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PrOTOCOLOS MICROBIOLOGIA CLINICA

INTRODUCCION

El Servicto Andaluz de Salud con la colaboracion de la
Sociedad Andaluza de Microbiologia y Parasitogia Clinica ha
elaborado estos Protocolos cuyo objetivo fundamental es establecer
unas recomendaciones tendentes a la homogeneizacion de las
Técnicas que se realizan en los laboratorios de Microbiologia de sus
centros asistenciales.

La Comision ha creido conveniente recalcar dos cuestiones
que afectan a todos los procedimientos de esta especialidad:

Es importante seguir las recomendaciones del protocolo que
tiene elaborado la Sociedad Espanola de Enfermedades Infecciosas y

Microbiologia Clinica sobre “Recogida, transporte y conservacion de
las muestras”

Por otra parte la Comision considera conveniente insistir en la
necesidad de que se cumplimenten los datos, segun ya establece la
Resolucion 7/2000 de 21 de marzo, que crea y regula el Registro de
actividad de las Unidades de apoyo al diagnéstico.
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PROTOCOLOS MICROBIOLOGIA CLINICA
HEMOCULTIVO

I. INTRODUCCION.

La sangre de los individuos sanos es estéril. Una afluencia
repentina de bacterias es habitualmente eliminada del torrente
circulatorio en un periodo de tiempo corto, de minutos a horas,
excepto cuando existe una infeccion masiva o esta presente un foco
intravascular infectado. Basicamente cuando las bacterias se
multiplican a tasas que exceden la capacidad del sistema
reticuloendotelial para eliminarlas se habla de BACTERIEMIA. EI
término FUNGEMIA se utiliza para designar la presencia de hongos en
sangre.

La invasion del torrente sanguineo se produce desde:
*  Un foco primario, via sistema linfatico al sistema vascular.

* Entrada directa: por infecciones intravasculares (por ejemplo
endocarditis), o a través de dispositivos médicos
contaminados como catéteres o agujas.

Siempre que exista una razén para sospechar una bacteriemia se
debe practicar el cultivo de la sangre, ya que en muchas ocasiones
solo se puede establecer el diagnostico por este procedimiento. El
aislamiento de wun microorganismo en los hemocultivos es
transcendente porque establece el diagnostico etiologico de la
bacteriemia y permite elegir el tratamiento mas eficaz.
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Diagnéstico.

Es el aislamiento del microorganismo en la sangre mediante
el cultivo de ésta y aporta una valiosa informacion a la hora de elegir
el tratamiento antimicrobiano adecuado.

Entre el 14 al 25 % de los enfermos hospitalizados tienen
sospecha de bacteriemia y en un 14% de los casos el hemocultivo

establece el diagndstico lo que repercute en la curacién de los
pacientes considerablemente.

Indicaciones.

* Fiebre alta, aunque en neonatos y ancianos la bacteriemia
puede cursar con hipotermia y deterioro general.

*  Shock no explicado.
* Infecciones localizadas.

* Leucopenia, leucocitosis o trombopenias no relacionadas con
procesos hematologicos.

Métodos.

*  Cuantitativos, nos daria el numero de bacterias por mililitro
de sangre.

*  Semicuantitativos o de lisis centrifugacion.

*  Cualitativos, indica simplemente la presencia de bacterias en
sangre, es el que se realiza de forma rutinaria.
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.- MUESTRAS.
Cuando realizar las extracciones:

* Como norma los hemocultivos se obtendran antes de iniciar
la terapia antibidtica, el incumplimiento de este punto puede
dar lugar a resultados falsamente negativos pudiendo
comprometer la vida del paciente.

* Sepsis agudas, osteomielitis, meningitis, neumonia,
pielonefritis: el hemocultivo en estos casos debe considerarse
un procedimiento de urgencia.

* Bacteriemias continuas de origen intravascular como
endocarditis, infecciones asociadas a cateteres, de origen
desconocido, con sospecha de fungemia e
inmunodeprimidos: se puede tomar en cualquier momento.

. Bacteriemias intermitentes: lo i1deal es realizarla cuando el
paciente tiene escalofrios, poco después o durante el pico
febril.

. Pacientes con tratamiento antimicrobiano: la extraccion se
hara justo antes de la administracion de una dosis, a veces es
conveniente retirar el tratamiento.

*  Pacientes en situacion critica: en cualquier momento.
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Método de recogida.

Los microorganismos de la piel pueden contaminar la sangre
durante la extraccion dificultando la interpretacion de los resultados.
Ademas algunos contaminantes actian como patdgenos oportunistas,
por lo que debemos ser muy cuidadosos durante la extraccion.

La toma debe realizarse por venopuncion y para ello, debe hacerse:
- Lavado de manos y utilizacion de guantes estériles.
- Limpiar con jabon liquido o alcohol el lugar de puncion.
- Aplicar durante 1 minuto povidona yodada, dejar secar.
- Desinfectar los tapones de los frascos.
- Efectuar la extraccion.
- No airear los frascos.

- Nunca debe hacerse la extraccion a través de catéteres, salvo
en aquellas circunstancias en que se indica especificamente.

- Cuando la extraccion se haga con adaptador, este debe
esterilizarse o ser de un solo uso.
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Volumen de la muestra (Indicativo).
* Neonatosal ano, 0,5a1 ml.
= Entre 1 y 6 afos, 1 ml/ ano divididos en 2 frascos.
* Jovenes, 10 ml. divididos en 2 frascos.
*  Adultos, 20-30 ml. divididos en 2 ¢ 3 frascos.
Medios de cultivo empleados.

Se utilizaran los frascos adecuados para el crecimiento de los
microorganismos sospechosos, aerobios, anaerobios etc...

Numero de hemocultivos.

Siempre se deben realizar un minimo de 2 extracciones,
preferentemente 3, con un intervalo de 15 a 30 minutos entre ellas.
Los hemocultivos con solo una extraccion tienen una rentabilidad
diagndstica pequena y son imposibles de interpretar si se aisla un
microorganismo que puede ser contaminante:

- Prematuros, neonatos y niflos muy pequenos:

19 toma........1 frasco pediatrico.
27 toma........ 1 frasco pediatrico.

- Pacientes con sospecha de Bacteriemia:

1? toma......... Deteccion de aerobio + Deteccion de
anaerobio.
2% toma....eeue- Detecciobn de aerobio + Deteccion de
anaerobio.
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3% toma......... Deteccidn de aerobio + Deteccidon de
anaerobio.
Las extracciones se separaran de 15 a 30 minutos.

- Pacientes con sospecha de Fungemia:

Frecuentemente, pacientes de oncohematologia y trasplantados:

1?toma ........ Deteccion aerobio + Deteccion de hongos.
27 toma ......... Deteccion aerobio + Deteccion de hongos.
3*toma ......... Deteccion aerobio + Deteccion de hongos.

Las extracciones se separaran de 15 a 30 minutos.

- Pacientes con sospecha de endocarditis
o con fiebre de origen desconocido:

Deteccién aerobio + Deteccion anaerobio.
. Deteccion aerobio + Deteccion anaerobio.
Deteccion aerobio + Deteccion anaerobio.

En estas situaciones las extracciones estaran separadas un minimo de una hora.

- Pacientes con Sida:

1? toma .......... Deteccion aerobio + Deteccidon anaerobio.
22 toma e Deteccion aerobio + Deteccion anaerobio.
3°toma .......... Deteccion aerobio + Deteccion anaerobio.

Ademas en cualquiera de las tomas puede hacerse deteccion
de hongos y/o deteccion de micobacterias dependiendo de

la sospecha clinica.
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- Pacientes con terapia antimicrobiana y hemocuitivos
negativos:

Es aconsejable suspender el tratamiento, si se puede, durante 24 — 48
horas o en su defecto realizar tres extracciones en 2 o 3 dias con
maximo volumen de sangre.

Transporte de las muestras

El transporte ha de ser inmediato o en el menor tiempo
posible.

Se debera incluir en la peticion la maxima informacion clinica,
dado que algunos microorganismos como Brucella, hongos y
algunos agentes implicados en endocarditis son de crecimiento lento
y el laboratorio debe saberlo para prolongar su incubacion.

NUNCA DEBE REFRIGERARSE ANTES DE SU ENVIO, PODRA
CONSERVARSE EN ESTUFA DEPENDIENDO DEL SISTEMA DE
HEMOCULTIVOS QUE SE DISPONGA .

Ill.- PROCEDIMIENTOS.
Tiempo de incubacion.

Los hemocultivos normales tienen un periodo de incubacion
minimo de 5 - 7 dias, se podra prolongar entre 15 y 30 dias en
funcion de la sospecha.
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V.-

Examen de los cultivos

*  Tincion de Gram y/o Naranja de Acridina de los frascos que
el sistema detecta como POSITIVOS:

Se informara al clinico si es significativa.
*  Subcultivos:

En medios adecuados de acuerdo con la sospecha clinica y
la tincion.

No se recomienda el subcultivo ciego individualizado, salvo
en especiales circunstancias.

Informacion preliminar al clinico, si es significativa.
* Identificacion de los microorganismos.

. Estudio de sensibilidad

RESULTADOS.

* Cualquier microorganismo patégeno aislado, se informara
con su antibiograma correspondiente.

