
pueden constituir el fundamento del modelo MCC.

- Conocimiento de las personas a quienes sirve el laboratorio, lo que necesitan y lo que
esperan los médicos directamente y los pacientes indirectamente.

- Concentracién en 1o que hace el laboratorio para lograr los resultados deseados: el
proceso y los resultados.
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- Incluir a todos los que realizan el trabajo: el enfoque de equipo.

- Estimular, guiar, facilitar: propercionar liderazgo.

- Mejorar constantemente Ias actividades del laboratorio; mejoria continua. 10

Ei principio fundamental del manejo de la calidad es que un compromiso real de parte de
todo el personal del laboratorio dard resultados més efectivos y miés eficientes; los pasos
bésicos del manejo de calidad son los que se enumeran a continuacion:

1. La Estructura de Organizacion del Laboratorio debe incluir:

- un organigrama.

- una declaracion del propésito, las funciones, las metas especificas, los objetivos
medibles y la implementacién del plan.

- Un mecanismo de visién y revisién del propésito, las metas y los objetivos.

- Un grupo de manejo gerencial del Iaboratorio con objetivos definidos y
representatividad amplia del personal. Debe sesionar regularmente y llevar un registro
.resumido de los asuntos que se traten en las sesiones.

- Sesiones del personal completo del laboratorio para hacer recomendaciones sobre el
proposito, las metas y el plan objetivo del laboratorio.

- Acuerdos con grupos de usuarios para establecer protocolos del uso adecuado de los
servicios del laboratorio."

2. Educacién y entrenamiento. Cada miembro del personal del laboratorio debe
familiarizarse con los avances y cambios en la teorfa y la practica de ese aspecto del
laboratorio clinico en el cual se han especializado. Tanto el miembro del personal como el
jefe son responsables de planear la capacitacién continua a través de:

- un programa de orientacién para empleados nuevos o para aquellos que regresan de .
alguna ausencia.

- Ia definicién de criterios de desempeilo que proporcionen una base para evaluar la
superacion,

- programas de educacién en el servicio.
- asistencia a conferencias, talleres y seminarios. "’
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3. Garantia de calidad. Debe existir un programa planeado y sistemdtico de monitoreo y
evaluacion de los servicios de Iaboratorio para resolver problemas que se presenten y sean
identificados. La garantia de calidad incluye las acciomes sistematicas y planeadas
implementadas en el laboratorio necesarias para crear suficiente confianza de que un
producto o un servicio cumple con los requisitos necesarios de calidad. En el laboratorio
clinico se acostumbra considerar al control interno de calidad 12 la evaluacion externa de
calidad como partes complementarias de la garantia de calidad. 0

4, Control de Calidad. En general, los controles de calidad pueden adoptar dos formas:

- Control de Calidad Interno: es el grupo de procedimientos adoptados por el equipo de
trabajo de un laboratorio para la evaluacién continua del trabajo y de los resultados
emergentes, para asi decidir si son 6 no suficientemente confiables para ser reportados a los
clnicos o a los epidemidiogos. '’

- Control de Calidad Externo: se refiere a un sistema.de chequeo objetivo de los
resultados de un laboratorio por medio de una agencia externa. Esta incluye la comparacion
de los resultados de un laboratorio con aquellos de ofros laboratorios. La idea principal es
establecer la comparabilidad de la precision y exactitud de los diferentes métodos
utilizados, asi como conocer la distribucion de frecuencias de los distintos resultados en
funcién de las condiciones técnicas empleadas en los diversos laboratorios.”

Hay al menos cuatro métodos para desarrollar un programa de control de calidad externo:

i) Inspecciones repetidas por personal especiaimente preparado. En ellas se deben revisar
Tos protocolos de trabajo y establecer discusiones sobre control de calidad.

ii) Pruebas de capacidad diagndstica. Se realizan por medio del envio de muestras
supuestas. Estas pruebas en si no son un mecanismo para mejorar la capacidad, sino
simplemente indican lo que es necesario perfeccionar de las técnicas utilizadas.

iii) Conferencias y cursos tedrico-pricticos sobre contro} de calidad. Es, posiblemente, el
método mds eficaz para mejorar la calidad del trabajo realizado y para el establecimiento de

programas de control.

iv) Actividades conjuntas dentro de las organizaciones profesionales.

La adopci6n de un programa de control de calidad est4 en relacién directa con el tamafio y
capacidad diagnéstica del Iaboratorio.”

8, Validacién de los métodos analiticos. Una parte integral de] desarrollo de un método
analitico es la validacién de! mismo, es decir, ¢l método debe probarse para determinar su
efectividad. La validacion generalmente incluye una evaluacién de la precision, linearidad,
exactitud y especificidad, y proporciona una medida del comportamiento del método. B
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La validacién del método puede definirse como el proceso por el cual queda establecido,
por estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface los requisitos para las
aplicaciones analiticas deseadas. La capacidad se expresa, en este ¢aso, en términos de
parimetros analiticos.”

El proceso de validacién de un método en particular estd basado en principios cientificos
adecuados y ba sido optimizado para propésitos practicos de medicién. En la aplicacion de
los criterios de evaluacién de un método analitico prevalecera ante todo la experiencia y el
criterio de la persona que lleve a cabo la validacién. "

- Creacion de la infraestructura para la mejoria continua de la calidad:

Los laboratorios varian en tamafio, complejidad y en el nimero de pacientes que atienden.
Algunos cuentan con el personal y los recursos materiales necesarios para crear una
infraestructura de MCC bastante compleja en un tiempo corte. Otros tendrdn que comenzar
con una visién més limitada o tendrdn que escoger solo algunos aspectos criticos. En la
figura 1, se muestra un enfoque simplificado, paso por paso, para lograr Ia mejoria continua
de la calidad.”

i) Propdsito, metas, funciones y objetivos. Debe existir una definicién escrita del
proposito, las funciones, las metas y los objetivos del laboratorio. Esta ¢s la politica de
calidad. Debe identificar claramente a quién le da servicio y cudles son sus necesidades y
expectativas. Es la expresion formal por parte de la direccion de las intenciones globales y
el objetivo del laboratorio con respecto 2 la calidad.

ii) Identificacion de 4reas de operacion (AO). Es un paso importante para comprender la
complejidad estructural de un laboratorio. Un laboratorio pequefio cuyas funciones,
objetivos y metas sean limitados, y cuyo personal esté formado por pocos empleados puede
realizar todos los andlisis en una sola drea de operacién. Un laboratorio mas grande y més
complejo tendrd que contar dreas separadas para microbiologfa, quimica, hematologia,
inmunologia, anatomia patoldgica, virologia, banco de sangre, coagulacion, patologia
forense o combinaciones de estas dreas. La identificacién de estas reas permite que todo el
laboratorio sea mis manejable a través de la divisién de la organizacion en componentes
més pequeiios.

iii) Identificacién de las funciones principales dentro del AO. Estas son responsabilidades
definidas ampliamente que describen las razones principales de la existencia de cada una de
las &reas.

iv) Identificar el proceso de cada funcién. Un proceso es una serie de actividades y
comunicaciones interrelacionadas, por ejemplo, el analisis ¢ informe de enzimas cardiacas
y hemocultivos son procesos que tienen un papel importante en el manejo del paciente.
Pueden ser blancos de MCC legitimos en las secciones de quimica y microbiologia

respectivamente.
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Definir qué hace, a quiéa sirve ¢ iaboratorio (misitn).

ldentificar funciones principaies de cada érea de
cperaciin.
l Identificar ef proceso de cada funcién. I

Identificar mdicadores criticos de los pasos de cada
procese.

Definir ¢ nivel de expectatva para cada indicador,

Evaiuaciin {auditorfa)

Andiisis.
£ Se cumpiid ia
expectativa?
No Si
-
Reporte.

Figura 1. Enfoque simpiificado, pasa a pase, deia mejorfa contnua de [a
cafidad (MCC). Tomado de; Castilo M, Fonseca M, 1995,
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v) Identificacién de indicadores criticos de los pasos de cada proceso. Es importante
elaborar un diagrama de los pasos de cada proceso desde el principio hasta el final. Una
pequefla proporcion de la variacion en la calidad det proceso puede obedecer a cierta causa
espec1al por ejemplo, un error de tiempo en el sistema. Con mayor frecuencia surgen

variaciones en el proceso causadas por sucesos aleatorios debidos a defectos inherentes al
disefio del proceso. Una vez definidos los pasos del procese, se deciden que partes deben
monitorearse, esto es, los indicadores criticos de los pasos de cada proceso.

vi) Definir las “expectativas” de cada indicador . Debe haber una explicacion clara de la
utilidad de cada indicador asi como de Ia forma en que se evalia el proceso o el resultado.
El indicador no es una medida directa de la calidad, pero es un marcador que identifica
alguna caracteristica especial de un servicio que necesite una revision mds cuidadosa. Un
indicador de la calidad puede estar enfocado hacia una etapa del proceso, otra hacia el
resultado. Un indicador fraccionario mide las veces en que sucede un evento divididas entre
el total de probabilidades de que ocurra este evento. Tales indicaciones se prestan al
andlisis de patrones de cambio en el tiempo para detectar si ha habido mejora o deterioro en
el proceso o en los resultados. La validez de un indicador es el grado por el cual identifica
situaciones que requieren de mejoras en algén servicio o actividad. No todos los
indicadores deben tener una base cientifica que respalde su validez real. En este caso se
utiliza el ténmino “validez aparente” que se refiere al sentido que tienen el indicador y la
interpretacion de los resultados que éste proporciona para un usuario bien informado.

vii) Medicién (auditorfa). Es necesaria una descripcidn clara y detallada de los datos que
se deben recolectar y analizar para que distintos observadores retinan la misma informacién
de la misma manera y se puedan hacer comparaciones en distintos momentos. Una
auditoriz de Ia calidad es un analisis sistematico e independiente que determina si las
actividades relacionadas con la calidad y sus resultados cumplen con los lineamientos
propuestos ¥ si se han implementado correctamente y son dtiles para lograr los objetivos
deseados.

viii) Analisis e informe. Los datos deberan analizarse para comprobar si [as expectativas
se han cumplido. Los resultados deberin repartirse entre todas las personas que participan
en el proceso. Sélo asf podran enterarse todos los participantes de como progresa el proceso
y convertirse en parie de la infraestructura del MCC.

ix) Identificar oportunidades de mejoramiento. Si no se cumplen las expectativas previstas
se pueden proponer modificaciones pata mejorar el desempefio, basdndose en la
informacién obtenida del indicador o del proceso analitico completoe. La efectividad de los
cambios se debe medir y analizar para ver si ha tenido un unpacto positivo sobte la calidad
del servicio.

El proceso completo de MCC puede invertir bastante tiempo y esfierzo. Cada laboratorio
puede disefiar su propio programa de acuerdo a sus circunstancias y tomar pasos
individuales con respecto 2 su programa de vigilancia continua de la calidad.
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IV. EL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA Y EL. CONTROL DE CALIDAD.

La actividad més importante del microbiélogo en medicina es aislar e identificar a los
agentes causales de una enfermedad infecciosa. Esta drea de la microbiologia es llamada
microbiologia clinica. En afios recientes, este campo de estudio se ha expandido
grandemente debido a la preocupacién creciente acerca de la importancia que tiene el
realizar una identificacién precisa del agente patégeno para proporcionar un tratamiento
adecuado al paciente. Los laboratorios clinicos son generalmente capaces de aislar,
identificar, y determinar la sensibilidad a los antibidticos de las bacterias patogenas
encontradas de manera rutinariz en un lapso de tiempo de 72 horas después de recibir la
muestra. Sin embargo, los avances recientes en los métodos de diagnéstico rapido han
hecho posible realizar a identificacién de algunos agentes patogenos en menos de un dia.
Los métodos de diagnéstico que se basan en la inmunoclogfa o en la biologia molecular han
reducido aiin m4s el tiempo necesatio para llevar a cabo el diagnéstico, y en muchos casos
un agente patégeno puede ser identificado sin tener que realizar el cultivo del mismo. Asi,
¢l papel de! laboratorio de microbiologia ha cambiado en los dltimos afios, pasando de
servir sélo para confinmacién del diagnéstico establecido por el clinico a guiar al médico en
¢l diagnéstico y en a eleccién de la terapentica.™*

Cuando el médico, con base en un examen cuidadoso del paciente, decide que se
encuentra presente una enfermedad infecciosa, es necesario colectar muestras de tejidos o
fluidos infectados para realizar los andlisis microbiolégicos, inmunolégicos y/e de biologia
molecular (Fig. 2). Dependiendo de! tipo de infeccidn, las muestras colectadas pueden
incluir sangre, orina, heces, esputo, liquido cefalorraquideo 6 pus, las cuales deberdn ser
tomadas en condiciones asépticas para evitar el riesgo de contaminacion y poder realizar la
marcha de identificacién sin temor a obtener resuitados erréneos. "*

Como puede observarse, la microbiologia clinica consiste en una disciplina cualitativa que
precisa de una interpretacion subjetiva. En vez de monitorear los valores normaies, que
cambian durante la enfermedad y vuelven a la normalidad como consecuencia del
tratamiento y/o recuperacién, como ocurre en la bioquimica o en la hematologia, la
microbiologia dirige sus intentos hacia el aislamiento de un agente patdgeno, a menudo en
zonas colonizadas por flora normal, en donde las variables de la recoleccion de muestras y
su transporte, seleccién y utilizacién de medios adecuados de aislamiento, condiciones de
incubaci6n, criterios de identificacién, determinacién de la sensibilidad antimicrobiana y
métodos de comunicacién forman parte de las posibles fuentes de emor que pueden
determinar que la informacién proporcionada sea irrelevante o que conduzca a confusiones.
Un programa para asegurar la calidad en microbiologia clinica debe tener en cuenta todos
estos aspectos, de tal modo que los lmites de exactitud y reproducibilidad de los métodos
microbiolégicos puedan ser determinados y mantenidos a niveles que proporcionen datos
de confianza y consistentes de informacién diagndstica a costes razonables. ™'
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Figura 2 Distintas fases del procesamiento de una muestra en el laboratorio de
bacteriologla en las que se pueden producir erzores. Tomado de: Brock D,

Madigan T, 1568
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Las 4reas a considerar al planificar un programa para ascgurar la calidad de un modo
completo son:

1. Personal: Debido al alto nivel de interpretacién subjetiva requerido en casi cada nivel
en el procesamiento de los especimenes remitidos para su valoracién microbioldgica, 1as
calificaciones, la experiencia y las motivaciones del personal deben ser del mayor nivel, El
personal debe ser estimulado a que tome parte en reuniones y seminarios y que lea
literatura actual acerca de la microbiologia clinica. Los libros de referencia al dia, asi como
revistas adecuadas, han de encontrarse en Ia biblioteca del laboratorio. "’

2. Documentacion de los procedimientos: Para poder desarroilar un programa de control
de calidad completo, el primer paso es el establecimiento de un manual detallado de los
procedimiex}gos. En este manual se incluira toda la reglamentacién que guiard la labor del
laboratorio.

3. Areas especificas del control de calidad.

a) Medios de cultivo. El control de calidad cubrird los aspectos de preparacién adecuada
de los medios de cultivo, esterilidad, funcionalidad y caducidad de los mismos para queé
puedan ser utilizados en el laboratorio clinico. 517

b) Reactivos: Los reactivos utilizados en los laboraforios de microbiologia incluyen
colorantes, productos quimicos y antimicrobianos, discos o tiras de papel impregnados y
antisueros, Todos deben ser controlados para obtener resultados comectos, Antes de su uso
hay que realizar pruebas de la funcion de cada lote, asi como a intervalos adecuados
durante la vida de ese lote. Estos intervalos dependen de la estabilidad inherente del
reactivo o colorante, y de la frecuencia de su utilizacién.

