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II. R E G L A M E N T O
Objetivo: Informar a los alumnos y personal adscritas al laboratorio, la necesidad de cumplir con las disposiciones de seguridad establecidas en el área de trabajo, para proteger la salud de los usuarios y del medio ambiente.
· Acudir puntualmente a las sesiones de enseñanza práctica.

· Contestar el examen de la plataforma educativa Tzaloa en las prácticas del 1-3,5,6 y 10
· En el área de trabajo: No gritar, no correr, no jugar, no beber, no comer, no fumar…

· Portar el manual de laboratorio en cada sesión práctica
· Desinfectar el área de trabajo antes y después de cada práctica
· Respetar, colaborar y mantener el orden en el laboratorio
· Usar con responsabilidad y buen criterio: Bata, guantes, cubrebocas y sanitas
· La bata debe ser usada preferentemente de algodón, de manga larga y abotonada
· La bata debe permanecer en el laboratorio los días destinados a práctica
· La bata debe ser transportada para su lavado en una bolsa de polietileno
· El lavado de la bata debe ser por separado de la ropa común, utilizando cloro diluido
· Avisar al maestro en turno de cualquier derrame de material infeccioso
· Uso obligatorio de bata, guantes y cubrebocas en el manejo y tratamiento de RPBI
· Identificar los procedimientos de desinfección, anotando hora de inicio y término
· Encender el mechero solo el tiempo necesario y cerrar bien el gas
· El uso de bitácoras implica darles seguimiento con criterio de responsabilidad
· Participar en el lavado, secado y guardado de los materiales utilizados con “calidad”
· Lavarse las manos antes de abandonar el laboratorio o emplear sanitizante
Nombre del alumno (a): ___________________________Firma: ___________________
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Mision

Formar profesionistas con calidad humana, competitivos en las
areas de las ciencias quimico- bioldgicas, de laboratorio clinico y
farmacéuticas, capacitados para aplicar conocimientos,
habilidades, actitudes y valores con compromiso, responsabilidad
social y eficiencia, que se desenvuelvan con ética y espiritu de
servicio, logrando asi un excelente desemperfio de su ejercicio
profesional, atendiendo las demandas del sector social y
productivo a nivel nacional e internacional.

Visién

El programa educativo de Quimico Farmacobiélogo, es reconocido
nacional e internacionalmente como un programa de la mas alta
calidad académica, que atiende a la necesidad de formar
profesionistas éticos, competentes, y con amplia capacidad de
liderazgo, en las areas de las ciencias quimico-bioldgicas, de
laboratorio clinico y farmacéuticas, respondiendo activamente a la
innovacion cientifica y tecnolégica, y promoviendo el
mantenimiento de la salud y el bienestar social.

Objetivos

« Integrarse en el campo laboral de la produccién de bienes y servicios destinados a la prevencion, diagnéstico, apoyo al tratamiento y
seguimiento de enfermedades.

« Participar de manera responsable, ética, bajo normas y criterios de calidad en los procesos de elaboracién, evaluacion y uso racional de
medicamentos.

« Realizar e interpretar analisis quimico clinicos, biologicos, farmacéuticos y toxicoldgicos a través de tecnologia de vanguardia con
responsabilidad social y ambiental.

« Ejercer su profesion en un ambito global y multidisciplinario para resolver problemas del area de la salud en los sectores ptblico y privado.
Realizar estudios de posgrado en el drea de Ciencias Quimico Biolégicas y Farmacéuticas.

.
Perfil deingreso
Caracteristicas deseables en los aspirantes se pueden categorizar en:

« Conocimiento: de quimica, biologia, fisica, matematicas, asi como cultura clasica y contemporanea. Razonamiento verbal, 16gico y
analdgico, habilidades intelectuales que le permitan desarrollar procesos para la resolucion de problemas, y capacidad para observar y
analizar.

« Habilidades: Creatividad, capacidad deductiva y de observacion, destrezas manuales para manejar instrumental, equipo de laboratorio y
animales de experimentacion.

« Actitudes y Valores: Reponsabilidad, constancia, disciplina, orden en el trabajo, capacidad para tomar decisiones y liderazgo, respeto por
la vida y espiritu de servicio.

Perfil de egreso

El egresado de la licenciatura en Quimico Farmacobiolégo, es el profesionista que aplica sus conocimientos, habilidades y actitudes en la
produccion de bienes y servicios destinados a la prevencion, diagnéstico, apoyo al tratamiento y seguimiento de enfermedades, asi como
en la elaboracion, evaluacion y uso racional de medicamentos, mediante la realizacion e interpretacion de andlisis y procedimientos
quimico bioldgicos, quimico clinicos, microbiolégicos, hematoldgicos, inmunoldgicos, genéticos, farmacoldgicos, toxicoldgicos,
farmacéuticos y de alimentos y bebidas, con criterios de calidad, ética, normatividad, responsabilidad social y ambiental. Al integrar una
solida formacion, esta capacitado para organizar, dirigir, administrar y ejercer su profesiéon en un @mbito global y multidisciplinario en
laboratorios de analisis clinicos, patologia clinica, diagndstico genémico, banco de sangre, quimico forense, industria farmacéutica y de
alimentos, farmacia comunitaria y hospitalaria, dependencias de regulacion sanitaria y centros de investigacion.

imico
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PROGRAMA DEL CURSO PRÁCTICO DE BACTERIOLOGÍA CLÍNICA
8° Semestre, Enero - Junio 2019
	Mes
	Día
	Práctica
	Actividad

	ENE
	21
	Bienvenida y generalidades del curso
	Formación de equipos

	
	22-24, 28
	1.- Bioseguridad y
	Ejercicio: revisión formal al laboratorio de CC

	
	29 - 31
	Control de Calidad
	Fase pre-analítica, analítica y pos-analítica

Interpretación de validación de medios, colorantes y antibióticos con cepas ATCC

	FEB
	5–7, 11
	2.- Manejo y procesamiento de muestras
	Tracto respiratorio alto y bajo

	
	
	
	Tracto urinario y aparato reproductor humano

	
	12-14, 18
	
	Hemocultivo, piel y tejidos blandos, catéter y líquidos (LCR, líquido sinovial y líquido de ascitis)

	
	19
	3.- Exudado faríngeo
	Recolección y siembra de la muestra

	
	20
	
	Resiembra de colonias sugestivas de EBH “A”