* Microorganismos habituales como flora de la piel, tales
como: estafilococos coagulasa negativo, corynebacterias,
estreptococos a-hemoliticos, etc. aislados en un solo frasco de
un seriado, se informaran como probable contaminacion.

16
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* Estos mismos microorganismos en pacientes
inmunodeprimidos, portadores de catéteres, etc., y aislados en
mas de un frasco de un senado, deben valorarse o no
dependiendo del informe del clinico y si ello no fuera posible,
informar como posible contaminacion.

* En casode informacion epidemioldgicamente relevante se
comunicara al Servicio de Medicina Preventiva.
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MUESTRAS DE LiQUIDO CEFALORRAQUIDEO
I.- INTRODUCCION.

La meningitis es un proceso inflamatorio del Sistema Nervioso
Central que afecta a las leptomeninges y al liquido cefalorraquideo
[L.C.R.). Se trata de una urgencia meédica y requiere un diagnostico y
tratamiento precoz. Su morbimortalidad, en meningitis agudas
bacterianas, se relaciona directamente con el retraso en el inicio de la
terapéutica.

Los casos esporadicos de meningitis agudas bacterianas
aparecen en edades extremas de la vida, aun cuando globalmente el
75% de los casos ocurren en menores de 15 anos.

Todos los hospitales tendran que tener previsto el
procesamiento microbioldgico inmediato del L.C.R. por personal
cualificado.

Etiologia.

- NEONATOS Y MENORES DE 2 MESES: Escherichia coli,
Streptococcus agalactiae (Grupo B), Listeria
monocytogenes, Herpes simple tipo 2.

- MENORES DE 10 ANOS: Haemopbilus influenzae,
Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis, \/irus.

- ADULTOS: Neisseria meningitidis, Streplococcus
pneumoniae, Bacilos Gram [-), Listeria monocytogenes,
Virus.

- PACIENTES VIH: Cryptococcus neoformans.

18
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Il.- MUESTRAS.

Se obtendra antes de Instaurar cualquier terapia
antimicrobiana siempre que las condiciones lo permitan.

La cantidad de L.C.R. obtenido previa puncion lumbar sera
generalmente de dos tubos, el primero se enviara para el estudio
bioquimico, el segundo para el estudio microbiologico con el mayor
volumen posible. El tubo mas turbio se enviara a Microbiologia.

Observaciones.

Se debe solicitar simultaneamente hemocultivos, porque las
meningitis suelen ir acompanadas de un proceso bacteriémico.

Es necesario que el facultativo especifique claramente las
Investigaciones solicitadas (Microorganismos habituales,
micobacterias, anaerobios, hongos o virus).

Para el estudio bacteriologico rutinario es suficiente disponer
de al menos 1 ml., aunque es preferible volimenes superiores.

Transporte.

La muestra debe enviarse inmediatamente al laboratorio,
pues algunos agentes etiologicos, como §. pneumoniae pueden
lisarse rapidamente a partir de la primera hora de su recogida.

Si no fuera posible se mantendra en estufa a 35 - 37°C y una
parte se incubara en frasco de hemocultivo, que se mantendra en
identicas condiciones.
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Si no se dispone de estufa se mantendra a temperatura
ambiente. Nunca se refrigerara pues se afectara la viabilidad de N.
Meningitidis y H. influenzae.

lll.- PROCEDIMIENTOS.

- Se procedera al recuento de celulas por el facultativo
especialista.

- Centrifugar a 1.500- 3.000 g. durante 15- 20 minutos.

- En caso de liquidos muy purulentos no sera necesario
centrifugar.

- Recoger el sobrenadante con pipeta de Pasteur estéril y
conservarlo a 4°C en frigorifico.

- Sembrar el sedimento con pipeta de Pasteur en:
- Agar sangre: (35-37°C) en atmosfera de CO, .
- Agar chocolate (35-37°C) en atmosfera de CO,
- Agar Saboureaud (35-37° C] si se solicitan hongos.

- Tioglicolato o B.H.I. { 35-37°C) {72 horas).

20
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Tincién del L.C.R.: Se haran tres extensiones para tincion:
- Tincién de Gram.
- Tincion diferencial.
- Porta sin tenir (por si hubiera que repetir).

(Para realizar las extensiones es recomendable utilizar
Citocentrifuga).

Actualmente no se recomienda de forma rutinaria, las
técnicas de deteccion de antigenos bacterianos en L.C.R. como
procedimiento diagnaostico.

Estudios especiales.

=  Para hongos y micobacterias se necesitan al menos 2 ml.
adicionales por cada uno de los estudios, siendo
deseable mas de 5 ml.

- Para el estudio de virus se necesitan al menos 1-2 mil.

= En L.C.R. no se estudiara rutinariamente anaerobios. Si
se solicita, se utilizara un medio de transporte para
estudio de anaerobios, medio liquido o frasco de
hemocultivo de anaerobios.

= Si se solicita estudio de virus, la muestra se conservara en
frigorifico; si el procesamiento se va a retrasar se
conservara a (-70°C).
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= Si se solicita cultivo convencional mas micobacterias y el
volumen de la muestra es menor a 1 ml. se tendra en
cuenta la citologia, para priorizar el tipo de cultivo y se
consultara con el facultativo responsable de la peticion.

= S el volumen es mayor de 2 ml. se repartira una
alicuota para cuiltivo de micobacterias y otra para cultivo
convencional.

= Si se solicitan pruebas serolégicas se pasara el
sobrenadante a serologia.

* Toda informacién relevante se informara al servicio de
medicina preventiva.

IV.- RESULTADOS.

Toda informacion de relevancia clinica obtenida tanto en
tincion como cultivo, se comunicara al clinico de la forma mas rapida
posible, dejando constancia escrita.

Examen microscopico.

Se informara: recuento celular, recuento diferencial y
microorganismo observado.

Cultivo.

Se informara microorganismo observado, su sensibilidad y
serotipado si procede.

22
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Se efectuard inexcusablemente estudio de CM.l. a B
lactamicos en meningococos y neumococos y produccion de B-
lactamasas en Hemophbilus.

Observaciones.

* S el cultivo es positivo para meningococos se hara estudio de
serotipo.

*  Siel cultivo es positivo para Hemophbilus se hara serotipo.

* Informar al Servicio de Medicina Preventiva de los cultivos
positivos y especificar el microorganismo aislado y si fuera
posible serotipo.
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UROCULTIVO

.- INTRODUCCION.

El urocultivo es el cultivo de orina para diagnosticar infeccion
sintomatica del tracto urinario o infeccidon asintomatica (bacteriuria
asintomatica) en pacientes con riesgo de infeccion.

Esta basada en la presencia de un numero significativo de
bacterias (generalmente =100.000 bacterias ml.}.

La piuria, junto con la bacteriuria, es un dato muy importante
para el diagnéstico de infeccidn del tracto urinario, ya que
practicamente esta presente en todas las infecciones urinarias. Una
excepcion es la bacteriuria asintomatica en la que la piuria puede
estar ausente.

Agentes etiolégicos a investigar rutinariamente:

- Escherichia coli.
Klebsiella spp.

- Enterobacter spp.

- Serratia spp.

- Enterococcus spp.
- Proteus spp.

- Pseudomonas spp.
- Acinetobacter spp.
- Cdndida spp.

- Staphylococus spp.
- Streptococcus grupo B (imprescindible en embarazadas).
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Il.- MUESTRAS.

La correcta recogida y conservacion de la orina para
urocultivos es fundamental para que puedan obtenerse resultados
fiables.

=  Mujeres: Obtencion de la orina después de separar los
labios vaginales de manera que la orina no toque los
genitales externos.

= Hombres: Retraccion del prepucio de manera que la
orina salga directamente.

En caso de que no exista posibilidad de recibir las muestras de
orina en el laboratorio con menos de dos horas desde el momento de
la recogida y que no se puedan refrigerar las muestras, se podra optar
entre uno de los siguientes procedimientos:

a) Enviar la muestra con un conservante.

b) Enviar la muestra ya sembrada por el sistema de
laminocultivo o similar.

En este Ultimo caso seria recomendable que el personal del
centro de salud en el momento de la siembra introdujese una tira
para deteccion de leucocitos/nitritos en la orina y anotase los datos
correspondientes a los leucocitos en el vale de solicitud del cultivo.

26
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NO SE CULTIVARAN NUNCA por no ser muestras adecuadas:
*  Catéteres de Foley.
*  Orina de miccion o de catéter para anaerobios.

* Orinas de mas de 2 horas de su recogida sin
conservacion adecuada.

lll.- PROCEDIMIENTOS.

Examen microscépico (recomendado).

El procedimiento elegido debe permitir:

* Recuento de leucocitos al menos semicuantitativo

* Deteccion de células epiteliales (CE): su presencia indica muy
probablemente contaminacion de la muestra por contacto con
genitales externos. Ante un resultado (urocultivo) positivo si se
observa presencia de células epiteliales debe pedirse nueva
muestra para confirmar.

Método de despistaje automatizado.

Los meétodos automatizados de despistaje de infecciones
urinarias tiene un excelente valor predictivo negativo por lo que si el
numero de muestras es elevado podra ser un método alternativo a los
metodos convencionales.

27
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Cultivo.

Debe permitir el aislamiento y el recuento cuantitativo desde
1.000 6 10.000 unidades formadoras de colonias (ufc)/ml.) de los
uropatégenos mas comunes:

Se sembrarad cuantitativamente, generalmente con asa
calibrada de 1 6 10 pl. en uno de los siguientes medios en placa:

- Cled.

