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RESUMEN

El presente trabajo tiene como propoésito evaluar la fase preanalitica como
influencia sobre la confiabilidad de los resultados que proporciona el laboratorio
dentro del area de microbiologia clinica, siguiendo el protocolo actual que se lleva
a cabo en el mismo.

Los datos del trabajo se realizaron aplicando el método tanto cualitativo como
cuantitativo, dando a conocer que en gran parte la calidad de los resultados si
dependen de los protocolos que incluye la fase preanalitica, y ademas los resultados
que proporciona el laboratorio son confiables, sin mencionar que a mas de estos
factores pueden influir otros, dentro de ellos y el principal es el comportamiento de
los microorganismos puesto que actlan de manera independiente aunque se les
administre los nutrientes necesarios para su desarrollo pues organismos vivos, de
ahi la importancia de poner en practica el control de calidad dentro de esta area.
Ademas la investigacion aportd con un manual de control de calidad interno que
comprende de informacion que complemente los protocolos llevados a cabo dentro
del area que nos permitan evaluar no sélo de una forma cualitativa sino cuantitativa

también.

PALABRAS CLAVES: FASE_PREANALITICA, REHIDRATACION,
MEDIOS_CULTIVO, CALIDAD_RESULTADOS, MICROBIOLOGIA
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SUMMARY

This research work has the purpose of evaluate the pre-analytical phase as an
influence on the reliability of the results provided by the laboratory in the area of
clinical microbiology, following the current protocol is carried out in itself.

The data of work were performed using the method both qualitative and
quantitative, letting us know that much of the quality of the results depend on
whether the protocols including the preanalytical phase, and also the results
provided by the laboratory are reliable, not to mention that most of these factors can
influence others within them and the main is the behavior of microorganisms as
they act independently although they are given the nutrients necessary for their
development as living organisms, hence the importance of implementing quality
control in this area.

Besides the research brings a manual of internal quality control comprising
information that complements those carried out within the area protocols that allow

us to assess not only a qualitative but also quantitative.

KEYWORDS: PREANALYTICAL_PHASE, REHYDRATION,
MIDLE_CULTIVTION, RESULTS_QUALITY, MICROBIOLOGY
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GLOSARIO

Validacion: la validacion es la confirmacion, a través del examen y el aporte de
evidencias objetivas, de que se cumplen los requisitos particulares para un uso
especifico previsto.

Etapa preanalitica extralaboratorio: comprende desde que el médico solicita la
prueba hasta que el espécimen/muestra llega al laboratorio.

Etapa preanalitica intralaboratorio: comprende desde que el espécimen/muestra
Ilega al laboratorio hasta que se produce el analisis del mismo.

Interferencia: desviacion clinicamente significativa en la medida de la
concentracion de un analito, debida al efecto de otro componente o propiedad de la
muestra.

Protocolo analitico: conjunto de magnitudes bioldgicas de demostrada efectividad
para el diagnostico, seguimiento y terapéutica de episodios o procesos clinicos bien
definidos.

Error de laboratorio: fallo al completar una accién planificada como se deseaba
0 utilizacion de un plan incorrecto para alcanzar un objetivo; defecto producido en
cualquier parte del ciclo del laboratorio, desde que se solicitan las magnitudes hasta
que se informan los resultados y se interpretan.

Barreras microbiolégicas: es un dispositivo o sistema que evita o limita la
migracion de microorganismos.

Area contaminada.- Area donde se manipulan microorganismos de riesgo.
Precision: Es el grado de concordancia entre los resultados independientes de una
medicién, obtenidos en condiciones estipuladas, ya sea de repetibilidad o de
reproducibilidad y depende de la distribucion de los resultados sin estar relacionada
con el valor verdadero.

Repetibilidad: Coincidencia entre los resultados de mediciones sucesivas
realizadas en las mismas condiciones de medicion.

Reproducibilidad: Coincidencia entre los resultados de mediciones realizadas en
diferentes condiciones de medicion en un mismo laboratorio o entre 2 laboratorios.
Descontaminacion: se refiere por un lado a la esterilizacion o destruccion completa

a todos los microorganismos incluyendo las esporas bacterianas y por otro lado a la

Xiv



desinfeccion o destruccion y eliminacion de tipos precisos de microorganismos en
objetos contaminados.

Agente infeccioso: es todo virus bacteria, hongo, rikettsia, protozoarios o helmintos
capaz de producir una infeccion.

Agente biologico.- Todo organismo viviente capaz de causar infeccion,
enfermedad o muerte en el ser humano con inclusion de los genéeticamente
modificados y endoparasitos humanos susceptibles de originar cualquier tipo de
infeccion, alergia o toxicidad.

Esterilizacion.- Proceso que mediante el empleo de agentes fisicos y/o quimicos,
produce la inactivacion total de todas las formas de vida microbiana en forma
irreversible (estado esporulado y vegetativo).

Microorganismo.- Toda entidad microbiologica, celular o no, capaz de

reproducirse o de transferir material genético.
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ABREVIATURAS

ISO: Organismo Internacional de Estandarizacion.

ENAC: Entidad nacional de acreditacion.

SEIMC: Control de calidad de la sociedad espafiola de infecciones y
microbiologia.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

OPS: Organizacion Panamericana de la Salud.

OAE: Organismo de Acreditacion Ecuatoriano.

ATCC: American Type Culture Collection.

COLABIOCLLI: Confederacion Latinoamericana de Bioquimica Clinica.
ISA: International Federation of the National Standardization Associations.
SGC: Sistema de Gestion de Calidad.

EMB: Eosin Methilen Blue.

TSI: Triple Sugar Iron.

MIO: Motilidad Indol Ornitina.

SIM: Indol Manitol Salado.

USP: United States Pharmacopei.

CLSI: Clinical Laboratory Standard Institute.

UFC: Unidades formadoras de colonias.
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INTRODUCCION

La importancia de llevar a cabo procedimientos de calidad para la identificacion,
tratamiento y diagndstico final de un microorganismo causante de patologias
clinicas, es un tema de mucho interés. Pues del conjunto de procedimientos que
seguimos juegan un papel muy importante en el resultado final, considerando la

poca informacion que existe de este tema.

La fase preanalitica se considera de mucha importancia, ya que es donde ocurren
errores con mas frecuencia, ya que de esta depende en gran medida, la integridad
del método que se lleva a cabo para la elaboracion de los medios para su posterior
analisis. Ya que fallos en ésta, pueden afectar en la fiabilidad de los resultados,

repeticion de exdmenes y costos adicionales para el laboratorio.

Sin mencionar que el &rea de microbiologia es un sitio donde debe guardar mayor
seguridad, ya que puede existir un riesgo de transmision de enfermedades
infecciosas para el personal que manipule las muestras bioldgicas y por otro lado
también debe practicarse procedimientos seguros durante el estudio de las muestras,

de ahi la importancia del control de calidad.

Al investigar el método que se esta utilizando en el laboratorio durante el estudio
se tomo las medidas preventivas que pueden influir en el fase preanalitica tanto
dentro del &rea de trabajo como de los equipamientos utilizados para la elaboracion
de los medios de cultivo para el posterior analisis a partir de la cepa control E. coli
ATCC 11775y con los resultados realizar un analisis estadistico que corroboren los
resultados. El presente trabajo se lo ha dividido en varias secciones, en las cuales
con la ayuda de datos bibliograficos se ha complementado la informacion y ademas
se ha evaluado la calidad de los resultados proporcionados por el laboratorio,

rescatando:

e Introduccion

e Objetivo general



e Objetivos especificos

e Definiciones

e Evaluacion de la fase preanalitica y resultados finales
e Control de calidad del &rea de microbiologia

e Planes de accion

e Conclusiones

e Recomendaciones

e Bibliografia

e Anexos

Una vez proporcionada la informacion correspondiente para tomar planes
correctivos dentro del laboratorio, es responsabilidad del autor para difundir ésta
informacion y concientizar al personal que labora en el laboratorio, pues es
importante llevar a cabo protocolos que garanticen procesos seguros de las muestra

y del personal.



CAPITULO |

EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1. TEMA DE INVESTIGACION

“Evaluacion de la fase preanalitica como influencia en la confiabilidad de los

resultados en el area de microbiologia del laboratorio clinico Ambalab”.

1.2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.2.1. Contextualizacién

A nivel del Ecuador el control de calidad es un pardmetro que no se lo aplica del
todo bien, en el pais no todos los laboratorios cumplen con normas de control de
calidad bajo los parametros correspondientes, aunque La Ley Organica de la Salud
no cuenta con normas especificamente de laboratorios de diagndstico clinico, en el
reglamento de funcionamiento si se establece varios requisitos para ello, pero hay
que considerar que estos requisitos para obtener el permiso no garantizan que exista
un correcto funcionamiento considerando que en la actualidad no existe un estandar
de control de calidad que pueda determinar la apreciacion de los resultados. Siendo
el Organismo de Acreditacion Ecuatoriano (OAE), los evaluadores que promueven
los sistemas de gestion de calidad, que por otro lado el Organismo Internacional de
Estandarizacion (ISO) a nivel mundial y en América Latina la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS) junto con la Confederacion Latinoamericana de
Bioquimica Clinica (COLABIOCLI) quienes ademas de promover la elaboracion

de manuales de procedimientos para la certificacion y acreditacion de laboratorios



clinicos a través de normas ISO, promueve la gestién de procesos, la mejora
continua y la autoevaluacion, aunque estas entidades de alguna manera rigen estos
parametros, hay que considerar que el mayor problema en el pais como ya habiamos
mencionado anteriormente es la falta de un estandar de control de calidad es decir,
de laboratorios de referencia que difundan controles para evaluar la calidad de los
resultados y validar la calidad de servicio (Quiroz, M. 2012).

Haciendo un analisis a nivel del Ecuador se estima que el 46% de los laboratorios
no tienen permiso de funcionamiento, y en algunas provincias al menos el 50%
carecen también de permisos, por esta misma circunstancia no ejecutan todas las
medidas de control de calidad, considerando que el 70% de los diagndsticos se
basan en los resultados de laboratorio, dentro de un estudio en el pais se ha
determinado que la mayor parte de los errores se dan en el fase preanalitica con una
frecuencia de 17%, 31% y 71%, la fase analitica en un 13-32% y la fase post-
analitica en un 9-31% de los errores atribuibles al laboratorio clinico, entre el 10 y
el 12,5% tendrian repercusion desfavorable en la conducta del médico o en la salud
del paciente debemos considerar que por la poca importancia que se le da a esta
fase en el procesamiento de las muestras, ya que es en donde se pueden destruir
componentes o propiedades a analizar. Tomando en cuenta también la falta de
implementacién de indicadores dentro del laboratorio que ayudarian a la mejora
continua en la calidad de los resultados no son puestos en préactica (Hinostroza, M.
2012).

A nivel de la provincia de Tungurahua el tema no ha sido muy estudiado, al igual
que en el pais existen laboratorios que prestan sus servicios solo con la certificacion
otorgada por el Ministerio de Salud Pablica, podriamos decir que aproximadamente
60 laboratorios estarian funcionando clandestinamente, considerando el poco o casi
nulo control que se da en todos los cantones de Tungurahua, la mayor parte de las
investigaciones se basan mas sobre las normas de bioseguridad se conoce que entre
las consecuencias que pueden presentarse en el personal de salud son infecciones
tipo respiratorio aunque se tiene referencias que no solo el personal de laboratorio

sino todo el personal de salud tienen conocimientos suficientes de bioseguridad



pero no cumplen del todo bien las normas de control de calidad, tomando en cuenta
que la préactica de todas estos factores juegan un papel muy importante para brindar
resultados de calidad (Bazurto, C. 2012).

En el cantdbn Ambato lo méas cercano a la aplicabilidad de control de calidad lo
hacen bajo las normas 1SO 9001 siendo la valida para la acreditacion de los
laboratorios clinicos las normas 1SO 15189 que mida la competencia técnica
netamente, tomando en cuenta que este tema es un asunto de mucha importancia
para proporcionar resultados confiables que encaminen a un diagndstico correcto,
pero se tiene conocimiento de la importancia sobre normas de bioseguridad y la
infraestructura del laboratorio para evitar que exista trasmision de infecciones al
personal, en esta situacion se hace hincapié en la mala infraestructura del mismo,
considerando que el laboratorio clinico debe poseer espacios determinados para
cada area, tomando en cuenta también que influyen otros factores que no solo

podrian contaminar al personal sino también a las muestras (Gallegos, F. 2009).

1.2.2. Analisis Critico

Tomando en cuenta que la calidad de los resultados entregados diariamente son un
parametro fundamental que influyen en un diagnéstico, por ello es importante
realizar procedimientos que aseguren resultados confiables, para lo cual dependen
de factores, no solo del personal, sino de otros factores externos a estos. Para ello
es importante que el personal de laboratorio esté debidamente capacitado para su
ejecucion. Es de vital importancia conocer las causas principales que contribuyan
con el aumento del riesgo de contaminacion tanto de las muestras como la posible
contaminacion del personal para, con la informacién necesaria proceder a plantear

soluciones al problema.

Debemos tomar en cuenta que el mal empleo de las barreras de proteccion, errores
durante la ejecuciéon de la fase preanalitica y la manipulacion inadecuada durante

la preparacion de medios de cultivo son puntos primordiales que influyen



directamente en la confiabilidad de los resultados, asi también el mal
funcionamiento del equipamiento y otros factores externos como el aire son
parametros importantes que hay que tomarlos en cuenta también para asegurarnos
que la calidad de los resultados sean los mejores; asi también asegurando la

proteccion del personal.

1.2.3. Prognosis

La inadecuada utilizacion de las medidas de control de calidad en la ejecucion de
los procedimientos para la identificacion de los agentes causales, influye mucho en
un estudio microbioldgico correcto, ya que de no practicarse todas estas normas
pueden afectar peligrosamente en la calidad de los resultados entregados a los
pacientes, tomando en cuenta que también puede afectar los criterios de calidad de
los medios y por otro lado la formacion de fuentes reservorios que podrian aumentar
la proliferacion y resistencia, asi mismo también aumentando el riego de
contaminacion ya sea de medios de cultivo y del personal de laboratorio hasta el

punto de trasmitirse enfermedades por contacto, via respiratoria, ocular y bucal.

1.2.4. Formulacion del problema

¢La fase preanalitica influye en la confiabilidad de los resultados en el area de

microbiologia del laboratorio clinico Ambalab?

1.2.5. Preguntas directrices

¢Cuales son los puntos criticos que influyen en la preparacion de los medios de
cultivos?
¢Cumplen con las condiciones de calidad los medios de cultivo reconstituidos?

¢Poseen un manual de control de calidad interno para el area de microbiologia?



1.2.6. Delimitacién

Delimitacion espacial

La investigacion se realizara en el laboratorio “AMBALAB” ubicado en la calle
Bolivar y Constantino Fernandez

Delimitacion temporal

La investigacion se realizara desde el mes de noviembre hasta junio del afio 2014.
Delimitacion del contenido

Campo: Laboratorio Clinico

Area: Microbiologia

Aspecto: Fase preanalitica (preparacion de los medios)

Objetivo de estudio: Confiabilidad resultados

1.3. JUSTIFICACION

La investigacion se considera de interés porque en los servicios que presta un
laboratorio clinico y méas en una area donde hay mayor riesgo de contaminacion
como es la de microbiologia no solo para las muestras sino también del personal, la
calidad es un parametro del cual depende gran parte la confiabilidad de los
resultados, la investigacion nos permitira evaluar la calidad de los resultados y a su
vez conocer la validacion del procedimiento que estan actualmente aplicando
dentro del laboratorio que serviran de base para el diagnostico y el posterior

tratamiento.

La investigacién se considera de mucha importancia porque al realizar las pruebas
correspondientes estableceremos resultados y con los mismos estableceremos
soluciones con el objetivo del mejoramiento de los resultados microbiologicos
realizados por el laboratorio, asi como también evaluar los conocimientos y uso de
barrera que ponen en practica el personal de esta institucion, pues es importante que
se garantice que los procesos de desinfeccidn den un resultado de calidad y aseguren

su propia seguridad. En esta investigacion se realizara técnicas microbioldgicas que



nos permitird la evaluacion tanto de la calidad de los medios de cultivo utilizados
para la identificacion del microorganismo objeto de estudio.

Ademas considerando que esta investigacion es factible porque contamos con el
apoyo de las autoridades del correspondiente establecimiento ya que es el sitio
donde se tomaran las muestras y se realizara el debido procesamiento, ademas se
cuenta con todo el equipamiento necesario para llevar a cabo la identificacion.
Siendo beneficiarios la institucion y el personal de laboratorio ya que con los
resultados de la investigacion se presentaran medidas de control para mejora la
calidad de los resultados y garantizar mejor la seguridad del personal.

1.4. OBJETIVOS

1.4.1. Objetivo General

Evaluar la fase preanalitica como influencia en la confiabilidad de los resultados en

el area de microbiologia del laboratorio clinico Ambalab.

1.4.2. Objetivos Especificos

e Identificar los puntos criticos que influyen en la preparacion de los medios de
cultivos.

e Evaluar las condiciones de calidad que deben poseer los medios de cultivo
reconstituidos.

e Elaborar un manual de control de calidad interno para el &rea de microbiologia.



CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES

Segin la autora Ortiz Dina, menciona en su investigacion “Validacion e
implementacién de una metodologia para el analisis microbioldgico de un producto
liquido preservado elaborado en una industria farmacéutica”, realizada en el afio
2008, menciona que si puede ser documentada la técnica recomendada por la
USP.30.2007 argumenta que es reproducible y repetible demostrando plena
confiablidad, pues se elabor6 el protocolo de validacion y una técnica del analisis
de un producto liquido preservado con agentes parabenos, producidos en la
industria farmacéutica que establecio porcentajes de recuperacion entre 90 al 127%
demostrando asi la exactitud del método. Asegurando que mientras se realizaba el
proceso se descartd cualquier tipo de contaminacion y la diferencia no fue
significativa en cuanto a los recuentos teniendo en cuenta el factor tiempo (Ortiz,
D. 2008).

Segun el autor Gomez C. a través de la investigacion “Calidad en la recogida de
muestras microbioldgicas en la Unidad de Urgencias de Pediatria del Hospital
Universitario Central de Asturias” realizada en el afio 2013, menciona que a través
de la investigacion se ha identificado errores en el proceso para la obtencién de
muestras tanto en el material, técnica, transporte y conservacion, arrojando que la
mayor parte de los errores pueden influir directamente en la contaminacion de la
muestra por lo tanto en la calidad de la misma, pues ademas se pudo observar un
alto porcentaje de profesionales de enfermeria y auxiliares de enfermeria que dicen
conocer los protocolos para la obtencion de muestras pero también reconocen no
seguirlo (Gomez, C. 2013).