¢) Andlisis y pruebas de sensibilidad antimicrobiana: Las pruebas de sensibilidad frente a
los antibiéticos ¥ quimioterapicos o antibiogramas, constituyen posiblemente e! punto de
méxima responsabilidad de un laboratorio de microbiologia. Por ello, es de capital
importancia antes de establecer un control de calidad, que el laboratorio esté seguro de que
ejecuta la tcnica comrectamente, comprobando meticulosamente todos y cada uno de los
pasos del proceso. Los discos para probar la sensibilidad frente a los antimicrobianos deben
guardarse y utilizarse cuidadosamente una vez recibidos en el laboratorio, sin sobrepasar la
fecha de caducidad marcada por el fabricante. ™"
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d) Utillaje: Es esencial poseer un equipo que funcione correctamente. Un programa de
control de calidad debe incluir el control habitual de todos los aparatos mecdnicos y
eléctricos controlados por temperatura. Se han de establecer programas de conservacion
preventiva de acuerdo con las recomendaciones de los fabricantes del utillaje. Un manual
de mantenimiento en el que estén especificadas la frecuencia y naturaleza del
mantenimiento debe estar fijado o colocado cerca de cada pieza del equipo. Estas deben
revisarse periodicamente para estar seguros de que se ha realizado la puesta a punto
necesaria y se han corregido los defectos encontrados. El manual de mantenimiento tiene
que definir claramente quien es el responsable de la conservacion de cada instrumento. El
material de vidrio utilizado en el laboratorio debe ser inspeccionado, y las piezas
descantilladas o resquebrajadas deben ser eliminadas. Los utensilios de vidrio han de estar
libres de detergentes. Los instrumentos volumétricos de vidrio, especiaimente las pipetas,
se sometcrén a un procedimiento de control habitual para verificar la exactitud de su
calibrado.”

€) Microorganismos patrén, obtencién y conservacion: Es necesario poseer una coleccién
de cepas patron que cumplan las caracteristicas tipicas morfol6gicas, bioquimicas,
fisiologicas y seroldgicas de la especie a que pertenecen para el coatrol de los medios,
reactivos y técnmicas de identificacién y prevenir los errores necesarios. Los
microorganismos patrén se pueden obtener de distintas fuentes, por ejemplo: 1) The
American Type Culture Collection (ATCC), 2) The Nationmal Committee for Clinical
Laboratory Standars (NCCLS), y 3) laboratorios de referencia o laboratorios de salud
pliblica "

4. Determinacion de la eficacia. El analisis de la eficacia, requerido por ciertas agencias
del gobiemne y algunas agencias privadas acreditativas o de verificacién, proporciena un
valioso complemento ai ?rograma del laboratorio para el control de calidad como medio de
juzgar Ia calidad global *

Finalmente, los resultados de los programas de andlisis intemnos y externos deben ser
revisados de modo regular y comentados con el personal. Estas discusiones han de
constituir un ejemlclo educativo en el que se haga hincapié en los resultados del laboratorio

y del personal.”®
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El poder identificar en un laboratorio de microbiologia clinica al agente patégeno causante
de una enfermedad infecciosa es muy importante, ya que por medio de una identificacion
correcta se puede determinar el tratamiento ms adecuado a dicha infeccidn; asi, cuando se
toma una muestra en el laboratorio, se tiene que seguir un proceso adecuado de manejo de
dicha muestra, desde realizar Ia tincién de Gram, y la siembra de la muestra en diferentes
medios de cultivo no selectivos y selectivos seleccionados de acuerdo al tipo de muestra
con la que se esté trabajando ( exudado oral, nasal, 6tico, orina, heces ), esto se hace con ia
finalidad de realizar un aislamiento primario del posible agente causante de la infeccion,
posteriormente, se procede a realizar las pruebas de identificacion 6 pruebas bioquimicas
(prueba de la catalasa, coagulasa, produccién de indol, asimilacién de carbohidratos, etc.),
para asi conocer con certeza el tipo de agente patogeno causante de la enfermedad, tanto en
género como en especie; finalmente, se realiza la prueba de sensibilidad 2 antibidticos
(antibiograma), por medio del cual se puede determinar 2 que tipo de antibidticos es mas
susceptible el microorganismo causal, y asi, el médico pueda emitir el tratamiento mds
adecuado con base en los resultados proporcionados por el laboratorio de microbiologia
clinica. Como se puede observar, todas y cada una de las pruebas que se realizan durante el
manejo de la muestra son de vital importancia para asi poder emitir un resultado correcto, ¥
en vista de que en cada una de las etapas es posible proporcionar resultados errdneos
debido a equivocaciones por parte del analista, dichas pruebas deben ser llevadas a cabo
con mucho cuidado, siguiendo paso a paso los métodos y las técnicas, de los cuales, el
microbiélogo debe estar seguro que son en realidad confiables y que cumplen
satisfactoriamente con Ja finalidad para la que fueron disefiados, es decir, los métodos
deben estar validados, es por esta razén, que es importante y necesario desarrollar en todos
los laboratorios, no sélo de indole farmacéutica, sino también clinicos, un programa
integral de control de calidad, ademas de realizar conjuntamente la validacién de los
métodos que se utilizan en dichos laboratorios. Desgraciadamente, el control de calidad y la
validacion son aspectos relativamente nuevos en el drea clinica y lo son ain més en el caso
especifico del 4rea de microbiologia, la cual es de suma importancia en el 4rea diagnéstica
de la salud, es por esto que surge la necesidad de comenzar a implantar programas de
control de calidad en esta drea, asf como validar los métodos que se utilizan, desde las
finciones hasta Ia realizacién de los antibiogramas. En el caso especifico del area de
microbiologia de los laboratorios de analisis clinicos de las Unidades Multidisciplinarias de
Atenci6n Integral (U.M.A.L’s) de la FE.S. Zaragoza, no se habfa seguido hasta la fecha un
programa estricto de control de calidad como se hace en las otras dreas de dichos
laboratorios, es por esto que fue importante realizar la implementacién de dicho programa 2
fin de obtener resultados confiables y de calidad en ésta, con la ventaja de que este
programa pueda ser implementado en cualquier laboratorio de primer nivel de atencion que
realice identificaciones microbianas.
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JUSTIFICACION:

En los afios recientes se han desarrollado técnicas que han cambiado substancialmente a los
laboratorios de microbiologia, de manera que ahora existen procedimientos bien
estandanizados eén la mayorfa de las dreas (identificacion de agentes, examenes de
sensibilidad antimicrobiana, cultivos anaerobios, eic.). Esta mejora ha afectado
positivamente [a calidad de andlisis que, a su vez, ha avanzado de ser una sencilla
confirmacion del diagrdstico a una herramienta valiosa para confirmar la etiologia de una
infeccidn, v, en la mayoria de los casos, proporciona una guia esencial para definir la
terapia. Para obtener resultados exactos se requiere de una calidad alta, lo que fuerza al
laboratorio 2 mantener un programa de control interno de calidad estructurado, exacto y
periédico y que se complemente con un programa de evaluacién externa de calidad, Asi, al
validar los métodos utilizados en el laboratorio, e implementar un programa integral de
control de calidad, se obtiene la confianza de que ¢l trabajo que se estd realizando es de
calidad, es decir, en primer lugar, fos métodos y técnicas empleadas estdn cumpliendo de
manera satisfactoria con las especificaciones y fines para [o que fueron disefiados; segundo,
al trabajar dichos métodos no se presentardn alteraciones en los resultados que pongan en
peligro [a salud del paciente, quién ¢s en primera instancia la persona que sufre de manera
directa los posibles emores que se presenten al desarrollar un diagnéstico de laboratorio;
tercero, los resultados obtenidos serdn de calidad, es decir, serdn confiables, reproducibles y
con un margen de error casi nulo.
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OBJETIVO GENERAL :
Establecer un Programa Integral de Control de Calidad en el drea de microbiologia clinica

para los laboratorios de anilisis clinicos de las UM.AL’s de la FE.S. Zaragoza, aplicable a
cualquier laboratorio de primer nivel de atencion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS :

1. Conocer los principales factores que afectan la calidad de los resultados en el drea de
microbiologia clinica.

2. Conocer y aplicar las medidas preventivas y correctivas que aseguren la caiidad de los
resultados ¢n el drea de microbiologia clinica.

3. Realizar el control de las condiciones ambientales del area (humedad y temperatura) de
microbiologia.

4. Realizar el control y plantear recomendaciones pricticas para mejorar €l lavado del
material que se utiliza en el laboratorio de microbiologia.

5. Demostrar !a ausencia de sustancias inhibitorias o promotoras del crecimiento
microbiano en el agua, que emplez un laboratorio de microbiologia clinica.

6. Desarrollar €l protocolo de control de calidad de materiales y equipo (incubadora,
autoclave, etc.), de uso comun en el laboratorio de microbiologia clinica.

7. Recomendar procedimientos y protocolos para la recepeién, preparacitn, y control de
calidad de los medios de cultivo y reactivos que se utilizan cominmente en el area de
microbiologia.

8. Recomendar procedimientos y protocolos para la preparacién y control de calidad de las
pruebas de sensibilidad antimicrobiana.

9. Realizar la validacién de medios de cultivo y antibiogramas utilizados en el drea de
microbiologia clinica,
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HIPOTESIS :

Si se realiza la validacién de los medios de cultivo y antibiogramas utilizados en el
laboratorio de microbiologia clinica, y ademas se establece en dicha drea un programa
integral de control de calidad que abarque desde la redaccién de los documentos necesarios,
hasta la realizacién de las prucbas de sensibilidad antimicrobiana, entonces, se podrin
obtener resultados de alta calidad, es decir, confiables, reproducibles y con un peguefio
margen de error, ademds de que se comprobard que las técnicas y métodos utilizados
cumplan satisfactoriamente con la finalidad para la que fueron disefiados.
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MATERIAL Y METODOS.

1.- Documentacién de los procedimientos.

Con la finalidad de que el laboratorio desarrolle sus funciones correctamente y con
precision, dentro de un marco de bioseguridad, se escribieron los manuales de
procedimientos, control y validacion, donde se guardard toda la informacion necesaria
(humana y técnica), para el buen desarrollo de todas las actividades. Los manuales incluyen
basicamente los siguientes aspectos:

a) Manuat de procedimientos:
- Descripeion de los esquemas y formulas de preparacién de medios de cultivo, reactivos y
colorantes utilizados en e! laboratorio de microbiologia.

- Descripeion detallada de las pautas de procesamiento de los distintos tipos de muestras.
Comprende los efeciuados siguiendo métodos directos y los efectuados siguiendo métodos
indirectos o seroldgicos. :

- Descripcion detallada de como desarrollar los informes de salida de resultados tanto si se
efectian manualmente, como por computadora.

- Descripcion de la normativa de seguridad en caso de incendio, o de cualguier otra
situacién de emergencia (salpicaduras con 4cido, pinchazo accidental con una aguja,
contacto de una mucosa con un suero, derrame de una suspencion bacteriana, eic.).

1) Manual de control y validacién:

- Lista actualizada de todos los medios de cultivo, reactivos y colorantes utilizados, con los
siguientes datos: tipo de medio, colorante o reactivo, personal que lo recibe, procedencia,
fecha de entrada, fecha de caducidad.

- De;s_cripcién de los procedimientos de control de calidad y validacion, explicando de
forma breve el fundamento de cada procedimiento.

- Hojas de registro especiales para anotar los resultados de los diferentes procesos de
control de calidad y validacién realizados en el laboratorio.

El director del laboratorio es responsable de que el personal que trabaja en el mismo,
conozea a fondo el contenido del manual de consuitas, normas y esquemas, ya que un
dominio de las técnicas profesionales y una mayor seguridad en el trabajo, conduce a un

aumento de la calidad.
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2.- Control de Calidad de Rutina.

Se establecié un Programa de Control de Calidad de Rutina que cubrié los siguientes
puntos:

a) Condiciones ambientales.
- Control de temperatura.

Material: Termometro.
Hoja de registro de temperaturas (fig. 3)

Procedimiento: Revisar diariamente la temperatura del cuarto, tante al comienzo, como al
final de la jornada de trabajo, anotando la temperatura y la hora de revisién de la misma en
una hoja de registro de temperaturas.

b) Limpieza y desinfeccién.
- Superficies de trabajo.

Material: Lienzo limpio
Detergente aniénico
Solucién de fenol al 10%

Procedimiento: Limpiar y desinfectar las superficies de trabajo por lo menos una vez al dia
al iniciar y terminar el trabajo, y tantas veces como sea necesario, y cuando se contaminen
con un producto bioldgico. Frotar la superficie de trabajo suavemente utilizando un lienzo
limpio humedecido en detergente haciendo movimientos circulares; posteriormente,
remover el detergente usando un lienzo humedecido con agua de la llave; finalmente,
desinfectar la superficie, colocando un poco de solucién desinfectante sobre la superficie de
trabajo y frotando cor movimientos circulares utilizando un lienzo limpio. Los
desinfectantes mds apropiados son el fenol al 10% y el hipoclorito sédico a dosis de 5
g/litro { 5000 ppm de cloro libre ). Si el producto es sospechoso de contener virus de la
hepatitis, es mejor emplear formol al 5% o glutaraldehido al 2%.

La limpieza de los suelos se realiza utilizando un detergente aniénico y después aplicando
hipoclorito sédico al 0.1% de cloro libre, es decir 1 g/litro ( 1000 ppm ).
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CONTROL DE TEMPERATURA.

Fecha:

Hora de inicio:

Temperatura.

Hora de termino:

Temperatura.

Figura 3. Hoja de registro de temperaturas.
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- Eliminacién de desechos biolégicos.

Material : Olla de presién o autoclave.
Mechero Fisher.
Tripie.

Procedimiento: Esterilizar los productos bioldgicos antes de ser desechados. La
esterilizacién se realiza en una olla de presién o autoclave a 120°C, a 15 iibras de presion,
durante 15 minutos. Una vez esterilizados los productos biologicos, son desechados en una
bolsa de pléstico cerrada y colocada en el depésito de basura bioldgico-infecciosa®'.

¢) Equipo.
- Congelador.

Material: Termémetro de inmersion parcial de -10 a 120° C,
Hoja de registro de temperaturas.

Procedimiento: Registrar 12 temperatura diariamente al inicio y al final de {a jornada de
trabajo, anotandosé la hora en que fue registrada. Introducir el termometro dentro del
congelador y esperar por lo menos 10 minutos para que la lectura se estabilice y asi evitar
errores de registro de la misma.

Descongelar y asear el congelador cada 6 meses.

- Refrigerador.

Material. Termdmetro de inmersién parcial de -1¢ a 120° C.
Hoja de registro de temperaturas.
Vaso de precipitados de 100 mL.

Procedimiento: Registrar la temperatura diariamente al inicio y al final de la jonada de
trabajo, anotandosé i2 hora en que fue registrada. Llenar un vaso de precipitados con agua
de la llave e introducirlo en el refrigerador, esperar por lo menos media hora para que la
temperatura del agua se estabilice con la temperatura del refrigerador antes de proceder a
checarla. Transcurrido el tiempo de espera, introducir el termémetro en el agua del vaso de
precipitados y anotar la temperatura en la hoja de registro.

La limpieza del refrigerador debe hacerse mensualmente.
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- Estufa.

Material: Termémetro de inmersion parcial de -10 a 120° C.
Hoja de registro de temperaturas.

Procedimiento: Registrar Ia temperatura diariamente al inicio y al final de la jornada de
trabajo, anotandosé la hora en que fue registrada.

Limpiar la estufa mensualmente.

- Microscopio.
Material: Papel seda.

Procedimiento: Limpiar el microscopio cada vez que se utilice empleando papel seda para
evitar que se dafien los lentes. Cubrir los oculares con una tapa apropiada cuando el
microscopio no se utilice. Cubrirlo con una funda al finalizar la jomada de trabajo.

Comprobar el alineamiento del condensador mensualmente, efectuar una revision general
del aparato cada 6 meses.

- Autoclaves.

Material: Cinta testigo.
Cepa: esporas de Bacillus stearothermophilus.

Procedimiento: La relacién tiempo-temperatura-presion es controlada para asegurarse que
sea la adecuada para garantizar una total esterilizacién. Ello se consigue incluyendo entre el
material a esterilizar una ampolleta que contenga una suspension con esporas de Bacillus
stearothermophilus , que es una bacteria altamente resistente al calor, se procede a realizar
¢l ciclo de esterilizacion a 121° C, 15 Ibs de presion durante 15 minutos. Se considera que
la esterilizacion ha sido correcta si €l microorganismo no puede ser subcultivado en un
medio de enriquecimiento (agar sangre o chocolate) después de 24 horas de incubacion a
una temperatura de 37° C.