- Agar cromogeénico de orina.

- Agar sangre + agar MacConkey (Levine).

Incubar a 35-37° C en aerobiosis durante 24-48 horas.
Estudios Especiales.

1. En embarazadas adicionar (sembrando con escobillén) medio de
Granada o Agar sangre nalidixico. El primero se incubara en
anaerobiosis (0 bajo un cubre] y el segundo en 5-7% CO,. La
presencia de estreptococo grupo B se informara en cualquier
cantidad.

2. Orinas obtenidas por técnica invasiva (punciéon suprapubica o
por citoscopia): Sembrar siempre con asa calibrada o con pipeta esteril
al menos 10 pl. Incluyendo una placa de agar sangre. Reincubar
hasta 48 horas y tomar como significativo cualquier crecimiento a
partir de 100 ufc/ml. La orina de puncion suprapubica es la muestra
adecuada para investigacion de Anaerobios o de mycoplasmas
genitales. Si se considera procedente o se solicita por el clinico en una

28
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muestra adecuada estas muestras se trabajaran para deteccion de
estos microorganismos y se informara el resultado.

3. En orinas obtenidas y conservadas con garantia de que se ha
evitado la contaminacion y en enfermos sintomaticos en los que los
urocultivos previos no hayan ofrecido un namero significativo de
colonias se podrian estudiar microorganismos mas exigentes y
recuentos mas bajos. Por ejemplo sembrando mas cantidad de
muestras (0,1 ml.) en agar sangre e incubando las placas 48 0 72
horas.

4. Solicitud por el clinico de investigacion de otros
microorganismos. Si la muestra es correcta y la peticion esta motivada
se debe efectuar el procedimiento de trabajo adecuado a la solicitud.

5. Solcitud de cultivo de Micobacterias (por las caracteristicas de las
técnicas no se recogen en este protocolo).

IV.- RESULTADOS.

= Menos de 1.000 6 10.000 ufcs., se informara: "menos de
1.000 6 10.000 ufcs.”.

= De 10.000 a 100.000 ufcs.:

- Un microorganismo patogeno sin células epiteliales:
Informar microorganismo aislado, numero de colonias,
antibiograma y valorar clinicamente.

29
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- Dos microorganismos patdogenos: Informar
microorganismos aislados, nimero de colonias y solicitar
nueva muestra.

- Mas de dos microorganismos patogenos: Informar
“cultivo mixto, probable contaminacién”.

= 100.000 6 mas ufcs.:

- Uno o dos microorganismos patogenos: Informar
identificacion mas antibiograma.

- Mas de dos especies: Informar “cultivo mixto, probable
contaminacion”.
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COPROCULTIVO

.- INTRODUCCION.

La diarrea puede definirse como el proceso que va
acompanado de eliminacion frecuente de heces, disminucion de su
consistencia o ambas cosas. Ante la sospecha de un cuadro de
infeccién gastrointestinal debe hacerse una detallada historia clinica y
un correcto estudio microbiologico.

II.- MUESTRAS.

La muestra de eleccién para cultivo de agentes bacterianos
productores de gastroenteritis es una porcion de heces diarreicas,
nunca keces formes. A partir del cuarto dia de hospitalizacion no
debe realizarse coprocultivo para determinacién de gérmenes
enteropatdbgenos habituales salvo en situaciones especiales. Las
muestras de heces se procesaran para cultivo dentro de las 4-6 horas
siguientes a su emision. Si esto no es posible, es conveniente su
conservacion en un medio de transporte adecuado manteniéndose en
refrigerador hasta su siembra.

Si se remite muestra para estudio de toxina Clostridium
difficile es mejor congelarla a [-20° C) hasta que se realice |a prueba.

Los escobillones rectales son aceptables solo para cultivos de
muestras de nifio con diarrea aguda. Los escobillones deben mostrar
heces.

No se recomienda el cultivo sistematico de meconio o heces
de recién nacido para diagnostico de infeccion neonatal.
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Son muestras inaceptables:
- Los escobillones anales.
- Muestras no conservadas de mas de 4-6 horas.

= Muestras preservadas cuyo indicador esta virado
indicando fallo del sistema buffer.

i Muestras multiples en el mismo dia.
lll.- PROCEDIMIENTOS.
1. Examen directo.

El examen microscopico directo de las heces persigue la
observaciébn de polimorfonucleares, que sugiere infeccion por un
patdégeno invasivo.

1.1. Examen en fresco y/o tincién con Azul de metileno de
Loeffler.

1.2. Tincién de Gram: permite observar polimorfonucleares y
flora predominante.

2. Inoculacion.
2.1. Examen rutinario.

El coprocultivo se realiza mediante la preparacion de una
emulsion de 1-2 g. de heces en solucion salina fisiologica, a
partir de la cual se inoculan los medios de cultivo.
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2.1.1. Placa de agar sangre, en caso de
disbacteriosis se informara el tipo de
microorganismo. No es recomendable la realizacion
del antibiograma.

2.1.2. Medios entéricos:
2.1.2.1. Diferenciales:

Usar uno de estos medios para diferenciar los
bacilos entéricos fermentadores de la lactosa
(L+) de los no fermentadores (L-), al tiempo que
se inhibe el crecimiento de flora Gram positiva
aerobia.

a) MacConkey.
b) Eosina Azul de Metileno, Levine.
c) Endo.

2.1.2.2. Moderadamente selectivos:

Usar al menos uno de estos medios para inhibir
el crecimiento de la mayoria de las
Enterobacteriaceae mientras se permite el
crecimiento de Salmonella spp. y Shigella
spp.

a) Hektoen.
b) XLD (Xilosa-Lisina-Desoxicolato).
c) SS.

d) Medios cromogénicos.
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2.1.2.3 Medio liquido:

Utilizar el medio Selenito F para inhibir el
crecimiento de la flora normal durante las
horas iniciales de incubacion. Se resiembran en
medio sélido a partir de las 6 horas.

Este medio liquido es fundamental para el
estudio de portadores asintomaticos.

2.1.3 Medios para Campylobacter.

Seleccionar uno de los siguientes medios selectivos e
incubarlo 48-72 h. a 42°C en ambiente
microaerofilo. No se recomienda enriquecimiento.

a) Medio de Skirrow.
b) Campy-BAP [Medio de Blaser|.
c) Medio de Butzler.
d) Medio de Preston.

2.1.4. Yersinia spp.

a) MacConkey.
b) Placa de CIN (Cefsulodina-Irgasan-Novobiocinal.

2.1.5. Deteccion de adenovirus y rotavirus.

En menores de dos anos con heces liquidas se
procedera a la deteccion de rotavirus y
adenovirus entéricos con metodos adecuados,
especialmente recomendable en los meses
invernales.
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2.2. Cultivos especiales.
2.2.1 Vibrio spp.

a) Medio de enriquecimiento: Agua de Peptona
alcalina a partir de 6 horas, subcultivar en TCBS.

b) Medio selectivo: TCBS.
2.2.2. Salmonella L+.

a) Verde brillante.

b) Sulfito de Bismuto.

2.2.3 Clostridium difficile.

Considerar siempre en enfermos con diarrea y mas
de cuatro dias de hospitalizacion sobre todo si han
sido sometidos a tratamiento antibiotico.

Medio selectivo: CCFA (Cicloserina- Cefoxitina-
Fructosa- Yema de huevo). Incubar 48-72 h en
anaerobiosis.

Deteccion de las toxinas por un método adecuado.

2.2.4 Bacillus cereus, Clostridium perfringens
y Staphylococcus aureus.

Se investigaran so6lo en laboratorios que realicen
analisis de alimentos y/o estudios de manipuladores
de alimentos.
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2.2.5 Escherichia coli.

Los procedimientos de aislamiento en heces de
E.coli, habitualmente quedan fuera de la practica
rutinaria de la mayoria de los laboratorios.

Constituye un excepcion la Escherichia coli
0157H7 por las posibles complicaciones (Sindrome
hemolitico urémico), por lo que para esta cepa, por
su gravedad, podria estar indicada la utilizacion de
medios especiales para su deteccion o la
investigacion de toxinas fundamentalmente en
heces hemorragicas.

2.2.6 Aeromonas mesdfilas.

Entre los medios utilizados para su deteccion: ASA
(Ampicilina 10 ng/ml) y el medio CIN parecen haber
demostrado un mayor rendimiento. En el caso del
medio CIN es preferible el CIN-Il {con s6lo 4 pg/ml
de cefsulodina). La temperatura de incubacion debe
ser de 25-30°C.

a) ASA.
b CIN.
¢) CIN-II.
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IV.- RESULTADOS.
A. Cultivos negativos de enteropatogenos.

Se informara: "Ausencia de crecimiento de Salmonella,
Shigella...” mencionando todos los microorganismos incluidos en el
estudio realizado.

B. Resultados positivos.
1. Cultivos positivos:

Se informara del aislamiento del agente patdgeno y de su
sensibilidad si procede.

2. Disbacteriosis:
Se informara tipo de microorganismo predominante.
C. Deteccion de antigenos y toxinas:

Se informara del resultado.
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MUESTRAS DEL TRACTO GENITAL FEMENINO
1.- EXUDADOS VAGINALES (EXOCERVICALES).
.- INTRODUCCION.