Segtn el autor Delgado M. menciona en su investigacion “Control de calidad
interno en el Laboratorio de Microbiologia del Hospital Universitario Dr. Miguel
Enriquez” realizada en el afio 2009, pues menciona en su estudio realizado en
diferentes medios de cultivo tanto en cajas Petri como en tubos de ensayo se observo
que los medios Agar Sangre de Carnero, Agar Mueller-Hinton, Agar para conteo
en placas (AGT) y Agar Chocolate, fueron los de mayor contaminacion esto se
determind, que si existid mayor contaminacion en estos cultivos, fue porgue son
medios muy enriquecidos pues permiten el crecimiento y desarrollo de muchos
microorganismos, entre los principales producto de contaminacion encontramos
Staphylococcus coagulasa negativa, Bacilos Gram positivos y hongos ambientales.
Mientras que en los tubos de ensayo la contaminacion fue nula. Se determind que
la contaminacion fue por no contar con un &rea fisica destinada solamente para esta
actividad, y la mala manipulacion durante el llenado de las cajas (Delgado, M.
2009).

Callejas, L. menciona en la siguiente investigacion “Verificacion de Procesos de
Limpieza y Desinfeccion de los Laboratorios: Aguas y Lodos, Inmunologia
Especializada y Citometria de Flujos, Microbiologia de los Alimentos,
Microbiologia Ambiental y de Suelos” realizada en el 2009, menciona que después
de una serie de pruebas en las superficies del area de microbioldgica, los
microorganismos que mas se observaron fueron hongos, asi también como bacterias
mesdfilos aerobias Gram positivas y esporulados, tomando como evidencia que el
desinfectante usado fue el hipoclorito reduciendo la carga microbiana en un 90%,
es decir es muy efectivo sobre las bacterias pero no tienen el mismo efecto sobre
los hongos, e indagaron que esto se debia a la falta de desinfeccidn del aire por lo
cual recomendaban la utilizacion de Tego al 0.1-0.2%. Quizas por esta
circunstancia aumente el riesgo de trasmision de microorganismos a las muestras,

factor que no se tomo en cuenta en la investigacion anterior (Callejas, L. 2009).
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2.2. FUNDAMENTACION FILOSOFICA

2.2.1. Fundamentacion Epistemolégica

La investigacion se basa en el mejoramiento del servicio al paciente procurando la
seguridad del personal clinico.

Los procedimientos para la ejecucion de las pruebas microbioldgicas utilizadas por
el personal son establecidas de acuerdo con los protocolos de la institucion,
permitiendo la obtencion de los resultados microbiolégicos asi mismo con las
correspondientes préacticas de desinfeccion de dicha area, de esta manera el presente
trabajo aportara en la mejora de normas de control de calidad tanto en el nivel de
desinfeccion como en el buen funcionamiento del equipamiento que son necesarios
durante la elaboracion de los medios, permitiendo resultados de calidad que

contribuyen en un diagndstico final.

2.2.2. Fundamentacién Axioldgica

La presente investigacion se realizara con todo el profesionalismo basado tanto en
la ética como en la moral para obtener resultados verdaderos que de alguna u otra
manera aporten a la mejora de los servicios que presta esta entidad, asi mismo
practicando la responsabilidad en la ejecucion de los procesos para la identificacion
de microorganismos, para después transmitir con el mayor respeto la informacion
pertinente a las autoridades del laboratorio y establecer soluciones en el

mejoramiento de la calidad de los examenes.

2.2.3. Fundamentacion Legal

Reglamento para el funcionamiento de los laboratorios clinicos

Ministerio de Salud Publica del Ecuador
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CAPITULO V
DE LA INSTALACION E INFRAESTRUCTURA

Art. 18.- Los laboratorios clinicos no compartiran espacios con vivienda, ni se
instalaran en zonas de alto riesgo a desastres naturales y estaran alejados de focos

de contaminacion.

Art. 19.- El area fisica asignada a un laboratorio clinico dependera de la tipologia
y del nimero de pacientes a ser atendidos y cumplird con los siguientes requisitos

minimos:

a) Buena ventilacion;

b) Buena iluminacion natural y artificial; las ventanas no deben permitir la entrada
de agua, insectos u otros elementos contaminantes; contaran con mallas
metalicas, segun la necesidad local,

c) Cubierta, pisos y paredes lisos y de material de facil limpieza;

d) Segun la tecnologia existente podran disponer de mesones de procedimientos
de andlisis, lisos, impermeables y resistentes a los &cidos, corrosivos y
solventes, en una sola pieza y que no existan uniones o hendiduras;

e) Abastecimiento de agua potable permanente;

f) Alcantarillado conectado a la red publica o pozo séptico en caso de no existir

alcantarillado.

Art. 20.- Los laboratorios clinicos dispondran de ambientes independientes que
garanticen funcionalidad y seguridad en las tres fases: pre-analitica, analitica y post-

analitica. Dependiendo del tipo al que pertenecen y de las actividades que realizan.

Art. 21.- Los laboratorios clinicos dispondran de ambientes independientes que
garanticen funcionalidad y seguridad en las tres fases: pre-analitica, analitica y post-
analitica. Dependiendo del tipo al que pertenecen y de las actividades que realizan,

tendran las siguientes areas debidamente rotuladas:
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b)

d)

f)

9)

h)

Area de espera con bafio: espacio amplio, con adecuada iluminacion y
ventilacion, ubicado a la entrada del laboratorio; o puede compartir con el
establecimiento de salud en el que se ubica.

Area para toma de muestras generales y para toma de muestras especiales:
existird al menos un cubiculo para la toma de muestras y el nimero de los
mismos estard acorde a la demanda de pacientes. Dependiendo del nivel de
atencion, el area de toma de muestras tendra un espacio para camilla destinado
a toma de muestras especiales.

Area administrativa: esta destinada a la jefatura del servicio. Cuando se requiera
y en funcidn de la demanda, esta &rea funcionard independientemente y podra
ser compartida con la secretaria y con el archivo.

Area de anélisis o procesamiento: es un espacio con acceso restringido que
contara con una seccién especifica para la recepcion y distribuciéon de muestras.
Para el procesamiento de las muestras, cada seccion de trabajo estara bien
definida, exceptuando microbiologia, anatomia patolégica y biologia
molecular, que contaran con ambientes diferenciados.

Area de soporte o utilerias para garantizar las condiciones de almacenamiento
que asegure la estabilidad de los materiales a ser utilizados. Tendra las
siguientes secciones:

Area de almacenamiento para manejo diferenciado de desechos comunes e
infecciosos, de conformidad a la normativa vigente. Esta area serd compartida,
si esta en una Unidad Operativa de Salud.

Area de vestidores con facilidades para que el personal utilice las prendas de
proteccion laboral.

Area de descanso para el equipo de salud, en aquellos servicios de 24 horas.
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2.3. CATEGORIAS FUNDAMENTALES

Analisis de la
muestra

Etapas de andlisis

Fase preanalitica

Variable independiente

Control de
calidad

Control de

calidad interno

Confiabilidad
resultados

Variable dependiente

14



2.4. FUNDAMENTO TEORICO

2.4.1. ANALISIS DE LAS MUESTRAS

Un andlisis se define en identificar los componentes de un todo, separarlos y
examinarlos para lograr llegar a sus principios mas elementales. Por lo tanto un
andlisis de muestra son pruebas que permiten desarrollar un diagndstico a través del
conjunto de instrucciones que describen el procedimiento, los materiales y el
equipamiento necesarios para que el analista pueda obtener resultados. A traves de
métodos que tienen como objetivo la exploracion complementaria de las muestras
que permita al médico confirmar o descartar un diagnéstico de muestras biologicas
que puede aportar con un resultado objetivo ya sea cuantitativo, semicuantitativo o

cualitativo.

a. Métodos cualitativos: son aquellos en los que se pretende detectar la existencia
0 ausencia de un microorganismo determinado, claramente especificado, en una
porcion de sustancia (muestra).

b. Métodos cuantitativos: son aquellos en los que se desea indicar el nUmero de
unidades formadoras de colonia en una cantidad de sustancia, realizando un
recuento concreto. Su objetivo es detectar un valor numérico de un agente
infeccioso en una muestra.

c. Meétodos semi-cuantitativos: son aquellos en los que se indica el nimero de
microorganismos en una cantidad de muestra determinada, teniendo en cuenta
la estadistica, se trata de métodos en los que el nimero de microorganismos por
cantidad de muestra determinada se obtiene a través de unas tablas estadisticas,

cuyo valor esta incluido en un intervalo de confianza (SEIMC 2013).
2.4.2. FASES DEL ANALISIS CLINICO
El proceso de realizacion de un analisis microbiolégico se puede dividir en tres

fases: preanalitica (peticion de la prueba, procesamiento de la peticion, recogida y
transporte de la muestra y recepcion y registro de la muestra en el laboratorio),
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analitica (preparacion y realizacion de la prueba y obtencion de los resultados) y
postanalitica (informe de los resultados, interpretacion de los mismos, autorizacion
para entrega de los resultados). EI proceso se considera cerrado hasta que el médico

peticionario recibe el resultado del analisis que solicito.

2.4.2.1. Fase post-analitica

Esta fase implica la validacion global del informe analitico completo donde se
deben hacer observaciones o llamados de atencion, hasta la distribucion de informes
y el almacenamiento de los datos.

2.4.2.2. Fase analitica

Incluye procedimientos puramente técnicos a los que es sometida la muestra,
incluyendo control de calidad. El laboratorio debe utilizar procedimientos
apropiados con eficacia demostrada para realizar los ensayos.

2.4.3. FASE PREANALITICA

Procedimiento que empieza en el momento de la solicitud por parte del médico e
incluye la toma de la muestra, su transporte y conservacion, recepcion de la toma
de muestra en el laboratorio y registro de los datos de la misma. Termina cuando
comienza el procedimiento analitico. Las etapas que forman parte de esta fase son:

2.4.3.1. Solicitud de analisis por parte del Clinico (hoja de peticién)

La peticion es el comienzo del proceso del laboratorio y la accion mediante la cual

se provee al laboratorio de la informacion necesaria para llevar a cabo su trabajo.
Es imprescindible que en la solicitud se encuentren los siguientes datos:

— ldentificacion del paciente.

— Informacién clinica relevante.
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— Motivo de la peticion.

— Paciente tiene o no antibioterapia.

— Tipo de muestra.

— Fechay hora de la recogida de la muestra.
— Meétodo de obtencion.

— Médico solicitante.

— Pruebas o estudios solicitados.

— Informacién adicional.

2.4.3.2. Obtencion de las muestras

Los profesionales encargados de la toma de muestras dispondran de un manual de
extraccion, toma, transporte de muestras y contenedores adecuados. Area de
extracciones y toma de muestras, sala de espera para los pacientes y servicios de
higiene correspondientes. Mientras que los horarios de extracciones y recogida de

muestras deben ser acorde a sus caracteristicas (Gegmic A. 2004).

2.4.3.3. Transporte de muestras

Las muestras para un estudio microbiolégico y medios de cultivos deben ser
transportados inmediatamente al laboratorio evitando una agitacion vigorosa. La
incubacion de los medios deben ser incubados en aerobiosis y anaerobiosis a una

temperatura de 36 °C por un periodo maximo de 7 dias.

Una vez realizada la extraccion, los especimenes deben ser organizados por
codigos, ademas asegurar que los especimenes estén identificados, se centrifugan
(si es posible) y se envian en gradillas, de forma ordenada segun cddigos de barras
y tipo de tubo, en posicion vertical para evitar interferencias. Algunos tipos de
muestras especialmente sensibles es posible que necesiten sistemas de refrigeracion

y recipientes que los protejan de la luz, etc. (Lépez J. 2007).
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2.4.3.4. Aceptacion y rechazo de muestras

El laboratorio debe disponer de un documento donde refleje su sistematica de
trabajo en el area de recepcion de muestras y su normativa sobre aceptacion y
rechazo de muestras. En el punto de extraccion se elaborard un registro diario de
recogida y transporte de muestras en el que estén relacionados los contenedores.

El registro incluira si la muestra cumple con los criterios de aceptabilidad como
volumenes requeridos, conservacion, hora de recogida de muestra etc. Ademas del
nombre de la persona que ha preparado el envio si lo hubiere, la hora en que se

recoge Yy quién realiza el transporte, etc.

2.4.3.5. Conservacioén de las muestras tras su procesamiento

Mantener todas las muestras (procesadas y rechazadas) a temperatura ambiente,
refrigeradas o congeladas, segun los protocolos, durante un tiempo que garantice
que un problema en el procesamiento o en la interpretacién de los resultados
obtenidos pueda ser solucionado recuperando la muestra para un nuevo

procesamiento normalmente entre 1 y 3 dias (Gegmic A. 2004).

2.4.3.6. Preparacion de los medios

La preparacion adecuada de un medio de cultivo nos permite disponer de los
nutrientes y condiciones adecuadas para favorecer el crecimiento de los
microorganismos del laboratorio.

En la recepcién

- Se debe comprobar la fecha de caducidad.

- Indicar la fecha de recepcion.

- Almacenarlo en condiciones adecuadas.
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Al utilizarlos

Conservarlos los recipientes en un lugar adecuado.
Verificar la fecha de caducidad y llevar registros de preparacion del medio.

Verificar que los recipientes estén herméticamente sellados (Gomez, K. 2013).

Antes del procedimiento se debe tomar en cuenta:

e Leer cuidadosamente las instrucciones de preparacién del medio.
e Pesar la cantidad exacta del medio deshidratado o las porciones correctas.
e Cerrar inmediatamente el frasco del medio.

e Disolver la porcion pesada de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Tener
cuidado de no sobrecalentar el medio.

e Ajustar el pH final de cada lote de medio preparado. Para ello se debe tomar
una alicuota de 50 mL, medir el pH.

e Distribuir el medio. Tratando de transferir a cada caja 25 mL que sobrepase a 4
mm de espesor.

e ldentificar el lote adecuado y conservarlo en condiciones adecuadas.

2.4.2. CONTROL DE CALIDAD

Es el conjunto de técnicas y actividades de caracter operativo, utilizadas para
verificar los requisitos relativos a la calidad del producto o servicio (Fernandez, L.
2012).

2.4.2.1. Control de calidad en el area de microbiologia

Es sistema disefiado para incrementar la probabilidad de que cada resultado

reportado de por el laboratorio sea valido y pueda ser utilizado con confianza por

el médico para tomar una decision diagndstica o terapéutica.
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a) Personal

Como norma general es conveniente seguir estos principios:

— Se debe identificar en cada laboratorio un supervisor para el control de calidad.

— El personal de laboratorio es responsable de llenar los registros de control de
calidad en los formatos apropiados que han sido facilitados por el supervisor.

— El supervisor es responsable de la revision mensual de los datos generados por
el control de calidad interno.

— El supervisor es responsable de mantener los registros de una forma organizada
que facilite el acceso y la inspeccion de los mismos.

— Los registros deben guardarse durante un periodo minimo de 2 afios.

b) Condiciones Ambientales

Las condiciones ambientales requeridas para desarrollar los ensayos relacionados

con el control especifico de medios y reactivos.

c) Manuales de Procedimientos

o Cualquier técnica realizada en el laboratorio debe tener su manual de
procedimiento que tiene que estar disponible de forma permanente.

o Los procedimientos deben indicar: componentes del medio/reactivo y su
proporcion, modo de preparacion, envasado e identificacion, controles que
deben realizarse y criterios de aceptabilidad, plan y frecuencia del control,
condiciones de conservacion y caducidad.

o Las modificaciones de los procedimientos o la inclusion de nuevos protocolos

tienen que ser autorizados por el Supervisor de Laboratorio.
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d) Documento técnico de utilizacion

Debe existir un documento o ficha que describa el reactivo, tanto para los
preparados en el laboratorio como para los comerciales. Debe incluir:

- Descripcion: componentes y su proporcion

- Indicacion: para que reaccion o ensayo microbioldgico esta indicado.

- Controles: qué controles deben usarse y criterios de aceptabilidad.

- Plan y frecuencia de control.

- Condiciones de conservacion.

- Limitaciones de su uso o de interpretacion.

- Descripcion del tipo de lectura de los resultados y método de lectura.

e) Etiquetado

Los lotes de reactivo deben estar etiquetados indicando la identidad, concentracion
en el caso de reactivo preparados en el laboratorio, temperatura de conservacion,
fecha de preparacion o de apertura del envase en reactivos listos para su uso y fecha
de caducidad validada y/o periodos de almacenamiento.

2.4.2.2. Control de calidad en equipos

a) Incubadoras:

Se controlara diariamente la temperatura de las incubadoras, antes de sacar las
placas y se anotara en una hoja control el resultado.

Coloque las muestras, placas y tubos, en una posicion segura.

Un papel de filtro humedecido con agua en el fondo de la incubadora, es adecuado
para mantener la humedad requerida.

Observe macroscopicamente las placas Petri para observar desecacion.

Todas las incubadoras deben ser limpiadas mensualmente y llevar un récord de

mantenimiento preventivo.
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b) Autoclave:

Frecuencia: diaria, deber ser anotado en un registro.
Examine récord de Temperatura y Presion.

Utilice Indicadores quimicos y bioldgicos de Esterilizacion.
Reécord de uso, fecha, temperaturas, presion.

Chequeo del nivel de agua.

Limpieza del Interior y Exterior.

Limpieza de la Pantalla de Temperatura.

Limpieza del drenaje y sellos.

c) Refrigeradoras:

Frecuencia: diaria, deber ser anotado en un registro.
Coloque las placas Petri en posicién invertida con la tapa hacia abajo.
Mantenga la temperatura entre 4 — 8 ° C.

Utilice refrigeradoras que no hacen escarcha.

No coloque medios de cultivo aun ligeramente calientes dentro de la refrigeradora.

Evite abrir con frecuencia la puerta de la refrigeradora.

Lleve un registro de problemas de funcionamiento, causa y solucién.
d) Microscopios:
Frecuencia: ser diario, mensual o semestral, deber ser anotado en un registro.

Limpieza del aceite de objetivos, condensador, etc.

Colocar cobertor contra el polvo.

Limpieza de Ocular, condensador, diafragma con liquido de limpieza de lentes.

Limpieza y ajuste del sistema oOptico.
Limpieza y ajuste del sistema luminico.

Limpieza y lubricacion del sistema mecanico (Villamar C. 2009).
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TABLA No 1. Control de equipo y sus mediciones

Equipo Procedimiento Periodo L. de tolerancia | Precauciones

Refrigerador | Registro de Diario +1°C Limpieza mensual

4°C temperatura

Incubadoras | Registro de Diario +1°C Limpieza mensual

37°C temperatura

Incubadora Registro de Diario 36-38 °C Limpieza mensual

con CO; temperatura 5.10% CO;

Autoclave Controles Diario No crecimiento | Limpieza cada vez que

bioldgicos se usa

Microscopio | Limpieza Cada vez Revision general cada 6
que se use meses

Centrifuga Comprobar rpm | Cada 6 Revisién general cada 12
meses meses

Cabinas de Registro de flujo | Diario Cambio de filtros cada

seguridad de aire y luz UV 3000 horas

Fuente: (Séenz, C. 2005).