	
	21
	
	Pruebas de identificación y antibiograma

	
	25
	
	Interpretación y reporte de resultados

	
	26
	4.- Caso clínico de cocos Gram positivos
	Siembra y tinción

	
	27
	
	Pruebas de identificación

	
	28
	
	Interpretación de antibiograma y resultados

	MAR
	4
	
	Presentación y discusión de casos clínicos

	
	5
	5.- Exudado nasal
	Siembra del espécimen y Tinción Gram

	
	6
	
	Resiembra de colonias sugestivas y PBQs

	
	7
	
	Pruebas bioquímicas

	
	11
	
	Interpretación de pruebas y resultado

	
	12
	6.- Exudado vulvar y uretral
	Siembra y observación de preparación directa

	
	13
	
	Identificación morfológica y bioquímicas

	
	14
	
	Interpretación de BQs y antibiograma,  discusión de resultados

	
	19
	7.- Caso clínico de: Neisserias sp.
	Siembra de caso clínico

	
	20
	Haemophilus sp.
	Pruebas bioquímicas

	
	21
	
	Interpretación de pruebas y antibiograma

	
	25
	
	Presentación y discusión de casos clínicos

	
	26
	8.- Caso clínico de bacilos Gram negativos
	Siembra de caso clínico

	
	27
	no fermentadores (BGNNF)
	Pruebas bioquímicas

	
	28
	
	Interpretación de pruebas y antibiograma

	ABR
	1
	
	Presentación y discusión de casos clínicos

	
	2
	9a-  Caso clínico de enterobacterias
	Siembra de caso clínico.

	
	3
	
	Pruebas BQs y pruebas de sensibilidad.

	
	4
	
	Interpretación de pruebas BQs y de sensibilidad

	
	8
	
	Presentación y discusión de casos clínicos

	
	9
	9-b1 Detección fenotípica de resistencia a  antibióticos en enterobacterias
	Siembra de la prueba (Interpretación día 10)

	
	10, 11
	9-b2 Detección de genes de resistencia bacteriana
	Realización de la PCR

	
	29
	
	Discusión de resultados

	
	30
	9c-Taller de coprocultivo
	Caso clínico e interpretación de medios de cultivo



	MAY
	2
	
	Pruebas BQs tradicionales y api 20E.

	
	6
	
	Interpretación de resultados. Presentación de casos clínicos

	
	7 - 9
	10.- Bacilos Ácido Alcohol Resistentes
	Tinción de BAAR: preparación y observación de laminillas

	
	
	
	Cuantificación de BAAR en muestras fijas

	
	13, 14
	Visita al “Laboratorio Estatal de Salud Pública”
	Departamento de Tuberculosis

	
	16
	Presentación interna del Proyecto Integrador
	Presentación en el Laboratorio

	
	20
	Visita a la Facultad de Estomatología
	Laboratorio de Anaerobios

	
	21
	Presentación del Proyecto Integrador
	Auditorio de la FCQ

	
	27
	Entrega de calificaciones
	Cierre del curso
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V. SISTEMA DE EVALUACIÓN
La evaluación del desempeño del alumno en el Laboratorio de Bacteriología Clínica se lleva a cabo en cada una de las prácticas, a través del reporte de laboratorio y se asigna la calificación correspondiente del 0 al 10 ver rubrica p-7. Los casos clínicos se evalúan con otra rúbrica p-8.
Evaluación: 

·      Reporte de prácticas la 1, 2, 3, 5, 6 y 10 se calificarán de acuerdo a los  reporte de práctica (Ver rúbrica p-7), en dichas prácticas Se requiere la realización del examen como requisito indispensable para su práctica.

· 
Practicas del 4, 7,8 y 9 que son casos clínicos, se calificarán de acuerdo a la presentación oral (Ver rúbrica)
La calificación de laboratorio contribuirá a mejorar el promedio del curso teórico hasta con un punto, siempre y cuando se haya aprobado por lo menos dos exámenes y la calificación general sea aprobatoria (mayor de 6.0). Caso contrario la calificación de laboratorio no se tomará en cuenta para subir el promedio de la teoría.

CRITERIOS DE LABORATORIO:

RECHAZO DE REPORTE: Por inasistencia no justificada o reporte incompleto.

LABORATORIO NO ACREDITADO: Cuando el promedio final de las 10 prácticas sea menor a 6.0
	Calificación final de laboratorio
	Contribución al promedio final de teoría

	9.0-10
	1

	7.9-8.9
	0.5

	7.5 – 7.8
	0.2

	Menor o igual a    7.4
	0
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ENERO - JUNIO 2019
VI. RÚBRICA PARA EVALUAR REPORTE DE LABORATORIO

BACTERIOLOGÍA CLÍNICA
	Criterios a evaluar
	Niveles de desempeño

	Evaluación diagnóstica en plataforma Tzaloa
	Para que el alumno tenga derecho a realizar la práctica es obligatorio ingresar a la plataforma educativa Tzaloa y contestar el examen.
0 - 2

	Diagrama de trabajo
	No tiene orden y no muestra los puntos de la práctica a desarrollar, o no está presente.

0 - 0.3
	Presenta información en cierto orden pero faltan 1 o 2 puntos del desarrollo de la práctica.

0.4 - 0.6
	Se encuentra completo y muestra un orden lógico en los puntos a realizar 

en la práctica.

0.7 - 1.0



	Resultados
	El reporte carece de resultados obtenidos por el alumno en 

los procedimientos de la práctica.

0 – 0.7
	Presenta algunos resultados, esquemas, dibujos, cuadros, etc., no hay orden, y muestran faltas ortográficas.

0.8 – 1.2
	Presenta los resultados de forma correcta y ordenada en esquemas, dibujos, cuadros, etc., acorde a la práctica realizada.

1.3 – 2.0



	Discusión de resultados (Basada en referencias bibliográficas)
	No menciona los conceptos básicos requeridos para la explicación de sus resultados.

0 – 0.9
	No integra los conceptos revisados con los resultados obtenidos y muestra las fuentes bibliográficas sin formato APA.

1.0 – 2.0
	Incluye los conceptos requeridos para la justificación de los resultados obtenidos durante el desarrollo de la práctica de forma correcta y ordenada.

2.1 – 3.0



	Conclusiones de la práctica
	No concluye de forma adecuada o no existe relación con los objetivos de la práctica.