La mucosa vaginal tiene una flora microbiana normal, cuyo
conocimiento y consideracion debe tenerse en cuenta a la hora del
estudio microbiolégico de infecciones vaginales. Se pueden considerar
tres situaciones:

- Saber cuando se altera el equilibrio de esta flora
colonizante.

- Busqueda de agentes exogenos, transmitidos
normalmente por via sexual.

- Detecciobn de portadoras de determinados
microorganismos.

La mayoria de las situaciones clinicas que pueden ser objeto
de estudios microbioldgicos para el aislamiento 6 visualizacion del
agente etiolégico son:

1. Vulvovaginitis: cuyos agentes etiologicos mas frecuentes
son Candida spp (principalmente C. albicans), Trichomonas
vaginalis y Virus herpes simple. En nifas pequenas y en
algunos casos de mujeres adultas también pueden ser
causantes de vaginitis patogenos respiratorios como
Haemophilus sp, Streptococcus pneumoniae o
Streptococcus pyogenes. Asimismo la presencia de un cultivo
puro de otros microorganismos observados en una tincion de
Gram con leucocitos puede tener significacion.
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2. Vaginosis: estado caracterizado, desde el punto de vista
microbiolégico, por la ausencia o franca disminucion de
Lactobacillus spp y abundante flora mixta compuesta por
Gardnerella vaginalis, anaerobios (Mobiluncus,
Bacteroides, Cocos anaerobios...) y Mycoplasma hominis.

Deteccion de portadoras de Streptococcus agalactiae
(SGB).

4. Infeccion gonococica: La endocervicitis gonococica
aunque cursa con leucorrea, el exudado vaginal no es la
muestra adecuada para su diagnostico siendo recomendable Ia
obtencior de un exudado endocervical.

Los tipos de estudios microbioldgicos que se realizaran:

Cultivo bacteriano.

Cultivo de levaduras.

Cultivo de tricomonas.

Despistaje de Streptococcus agalactiae.

Cultivo de virus Herpes simple (puesto que requiere toma de
muestra y medio de transporte y cultivos especiales solo se
hara por peticion expresa del clinico y su protocolo de cultivo
e identificacion se recogera en otro capitulo).

MUESTRAS.

No debe usarse antiséptico previo a la toma de la muestra. Si

se utiliza espéculo, lubricar con agua caliente. Es recomendable tomar
dos escobillones. Se introduce un escobilldn estéril en la vagina y se
recoge la muestra de la zona de mayor exudado, y en su defecto, del
fondo del saco vaginal posterior. Se introduce el escobillon en medio
de transporte.
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El envio de la muestra al laboratorio debe ser inmediato
siempre que sea posible. Cuando no pueda procesarse en el
momento se mantendra en frigorifico o a temperatura ambiente.
Nunca refrigerar si existe sospecha de infeccion gonocécica.
Tiempo maximo de procesamiento con medio de transporte: 24
horas.

Se rechazaran aquellas muestras recibidas a partir del dia
siguiente de su toma, los escobillones secos sin medio de transporte y
las muestras sin orientacion diagnostica.

Iil.- PROCEDIMIENTOS.

Uno de los escobillones se empleara para el examen
microscopico y el otro para el cultivo.

- Examen microscopico: es el unico método aceptado para el
diagnostico microbiolégico de la vaginosis bacteriana. Se hara
una extension del escobillon en portaobjetos y tincion de Gram.

- Cultivo: Pueden establecerse distintas combinaciones de medios
en funcion de la orientacion diagnostica:

- Agar sangre en atmosfera de CO,
- Agar Chocolate en atmosfera de CO,
- MacConkey.

- Agar Granada (1/4 de placa) en anaerobiosis 6 con
cubreobjetos sobre la siembra en aerobiosis 6 Agar
sangre nalidixico en atmosfera de CO,.
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- Thayer Martin 6 New York City en atmosfera de CO,

Medio para Gardnerella en atmosfera de CO,

- Sabouraud con antibiético u otro medio para Candida.

Caldo para cultivo de Tricbomonas vaginalis.
- Examen de la muestra:

Examen microscopico: En el exudado vaginal normal se observara
flora regional con predominio de morfotipo Lactobacillus sp. 'y
celulas epiteliales.

Evaluar:
- La presencia de leucocitos.
- La presencia de levaduras o pseudohifas.
- La presencia Unica o abundante de cualquier otro microorganismo.
- El exudado caracteristico de la VAGINOSIS BACTERIANA:

a) Presencia de Células “clue” (células epiteliales recubiertas
de bacilos o cocobacilos Gram variables).

b} Ausencia o escasos Leucocitos.

c) Flora mixta alterada (Ver Criterios de Nugent en tabla 1).
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Tabla 1: Interpretacion de VAGINOSIS BACTERIANA mediante
tincion de Gram

CRITERIOS DE NUGENT

Lactoba- Puntua-
cillus cion

ey | Pume BGNC" | Pumacin Interpretacion

Cuantiticacion:
4(+)
=>30org/campo'”
4+ 0 4+ 4 34 (4] 2 30+ = 630
org/campo
2[+)=15
org/campo
1 [+)=<1
org/campo
0 = ningun
3 [+) 1 3 (4] 3 12 (+) 1 org/campa
Interpretacion
Puntuacion
DeDa3
No vaginosis
bacteriana
De4 a6 flora
10+ 3 1 {+) 1 vaginal alterada
De7a10
VAGINOSIS
BACTERIANA

2 (+) 2 2 [+) 2 0 0

0 4 0 0

(1). Cocobacilos Gram-variables (morfotipo garderella/Bacteroides).
(2). Bacilos Gram negativos curvados (morfotipo Mobiluncus)
(3): Campo de maximo aumento (inmersion).

1. Examen en medios de cultivo: Examinar todos los medios a
las 18-24 horas. Si no crecimiento de patdgenos, incubar hasta
las 48 horas, a excepcion del MacConkey que se descarta a las 18
h. El Thayer Martin 6 New York City y el caldo de Tricomonas se
incubaran, si son negativos, hasta 72 horas.
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1. Agar sangre: Presencia de cualquier microorganismo en
gran cantidad, con especial atencion a Streptococcus
Pyogenes O S.pneumoniae.

2. Agar Chocolate: Presencia de cualquier microorganismo
en gran cantidad, con especial atencion a Haemopbhilus

sp.

3. MacConkey: Presencia de enterobacterias en gran
cantidad.

4. Granada: Presencia colonias con pigmentacién naranja
correspondientes a Streptococcus. agalactiae (SGB) y
Agar Sangre Nalidixico: con especial interés en colonias
p-hemoliticas de Streptococcus. agalactiae.

5. Thayer Martin & New York City: Presencia de colonias
grises brillantes de distinto tamano, oxidasa positiva,
compatibles con gonococo.

6. Medio Gardnerella: Presencia de colonias p hemoliticas
puntiformes en gran cantidad: posiblemente
Gardnerella vaginalis.

7. Sabouraud: Presencia de levaduras.

8. Caldo para Trichomonas vaginalis: Una gota del caldo
de cultivo se monta entre porta y cubreobjetos y se
observa al microscopio para detectar tricomonas (con
objetivos de 10X y 40X).
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IV.- RESULTADOS

Si la tincion de Gram es indicativa de Vaginosis bacteriana se
reflejara en el informe: “Tincion de Gram compatible con
vaginosis bacteriana”.

* Silatincién de Gram es indicativa de “flora alterada” (sin llegar a
vaginosis) se informara : “Flora vaginal alterada. Repetir”.

* Si solo hay crecimiento de flora tipica vaginal [morfotipo
Lactobacillus), se informara como: “Flora habitual”.

* Si hay crecimiento de algin o algunos de los gérmenes
considerados patdgenos: “Crecimiento escaso, moderado o
abundante de ...".

. En los casos necesarios, se indicara: “valorar clinicamente”.

* No se recomienda realizar de manera rutinaria estudios de
sensibilidad a la mayoria de los microorganismos aislados en
muestras vaginales.
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2.- EXUDADOS VAGINO-RECTALES PARA DESPISTAJE DE
PORTADORAS DE STREPTOCOCCUS AGALACTIAE

.- INTRODUCCION

El objetivo es detectar embarazadas portadoras recto-
vaginales de Streptococcus agalactiae (SGB) para profilaxis de
infeccion neonatal.

Il.- MUESTRAS.

Muestras vagino-rectales: Se toman en gestantes entre
las 35 y 37 semanas de gestacion. Primero se introduce el escobillon
en la vagina, se rota por la pared vaginal unos segundos y a
continuacion, ese mismo escobillon se introduce en el recto,
procediendo de igual forma que en la vagina.

El envio de la muestra al laboratorio debe hacerse lo mas
rapidamente posible.

lll.- PROCEDIMIENTOS.
Hay tres métodos:

Método A: Introducir directamente el escobillén en tubo de
medio de Granada e incubar a 37°C.

Método B: Sembrar directamente el escobillon en placa de
medio de Granada e incubar en anaerobiosis a 37°C & poner sobre la
siembra un cubre e incubar en aerobiosis a 37°C.
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Meétodo C: Introducir el escobilldbn para enriquecimiento en
BHI caldo selectivo con antibiticos y subcultivar a las 18-24 horas de
incubaciéon a Agar sangre nalidixico que sera incubado en atmosfera
de CO, a 37°C 6 a placa de Granada con las mismas condiciones de
incubacion que las contempladas en el método B.