2.4.3. CONTROL DE CALIDAD INTERNO

Es un proceso estadistico usado para monitorear y evaluar el proceso analitico que
proporcione resultados de pacientes. Es un analisis de una o mas muestras de

valores conocidos, utilizados al mismo tiempo con las muestras de los pacientes.

2.4.3.1. Clases de controles de calidad:

o Control normal: contiene niveles comprometidos entre los valores de
referencia del analito que se va a determinar.

o Controles anormales: contienen el analito a una concentracion mayor o menor
del rango considerado como referencia para ese analito.

o Control de las condiciones de trabajo: se refiere a la esterilidad de los medios

y materiales, sobre la buena practica en la realizacion de los ensayos.

2.4.3.2. Ensayos cuantitativos:

o Control de la precision: muestras naturales sin inocular y/o muestras naturales
inoculadas.
o Control de recuperacion: muestras inoculadas con materiales de referencia o

cepas de referencia o a partir de resultados de interlaboratorios.
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2.4.3.3. Ensayos cualitativos:

El control de calidad interno debe incluir actividades que garanticen un adecuado

control del método a niveles bajos de contaminacion. Estas actividades de control

de calidad deben realizarse si es posible con muestras naturales tanto positivas

(inoculadas o contaminadas naturalmente) y negativas (Mostorino, R. 2005).

2.4.3.4. Medios de cultivo

Los medios de cultivo deben ser sometidos a un control de calidad interno que

asegure esterilidad, permiten y/o inhiben el crecimiento de microorganismos.

a)

b)

Medios de cultivo comerciales

En cada envio, el fabricante debe aportar informacion sobre: el nombre del
medio, nimero de lote, cantidad enviada, fecha de caducidad, un certificado
del control de calidad en el que se especifican las condiciones de conservacion,
control de esterilidad, criterios de aceptabilidad, control del funcionamiento
indicando las cepas utilizadas, fecha de emision y firma del responsable del
laboratorio fabricante. Antes de introducir un nuevo medio en el laboratorio
debe ser validado con cepas de referencia, ademas de comprobar las
caracteristicas fisicas (color, placas rotas, excesivo nimero de burbujas,
crecimiento de colonias, etc.), esterilidad y la comprobacion del crecimiento de

microorganismaos.

Medios de cultivo preparados en el laboratorio.

En este caso, hay que controlar el medio deshidratado, los aditivos que se van a
utilizar, el procedimiento de la elaboracion, el envasado, etiquetado y
almacenamiento y por altimo, comprobar las caracteristicas fisicas, esterilidad
y funcionamiento del medio preparado con cepas de referencia. EIl proceso de

elaboracion debe quedar registrado, anotando la identidad de los medios,
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namero de lote o fecha de preparacion, condiciones de almacenamiento, fecha

de caducidad y la identidad de la persona que los ha preparado.

TABLA No 2. Control de calidad de los medios

Agar sangre Streptococcus del grupo A

S. pneumoniae
Agar Chocolate

Agar Mueller-Hinton E. coli
Agar Mac-Conkey E. coli
Agar Urea E. coli
Agar Citrato E. coli

Agar Cistina tripticasa | N. gonorrhoeae

Descarboxilasas lisina K. pneumoniae

Indol E. coli
Malonato E. coli
Agar movilidad K. pneumoniae
Agar salmonella- | S. typhimurium
shigella E. coli

Fuente: (Bailey, Scott. 2001)

2.4.3.5. Reactivos:

Haemophilus influenzae

Buen crecimiento B hemolitico
Buen crecimiento o hemolitico
Buen crecimiento

Buen crecimiento

Colonias rosadas

Amarillo (negativo)

No crecimiento permanece verde (negativo)
Amarillo (positivo)

Azul (positivo)

Rojo (positivo)

Sin crecimiento

Sin bordes

Colonias sin color, centros negros
No crecimiento

Se consideran como tales, los colorantes para tinciones, discos con reactivos o con

antimicrobianos, y los kits o sistemas comerciales que incorporan una variedad de

medios, sustancias bioquimicas y reactivos. Todos los reactivos deben estar

etiquetados con su contenido, concentracion, condiciones de conservacion, fecha

de preparacion, y fecha de caducidad o periodo recomendado de almacenamiento,

y un control de todos los reactivos utilizando cepas de referencia.

2.4.3.6. Material de referencia

a) Cepas de referencia

Las cepas de referencia o cepas patron se definen como microorganismos

procedentes de un cultivo puro, definidos por lo menos al nivel de género y especie,
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catalogados y descritos segin sus caracteristicas y preferiblemente de origen
conocido.

b) Cepas de reserva

Se obtienen por subcultivo en los medios adecuados de las cepas de referencia.

Las cepas de reserva se pueden conservar mediante liofilizacién, en nitrégeno
liquido o congeladas a temperaturas < -50°C en medios con agentes estabilizantes
para la congelacion. En estas condiciones pueden mantenerse indefinidamente y a

temperaturas entre —-50°C y —20°C se pueden conservar hasta un afo.

c) Cepas de trabajo

Se obtienen por subcultivo de las cepas de reserva, una vez descongeladas, en
medios sélidos seleccionados segun el microorganismo. Se conservan a 2-8°C 0 a
temperatura ambiente durante un maximo de un mes, siempre que se asegure la
viabilidad de la cepa. De las cepas de trabajo se pueden realizar como maximo tres
subcultivos, siempre que la cepa conserve sus caracteristicas. Las cepas de trabajo
no se deben subcultivar para sustituir a las cepas de reserva. (SEIMC 2013)

2.4.4. CONFIABILIDAD DE LOS RESULTADOS

Confiabilidad es un término que hace referencia habitualmente a la estabilidad de
la medida cuando ésta se repite varias veces.

A través de las pruebas de control de calidad para confirmar la precision de sus
sistemas de prueba, es la principal manera de tener confianza en que los resultados
de los pacientes sean correctos (Araujo E. 2008).

2.4.4.1. Consideraciones para el control de calidad de los medios reconstituidos

Cada lote de medio preparado, partiendo de los ingredientes individuales, o cada

namero de lote diferente de medio deshidratado de un fabricante debe ser probado
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para la esterilidad, la habilidad para soportar el crecimiento de organismo(s)
especificos y la habilidad para producir reacciones bioquimicas de manera
apropiada.

a) Esterilidad

Incube toda la noche a 35°C-37°C un tubo o una placa por cada lote de medio

esterilizado. Durante 48h a la T° a la que va a ser incubado en el uso con muestra

clinicas y posteriormante otras 48 h a T ambiente.

b) Control de pH:

Se controlara el pH del medio en cada lote de preparacion, teniendo como rango de
7.2 a 7.4 después de gelificar a temperatura ambiente.

c) Profundidad del agar

El estandar es de 4 mm. Se utilizar4 un vernier o una aguja con la marca de la

medida y probar en cuatro cuadrantes y el centro de la placa (Gémez, K.).

60 — 70 ml de agar para placa de 150 mm.
25 — 35 ml de agar para placas de 100 mm.

Procedimientos analiticos quimicos, fisicos y microbioldgicos se los considera

en:
Categoria |: pruebas cuantitativas del contenido del principio activo, son

procedimientos quimicos o microbioldgicos que miden el analito presente en una

muestra determinada.
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TABLA No 3. Parametros de desempefio para categorias | de prueba

Exactitud Sl
Precision Sl
Especificidad Sl
Limite de deteccion NO
Limite de cuantificacion = NO
Linealidad Sl
Intervalo Sl

Fuente: (Arriola, L. 2012)

2.4.4.2. Precision de un ensayo

Es el grado de concordancia entre los resultados independientes de una medicion,
obtenidos en condiciones estipuladas, ya sea de repetibilidad o de reproducibilidad
y depende de la distribucion de los resultados sin estar relacionada con el valor
verdadero. Mediante el control interno, que es estimado por la repetibilidad y

reproducibilidad.

— Repetibilidad: Realizacion de los ensayos en las mismas condiciones (mismo
analista, equipos, medios de cultivo).
— Reproducibilidad: Realizacion de los ensayos en las condiciones mas diversas

(distinto analista, equipos, dias, medios de cultivo).

Para determinar la precision, se trabaja con submuestras de una muestra
homogénea, bajo las mismas condiciones medicion. Hacer un minimo de 9
determinaciones: 3 réplicas a 3 concentraciones diferentes o0 9 determinaciones al

100% de la concentracién normal de trabajo.

DESVIACION ESTANDAR: Es la medida de como se dispersan los valores
alrededor de la media en la distribucién de valores. Se calcula con la férmula:

- [T 5z )

\n-1=

En donde: n es el niimero de valores.
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DESVIACION ESTANDAR RELATIVA (RSD): Es la comparacion de la
desviacion estdndar con respecto a la media, generalmente se expresa en % y se

denomina como Coeficiente de Variacion. Se calcula con la siguiente formula:

v =2.100%
X

En donde: s es la desviacion estandar.

X es el promedio de las mediciones.
La precision de un método microbiolégico habitualmente se expresa como
desviacion estandar o coeficiente de variacion. La desviacion estandar relativa

esperada en funcion UFC/Placa es la siguiente:

TABLA No 4. Desviaciones estandar relativas en funcion a las UFC en placas

30-300 <15%
10-30 <25%
<10 <35%

Fuente: (USP 30, 2007)

2.5. HIPOTESIS

H1: La fase preanalitica influye en la confiabilidad de los resultados en el area de

microbiologia del laboratorio clinico “Ambalab”.

2.6. SENALAMIENTO DE LA HIPOTESIS

Variable independiente
Fase preanalitica

Variable dependiente

Confiabilidad de los resultados
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CAPITULO 11

MARCO METODOLOGICO

3.1. ENFOQUE DE LA INVESTIGACION

El presente trabajo tiene un enfoque cuantitativo porque vamos a trabajar con un
namero determinado de muestras que en las mismas se les cuantifican para saber la
concentracion de las mismas y asi conocer los resultados a través de cuadros
estadisticos para determinar la frecuencia con la que se presentan dichos

microorganismos.

También tiene un enfoque cualitativo ya que con los debidos procedimientos se
establecera las caracteristicas morfologicas de los patdégenos cultivados verificando

la confiabilidad de los resultados y las distintas medidas preventivas.

3.2. MODALIDAD BASICA DE LA INVESTIGACION

Campo: porgue se desarrollara en el mismo laboratorio ya que es el lugar donde se
recogera las muestras y se realizara los debidos procedimientos tanto para la
determinacion microbioldgica como la observacion de los parametros de la fase
preanalitica para la rehidratacion de los medios, que pueden influir en la calidad de

los resultados.

Bibliogréafica: porque para la presente investigacion se ha tomado una serie de
documentos que fundamenten con argumentos verdaderos la presente investigacion
y basados en ellos dar un soporte cientifico a los resultados y comprobacion de la

hipotesis.
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3.3. NIVEL DE LA INVESTIGACION

Descriptiva: porque es necesario la practica de control de calidad en el &rea de
microbiologia por ello se buscara conocer los factores de riesgo que influyen en los
resultados ademas de identificar las medidas de proteccion y control de calidad que
ponen en practica el personal del establecimiento y de no ponerlos en practica, las

consecuencias que se pueden producir tanto en las muestras como en el personal.

Exploratorio: porque identificaremos mediante un procedimiento establecido y
una serie de pruebas microbioldgicas, identificar las medidas preventivas que se
toma en cuenta en la elaboracion de los medios como los pardmetros que influyen

antes de la reconstitucién de los mismos y su conservacion.

Explicativa: porque después de los procedimientos para la identificacion se
realizara procesos estadisticos que permitan evaluar el procedimiento actual que se
esta llevando a cabo dentro del area, la relacion de la calidad de los resultados y las

medidas de bioseguridad que ponen en practica.

3.4. POBLACION Y MUESTRA

Como la poblacidn es finita se tomara como muestra todo el universo.

Se utiliz6 10 lotes de 23 cajas Petri cada uno correspondiente a Agar Sangre, Mac-
Conkey, Sabouraud y Mueller-Hinton dando un total de 920 cajas Petri de las cuales
se tomd una muestra de cada lote que correspondio a 3 cajas Petri dando un total de
120 cajas Petri utilizadas tanto para el estudio de esterilidad y pH, mientras que en
el estudio con la cepa control de los medios de cultivo para las tres diluciones
diferentes se realiz6 con 2 lotes de 10 cajas Petri de los 4 medios de cultivo que

corresponde a 240 cajas con total de 360 cajas Petri utilizadas en todo el estudio.
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3.5. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

3.5.1. Variable independiente: Fase preanalitica

adecuados de temperatura?

Conceptualizacién | Dimensiones Indicadores Items Basicos Técnicas Instrumento

Conjunto de Analisis ambiental del

operaciones que se area

realizan desde que se | Hongos <0,1 UFC/m® | (El &rea de trabajo cumple con los valores

recibe la Bacterias <100 UFC/m® | aceptables de contaminacion?

peticion analitica

hasta que se inicia la

fase analitica Esterilidad de autoclave | Cinta testigo ¢El autoclave cumple con los niveles de Cultivos y
positiva desinfeccién? pruebas Hoja de
Cinta testigo microbioldgi | registros
negativa cas

Incubadora 37+1 °C ¢La incubadora cumple con los niveles

Elaborado por: Pamela Acosta
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3.5.2. Variable dependiente: Confiabilidad de los resultados

Coeficiente de
variacion de
precision

30-300 UFC
10-30 UFC
<10 UFC

<15%
<25%
<35%

¢Cumplen con las condiciones que un
medio de cultivo deben poseer?

microbiolégicas

Siembra por
incorporacion por
SEIMC

Conceptualizacién Dimensiones Indicadores Items Basicos Técnicas Instrumentos
El concepto de | pH 7,2-7,4

confiabilidad hace | Profundidad 4mm

referencia a la | Esterilidad Ausencia -presencia

estabilidad de los Cultivos y

resultados. Produccion Numero de UFC pruebas

Hoja de registros

Elaborado por: Pamela Acosta
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3.6. RECOLECCION DE INFORMACION

Para la realizacion de la investigacion primero se recolectd la informacion para la
evaluacion de los pardmetros que entran en el procesamiento tanto de los medios como
para el de la cepa. Después procedio con la evaluacion tanto de los equipos y como del

area de trabajo dias antes del procesamiento de las cepas.

Posteriormente para medir la precision tanto del método como de los medios de cultivos,
se realizo la evaluacion tanto de Agar Sangre, Mac-Conkey, Sabouraud y Mueller-Hinton,
a traves de la cepa control E. coli ATCC 11775 por un dia se hicieron 10 repeticiones de
cada medio de cultivo para establecer resultados y después, de dos dias se realizo el
mismo procedimiento y se establecieron resultados.

3.7. INFORMACION DE LABORATORIO

El estudio fue realizado primero en area de trabajo, para el area de trabajo se lo realiz6 a
través del Agar Sabouraud y las placas Petrifilm para recuentos de aerobios y verificar
que la desinfeccion sea eficaz, mientras tanto para la incubadora se utilizé con el
termohigrometro por dos dias a traves de lecturas programadas cada media hora este
dispositivo, permitié obtener un promedio de las lecturas para determinar con que
temperatura real esta trabajando el equipo mientras que en el autoclave se verifico si llega

a las temperaturas ptimas para esterilizar a través de cinta testigo.

Mientras que para el control de calidad de los medios se realizaron a partir de diferentes
controles en los que constan: un control macroscopico, un control de pH, un control de
esterilidad y un control de los medios que se hizo a través de la cepa control E. coli ATCC
11775 a través de siembra por incorporacion de diluciones (101, 1072, etc. ) a partir de
esta cepa en un dia determinado 10 repeticiones de cada uno de los medios asi medimos
la repetibilidad de los ensayos y después de 2 dias se realizé el mismo procedimiento bajo
las mismas condiciones por otro analista para determinar la reproducibilidad y asi

establecer resultados.
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3.8. PROCESAMIENTO Y ANALISIS

Todos los datos recopilados, para su tabulacion, fueron tomados en cuenta en la “matriz
de datos” con alternativas que forman parte del procesamiento de los medios es decir la
fase preanalitica, con la finalidad de obtener analisis estadisticos de los resultados de cada
muestra. Para su posterior andlisis y discusion se realizé cuadros y graficas de los datos
obtenidos se utilizo en el programa SPSS; mientras que para determinar la relacién entre
la fase preanalitica y la confiabilidad de los resultados se realiz6 en el Programa
Matematico Microsoft Excel 2010).

3.8.1. Materiales

- Asas de platinos

- Portaobjetos

- Cubreobjetos

- Lamparas de alcohol

- Gradilla

- Hisopos estériles

- Puntas amarillas estériles.
- Reloj de laboratorio

- Desinfectante

- Par de guantes quirargicos
- Mascarilla

- Toca

- Mandil

- Placas

- Tubos

- Cinta testigo

- Criovial

- Matraz

- Papel aluminio

3.8.2. Equipos

- Microscopios OLYMPUS CORPORATION

- Incubador marca MEMMERT

- Pipeta electrénica 3M

- Termohigrémetro digital marca HOBO

- Autoclave modelo 120 VOLTS ALL AMERICAN
- Refrigerador INNOVA

- Balanza ZELIAN

- Peachimetro METTLER TOLEDO
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3.8.3. Reactivos

- Reactivos para tincién Gram
- Perdxido de hidrogeno

- Aceite de inmersion

- Cepa control ATCC

- Agar Sangre

- Agar Mac-Conkey

- Agar Sabouraud

- Agar Mueller-Hinton

- Pruebas bioquimicas

- Agua peptona

- Agua destilada

- Placas petrifilm para aerobios totales

3.8.4. PROCEDIMIENTO

Procedimiento de preparacion, equipos e instrumental

Incubadora

= Se monitored la temperatura a través del aplicativo termohigrémetro dentro de la
estufa.

= Se evit0 abrir innecesariamente.

= Las lecturas fueron realizadas cada media hora.

= Se coloco el termohigrometro las 13:11 del dia viernes 04/04/2014 hasta el dia
domingo 06/04/2014 a las 7:41 de la mafana.

= Con el rango de lecturas se establecié un promedio dando un valor méas acertado al

cual esta trabajando la estufa.

Monitoreo ambiental del &rea de trabajo

o Se utilizo 6 cajas sabouraud y 6 placas petrifilm

o Se coloco las 3 cajas de sabouraud y las 3 placas petrifilm expuestas alrededor del
espacio que se trabaja antes de la desinfeccion de rutina. El mismo que abarco lo que
el mechero cubre que es 50 cm de radio.

o Las cajas fueron expuestas por 15 min.
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o Después se desinfecto el area de trabajo con alcohol 90% y fueron colocadas las otras
3 cajas de saboraud y 3 de las placas petrifilm expuestas alrededor del espacio que se
trabaja.

o Las cajas fueron expuestas por 15 minutos.

o Posteriormente se incubaron las placas Petrifilm por 37°C por 48H y las cajas de Agar
Sabouraud a 25°C por 5 dias.

o Posteriormente se establecio los resultados (Cuesta, A. 2012).