Otra forma de comprobar una correcta esterilizacion es el introducir, junto con el material a
esterilizar, un trozo de cinta testigo. Se considera que la esterilizacion ha sido correcta si la
cinta testigo presenta cambio de coloracion.

El control de 12 ofla de presion y de los autoclaves se lleva a cabo quincenalmente, y deben
limpiarse una vez al mes.
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3.- Etapas de Control de Calidad.

a) Control Preanalitico.

- Registro del paciente: Registrar al paciente, anotando en la libreta general todos sus datos
{Nombre, clave, edad, sexo, procedencia, tipe de estudio).

- Toma de muestra: Los estudios bacteriolégicos para la confirmacién del diagndstico
clinico en el 4rea de las enfermedades infecciosas requieren de una buena toma de muestra
biolégica pues son la parte primordial de dichos estudios. Las tomas de muestra mds
comunes en el laboratoric y sus precedimientos son los siguientes:

i) Extdado faringeo:

Material: Abatelenguas.
Hisopo estéril de algodon.
Guantes
Cubreboca

Indicacién al paciente; Presentarse al laboratorio en ayunas, sin lavarse la boca, sin usar
pasta dental o cualquier antiséptico local.

Coleccién de 1a muestra: Solicitar la apertura bucal, y utilizando guantes y cubreboca, se
presiona la lengua hacia abajo con ayuda de un abatelenguas, introducir un hisopo estéril,
sin tocar ia lengua, saliva, ni la ivula y con un répido movimiento, frotar la superficie de la
orofaringe. Colocar el hisopo en medio de Stuart para poder realizar posteriormente la
siembra del producto.

ii ) Exudado nasal.

Material: 2 hisopos estériles.
Guantes
Cubreboca

Indicacién al paciente: Presentarse en l2 maiiana evitando el uso de gotas nasales de
cualquier tipo.

Coleccién de la muestra; Utilizando guantes y cubreboca, introducir un hisopo estéril en
cada fosa nasal, levantando la punta de la nariz y dirigiendo el hisopo hacia el dngulo
interno del ojo, hasta sentir una ligera resistencia que debe ser vencida suavemente, se hace
un movimiento de rotacién del hisopo extrayéndolo con suavidad. Conservar el producto en
caldo BHI durante media hora para favorecer el crecimiento de las posibles bacterias
patogenas presentes en la muestra.
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iti ) Exudado dtico.

Material: Hisopo estéril.
Gasa estéril,
Agua estéril,
Guantes.

Indicaciones al paciente: Presentarse sin aseo del oido, sin usar pomadas ni soluciones
dticas.

Coleccion de la muestra: Existen dos alternativas,

a) Si existe coleccién purulenta contenida en Ja membrana timpanica debe ser remitido al
otorrinolaringélogo para que sea practicada una paracentesis y la muestra obtenida por
aspiracion.

b) Si existe coleccion purulenta a través del conducto auditivo externo debe limpiarse el
pabell6én auricular con gasa humedecida con agua y la parte mds extema con un hisopo
impregnado con agua ( la gasa, el agua y el hisopo deberdn estar esterilizados ). Una vez
absorbida el agua con la gasa se levanta el pabellén auricular hacia arriba y atrds para
introducir suavemente un hisopo humedecido con caldo BHI a través del conducto hasta
sentir resistencia, girar el hisopo y retirar con suavidad. Conservar en caldo BHI durante
media hora para favorecer el crecimiento de las posibles bacterias patogenas presentes en la
muestra.

iv) Exudado vaginal.

Material: 3 Hisopos estériles. Solucién de KOH al 10%
Espejo vaginal. 3 portaobjetos.
Guantes. ) Papel indicador de pH.
Cubreboca. Placa con agar chocolate.

Indicacién al paciente: Presentarse al laboratorio en la mafiana, bafiada pero sin aseo
vaginal interno, no usar évulos ni haber tenido relaciones sexuales la noche anterior a la
toma de muesira.

Coleccién del producto: Colocar a la paciente en posicién ginecologica, la persona
encargada de colectar la muestra debe utilizar guantes estériles. Al iniciar la toma de la
muestra, separar los labios mayores con una mano, mientras se introduce el espejo vaginal
sin lubricante con l2 otra mano, exponiendo el cuello uterino. Introducir tres hisopos
tallando fondo de saco y cérvix; el primero se destina para el cultivo, el segundo para el
examen en fresco, que se realiza en un perfedo de no més de 15 minutos de tomada la
muestra, y el tercero para el frotis que s¢ hace rodando el hisopo lentamente sobre la
laminilla para evitar destruccion de las células epiteliales.
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Tomar el pH frotando el contenido de un hisopo contra la tira de pape! pH, posteriormente,
en un portaobjetos colocar una gota de solucién de KOH al 10% y frotar el hisopo contra
esa solucién y acercarse el portaobjetos a la nariz para detectar el olor caracteristico a
“pescado podrido” que se presenta en el caso de infeccién por Gardnerella vaginalis.
Efectuar una siembra directa de la muestra en una placa de agar chocolate para realizar la
busqueda de microorganismos exigentes y/o dificiles de cultivar. Todas estas observaciones
se anotan en la libreta de registro.

v} Urocultivo.
Material: Frasco vacio, limpio y estéril.

Indicacién al paciente: Realizar aseo previo en el drea genital, recolectar el chorro medio de
la primer orina de la mafiana en un frasco estéril, y no tardar mds de 2 horas en llevar la
muestra al laboratorio.

Coleccién del producto: Entregar al paciente un frasco limpio, vacio, estéril. Se le indica
que deber lavarse la zona periuretral y ef perineo con agua jabonosa de delante hacia atrds,
y que una vez aseada esta region se deja correr la primera porcién de la orina la cual se
descarta y sin parar [a miccién, se colecta en el frasco estéril la porcion media. Sembrar el
producto tratando de que no transcurran més de 30 minutos.

vi) Coprocultivo:
Material: Envase limpio (no necesariamente estéril).
Indicacién al paciente: Colectar Ia primera muestra fecal preferentemente de la mafiana y

entregarla al laboratorio no después de 1-2 horas de excretada.

Coleccion del producto:

Depositar de dos a tres gramos de materia fecal (muestra del tamafio de una nuez ) o de tres
a cinco mililitros de evacuacion diarréica en un envase perfectamente limpio. Sembrar las
muestras inmediatamente al llegar al laboratorio, haciendo especial enfasis en el registro de
la muestra, si corresponde a algiin nific menor de un afio.
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b) Control analitico.

i} Cuntrol de las tinciones.

La funcionalidad de los colorantes para esta tincién se analiza después de su preparacion y
a intervalos de una semana, utilizando cepas de referencia ATCC.

Material: Portaobjetos. Cepas : S. aureus ATCC 25923.

Reactivos: Cristal violeta. E. coli ATCC 25922
Lugol. * ATCC= American Type Culture Collection.
Soluciéon Alcohol-Acetona 1:1
Safranina.

Procedimiento:Colocar una gota de agua en el portaobjetos, después una asada del
microorganismo control, homogeneizar la suspensién y fijar al calor.

Cubrir el frotis con cristal violeta durante un minuto, enjuagar con agua de la Have y cubrir
con lugol durante otro minuto, enjuagar con agua de la [lave.

Posteriormente, decolorar el frotis con la solucion alcohol-acetona hasta que dicha solucion
no arrastre consigo més colorante. Finalmente, cubrir el frotis con safranina durante 20
segundos, para posteriormente enjuagarla con agua de la llave. -

Dejar secar el frotis y observar al microscopio.

ii) Determinacion de sustancias inkibitorias o promotoras del crecimiento microbiano en el
agua destilada o desmineralizada.

Aplicar la prueba a cada uno de los lotes de agua destilada que se emplean en el laboratorio
para preparar medios de cultivo, diluyentes y reactivos para andlisis microbiolégicos y
siempre que estas aguas provengan de sistemas de purificacién recién instalados o sujetos a
modificaciones que puedan alterar la calidad del agua.

Material: 3 Cubrebocas.
* 7 tubos de Folin-Wu con tapa de algodon.
20 Tubos de ensaye de 13x100 mm con tapa de algodon.

1 Matraz Erlenmeyer de 500 mL.

1 Matraz Erlenmeyer de 500 mL que contenga 200 mL de agua destilada.

15 Cajas de Petri de 100x15 mm.
6 Pipetas graduadas de 5 mL.
2 Pipetas graduadas de 10 mL.

2 Pipetas graduadas de 2 mL.

12 Pipetas graduadas de 1 mL.
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1 Pipetas serologica de 0.2 mL.

5 Frascos de vidrio color ambar.

Asa bacteriolégica
Nota: Antes de realizarse el estudio, todo el material se esteriliza en olla de presién a
121°C, durante 15 minutos, a 15 libras de presion.

Cepa de referencia: Enterobacter cloacae ATCC 23355.

Equipo: Espectrofotémetro.

Preparacién de reactivos:

Usar reactivos de alta pureza y prepararlos con agua destilada, tomando como base para su
prepacion las cantidades siguientes.

A} Solucién de citrato de sodio.
Nay;CsHg07.2H0 029
H,0 destilada 500 mL.,

B) Solucion de sulfato de amonio.
(NH,);50,4 0.60 g

H,0 destilada 500 ml.
C) Solucién de mezcla de sales.
MaSC,.7THO 0.26 g.
CaCl;.2H,0 012g
FeS0, TH,0 023 g
NaCl 2.50g.
H,O 500 mL.
D) Solucién amortiguadora de fosfatos (concentrada) 0.25 M
KH;PO, g
H,0 destilada 1000 mL.

En un matraz volumétrico de 1L disolver ¢l fosfato en 500 mL de agua; ajustar el pH a
7.2+/-0.2 con NaCH 1IN, aforar con agua destilada,

E) Solucién amortiguadora de fosfatos (diluida)

En un matraz volumétrico de 1000 mL realizar una dilucién 1:25 mL de ia solucion
concentrada, aforar con agua destilada. Envasar las soluciones en los recipientes adecuados
y esterilizar a 121°C durante 15 minutos.



Medios de Cultivo (para 1000 mL.)
Caldo Infusién Cerebro Corazén (BIOXON)

Infusién cerebro de temera.................. 200.0 gr.
Infusién de corazén de res........cconeuveee 250.0 gr.
Peptona de gelatina...............ccooovminnine 10.0 gr.
DEXITOSA. .....cocvereerensereremssstosennrisssnnrenrenss 2.0 gr.
Cloruro de sodio.......cc.covereeiccecsrisrnssnanans 50¢gr.
Fosfato disddico........ocoonrermcmrirereeenreeruans 2.5¢gr
pH finat 7.4 + 0.2
Caldo Soya-Tripticaseina (BIOXON).
Peptona de casefna...........cvocemcemicicnna. 17.0 gr.
Peptona de so¥a.....ccoccvvmnrniivnrraresnnscecs 3.0 gr.
Cloruro de sodio........ocrvmvcrecisiieninsnmennns 5.0 gr.
Fosfato dipot8ico........cccvmrrecrernennicnererens 2.5 gr.
DEXITOSR .. eerccreercrrssenreresrcessissssnsnssnstenen 25gr
Agar Bacteriolégico (BIOXON).

Preparar y esterilizar los medios de cultivo siguiendo las indicaciones del fabricante (ver
Apéndice).

Procedimiento:

- Siembra del microorganismo de prueba.

En un tubo de ensaye de 16x125 mm con tapén de rosca conteniendo caldo BHI, inocular
una asada del microorganismo de prueba, e incubar durante 24 horas a 35°C, esto con el fin
de obtener bacterias viables en fase de reproduccién.

- Cosecha del microorganismo.

Transcurridas las 24 horas, ajustar la suspensién del microorganismo al 60% de
transmitancia a 580 nanémetros, utilizando agua destilada estéril tanto como diluyente de la
suspencion, como blanco para realizar las lecturas.

- Dilucién de la suspension bacteriana.

Diluir 12 suspension bacteriana original hasta 10°, determinar por el método de vaciado en
placa (usando agar soya-tripticasa), el mimero de unidades formadoras de colonias por
mililitro (UFC/mL). Seleccionar aquellas diluciones que contengan entre 900 y 2400
UFC/mL.

- Recoleccion de la muestra de agua a probar.
En un matraz estéril depositar 150 mL del agua a probar, ponerla en ebullicion durante 1 a
2 minutos (evitar la ebullicién prolongada).
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~ Preparacién de [os tubos de prueba.
En condiciones de esterilidad y usando material estéril preparar los tubos de Folin-Wu
como se indica en la siguiente tabla:

PRUEBAS

TUBO Control Control Opcion ~ Opcidn

Solucion A B C D E

a) Citrato de sodio. 2.5mL 2.5mL —— 2.5 mL -
b) Sulfato. de amonio 25mL 2.5mL . emm - 2.5 mL
c¢)Mezcla de sales. 2.5mL 2.5mL 2.5mL 25mL  25mL
d) Solucién amortiguadora 1.5mL 1.5mL 1.5mL 1.5mL 1.5 mL

de fosfatos.

Muestra de agua. -— 210mL  21.0mL 210mL 250mL
Agua bidestilada 21.0 mL - 5.0mL 25mL 25mL
Volumen total 30.0 mL 300mL.  300mL 300mL 30.0mL

donde:

A) Control de crecimiento dei microorganismo de prueba.

B) Agua de prueba.

C) Demostracién de fuentes de nitrégeno y carbono en el agua.
D) Demostracién de fuentes de nitrégeno en el agua de prueba.
E) Demostracién de fuentes de carbono en el agua de prueba.

- Inoculacién de los tubos de prueba.
Inocular cada tubo con un volumen tal de [a suspension del E. cloacae de tal forma que
cada tubo o matraz contenga de 30-80 UFC/mL. Incubar a 37°C durante 20-24 horas;

determinar por el método de vaciado en placa el nimero de UFC/mL en cada tubo. Usar
como medio de cuenta agar soya tripticasa,

Calculos: Una vez obtenidos los resultados, realizar los siguientes célculos de acuerdo a los
critertos sefialados en cada inciso.

- Relacion 1: Determinacion de sustancias inhibitorias.

Recuento de UFC/ml.eneltubo B = Proporcidn

Recuento de UFC/mL en el tubo A
Una proporcion de 0.8 a 1.2 indica ausencia de sustancias téxicas. Una proporcién menor a
0.8 indica presencia de sustancias inhibitorias del crecimiento en el agua.

- Relacion 2: Determinacion de sustancias nutritivas (fuenies de nitrégeno y carbono). Sélo
se calcula cuando la proporcidn de fa relacion I es mayora 1.2

Recuento de UFC/mI en el C =Proporcion

Recuento de UFC/mL en el tubo A
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- Relacién 3: Determinacién de fuentes de nitrégeno que promueven el crecimiento. No se
deben determinar si 1a relacién 1 es menor a 0.8.

Recuento de UFC/mL enel tubo D = Proporcién

Recuento de UFC/mL en el tubo A

- Relacién 4: Determinacién de fuentes de carbono que promueven el crecimiento. No
determinarse si el resultado de la relacién 1 es menora 0.8

Recuento de UFC/mL en el tubo E = Proporcion

Recuento de UFC/mL en el tubo A

Criterio de aceptacion: El agua destilada se acepta o rechaza de acuerdo a los siguientes
criterios: o

- Si el resultado de Ia relacién 1 es menor a 0.8 el agua presenta sustancias inhibitorias y no
debe usarse para la preparacién de medios de cultivo.

- Si el resultado de Ia relacion 1 es mayor de 1.2 procedaz a determimar presencia de
sustancias promotoras del crecimiento.

- Si los resultados de las relaciones 2, 3 y 4 son positivos evite usar este tipo de agua.