0 – 0.7
	Concluye sus resultados sin base en los objetivos de la práctica y presenta faltas de ortografía.
0.8 – 1.2
	Concluye con base a sus resultados y objetivos de la práctica, presenta orden, limpieza y buena ortografía.
1.3 – 2.0




NOTA: La calificación mínima aprobatoria del reporte será de 6.0
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Rúbrica para: Presentación oral


Competencia: Integra conocimientos para la presentación de resultados en forma oral. 

Objetivo específico: Integrar conocimientos, habilidades, actitudes y destrezas para incrementar el autoaprendizaje y desarrollar competencias profesionales.
	
	Niveles de desempeño

	Criterios a evaluar 
	No cumples con los requisitos
	Puedes hacerlo mejor
	Realizaste un buen trabajo
	Realizaste un excelente trabajo
	Puntuación Máxima (%)
	Puntuación

para cada Alumno (%)

	Contenido

Calidad y cantidad
	Incluye menos del 50% de los conceptos revisados en la unidad..  No se incluye objetivo y conclusión. No plantea el problema

No envió la presentación un día antes  (0 - 8%)

	Incluye el 50% de los conceptos revisados en la unidad. Se incluye objetivo pero no la conclusión. Plantea el problema de forma parcial  (9 - 18%)
	Incluye el 75% de los conceptos revisados en la unidad. Se incluye objetivo y conclusión. Plantea el problema 

(19 - 26%)
	Incluye todos los conceptos requeridos para la explicación del planteamiento del caso. Se incluye información adicional relevante a la revisada en clase.

 (27 - 35%)
	35
	1

	
	
	
	
	
	
	2

	
	
	
	
	
	
	3

	
	
	
	
	
	
	4

	
	
	
	
	
	
	5

	Integración de conceptos
	No integra los conceptos revisados. No domina el tema 

 (0 - 9%)
	Existe una pobre relación entre los conceptos revisados. Utiliza pocas flechas o vectores.  Poco dominio del tema

  (10 - 18%)

	La integración de los conceptos no se observa en todos los casos. Falta integrarlos en un 25%. Dominio del tema parcial 

(19-26%)
	El diagrama realizado muestra claramente la relación entre los conceptos revisados mediante el uso de flechas o vectores. Dominio del tema 

(27 - 35%)
	35
	1

	
	
	
	
	
	
	2

	
	
	
	
	
	
	3

	
	
	
	
	
	
	4

	
	
	
	
	
	
	5

	Escritura y presentación

Material didáctico

(Apoyo visual)
	La presentación no utiliza dibujos, solo texto. No es legible. No se muestra una estructura lógica en la exposición de los conceptos. No indica las fuentes de consulta. 

(0 - 2%)
	La presentación muestra menos del 50% de los conceptos en forma de dibujos, esquemas, tablas, plasmados con una secuencia lógica, pero no todos los dibujos son legibles. Utiliza  2 a 3 colores. Utiliza texto en frases largas no solo para conectores. Indica 1 fuente consulta.(3 - 4%)
	La presentación muestra 60% o más de los conceptos en forma de dibujos, esquemas, tablas plasmados con una secuencia lógica, y  legibles. Utiliza más de 4 colores. Utiliza texto  solo para conectores. Indica 2 a 3 fuentes de consulta.  
(5 - 7%)
	La presentación utiliza principalmente dibujos legibles, tablas, esquemas, plasmados con una secuencia lógica. Utiliza variedad de colores, más de 6. Se utiliza poco texto, principalmente en forma de conectores. Indica  4  o más fuentes de consulta. 

(8 - 10%)
	10
	1

	
	
	
	
	
	
	2

	
	
	
	
	
	
	3

	
	
	
	
	
	
	4

	
	
	
	
	
	
	5

	Respuesta a preguntas
	El alumno no contesta correctamente las preguntas se queda callado. 

(0 - 5%)
	El alumno contesta el 50% de las preguntas  sin integrar conceptos. Postura incorrecta y poca interacción con la audiencia 

(6 - 10%)
	El alumno contesta más del 75% de las preguntas integrando conceptos. Postura correcta pero poca interacción con la audiencia.       
(11 - 15%)


	El alumno contesta las preguntas con fundamento e integra conceptos. Postura correcta e interacción con la audiencia

 (16 - 20%)
	20
	1

	
	
	
	
	
	
	2

	
	
	
	
	
	
	3

	
	
	
	
	
	
	4

	
	
	
	
	
	
	5
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PRÁCTICA 1
A) BIOSEGURIDAD
B) CONTROL DE CALIDAD
REQUISITOS TEÓRICOS

El alumno debe conocer: 
1. NOM-007-SSA3-2011 (PDOF el 21 de abril de 2011). Para la Organización y Funcionamiento de Laboratorios Clínicos.

2. NOM-087-SEMARNAT-SSA-2002. (PDOF el 17 de febrero de 2003). Protección ambiental-salud ambiental-Residuos Peligrosos Biológico-Infecciosos-Clasificación y especificaciones de manejo. 
3. Conocer los conceptos generales de Bioseguridad y Control de Calidad en el Laboratorio.
OBJETIVO GENERAL
Mantener los estandares de ejecución del diagnóstico en el Laboratorio de Bacteriología, para contribuir con los resultados generados en la prevención y tratamiento de enferemedades infecciosa de tipo bacteriano.
OBJETIVOS PARTICULARES
· Evaluar en la práctica los lineamientos que marca la NOM-087-SEMARNAT-SSA-2002, para la clasificación, almacenamiento, tratamiento y disposición final de los RPBI generados en el laboratorio de Microbiología.

· Reforzar las destrezas prácticas adquiridas en cuanto a la preparación, validación e inoculación de medios sólidos para aislamiento primario, así como validación de técnicas de coloración con cepas control American Type Culture Collection (ATCC), para la identificación y pruebas de sensibilidad antimicrobiana por Kirby-Bauer para validar la eficacia de los antibioticos.
INTRODUCCIÓN
La Bioseguridad es un elemento básico para proteger la salud del personal de salud en el desempeño de sus funciones, de los pacientes y del medio ambiente, es comprender, asumir,  implementar medidas preventivas para controlar los factores de riesgo ocupacionales de tipo biológico, físico, químico, ergonómico, locativo y psicosocial que se encuentran presentes en un laboratorio de bacterioogia.