Examen de la muestra:

Método A y B: Se examinan los tubos 6 las placas a las 18
h. y se observa la formacion de pigmento naranja en el medio de
cultivo indicativo de presencia de SGB. Los tubos o placas negativos
se reincuban hasta las 48 horas.

Meétodo C: Se examinan las placas de Granada para
presencia de colonias naranjas 6 las de agar sangre nalidixico para
presencia de colonias f-hemoliticas catalasa negativa y se procede a
identificacion de SGB por métodos establecidos.

IV RESULTADOS.
Se informara como:

“No se aisla Streptococcus agalactiae” o "Se aisla
Streptococcus agalactiae”.
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MUESTRAS CUTANEAS Y DE PARTES BLANDAS
1.- CATETERES
I. INTRODUCCION.

El estudio bacteriologico de los catéteres, nos va a permitir
en ocasiones conocer el agente causal de una bacteriemia relacionada
con el catéter y por otra parte, prevenir que aparezca dicha
bacteriemia. Para valorar su importancia, podemos decir que de una u

otra forma el 82% de las bacteriemias nosocomiales se relacionan con
la presencia de catéteres.

- Vias de infeccion:

a) Piel y catéter. En los catéteres periféricos y de corta
duracion.

b) Endoluminal. En las vias centrales tunelizadas.
Etiologia.

Los microorganismos mas frecuentes causantes de la
colonizacion e infeccion del catéter son: S. epidermidis, S. aureus,
Candida spp, Enterobacterias y Acinetobacter spp.

Il. MUESTRAS.

a) Cateter: Una vez extraido el catéter, cortar 3 o 4 cm de la
porcion distal en condiciones asépticas. Depositar en recipiente
estéril sin conservante y transportar de inmediato. Si ello no fuera
posible conservar a 4°C.
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b) Método conservador: Se obtendran las muestras mediante
escobillon en la puerta de entrada o insercion del catéter e
interior de las conexiones.

HI. PROCEDIMIENTOS.
a) Catéter:

1. Semicuantitativo. (Técnica de Maki). Se realiza mediante rodamiento
en placa de Agar sangre. Punto de corte en 15 ufcs. Sus principales
limitaciones son que no detecta contaminacion intraluminal, riesgos
de contaminacion y dificultad de realizacion en catéteres curvos.

2. Cuantitativos. (Técnicas de Cleri, Brun-Buisson, Linares). Detecta
contaminacion extra e intraluminal. Punto de corte 10° ufcs. Su
principal limitacion su laboriosidad.

b) Método conservador.

Permite el diagnostico de las bacteriemias asociadas a catéter y su
etiologia sin necesidad de retirar el mismo.

1. Puerta de entrada o insercion del catéter:
- Tincion de Gram

- Cultivo cualitativo en Agar sangre.
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2. Interior de las conexiones:
- Cultivo cualitativo en Agar sangre.

El conjunto de ambos estudios posee un elevado valor predictivo
negativo.

IV.- RESULTADOS.

Se informaran los resultados cualitativos y las ufcs. si procede,
asi como la identificacion y el antibiograma correspondiente.

2.- LIQUIDOS ESTERILES.
1. INTRODUCCION.

El fundamento de esta seccion es la blusqueda de los
microorganismos patdgenos u oportunistas que pueden estar
presentes en los liquidos o fluidos organicos. En este grupo incluimos
liquidos producidos, ya sea de forma espontanea o bien provocada a
nivel de serosas, en las que habitualmente no existen
microorganismos y son presumiblemente estériles. Su buen manejo
presenta un triple interés por:

1. La trascendencia de esta patologia por su elevada
morbilidad y mortalidad.

2. Dificultad en diferenciar patdégenos y oportunistas como
consecuencia de cuidados terapeéuticos instaurados o protesis
aplicadas previamente.
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3, Posibilidad de contaminacion exdgena, sea en la obtencion o
en su manipulacion, siendo por ello muy importante
extremar las medidas de asepsia de recogida y
procesamiento.

Etiologia.
Liquido peritoneal:
A. Peritonitis primaria. En cirroticos y ascitis de otra naturaleza.

E. coli, Klebsiella pneumoniae, S. pneumoniae,
Enterococcus spp y S. aureus. Escasa participacion de
anaerobios (Bacteroides spp. 6%).

B. Peritonitis secundaria. Pérdida de integridad de la barrera
(perforacion, cirugia etc.). Los agentes aislados, dependen del
nivel en que se produce la lesion. Suelen ser polimicrobianas.

Aerobios: E. coli y Enterococcus spp. COMO mas
frecuentes.

Anaerobios: Bacteroides spp, Prevotella spp,
Clostridium spp y Peptostrptococcus spp.

C. Dialisis peritoneal continua ambulatoria (DPCA|. A diferencia
de las anteriores son casl siempre de origen exoégeno, aunque
en ocasiones las soluciones de intercambio pueden provocar
aumento de permeabilidad de asa.
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Gram positivos: S. epidermidis, S. aureus,
Streptococcus spp suponen un 60-70%.

Gram negativos: E. coli, Klebsiella spp, Proteus spp y
Pseudomonas spp son responsables en el 15%.

Hongos (Candida spp, Fusarium spp) y Micobacterias
excepcionales.

Liquido articular o sinovial:

-Artritis  primaria: S. aureus, N. gonorrhboeae Y
Haemophilus influenzae.

- Post-quirurgica: 8. epidermidis.
Liquido pericardico:

Stapbylococcus spp, Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus spp Y virus.

Liquido pleural:
Se buscaran patdgenos respiratorios.
Il. MUESTRAS.

Tipo de muestras:

- Liquido ascitico o peritoneal. DPCA.
- Liquido articular o sinovial.

- Liquido pericardico.

- Liquido pleural.
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Recogida de muestras:

Tras la obtencion en condiciones asépticas por personal
especializado y en cantidad suficiente, se depositara el liquido
obtenido en frasco estéril, a ser posible con tapon de rosca, fondo
conico y se remitira de forma inmediata al laboratorio.

Una alternativa es la inoculacion directa del liquido biologico
en frasco aerobio y anaerobio de hemocultivos.

Ill. PROCEDIMIENTOS.

Centrifugacion durante 20 minutos a 3.000-3.500 r.p.m.
siempre que sea posible.

1. Liquido ascitico/peritoneal.

a. Tincién de Gram.

b. Siembra en agar sangre, MacConkey y placa de anaerobios.
c. Frasco de hemocultivo aerobio y anaerobio, (si el volumen lo
permite).

Nota: Usar sedimento para tincidon de Gram y placas.

2. Liquido articular y pericardico:

Tincion de Gram.

Siembra en agar sangre y MacConkey.

Frascos de hemocultivo aerobio y anaerobio.

En caso de sospecha de infeccibn gonococica o brucelar
sembrar en medios de incubacion adecuados.

angy
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3. Liquido pleural:

a. Tinciobn de Gram.

b. Siembra en agar sangre, MacConkey y agar chocolate en
CO,.

c. Frascos de hemocultivo aerobio y anaerobio.

d. Tinciones y cultivos especiales en funcion de la sospecha
diagnaostica.

Valoracion de los cultivos:

Placas: Examinar a las 24, 48 y 72 horas de incubacion.
Caldos: Examinar diariamente hasta completar una semana
de incubacion.

IV. RESULTADOS.

a. Presencia de uno o dos microorganismos: Informar
identificacion y sensibilidades de cada uno.

b. Presencia de tres o mdas microorganismos: Informar
microorganismos aislados.
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3.-

PIEL/PARTES BELANDAS Y ABSCESOS.

INTRODUCCION.,

El fundamento de esta seccion es la busqueda de los

microorganismos patdégenos u oportunistas causantes de infecciones
de piel, partes blandas y abscesos.

La pérdida de continuidad de la piel, por cirugia o heridas de

indole diversa, determina que la flora de la piel y mucosas pueda
infectar tejidos normalmente estériles. La correcta valoracion e
interpretacion de los resultados obtenidos en estos cultivos se hara
teniendo en cuenta los datos aportados por la tincion de Gram, asi
como la informacion clinica disponible.

Etiologia.

A

Abscesos: Varian en funcion de la localizacion de los mismos. Asi
en colecciones de origen abdominal (hepatico, pancreatico,
esplénico, biliar), suelen ser polimicrobianos con presencia de
flora aerobia y/o anaerobia.

En abscesos cerebrales, se puede encontrar flora del tracto
orofaringeo, polimicrobiana y con participacion anaerobia. En
caso de empiema subdural, Streptococcus spp.,
Staphylococcus spp. y tras cirugia Propionibacterium spp.
Procesar segun protocolo de anaerobios.

Heridas: Los microorganismos mas frecuentes son
Staphbylococcus spp., Enterobacterias y microorganismos
nosocomiales.
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Mediastinitis: Las secundarias a cirugia cardiovascular, suelen
tener como agentes causales a cocos Gram positivos, bacilos
Gram negativos o levaduras. Las secundarias a cirugia de cabeza-
cuello, suelen ser polimicrobianas aerobias y/o anaerobias.

Piel- tejidos blandos: Los microorganismos mas frecuentes son:
Streptococcus grupos A, G, G en celulitis, impétigo y miositis.