Los resultados se reportan en una hoja de registro disefiada para tal proposito (Fig. 4).
i) Control de los medios de cultivo. ' 7

- Realizar un inventarie de los medios de cultivo en existencia en el almacén, con base en
primeras entradas y primeras salidas. Registrar en el inventario el nombre de los diferentes
medios de cultivo, distribuidor, niimero de lote y fecha de caducidad.

- Registrar los datos generales de cada medio de cultivo en fichas de trabajo, en cada
tarjeta, anotar el nombre del medio de cultivo, numero de lote, fabricante, fecha de

caducidad, formulacién det medio, preparacion indicada por el fabricante y preparacion
realizada segiin las necesidades del laboratorio .

- Preparar los medios de cultivo de acuerdo a las necesidades del laboratorio siguiendo las
indicaciones del fabricante. Utilizar agua destilada y recipientes libres de detergentes y
otros contaminantes quimicos.

- Asegurar la garantia de utilizacién de los medios de cultivo, sometiendo parte del lote
(10% de la cantidad total preparada) a cuatro tipos de control: Uno destinado a verificar el
pH del medio (control de pH); otro destinado a verificar su esterilidad (control de
esterilidad); otro destinado a comprobar que bacteriolégicamente cumple los fines para los
que est4 destinado (control de funcionalidad) y un cuarto relativo a su limite de utilizacion
(control de caducidad). Todos los resultados se anotan en hojas especiales, disefladas para
llevar a cabo el registro de los controles de medios de cultivo y pruebas bioquimicas
(Fig.5). Llevar a cabo los controles como se indica a continuacion:

“d3-



Control de agua destinada a preparar medios de cuitivo.

Fecha:

1) Caracteristicas generales del agua:

Aspecto:

pH:

Observaciones:

H) Desarrollo de UFC en las piacas de prueba.

Placa A:

Placa B:

Placa C:

Placa D:

Placa E;

Conclusiones:

VoBo: Supervisg:

Fig.4 Hoja de registro para control del agua destilada.
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Hoja: I’
Fecha y registro de preparacién de medios.

Medio de cultivo: Base para agar sangre . Lote:
Lote: Tipo de agar preparado Cantidad de sangre afiadida:
(Sangre o Chocolate).

Figura 5.1. Hoja de registro para medios de cultivo (Base para agar sangre).

- 46-




- h.v -
‘QUO)EIOqE] |2 uo sopraedaxd Sorpall S0f Sp [oxU0d ap Bloy "7°¢ eIndiyg

CINCEET "oAlsod
"opBynsay {onuo) ‘opelnsay jonuo)
‘0g0A vl ‘peprjeuoioun ‘Pepijuaisy Hd )07
TOULNOD
307 10ANIND) 3p 01p3A

‘sopeaedaud soipaw 50} op pepljes) ap [0nuo)
"¢ efop




1) Determinacion del pH final del medio.

Material: Papel indicador de pH.

Vaso de precipitados de 50 mL.
Procedimiento: Una vez preparado el medio, tomar una pequefia porcion en un vaso de
precipitados, a la cual se le permite enfriar sin que liegue a solidificar. Posteriormente
introducir una tira de papel indicador para asi verificar el pH final del medio. Anotar el
resultado en la hoja de registro (Fig. 5.2)

2) Control de esterilidad.

Equipo: Estufa.

Procedimiento: Incubar una parte equivalente al 10% de cada lote de elaboracion en la
estufa durante 48 horas a 37° centigrados para comprobar la ausencia de crecimiento. Si no
hay crecimiento en el grupo control, se mantiene el resto del lote en el refrigerador hasta su
utilizacion (suponiendo que pase el tercer control}.

3) Control de funcionalidad.

Material: Asa bacterioldgica.
Mechero Bunsen.
Cubrebocas.
Medio de cultivo: Caldo BHI.
Cepas de referencia ATCC: Escherichia coli ATCC 25922,
Proteus vulgaris ATCC 13315.
Pseudomona aeruginosa  ATCC 27833
Salmonella typhimurium ~ ATCC 14028.
Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Streptococcus pyogenes ATCC 19615,
Candida albicans

Procedimiento: El 10% de cada lote de medios de cultivo se aparta para ser inoculado, por
lo menos con dos microorganismos control caracteristicos del citado medio, siendo uno
como control positivo y otro como control negativo.

Para estandarizar el método, y para tener un nimero mayor de bacterias viables, las cepas
patrén se incuban en caldo BHI durante una hora a 37° C, y se resiembra en una placa
dividida en dos cuadrantes (un cuadrante para cada cepa control), utilizando un asa
bacteriolégica de 4 mm. de didmetro por agotamiento en estria cruzada, con el fin de
conseguir un buen aislamiento. Incubar la placa inoculada durante 24 horas a una
temperaturs de 37°C; registrar los resultados en las hojas de registro. En la tabia I se
exponen los posibles microorganismos de control, de algunos medios de cuitivo de uso

comun.
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CONTROL
POSITIVO.

CONTROL
NEGATIVO,

Sal - Manitol. S. aureus. _ . coli,
- PDA. C. albicans. __ Ninguno.
EMB. E. coli S. aureus.
S. typhimurium. L
Agar Sangre. S. pyogenes Ninguno
Sauwews | L
Agar chocolate. E. coli Ninguno
P. vulgaris
S. autreus R
BHIL S. aureus B Ninguno.
Miller-Hinton. S. aureus Ninguno.
i P. aeruginosa
{ E. coli _ N

Modificado de Niiio, H. (1993).

4) Control de Caducidad.

Procedimiento: En el momento de emplacar los agares es preciso rotular de forma visible
sobre cada placa, el nombre del medio de cultivo y la fecha de su preparacién. De esta
forma, sera facil identificarlo y conocer el tiempo que separa al gel de su limite de
caducidad. En la tabla II se exponen datos sobre el tiempo de almacenaje de algunos

medios de cultivo de uso comin.

TABLA II
Caducidad de algunos medios de uso comiin, almacenados en refrigeracion y en bolsa de
lastico.
. - o
" Agar Sal- Manitol 60 Dias
©_ AgarPDA sDls_
T AgwEMB__  _ 70Diss T
. AgarSangre .. .50Dias .
. AgarChocolate . . .....60 Dias .
' Caldo BHI ... 180Dias L
{_ Agar Mueller-Hinton  : 60 Dias o
! Agar 85 10 Dias
: __Agar Sulfito-Bismuto Usar inmediatamente
{ _ Agar verde brillante Usar inmediatamente

Modificado de: Nifio, H.(1993), Finegold, S. (1989} y Bernard, J. (1994).
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Ademis de los cuatro controles mencionados anteriormente, s¢ determina el indice de
crecimiento absoluto (ICA) de los medios de cultivo siguiendo la siguiente técnica:

Material; Micropipeta de 1 pL
Puntas para micropipeta.
Medio de cultivo: caldo BHI

Cepas de referencia: ver tabla L

Procedimiento:

- Inocular los microorganismos a utilizar en 3 mL de caldo BHI durante 4 horas &2 37°C.
- Dividir 1a placa def medio a ser probado en cuadranties como s¢ muestra en la Figura 6.
- Cargar la punta de la micropipeta con 1uL del cultivo de 4 horas.

- Sembrar la suspensién del microorganismo como se muestra en la Figura 6, de acuerdo al
siguiente patrén: A1-B1-C1-D1-A2-B2-C2-D2-A3-B3-C3-D3-A4- etc.

-Sembrar una placa de agar sangre de manera similar, e incubar ambas placas a 37°C
durante 24 horas.

- Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, visualizar el segmento al cual ha ocurrido
el dltime crecimiento en ambas placas.

- Calcular el indice de crecimiento absoluto (ICA) asignando a cada segmento un valor
indice para cada punto finai de crecimiento de acuerdo a la siguiente tabla:

Al=05 Bil=10 Cl=15 DI1=20
A2=25 B2=30 C2=35 D2=40
A3=45 B3=50 C3=55 D3=60
Ad=65 B4=70 C4=75 D4=80
AS=85 B5=90 C5=95 D35=100
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Fig. 6: Patron para sembrar las placas de agar cuando se
determine el indice de Crecimiento Absoluto (ICA).



E{ ICA se calcula de acuerdo 2 la siguiente formula:

indice del agar problema x 100 =ICA
incide del agar control

ELECCION ADECUADA DE LOS MEDIOS DE CULTIVO.

- Dependiendo de Ia muestra a tratar y de los microorganismos que se desean recuperar, se
eligen los medios de cultivo adecuados para realizar un aislamiento correcto (es
recomendable utilizar por lo menos dos medios para aislamiento con diferente
selectividad). En fa tabla I1I se muestran los medios de cultivo mas adecuados que se deben
de utilizar dependiendo del tipo de muestra de que se trate, asi como los principales
microorganismos que se desean recuperar.

TABLA IIT
Medios de cultivo idéneos para Ia siembra de los diferentes tipos de muestras biolégi

TIPO DE MUESTRA MEBIO DE CULTIVO MICROORGANISMO:

QUL SED
. RECUPER:!
Exudado faringeo o Apgar sangre S. pneumoniae
nasofaringeo 8. pyogenes (B-hemolitico)
Agar sal-manitol S. aureus
Agar PDA C. albicans
Exudado vaginal Agar Chocolate Netsseria gonorrhoeae.
Haemophilus ducreyi.
G. vaginalis
Agar PDA C. albicans
Agar EMB Enterobacterias
Urecultivo Agar Sangre Conteo de UF.C.*
Agar PDA C. alhicans
Agar EMB Enterobacterias
Coprocuitivo Agar EMB, Verde brillante,  Su/monella sp, Shigella sp y
Sulfito-bismuto, S.S. E. coli {patogenas)
principalmente.
Maodificado de; P.L.M. (1993) *1J F.C.= Unidades Formadoras de Colonias.

- Los medios inoculados permanecen en incabacion a 37°C durante 24 horas, en caso de
presentarse crecimiento bacteriano se prosegue a Ia identificacion del microorganismo y
posteriormente se realizan las pruebas de sensibilidad microbiana.
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iv) Control de calidad de las pruebas biogquimicas.

Los medios de cultivo mantenidos en tubo {entubados), estin sometidos a jos mismos
controles que los medios emplacados, es decir, previamente deben pasar un control de

esterilidad, después uno de calidad y finalmente, no sobrepasar un limite de caducidad.

El control de esterilidad se efectiia incubando durante 5 dias a 35°C, un lote de tubos

escogidos del grupo al azar, comprobando que al final no tienen crecimiento.

El control de calidad consiste en sembrar en cada tipo de medio, diferencial o de
identificacién, por lo menos dos microorganismos (uno como control positivo y otro como
control negativo) con distinta actividad fisiologica o de crecimiento, En la tabla IV se
detallan los microorganismos control que pueden emplearse para comprobar [a calidad de

algunos medios entubados incubandos a una temperatura de 37°C.

TABLA IV.
Microorganismos utilizados en el control de calidad de medios entubados (pruebas
bioeuimicas).
PRUEBA BIOQUIMICA. || BEGROORGANISMO: - |- CARACTERISTK

Citrato de Simmons. Klebsiella pneumoniae 24 h. aerobiosts.
Escherichia coli 24 h. aerobiosis.
Indol (Con R. de Kovacs). Escherichia coli 24 h, aerobiosis.
Klebsiella pneumoniae 24 h. aerobiosis.
LIA (lisina-hierro). Salmonella typhimurium 24 h. aerobiosis.
Shigefla flexneri 24 h, aerobiosis.
Protens mirabilis 24 h. aerobiosis.
MIO (Movilidad, Indol, Escherichia coli 24 h. aerobiosis.
Ornitina). Klebsiella pneumoniae 24 h. aerobiosis.
TSI (Triple Azicar Hierra) Shigella flexneri 24 h. aerobiosis.
Citrobacter 24 h. aerobiosis.
Pseudomona aerugmosa 24 h. aerobiosis.
Urea de Christensen. Proteus mirabilis 24 h. aerobiosis.
Klebstellu pneumoniae 24 h, aerobiosis.
Escherichia coli 24 h. aerobiosis.
Voges Proskauer (con Rojo Klebsiellg pneumoniae 24 h. aerobiosis.

de metilo).

Escherichia coli

24 h. aerobiosis.

Modificado de: Niito, H.(1993).
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El limite de caducidad de los medios en tubo es distinto segin las condiciones de
almacenamiento de los mismos. En la tabla V se exponen las posibles caducidades de un
grupo de medios sélidos en tubo y almacenados en distintas condiciones, segin temperatura
y seguridad del cierre.

TABLA YV,
Caducidad de algunos medios entubados, segun temperatura y seguridad del cierre.

Agar Inclinado - | Cierre po- |- -Cierre no-}: Cierre hermético.em::
: hermético: |- liermético:= | bolsa:de pldstico.. |-
4°C T ambiente T° ambiente
semanas. semanas. meses. meses.
Agar Citrato de 34 12 2-4 3-6
Simmons.
Agar Lisina Hierro, 3-4 1-2 24 3-6
Agar Movilidad 34 1 2-4 2-4
Indol Omitina.
Agar Triple Aziicar 34 -2 2-4 3-6
Hierro.
Agar Urea 34 i-2 2-4 3-6
Christensen

Modificado de: Nifio, H.(1993).

v) Control de Calidad de los Antibiogramas.

Material:3 Placas con agar Mueller-Hinton.
3 Hisopos estériles.
Asa bacteriologica.
Mechero Bunsen.
Pinzas.
Caldo BHI.

Cepas de referencia ATCC : S. aureus ~ ATCC 25923.
E. coli ATCC 25922
P aerugmosa ATCC 27853,

Multidiscos grampositivos.

Multidisco gramnegativos.
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Procedimiento: Utilizar inicamente agar Mueller-Hinton para realizar las pruebas de
sensibilidad microbiana.

De acuerdo al tipo de sensidisco que se desee probar seré el microorganismo que se inocule
en la placa de agar; asi, si se desea probar un lote de sensidiscos para microorganismos
grampositivos inocular en Ia placa Ia cepa de S. aureus ATCC 25923, si por otra parte, s
desea probar un lote de sensidiscos para microorganismos gramnegativos inocular las cepas
de E. coli ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 27853.

Para estandarizar [a técnica, tomar una asada de la cepa de referencia ATCC adecuada al
tipo de sensidisco que se desea probar, inocular en caldo BHI e incubar durante una hora a
37°C.

Trabajando cerca de la flama del mechero y con ayuda de un hisopo estéril, sembrar
masivamente la cepa de referencia en la placa de agar Mueller-Hinton. Posteriormente,
colocar los sensidiscos sobre el medio utilizando, para esto, unas pinzas que hayan sido
previamente esterilizadas a la flama del mechero.

La placa (correctamente rotulada con el tipo de microorganismo inoculado y el tipo de
sensidisco a probar) incubar durante 24 horas a 37° C.; posteriormente comparar los
diametros de los halos de inhibicion con los reportados por la NCCLS (National Committee
for Clinical Laboratory Standards) como estindar de referencia.

Anotar los resultados en 1a hoja de registro elaborada para este fin (Figs. 7, 7.1y 7.2

vi) Validacién de las pruebas de susceptibilidad a antibiéticos (antibiogramas).

Esta prueba se realizé no sélo con el fin de validar la técnica de la prueba que venia
realizindose cotidianamente en el laboratorio, sino también, para poder compararla con otra
técnica y, determinar cual de las dos era més confiable y por lo tanto, conveniente para su
realizacién durante el trabajo de rutina.

Material: Por ensayo:
9 placas con agar Mueller-Hinton.
3 hisopos estériles.
Asa bacteriolégica.
Mechero Bunsen.
Pinzas.
Caldo BHL
Tijeras. ‘
2 tubos de 13x100mm con tapén de rosca.
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Multidiscos para microorganismos grampositivos.