Autoclave

o Se utiliz6 como indicador la cinta testigo para verificar la esterilizacion del
autoclave.
o Se coloco las cintas en los medios por cada lote que fue preparado.

o La verificacion del buen funcionamiento es el viraje de color carmel a negro.

a) Activacion de la cepa control (KWIK-STIK™ Plus).

1. Se saco la unidad KWIK-STIK™ del almacenamiento a 2°C a 8°C y se permitié que
la bolsa cerrada alcance temperatura ambiente.

2. Se abrid la bolsa y se sac6 la unidad KWIK-STIK™,

3. Se liberd el liquido hidratante, pellizcando la ampolla de la tapa del equipo para
romperla. Se permitié que el liquido hidratante fluya por el tallo del hisopo a la parte
inferior de la unidad, donde esté la pastilla de gelatina.

4. Se pellizco la parte inferior de la unidad para triturar la pastilla y se mezclé en el
liquido, hasta que las particulas de la pastilla tengan un tamafio uniforme y la
suspension tenga un aspecto homogéneo.

5. Sesatur6 inmediatamente el hisopo con el material hidratado y se transfirio el material
a un medio apropiado no selectivo. Se usé el mismo hisopo estéril para rayar y se hizo
surcos repetidamente (unas 10 a 20 veces) en el area inoculada y luego se siguio
rayando el resto de la superficie del agar.

6. Se incubd inmediatamente el medio inoculado con la temperatura y en condiciones

apropiadas para el microorganismo (Microbiologics. 2007).
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a)

Estandar de turbidez para preparacion del inéculo

Para estandarizar la densidad del indculo para una prueba de susceptibilidad, se utilizd

estandar de turbidez de BaSQOg, equivalente a un estandar 0.5 McFarland o su equivalente

oOptico. Un estandar de 0.5 McFarland de BaSO4 se prepard como sigue:

b)

Se tomo una alicuota de 0,5 mL de 0,048 m/L de BaCl> (1,175% p/v BaCl, x 2H-0)
se agregd a 99,5 ml de H2SO4 de 0,18 mol/L (1% v/v) con agitacion constante para
mantener la suspension.

La densidad correcta del estandar de turbidez se verificd usando un espectrofotdmetro
para determinar la absorbancia. La absorbancia a 625 nm fue de 0,08 a 0,10 para el
estandar de 0,5 McFarland.

La suspension de Sulfato de Bario se transfirié en alicuotas de 4 a 6 mL a unos tubos
del mismo tamafio que aquellos que se usan para el crecimiento o dilucion del indculo
de bacterias.

Este tubo fue bien sellado y almacenado en la oscuridad a temperatura ambiente.

Preparacion del in6culo

Se tomd del cultivo a partir de cepa KWIK-STIK™ Plus™ al menos 1 a 2 colonias
bien aisladas y del mismo tipo de morfologia bien seleccionadas de un medio de
cultivo. Se toco la colonia por arriba con un asa y el crecimiento se transfirié a un
tubo con 4 a 5 mL solucién salina al 0,85%.

La mezcla de cultivo se incub6 a 37°C hasta que alcance o exceda la turbidez del
estandar de 0.5 McFarland (usualmente 2 a 6 horas). Esto resulté en una suspension
que contiene aproximadamente 1,5 x 108 UCF/mL.

Para realizarlo de mejor manera se realiz6 usando un espectrofotémetro o, si se hace

visualmente debe tener luz adecuada para comparar el indculo (Prat, S.).

Estudio de medios de cultivos

Preparacion de agua peptona

O

Se prepar6 1,5 g del polvo en 100 mL de agua. Se calent6 hasta que se disuelva.
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o Seesterilizo al 121°C durante, 15 minutos y 15 libras de presion.

Pre-ensayo

- Anpartir de la cepa control ATCC de E. coli en comparacion a la escala 0,5 McFarland
(método para determinar la concentracion de una cepa de trabajo).

- Serealizaron 7 diluciones sucesivas de 102,102,103, 10, 10 hasta 10~

- Enlos tubos se adicioné 9 mL de agua peptonada.

- Enel primer tubo se adicioné 1mL de cepa control ATCC y se homogenizo.

- De la suspension realizada anteriormente del primer tubo (dilucion 10) se tomé con
una pipeta ImL y se traspaso al segundo tubo (dilucion 1072), del segundo al tercero
y asi hasta la séptima dilucion.

- Después de cada dilucién se tomo6 1 mL, se colocé en la caja Petri y se procedio a
afiadir el Agar Sangre, Mac-Conkey, Mueller-Hinton y Sabouraud segin corresponda
y se mezclo bien. Este procedimiento se realizé por duplicado.

- Adicionalmente se realiz6 como control un estriamiento de la cepa en cada uno de los
medios y un medio considerado como blanco.

- Seincub6 los medios de cultivo a 37°C por 48H. Junto con placas en blanco de cada
uno de los medios.

- Se procedio al recuento de las colonias a las 24H y posteriormente a las 48H.

- Se establecio a que dilucion pudo realizarse un recuento del crecimiento de las

colonias con el cual vamos a trabajar.

Ensayo

- Se realizd diluciones de 10°, 10° y 107

- Serealizé las siembras en el Agar Sangre, Mac-Conkey, Mueller-Hinton y Sabouraud
segun corresponda y se homogenizo bien.

- Esto se realizo 10 repeticiones de cada uno.

- Seincub6 a 37°C por 48H. Junto con placas en blanco de los medios.

- Adicionalmente se sembro en las pruebas bioquimicas correspondientes.

- Se procedio al recuento de las colonias a las 24H y posteriormente a las 48H.

El procedimiento fue realizado otro dia por otro técnico para medir la reproducibilidad.
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Plate 1-ml
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Too many to count 159 17 2 0

159 x 10° = 159 x 10°

Plate Dilution Organisms per ml
count factor of original sample

GRAFICO 1. Diluciones por cuenta viable

Fuente: (Camacho, A. 2009).

Analisis Interpretativo

A partir de un cultivo bacteriano la suspension inicial (Patrénl-P1) de la cepa
seleccionada y ajustada a una turbidez correspondio al patron Mc-Farland 0,5; equivalente
aproximadamente a 1,5x10® bacterias/ml (ICONTEC, 2000). De este cultivo se prepard
una dilucion 1:10 (Patrén 2—P2) lo cual la poblacion bacteriana equivalente a 1,5x10’
bacterias/ml.

2. A partir de P2 se prepard seis diluciones 1:10 para obtener los patrones P3, P4, P5, P6
y P7 con unas poblaciones aproximadas a 1,5x10° bacterias/ml; 1,5x10° bacterias/ml;
1,5x10* bacterias/ml; 1,5x10% bacterias/ml, respectivamente. De la siguiente manera
(Cabeza, E. 2013).

TABLA N 5. Referencia de nimero de bacterias de los tubos patrones

Tubo estandar 10° 1,5 x108 Incontable Incontable
P1 (10%) 1,5 x10’ Incontable Incontable
P2 (10%) 1,5 x10° Incontable Incontable
P3 (10°) 1,5 x10° Incontable Incontable
P4 (10%) 1,5 x10* 15000 1500

P5 (10°) 1,5 x10° 1500 150

P6 (10°%) 1,5 x10? 150 15

P7 (107) 1,5 x10 15 15

Fuente: (Cabeza, E. 2013).
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Agar Sangre

o Se prepar6 8.0 g del agar en 200 mL de agua destilada. Se mezclé bien y se calentd
con agitacion suave hasta su completa disolucion.

o Seautoclavé a 121°C durante 15 minutos a 15 libras de presion. Se enfrio a 60°C.

o Se afiadio el 5% de sangre estéril (afiada 10 mL de sangre a 200 mL de agar).

o Posteriormente a una temperatura aproximada de 50°C y procedio a dispensar el agar
en las cajas Petri que anteriormente contenian el 1mL de la dilucién con la cepa
control ATCC.

Agar Mac-Conkey (AMC)

o Se preparé 10 g del agar en 200 mL de agua destilada. Se mezcl6 bien y se calentd
con agitacion suave hasta su completa disolucion.

o Se esterilizo el medio por autoclave a 121°C durante 15 minutos y a 15 libras de
presion.

o Posteriormente a una temperatura aproximada de 50°C y procedio a dispensar el agar
en las cajas Petri que anteriormente contenian el 1mL de la dilucion con la cepa
control ATCC.

Agar Mueller-Hinton

e Se prepar6 7,6 g del agar en 200 mL de agua destilada. Se mezcl6 bien y se calento
con agitacion suave hasta su completa disolucion.

e Se autoclavo a 121°C durante 15 minutos y a 15 libras de presion. Se enfri6 a 60°C.

e Posteriormente a una temperatura aproximada de 50°C y procedi6 a dispensar el agar
en las cajas Petri que anteriormente contenian el 1mL de la dilucién con la cepa
control ATCC.

Agar Sabouraud con antibiotico

e Se suspendio 6,5 g del medio en 200 mL de agua destilada. Se mezclo bien y se
calento con agitacion suave hasta su completa disolucion.

o Se esterilizo en el autoclave a 121°C (15 libras de presion) durante 15 minutos.

41



Posteriormente a una temperatura aproximada de 50°C se afiadid en el agar la
ampolleta de gentamicina con una concentracion de 80mg.
Se procedi6 a dispensar el agar en las cajas Petri que anteriormente contenian el ImL

de la dilucion con la cepa control ATCC.

PRUEBAS BIOQUIMICAS

TSI

Se prepard 7,6 g del agar TSI en 100 mL de agua destilada. Se mezcl6 bien y se
calentd con agitacion suave hasta su completa disolucion.

Se depositd 3 mL en un tubo de ensayo.

Después se introdujo los tubos al autoclave durante 15 min a 121°C (15 libras de
presion).

Se dejo que el medio se solidifique y se seque en forma inclinada; y se conservé los
tubos a 4°C.

Citrato

Se prepard 2,4 g de agar Citrato en 100 mL de agua destilada. Se mezclo bien y se
calento con agitacién suave hasta su completa disolucion.

Se depositd 3 mL en un tubo de ensayo.

Después se introdujo los tubos al autoclave durante 15 min a 121°C (15 libras de
presion).

Se dejo que el medio se solidifique y se seque en forma inclinada; y se conservé los
tubos a 4°C.

SIM

Se prepar6 3,6 g de agar SIM en 100 mL de agua destilada. Se mezclo bien y se
calent6 con agitacién suave hasta su completa disolucién.

Se deposito 4 mL en un tubo de ensayo.
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Después se metieron los tubos al autoclave durante 15 min a 121°C (15 libras de
presion), se enfrio el medio.

Se dejo que el medio se solidifique y se seque en posicidn vertical; y se conservo los
tubos a 4°C.

UREA

Se prepar6 29 g de urea en 150 mL de agua. Se calent6 hasta que se disuelva.

Se dejo reposar de 10 a 15 min.

Se distribuy6 2 mL en un tubo de ensayo.

Después se introdujeron los tubos al autoclave durante 15 min a 121°C (15 libras de
presion), se enfrié el medio.

Se conservo los tubos a 4°C.

FRESCO:

a)
b)

Se etiqueto 2 placas de portaobjetos con las numeraciones respectivas.

Se adiciond una gota de solucion salina en cada placa y con la ayuda del asa obtener
de cada uno de los microorganismos una colonia la cual se mezclé con el suero
fisiolégico hasta que esté completamente diluida.

Se cubrid cada placa con sus respectivas placas cubreobjetos.

Se observo en el microscopio optico con los lentes objetivos: 4,10 y 40x.

Se anoto las observaciones con el lente de 40x.

TINCION DE GRAM:

a)
b)

Se etiqueto las placas con las mismas numeraciones respectivas.

Se adicion6 una gota de suero fisioldgico en cada placa y con la ayuda del asa obtener
de cada uno de los microorganismos una colonia la cual se mezcl6 con suero
fisioldgico hasta que esté completamente diluida.

Las placas fueron expuestas en la incubadora hasta que la muestra éste completamente

Seca.
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d)

f)

9)
h)

)

Primeramente se adiciond una cantidad suficiente de cristal violeta, se esperd 1
minuto y se enjuagd con agua destilada.

Seguido se adicion6 una cantidad suficiente de lugol, se esperd 1 minuto y se enjuagd
con agua destilada.

Se prosiguid a decolorar con alcohol o cetona, se esperé 30 segundos y se enjuago
con agua destilada.

Por ultimo se adicion0 la safranina se esperd 1 minuto y se enjuago con agua destilada.
Se dejé que las placas se sequen al ambiente para proseguir con la observacion.

La observacion fue realizada con el lente de 100 X, con la utilizacion del aceite de
inmersion.

Se anot6 lo observado.
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CAPITULO IV

ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

La investigacion tiene como objetivo averiguar la influencia que tiene la fase preanalitica
en un buen diagndstico de los resultados del laboratorio clinico “Ambalab”, ya que la

calidad con la que son realizados intervienen directamente en el diagndstico y tratamiento.

En la investigacion se toma en cuenta dos puntos:
1. Evaluacion de parametros previos a la preparacion de los medios de cultivo.
2. Control de calidad de los medios.

4.1. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

TABLA No 6. items en la fase preanalitica de la preparacion de los medios de cultivos.

Registros de recepcion de los medios X
Conservacion del medio deshidratado X
Etiquetado de agares y reactivos X
Etiquetado de los equipos X
Registro de control de medios de cultivos X
Registro de control de los equipamientos X
Manual del area de microbiologia X

Elaborado por: Pamela Acosta

INTERPRETACION: Estos son parametros que se consideraron que deben ser llevados
de una manera adecuada en el area de microbiologia pues dentro de los parametros que
cumplen estan los registro de los lotes de medios de cultivos, conservacion y etiquetado
mientras que en los que no cumplen son etiquetado de equipos, los registros y el manual,

ya que todos estos mas que parametros de control de calidad influyen también como
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factores que guardan la integridad de los medios deshidratados, ademas de permitir

realizar un analisis de la situacion actual del area de trabajo a través de la observacion del

funcionamiento de los equipos en los registros y conjuntamente realizar un control

durante el procedimiento de reconstitucion de los medios de cultivo, tomando en cuenta

las medidas preventivas que resguarden la integridad del medio ya que de no cumplirse

estos parametros pueden afectar los componentes de los medios deshidratados teniendo

consecuencias en la recuperacion del microorganismo y no tener la calidad de los

resultados que necesitamos.

TABLA No 7. Lecturas de la temperatura de la incubadora, seteada a 37°C.

NUMERO

O 0o NO ULl b WN B

[ S Y
w N B O

N N NNRRP PR R B P
W N R O WWOoNO U D

N N NN
N o o b~

w NN
o O

FECHA/HORA
04/04/2014 13:11
04/04/2014 13:41
04/04/2014 14:11

04/04/2014 14:41
04/04/2014 15:11
04/04/2014 15:41
04/04/2014 16:11
04/04/2014 16:41
04/04/2014 17:11
04/04/2014 17:41
04/04/2014 18:11
04/04/2014 18:41
04/04/2014 19:11

04/04/2014 19:41
04/04/2014 20:11
04/04/2014 20:41
04/04/2014 21:11
04/04/2014 21:41
04/04/2014 22:11
04/04/2014 22:41
04/04/2014 23:11
04/04/2014 23:41

04/05/2014 0:11

04/05/2014 0:41
04/05/2014 1:11
04/05/2014 1:41
04/05/2014 2:11

04/05/2014 2:41
04/05/2014 3:11
04/05/2014 3:41

T°C
37,604
37,714
37,714

37,714
38,157
37,824
37,604
37,604
37,604
37,604
37,604
38,379
38,046

38,046
37,824
37,935
37,935
37,824
37,824
37,604
37,714
37,714
37,714

37,714
37,714
37,714
37,714

37,714
37,714
37,714

NUMERO
45
46
47

48
49
45
50
51
52
53
54
55
56

57
58
59
60
57
61
62
63
64
65

66
67
68
69

70
71
72

FECHA/HORA
04/05/2014 11:11
04/05/2014 11:41
04/05/2014 12:11

04/05/2014 12:41
04/05/2014 13:11
04/05/2014 11:11
04/05/2014 13:41
04/05/2014 14:11
04/05/2014 14:41
04/05/2014 15:11
04/05/2014 15:41
04/05/2014 16:11
04/05/2014 16:41

04/05/2014 17:11
04/05/2014 17:41
04/05/2014 18:11
04/05/2014 18:41
04/05/2014 17:11
04/05/2014 19:11
04/05/2014 19:41
04/05/2014 20:11
04/05/2014 20:41
04/05/2014 21:11

04/05/2014 21:41
04/05/2014 22:11
04/05/2014 22:41
04/05/2014 23:11

04/05/2014 23:41
04/06/2014 0:11
04/06/2014 0:41

T°C
37,714
37,714
37,714

37,714
37,714
37,714
37,714
37,824
37,714
37,714
37,714
37,714
37,714

37,714
37,714
37,824
37,714
37,714
37,824
37,824
37,824
37,824
37,824

37,824
37,714
37,714
37,714

37,714
37,714
37,714
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31 04/05/2014 4:11 | 37,714 73 04/06/2014 1:11 37,714

32 04/05/2014 4:41 37,714 74 04/06/2014 1:41 37,714
33  04/05/20145:11 37,714 75 04/06/2014 2:11 37,714
34 04/05/20145:41 37,714 76 04/06/2014 2:41 37,714
35 04/05/20146:11 37,714 77 04/06/20143:11 37,714
36  04/05/2014 6:41 37,714 78 04/06/20143:41 37,714
37 04/05/20147:11 37,714 79 04/06/2014 4:11 37,714
38 = 04/05/20147:41 37,714 80 04/06/2014 4:41 37,714
39 04/05/20148:11 37,824 81 04/06/20145:11 37,824
40 = 04/05/2014 8:41 @ 37,714 82 04/06/20145:41 37,714
41  04/05/20149:11 37,824 83 04/06/2014 6:11 37,824
42 = 04/05/20149:41 37,824 84 04/06/2014 6:41 37,714
43 04/05/201410:11 37,714 85 04/06/20147:11 37,714
44 ' 04/05/201410:41 37,714 86 04/06/2014 7:41 37,824

Tiempo promedio 37,75
Elaborado por: Pamela Acosta

Lecturas de T° de la incubadora

39
38,5

38 s
175 ~\_J Y\, A A s AL
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e | C|  em—| C LCS

GRAFICO No 2. Limites de control de la temperatura tras la verificacion interna de la incubadora seteada
a37°C

INTERPRETACION: De acuerdo a las lecturas proporcionadas por el termohigrometro
cada media hora después de los dos dias de monitoreo en la incubadora, esta tabla indica
que el valor promedio es bastante bueno, ya que la temperatura de la incubadora es un
factor que juega un papel muy importante dentro del desarrollo del microorganismo y
sobre todo en esta investigacion se observd que existe picos de temperatura que
sobrepasan el valor permitido, esto pudo haberse ocasionado por algiin movimiento en la
botdn de regulacién de temperatura o variaciones en la electricidad, considerando que las

altas temperaturas provocan efectos letales sobre los microorganismos, pues una bacteria

47



expuesta a una temperatura superior a la que normalmente crece, sufre dafios en sus
proteinas y &cidos nucleicos impidiendo que la bacteria formen colonias, lo cual en este
caso estd tiene un promedio de 37,7°C por lo tanto esta dentro del rango de aceptacion
que es 37+1 T°C (SEIMC).