Staphbylococcus spp. en impétigo, celulitis y gangrena
sinergistica.

Muestras oseas: Habitualmente tras cirugia ortopédica
Stapbylococcus spp. y Enterobacterias

MUESTRAS.

Material obtenido en el acto quirurgico: Las muestras tisulares,
pus y exudado asi obtenidos son las muestras idoneas ya que
evitan la contaminacion de la flora habitual y permiten aislar
exclusivamente agentes causales. Se debe recoger suficiente
volumen mediante aspiracion con aguja y jeringa y procesar
segun protocolo de anaerobios.

Aspiracion con aguja y jeringa, previa desinfeccion con alcohol y
povidona yodada y procesar segln protocolo de anaerobios.

Escobillon: Método poco deseable al recoger menor volumen de
muestra, ser poco representativo y tener mayor riesgo de
contaminacion. Si se utiliza este método, enviar dos escobillones.
Requiere como en la aspiracion una cuidadosa limpleza y
desinfeccion de la zona antes de la toma de la muestra.
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Transporte.

A. Biopsias. Transportar inmediatamente al laboratorio en recipiente
estéril. Con ello evitaremos desecacion del tejido y mantendremos
viabilidad especialmente de anaerobios.

B. Material de aspiracion. Utilizar vial de transporte anaerobio
expulsando previamente el aire de la jeringa. Es admisible el
envio de la jeringa respetando las normas de seguridad.
Transporte al laboratorio antes de 2 horas.

C. Escobillones. En medio de Stuart o Amies y remitir al laboratorio
antes de 2 horas.

La valoracion de estas muestras estaria directamente relacionada con
la tincion de Gram.

1. PROCEDIMIENTOS.
A. TEJIDOS
1. Cultivo cualitativo.

a) Realizar impronta directa con una pequena porcion del
tejido para tincion de Gram.

b) Homogeneizar en thioglicolato u otro caldo nutritivo y a
partir del homogeneizado, inocular los medios sélidos y
liquidos y realizar tincion de Gram.

c) Conservar tejido u homogeneizado refrigerado o
congelado para otras posibles o futuras determinaciones.
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2. Cultivo cuantitativo. (Recomendable)

a) Pesar una porcidon de la muestra o la muestra entera si fuese
pequena, anotando en el reverso del volante el valor de la
pesada.

b) Depositar la muestra en un homogeneizador de vidrio con
1 ml. de agua estéril o suero salino.

¢)] Tras homogeneizar, realizar las diluciones adecuadas y
sembrar cada una de ellas con asa calibrada en agar sangre.

B. MATERIAL DE ASPIRACION:

Tras agitar enérgicamente, inocular directamente medios sélidos
y liquidos, asi como realizar extension para tincion de Gram.

Si hubiere volumen suficiente, puede centrifugarse, realizando
todos los procedimientos a partir del sedimento.

C. ESCOBILLONES.

Sembrar y/o introducir en 0.5-1 ml de thioglicolato u otro caldo
nutritivo y agitar.

Presionar contra la pared del tubo, escurrir y eliminar.

A partir de la suspension inocular medios y realizar tincion de
Gram.

El tubo con thioglicolato o caldo nutritivo se dejara a
temperatura ambiente, como muestra residual.

59



PrOTOCOLOS MICROBIOLOGIA CUNICA

Medios de cultivo.
a) Agar Sangre.
b) Agar MacConkey.
c) Placa para anaerobios.
d) Caldo Thioglicolato (en tejidos y material por aspiracion).

e) Medios especiales para bacterias exigentes si fueran
necesario.

IV.- RESULTADOS.
1. Tincion de Gram:

Valorar presencia de leucocitos, células epiteliales, bacterias y
hongos. Un exceso de células epiteliales, indica alta
probabilidad de contaminacion de superficie, restando
importancia a los aislamientos obtenidos. En caso de
visualizacion de Clostridium spp, cocos Gram positivos en
liquido articular, flora mixta o imagenes sugestivas de
anaerobios en un absceso, se emitira un informe preliminar.

2. Cultivos:
Placas: Examinar a las 24, 48 y 72 horas de incubacion.

Caldos: Examinar diariamente hasta completar una semana
de incubacion.
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En funcion de la muestra se podran mantener las placas y caldos
durante una semana o el tiempo de incubacion necesario.

En el caso de biopsias de escaras en quemados la valoracion es
cuantitativa, considerando como positivos cultivos con recuentos
iguales o superiores a 10° ufcs. (punto de corte). En el resto de las
muestras la valoracion es cualtativa, presentando dificultades
especialmente en zonas colonizadas con una flora saprofita sobre las
que se realiza toma de muestra con escobillén. En éstos casos, una
adecuada informacién clinica (cuerpo extrafio, etc.] y caracter del
cultivo (aislamiento Unico] pueden resultar decisivas en la
interpretacion del cultivo.

Se emitiran informes preliminares pertinentes siempre que se
consideren oportuno para el manejo clinico del paciente.

Informe definitivo: Se indicara la purulencia de la muestra,
microorganismos aislados y prueba de sensibilidad, si procede.
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MUESTRAS DEL TRACTO RESPIRATORIO SUPERIOR

Las infecciones del Tracto Respiratorio Superior, son las mas
frecuentes en la especie humana.

El Tracto Respiratorio Superior, esta constituido por varios
espacios anatomicos que se comunican entre si. Estan recubiertos por
el mismo tipo de tejido epitelial y comparten unos mecanismos de
defensa similares, por ello, sus infecciones estan producidas,
practicamente por los mismos tipos de microorganismos.

1. MUESTRAS FARINGEAS Y AMIGDALARES:

1.- INTRODUCCION.

Mas del 70% de procesos estan ocasionados por virus:
Rinovirus, Coronavirus, Adenovirus (3, 4, 7, 14, 21}, virus
Parainfluenza, virus de la Gripe, Virus Coxsackie A y otros Enterovirus,
virus Epstein-Barr y virus Herpes Simple tipo 1.

Entre el 10-20% de las faringitis agudas en nifnos de 5-10 anos,
estan ocasionadas por Streptococcus pyogenes. Otras bacterias
patogenas son: estreptococos grupos C o G, Corynebacterium
diphbteriae, A baemolyticum, Neisseria gonorrhoeae,
Hemophbilus influenzae (epiglotitis) y Borrelia vincentii.
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Il.- MUESTRAS.

Las muestras de exudado faringo-amigdalar se obtienen con
la ayuda de un depresor lingual, tocando con la torunda todas
las partes con exudados, membranas o inflamacién. Se deben
frotar las criptas tonsilares y la faringe posterior. No se requieren
medidas especiales para su transporte y conservacion.

En la toma de muestras de la epiglotitis, debido al riesgo de
complicaciones, se hace por un especialista en las condiciones
adecuadas. Es recomendable realizar hemocultivo.

lll. PROCEDIMIENTOS.

A ) Cultivo: Normalmente se limita el aislamiento de
estreptococos fp-hemoliticos, por tanto, la muestra de
exudado faringeo se sembrara en una placa de Columbia
agar sangre incubada en anaerobiosis a 37°C o en una
placa de agar selectivo para §. pyogenes que se incubara
durante 48 horas a 37°C en atmosfera de CO,.

B) En caso de diagnostico de epiglotitis [sospecha de
infeccion por H.influenzae) se incluird una placa de agar
chocolate y cuando exista sospecha de infeccién por N.
gonorrboeae una placa selectiva (agar Martin-Lewis o
similar). Las condiciones de incubacion son las descritas
anteriormente.
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V.-

C) Deteccion de antigeno directo de S. pyogenes extraido
por métodos enzimaticos o quimicos y seguido de
coaglutinacion, EIA o aglutinacion con particulas de latex.

RESULTADOS.

Se informara como: “se aisla” nombre del microorganismo
aislado. “no se aislan” estreptococos B-hemoliticos o flora
habitual.

MUESTRAS OTICAS.

INTRODUCCION.

Los microorganismos patdégenos mas frecuentes en las Otitis
externas son: Pseudomonas aeruginosa y otros bacilos Gram
negativos oportunistas especialmente Proteus spp. y menos
frecuentemente: Staphbylococcus aureus, Aspergillus spp y
Candida spp .

Los microorganismos que pueden ocasionar inflamacion del
oido medio son: S. pneumoniae, H. influenzae y Moraxella
catharralis y menos frecuentes: S. pyogenes, S. aureus y
enterobacterias.

MUESTRAS.

En las otitis externas se tomara la muestra mediante frotis con
torunda, raspado o aspiracion del fluido en caso de abscesos. Se
obtendra la muestra del borde activo y el exudado o las
secreciones de las zonas profundas. Se tomara una muestra por
cada oido.
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En las otitis medias debe obtener la muestra un especialista
en O.R.L. Se hmpiara el canal auditivo externo con una torunda
impregnada en povidona yodada. Se puncionara el timpano a traves
de un otoscopio estéril. La muestra se enviara en un contenedor
estéril. Cuando no sea suficiente se tomard con una torunda para
cultivo.

IIl.- PROCEDIMIENTOS.