Lote N°: Fecha de caducidad:
Fabricante:
Antibiético: Conceniracidn. | Cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Halo de inhibicidn|Halo de referencia
{mm). {mm).
Ampicilina. 10 mcg. 27-35
Cefalotina. 30 meg. 25-37
Cefotaxima, 30 mcg. 25-31
Ceftazidima. 30 meg. 16-20
Cefuroxima. 30 meg. 27-35
Dicloxacilina. 1.0 mcg. N.R.*
Eritromicina. 15 meg. 22-30
Estreptomicina. 10 mcg. 14-22
Gentamicina 10 meg. 19-27
Kanamicina. 30 meg. 19-26
Lincomicina 2.0 meg. N.R.
Pefloxacina. 5.0meg. N.R.
Tetraciclina. 30 meg. 19-28
Sulfametoxazol- 25 meg. 24-32
trimetoprim.
Penicilina. 10U 26-37
Otros.

*N.R.= No registrado.

VoBo=

Figura 7: Hoja de control para sensidiscos grampositivos.
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Multidiscos para microorganismos gram negativos.

Lote N*: Fecha de Caducidad:
Fabricante:
Cepa: Escherichia coli ATCC: 25922

Antibiotico: Concentracion: | Halo de inhibicion {mm). | Halo de referencia (mm).
Ac. nalidixico. 30 mcg. 22-28
Agc. Oxolénico. 10 meg. N.R.*
Amikacina, 30 meg. 19-26
Amplicilina. 10 meg. 16-22
Carbenicilina. 100 mcg, 23-29
Cefalosporina. 30 meg. 18-23
Cefalotina, J0meg 18-23
Cefotaxima. 30 meg. 29-35
Ceftriaxona. 30 meg. 29-35
Cloranfenicol. 30 mcg. 21-27
Colimicina. 10 mcg. NR.
Estreptomicina. 10 mcg. 12-20
Furadantina. 300 mcg. 20-25
Gentamicina. 10 mep. 19-26
Netilmicina. 30 mcg. 22-30
Nitrofurantoina. 300 meg. 20-25
Pefloxacina. 5 meg, N.R.
Sulfametoxazol- 25 mcg. 24-32
trimetoprim.
Tetraciclina. 30 meg. 18-25
Otros.

*N.R.= No registrado.

Figura 7.1. Hoja de control para sensidiscos para microorganismos gram negativos.
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Mouitidiscos para microorganismos gram negativos.

Lote N*: Fecha de Caducidad:
Fabricante:
Cepa: Pseudomona aeruginosa  ATCC: 27853

Antibidtico: Concentracién: | Halo de inhibicién (mm). | Halo de referencia {(mm).
Ac. nalidixico. 30 meg. Resistente
Ac. Oxolénico. 10 mep. N.R.
Amikacina. 30 mcg. 18-26
Amplicilina. 10 meg, Resistente
Carbenicilina. 100 mcg. 18-24
Cefalosporina. 30 meg. Resistente
Cefalotina. 30 meg. Resistente
Cefotaxima. 30 mcg. 18-22
Cefiriaxona. 30 meg. 17-23
Cloranfenicol. 30 meg, Resistente
Colimicina. 10 mcg. N.R.
Estreptomicina. 10 meg. Resistente
Furadantina. 300 meg. Resistente
Gentamicina. 10 mcg. 16-21
Netilmicina. 30 meg. 17-23
Nitrofurantoina. 300 meg. Resistente
Pefloxacina. 5 meg. N.R.
Sulfametoxazol- 25 meg. Resistente
trimetopnim.
Tetraciclina. 30 meg. Resistente
Otros.

*N.R.= No registrado.

Figura 7.2, Hoja de control para sensidiscos para microorganismos gram negativos,
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Reactivos: BaCly.2H;0 al 1.75%.
H,80,; 0.36 N (al 1%)
Multidiscos y Unidiscos grampositivos,
Multidiscos y Unidiscos gramnegativos.

Cepas de referencia ATCC : S. aureus ATCC 25923,
E. coli ATCC 25922.
P. geruginosa ATCC 27853.

Procedimiento:

Al igual que en la prueba de control de calidad, utilizar unicamente agar Mueller-Hinton
para realizar las pruebas de sensibilidad microbiana, y de acuerdo al tipo de sensidisco que
se desea probar, es el microorganismo que se inocula en la placa de agar; asi, si se desea
probar un lote de sensidiscos para microorganismos grampositivos, s¢ inocula en la placa la
cepa de S. aureus ATCC 25923, si por otra parte, s desea probar un lote de sensidiscos
para microorganismos gramnegativos, se inoculan en cajas separadas, las cepas de E. coli
ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 27853. El procedimiento es el siguiente:

Preparacién del inoculo: Transferir con asa bacteriologica de 3 a 4 colonias del
microorganismo control a un tubo con 3-5 mL de caldo infusién cerebro-corazén, y hacer
una suspencién de la bacteria en el caldo. Si la suspencién obtenida tiene una turbidez
similar al tubo patrén (tubo 0.5 de la escala Mac-Farland) no es necesario una incubacién
ulterior; de lo contrario, los tubos inoculados se incuban a 37° C por un tiempo de 2-6 horas
hasta lograr la turbidez requerida. Si es necesario diluir para igualar la suspencién a la del
tubo patrén puede utilizarse caldo de cultivo o solucidn salina estériles.

Tubo Patron: Su turbidez corresponde aproximadamente a 1.5x10* microorganismos
viables/mL. Preparar mezclando 0.5 mL de BaCly.2H;0 al 1.75% con 99.5 mL de H,S80,
0.36 N (al 1%); agitar suavemente y se distribuyen 6-8 mL en tubos con tapa de rosca de
13x100 mm, conservar los tubos a temperatura ambiente protegidos de la luz. Deben
prepararse cada 6 meses,

Trabajando cerca de la flama del mechero, sumergir un hisopo de algodon estéril dentro de
la suspencion preparada anteriormente, Descartar el exceso de liquido oprimiendo el hisopo
contra las paredes del tubo, sembrar masivamente el inoculo en 3 placas con agar Mueller-
Hinton.

En una de las cajas, con ayuda de las pinzas, previamente esterilizadas a la flama del
mechero, colocar ef anillo comercial de multidiscos sobre el agar, presiondndolos
suavemente para asegurar un buen contacto entre el disco y el medio de cultivo.
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En las dos cajas restantes, colocar los unidiscos de forma individual , de tal manera que
cada caja s6lo contenga 6 sensidiscos, y no 12 como en el caso de ta primer caja, para esto,
los sensidiscos pueden separarse utilizando un par de tijeras, y unas pinzas, las cuales se
esterilizan a Ia flama del mechero cada vez que s¢ corta y coleca un sensidisco sobre la
placa de agar. El orden de los sensidiscos es de acuerdo al presentado en el anillo
comercial, para evitar alguna posible interaccidon por parte de loa antibidticos si se llegard a
medificar el orden.

Las placas (comectamente rotuladas con el tipo de microorganisme inoculade y el tipo de
sensidisco a probar) se incuban durante 24 horas a 37°C; posteriormente se comparan los
diametros de los halos de inhibicién con los reportados por la NCCLS (National Committee
for Clinical Laboratory Standards) como valores estindar de referencia.

Esta prueba se realiza en dos fases diferentes, la primer fase comprende la realizacion de la
prueba en una serie de 6 ensayos, efectuados por el mismo analista bajo las mismas
condiciones, esta fase es destinada para la determinacién de la repetibilidad del sistema, la
cual es una de las partes que conforman la precision.

La segunda fase comprende la realizacién de la prueba en una serie de 12 repeticiones,
llevadas a cabo por 2 analistas diferentes, en 2 dias diferentes, haciendo cada analista 3
pruebas por dia, es decir, llevar a cabo detenminaciones independientes bajo condiciones
diferentes (incluso se pueden utifizar diferentes lotes de sensidiscos), esta fase sirve para
poder determinar la reproducibilidad del sistema, es decir, la concordancia ertre las
diferentes determinaciones, la cual conforma la otra parte que conforma la precision del
sistema.

¢) Control Postanalitico.

-Resultados: En cuanto al control de los resultados, deben seguirse las siguientes
observaciones.

Entregar los resultados tnicamente al paciente o al médico.
Anotar todas las observaciones que se consideren necesarias.

Entregar los resultados por escrito, con fimpieza y claridad.



4.- Andlisis Estadistico.

Se determind la precision de ambas técnices para realizar antibiogramas (utilizando
unidiscos y multidiscos), expresada tanto en repetibilidad como en reproducibilidad. En la
determinacion de fa repetibilidad se calculd la media, desviacion estindar, y coeficiente de
variacion para cada antimicrobiano, tanto para unidiscos como para multidiscos. Para la
determinacion de la reproducibilidad, se célculo, ademds de los parametros antes
mencionados, la correlacion existente entre ambos analistas por medio de una ¢ de student.
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RESULTADOS.

1. Documentacién de Procedimientos,

Se redactaron los documentos necesarios para poder desarrollar un correcto Control de
Calidad, es decir, los manuales, tanto de procedirientos como de Control y Validacion de
Métodos, se desarrollaron ademds las carpetas de registro de resultados y fos inventarios de
reactivos y medios de cultivo existentes en el laboratorio.

2. Control de Calidad de Rutina.

a) Condiciones Ambientales.
- Control de Temperatura Ambiental; Los resultados obtenidos a partir del registro
diario de temperatura ambiental, se muestran en las grificas 1 y 1.1.

b) Limpieza y desinfeccion.
Estas se realizaron diariamente al inicio y al final de la jornada de trabajo, se utilizoé como
detergente benzal, y como agente desinfectante, fenol en solucion al 10%.

¢) Equipo.
Se realizdé el control de temperatura de la estufa (incubadora), el congelador y dos

refrigeradores (los cuales han sido designados como refrigerador 1 y 2), sus respectivos
graficos se muestran conto s¢ indica acontinuacion:

Equipo: Grifico:
Incubadora 2y21
Refrigerador | 3y31
Congelador 4y4.1
Reftigerador 2 5ys.1
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2, Etapas de Cont

rol de Calidad.

a) Determinacién de sustancias inhibitorias o promotoras del crecimiento microbiano en el
agua destilada o desmineralizada.
Se realizaron 3 determinaciones en total, una determinacién por cada lote de agua destilada
que ingresaba al laboratorio, [os resultados de estas determinaciones se muestran en la tabla

1.

Tabta 1. Determinacion de sustancias promotoras o inhibitorias del crecimiento
microbiano en el agua destilada o desmineralizada.

Determinacidn: L IL 1L
Fecha: 9-Diciembre-1996 11-Marzo-1997 26-Mayo-1997
Aspecto del agua: Incolora, Inodora, Incolora, Inodora, Incolora, Inodora,
Ausencia de Ausencia de Ausencia de
particulas. particulas. particulas.
pH: 7 6 (se ajusté a 7 con 5(se ajusto a 7 con
NaQH). NaQH).
Desarrollo en; Incontable, se Incontable, se Incontable, no se
Placa A. observan colonias observan colonias observan colonias
individuales. individuaies. individuaies.
Placa B. Incontabie, no se Incontable, se Incontable, no se
observan colonias observan colonias observan colonias
individuales. individuales. individuales.
Placa C. Escaso, 800 UFC por No desarrolla. Incontable, no se
mililitro. observan colonias
individuales.
PlacaD. Incontable, se Crecimierrto escaso, Incontable, no se
observan colonias inhibido. observan colonias
individuales, individuales.
PlacaE Escaso, 700 UFC por No desarrolla. Incontable, no se
mililitro. observan colonias
individuales.
Conclusion, Presencia de fuentes Ausencia de Presencia de fuentes
de nitrdgeno, que | sustancias promotoras de nitrégeno y
promueven el o inhibitorias. carbono, que
crecimiento. promueven ¢l
crecimiento.
VoBo. Rechazar lote. Aceptar lote. Rechazar lote

Cabe mencionar que cada determinacion se realizd por duplicado para asegurar la calidad

de los resultados.
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b) Control de los Medios de Cultivo.

Los resultados finales del control de calidad de los medios de cultivo se muestran en la
tabla 2, en ella se indican el medio de cultivo preparado, el nimero de lote del fabricante, el
ntimero de lotes preparados en el laboratorio asi como el Visto Bueno final {VoBo) que se
dié a los diferentes lotes.

Tabla 2. Relacién de los Medios de Cultivo a los que se les realizaron los diferentes

controles de calidad.
Medio de cultivo. Nimero de lote del Nimero de lotes VoBo. Final.
fabricante. __preparados.

Medio de Stuart. Se desconoce. 5 Todos los lotes
fueron aceptados.

Infusion cerebro- 02D11231 9 Todos los lotes
corazdn (BHI). fueron aceptados.
Base para agar 05E20131 23 Todos los lotes, a
sangre. exepcion del lote
namero 3, fueron

aceptados.

Agar de Mueller- 14G1102t 16 Todos los lotes
Hinton, fueron aceptados.

Agar de Mueller- 14G11021 6 Todos tos lotes
Hinton. fueron aceptados.

Agar Sal-Manitol. 07H14621 12 Todos los lotes
fueron aceptados.

Agar Eosina-Azul de 11G10621 10 Todos los lotes
metileno (EMB). fueron aceptados.

Agar Papa-Dextrosa 14H11921 9 Todos los lotes
(PDA). fueron aceptados.

Como se puede apreciar, solamente un lote de agar sangre fue rechazado, esto fue debido a
que la sangre utilizads estaba contaminada, presentdndose crecimiento bacteriano en todo el
lote preparado.

Los valores del control de pH se tomaron con base en el valor de pH final estipulado por el
fabricante, y deacuerdo a éste, se procedia a rechazar o aceptar los diferentes lotes.
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Durante el control de esterilidad, ningiin lote (a excepcion del lote 3 de agar sangre),
presenté crecimiento bacteriano, por lo cual se procedié a aceptar todos lotes.

Para el conirol de funcionalidad, se tomaron en cuenta, ya fuera para aceptar o rechazar un

determinado lote, los criterios que se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Resultados esperados al realizar el contrel de funcionalidad de los medigs de
cultivo de uso comiin en el laboratorio.

Medio de cultivo. Control Resuitado Control Negativo. | Resultado
Positivo. Previsto. Previsto.
Medio de Stuart. S. aureus Recuperar cepas Ninguno R -
E Coli en Agar Sangre,
despugs de 1 hora,
Caido BHL S. aureus Enturbamiento de Ninguno ——ecnmnenna
medio.
Agar Sangre. S. Pyogenes Crecimiento, Ninguno commsmanaan
presencia de [3-
hemolisis.
Agar Chocolate. S. pyogenes Crecimiento, Ninguno )
desarrollo
abundante.
Agar Mueller- S. aqureus Desarrollo. Ninguno ] =ememse-eee-
Hinton. E, coli Desarrolio.
Agar Sal-Manitol S. aureus Colonias manitol E. coli No crece.
positivas.
Agar EMB E. coli Colonias color S. aureus No crece,
verde metalico.
Agar PDA C. albicans Desarrollo Ninguno eammmnaa——

Modificado de: Nifio,H.(1993} y Bernard,J. (1594}

En cuanto 2 la prueba del Indice de Crecimiento Absoluto (ICA), este no fue realizado con
regularidad debido a Ia falta de una micropipeta de 1 uL en el laboratorio, por lo cual solo
se pudo llevar a cabo esporadicamente.

Finalmente, ningiin lote sobrepasé su limite de caducidad, por lo cual no hubo la necesidad
de desechar ninguno de los lotes preparados.
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¢) Control de las Pruebas Bioguimicas.

A diferencia de los medios de cuitivo, las pruebas bioquimicas no fueron preparadas con
demasiada frecuencia, en la tabla 4, se muestran de manera global los resultados obtenidos
durante el controf efectuado a los lotes preparados en el laboratorio.

Tabla 4. Relacién de las pruebas biequimicas a las que se les realizaron los diferentes
controles de calidad.

Prueba Bioquimica, | Nurero de lote del Numero de lotes VoBo.
fabricante. preparados.

Citrato de Simmons. {0F21632 6 Todos los lotes
fueron aceptados.

Agar Lisina-Hierro 05113122 4 Todos los lotes
(LIA). fueron aceptados.

Agar Movilidad- 13K24161 6 “Todos los lotes
Indol-Omitina (MIO) fueron aceptados.

Agar Triple Hierro 21127 5 Todos los lotes
Azicar (TSI) fueron aceptados.

Medio RM-VP 1079 5 Todos los lotes
fueron aceptados.