TABLA No 8. Screening de esterilidad de los medios de cultivos.

Incubadora Ambiente

Agar sangre 10 Lotes (230) 8 5
Agar Mac-Conkey 10 Lotes (230) 0 0
Agar Sabouraud 10 Lotes (230) 0 4
Agar Mueller-Hinton 10 Lotes (230) 7 6
Pruebas bioguimicas 10 Lotes (230) 0 0
TOTAL 15 15
FRECUENCIA 50% 50%

Elaborado por: Pamela Acosta

A Sangre A Mac-Conkey A. Sabouraud A Mueller- Pruebas Bio.
M Incubadora ® Ambient Hinton

O R, N W b U1 O N 0 O

GRAFICO No 3. Screening de esterilidad de los medios de cultivos.

INTERPRETACION: En este estudio realizado como screening de los medios de
cultivo, se encontré que los lotes se produjo mayor contaminacién en el medio de cultivo
Mueller-Hinton y Sangre, con mayor frecuencia en la incubadora que en el ambiente,
esto indica que probablemente estd ocurriendo problemas durante el llenado de la cajas
Petri pues el laboratorio no cuenta con cabina de seguridad, afiadiendo la contaminacion

que se produjo en el ambiente también o el personal no esta llevando todas las medidas
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de preventivas para evitar la contaminacion incluyendo la frecuencia de desinfeccion del
equipo, por otro lado quizés el autoclave no esté llegando a los parametros de esterilidad
adecuados, sin mencionar que en los agares que mayor contaminacion se produjo, son
agares que poseen caracteristicas de enriquecimiento que facilitan el crecimiento de
microorganismos y por lo tanto también la contaminacion. Hay que mencionar que estos
datos no se alejan de la investigacion realizada por (Delgado, M. 2009) que argumenta
también la importancia de tener un espacio destinado para realizar las practicas de
microbiologia y tener cuidado durante el llenado de las cajas pues son parametros que

influyen en la contaminacion de los medios.

TABLA No 9. Control de calidad pH de los medios de cultivos.

A. Sangre 7,2
A. Mac-Conkey 7,3
A. Sabouraud 5,7
A. Mueller-Hinton 7,3

Elaborado por: Pamela Acosta

INTERPRETACION. Esta tabla encontramos los resultados después de la verificacion
del pH de los medios de cultivos utilizados en el area de microbiologia, por lo tanto las
lecturas se encuentra dentro de los rangos de aceptabilidad fijados por el CLSI que es de
7,2-7,4 y en el caso de Agar Sabouraud 5,6 mencionando que este es un factor importante
para el desarrollo de una bacteria pues la presencia de un pH acido o base pueden impedir
el crecimiento bacteriano, inhibirlo o incluso alterar los procesos metab6licos normales
del microorganismo, mientras que en el caso de un antibiograma a pH muy bajo, ciertas
antibioticos pierden potencia o presentan excesiva actividad y mientras que en un pH alto,
podemos encontrar efectos opuestos, factores importantes en el diagnéstico y tratamiento

de patologias.

TABLA No 10. Resultados de UFC utilizadas como referencia en Agar Mueller-Hinton.

1 146 16
2 155 14
Promedio 105,5 15

Elaborado por: Pamela Acosta
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INTERPRETACION. Representan los valores obtenidos del pre-analisis realizado por
duplicacion obedeciendo la metodologia segln la escala 0,5 McFarland tomadas como
referencia a partir del Agar Mueller-Hinton para obtener una concentracion conocida de

la cepa, pues en este medio se obtuvo una buena recuperacion del microorganismo.

TABLA No 11. Resultados de las diluciones en UFC del Agar Mac-Conkey.

Dia 1 Dia 2 Dia 1l Dia 2 Dia 1 Dia 2

1 120 115 10 12 1 1

2 139 142 11 13 2 2

3 132 120 12 15 3 2

4 115 120 14 12 2 3

5 142 135 11 12 2 1

6 135 128 12 10 1 1

7 125 125 11 13 1 2

8 133 128 12 14 2 1

9 140 135 15 11 2 2

10 118 120 11 14 2 2

Promedio 129,9 126,8 11,9 12,6 1,8 1,7
D.E. 9,75761811 8,49575057 1,52388393 1,50554531 0,63245553 0,67494856
C.V. 7% 6% 12% 11% 35% 36%

Elaborado por: Pamela Acosta

Dilucion 2

Dilucién 1 ]

Normal esperado

T T T T
10 12 14 18

110 120 130 140 150
Valor observado o Valor observado
Dilucién 3

Nermal esperado

GRAFICO No 4. Resultados de las diluciones en UFC de Agar Mac-Conkey.
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INTERPRETACION. De acuerdo con los resultados que se obtuvieron en las 10
repeticiones de los dos dias, realizado en 3 concentraciones diferentes (MSP), esto
permitid identificar que hay relacién entre una dilucién y la otra, ya que el recuento de
las UFC permitieron deducir que el nivel del analista al realizar las diluciones es buena
y el procesamiento fue llevado de una manera correcta porque los resultados se encuentra
dentro de los rangos de precision permitidos por la (USP), este ensayo de pasos
secuenciales permitié conocer la validez del medio de cultivo que esta siendo utilizado
actualmente en el laboratorio y muestra en primera instancia que el medio de cultivo
replico adecuadamente la bacteria ya que mientras mas alta la concentracion menor el
namero de colonias aisladas, por otro lado la temperatura de la incubadora esta
funcionando bien al igual que el pH y por ende produce los efectos que necesitamos sobre

las bacterias.

TABLA No 12. Resultados de las diluciones en UFC del Agar Sangre.

Dia 1l Dia 2 Dia1l Dia 2 Dia 1l Dia 2

1 69 65 6 3 2 1

2 62 68 5 6 1 0

3 58 64 3 4 2 1

4 64 65 6 6 1 1

5 65 66 6 5 1 2

6 72 64 5 5 1 1

7 65 60 6 4 0 1

8 63 59 5 3 2 1

9 66 73 6 5 1 0

10 61 68 4 6 1 2
Promedio 64,5 65,2 5,2 4,7 1,2 1
D.E. 3,97911213 4,02216083 1,03279556 1,15950181 0,63245553 0,66666667
C.V. 6% 6% 19% 24% 52% 66%

Elaborado por: Pamela Acosta

ol



Dilucién 1

Normal esperado

Valor observado

Dilucién 3

Normal esperado

an 05 10 15 20 25
Valor observado

GRAFICO No 5. Resultados de las diluciones en UFC del Agar Sangre.

INTERPRETACION. Estos fueron los resultados obtenidos de las diluciones del agar
sangre, en este caso las tres diluciones fueron importantes pues la tltima no estuvo dentro
de los rangos aceptables de precision inclusive no existié crecimiento en algunas placas
de esta dilucidn, pero hay que considerar que no significa que el ensayo se haya ejecutado
mal ya que las diluciones realizadas por el personal fueron hechas de una manera correcta
y en términos de microbiologia es méas complejo mantener una homogeneidad pues son
microorganismos vivos, tomando en cuenta que la profundidad es un factor que también
pudo haber influido y no es tomado en cuenta en el laboratorio, por otro lado los valores
de las UFC obtenidos en este agar se denota que el medio no es muy selectivo o a su vez
no recupera de la mejor manera la bacteria y en términos porcentuales apenas recupera el
50% en relacion del Agar Mac-Conkey pero en términos generales el medios replica bien

la bacteria pero no es especifico para esta.
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TABLA No 13. Resultados de las diluciones en UFC del Agar Mueller-Hinton.

Dia 1 Dia 2

1 149 132

2 165 145

3 156 148

4 157 147

5 137 144

6 155 150

7 125 145

8 161 146

9 150 163

10 147 160

Promedio 150,2 148
D.E. 11,8302813 8,61523199
C.v. 8% 6%

Elaborado por: Pamela Acosta

Dilucién 1

Normal esperado
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Normal esperado
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Dilucién 3

10%
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GRAFICO No 6. Resultados de las diluciones en UFC del Agar Mueller-Hinton.

INTERPRETACION. De acuerdo a los valores que fueron obtenidos de las 3 diluciones

de los dos dias diferentes, aqui también se coincidié que existe homogeneidad entre las

tres diluciones y por otro lado se encuentran dentro de los rangos de precision, con este

ensayo se determind que este medio, es el que de acuerdo con la metodologia tradicional

mejor recupero y replico la bacteria tomando en cuenta que cumple con un pH 7,3 pero
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la profundad es un factor que no es tomado en cuenta dentro del laboratorio, por la misma
circunstancia con el analisis realizado es muy importante saber que concentraciones que
se siembran ya que del pH y la profundidad influye en las lecturas de los antibiogramas
para que exista falsos positivos o falsos susceptibles parametro muy importante para el
tratamiento y control de una patologia, sin mencionar que en este caso constantemente se
debe que verificar el pH porque es un medio que se encuentra dentro de los no exentos lo
que quiere decir su esterilidad y funcionamiento pueden variar en cada lote (SEIMC).

TABLA No 14. Resultados de las diluciones del Agar Sabouraud.

NO HAY CRECIMIENTO

Elaborado por: Pamela Acosta

INTERPRETACION. Son los resultados que fueron obtenidos de las 3 diluciones en 10
repeticiones, realizados en los dos dias diferentes, indica que este medio no permitio el
crecimiento bacteriano, por lo tanto la cantidad de antibidtico suministrada en el agar es
la adecuada para impedir el crecimiento de las bacterias por lo tanto agar esta funcionando

bien.

4.2. INTERPRETACION DE LOS DATOS

Realizando un andlisis posterior de todos estos parametros y establecer las condiciones
que debe poseer el medio de cultivo tras su reconstitucion deben cumplir con las pruebas
pH, esterilidad, profundidad y capacidad de crecimiento y reaccion son las principales
caracteristicas que nos ayuda a definir que un medio de cultivo tiene un funcionamiento
correcto y definimos claramente que gran parte de analisis final mediante la cepa control
observamos que depende la prevencion de los factores que se evidencia claramente con
el analisis del recuento UFC que ayudan a conocer en resumidas cuentas todo el

procedimiento al evidenciar los parametros de precision.

4.3. VERIFICACION DE LA HIPOTESIS

H1: La fase preanalitica influye en la confiabilidad de los resultados en el area de

microbiologia del laboratorio clinico Ambalab.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

v Dentro de los puntos criticos que se identific6 previo al procesamiento de
rehidratacion de los medios se obtuvieron que algunos parametros tienen que ser
mejorados como es en el ambito de registros que se llevan dentro del area pues
son parametros que formar parte de control de calidad interno.

v En cuento a las condiciones que debe poseer un medio de cultivos principalmente
la profundidad y por otro lado la esterilidad fueron los pardmetros que se
identificaron en la investigacion e influyen en la determinacion final del
microorganismo objeto de estudio que en este caso deben ser mejorados, tomando
en cuenta la prevencion de factores tanto externos como internos garantizan un
procedimiento de calidad.

v De acuerdo a las observaciones realizadas al validar los medios de cultivo
indicados se puede mencionar que el medio Mueller-Hinton es el medio de cultivo
de acuerdo a metodologia tradicional apropiado para el desarrollo de E. coli,
teniendo como un medio sustituto al Mac-Conkey, mientras que el agar sangre
muestra una clara diferencia de recuperacion de bacterias, cabe sefialar que se
trabajo con una cepa de E. coli para dicho ensayo en pasos secuenciales de
prevalidacion, validacién y hasta evaluacién de medio para determinar viabilidad

de cepa.

v' La realizacién del manual de control de calidad interno fue un conjunto de
informacién recolectado tanto de paginas virtuales como fisicas conformado por
varias secciones que complemente el protocolo para evaluar la calidad del

procedimiento dentro del area.
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5.2. RECOMENDACIONES

Se recomienda que el tema sea promovido mas como ambito de investigacion
pues no hay suficiente bibliografia que pueda documentar control de calidad
dentro de microbiologia clinica.

Se recomienda fomentar la practica dentro de control de calidad en los
laboratorios clinicos e impulsar la validacién de los procesos dentro de los
mismos.

Se recomienda a los laboratorios para una mejora continua de los resultados
clinicos la implementacion de indicadores que puedan mejorar la calidad tanto de

los procesos como de los resultados procurando la satisfaccion del paciente.
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CAPITULO VI

PROPUESTA
6.1. DATOS INFORMATIVOS

6.1.1. Titulo

Formulacion de un manual de control de calidad interno para el area de microbiologia del

laboratorio “Ambalab”, para reforzar procesos técnicos.

6.1.2. Institucién Ejecutora

Laboratorio Clinico “Ambalab”

6.1.3. Ubicacién

Se ubica en la calle Bolivar y Constantino Fernandez

6.1.4. Poblacidon beneficiada

Laboratorio “Ambalab”

6.1.5. Equipo técnico responsable

Pamela Acosta bajo la asesoria de la Dra. Martha Ramos

6.1.6. Tiempo estimado para la ejecucion

Fecha Inicial: Septiembre 2014.
Fecha Final: Octubre 2014
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6.1.7. Costo

La propuesta a realizarse no tiene ningun costo para el laboratorio, ademas del manual
que serd entregado al laboratorio que se gastara para la impresion del mismo un valor de
25 dolares. Todo esto se realizard para la mejora de los resultados del area de

microbiologia de la entidad antes mencionada.

6.2. ANTECEDENTES DE LA PROPUESTA

En la presente investigacion después de la evaluacion correspondiente se verifico que los
resultados finales dependen en gran medida del procedimiento que es llevado a cabo para
la rehidratacion de los medios, sin contar una serie de factores que de una u otra manera
pueden afectar la confiabilidad de los resultados, asi mismo de las medidas preventivas
que se toma en cuenta durante todo el procesamiento de los mismos. Pues no seria Gtil
realizar un procesamiento de una forma correcta si al final se tienen contaminaciones

cruzadas.

En el estudio, con los resultados finales se pudo observar que la bacteria E. coli cultivada
en los cuatro medios de cultivos diferentes, bajo el mismo procedimiento y condiciones
nos muestra que la bacteria reacciona de manera independiente por lo tanto los resultados
son diferentes, es decir que a pesar de realizarse un procedimiento correcto es mas dificil
controlar la homogeneidad del crecimiento, pues son microorganismos Vivos Yy
reaccionan de una manera diferente. Es necesidad que el area de microbiologia debe
poseer procedimientos que permitan conocer la calidad de los resultados, no sélo de una
manera objetiva sino de una manera estadistica también, y por lo que debe existir un
documento con informacion que respalde las practicas dentro del laboratorio y que

cualquier técnico clinico pueda usarlo.
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6.3. JUSTIFICACION

El interés de la entrega de resultados de calidad que proporcionen un diagnostico para un
posterior tratamiento del paciente, requiere de protocolos que aseguren un procedimiento
seguro, pues para ello es necesario que exista documentos que respalden con informacion
y bases técnicas para llevar a cabo un resultado confiable. Se considera que es de mucha
importancia el contenido del manual ya que se van a reforzar conocimientos del personal
ademaés de encontrarse detallados los procedimientos de manejo de cepas control, que
permitirén el desarrollo de practicas y proporcionar informacién estadistica que respalden

el método utilizado.

Es de beneficio para el laboratorio, el personal que labora, sin mencionar a los pacientes
que asistan ahi, ya que el manual proporcionara informacion que contribuya no solo con
la mejora de la calidad de los resultados sino también del aseguramiento de los métodos

utilizados en el area.

6.4. OBJETIVOS

6.4.1. Objetivo general

Formular un manual de control de calidad interno para el area de microbiologia del

laboratorio “Ambalab”, para reforzar procesos técnicos.

6.4.2. Objetivos especificos

o Identificar los objetos que comprenden la documentacion del manual de control de
calidad interno en microbiologia.
e Elaborar la documentacion por orden jerarquico.

e Presentacién para revision del documento.

6.5. CONSIDERACIONES ETICAS DE LA PROPUESTA

Al término de la investigacién se aportara con un documento que dispondra de

informacidn necesaria y bases cientificas, que seran de utilidad técnica en la ejecucion de
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los procedimientos que el personal podra ponerlo en practica. Que durante la elaboracion
de este manual y la capacitaciéon se lo ha realizado en base a tres valores de

responsabilidad, respeto y honestidad.

6.6. ANALISIS DE FACTIBILIDAD

La capacitacion al personal del laboratorio es una propuesta factible ya que se cuenta con
la participacion del personal para realizarla, la informacion técnica que sustente la

capacitacion y ademas de la asesoria correspondiente.

Politica: las autoridades correspondientes no tienen problema con permitir que el
personal reciba la capacitacion y sin mencionar la disponibilidad de los mismos, para
recibir una capacitacion del manual ya que consideran que el mismo va a ser muy

beneficioso para el laboratorio.

Tecnologia: en este caso se utilizara charlas y carteleras de conceptos importantes que
consta un manual, documento que se basoé en informacion en bases bibliogréficas fisicas

como virtuales.

6.7. FUNDAMENTACION CIENTIFICA

Manual de control de calidad interno

El manual es un documento en el que se recopila y agrupan los diferentes procedimientos
necesarios, teniendo como fin establecer tarea en forma ordenada y sistematica.

Dentro de laboratorio clinico debe ademas de proveer resultados confiables y oportunos
a partir de las muestras biologicas aportar en el diagnostico pues todo esto se lleva a cabo
a través de un una mejora continua de un sistema de procedimientos que aseguren calidad
a través de argumentos cientificos que respalden estos procedimientos por medio del

manual.
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1. CONTROL DE CALIDAD

1.1. OBJETO

Asistenciar los procesos microbioldgicos para obtener resultados de calidad.

1.2. ALCANCE

Las recomendaciones proporcionadas por el manual sugieren regir los procesos desde

la fase preanalitica hasta la fase postanalitica de la preparacion de medios de cultivos.

1.3. RESPONSABLE:

Jefe de laboratorio: es el encargado por tener la capacidad técnica y conocimientos

necesarios para llevar a cabo el control de calidad del area.

Personal operativo: son los responsables de ejecutar los procesos de analisis de

muestras clinicas.

1.4. PRINCIPIO

El laboratorio clinico de microbiologia debe tener adecuado funcionamiento y

constante control de calidad en todas las fases.

En general este control proporciona resultados de calidad y por ende la satisfaccion
del paciente. En este contexto el control de calidad envuelve el monitoreo de los
medios de cultivos, reactivos, instrumentos, procedimientos y el personal, para
asegurar una identificacion y caracterizacion de agentes etioldgicos y su

correspondiente prueba de susceptibilidad como una guia de la terapia.
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Un programa de control de calidad debe promover una mejora continua tanto de
equipos, actualizacion de conocimientos, elementos de bioseguridad y una

supervision sobre los reportes generados.