Las muestras se sembraran en una placa de Columbia agar sangre
que se incubara durante 48 horas a 37°C y en atmosfera de CO, y
una de MacConkey (u otro medio para gramnegativos), que se
incubara a 37°C en aerobiosis. Se podra incluir una placa para el
cultivo de hongos. Ademas, se incluira una placa de agar chocolate
durante 48 horas a 37°C y en atmésfera de CO, en caso de otitis
media o sinusitis.

IV.- RESULTADOS.

El resultado se informara como: “se aisla” nombre del
microorganismo aislado y estudio de sensibilidad. “Flora habitual” si
se cultiva uno o mas de los microorganismos considerados
comensales o “¢ultivo negativo”.

3. MUESTRAS DE ASPIRADOS SINUSALES.

La etiologia es similar a la de la otitis media, ademas de
anaerobios estrictos. Para su diagnostico es necesario el cultivo del
aspirado purulento tras la puncion del seno. Es conveniente utilizar un
medio de transporte para anaerobios.
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4. MUESTRAS NASALES.

La muestra se obtiene introduciendo una torunda para
cultivo, previamente humedecida, unos 2 cm. en la nariz, y girando
suavemente contra la mucosa de la superficie nasal.

El exudado nasal se sembrara en una placa de Columbia agar
sangre que se incubara a 37°C en CO, y/o en una placa de agar
manitol-salino que se incubara a 37°C en aerobiosis, durante 48
horas.

Se informara Unicamente el crecimiento de S. aureus y se
estudiara su resistencia a meticilina.

5. MUESTRAS DE LA CAVIDAD ORAL.

Esta muestra se emplea casi exclusivamente para el diagnostico de
candidiasis. Para lo cual tras enjuagar la boca, se frotan las lesiones
con una torunda para cultivo. No requiere condiciones especiales
para su transporte y conservacion.

Las muestras tomadas de la cavidad oral se realizara tinciéon o
examen en fresco y se sembraran en una placa de agar sangre que se
incubara a 37°C en CO, y/o en una placa de medio para Candida que
se incubara a 37°C en aerobiosis, tiempo de incubacion 48 horas.

Se informara como: “se aisla” Candida spp. 0 "no se aisla”
Candida spp .
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6. MUESTRAS NASOFARINGEAS.

Las muestras, tales como aspirado, lavado o torunda son utiles
para diagnostico de infecciones por virus respiratorios, especialmente
por Virus Respiratorio Sincitial.

Las muestras de nasofaringe se obtienen utilizando torundas
flexibles de alginato calcico y pasandolas a través de la nariz
suavemente, hasta llegar a la nasofaringe. Hay que mantener la
torunda cerca del septum y suelo de la fosa. Rotar la torunda y
extraerla.

Los aspirados se obtienen aspirando el moco, pasando el tubo de
teflon o un catéter conectado a una jeringa por via pernasal, de igual
forma que la torunda.

SITUACIONES ESPECIALES

- INVESTIGACION DE C.dipbhteriae: Para su aislamiento utilizar una
placa de agar sangre y otra de un medio con telurito. Ademas, se
recomienda medio de Loeffler, sobretodo, si no se utiliza medio
liquido de enriquecimiento para su transporte. No es
recomendable emitir juicios diagnosticos basados en la morfologia
tintorial.

Se recomienda, ante cualquier sospecha de aislamiento de C
difteriae contactar con el Servicio de Medicina Preventiva.
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- INVESTIGACION DE B.pertussis: Utilizar para su aislamiento
medios especificos tales como Bordet-Genjou, Jones-Kendrick,
Regan-Lowe, etc., temperatura de 35°C e incubacion en
aerobiosis.

- Portadores de N.meningitidis y N.gonorrhoeae: Utilizar medios
selectivos (Martin-Lewis, VCAT, etc.)

- Angina de Vincent: Utilizar tincion de carbolfucsina diluida.
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MUESTRAS DE TRACTO RESPIRATORIO INFERIOR

Las infecciones del tracto respiratorio inferior son una causa
importante de morbilidad y mortalidad. Se puede obtener una gran
diversidad de muestras, cada una de las cuales, estara indicada en
procesos infecciosos y circunstancias determinadas. Por otra parte, el
diagnostico microbiologico se complica por la dificultad de obtener
una muestra no contaminada con la flora del tracto respiratorio
superior. Es por tanto de la maxima importancia que el laboratorio se
asegure de que la muestra que se esta procesando sea adecuada
tanto para el proceso que se quiere diagnosticar como por su calidad
(no contaminada con flora del tracto superior).

1.- MUESTRAS OBTENIDAS POR METODOS NO INVASIVOS:
Esputos, aspirados traqueales y aspirados bronquiales
I.- INTRODUCCION.

Se investigaran rutinariamente, las bacterias productoras
habituales de neumonias: §. pneumoniae. H. influenzae, B.
catbarralis. Enterobacterias, Bacilos Gram negativos no
fermentadores, 8. aureus, se valorara la presencia en cultivo puro o
predominante.

Asimismo, se valorara la presencia de hongos filamentosos.

Se estudiara especialmente, cuando se solicite o cuando se
sospeche:

- Micobacterias (por sus técnicas diferentes no se recogen en
este protocolo).

- Nocardias ssp.
- Legionella pneumophila.
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Il.- MUESTRAS:
a. Esputos.

La toma correcta del esputo es fundamental. Es aconsejable
que el paciente se enjuague la boca previamente con solucion salina
o agua. El esputo procedera de una expectoracion profunda
preferentemente matinal por lo cual hay que instruir al paciente para
que no expectore saliva o descarga postnasal dentro del contenedor.
Si no se produce expectoracion espontanea puede inducirse el esputo
con nebulizaciones de suero salino fisioldgico estéril.

Se aconseja que las muestras de esputo sean siempre
examinadas por personal capacitado antes de enviar al laboratorio,
para comprobar que no es solo saliva.

b. Aspirado traqueal.
Se realiza a través del tubo endotraqueal o traqueotomia.
Es una muestra, en general de poca utilidad diagnostica.
c. Aspirado bronquial.

Se recogen secreciones bronquiales, pudiendo introducirse
de 3 a 5 ml. de solucion salina esteéril.

Recoger la muestra en contenedores estériles con cierre de
rosca hermético, de boca ancha.
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Si el envio se demora mas de una hora conservar en
frigorifico (2-8°C)

Se rechazaran:
- Las muestras constituidas exclusivamente por saliva.
- Identificacion incorrecta de la muestra.
- Conservacion inadecuada de la muestra.

- Contenedores mal cerrados o rotos con muestras
derramadas.

lll.- PROCEDIMIENTOS.

Todas las muestras del tracto respiratorio deberan procesarse
en cabinas de seguridad biolbgica.

Se anotara si el esputo es purulento, hemoptoico, mucoide o
contiene saliva.

Se debe procesar la parte mas purulenta o hemoptoica, o
bien homogeneizar la muestra.

Examen microscépico y evaluacion de la calidad de la
muestra:

- Tincion de Gram:

a) Para evaluar la calidad de las secreciones respiratorias indicada
por la presencia de leucocitos polimorfonucleares (PMNs) y la
presencia de contaminacion orofaringea indicada
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por las células epiteliales (CEs). Se observan de 10 a 20 campos con
el objetivo 10x y se promedia el numero de células epiteliales y PMNs
por campo.

Son muestras aceptables para estudio microbiologico:

1. Muestras con menos de 10 células epiteliales y mas de 25
PMNs por campo de 10x .

2. Muestras con una relacion de PMNs y CEs = 2:1.

3. En pacientes leucopénicos, muestras sin leucocitos y sin CEs
pero con células ciliadas respiratorias derivadas de tracto respiratorio
inferior.

b) Si la muestra es aceptable segun los criterios anteriores,
examinar con aceite de inmersion (objetivo de 100x) para
identificar el microorganismo patégeno mas probable indicado
por el microorganismo predominante. Asimismo, se anotara la
presencia de otros morfotipos bacterianos de interés.
(Concentrar el examen en las zonas con leucocitos, evitando las
Zonas con contaminacion orofaringea).

Si la muestra no es de calidad aceptable segun los criterios
anteriores {abundantes células epiteliales y ningun microorganismo
predominante), el laboratorio debe adoptar, en general, el criterio de
no cultivar e informar de la siguiente manera: “Muestra con
abundantes células epiteliales indicativas de contaminacion con flora
orofaringea. Enviar nueva muestra.”

Auramina: es recomendable realizar auramina rutinariamente a
todos los esputos.
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- Cultivo:

Puede realizarse cualitativo (observar organismo predominante)
o cuantitativo, sembrando con asa calibrada el esputo
homogeneizado (1610 pl.) (significativo igual o mayor de 10°
ufcs/ml).

Agar Sangre CO,
Agar chocolate CO,
MacConkey.

Las placas se examinaran a las 24 y 48 horas, excepto el
MacConkey, que se descartara si es negativo a las 24 horas.

Si en agar sangre y agar chocolate solo se observa flora
orofaringea descartar los cultivos.

- Agar Sangre: Valorar microorganismo predominante o con
recuento significativo, con especial interés en S.prneumoniae y
en su caso el S. aureus.

- Agar Chocolate: Valorar microorganismo predominante o con
recuento significativo con especial interés en H.influenzae y
Branhbamella catbarralis.

- Agar MacConkey: Valorar bacilos Gram negativo abundantes y
predominantes como enterobacterias o bacilos Gram negativo
no fermentadores.
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ESTUDIOS ESPECIALES
Legionella pneumophila:

En caso de sospecha, recomendamos la deteccion de antigenos en
orina.