El uso de buenas prácticas de laboratorio tiene una importante influencia sobre el trabajo y productividad del químico, así como el reglamento tiene como objetivo favorecer en el estudiante una conducta analítica y responsable en el menejo de agentes infecciosos, físicos y químicos.

 de sus funcioasí como reducir el riesgo de infección, de este modo protege a pacientes, empleados del área de la salud, estudiantes y visitantes. Cada institución debe de evaluar el cumplimiento de los objetivos, así como definir los indicadores usados para la evalación del progreso.
El Control de Calidad en el Laboratorio de Bacteriología Clínica va más allá de la perfección técnica, se requiere de hacer un analísis de los resultados oportunos, costos y utilidad o relevancia de los resultados. Por ello el Control de Calidad Interno debe de evaluar cada procedimiento, reactivo y medio de cultivo de acuerdo con un programa práctico, basado en la importancia de cada elemento para la calidad de la prueba como un todo. Mientras que el Control de Calidad Externo, tiene la finalidad de: evaluar y comparar la fiabilidad del rendimiento del laboratorio a escala nacional, para identificar errores comunes y alentar el uso de reactivos estándar, así como el uso de procedimientos uniformes, que permitan armonizar el resultado entregado.
Factores que afectan la confiabilidad y reproducibilidad de los resultados de laboratorio:
• Personal. El desempeño del trabajador o técnico de laboratorio está directamente relacionado con la calidad de la educación y la capacitación recibidas, la experiencia de la persona y las condiciones de empleo.

• Factores ambientales. Un espacio de trabajo inadecuado, iluminación o ventilación, temperaturas extremas, niveles de ruido excesivos o condiciones de trabajo inseguras pueden afectar los resultados.

• Especímenes. El método, el momento del muestreo, así como la fuente de la especificación a menudo están fuera del control directo del laboratorio, pero tienen una relación directa con la capacidad del laboratorio para lograr resultados confiables. Otros factores que el laboratorio puede controlar y que afectan la calidad son el transporte, la identificación, el almacenamiento y la preparación (procesamiento) de las muestras. Por lo tanto, el laboratorio tiene un papel en educar a los que toman y transportan especímenes. Las instrucciones escritas deben estar disponibles y revisarse regularmente con el personal clínico y de enfermería.

• Materiales de laboratorio. La calidad de los reactivos, productos químicos, cristalería, manchas y medios de cultivo influyen en la fiabilidad de los resultados de las pruebas.

• Método de prueba. Algunos métodos son más confiables que otros.

• Equipo. La falta de equipo o el uso deficiente o mal

• Examen y lectura. Lectura apresurada de los resultados o falta de examinación de un número suficiente de campos de microscopios puede causar errores.

• Informes. Los errores de transcripción o informes incompletos causan problemas.
PROCEDIMIENTOS
1ª. SESIÓN
a) Bienvenida a los alumnos
b) Lectura del reglamento de laboratorio

c) Revisión de los criterios de evaluación y formación de equipos de trabajo.

Actividades: 
1.- Recorrido por el laboratorio para ubicar: manuales basicos para el laboratorio (mostrarlos y enfatizar su importancia), gabinete de seguridad, ducha de emergencia, lamparas de luz UV, contenedores de Residuos Peligrosos Biologico-Infecciosos y área de esterilización.
2.- Ingresar a la Plataforma Tzaloa, revisar y comprender los videos de niveles de bioseguridad y Lavado de manos. FIRMAR CARTA DE CONOCIMIENTO DE LOS RIESGOS
3.- Con base a las atribuciones que marcan las NOM-007-SSA3-2011, (DOF 270312), y a la NOM-087-SEMARNAT-SSA-2002. (DOF 170203). Realiza la siguiente revisión al laboratorio de Microbiología.
1. ¿Qué programas se deben de llevar en el laboratorio de Microbiología para la organización y funcionamiento en cumplimiento a la NOM-007-SSA3-2011?

2. Cuales bitácoras o libros deben de llenarse en el Laboratorio de Microbiología en cumplimiento a la NOM-007-SSA3-2011.

3. Mencione 3 disposiciones oficiales, generales indispensables para la organización y funcionamiento de un Laboratorio de Microbiología.

4. La NOM-007-SSA3-2011, establece que los resultados de los pacientes se deben de almacenar por un periodo de: ______________________________

5. Enuncie en orden las tres etapas de las actividades que afectan el resultado de las pruebas de laboratorio y que debe de contener el programa de control interno de calidad en Microbiología:

a) __________________, b) _________________ y c) _________________

6. ¿Qué Norma Oficial Mexicana establece los requisitos para la protección ambiental-Salud ambiental-Residuos peligrosos biológico-infecciosos-Clasificación y especificaciones de manejo?

7. Cite la clasificación de los RPBI con base a la NOM correspondiente.

8. Enumere los diferentes métodos de esterilización y cite un ejemplo 

9. Que requisitos requieren los RPBI para ser recolectados por la empresa tratadora externa.
Control de Calidad en Medios de cultivo: Aislamiento e identificación
2ª. SESIÓN 
Actividades: 

1.- Pesar, disolver y esterilizar el medio asignado por el profesor.
2.- Vaciar los medios en cajas estériles, rotular y almacenar los medios preparados.

3ª. SESIÓN
Actividades: 
3.- Realizar las pruebas de Control de Calidad.

A.- Prueba de esterilidad. Realice pruebas de rutina de esterilidad en los medios a los que se ha agregado sangre u otros componentes después de esterilizar en autoclave. Tome 3-5% de cada lote e incube a 35 ° C durante 2 días. Refrigera el resto. Si se ven más de dos colonias por placa, deseche todo el lote.

B.- Prueba de rendimiento. Realizar el inoculo directo de cepas de referncia ATCC (Escherichia coli 25922 y Staphylococcus aureus 25923) para monitorear el desempeño de cada uno de los medios, dependiendo del tipo de medio y su función. Se realizará tinción de Gram a las cepas de referencia usadas.
4ª. SESIÓN
Actividades: 

4.- Interpretación de la validación de medios de cultivo con cepas ATCC
5.- Interpretación de la validación de colorantes con cepas ATCC

6.- Discusión del ejercicio de normatividad

Control de Calidad en pruebas antimicrobianas: Kirby-Bauer ó Difusión en placa
El programa de control de calidad debe probar cepas de referencia estándar de bacterias en paralelo con los cultivos clínicos. Estas pruebas deben realizarse preferiblemente cada semana y cada vez que se usa un nuevo lote de agar Mueller-Hinton o un nuevo lote de discos.
1ª. SESIÓN

Actividades: 
1.- Preparación del medio
A. El agar Mueller-Hinton debe prepararse de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Es importante no sobrecalentar el medio.