1.5. ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD

Este pardmetro es un poco dificil cuantificarlo ya que se rige la calidad y la
satisfaccion de los pacientes. La calidad nos ayuda a obtener resultados 6ptimos
mediante procedimientos rapidos y seguros. Esto incluye entrenamiento y calificacion
del personal, evaluacién de los reportes, rapidez y seguridad diagnostica, certificacion

de los laboratorios, controles externos, etc.

Por ello todo el personal que tiene que ver con estas responsabilidades, debe
comprender lo determinante que es la conservacion de la calidad de la muestra,
durante todo el procedimiento para su resultado. Es responsabilidad del laboratorio
difundir informacion clara y compresible en todas las areas de trabajo, el cual debe

estar siempre accesible al personal como una referencia.

1.5.1. CONTROL DE CALIDAD DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

1.5.1.1. Medios de cultivo deshidratados

Los medios de cultivo deshidratados son higroscépicos y la absorcion de agua del exterior,
asi como la formacién de agua dentro de la botella como consecuencia de las fluctuaciones
de temperatura en el ambiente, favorece el crecimiento bacteriano. Esto puede conducir al
consumo de nutrientes, variaciones de pH y cambios en el color del medio. Ademas la
exposicion a la luz puede llevar a importantes alteraciones en los constituyentes del medio
de cultivo. Se debe mantener un registro de cada frasco de medio de cultivo deshidratado,
con el nombre del producto, nombre y nimero telefonico de la casa proveedora, nimero

de control del frasco, fecha de recibo, fecha de expiracidn, nimero de lote y fecha en que

66




LABORATORIO CLINICO Manual de Microbiologia
“AMBALAB”

Vi3 /LAB
L — s ™-rm

Fecha de aprobacién: Aprobado por:

se abrio el frasco. Utilizando condiciones de almacenamiento adecuadas, los medios
elaborados en polvo tienen una vida util de al menos 3 afios. Tras la recepcion de los
medios en el laboratorio y antes de usarlos, hay que comprobar las caracteristicas fisicas
(color, precipitados, placas rotas.) y se debe documentar cualquier anomalia detectada
(Quiroz, M. 2012).

1.5.1.2. Medios de cultivos reconstituidos

El grado de disolucion de un medio deshidratado, asi como la eficacia del mismo ya
preparado, depende en gran medida del procedimiento empleado en la rehidratacion. Se
recomienda utilizar agua recién destilada o completamente desmineralizada y un
erlenmeyer con capacidad del doble del medio que se quiere preparar. Cuando se va a
esterilizar, debe asegurarse una temperatura de 121 °C, presion de 15 libras y un tiempo

de esterilizacidn de 15 minutos, son suficientes para la mayoria de los medios.

El medio esterilizado debe ser enfriado a 45°-60°C en un bafio maria, para evitar la
formacion de agua de condensacion. Al ser vertidos en las placas Petri, evitar la formacién
de burbujas y coagulos. Durante el proceso de servida, debe tomarse una muestra del
medio para realizar el control de calidad por esterilidad y eficiencia. El almacenamiento
a 4°C es el mejor para la mayoria de los medios. Sin embargo, aquellos que contienen
Tioglicolato, deben guardarse a temperatura ambiente. Los medios deben mantenerse
preferiblemente en sitios oscuros, ya que la luz puede afectar algunos de sus componentes.

Para evitar la desecacion se aconseja que se guarden en bolsas plésticas bien cerradas.

Dado que los medios almacenados en refrigeracion, cuando pasan a temperatura ambiente
tienden a formar agua de condensacion en la superficie, se recomienda poner los platos
Petri en la incubadora a 35°C por 2 horas, colocandolos con el fondo hacia arriba para
obtener una superficie seca. Esto es particularmente importante para que el agua no afecte

la individualidad de las colonias en la eficiencia o calidad. Puede utilizarse para ello cepas
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bacterianas domeésticas o cepas control comerciales (ATCC). Se debe guardar un libro de

registro de los resultados obtenidos. Cada lote preparado se prueba antes de su uso.

- Evite el congelamiento de los medios preparados o la sangre de carnero.
- Alcolocar en la refrigeradora los medios preparados, debe colocar los de més reciente

preparacion al fondo y los mas viejos adelante.

- Rotular todos los medios preparados, tanto en platos Petri como en tubos, indicando

ademas, la fecha de preparacion y expiracion.

1.5.1.3. Consideraciones para el control de calidad de los medios reconstituidos

Cada lote de medio preparado, partiendo de los ingredientes individuales, o cada nimero
de lote diferente de medio deshidratado de un fabricante debe ser probado para la
esterilidad, la habilidad para soportar el crecimiento de organismo(s) especificos y la

habilidad para producir reacciones bioquimicas de manera apropiada.

a) Esterilidad

Incube toda la noche a 35°C—-37°C un tubo o una placa por cada lote de medio esterilizado.
Durante 48h a la T° a la que va a ser incubado en el uso con muestra clinicas y
posteriormante otras 48 h a T@ ambiente.

b) Control de pH:

Se controlara el pH del medio en cada lote de preparacion, teniendo como rango de 7.2 a

7.4 después de gelificar a temperatura ambiente.

¢) Profundidad del agar

El estandar es de 4 mm. Se utilizara un vernier o una aguja con la marca de la medida y

probar en cuatro cuadrantes y el centro de la placa (Gomez, K.).

60 — 70 ml de agar para placa de 150 mm.
25 — 35 ml de agar para placas de 100 mm.
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1.5.1.4. Antibiogramas.

El CLSI sugiere pasar a frecuencia semanal s6lo si no se sobrepasa la cifra de 3 didmetros
de inhibicién o de tres valores de CMI incorrectos de cada 30 ensayados. Hay que dejar
constancia de estos controles con sus resultados en un formulario preparado con esa
finalidad. El laboratorio con las cepas de referencia (caracteristicas fisicas, esterilidad,
funcionamiento). Estos ensayos deben incluir los antibiéticos que se utilizan con cada
medio. Si los valores obtenidos no son los esperados hay que revisar los siguientes

aspectos:

- Verificar que el resto de los reactivos utilizados (discos y antibi6ticos) ya han sido
sometidos al correspondiente control de calidad.

- Revisar las caracteristicas fisicas del medio, por ejemplo, las placas con poco agar, por
debajo de 15 ml por placa, es facil que provoquen que los halos sean mayores de los
debidos, lo contrario puede suceder con placas de mayor espesor (Cercenado, E.; Canton,
R. 2009).

a) Control del in6culo

La densidad del in6culo también afecta al rendimiento del antibiograma. Los indculos
con mayor carga bacteriana de la normalizada provocan didmetros de inhibicion menores
0 CMIs més elevadas de las debidas, ocurriendo lo contrario cuando el indculo es

demasiado bajo.

CLSI y de otros organismos habitualmente aparece como indculo normalizado el
equivalente al 0,5 de la escala de McFarland. Es recomendable realizar periédicamente,
controles de los indculos preparados para llevar a cabo las distintas técnicas de
antibiograma; para ello, se puede realizar un cultivo cuantitativo a partir de la suspension
bacteriana, y comprobar que el recuento obtenido esta dentro de lo esperado segun el

microorganismo y técnica empleada (normalmente entre 10°-108 UFC/mL).

69




Vi3 /LAB
L — s ™-rm

LABORATORIO CLINICO Manual de Microbiologia
“AMBALAB”

Fecha de aprobacién: Aprobado por:

1.5.1.5. Metodos para el control de calidad de los medios

1.5.1.5.1. Cepas de control de calidad

a)

b)

Cepas de referencia. Las cepas de referencia o cepas patron se definen como
microorganismos procedentes de un cultivo puro, definidos por lo menos al nivel de
género y especie, catalogados y descritos segun sus caracteristicas y preferiblemente
de origen conocido.

Cepas de reserva: Se obtienen por subcultivo en los medios adecuados de las cepas
de referencia.

Las cepas de reserva se pueden conservar mediante liofilizacion, en nitrogeno liquido
o congeladas a temperaturas < -50°C en medios con agentes estabilizantes para la
congelacion, por ejemplo, caldo de soja tripticasa con glicerol al 10-15% v/v o tubos
comerciales con 20-30 esferas/tubo (permiten tomar una esfera sin necesidad de
descongelar todo el tubo). En estas condiciones pueden mantenerse indefinidamente
y a temperaturas entre —50°C y —20°C se pueden conservar hasta un afio.

Cepas de trabajo: Se obtienen por subcultivo de las cepas de reserva, una vez
descongeladas, en medios solidos seleccionados segin el microorganismo. Se
conservan a 2-8°C o a temperatura ambiente durante un maximo de un mes, siempre
que se asegure la viabilidad de la cepa. De las cepas de trabajo se pueden realizar
como maximo tres subcultivos, siempre que la cepa conserve sus caracteristicas.
Deben reemplazarse a partir de la cepa de reserva congelada. Las cepas de trabajo no
se deben subcultivar para sustituir a las cepas de reserva.

1.5.1.5.2. Habilidad de soportar el crecimiento de organismos especificos

1.5.1.5.2.1. Procedimiento de preparacion, equipos e instrumental
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Incubadora

= Se monitorea la temperatura a través del aplicativo termohigrometro dentro de la
incubadora.

= Se evita abrir innecesariamente.

» Realizar las lecturas cada media hora.

= Colocar el termohigrdmetro como minimo durante dos dias dentro de la estufa.

= Con el rango de lecturas se establece un promedio el cual nos dara un valor mas
acertado al cual esta trabajando la estufa considerando que lo ideal seria a 37°C.

= El rango de temperaturas se debe anotar en un registro que se muestra. (ANEXO 1)

Autoclave

o Utilizar la cinta testigo que es un control quimico que nos permite verificar la
esterilizacion del autoclave.

o Colocar un fragmento de cintas en los medios cada lote que fue preparado.

o La verificacion del buen funcionamiento es el viraje de color carmel a negro. Ya que
va partir de un cultivo derivado de una cepa especifica de Bacillus stearothermophilus
impregnadas en una tira de papel de calidad satisfactoria permeable por el vapor, la
cepa se caracteriza por su resistencia a la esterilizacion por vapor y es lo que permite

el cambio de color de la cinta testigo.

Anélisis ambiental del &rea de trabajo

o Utilizar 6 cajas sabouraud y 6 placas petrifilm (estos reactivos nos permitiran
reconocer tanto la presencia de hongos como el recuento de aerobios).

o Colocar las 3 cajas de sabouraud y las 3 placas petrifilm en tres sitios especificos del
espacio que se va a trabajar antes de la desinfeccion de rutina. EI mismo que abarca
lo que el mechero cubre que es 50 cm de radio.

o Las cajas seran expuestas por 15 min.
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o Después de desinfectar el area de trabajo con alcohol al 90% vy colocar las otras 3
cajas de sabouraud y las 3 de las placas petrifilm en el mismo sitio que fueron
expuestas las cajas anteriores.

o También estas cajas exponerlas por 15 minutos.

o Posteriormente se incuba las 6 placas Petrifilm por 37°C por 48H (es decir 2 dias) y
las 6 cajas de Agar Sabouraud a 25°C por 5 dias.

o Después del tiempo de incubacion, se procede hacer la observacién de las cajas de
Agar Sabouraud y los recuentos de las colonias de las placas petrifilm, que consiste

en determinar las caracteristicas de acuerdo al siguiente detalle. (ANEXO 2)

1.5.1.5.2.2. Estudio de medios de cultivos

a) Activacion de la cepa control (KWIK-STIK™ Plus).

KWIK-STIK™ Plus™, es una clase de presentacion de las cepas de referencia, que en
este caso es utilizada para realizar el control. Cada preparado de microorganismos
liofilizados es igual a dos (2) pasajes desde un cultivo de referencia. Se procesa de la

siguiente manera:

1. Sacar la unidad KWIK-STIK™ del almacenamiento a 2°C a 8°C y permitir que la
bolsa cerrada alcance temperatura ambiente.
2. Abrir la bolsa y sacar la unidad KWIK-STIK™,
3. Quitar la parte removible de la etiqueta del equipo KWIK-STIK™, La etiqueta puede
adherirse a registros permanentes de control de calidad o a la placa primaria del medio de
agar, como identificacion.
4. Tomar nota de la posicion de la pastilla en el fondo del equipo y del deposito de liquido
hidratante en la parte superior (tapa) del equipo. NO derramar durante la hidratacion.
5. Liberar el liquido hidratante, pellizcando la ampolla de la tapa del equipo para
romperla. Permitir que el liquido hidratante fluya por el tallo del hisopo a la parte inferior
de la unidad, donde esté la pastilla de gelatina.
6. Sostener el equipo en posicién vertical, con la tapa hacia arriba, y golpear la base del
equipo suavemente contra el mostrador para facilitar el flujo del liquido.
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7. Pellizcar la parte inferior de la unidad para triturar la pastilla y mezclar en el liquido,
hasta que las particulas de la pastilla tengan un tamafio uniforme y la suspensién tenga un
aspecto homogéneo.

8. Saturar INMEDIATAMENTE el hisopo con el material hidratado y transferir el
material a un medio apropiado no selectivo, ya sea un nutriente o un agar-agar
enriquecido. Girar el hisopo, aplicando leve presion, para inocular un area circular (de
una pulgada o 25 mm de diametro) del medio de agar. Usar el mismo hisopo o un lazo
estéril para rayar y hacer surcos repetidamente (unas 10 a 20 veces) en el area inoculada
y luego seguir rayando el resto de la superficie del agar.

9. Incubar INMEDIATAMENTE el medio inoculado con la temperatura y en

condiciones apropiadas para el microorganismo (Microbiologics. 2007).

Graéfico No 1. Presentacion de cepa de referencia

Fuente: (Montoya, M. 2007)

c) Estandar de turbidez para preparacion del inéculo

Para estandarizar la densidad del in6culo para una prueba de susceptibilidad, se utiliza
estandar de turbidez de BaSQOj, equivalente a un estdndar 0.5 McFarland o su equivalente

Optico. Un estandar de 0.5 McFarland de BaSO4 se prepard como sigue:
1. Unaalicuota de 0,5 mL de 0,048 m/L de BaCl (1,175% p/v BaClz x 2H,0) se agrega

a 99,5 ml de H2SO4 de 0,18 mol/L (1% v/v) con agitacion constante para mantener la

suspension.
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2. Ladensidad correcta del estandar de turbidez se verifica usando un espectrofotometro

d)

con una celda de 1 cm de paso de luz con una cubeta de calibracion para determinar
la absorbancia. La absorbancia a 625 nm debe ser 0,08 a 0,10 para el estandar de 0,5
McFarland.

La suspension de Sulfato de Bario se transfiere en alicuotas de 4 a 6 mL a tubos con
tapa atornillada del mismo tamafio que aquellos que se usan para el crecimiento o
dilucion del inéculo de bacterias.

Estos tubos deben ser bien sellados y almacenados en la oscuridad a temperatura
ambiente.

El estandar de turbidez se debe agitar bien en un vértex antes de usar y se debe revisar
que haya una apariencia turbia uniforme. Si aparecen particulas grandes debe ser
reemplazado.

El estandar de Sulfato de Bario debe ser reemplazado o verificado su densidad

mensualmente

Preparacion del indculo

Tomar del cultivo a partir de cepa KWIK-STIK™ Plus™ al menos 1 a 2 colonias bien
aisladas y del mismo tipo de morfologia bien seleccionadas de un medio de cultivo.
Se toca la colonia por arriba con un asa y el crecimiento se transfiere a un tubo con 4
a 5 mL solucion salina al 0,85%.

El caldo de cultivo se incuba a 37°C hasta que alcance o exceda la turbidez del
estandar de 0.5 McFarland (usualmente 2 a 6 horas). Esto resulta en una suspension

que contiene aproximadamente 1,5 x 108 UCF/mL.

Para realizarlo de mejor manera se puede hacer usando un espectrofotémetro o, si se hace

visualmente debe tener luz adecuada para comparar el indculo con el estandar de 0,5

McFarland contra un fondo blanco con lineas negras contrastantes (Prat, S.).
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e) Preparacion de agua peptona
o Preparar 1,5 g del polvo en 100 mL de agua. Calentar hasta que se disuelva.
o Seesterilizaa 121°C (15 libras de presion) durante 15 minutos.
f) Pre-analisis

Realizar 5 diluciones de 10,102,103, 10 10® a partir del tubo 0,5 a la escala
Mcfarland.

En los 5 tubos se adiciona 9 mL de agua peptonada.

En el primer tubo se adiciona, 1mL del tubo que contiene la cepa a una concentracion
0,5 a la escala Mcfarland, se sube y se baja la suspension, tres veces, con la misma
pipeta para homogenizar la dilucién.

De la suspension realizada anteriormente del primer tubo (dilucion 10) se toma 1mL,
y se traspasa al segundo tubo (dilucion 1072), se homogeniza bien y del segundo al
tercero y de esa misma manera hasta la quinta dilucion.

Después de cada dilucidn se toma 1 mL, se coloca en las cajas Petri, se adiciona medio
no selectivo o PCA (Plate Count Agar) a una temperatura aceptable de 50°C,
aproximadamente 25 mL de agar. Se siembra por duplicado.

Homogenizar cuidadosamente; para ello mezclar el in6culo con el medio, colocando
la caja sobre la mesa y girar 5 veces en el sentido de las manecillas del reloj, 5 veces
en sentido inverso, 5 veces hacia adelante atras y 5 en sentido horizontal.

Adicionalmente colocar una caja Petri etiquetada como “Control” no esta inoculada
con la muestra, pues nos permite observar si existiera contaminacién en el medio.

Se incuba los medios de cultivo a 37°C por 48H.

Es importante realizar el recuento de las colonias tanto a las 24H como a las 48H.

Se procede a observar en cuél de las cajas nos permite hacer un recuento. Y se procede

al recuento. (Ver tabla 2)
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1.0mL 1.0mL 1.0mL
pas=>r
p - — — —
=
-1 2 3
) 10 10 10 10
Homogeniza
Pesar 10 g de rcon 90 mL

muestra en de solucion

condiciones
Depositar 1.0 mL de cada dilucion en
cajas de Petri estériles por duplicado

SIS 1—

Incubar las cajas en
posicién invertida
Contar aquellas placas que

Homogeneizar la N
muestra con el < > tengan entre 25 a 250
2daa8h/ ) T v omnmnen amen

37°C

Adicionar de 15 a 20 mL de agar
triptona extracto de levadura
fundido v enfriada 2 45°C en

Grafico No 2. Diluciones decimales de tubos con 9.0 ml

Fuente: (Camacho, A. 2009).

9)

h)

Preparacion de cepa de reserva

De la dilucién que nos permiti6 hacer el recuento colocar 1 mL en un tubo eppendorf.
Suspender en 1 mL de caldo de cultivo apropiado caldo cerebro corazén (BHI) con
glicerol al 20%, estéril, hasta obtener una suspension visiblemente turbia.

Esta suspension se homogeniza bien y se dispensa asépticamente en criovial.