Otras técnicas a realizar:
- Inmunoflucrescencia directa.

- El cultivo en medios enriquecidos y selectivos de
Legionella. Incubar las placas en CO, una
semana.

Nocardia sp:
Tincibn de Gram: bacilos Gram positivos ramificados y filamentosos.

Tincibn de Ziehl & Kynoun: bacilos débilmente acido- alcohol
resistentes.

Sembrar en agar sangre y BHI agar. Incubar las placas una semana
en atmosfera de CO,.

En incubaciones prolongadas se recomienda el sellado de las placas.
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Fibrosis Quistica:

Para el estudio de las secreciones respiratorias de la Fibrosis
quistica se recomienda contactar con el Servicio de Microbiblogia o
que se indique claramente en el volante de peticion.

IV.- RESULTADOS.

Si se aisla algun patdgeno en cultivo predominante o
recuento significativo: “"Crecimiento predominante de ........... o]
“Numero de ufcs/ml. de........"

Si no se aisla ninguin patégeno en cultivo predominante y si
flora orofaringea: “Desarrollo de flora habitual”

Si el cultivo es negativo después de 48 horas: "Cultivo
negativo”

2.- MUESTRAS OBTENIDAS POR METODOS INVASIVOS:
a. LAVADOS BRONCOALVEOLARES.

.- INTRODUCCION.-

- Cultivo cuantitativo en aerobiosis para aislamiento de
bacterias productoras de neumonia. Se consideran recuentos
significativos los recuentos iguales o superiores a 10* ufc/ml.

- Cultivo no cuantitativo para investigacion de Legionella
spp y hongos:
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En pacientes con factores de riesgo, se realizaran tinciones
para investigacion de ,0P carinii

- Cultivo de Micobacterias y virus (Por las caracteristicas de las
técnicas no se recogen en este protocolo).

Il.- MUESTRAS.
Se realiza mediante fibrobroncoscopio.

Se transportaran en contenedores estériles y se enviara de
inmediato al laboratorio, los anestésicos locales tienen accion
antimicrobiana y antimicobacteriana. Cuando no sea posible el envio
inmediato, conservar entre 2-8°C.

Se rechazaran:

- Las muestras mal identificadas [contactar con el clinico
peticionario).

- Muestras derramadas por remitirse en contenedores mal
cerrados o rotos.

Ill. PROCEDIMIENTOS.

Se debe homogeneizar la muestra en agitador y si fuera
necesario con perlas de vidrio estériles.

Examen directo:

Segun la sospecha diagnostica, se realizaran extensiones del
sedimento obtenido tras centrifugar para las siguientes
determinaciones:
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- Tincion de Gram: Valoracion de la muestra.

- Tincion de Giemsa: P. carinii, hongos, otros...

- Tincion para hongos (blanco de calcofiior, potasa u otras)
- Para Inmunofluorescencia de P. carinii.

- Para Inmunofiuorescencia de Legionella pneumopbila.

Sembrar cuantitativamente para que permita el recuento de
como minimo 10* ufc/ml en:

- Agar sangre CO,
- Agar chocolate CO,
- MacConkey.

Si existe sospecha de hongos o Legionela: Centrifugar la
muestra 15 minutos a 3.000 r.p.m. y sembrar el sedimento
en los medios adecuados.
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Iv.-

Se examinaran las placas incubadas en aerobiosis y CO, a las
18-24 horas. Si son negativas reincubar hasta 72 horas,
excepto el MacConkey que se descartara si resulta negativo a
las 18 horas. Las placas de hongos se reincuban hasta 21
dias y si hay sospecha de algun patégeno exigente incubar el
tiempo necesario.

RESULTADOS.
Informar siempre del examen microscopico directo de la muestra.

Si se aisla algun patégeno en recuento significativo: "Numero
ufcs/ml de....".

Si se aisla algun patdgeno en recuento inferior al significativo: "<

de numero de ufcs/ml de..... .

Si no se aisla ningun patégeno y si, flora orofaringea:
“Crecimiento de flora orofaringea”.

Si el cultivo es negativo: “Cultivo negativo en ....... dias”.

Se informara siempre la presencia de hongos, Nocardia,
Legionella en cualquier cantidad.

b. CEPILLADO BRONQUIAL POR CATETER TELESCOPADO.

INTRODUCCION.

Cultivo cuantitativo de bacterias aerobias y anaerobias

productoras de infecciones de tracto respiratorio inferior. Recuentos
significativos igual o mayor de 10° ufc/ml.
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Il.- MUESTRAS.

Cepillar la mucosa bronquial del I6bulo afectado a través de
un fibrobroncoscopio, mediante un cepillo telescopado protegido por
un doble catéter ocluido distalmente para evitar la contaminacion por
flora de las vias altas.

Depositar el cepillo sin vaina en 1 ml. de solucion salina
esteril o de lactato de Ringer. Enviar rapidamente al laboratorio. Si se
retrasa el envio conservar a temperatura ambiente.

lll.- PROCEDIMIENTOS.
Homogeneizar |a muestra en un agitador:

- Examen directo: con tincion de Gram para evaluar
leucocitos, células epiteliales y morfotipos bacterianos.

- Cultivo:

Sembrar cuantitativamente para permitir como minimo un
recuento de 10° ufc/ml

- Agar sangre CO,

- Agar chocolate CO,

- Agar MacConkey.

- Agar sangre en anaerobiosis.

- Otro medio selectivo para Anaerobios.

79



PrROTOCOLOS MICROBIOLOGIA CUNICA

Si sospecha de hongos o Legionela: Centrifugar la muestra 15
minutos a 3000 r.p.m. y del sedimento sembrar en medios
adecuados.

Examinar las placas incubadas de aerobiosis y CO, a las 18-24 horas.
Examinar las placas de anaerobiosis a las 48 horas. Si son negativas
reincubar hasta 72 horas, excepto el MacConkey que se descartara si
resulta negativo a las 18 horas. Las placas de hongos se reincuban
hasta 21 dias y si hay sospecha de algun patégeno exigente incubar
el tiempo necesario.

IV.- RESULTADOS

Informar siempre del examen microscopico directo.

Si se aisla algun patdgeno en recuento significativo: “Numero de
ufcs/mi de......."

Si se aisla algun patégeno en recuento inferior al significativo: "<
de Numero de ufcs/ml de....".

Si no se aisla ningun patbgeno y si flora orofaringea:
“Crecimiento de flora orofaringea”.

Si el cultivo es negativo: “Cultivo negativo en .... dias”.

Se informara siempre la presencia de hongos, nocardia, legionella
en cualquier cantidad.

PUNCION TRANSTRAQUEAL, PUNCION TRANSTORACICA
Y BIOPSIAS RESPIRATORIAS:
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.- INTRODUCCION.

- Cultivo de bacterias aerobias y anaerobias causantes de infeccion
de tracto respiratorio inferior.

- Cultivo de levaduras y hongos filamentosos. Tinciones para
Pneumocystis (por peticion o sospecha en pacientes
inmunodeprimidos).

- Cultivo de Micobacterias (por las caracteristicas de las técnicas no
se recogen en este protocolo).

- Cultivo de Virus (por las caracteristicas de las técnicas no se
recogen en este protocolo).

Il.- MUESTRAS.

Son muestras tomadas con técnicas muy invasivas por lo cual
han de ser enviadas en contenedores estériles rapidamente al
laboratorio. Las biopsias deben enviarse en 1 ml. de solucién salina
estéril para evitar su desecacion. La politica del laboratorio puede ser
que el clinico contacte con el laboratorio de microbiologia antes de
enviar este tipo de muestra para que el laboratorio esté alerta.

H1.- PROCEDIMIENTO.

Las biopsias seran homogeneizadas, por machacado en
mortero estéril o con bisturi estéril {técnica mas apropiada para cultivo
de hongos)
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Examen directo:

- Tincion de Gram: para evaluar leucocitos, células
epiteliales y morfotipos bacterianos.

- Tincion de &cido- alcohol resistente.

- Tincion de hongos: (Blanco de calcofltor, KOH, u otras).

- Inmunofluorescencia directa Pneumocistis.
- Inmunofiorescencia directa Legionela.
Cultivo: Sembrar:

- Agar Sangre CO,

- Agar Chocolate CO,

- Agar MacConkey.

- Agar Sangre Anaerobiosis.

- Otro medio selectivo anaerobios.

- Thioglicolato u otro caldo similar.

. Medios para hongos.

- Medio selectivo Legionella CO,
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Examinar las placas incubadas de aerobiosis y CO, a las 18-
24 horas. Examinar las placas de anaerobiosis a las 48 horas. SI son
negativas reincubar hasta 72 horas, excepto el MacConkey que se
descartara si resulta negativo a las 18 horas. Las placas de hongos se
reincuban hasta 21 dias y s1 hay sospecha de algun patdégeno
exigente incubar el tiempo necesario.

IV.- RESULTADOS.

Cualquier hallazgo significativo, se informara telefébnicamente
y por escrito tanto de los examenes directos como de los
cultvos.

S1 hay crecimiento de microorganismos: informar con su
identificacion y antibiograma.

Si no hay crecimiento de microorganismos: “Cultivo negativo
=7 J— dias”.
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