B. Enfriar el medio a 45-50 ° C y verter en las placas. Permita establecer en una superficie nivelada, a una profundidad de aproximadamente 4 mm. Una placa de 9 cm requiere aproximadamente 25 ml de medio.

C. Cuando el agar se haya solidificado, seque las placas para su uso inmediato durante 10-30 minutos a 35 ° C colocándolas en posición vertical en la incubadora con las tapas inclinadas.
D.- Realizar las pruebas de Control de Calidad de medio previamente mencionadas.
2ª. SESIÓN

Actividades: 
1.- Realizar la prueba de sensibilidad antimicrobiana
A.
Marcar la caja con el nombre del microorganismo, fecha, hora y nombre del alumno que realiza la prueba.

B.
Preparar la suspensión del microorganismo, en un tubo con 3 mL de solución salina estéril, comparando la turbidez con el estándar de Mc Farland de 0.5.
C.
Impregnar el hisopo en la suspensión del microorganismo, quitando el exceso en las paredes internas del tubo e inocular la caja de agar Mueller Hinton con 4mm de grosor por técnica invasiva cubriendo la totalidad de la superficie del agar.

D.
Esterilizar las pinzas metálicas con alcohol de 96° flamear de 2-3 veces y enfriar.

E.
Con la pinza tomar los sensidiscos y colocarlos en la superficie del agar presionando.
3ª. SESIÓN

Actividades: 
1.- Lectura e interpretación de halos de inibición
A.
Medir en milímetros los halos de inhibición con un vernier y comparar los resultados en las tablas de referencia del Control de Calidad del documento CLSI. 
Figura 1.- Esquema de registro de Control de Calidad de Antibióticos.
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4ª. SESIÓN

Actividades: 
1.- Comparación de resultados y discusión de los puntos criticos de los resultados
Bibliografía:

1 EP23TM Laboratory Quality Control Based on Risk Management. 1st ed., CLSI, 2011.
2 Basic laboratory procedures in clinical bacteriology / J. Vandepitte . . . [et al.].2nd ed. WHO Library Cataloguing-in-Publication Data, 2003.
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PRÁCTICA 2

MANEJO Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS
REQUISITOS TEÓRICOS

El alumno debe conocer:

1. La biota humana nativa y patógena del hombre

2. La recolección adecuada de los especimenes de estudio

3. Anatomía y fisiología del cuerpo humano, generalidades
OBJETIVO GENERAL

· Conocer los procedimientos de toma, transporte y conservación de especímenes biológicos para estudios microbiológicos.

· El alumno aplicará los criterios necesarios para la obtención, recibo  o rechazo y transporte de muestras para estudios microbiológicos.
OBJETIVOS PARTICULARES

· Establecer bases para la toma apropiada de especímenes clínicos lo que conducirá a estudios microbiológicos confiables.

· Manejar algunos sistemas para la colección y el de transporte de muestras.

INTRODUCCIÓN

Es de trascendental importancia recolectar apropiadamente un espécimen clínico para poder ofrecer estudios microbiológicos completos, confiables y en fase temprana de la enfermedad infecciosa.

La formación de equipos de vigilancia epidemiológica nosocomiales debe incluir a Médicos Infectólogos, Enfermeras, Epidemiólogos, Químicos Microbiólogos y todo el personal involucrado en el manejo de especimenes biológicos, en comunicación constante, para un óptimo funcionamiento del laboratorio y de los sistemas de control de calidad.

GENERALIDADES EN LA TOMA DE MUESTRAS

1. Seleccionar el sitio anatómico correcto y obtener un espécimen representativo.
2. Colectar el espécimen empleando una técnica apropiada.

3. Colocar el espécimen en un sistema de transporte adecuado, que promueva el desarrollo del agente etiológico de la enfermedad y suprima los microorganismos contaminantes.

4. Transportar la muestra al laboratorio y mantenerla en condiciones de temperatura y humedad que no dañen a los microorganismos responsables de la enfermedad. 

5. Establecer periodos óptimos para la recolección de muestras, a fin de tener la mejor oportunidad para aislar los microorganismos causantes de la patología.

6. Cuando sea posible obtener la muestra antes de la administración de antibióticos.

7. El rotulado adecuado de los especimenes debe incluir la siguiente información:

1) Nombre del paciente, edad, número de sala o dirección de paciente.

2) Nombre del médico tratante.
3) Fecha y hora de colección de la muestra o espécimen.
4) Sitio anatómico del cual fue colectado el espécimen (tipo I, II o III).

5) Procedimientos especiales usados para colectar el espécimen.

6) En caso de que el paciente este recibiendo antibiótico, nombre o nombres de los mismos.

7) Resumen de los informes epidemiológicos y clínicos (expediente).

TIPOS DE ESPECIMENES

Tipo 1. Son especimenes que se obtienen de sitios con biota normal, como la piel y las membranas mucosas.

Tipo 2. Son muestras que provienen de sitios estériles pero que para colectarse pasan por sitios con biota normal.

Tipo 3. El espécimen proviene de sitios estériles y se emplean técnicas invasivas para su recolección.

RECOLECCIÓN DE ESPECIMENES
1ª. SESIÓN

Actividades: 
1.- Toma del especímen de exudado faríngeo en forma demostrativa

2.- Evaluar laminillas de muestras de esputo teñidas con Gram en 10 X
EXUDADO FARÍNGEO

1. Recolectar con un hisopo estéril y con ayuda de un abatelenguas la muestra de la faringe posterior sin tocar otras estructuras anatómicas. 

2. Inocular inmediatamente o bien colocar el hisopo en un medio de transporte.

Esputo

Consideraciones generales:

1. Se prefiere que el espécimen sea colectado temprano en la mañana al incorporarse, para aumentar las posibilidades de recuperar al patógeno, ya que las secreciones se acumulan durante la noche.

2. En un recipiente de boca ancha estéril, colectar el espécimen directamente.

3. Refrigerar la muestra solo si los microorganismos buscados son micobacterias u hongos, si se sospecha de etiología bacteriana, mantener a temperatura ambiente y sembrar inmediatamente o en un tiempo no mayor de dos horas.