Pre-analisis

Se realizara 3 diluciones de 101,102,107,

En los 3 tubos se adiciona 9 mL de agua peptonada.

En el primer tubo se adiciona 1mL de cepa de reserva se sube y se baja la suspension,
tres veces, con la misma pipeta para homogenizar la dilucién.

De la suspension realizada anteriormente del primer tubo (dilucion 10) se toma 1mL,
y se traspasa al segundo tubo se homogeniza bien y del segundo al tercero y de esa
mima manera hasta la tercera dilucion.

Después de cada dilucion se toma 1 mL, se coloca en las 3 cajas petri para cada agar
y se procede a afiadir de 25 mL aproximadamente del Agar Sangre, Mac-Conkey,
Mueller-Hinton y Sabouraud respectivamente, a una temperatura aceptable de 50°C

aproximadamente.
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Homogenizar cuidadosamente; para ello mezclar el indculo con el medio, colocando
la caja sobre la mesa y girar 5 veces en el sentido de las manecillas del reloj, 5 veces
en sentido inverso, 5 veces hacia adelante atras y 5 en sentido horizontal.
Adicionalmente se realizar un estriamiento de la cepa en cada uno de los medios y
una caja Petri etiquetada como “Control” no es inoculada con la muestra, pues esto
nos permitird evaluar la viabilidad de la cepa y si existiera contaminacion en el medio.
Se incuba los medios de cultivo a 37°C por 48H. Junto con placas en blanco de cada
uno de los medios.

Es importante realizar el recuento de las colonias tanto a las 24H y a las 48H.

Al término de la incubacidn, hacer el recuento de las Unidades Formadoras de Colonia
(UFC)/mL. Las colonias pueden encontrarse sobre, inmersas y debajo del medio de
cultivo.

Este procedimiento se realizard otro dia con otro personal técnico o en todo caso la

misma muestra es enviada a otro laboratorio para medir la reproducibilidad.

Agar Sangre

Se prepara 8 g del agar en 200 mL de agua destilada. Se mezcla bien y se calienta con
agitacion suave hasta su completa disolucion.

Se autoclava a 121°C durante 15 minutos a 15 libras de presion. Se enfria a 60°C.

Se afiade el 5% de sangre estéril (afiada 10 mL de sangre a 200 mL de agar).
Posteriormente a una temperatura aproximada de 50°C y procede a dispensar el agar
en las cajas Petri que anteriormente contenian el 1mL de la dilucién con la cepa
control ATCC.

Agar Mac-Conkey (AMC)

Se prepara 10 g del agar en 200 mL de agua destilada. Se mezcla bien y se calienta
con agitacion suave hasta su completa disolucion.
Se esteriliza el medio por autoclave a 121°C durante 15 minutos y a 15 libras de

presion.
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o Posteriormente a una temperatura aproximada de 50°C y procede a dispensar el agar

en las cajas Petri que anteriormente contenian el 1mL de la dilucion con la cepa
control ATCC.

Mueller-Hinton

Se prepara 7,6 g del agar en 200 mL de agua destilada. Se mezcla bien y se calienta
con agitacion suave hasta su completa disolucion.

Se autoclava a 121°C durante 15 minutos y a 15 libras de presién. Se enfria a 60°C.
Posteriormente a una temperatura aproximada de 50°C y procede a dispensar el agar
en las cajas Petri que anteriormente contenian el 1mL de la dilucioén con la cepa
control ATCC.

Agar Sabouraud con antibiotico

Se suspende 6,5 g del medio en 200 mL de agua. Se mezcla bien y se calienta con
agitacion suave hasta su completa disolucion.

Se esteriliza en el autoclave a 121°C (15 libras de presion) durante 15 minutos.
Posteriormente a una temperatura aproximada de 50°C se afiade en el agar la
ampolleta de gentamicina con una concentracion de 80mg.

Se procede a dispensar el agar en las cajas Petri que anteriormente contenian el ImL

de la dilucién con la cepa control ATCC.

PRUEBAS BIOQUIMICAS

Agar TSI

Se prepara 7,6 g del agar TSI en 100 mL de agua destilada. Se mezcla bien y se
calienta con agitacion suave hasta su completa disolucion.

Se deposita 3 mL en un tubo de ensayo.
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Después se introduce los tubos al autoclave durante 15 min a 121°C (15 libras de
presion).

Se deja que el medio se solidifique y se seque en forma inclinada; y se conserve los
tubos a 4°C.

Agar Citrato

Se prepara 2,4 g de agar Citrato en 100 mL de agua destilada. Se mezcla bien y se
calienta con agitacion suave hasta su completa disolucion.

Se deposita 3 mL en un tubo de ensayo.

Después se introduce los tubos al autoclave durante 15 min a 121°C (15 libras de
presion).

Se deja que el medio se solidifique y se seque en forma inclinada; y se conserva los
tubos a 4°C.

Agar SIM

Se prepara 3,6 g de agar SIM en 100 mL de agua destilada. Se mezcla bien y se
calienta con agitacion suave hasta su completa disolucion.

Se deposita 4 mL en un tubo de ensayo.

Después se introducen los tubos al autoclave durante 15 min a 121°C (15 libras de
presion), se deja que se enfrié el medio.

Se deja que el medio se solidifique y se seque en posicion vertical; y se conserva los
tubos a 4°C.

Urea

Se prepara 29 g de urea en 150 mL de agua. Se calienta hasta que se disuelva.
Se deja reposar de 10 a 15 min.

Se distribuye 2 mL en un tubo de ensayo.
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Después se introducen los tubos al autoclave durante 15 min a 121°C (15 libras de
presion), se deja que se enfrié el medio.

Se conserva los tubos a 4°C.

FRESCO:

Etiquetar 2 placas de portaobjetos con las numeraciones respectivas.

Colocar una gota de solucion salina en cada placa y con la ayuda del asa obtener de
cada uno de los microorganismos una colonia, la cual se debe mezclar con el suero
fisiol6gico hasta que esté completamente diluida.

Cubrir cada placa con sus respectivas placas cubreobjetos.

Observar en el microscopio éptico con los siguientes lentes objetivos: 4,10 y 40 Xx.

Se anota las observaciones con el lente de 40x.

TINCION DE GRAM:

a)
b)

f)

9)
h)

Etiquetar las placas con las mismas numeraciones respectivas.

Colocar una gota de suero fisioldgico en cada placa y con la ayuda del asa obtener de
cada uno de los microorganismos una colonia la cual se debe mezclar con suero
fisiolégico hasta que esté completamente diluida.

Las placas fueron expuestas en la incudadora hasta que la muestra este completamente
seca.

Primeramente colocar una cantidad suficiente de cristal violeta, esperar 1 minuto y
enjuagar con agua destilada.

Seguido colocar una cantidad suficiente de lugol, esperar 1 minuto y enjuagar con
agua destilada.

Proseguir a decolorar con alcohol o cetona, esperamos 30 segundos y enjuagar con
agua destilada.

Por ultimo colocar la safranina esperamos 1 minuto y enjuagar con agua destilada.

Dejar que las placas se sequen al ambiente para proseguir con la observacion.
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i) La observacion se realiza con el lente de 100 X, con la utilizacion del aceite de

inmersion y se anota lo observado (Gegmic, A. 2004).

SIEMBRA:

a) Siembra en medio liquido:

Se introduce el asa de siembra en el tubo con cultivo crecido y se toma un inéculo que se
lleva al tubo estéril con medio liquido (agitdndola en el seno del medio), tomando las

precauciones mencionadas anteriormente.

b) Siembra en placa:

Dividir la placa en tres partes, sembrar en cada tercio el indculo tomado de los cultivos
crecidos. Se introduce el asa de siembra en el tubo con cultivo crecido y se toma una gota
de in6culo que se extiende sobre el agar de la placa deslizando el asa suavemente por su

superficie en zig-zag.

c¢) Siembra en agar inclinado:

Se introduce el asa de siembra en el tubo con cultivo crecido y se toma un indculo que se
extiende sobre el agar inclinado deslizando el asa suavemente por su superficie en zig-
zag. En el caso del medio TSI, la siembra se debera realizar tanto en superficie

(aerobiosis) como en la profundidad del agar (anaerobiosis).

1.5.2 Procedimiento para el analisis estadistico

1.5.2.1 Precisién

Es el grado de concordancia entre los resultados independientes de una medicion,
obtenidos en condiciones estipuladas, ya sea de repetibilidad o de reproducibilidad y

depende de la distribucidn de los resultados sin estar relacionada con el valor verdadero.
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Mediante los resultados del control interno de la calidad, que es estimado por la

repetibilidad y la reproducibilidad.

Repetibilidad: Realizacion de los ensayos en las mismas condiciones (mismo analista,
equipos, medios de cultivo).
Reproducibilidad: Realizacion de los ensayos en las condiciones mas diversas (distinto

analista, equipos, dias, medios de cultivo).

Hay 2 formas de determinarla:

1. Hacer un minimo de 9 determinaciones: 3 réplicas a 3 concentraciones diferentes 0 9
determinaciones al 100% de la concentracion normal de trabajo.

2. Hacer un minimo de 6 determinaciones a una concentracion que corresponda con la
de la muestra problema. Se determina realizando un minimo de seis determinaciones

al 100% de la concentracion esperada. (Diferentes dias, analistas y equipo).

DESVIACION ESTANDAR
Es la medida de cdmo se dispersan los valores alrededor de la media en la distribucién de

valores. Se calcula con la férmula:

En donde: n es el nimero de valores

DESVIACION ESTANDAR RELATIVA (RSD)

Es la comparacion de la desviacion estandar con respecto a la media, generalmente se
expresa en % y se denomina como Coeficiente de Variacion. Se calcula con la siguiente
formula:

CV=2-100%

¥

En donde: s es la desviacion estandar

X es el promedio de las mediciones.
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La precision de un método microbioldgico habitualmente se expresa como desviacion
estandar o coeficiente de variacion. La desviacion estandar relativa esperada en funcion

UFC/Placa es la siguiente.

Tabla No 1. Desviaciones estandar relativas en funcion a las UFC en placas

UFC/Placa | Desviacion estandar relativa
30-300 <15%
10-30 <25%
<10 <35%

Fuente: (USP 30, 2007)

1.5.2.2. Exactitud

Proximidad de la concordancia entre el resultado de una medicion y un valor verdadero
del mensurando. La exactitud es evaluada utilizando un minimo de nueve
determinaciones, tres concentraciones y tres determinaciones de cada concentracion. (por
ejemplo: concentraciones de 80%, 100% y 120% de la concentracion normal de trabajo
del método; 0 100%, 125% y 150% cuando no se puede reproducir la matriz del analito).

La exactitud de los métodos se determind mediante el porcentaje de recuperacion, es decir
mediante el nidmero de microorganismo que se encuentren en placa y tiempo en
comparacion con los inéculos de microorganismos. El valor de referencia se obtiene
calculando el promedio de los valores de referencia obtenidos para cada prueba por

separado.

L. Recuento promedio obtenido
Recuperacion % = — — x 100
Valor de referencia promedio

Para que el método sea considerado exacto ha de cumplirse que el porcentaje de
recuperacion entre 70 y 120% (Aurriola, L. 2012).
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Con los resultados procedemos a colocarlos en tablas. De la primera fase a partir del

estudio del pre-andlisis se realiza un promedio de las dos replicas que éste dato nos va a

servir como valor de referencia. Como se muestra a continuacion:

Tabla No 2. Resultados de las primeras diluciones

Repeticiones | DIL 10°®
1 39
2 44
Promedio 41,5

Elaborado por:

Investigadora

Después se procede a establecer promedios, desviacion estandar y el coeficiente de

variacion con las formulas que se mostré anteriormente como en el siguiente ejemplo:

Tabla No 3. Resultados estadisticos del dia 1 de la segunda diluciéon A. Mueller-Hinton

Repeticion

Dial

44

46

49

43

36

44

46

48

O[NNI W[IN |-

45

=
o

36

Promedio

43,7

D.E.

4,4484704

Ccv

10,1795661

Elaborado por:

Investigadora

Por otro lado a partir de la cepa del valor de referencia con la formula de exactitud que se

mostrd anteriormente asi:

Tabla No 4. Resultados de exactitud del dia 1 de la segunda dilucion A. Mueller-Hinton

Medio de cultivo | C. Recuperadas | Desarrollo

Exactitud

A. Mac-Conkey 12,25 | 12,25/41,5*%100

29%

Elaborado por:

Investigadora
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1.6. ANEXOS.

Anexol. Registro de temperatura del incubador

DIA FECHA HORA

TEMPERATURA EN °C

Elaborado por: Pamela Acosta

Anexo 2. Resultados de hongos ambientales en Agar Sabouraud

Patdgeno

Caracteristicas

V. referencia

Penicillium

Spp.

C. macroscépicas:  Colonias de

-

crecimiento rapido, de inicio blanco que

se torna de color verde-gris.

C. microscopicas: Conidiéforos rectos,
hialinos, con fialides que nacen sobre

métulas.

<0,1 UFC/m®

Cladosporium
sp

C. macroscopicas: Las colonias son de

crecimiento mas lento, sobre todo-
olivaceous marrén a marrén negruzco,
pero también a veces gris, piel de ante o
‘marrén, con frecuencia se vuelve polvo debido a la produccion
de abundantes conidios.
C. microscopicas: Conidioforos

ovoidales, dispuestos en largas cadenas.

<0,1 UFC/m?

Fusarium spp

C. macroscopicas: Colonias
algodonosas de inicio blanco que se torna
de color morado.

Hifas

delgadas,

C. microscopicas: hialinas

septadas vy abundantes
macroconidias fusiformes y septadas,

escasas microconidias, eliptoidales.

<0,1 UFC/m?®
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Aspergillus

C. macroscopicas:  Colonias de | <0,1 UFC/m?
flavus. crecimiento lento, inicialmente
algodonosa blanca luego se torna
pulverulenta gruesa de color verde amarillento, que con el
tiempo se trona café.

C. microscépicas:  Conidioforos
hialinos de pared rugosa. Cabezuela
radiada, biseriada, vesiculas esféricas.

Conidias equinuladas, esféricas.

Fuente: (Tangarife, V. 2011).

Anexo 3. Resultados de las placas petrifilm para recuentos de aerobios

Caracteristicas Gréfico Unidades hasta 100 UFC/m?
Placa Petrifilm Recuento de : ‘ Recuento 0
Aerobios sin colonias Rango de recuento 10 - 300 colonias.

Recuento incontable

Crecimiento puede virar al Numero de colonias es superior a

rosa. f 7 P 1 | 300 colonias.

A Contar una de las cuadriculas (1 cm?)
y multiplicar por 20. El &rea de
inéculo de una placa Petrifilm de

Aerobios es de 20 cm?

aproximadamente.

Fuente: (Guias Petrifilm)
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6.8. METODOLOGIA- MODELO OPERATIVO

area.

FASE METAS ACTIVIDADES RECURSOS-TIEMPO | RESPONSABLE
Delimitacion | Delimitar el ambito de estudio que se va | Definir el procedimiento que se Durante el tiempo | Investigadora.
del a realizar. va a realizar. Donde iniciay permisible.
procedimiento donde termina.
Recoleccion Recabar documentos y datos, tanto virtual | Técnicas que usualmente se | Durante el tiempo | Investigadora.
de la como bibliogréfica, que den a conocer los | utilizan: permisible.
informacion procesos Yy establecer los ajustes | Investigacion  documental vy
necesarios. observacion de campo.
Analisis de la | Se procede a seleccionar y estudiar cada | Responderse interrogantes como | Durante el tiempo | Investigadora.
informacién uno de los elementos mas importantes que | ¢Qué trabajo se hace?, ;Quién lo | permisible
constan en el manual. hace?, ;Cuando se hace?, ;Ddnde
se hace?
Estructuracion | Definir los elementos que integran el | Presentar de forma sintética y | Durante el tiempo | Investigadora.
del manual manual de procedimientos para cumplir | ordenada tomando en cuenta | permisible.
con los objetivos. ademas la redaccién y formatos
gue constan en el manual.
Evaluacion Validar que la informacién éste acorde | Los responsables del area seranlos | Durante el tiempo | Investigadora.
con las actividades llevadas a cabo en el | que validen dicho manual. permisible

Elaborado por: Pamela Acosta
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6.9. ADMINISTRACION

e |nstalaciones

RECURSOS

Humanos

v
[ ]

e Materiales

e Presupuesto

Programacion de actividades basicas en
CRONOGRAMA

el periodo de tiempo Septiembre 2014 -
Octubre 2014.

Fuentes bibliograficas y virtuales

BIBLIOGRAFIA
consultadas sobre el tema.

v

Documentos y disefios que completaron
el proyecto.

ANEXOS >

v

6.10. PREVISION DE LA EVALUACION

Después de la aportacion del manual con informacidon con respecto al estudio que
fue realizado se podria reproducir el mismo ensayo dentro del laboratorio para
fomentar una mejora continua de los métodos realizados dentro del area de

microbiologia.
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ANEXOS

Anexo 1. GRAFICOS

GRAFICO ~ 1: Monitoreo de la GRAFICO 2: Estudio del 4rea de trabajo
temperatura por termohigrometro

GRAFICO 5: Verificacién del autoclave GRAFICO 6: Preparacion de los agares y
con cinta testigo pruebas bioquimicas

s VN
ARIENFELL

Vi =

A

) GRAFICO 8: Esterilizacion de los
GRAFICO 7: Calentamiento del agar. medios de cultivos.
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GRAFICO 9: Enfriamiento de agares GRAFICO 10: Cepa control E. coli
ATCC 11775

GRAFICO 11: Tubos con 9 mL de agua

peptonada GRAFICO 1: Toma 1mL de cepa de

control ATCC

GRAFICO 11: Adicién de 1mL de la GRAFICO 12: Tubo de dilucién 10
cepa control ATCC en el primer tubo
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GRAFICO 13: Adicién de 1 mL en las GRAFICO 14: Adicion de agar Agar Sangre y
caja Petri. Mac-Conkey

GRAFICO 15: Adicion de Agar Mueller- GRAFICO 16: Homogenizacion de los
Hinton y Saburaud medios y solidificacion.