Caldo Urea 13D21531 3 Todos los lotes
fueron aceptados.

En este caso, todos los lotes fueron aceptados, al igual que en el caso de los medios de
cultivo, el valor de pH se tomé a partir del estipulado por el fabricante, y con base en este,
se aceptaba o rechazaba un lote; ningin lote presentd desarrollo después de los § dias de
incubacién estipulado para el control de esterilidad, por lo cual todos los lotes fueron
aprobados. Finalmente, los criterios que se tomaron en cuenta para el control de
funcionzalidad se muestran en la tabla nimero 5.

Ningin lote sobrepasé su limite de caducidad, por lo cual no existié la necesidad de
desechar ningiin lote ya preparado.
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Tabla 5. Resultados esperados al realizar el control de funcionalidad a las pruebas
bioquimicas utilizadas en el laboratorio.

Prueba Control Positivo. | Resultado Control Resultado
Bioquimica previsto. negativo. previsto.
Citrato de| K. pneumoniae | Colorazul (+) [ E. coli Color verde ()
Simmons.
LIA. S.typhimurium | Lisina (+) P. vulgaris Lisina (-)
H;S (+) HiS ()
MIO. E. coli Movilidad (+) | K. preumoniae |Movilidad (-)
Indol (+) Indol (-)
Ornitina (+) Qrnitina (-}
TSL E. eoli AA H,S (9 P. geruginosa | K/K, HaS (-)
Medio RM-VP | E. coli RM (+) Ninguno R
K pneumoniae  {RM (+)
Caldo Urea. P vulgaris Colorrosa(+) |E. coli Color naranja
&)

Modificado de: Nifio, H. (1993) y Bernard,J. (1994)

d) Control de Calidad de los Antibiogramas.

En este caso, se consideraron como valores de referencia, los halos de inhibicién reportados
por la NCCLS. Cada multidisco consta de 12 antibiéticos diferentes, en el caso de que, més
de 7 antibidticos presentardn un halo de inhibicién que correspondieran con los hatos de
referencia. el lote era aceptado, en caso contrario se procedia a rechazar dicho lote, cada
ensayo se llevo a cabo 2 veces antes de proceder a rechazar o aceptar un determinado lote.
En la tabla 6 se muestran los resultados de control de calidad realizado a los diferentes lotes
de multidiscos tanto para microorganismos grampositivos, COmMo para MICro0rganismos

gramnegativos.
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Tabla 6. Resuitados del control de calidad realizado a los diferentes lotes de
sensidiscos utilizados en el laboratorio.

Fabricante Nuamero de lote. Cepa de referencia VoBo.
Sensidiscos para m.o.
_grampositivos.
Bigaux Diagndstica S.A. 09-92 8. aureus ATCC 25923 | Rechazado
Bigaux Diagndstica §.A. 12-92 S. aureus ATCC 25923 | Rechazado
Sanofi Diagnostics 12-95 S. aureus ATCC 25923 | Aceptado.
Pasteur.
Sensidiscos para m.o.
gramnegativos
Bigaux Diagnostica S.A. 02-87 E. coli ATCC 25922 Rechazado
P. geruginosa ATCC
27853
Sanofi Diagnostics 14-95 E. coli ATCC 25922 Aceptado.
Pasteur. P. aeruginosa ATCC
27853

Los multidiscos defectnosos fueron desechados inmediatamente a fin de evitar el emitir
resultados erréneos que pudieran comprometer la salud de los pacientes.
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) Validacién de los antibjogramas.

Se realizé la validacion de los antibiogtamas para sensidiscos grampositivos y
gramnegativos, determinando la precision (repetibilidad y reproducibilidad) del sistema.
utilizando dos técnicas diferentes: 1} con multidiscos, y 2) con unidiscos, obteniendo los
siguientes resultados:

1) Sensidiscos grampositivos.

Fabricante: Sanofi Diagnostics Pasteur.
Lote; MP 07-97

Cepa de referencia: S. aureus ATCC 25923.
Fecha de caducidad: 7 de Abril de 1998

1.1. Determinacién de la repetibilidad.
En las tablas 7 y 7.1 se observan los resultados obtenidos para los halos de inhibicion,
utitizando multidiscos y unidiscos respectivamente.

Tabla 7. Resultados de los balos de inhibicion
(Multidiscos).

Antibiético/Caleulo. X DE. C.V.(%)
Ampicilina 19.1666 0.7527 39275
Cefalotina 20.0000 0.6324 3.1622
Cefotaxima Sensible* N.C. N.C.
Ceftazdina Resistente N.C. N.C.
Cefuroxima Sensible* N.C. N.C.

Dicloxacilina Resistente N.C. N.C.
Eritromicina Resistente N.C. N.C
Gentamicina 24.8333 0.7527 3.0312
Pefloxacina Sensible* N.C. N.C.
Sulfametoxazol-Trimetoprim. Sensible* N.C. N.C.
Tetraciclina Resistente N.C. N.C.

X= media, D.E= desviacion estandar, C.V.= Coeficiente de variacién, N.C.= No
Calculado.

* En el caso de los multidiscos, no es posible determinar los pardmetros estadisticos, de
cada uno de los antibidticos, ya que algunos halos, al unirse unos con otros, no pudieron ser
leidos y no existen valores reales para estos.

La penicilina no se utilizd durante el estudio debido a que es un antibiético al cual ya
existen muchas cepas resistentes y por lo tanto se encuentra casi en desuso.
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Tabla 7.1 Resultados de los halos de inhibicién

{Unidiscos).

Antibiético/Célculo. X DE. C.V.(%)
Ampicilina 19.6666 0.5163 2.6257
Cefalotina 18.1666 0.4082 22472
Cefotaxima 26.3333 1.2110 4.5689
Ceftazidina $.0000 4.4721 49.6903
Cefuroxima 25.8333 0.7527 29139

Dicloxacilina Resistente N.C. N.C.
Eritromicina Resistente N.C. N.C.
Gentamicina 23.8333 0.4082 1.7129
Pefloxacina 23.8333 0.7527 3.1584
Sulfametoxazol-Trimetoprim. 33.1666 0.9831 2.9643
Tetraciclina Resistente N.C. N.C.

1.2 Determinacién de la reproducibilidad.

En las tablas 7.2 se muestra la correlacién existente entre los resultados obtenidos por el

analista 1 y el analista 2, wtilizando multidiscos.

Fabla 7.2. Correlacién existente entre resultados obtenidos por el analista 1 y el
analista 2 (multidiscos). Determinada

r medio de ur andlisis de t de student.

Analista 1 Analista 2 Significancia.
Antibidtico. X {(+-DE) X{+-DE) P
Ampicilina 19.75 (+/- 0.95) 18.83 (+/- 0.40) >0.05
Cefalotina 22.00 (+/- 1.87) 19.50 (+/-0.54) >0.05
Cefotaxima Sensible Sepmsible |  —---
Ceftazidina 14.50 (+/- 1.22) Sensible ————-
Cefuroxima Sensible 28.16 (+/- 0.98) P
Dicloxacilina Resistente Resistente ———n
Eritromicina Resistenie Resistente ——
Gentamicina 25.00 (+/- 0.70) 2333 (+/-0.51) >0.05
Pefloxacina 26.80 (+/- 3.96) Sensible | @ =e=--
Sulfametoxazol- Sensible Sensible -
Trimetoprim
Tetraciclina Resistente Resistente mnm

* Cuando P 0.05, toac < tigbis, POT tanto no hay diferencia significativa. Cuando P< 0.05,
teate. > tabia, ¥ POT tanto existe diferencia significativa.
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En la tablas 7.3 y 7.4 se observan los resultados obtenidos por €l analista | y el analista 2

utilizando unidiscos.

Tabla 7.3. Resultados de los halos de inhibicién -Analistas 1 y 2-

{Unidiscos}.

Antibidtico/Célculo. X DE. C.V.(%)
Ampicilina 20.0833 0.5149 2.5639
Cefalotina 19.3333 1.5596 8.0534
Cefotaxima 27.0000 1.3483 4.9940
Ceftazidina Resistente N.C. N.C.
Cefuroxima 26.2500 1.5447 5.8848

Dicloxacilina Resistente N.C. N.C.

Eritromicina Resistente N.C. N.C.
Gentamicina 24.1666 1.5275 6.3207
Pefloxacina 24,8333 1.3371 5.3843
Sulfametoxazol-Trimetoprim, 31.0000 1.4770 47648

Tetraciclina Resistente NC. N.C.

Tabla 7.4. Correlacion existenie entre resuitades obtenidos
por el analista 1 y el analista 2 (unidiscos).
Analista | Analista 2 . Significancia.
Antibidtico. X (+/-D.E) X (+/-D.E) P
Ampicilina 20.33 (+/-0.51) 19.83 (+/- 0.40) >0.05
Cefalotina 20.50 (+/- 0.83) 18.16 (+/- 1.16) >0.05

Cefotaxima 27.00 (+/- 0.63) 27.00 (+/- 1.89) >0.05

Ceftazidina Resistente Resistente -

Cefuroxima 25.00 (+/- 0.63) 27.50 (+/- 1.05) < 0.05

Dicloxacilina Resistente Resistente —mmm

Eritromicina Resistente Resistente e

Gentamicina 23.16 (+/- 0.75) 25.16 (+/- 1.47) < 0.05

Pefloxacina 24.50 (+/- 1.51) 2516 (+/- 1.1 >0.05

Sulfametoxazol- 32.00 (+/-0.63) 30.00 (+/- 1.41) >0.05

Trimetoprim

Tetraciclina Resistente Resistente o
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2) Sensidiscos gramnegativos.

Fabricante: Sanofi Diagnostics Pasteur.

Lote: MN-04-97

Cepa de referencia: E. coli ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 27853,
Fecha de caducidad: 5 de Marzo de 1998

2.1. Determinacion de Ia repetibilidad.

2.11 Utilizande E. coli ATCC 25922

En la tabla 8 y se observan los resultados obtenidos para los halos de inhibicion, utilizando
unidiscos.

Tabla 8.0. Resultados de los halos de inhibicién

(Unidiscos).

Antibidtico/Célculo. X DE. CV.(%)
Amikacina 24,5000 0.5773 2.3565
Ampicilina 16.2500 0.5000 3.0769

Carbenicilina 22.2500 0.5000 22471
Cefalotina 15.7500 0.5000 3.1746
Cefotaxima 29.0000 0.8164 2.8155
Ceftriaxona 30.2500 0.5000 1.6528
Gentamicina 22.7500 0.5000 2.1978
Netilmicina 26.7500 0.5000 1.8691

Nitrofurantoina 22,5000 0.5773 2.5660
Pefloxacina 26.7500 0.9574 3.5791

Sulfametoxazol- 30.7500 0.5000 1.6260
trimetoprim

Nota. En el caso de los muitidiscos, no es posible determinar los pardmetros estadisticos, ya
que los halos no pudieron ser leidos y no existen valores reales para estos.

El cloranfenicol no se utiliz6 durante el estudio debido a que es un antibidtico téxico; y por
lo tanto, se encuentra en desuso.
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2.2 Determinacion de la reproducibilidad.
2.2.1 Utilizando E. coli ATCC 25922

En este caso tampoco fue posible desarrollar un anélisis estédistico al utilizar muttidiscos
en los antibiogramas, debido a la unién entre halos al momento de realizar la lectura, lo

cual impidié el poder obtener una lectura de los dichos halos.

En la tablas 8.1 y 8.2 se observan los resultados obtenidos por el analista 1 y el analista 2

utilizando unidiscos.

Tabla 8.1. Resultados de los halos de inhibicién -Analistas 1 y 2-

(Unidiscos).

Antibitico/Célculo. X DE. CV.(%)
Amikacina 24.0000 1.4142 5.8925
Ampicilina 17.8750 0.9910 5.5442

Carbenicilina 24,3750 0.7440 3.0524
Cefalotina 17.1250 0.6408 3.7423
Cefotaxima 32.1250 2.4164 7.5220
Ceftriaxona 32.2500 1.2817 3.9743
Gentamicina 22,7500 1.0350 4,5498
Netilmicina 26.0000 1.0690 41117
Nitrofurantoina 22.2500 1.0350 4,6521
Pefloxacina 29.5000 1.1952 4.0516
Sulfametoxazol- 30.0000 0.9258 3.0860
trimetoprim

Tabla 8.2. Correlacién existente entre resultados obtenidos

por ¢l analista 1 y el analista 2 (unidiscos).

Analista 1 Analista 2 Significancia
Antibidtico X (#-DE) X(+/-DE) P
Amikacina 25.00 (+/- 0.00) 23.00 (+/- 1.41) >0.05
Ampicilina 17.50 (+/- 0.57) 18.25 (+/-1.25) >0.05
Carbenicilina 24.50 (+/- 0.57) 2425 (+/- 0.95) >0.05
Cefalotina 17.00 (+/~ 0.81) 17.25 (+/-0.50) < (.05
Cefotaxima 30.00 (+/~ 0.81) 34.25 (+/-0.95) < 0.05
Cefiriaxona 31.25 (+/-0.50) 33.25 (+/-0.95) <0.05
Gentamicina 22.75 (+/~ 0.50) 22,75 (+/- 1.50) >0.03
Netilmicina 26.25 (+/- 0.50) 25.75 (+/- 1.50) >0.05
Nitrofurantoina 22.50 (+/~0.57) 22.00 (+/- 1.41) >0.035
Pefloxacina 28.50 (+/- 0.57) 30.50 (+/-0.57) <0.05
Sulfametoxazol- 29.50 (+/~0.57) 30.5 (+/- 1.00) <0.05
trimetoprim
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2.1. Determinacién de [a repetibilidad.
2.11 Utilizando P. aeruginosa ATCC 27833,
En las tablas 9 y 9.1 se observan los resultados obtenidos para los halos de inhibicion,

utilizando multidiscos y unidiscos respectivamente.

Tabla 9.0, Resultados de los halos de inhibicién
{multidiscos).

Antibiético/Célculo. X D.E. CV.(%)
Amikacina 22.0000 0.8164 3.7113
Ampicilina Resistente N.C. N.C.

Carbenicilina 16.5000 1.2909 7.8242
Cefalotina Resistente N.C. N.C.
Cefotaxima 17.5000 1.0009 57142
Cefiriaxona 19.7500 0.9574 4.8477
Gentamicina 18.5000 1.2909 6.9783
Netilmicina 21,2500 1.2583 5.9214
Nitrofurantoina Resistente N.C. N.C.
Pefloxacina Resistente N.C. N.C.
Sulfametoxazol- Resistente N.C. N.C.
Trimetoprim
Tabla 9.1, Resultados de los halos de inhibicién
. {Unidiscos).

Antibiético/Célculo. X DE. CV.(%)
Amikacina 24.2500 {.5000 2.0618
Ampicilina Resistente N.C. N.C.

Carbenicilina 16.7500 0.5000 2.9850
Cefalotina Resistente N.C. N.C.
Cefotaxima 19.7500 0.5000 2.5316
Ceftriaxona 21.5000 0.5773 2.6853
Gentamicina 18.2500 0.5000 2.7397
Netilmicina 20.5000 0.5773 2.8163
- Nitrofurantoina Resistente N.C. N.C.
Pefloxacina Resistente N.C. N.C.
Sulfametoxazol- Resistente N.C. N.C.
Trimetoprim

Nota: El cloranfenicol no se utilizé durante el estudio debido 2 que es un antibidtico toxico;
y por lo tanto, se encuentra en desuso.
En este caso, la cepa es resistente a algunos de los antibioticos de los sensidiscos, por lo
tanto, no es posible determinar los pardmetros estadisticos, ya que no existen valores reales

para estos.
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2.2 Determinacién de la reproducibilidad.
2.2.1 Utilizando P. aerugirosa ATCC 27853

En la tablas 9.2 y 9.3 se observan los resultados obtenidos por el analista 1 y el analista 2

utilizando multidiscos.

Tabla 9.2 Resultados de los halos de inhibicién -Analistas 1 y 2-

(Multidiscos).