Figura 2. Valoración de muestras de esputo en tinción de Gram en resolución de 10X
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Q= 0, la secreción de esputo no es representativa de vías respiratorias bajas, no cultivar.
Q=1, 2, si se requiere cultivo de anaerobios el reporte debe de indicar: evidencia de contaminación superficial.

Q=3, Muestra ideal para cultivo de aerobios y anaerobios

2ª. SESIÓN

Actividades: 
1.- Evaluar sedimentos urinarios

2.- Realizar siembra de la muestra de orina obtenida por chorro medio (personal).

TRACTO URINARIO
Instrucciones para la recolección de la orina en mujeres

1. Sentarse en forma cómoda en el W.C.

2. Lavar la zona periuretral de adelante hacia atrás con agua y jabón o solución salina estéril.

3. Separando los labios menores con el dedo índice y pulgar de la mano izquierda y descartar la primera porción de orina al WC.
4. Recolectar de chorro medio la orina en un recipiente estéril de boca ancha y llevarlo al laboratorio.
5. Todas las orinas deben ser refrigeradas si no son cultivadas en un lapso de 30 minutos a partir de la toma de muestra. Las orinas de pacientes con sonda NO SE CULTIVAN. 

Instrucciones para pacientes pediátricos

1. Lavar la región periuretral antes de colectar la muestra

2. Colocar la bolsa estéril pediátrica evitando poner pañal al paciente

3. En cuanto la muestra sea colectada llevarla al laboratorio para su análisis

4. Procesar la muestra inmediatamente para evitar contaminación

Sembrar en ASC (con el asa calibrada de 0.001 L), para practicar la cuenta total de los microorganismos y en AMC siembra por agotamiento para aislar los Gram negativos, según se muestra en la Figura 3. .

Figura 3. Técnicas de siembra de muestra de urocultivo.
                  [image: image3.emf]
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3ª. SESIÓN

Actividades: 
1.- Interpretación de resultados del urocultivo

2.- Manejo adecuado de los modelos anatómicos para la colecta de los especímenes del tracto genital masculino y femenino.
3.- Observación de laminillas de muestras del tracto genital para la familiarización de la morfología y estandarización del reporte.

Exudados del tracto genital femenino y masculino 

Las infecciones del tracto genital femenino (ITGF) son usualmente divididas en dos:

· Tracto bajo (vulva, vagina y cérvix)

· Tracto alto (útero, trompas de Falopio, ovarios y cavidad abdominal) 

TIPOS DE ESPECIMENES Y COLECCIÓN

La selección de un espécimen apropiado para el diagnóstico de ITGF depende del sitio de infección y del organismo esperado. En el tracto genital bajo existen infecciones clínicamente indistinguibles causadas por un gran número de microorganismos que requieren técnicas específicas de colección y aislamiento. La comunicación activa entre el médico y el químico va a facilitar el procesamiento de un espécimen apropiado, ya que el laboratorio no debe examinar de rutina cada espécimen de tracto genital con biota normal predominante.
Recolección del espécimen del tracto genital femenino:

1. Secreción vulvar. En niñas o mujeres que no han tenido actividad sexual. El espécimen se recolecta de la región vulvar con la ayuda de dos hisopos estériles. el primero se empleará en la preparación del frotis. El segundo hisopo se transporta en medio de Stuart para realizar el cultivo.
2. Secreción cervico-vaginal. Se recolecta de mujeres con actividad sexual, apoyándose en el empleo del espejo vaginal para poder visualizar el cérvix.
3. Secreción vaginal. Para la búsqueda de Gardnerella vaginalis, Trichomonas vaginalis y levaduras.
Puede emplearse un medio de transporte, cuyas características dependen de la etiología probable. Es importante considerar que Haemophilus ducreyi no tiene resistencia a ser transportado por lo que las muestras deben ser inoculadas en medios de aislamiento primario inmediatamente.

Observar laminillas de muestras vaginales proporcionadas por el maestro teñidas por la técnica de Gram, realizar la valoración según la Figura 4 y establecer el diagnóstico, considerando la puntuación obtenida, en donde un puntaje de 0 a 3 es considerado normal, de 4 a 6 es intermedio y de 7 a 10 es indicador de vaginitis bacteriana.
Figura 4. Diagnóstico de vaginitis bacteriana usando la tinción de Gram
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Adaptado de Nugent, R P. 1991. 2
Recolección de tracto genito-urinario masculino
Exudado uretral: Se requiere de dos hisopos finos, que puedan ser insertados en la uretra distal masculina (El hisopo debe permanecer en la uretra por aproximadamente 10 segundos). El primer hisopo se emplea para preparar el frotis. El segundo hisopo se transporta en medio de Stuart para realizar el cultivo
Uretritis.- La presencia de leucocitos es característica de muchos trastornos del tracto urinario inferior masculino. Un ejemplo claro es la uretritis gonocócica y la originada por Chlamydia sp., en la que es evidente la descarga purulenta uretral repleta de cocos Gram negativos en pares dentro de leucocitos polimorfonucleares en el caso de la infección por Neisseria gonorrhoeae, la muestra uretral debe de recolectarse con un hisopo de dacrón.

Prostatitis.- Se ha estimado que el 50% de los hombres presentan prostatitis en algún momento de su vida. Es de importancia crítica diferenciar a los pacientes con síntomas del tracto urinario inferior asociado con bacteriuria, de los que pueden tener una prostatitis bacteriana.

Epididimitis.- Se puede dividir en:

1. Bacteriana inespecífica.- La forma mas común en hombres mayores de 35 años es la infección por coliformes o Pseudomonas sp. y en forma eventual los cocos Gram positivos.

2. De transmisión sexual.- Es el tipo más común de epididimitis en hombres jóvenes sexualmente activos. Chlamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeae son los patógenos más comunes.
Orquitis.- En este trastorno poco común, la diseminación sanguínea es la vía general de acceso y los virus son los patógenos principales (parotiditis epidémica). Generalmente el diagnóstico es clínico.
1ª. SESIÓN

Actividades: 
1.- Realización de la colecta de la superficie de la piel antes y después de la desinfección

2.- Recolección de la muestra sanguínea

Muestras de Sangre

Preparación de la piel para toma de muestra para hemocultivo.
1. Después de la palpación del sitio de venopunción, aplicar una solución de isodine (tintura de yodo del 1 al 2%).