GRAFICO 17: Incubacién los medios a GRAFICO 18: Resultados de las placas
las condiciones adecuadas. petrifilim antes de la desinfeccion
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GRAFICO 19: Resultados de las placas GRAFICO 20: Resultados del estudio
petrifilm después de la desinfeccion ambiental en Agar Sabouraud

GRAFICO 21: Contaminacion de placas GRAFICO 22: Resultados de Agar
en incubadora y ambiente. Mueller-Hinton Saburaud, Sangre y Mac-
Conkey

GRAFICO 23: Estudio de pH de los GRAFICO 24: Dilucién -1 de Agar Mac-
medios de cultivos. Conkey
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GRAFICO 25: Dilucion -2 de Agar Mac- GRAFICO 26: Dilucién -3 de Agar Mac-
Conkey Conkey

GRAFICO 28: Dilucién 5 de Agar Mac-

GRAFICO 27: Dilucion *4 de Agar Mac- Conkey

Conkey

GRAFICO 30: Dilucién 7 de Agar Mac-
Conkey

GRAFICO 29: Dilucién "6 de Agar Mac-
Conkey
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GRAFICO 31: Dilucion "1 de Agar GRAFICO 32: Dilucion 2 de Agar
Sangre Sangre

GRAFICO 33: Dilucion -3 de Agar GRAFICO 34: Dilucion 4 de Agar
Sangre Sangre

GRAFICO 35: Dilucion 5 de Agar GRAFICO 36: Diluciéon 6 de Agar
Sangre Sangre
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GRAFICO 37: Dilucion 7 de Agar GRAFICO 38: Dilucion "1 de Agar
Sangre Mueller-Hinton

GRAFICO 39: Dilucion 2 de Agar GRAFICO 40: Dilucién 3 de Agar
Mueller-Hinton Mueller-Hinton

GRAFICO 41: Dilucion 4 de Agar GRAFICO 42: Dilucién 5 de Agar
Mueller-Hinton Mueller-Hinton
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GRAFICO 43: Dilucion 6 de Agar
Mueller-Hinton

GRAFICO 45: Dilucién "1 de Agar
Saboraud

GRAFICO 44: Dilucion 7 de Agar
Mueller-Hinton

97



BIBLIOGRAFIA:

Bailey, Scott. (2009). Diagnostico microbioldgico. Edicion Médica Panamericana,
pp 915-932.

Patrick R. (2009). Microbiologia Clinica. 6a. ed. Barcelona, Espafia. pp 221-222.

Prats, G. (2005). Microbiologia Clinica. 5a. ed. Buenos, Aires-Bogota-Caracas. pp
227-228.

LINKOGRAFIA

Arriola, L. (2012). Validaciébn de métodos analiticos, fisicoquimicos vy
microbiol6gicos. Recuperado el 12 de marzo del 2014, disponible en
http://www.medicamentos.com.gt/Archivos/Descargas/Curso_Validaci%C3%B3n
_de_M%C3%A9todos_Anal%C3%ADticos_con_formulas.pdf

Bazurto, C. (2012). Normas de Bioseguridad Aplicadas por el Personal del
Laboratorio Clinico y su Relacion con los Riesgos de Infeccion en el Hospital
Verdi Cevallos de Portoviejo. Recuperado el 22 de abril del 2013, disponible en
http://repositorio.utm.edu.ec/bitstream/123456789/582/1/FCSTGLLC2012-
0031.pdf

Cabeza, E. (2013). Fundamento de microbiologia predictiva; aplicaciones
tedricas y practicas. Recuperado el 23 de junio del 2014, disponible en:

http://www.academia.edu/2766150/Introducci%C3%B3n_a_la_Microbiolog%C3%ADa_
Predictiva_-_Manual_de_pr%C3%Alcticas_de_laboratorio

Callejas, L. (2009). Verificacion de Procesos de Limpieza y Desinfeccion de los
Laboratorios: Aguas y Lodos, Inmunologia Especializada y Citometria de Flujos,
Microbiologia de los Alimentos, Microbiologia Ambiental y De Suelos.
Recuperado el 27 noviembre del 2013, disponible en
http://www.javeriana.edu.co/biblos/tesis/ciencias/tesis214.pdf

98


http://www.medicamentos.com.gt/Archivos/Descargas/Curso_Validaci%C3%B3n_de_M%C3%A9todos_Anal%C3%ADticos_con_formulas.pdf
http://www.medicamentos.com.gt/Archivos/Descargas/Curso_Validaci%C3%B3n_de_M%C3%A9todos_Anal%C3%ADticos_con_formulas.pdf
http://repositorio.utm.edu.ec/bitstream/123456789/582/1/FCSTGLLC2012-0031.pdf
http://repositorio.utm.edu.ec/bitstream/123456789/582/1/FCSTGLLC2012-0031.pdf
http://www.javeriana.edu.co/biblos/tesis/ciencias/tesis214.pdf

Cassola, A. Ley Reglamentos sobre Laboratorios de Diagndstico Clinico.
Recuperado el 02 de abril del 2013, disponible en
https://www.google.com/url?g=http://www.lexis.com.ec/Webtools/Biblioteca_Sil
ec/Documentos/Lexis/DocsInvestJurid/Proyecto%2520de%2520Ley%2520de%?2
520Laboratorios%2520C1%25C3%25ADnicos.pdf&sa=U&ei=nlYiUuyFLaa8sQS
R14GwCw&ved=0CAcQFjAA&Usg=AFQJCNEO33NJXuOgM_3FJyDJvnlPdeR
BzQ

Cuesta, A. (2012). Aseguramiento de la calidad y validacién de metodologias para
el anélisis microbiolégico NORMA 1SO 17025. Recuperado el 15 de junio del
2014, disponible en
http://www.inti.gob.ar/redaloa/pdf/Taller3BREDALOA validacion_metodos_micr
obiologicos.pdf

Cercenado, E.; Canton, R. (2009). Recomendaciones para la implantacion de la
normativa de calidad 1SO 15189 en el Laboratorio de Microbiologia Clinica:
bacteriologia y serologia, Recomendaciones de la Sociedad Espafiola de
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica. Recuperado el 15 de marzo
del 2014, disponible en
http://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiol

ogia/seimc-procedimientomicrobiologia32.pdf

Delgado, M. (2009). Control de calidad interno en el Laboratorio de
Microbiologia del Hospital Universitario Dr. Miguel Enriquez. Recuperado el 17
de marzo del 2013, disponible en

http://www.contactoquimico.com/pdf/ContactoQuimicoNo-14.pdf

Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas. (2009). Calidad en el
Laboratorio de Analisis Clinicos. Recuperado el 13 de febrero del 2014, disponible
en
http://www.fhioyf.unr.edu.ar/evirtual/pluginfile.php/103597/mod_resource/conten
t/1/Calidad%20en%20lab%20clinico.pdf

99


http://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-procedimientomicrobiologia32.pdf
http://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-procedimientomicrobiologia32.pdf
http://www.contactoquimico.com/pdf/ContactoQuimicoNo-14.pdf
http://www.fbioyf.unr.edu.ar/evirtual/pluginfile.php/103597/mod_resource/content/1/Calidad%20en%20lab%20clinico.pdf
http://www.fbioyf.unr.edu.ar/evirtual/pluginfile.php/103597/mod_resource/content/1/Calidad%20en%20lab%20clinico.pdf

Gallegos, F. (2009). La Infraestructura del Area de Laboratorio Clinico del
Hospital Provincial General Docente Ambato influye en la Proliferacion de
Enfermedades Infectocontagiosas. Recuperado el 22 de junio del 2013, disponible
en
http://repo.uta.edu.ec/bitstream/handle/123456789/1623/PSIN_03.pdf?sequence=
1

Gegmic, A. (2004). Recomendaciones Generales para el Control de Calidad
Interno en Microbiologia Clinica. Recuperado el 13 de marzo del 2013, disponible
en
https://www.google.com/url?g=http://www.seimc.org/grupos/gegmic/fuentes/geg
mic_dycl 2004.pdf&sa=U&ei=DT8ZUpnuHKHZ2AWLroHQBQ&ved=0CAcQ
FJAA&Usg=AFQJCNGS7H-aC5DyVNzisnQOEmwiwimT-w

Gobmez, C. (2013). Calidad en la recogida de muestras microbioldgicas en la
Unidad de Urgencias de Pediatria del Hospital Universitario Central de Asturias.
Recuperado el 14 de julio del 2013, disponible en
http://dspace.sheol.uniovi.es/dspace/bitstream/10651/20371/3/TFM_Gomez%?20
Morales.pdf

Hinostroza, M. (2012). Mejoramiento de la calidad del laboratorio clinico del
Hospital Enrique Sotomayor. Guayaquil. Recuperado el 17 mayo del 2013,
disponible en http://dspace.utpl.edu.ec/handle/123456789/6974

INFORMAWORLD. Barrow, P. (2007). Salmonella control—past, present and
future. Recuperado el 20 de junio del 2014, disponible en
http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/03079459308418954#.\V A8JpMJ _ti

c
INFORMAWORLD. Garcia, E.; Gayosso, A.; Castro, M.; Nicoli, M. (2009).

Amplificacion multiple de ADN para la deteccion de Escherichia

coli O157:H7 y Salmonella spp. en canales de bovino. Recuperado el 25 de junio

100


http://repo.uta.edu.ec/bitstream/handle/123456789/1623/PSIN_03.pdf?sequence=1
http://repo.uta.edu.ec/bitstream/handle/123456789/1623/PSIN_03.pdf?sequence=1
https://www.google.com/url?q=http://www.seimc.org/grupos/gegmic/fuentes/gegmic_dyc1_2004.pdf&sa=U&ei=DT8ZUpnuHKHZ2AWLroHQBQ&ved=0CAcQFjAA&usg=AFQjCNGS7H-aC5DyVNzisnQOEmwiwimT-w
https://www.google.com/url?q=http://www.seimc.org/grupos/gegmic/fuentes/gegmic_dyc1_2004.pdf&sa=U&ei=DT8ZUpnuHKHZ2AWLroHQBQ&ved=0CAcQFjAA&usg=AFQjCNGS7H-aC5DyVNzisnQOEmwiwimT-w
https://www.google.com/url?q=http://www.seimc.org/grupos/gegmic/fuentes/gegmic_dyc1_2004.pdf&sa=U&ei=DT8ZUpnuHKHZ2AWLroHQBQ&ved=0CAcQFjAA&usg=AFQjCNGS7H-aC5DyVNzisnQOEmwiwimT-w
http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/03079459308418954#.VA8JpMJ_tic
http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/03079459308418954#.VA8JpMJ_tic
http://www.tandfonline.com/action/doSearch?Contrib=Garc%C3%ADa+L%C3%B3pez%2C+E
http://www.tandfonline.com/action/doSearch?Contrib=Gayosso+Vazquez%2C+A
http://www.tandfonline.com/action/doSearch?Contrib=Miranda+Castro%2C+S+P
http://www.tandfonline.com/action/doSearch?Contrib=Nicoli+Tolosa%2C+M
http://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/11358120902850651
http://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/11358120902850651

del 2014, disponible en
http://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/11358120902850651#.VASLM8J _ti

Cc

INFORMAWORLD. Vendrell, M.; Sinde, E.; Torres, M.; (2009). Estudio de
microorganismos patogenos en la fuente termal de o tinteiro en ourense.
Recuperado el 20 de  junio del 2014, disponible en
http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/11358129809487587

Instituto de Salud Publica. Procedimiento evaluacion de medios de cultivos.
Recuperado el 29 de  febrero  del 2014, disponible  en
http://www.ispch.cl/sites/default/files/documento_tecnico/2011/11/PRT-712.00-
105%20V2%20Evaluaci%C3%B3n%20medios%20cultivo%201S0%2011133.pd
f

Lopez, J. (2007). Actualizacion de la Fase Preanalitica de los Laboratorios
Clinicos del Hospital Cruz Roja. Recuperado el 18 de mayo del 2013, disponible
en
https://www.google.com/url?g=http://www.ingesa.msc.es/estadEstudios/documPu
blica/pdf/actualzFasePreanalitica.pdf&sa=U&ei=c14iUtkmsa6xBLeegNAM&ved
=0CAsQFJACOB4&usg=AFQjCNGUjLIn2LgZ0z-B4elTie-6dNkrcQ

Martinez, J. (2008). Lineamiento para la adecuada toma de muestras que seran
enviadas al Laboratorio. Recuperado el 14 de octubre del 2013, disponible en
http://www.iner.salud.gob.mx/descargas/manuales/lineamientos/dirmedica/Linea

mientos_toma_muestras.pdf

Ministerio de Salud Publica. (2012). Permiso de Funcionamiento. Recuperado el
06 de mayo del 2013, disponible en
https://www.google.com.ec/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad
=rja&ved=0CDUQFjAC&url=http%3A%2F%2Finstituciones.msp.gob.ec%2Fdps
%2Ftungurahua%2Findex.php

101


http://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/11358120902850651#.VA8LM8J_tic
http://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/11358120902850651#.VA8LM8J_tic
http://www.tandfonline.com/action/doSearch?Contrib=Vendrell%2C+M+C
http://www.tandfonline.com/action/doSearch?Contrib=Sinde%2C+E
http://www.tandfonline.com/action/doSearch?Contrib=Torres%2C+M
http://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/11358129809487587
http://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/11358129809487587
http://www.ispch.cl/sites/default/files/documento_tecnico/2011/11/PRT-712.00-105%20V2%20Evaluaci%C3%B3n%20medios%20cultivo%20ISO%2011133.pdf
http://www.ispch.cl/sites/default/files/documento_tecnico/2011/11/PRT-712.00-105%20V2%20Evaluaci%C3%B3n%20medios%20cultivo%20ISO%2011133.pdf
http://www.ispch.cl/sites/default/files/documento_tecnico/2011/11/PRT-712.00-105%20V2%20Evaluaci%C3%B3n%20medios%20cultivo%20ISO%2011133.pdf
https://www.google.com/url?q=http://www.ingesa.msc.es/estadEstudios/documPublica/pdf/actualzFasePreanalitica.pdf&sa=U&ei=c14iUtkmsa6xBLeegNAM&ved=0CAsQFjACOB4&usg=AFQjCNGUjLlh2LqZ0z-B4elTie-6dNkrcQ
https://www.google.com/url?q=http://www.ingesa.msc.es/estadEstudios/documPublica/pdf/actualzFasePreanalitica.pdf&sa=U&ei=c14iUtkmsa6xBLeegNAM&ved=0CAsQFjACOB4&usg=AFQjCNGUjLlh2LqZ0z-B4elTie-6dNkrcQ
https://www.google.com/url?q=http://www.ingesa.msc.es/estadEstudios/documPublica/pdf/actualzFasePreanalitica.pdf&sa=U&ei=c14iUtkmsa6xBLeegNAM&ved=0CAsQFjACOB4&usg=AFQjCNGUjLlh2LqZ0z-B4elTie-6dNkrcQ
http://www.iner.salud.gob.mx/descargas/manuales/lineamientos/dirmedica/Lineamientos_toma_muestras.pdf
http://www.iner.salud.gob.mx/descargas/manuales/lineamientos/dirmedica/Lineamientos_toma_muestras.pdf
https://www.google.com.ec/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&ved=0CDUQFjAC&url=http%3A%2F%2Finstituciones.msp.gob.ec%2Fdps%2Ftungurahua%2Findex.php
https://www.google.com.ec/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&ved=0CDUQFjAC&url=http%3A%2F%2Finstituciones.msp.gob.ec%2Fdps%2Ftungurahua%2Findex.php
https://www.google.com.ec/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&ved=0CDUQFjAC&url=http%3A%2F%2Finstituciones.msp.gob.ec%2Fdps%2Ftungurahua%2Findex.php

Mostorino, R. (2005). Bioseguridad en laboratorios de ensayos, biomédicos y
clinicos. Recuperado el 13 de agosto del 2013, disponible en
http://bvcenadim.digemid.minsa.gob.pe/files/publicaciones/manuales/BIOSEGUR
IDAD%20EN%20LABORATORIOS%20DE%20ENSAY0S%20BIOMEDICOS
%20Y%20CLINICO.pdf

Ortiz, D. (2008). Validacién e implementacion de una metodologia para el
analisis microbioldgico de un producto liquido preservado elaborado en una
industria farmacéutica. Recuperado el 15 de junio del 2014, disponible en
http://www.javeriana.edu.co/biblos/tesis/ciencias/tesis109.pdf

Pefias, M. (2009). Microbiologia Clinica. Recuperado el 16 de abril del 2014,

disponible en http://www.unavarra.es/genmic/microclinica/practicas.pdf

Quiroz, M. (2012). Manual de Procedimientos del Laboratorio Docente de
Microbiologia Clinica en Base a la Normativa Iso 9001:2008. Recuperado el 20
octubre del 2013, disponible en http://www.dspace.uce.edu.ec/handle/25000/972

SPRINGER LINK. Mufioz, E.; Gémez, B. (2013). La actividad antimicrobiana,
los factores de susceptibilidad a los antibi6ticos y la virulencia de las bacterias
del &cido lactico de origen acuético destinados a ser utilizados como prebidticos
en la agricultura. Recuperado el 23 de junio del 2014, disponible en
http://link.springer.com/article/10.1186/1471-2180-13-15

SPRINGER LINK. Brandédo, A.; Almeida, T.; Mufioz, E. (2010). La actividad
antimicrobiana y la aparicion de los genes estructurales de bacteriocina en
Enterococcus spp. de origen humano y animal aislado en Portugal. Recuperado
el 22 de junio del 2014, disponible en
http://link.springer.com/article/10.1007/s00203-010-0619-z

102


http://bvcenadim.digemid.minsa.gob.pe/files/publicaciones/manuales/BIOSEGURIDAD%20EN%20LABORATORIOS%20DE%20ENSAYOS%20BIOMEDICOS%20Y%20CLINICO.pdf
http://bvcenadim.digemid.minsa.gob.pe/files/publicaciones/manuales/BIOSEGURIDAD%20EN%20LABORATORIOS%20DE%20ENSAYOS%20BIOMEDICOS%20Y%20CLINICO.pdf
http://bvcenadim.digemid.minsa.gob.pe/files/publicaciones/manuales/BIOSEGURIDAD%20EN%20LABORATORIOS%20DE%20ENSAYOS%20BIOMEDICOS%20Y%20CLINICO.pdf
http://www.javeriana.edu.co/biblos/tesis/ciencias/tesis109.pdf
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Estefan%C3%ADa+Mu%C3%B1oz-Atienza%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Beatriz+G%C3%B3mez-Sala%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22A.+Brand%C3%A3o%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22T.+Almeida%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22E.+Mu%C3%B1oz-Atienza%22

Velasco, J. Araque, M. Araujo E. (2008). Manual Préctico de Bacteriologia
Cinica. Recuperado el 20 de noviembre del 2013, disponible en
http://www.serbi.ula.ve/serbiula/librose/pva/Libros%20de%20PVA%20para%20li
bro%20digital/Manual%20de%20Bacteriologia.pdf

Villamar, C. (2009). Control de calidad interno en Microbiologia. Recuperado el
23 de diciembre del 2013, disponible en

http://www.unavarra.es/genmic/microgral/manual%20practicas%20micagral.pdf

WHO. (2003). Practicas de Seguridad Estdndar en el Laboratorio de
Microbiologia. Recuperado el 16 de abril del 2013, disponible en
http://whglibdoc.who.int/hg/2003/WHO_CDS_CSR_RMD_2003.6_apendices_sp
a.pdf

103


http://www.unavarra.es/genmic/microgral/manual%20practicas%20micagral.pdf
http://whqlibdoc.who.int/hq/2003/WHO_CDS_CSR_RMD_2003.6_apendices_spa.pdf
http://whqlibdoc.who.int/hq/2003/WHO_CDS_CSR_RMD_2003.6_apendices_spa.pdf