Antibidtico/Calculo. X D.E. C.V.(%)
Amikacina 25.0000 2.6186 10.4744
Ampicilina Resistente N.C. N.C.

Carbenicilina 20.0000 2.3904 11.9522
Cefalotina Resisiente N.C. N.C.
Cefotaxima 19.6250 1.9955 10.1683
Cefiriaxona 22.6250 2.9246 12.9266
Gentamicina 21.1250 1.2464 5.9002
Netilmicina 20.0000 2.0000 10.0000
Nitrofurantoina Resistente N.C. N.C.
Pefloxacina Resistente N.C. N.C.
Sulfametoxazol- Resistente N.C. N.C,
trimetoprim
Tabla 9.3. Correlacién existente entre resultados obtenides
r el analista 1 y el analista 2 (multidiscos).
Analista } Analista 2 Significancia

Antibidtico X (+/-D.E) X{+/-DE) P

Amikacina 23.25 (+/- 1.70) 26.75 (+/-2.21) <0.05

Ampicilina Resistente Resistente | = eeme

Carbenicilina 18.50 (+/- 1.29) 18.00 (+/- 1.15) >0.05

Cefalotina Resistente Resistente | = -

Cefotaxima 19.00 (+/- 2.00) 20.25 (+/- 2.06) >0.05

Ceftriaxona 20.25 (+/- 1.70) 25.00 (+/- 1.41) <0.05

Gentamicina 21.00 (+/- 1.41) 21.25 (+/~1,25) >0.05

Netilmicina 21.00 (+/- 141) 19.00 (+/- 2.16) >0.05

Nitrofurantoina Resistente Resistente | = -
Pefloxacina Resistente Resisterte | weeen

Sulfametoxazol- Resistente Resistente ————
trimetoprim
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Tabla 9.4. Resultados de los halos de inhibicién -Analistas 1 y 2-

{Unidiscos).

Antibiético/Célculo. X DE. C.V.(%)
Amikacina 23.6250 0.9161 3.8777
Ampicilina Resistente N.C. N.C.

Carbenicilina 17.7500 0.8864 4.9938
Cefalotina Resistente N.C. N.C.
Cefotaxima 19.0000 0.7559 3.9785
Cefiriaxona 21,5000 1.1952 5.5592
Gentamicina 20.3750 1.7677 3.6761
Netilmicina 20.6250 .7440 3.6073
Nitrofurantoina Resistente N.C. N.C.
Pefloxacina Resistente N.C. N.C.
Sulfametoxazol- Resistente N.C. N.C
trimetoprim

Tabla 9.5. Correlacion existente entre resultados obtenidos

por ¢l analista 1 y el analista 2 (unidiscos).

Analista 1 Analista 2 Significancia
Antibiotico X (+/-D.E) X (+/-D.E) P
-Amikacina 24.00 (+/- 0.81) 23.25 (+/-0.95) >0.05
Ampicilina Resistente Resistente D
Carbenicilina 18.00 (+/- 1.15) 17.50 (+/-0.57) >0.05
Cefalotina Resistente Resistente —
Cefotaxima 18.75 (+/- 0.50) 19.25 (+/-0.95) >0.05
Cefiriaxona 22.25 (+/-0.95) 20.75 (+/-0.95) >0.05
Gentamicina 19.00 (+/- 0.81) 21.75 (+/- 1.25) < 0.05
Netilmicina 21.00 (+/- 0.831) 20.25 (+/-0.50) >0.05
Nitrofurantoina Resistente Resistente —m—nm
Pefloxacina Resistente Resistente )
Sulfametoxazol- Resistente Resistente —
trimetoprim
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DISCUSION

Después de realizar una amplia investigacion bibliogréfica, y a pesar de tratarse de
procedimientos de rutina en un laboratorio de microbiologia, no se encontraron articulos
que reportardn estudios semejantes al desarrollado en este frabajo, por lo cual no existen
resultados previos con los que se puedan comparar los obtenidos durante el trabajo
experimental, razén por la cual la discusién se enfoca dnicamente 2 ios resultados obtenidos
durante las diferentes etapas de la implantacién del programa de Control de Calidad y
Validacién en el laboratorio.

1.- Control de Calidad de Rutina.

a) Condiciones ambientales: Abarcé la determinacién, tanto de la temperatura ambiental,
como de la humedad relativa.

- Temperatura Ambiental: Los graficos de control 1 y 1.1, correspondientes al registro de
temperatura ambiental durante el periodo comprendido de Noviembre de 1996 a
Septiembre de 1997, no muestran una variacién considerable ni al inicio, ni al final de la
jomada, éstos permanecen dentro del los limites de temperatura (22 a 30 °C} reportados en
la bibliografia'”. Dichos resultados sélo muestran variaciones cuando la temperatura
ambiental es extrema, es decir cuando es muy baja, como sucede durante los meses de
Diciembre y Enero, o bien muy alta como sucederia durante [os meses de Abril y Mayo, sin
embargo, a pesar de dichas variaciones, las desviaciones presentadas no fueron muy
significativas, cabe mencionar que el registro de las temperaturas iniciales se ilevé a cabo
con los mecheros apagados, para asi registrar la temperatura real de! cuarto, asi mismo, al
final de la jornada, se esperé un periodo minimo de 15 minutos después de apagar los
mecheros, antes de registrar la temperatura, 2 fin de evitar posibles alteraciones en los
mismos.

b) Equipo.

i) Estufa: El registro de temperatura de la estufa (grficos 2 y 2.1) muestra una gran
variacion de resultados , con una tendencia a rebasar el limite superior de 37°C; esto puede
deberse a un mal funcionamiento del regulador de temperatura, por lo cual es preciso
localizar el punto adecuado donde mantenga la temperatura dentro del limite establecido
(35-37°C), v evitar al maximo moverlo una vez encontrado este punto, ademés resulta
importante que sea verificada por un técnico a fin de evitar estas variaciones.

Es importante también, la limpieza de la estufa, a fin de evitar contaminacién de muestras
que se dejen en incubacion, la limpieza debe realizarse mensualmente, para evitar que la
estufa se convierta en una fuente potencial de contaminacion de muestras.
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ii) Refrigerador 1 y congelador: En ambos casos, la temperatura muestra, durante los
primeros meses de registro, una gran variabilidad, la cual poco a poco se va estabilizando
hacia los dltimos meses, esto se logro ajustando correctamente el regulador de temperatura,
evitando al maximo que se altere su posicion y con esto, cambiara la temperatura tanto del
refrigerador como de! congelador, Las temperaturas se tevisaban antes de iniciar Ia jornada,
y 15 minutos después de terminar la misma, a fin de permitir que esta se estabilizara y asi
registrar la temperatura real del equipo, ya que durante el periodo de trabajo, al abrir y
cerrar constantemente la puerta del refrigerador, las temperaturas varian considerablemente,
alterando los valores reales de la temperatura registrada.

ifi) Refrigerador 2: En este caso, al tratarse de un refrigerador nuevo, la temperatura no
muestra una gran variabilidad, manteniéndose dentro del rango indicado (2 a 8°C) en la
bibliografia”, por lo cual se considera que se encuentra en condiciones optimas para ¢l
trabajo de laboratorio.

iv) Microscopio y olla de presién: Se recomienda realizar una revision general por personal
especializado, cada 6 meses en el caso del microscopio, y en el caso de la olla de presion,
revisar cada 15 dias la relacién tiempo-presidn-temperatura para garantizar asi un buen
proceso de esterilizacion. Para esto, se recomienda utilizar esporas de B
stearothermophilus, o bien utilizar trozos de cinta testigo cada vez que se realice la
esterilizacion para comprobar que esta se ha llevado a cabo correctamente. E! revisar que
estos equipos funcionen correctamente garantizard resultados confiables, y en especial, en
el caso del autoclave, se asegurara que no haya peligro de contaminacion biolégica en el
laboratorio al realizarse una esterilizacion inadecuada. A este respecto, cabe mencionar que
las condiciones de esterilizacion manejadas dentro del laboratorio, son las adecuadas, ya
que las esporas de B. stearothermophilus no lograron desarrollarse después de haber sido
sometidas al ciclo de esterilizacion, lo cual indica un funcionamiento adecuado de la olia de
presion.

v) Limpieza y desinfeccion: Al realizar correctamente la limpieza y desinfeccion del ares,
asi como una esterilizacién adecuada del material biolégico antes de desecharlo se
garantizé que no hubiera riesgo de contaminar, tanto al personal de laboratorio, como a las
muestras en estudio, lo cual indica que los resultados obtenidos a partir de estas ultimas
sean confiables y reproducibles, ya que durante el periodo que se trabajé implementando el
programa de control, no se observé presencia de comtaminacién, ya fuera durante la
preparacion de medios de cultivo, o durante el procesamiento de las muestras, es por esto
que es importante realizar estos procedimientos diariamente, antes y despucs de iniciar la
jornada de trabajo.
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2. Etapas de Control de Calidad.
a) Control Preanalitico.

Al registrarse correctamente a los pacientes, darles las indicaciones adecuadas y realizar
con toda precaucion la toma de muestra, se evita confundir los estudios que se¢ van a
realizar, ya que sc tienen perfectamente identificadas las muestras y al mismo tiempo, Se
evita que las muestras se contaminen al momento de tomarlas, siguiendo todas las
precauciones necesarias, incrementando con esto la confiabilidad y reproducibilidad de los
resultados, reduciendo el margen de error en esta etapa del andlisis clinico, la cual es muy
importante, ya que de ésta depende que los pasos llevados 2 cabo en la siguienfe etapa
rindan resultados de calidad, realizando estudios correctos y teniendo bien identificadas las
muestras.

b) Control Analitico.

En esta etapa del control de calidad, hay que recordar que el mantener la precision y
exactitud de los diversos procedimientos es lo mds importante para €l laboratorio clinico, de
acuerdo con Sunderman W., el cual remarca esta importancia diciendo que el mantener
estindares de calidad no sélo sirve como un estimulo cientifico para el laboratorio, sino
también como un beneficio directo para los pacientes, lo cuales, de acuerdo a Moss, F. ¥
cols., son el principio fundamental del Control de Calidad, ya que Ia calidad debe definirse
en términos de las necesidades de los pacientes.

- Determinacion de sustancias inhibitorias o promotoras del crecimiento microbiano en el
agua destilada o desmineralizada.

Este tipo de analisis, sirve para garantizar que el agua con la que se prepararan los medios
de cultivo y reactivos en general del 4rea de microbiologfa, no promoverd ni inhibird el
desarrollo microbiano, alterando los resultados que se pudieran obtener en el laboratorio;
este analisis se realizé cada vez que se recibia un lote nuevo de agua destilada, en este caso,
se llevé a cabo tres veces, dos de las cuales el lote fue rechazado por contener fuentes de
nitrogeno y/6 carbono que promueven el crecimiento de las bacterias, representando de esta
manera una posible fuente de contaminacién de reactivos y de medios de cuitivo. En este
caso se recomienda, hacerle saber al distribuidor del agua destilada que ésta es de maia
calidad y no puede ser utilizada para el propdsito al cual estd destinada, y sugerirle el
implantar un control de calidad de este tipo para asi garantizar de antemano que el agua
recibida es de buena calidad; o bien, cambiar de distribuidor hasta encontrar agua destilada
que cumpla los requerimientos necesarios para el drea de microbiologia.
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- Medios de Cultive y pruebas bioquimicas.

En este caso, el llevar a cabo un correcto registro de cada lote de preparacion de los
diferentes medios de cultivo y pruebas bioquimicas, garantizé el llevar un control adecuado
de las fechas y cantidades de preparacién, €l volumen y el nombre de la persona que se
encargd de preparar cada Iote. Esto, con el fin de poder detectar cualquier anomalia que
pudiera presentarse durante el proceso (preparacion erronea de los medios, contaminacion
de los mismos, pérdida de reactivos, etc.) y poder tomar las medidas coITectivas necesarias
que el caso amerite. Ademas, el realizar el inventario de los medios de cultivo en existencia
es ftil, porque asi se sabe de manera ripida y efectiva con que tipo de medios cuenta el
laboratorio, asi como aquellos que presentan una fecha de caducidad mas proxima, para
utilizartos antes que aquellos que tardaran més en caducar. Por otra parte, la preparacion de
los medios de acuerdo a las indicaciones del fabricante, evita modificaciones que puedan
alterar los resuitados obtenidos.

En cuanto a los resultados de los diferentes controles realizados, solo un lote de agar
sangre fue rechazado debido a que la sangre con la cual se prepard, estaba contaminada;
todos los demas lotes fueron aceptados, ya que cumplian con las caracterfsticas propias de
cada uno de ellos.

En lo referente al control de pH, éste se realizé utilizando papel indicador, razén por la cual
los valores se expresaron en cifras cerradas, los resultados no mostraron variaciones
significativas, por lo cual se procedié a realizar los demds controles. Los controles de
esterilidad y funcionalidad no representaron ningin problema, ya que todos los lotes fueron
aceptados, cumpliendo con las caracteristicas requeridas para su uso; el control de
caducidad no fue realizado, ya que al prepararse lotes muy pequefios, éstos se terminaban
de utilizar antes de alcanzar su fecha de caducidad. Es importante recalcar la importancia
de este grupo de controles de calidad, ya que con éstos se aseguran resultados confiables
que no pongan en juego la salud del paciente.

- AntibiGticos.

Se rechazaron aquellos lotes, en los que la mayor parte de los halos de inhibicién (mas de
7), no comrespondieran con los valores reportados en la bibliografia'” ** !, mientras que,
por otra parte, fueron aceptados aquellos lotes en los que la mayor parte de los halos de
inhibicién (mas de 7), corespondieran con los valores reportados en la bibliografia. Cabe
mencionar que para realizar este estudio, se utilizaron finicamente placas de agar de
Mueller-Hinton, ya que es ¢l tnico medio del laboratorio que, debido a sus propiedades
osmoticas, permite la difusién homogénea de los diferentes antibiticos, sin afectar su
mecanismo de accion, ya sea bacteriostatico o bactericida.
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Cabe mencionar que los lotes rechazados eran lotes cuya fecha de caducidad ya habia sido
rebasada y que afin se encontraban entre los lotes para uso cotidiano dentro del laboratorio,
razdn por la cual se les realizd el control para poder proceder a su eliminacién. El que la
fecha de caducidad haya sido rebasada es un factor importante, va que los antibidticos
podian haber perdido ya sus propiedades inhibitonas, esto aunado a la variabilidad
biologica de las cepas utilizadas, la cual les confiere una mayor o menor resistencia a
ciertos antibidticos, causd una gran variacion en Jos resuitados obtenidos, ocasionando que
éstos fueran diferentes de los reportados en la bibliografia. En cuanto a los lotes que fueron
aceptados, las cepas de E. coli y P. aeruginosa se comporiaron como se esperaba de
acuerdo a la sensibilidad reportada en la bibliografia, mientras que la cepa de 5. aureus fue
la unica que mostré alteraciones en los resultados, mostrando resistencia a Ceftazidima,
Ernitromicina y Tetraciclina, antibidticos a los cuales la cepa debia mostrar sensibilidad, esto
puede deberse a la variabilidad biologica de los microorganismos, 1a cual pudo conferir
resistencia a dichos antibiéticos, ya que dichos lotes a los que fue resistente, no habian
pasado su fecha limite de caducidad.

¢) Control Postanalitico.

-Entrega de resultados.