2. Limpiar la piel con alcohol al 70%, por un mínimo de 30 seg.

3. Aplicar nuevamente una solución de isodine (tintura de yodo del 1 al 2%).
Venopuntura e inoculación de las botellas

1. Retirar el yodo de la piel con una torunda con alcohol.

2. Obtener 20 o 30 mL de sangre en adultos, según el sistema de medios.
3. Cambiar la aguja antes de inocular la sangre en la botella o desechar 2-3 gotas.
4. Una vez inoculada la muestra, mezclar la botella por inversión e incubar.
5. Checar el número y tiempo del cultivo.
Relación de sangre y medio de cultivo (factor de dilución). Es recomendable una relación final entre 1:5 a 1:10 (vol/vol). La sangre humana contiene una serie de factores que pueden inhibir el desarrollo de microorganismos. La dilución de la sangre disminuye la concentración de esas sustancias a niveles subinhibitorios.

Es importante que se tomen simultáneamente de diversos sitios anatómicos las muestras de sangre para los hemocultivos antes de la administración de antibióticos, si no es posible, colectar la muestra en el pico febril.

Examinar las botellas diariamente buscando signos visibles de desarrollo bacteriano.

Practicar un subcultivo a las 6h y a las 18h de incubación y luego subcultivar cada 48h por un total de 30 días.

2ª. SESIÓN

Actividades: 
1.- Interpretación de los cultivos previos
2.- Explicar la técnica de toma de muestras de piel
3.- Ejemplificar como se siembra una punta de Catéter venoso central
MUESTRAS DE PIEL Y TEJIDOS BLANDOS
Las lesiones del tejido cutáneo o relacionado a sus anexos son las siguientes:
Absceso. Lesión repleta de pus en los tejidos, la muestra se toma por punción.

Chancro. Lesión ulcerosa que se forma en el sitio de inoculación microbiana. El espécimen se recolecta después de la asepsia correspondiente con la ayuda de una pipeta Pasteur de la lesión después de irritarla con éter.

Escara. Herida o ulcera en etapa cicatrizal. Para colectar una muestra de este tipo es necesario retirar la escara (costra) con una pinza estéril previa asepsia.

Fístula. Comunicación anormal entre dos tejidos, generalmente consecutivo a un proceso de ulceración, que comunica el foco de infección con otro órgano o estructura interno o externo, por el cual fluye pus o líquido normal desviado de un trayecto ordinario. La muestra se toma con la ayuda de una jeringa del fondo de la lesión.

Mácula. Consiste en una mancha casi siempre roja de dimensiones variables que no eleva la piel. La toma de muestra requiere la descontaminación de la lesión y la recolección de un raspado de la misma.

Pápula. En una elevación eruptiva pequeña, sólida y circunscrita que ordinariamente termina en descamación. El espécimen se toma igual que el anterior.

Vesícula. Vejiga cutánea pequeña formada por la elevación circunscrita de la epidermis, llena de líquido seroso. La muestra se toma por punción pasando por piel sana.

Pústula. Lesión cutánea cerrada cuyo contenido es purulento. El espécimen se toma igual que el anterior.

Ulcera. Lesión erosionada de la piel, con escasa o nula tendencia a la cicatrización. La muestra se toma del fondo de la lesión con la ayuda de una jeringa y de no ser esto posible, con la ayuda de un hisopo.

La superficie de herida y ulceras decubitales está frecuentemente colonizadas por bacterias del medio ambiente. Por esta razón el método más aconsejable para recoger las muestras cutáneas es por aspiración del material purulento localizado en las profundidades de la herida, siempre y cuando esto sea posible. Las muestras deben ser inoculadas en ASC, Mac conkey, agar chocolate y caldo tioglicolato y en todos los casos debe practicarse una tinción de Gram para observar la morfología microbiana del agente etiológico.
MUESTRA DE CATÉTER VENOSO CENTRAL
Los catéteres venosos centrales son una herramienta de incuestionable valor en el tratamiento de los pacientes que necesitan accesos vasculares para recibir fármacos, nutrición parenteral o ser monitorizados hemodinámicamente, entre otras indicaciones. Sin embargo, a pesar de su utilidad, su uso no está exento de posibles complicaciones, mecánicas e infecciosas, de las que la infección asociada a catéter (IAC) es la más importante complicación asociada a su uso, esto incluye la formación de biopelículas en estos dispositivos. 

Para la determinación de la IAC, se utiliza el método semicuantitativo de Maki, que consiste en el cultivo del extremo terminal (la punta del catéter de 3-5 cm) en agar sangre de carnero, para su posterior incubación por 24 h a 37 C, posterior a ello la evaluación del cultivo permite diferenciar entre infección (recuento superior a 15 UFC) o simple colonización (recuento menor a 15 UFC). 

3ª. SESIÓN

Actividades: 
1.- Preparación
MUESTRAS DE LÍQUIDO CEFALORRAQUIDEO

La punción lumbar debe practicarse siempre que sea evidente el síndrome meníngeo a menos que sea probable un enclavamiento sobre el bulbo. Este espécimen, por su naturaleza, es colectado por el clínico.
Será necesaria solo una punción lumbrar (entre la 3ª y 4ª vértebra lumbar), excepto en el caso que la presencia de células polimorfo nucleares tempranas (p Ej. Meningitis tuberculosa) haga necesaria una segunda punción. 

El líquido requerido así como su cantidad es la siguiente:

· Examen bioquímico 1 mL
· Estudio celular 1 mL
· Examen microbiológico 3-4 mL
4ª. SESIÓN

Actividades: 
1.- Observación de la tinción de Citología de moco fecal
MUESTRAS DE HECES

El espécimen debe colectarse durante la fase aguda de la enfermedad. Las muestras mas comúnmente referidas al laboratorio son heces e hisopados rectales, sin embargo también pueden recibirse hisopos de lesiones rectales tomadas mediante sigmoidoscopia, muestras de vómito, contenido duodenal, sangre, líquido peritoneal, etc.

Para colectarlas es necesario emplear recipientes limpios, e hisopos flexibles estériles. Deben procesarse en un tiempo no mayor de 2 h. Los hisopos en Cary Blair permite conservar las muestras por tiempos mas prolongados, las muestras deben refrigerarse si no se procesan rápidamente. Solo se necesitan 0.5 a 2 g de heces para un coprocultivo e inocular las muestras según la etiología esperada como se menciona en la práctica de coprocultivo.