Al entregar los resultados al paciente o al médico por escrito, con limpieza, claridad, y
anotando las observaciones que se crean pertinentes, se asegura que no haya confusiones al
momento de realizar la interpretacion de dichos resultados, minimizando con esto los
posibles errores que pudieran surgir at momento de emitir algun posible diagnostico.

d) Documentacion,

La creacion de los manuales de procedimientos, de control, y de validacion, asi como de las
bitdcoras de trabajo, el inventario y las hojas de registro, garantiza que todo el personal de
laboratorio conozea las diferentes téenicas a seguir, los controles, Jos reactivos con los que
cuenta ¢l laboratorio, ademas de que podrd mantener al dia los registros de resultados de
cada uno de los diferentes confroles, tanto de equipo como de reactivos, con esto se
garantiza, el obtener resultados de calidad, es decir confiables y repetibles, minimizando al
méximo las posibles fuentes de error que puedan interferir al momento de interpretar un
resultado,



3. Validacién de los antibiogramas.

Se consideré como aceptable un valor de coeficiente de variacion (C.V.) de hasta 5%
(Castafieda P."”), tanto para los sensidiscos grampositivos como gramnegativos, en las
determinaciones de repetibilidad y reproducibilidad, en ambos casos, los resultados
utilizando unidiscos fueron de mejor calidad que en los que se utilizaron multidiscos, ya
que en este filtimo caso no se podfan leer los halos de inhibicién ya que se unian unos con
otros, y parecia como si el microorganismo fuera sensible a todos los antibidticos, este
resultado era erroneo, ya que los halos se unen por la cercania de los discos, lo cual se
comprueba al utilizar los unidiscos, en los cuales se podian apreciar perfectamente los
halos de inhibicién; razén por la cual, el analisis estadistico del estudio utilizando
multidiscos no pudo realizarse en algunos casos. Al obtener los resultados de los
coeficientes de variacion, la diferencia se vuelve a hacer patente al no existir una
concordancia entre los resultados de multidiscos con unidiscos, en el primer caso, los
valores fueron mayores, e incluso varios de ellos(el 73%) rebasaron por mucho el valor
limite de 5%, llegando hasta 12.9 % en el caso de la Pseudomona aeruginosa (tabla 9.2),
esto puede deberse principalmente a la variabilidad obtenida en los halos de inhibicién,
producida por la cercania de los sensidiscos, lo cual impidio que varios de los coeficientes
de variacién pudieran determinarse al no existir valores para ellos. Por otra parte, en el
caso de los unidiscos, todos los halos pudieron leerse, y por consiguiente se determinaron
todos los coeficientes de variacién, obteniéndose resultades menores, en los cuales, la
mayoria de ellos se encontré dentro del limite, en algunos casos, el coeficiente de variacién
se elevd a mis de 5%, en algunos casos solamente por décimas (ver tablas 7.3, 8.1, y 9.4),
siendo el valor mas alto de 8.6% para Pseudomona aeruginosa, Esto puede deberse a
varios factores, como podria ser la variabilidad biologica de la cepas, el nimero de
resiembras a la que dicha cepa haya sido sometida antes del estudio, el grosor del agaren la
caja de petri, e incluso errores del analista al momento de leer y registrar los valores de los
halos de inhibicién. Sin embargo, a pesar de esto, la mayoria de los resultados (39 de 49 en
total, esto es el 79.6%) registraron una variabilidad menor a 5%, con lo cual se puede
observar, comparando con los resultados obtenidos con los multidiscos, que el usar los
unidiscos para realizar los antibiogramas es mucho més confiable, y rinde resultados de
mejor calidad que el utilizar multidiscos. En el caso del anilisis utilizando unidiscos, la
ceftazidina, por parte de los sensidiscos para microorganismos grampositivos, presenté un
C.V. de 49.6%, esto puede deberse principalmente a la variabilidad bioldgica de la cepa de
S. aureus, la cual presenté también resistencia a la eritromicina y a la tetracicling, siendo la
dnica cepa que presentd este comportamicnto de multiresistencia, el cual de acuerdo a
Duckworth y cols., es incluso, un factor de variabilidad mis importante que la
multiresistencia presente en P. aeruginosa, ¢l cual es también uno de los mas peligrosos, ya
que en el caso del S, aureus, este puede expanderse por via aérea, pudiendo provocar una
epidemia con una cepa multiresistente.
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Finalmente, al realizar el estudio para determinas la concordancia de resultados entre el
analista 1 y el analista 2 por medio de una ¢ de student, se encontro que la diferencia entre
ambos no fue significativa (es decir se obtuvo una p >0.05) en Ia mayoria de los casos,
tanto para sensidiscos grampositivos y gramnegativos, utilizando muitidiscos y unidiscos,
en total, solamente 10 de los resultados (30% del total), mostraron una diferencia
significativa { p < 0.05 ), lo cual puede deberse principalmente a errores de lectura al
momento de registrar los halos de inhibicién, pero en general puede decirse que existe una
concordancia aceptable entre los resultados obtenides. Cabe mencionar que no pudo
determinarse la concordancia para todos las determinaciones en la que se utilizaron
multidiscos, debido a la unién entre los halos de inhibicion, lo cual impidio obtener lecturas
de los mismos.



CONCLUSIONES

1. Se establecio un Programa Integral de Control de Calidad en el area de microbiologia
clinica, seleccionando, y adaptando los procedimientos preestablecidos en la bibliogratia
consultada mas adecuados, de acuerdo a las necesidades y carencias del laboratorio.

2. La temperatura del 4rea se mantiene dentro de los lmites marcados por la bibliografia,
por lo tanto es la adecuada para realizar el trabajo, sin embargo, la humedad relativa no fue

determinada por falta de equipo, por lo cual se recomienda tratar de conseguir un
higrémetro para poder realizar su determinacion y control.

3. Las condiciones de trabajo del equipo (incubadora y refrigeradores) son las adecuadas
para realizar las determinaciones en el laboratorio, se recomienda se realice un chequeo
general de los mismos periédicamente por personal especializado.

4. El agua analizada, mostr presencia de fuentes de carbono y nitrégeno que promueven ¢l
desarrollo microbiano, por esto, no se considera ideal trabajar con ella, se recomienda, por
lo tanto, cambiar de distribuidor. -

S. Tanto medios de cultivo, como pruebas bioquimicas, aprobaron todos los controles
realizados, por lo cual cumplen con las caracteristicas requeridas por el laboratoric de
microbiologia. Se recomienda realizar la determinacion del ICA en forma rutinaria,
adaptando la técnica a las limitaciones del laboratorio, ya que no se cuenta con la
micropipeta de 1 pL requerida para la determinacion.

6. Las pruebas de control microbiolégico rindicron resultados satisfactorios, a pesar de
haberse realizado con la técnica de los multidiscos (que era la técnica que se estaba
siguiendo de manera rutinaria dentro del laboratorio), sin embargo, dicha técnica mostro
ciertas deficiencias al comparirsele con Ia técnica de los unidiscos, por lo cual fue
desechada como técnica de rutina.

7. La validacion de las pruebas de sensibilidad mostraron mejores resultados con la técnica
de unidiscos, que con la de los multidiscos, mostrando coeficientes de variacién menores y
resultados mas significativos, por lo cual se opté por adoptar esta técnica como trabajo de
rutina dentro del laboratorio, ya que a pesar de existir técnicas mas sofisticadas como seria
la técnica de dilucion, el laboratorio no cuenta con los recursos necesarios para adoptar
dichas técnicas, y el procedimiento utilizando unidiscos responde y cumple a las
necesidades del laboratorio, considerdndose adecuado para el frabajo que en él se
desarrolla.
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APENDICEL

Registro y Control de Cepas de Referencia ATCC.

Cepas Disponibles:

Cepa: Clave:
Enterobacter cloacae ATCC 23355
Escherichia coli ATCC 25922
Klebsiella pneumonige ATCC 13883
Proteus vulgaris ATCC 13315
Pseudomona aeruginosaq ATCC 27853
Salmonella typhimyrivm ATCC 14028
Staphylococcus atireus ATCC 25925
Staphvlococcus epidermidis ATCC 19615
Streptococcus pyogenes ATCC 19615
Serratia marcescens ATCC 8100
Bacillus subtilis

Bacillus stearothermophilus

Candida albicans

Medio de cultivo utilizado: Agar soya tripticaseina.

Conservacion de los cultivos: Se inocula el medio por picaduray se incuba a 35°C durante
18-24 horas;, después se sella el tapon con parafina y se guarda el tubo en cajas cerradas a
temperatura ambiente. Permite la vialidad de muchos gérmenes (Enterobacterias,
Staphylococcus sp, etc.) por espacio de varios meses. Si el germén se utiliza mensualmente,
el medio se prepara inclinado y se siembra en estria, conservandolo a temperatura
ambiente.

Tiempo de comservacién de los microorganismos: 1 mes, después del cual se debe
resembrar el microorganismo en medio fresco.
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APENDICE 1I.
Preparacifn de medios de cultivo.

- Infusién cerebro y corazén (BIOXON).
Férmula aproximada en gramos por litro:

Infusién de cerebro de ternera.................. 200.0
Infusion de corazén de res........coovvennenne 250.0
Peptona de gelating............ocoecermnemincnenns 10.0
DEXATOSA....vnreeveervreemressrsssarransissssnrsssrnane 2.0
Clorurd de S0di0.......eeeeiveeeeiemsesremrsvranseens 50
Fosfato disddico......vvenrmermeenirsiversnrsvennas 2.5
pH final 7.4 +/-0.2

Preparacidn:

Suspender 37g del medio deshidratado en un litro de agua destilada y calentar ligeramente,
3i es necesario. Envasar y esterilizar a 121°C (15 Ibs. de presién) durante 15 minutos.

- Agar Soya-Tripticaseina

a) Caldo Soya-Tripticaseina (BIOXON)
Férmula aproximada en gramos per litro:
i 1

Peptona de caseina........ommereeemsininencnens 7.0
Peptona de SOVa.........vemeeremseerersesnscreanareas 3.0
Cloruro de $0dio.........coeccvenerrarmrmeeeepenasaes 50
Fosfato dIpOtasiCo.......-..ccocerevrensvrenararseanas 2.5
DIEXITOSA. ... cecvenreecsrescesresermssrermsssstearasararans 25
pH final7.3 +/-0.2

b} Agar bacteriologico (BIOXON).
Preparacion:

Suspender 30 gramos del medio soya-tripticaseina en un litro de agua destilada. Mezclar
bien. . Agregar 15 gramos de agar bacteriologico deshidratado. Mezclar y calentar
ligeramente hasta lograr la solucién. Esterilizar a 121°C (15 Ibs. de presion) durante 15
minutos. Dejar enfriar entre 45° a 50° y distribuya en cajas de Petri.

-95.-



BIBLIOGRAFIA.

1.- Pumarola A, Rodriguez A. Microbiologia y pérasitoiogia médica. 2a.ed. Barcelona:
Salvat Editores, 19387:25-30, 120-133, 343-352, 413-421.

2.- Brock T, Madigan M. Microbiologia. 6a.ed. México: Prentice Hall, 1993: 16-21, 503
529,

3.- Davis D. Tratado de microbiologia. 3a.ed. Barcelona: Saivat Editores, 1985: 94-106.

4.- Romero R. Microbiologia y parasitologia humana. México: Edit. Médica Panamericana,
1993; 22-54.

5.- Sherris J, Champoux J, Corey L. Microbiologia médica. Barcelona:Edit. Doyma, 1993
18-24, 225-280.

6.- Katzung B. farmacologia basica y clinica. 6a.ed. México: edit. Manual Moderno, 1996
817-940.

7.- Gitlow S. Planificando para la calidad, la productividad y una posicion competitiva.
México: Ventura Ediciones, 1991: 3-17.

8.- Feigenbaum A. Control total de la calidad 3a.ed. México: Compafifa Editorial
Continental S.A. de C.V., 1995: 3-70.
9.- Perca E. Enfermedades infecciosas y microbiologia clinica. Barcelona: Edit. Doyma,

1992: 255-261.

10.- Castillo M, Fonseca M. Mejoria continua de la calidad, guia para los laboratorios
clinicos de América Latina. México: Edit. Médica Panamericana, 1995: 9-15, 75-84.

11.- Hawkey P, Lewis D. Medical bacteriology, a practical approach. Oxford: IRL Press,
1989: 235-246.

12.- Whitehead T, Woodford F. External quality assessment of clinical laboratories in the
United Kingdom. J.Clin.Pathol, 1981; 34: 947-957.

13.- Castafieda P, Giral C. métodos analiticos: Validacion. México:5.8.A., 1991: 1-35

-96.-



14.- Brock D, Madigan T. Biology of microorganisms. Sth.ed. New Jersey: Prentice Hall,
1988: 474-496.

15.- Bernard J. Diagnéstico y tratamiento clinicos por el laboratorio. 9a.ed. México:
Masson-Salvat Medicina, 1994: 1327-1340.

16.- Lennette E. Manual de microbiologia clinica. 4a.ed. Buenos Aires: Edit. Médica
Panamericana, 1987: 37-45.

17.- Nifio H, Barrera L. Garantia de calidad en el laboratorio clinico. Colombia: Edit.
Panamericana, 1987: 37-45.

i8.- Norma Oficial Mexicana NOM-059-SSA1-1993, México: Diario Oficial, 24 de
noviembre de 1995: 15-81.

19.- Castafieda P, Giral C. Medios de cultivo: Validacion. México:SSA, 1990; 1-48,

20.- Diccionario de Especialidades en Anilisis Clinicos. 7a.ed. México: PLM, 1993: 160-
181.

21.- Finegold S, Baron E. Bailey-Scott. Diagnéstico microbiolégico. 7a.ed. Buenos Aites:
Edit. Médica Panamericana, 1989: 29-68.

22.- Gonzilez J. Tecnologia y métodos del laboratorio clinico. México: Salvat Editores
S.A., 1992: 137-147.

23.- Cowan S. Manual para la identificacion de Bacterias de importancia médica. 2a.ed.
México: Edit. Continental, 1979: 33-36.

24 - Mac Faddin J. Pruebas bioquimicas para la identificacién de bacterias de importancia
clinica. México: Editorial médica panamericana, 1991: 39-60, 104-120, 134-148, 183-198.

25.- Ellis R Manual de procedimientos de control de calidad para los laboratorios de
microbiologia. Atlanta; Center for Disease Control. 1980: 2-97.

26.- Tortora G, Funke B, Case C. Microbiology. Sthed. New Jersey: The
Benjamin/Cummings Publishing Company, 1995: 142-166.

27- Power D, Mc Cuen P. Manual of Baltimore biological laboratory products and
laboratory procedures. 6th.ed. Maryland: Baltimore Biological Laboratory, 1988: 67-97.

-97-



28.- Stebbing L. Aseguramiento de la calidad. México: CECSA, 1994: 19-50,

29.- Goodman G. Las bases farmacoligicas de la terapedtica. 8a.ed. México: Edit.
Panamericana, 1991: 1128-1136.

30.- Prats G. Microbiologia médica. Barcelona: Edit. Doyma, 1993: 21-28.

31.- Duerden B, Jewsbury J, Turk D. Microbiologia de enfermedades infecciosas. Meéxico:
Edit. Limusa, 1993: 470-490.

32.- Barry A, Allen S, Fuchs P. Quality control paramelers for broth microdilution
susceptibility ~ testing  of  amoxicillin  and  amoxicillin-clavulanic acid.
Eur.J.Clin. Microbiol.Infect. Dis. 1994; 13:186-188

33.- Sunderman F. The history of proficiency testing/quality control. Clin.Chem. 1992, 38;
1205-1209.

34.- Westgard J. Simulation and modeling for optimizing quality control and improving
analytical quality assurance. Clin.Chem. 1992; 38: 175-178.

35.- Cataieda K. Proficiency testing from a fotal quality management perspective.
Clin.Chem. 1992; 38: 615-618.

36.- Duckworth G, Nair P, Henderson J. Methicillin resistant staphylococcal infection.
BMJ. 1994; 308: 57-59.

37.- Moss F, Garside P. The importance of quality: sharing responsibility for improving
patient care. BMI. 1995; 310: 996-999,

38.- Barry A, Pfaller M, Jorgensen J. Revision of quality control limits for broth
microdilution tests of fleroxacin and gentamicin with Pseudomona aeruginosa ATCC
27853. Eur.J.Clin.Microbiol. Infect. Dis. 1994; 13: 1087-1089.

39.- Méndez Y, Namihira D, Moreno L. El protocolo de investigacion. 2a.Ed. Meéxico:
Edit. Trillas, 1990: 11-34.

40.- Marques M. Probabilidad y estadistica para ciencias quimico-biolbgicas. México: Mc
Graw-Hill, 1991: 184-199.

41.- Noma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-1995, México: Diario Oficial, 7 de
noviembre de 1995: 2-11.

.98 .-