Bibliografía
1Manual of Clinical Microbiology, 10th Edition. ASM Press, Washington, DC.
2Nugent RP, Krohn MA, Hillier SL. Reliability of diagnosing bacterial vaginosis is improved by a standardized method of gram stain interpretation. J Clin Microbiol. 1991 Feb;29(2):297-301.
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DIAGRAMAS DE TRABAJO PARA MANEJO Y PROCESAMIENTO
DE MUESTRAS CLÍNICAS
1. Exudado faríngeo

2. Tracto respiratorio bajo

3. Orina colectada por chorro medio, punción suprapúbica y de sonda

4. Exudado uretral

5. Exudado cérvico vaginal y vulvar

6. Sangre para hemocultivo

7. Punta de catéter

8. Hisopado de herida abierta

9. Aspirado de absceso

10. Líquido cefalorraquídeo

11. Líquidos de ascitis y de diálisis

12. Líquido pleural

13. Líquido pericárdico

14. Líquido sinovial

15. Heces
1ª. SESIÓN
DIAGRAMA DE TRABAJO 1. Muestra de exudado faríngeo
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Espécimen

Hisopado faríngeo




                                                                        




                                                                    


 



* Cuando existan datos clínicos de gonorrea faríngea inocular la muestra en Agar Chocolate.

DIAGRAMA DE TRABAJO 2. Muestras de tracto respiratorio bajo 





                                                 

                            







                                                                        



                          




                                                                              



* Las levaduras observadas en la Tinción de Gram pueden aislarse en Agar Sangre de Carnero,

   pero es preferible inocular el medio de Biggy o Nickerson para su recuperación.
   Las muestras de aspirado transtraqueal y lavado bronquioalveolar se procesan sin considerar el número de leucocitos y células.
** S/D = Sin Desarrollo.

*** LPMN = Leucocitos polimorfonucleares

**** AMC = Agar Mac Conkey

***** BGN = Bacilos Gram negativos
2ª. SESIÓN 
DIAGRAMA DE TRABAJO 3. Muestra de orina colectada por chorro medio.
                        Punción suprapúbica y de sonda 





                     


                                                                                                              

                                        


                                                                                       

                                                                        

                                                                             



                           


                                                                                                            

   

                                                                                                         

                                                                                                         

*   Inocular en Lowenstein Jensen ante la sospecha clínica de tuberculosis renal.

** S/D = Sin Desarrollo.
*** AMC = Agar Mac Conkey

**** BGN = Bacilos Gram negativos
3ª. SESIÓN
DIAGRAMA DE TRABAJO 4. Muestra de exudado uretral

 



4ª. SESIÓN 
DIAGRAMA DE TRABAJO 5. Muestra de exudado cérvico vaginal y vulvar





1ª. SESIÓN
DIAGRAMA DE TRABAJO 6.  Muestra de sangre para hemocultivo

 



2ª. SESIÓN
DIAGRAMA DE TRABAJO 7. Muestra de punta de catéter

 



3ª. SESIÓN 

 DIAGRAMA DE TRABAJO 8. Hisopado de herida abierta

 



DIAGRAMA DE TRABAJO 9. Aspirado de absceso

 




4ª. SESIÓN
DIAGRAMA DE TRABAJO 10. Muestra de líquido cefalorraquídeo



Espécimen


                                           






                   

    



                                              

           
                                            





       

                                            

                                         
                                                      









DIAGRAMA DE TRABAJO 11. Muestras de líquidos de ascitis y de diálisis


Espécimen



                                           






                   


                                              

           
                                            





       

 
                                            

                                         









DIAGRAMA DE TRABAJO 12. Muestra de líquido pleural



                                           






                   

    


                                              

                                               

           
                                            

                                            

                                         
                                                      











DIAGRAMA DE TRABAJO 13. Muestra de líquido pericárdico



                                           




                   

    



                                              

           
                                            

                                                                               
                                            

                                         










DIAGRAMA DE TRABAJO 14. Muestra de líquido sinovial

Espécimen
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PRÁCTICA 3

  EXUDADO FARINGEO

REQUISITOS TEÓRICOS

El alumno debe conocer:

1. Biota normal y patógena de orofarínge.

2. Toma, manejo y transporte del exudado faríngeo.

3. Generalidades, patogenia y clasificación de los estreptococos.

4. Fundamentos de las pruebas de identificación (Catalasa y oxidasa, bacitracina, optoquina, y CAMP).

OBJETIVOS GENERALES
· Que el alumno sea capaz de tomar y cultivar un exudado faríngeo.

· Que el alumno a través del cultivo logré identificar las colonias sugestivas de Streptococcus beta hemolítico del grupo A y otros estreptococos de Lancefield.

OBJETIVOS PARTICULARES

· El alumno comprobará con la tinción de Gram la forma y disposición de los estreptococos, así mismo conocerá la biota normal de orofarínge.
· Desarrollará la capacidad para aplicar pruebas de identificación de los estreptococos con base al tipo de hemólisis que presente la colonia.

INTRODUCCIÓN

Las molestias en la garganta son uno de los problemas más frecuentes de la práctica médica. De acuerdo a la IDSA las fuentes de infección de las vías respiratorias altas suelen ser de origen odontogénico, orofaríngeo o exógeno. Por lo que, el principal problema en el diagnóstico de la faringitis es determinar la presencia o ausencia en el cultivo de orofarínge de estreptococos del grupo A de Lancefield, que causan fiebre superior a 38.4 ºC. En el caso de un cultivo negativo para alguno de estos agentes, el diagnóstico diferencial es una faringitis de origen no estreptocócico que generalmente se supone vírico (más del 80% de las faringoamigdalitis son de origen viral). 

La faringitis aguda generalmente se describe como la aparición de dolor a nivel de la garganta, fiebre e inflamación de la faringe caracterizado por eritema y edema, aunque también pueden existir exudados, vesículas o úlceras. 
La mayoría de los casos de faringitis aguda están causados por infecciones víricas frecuentes y son procesos autolimitados benignos. Reconocer correctamente a los pacientes con infecciones más complicadas que requieren pruebas diagnósticas y tratamiento es uno de los desafíos de la medicina primaria.
Streptococcus pyogenes,  estreptococo beta hemolítico del grupo A, es la etiología bacteriana más importante en los casos de faringitis aguda debido a la asociación entre este agente y la fiebre reumática aguda, así como de laringitis y faringoamigdalitis. El inicio suele ser súbito, con fiebre, odinofagia,  cefalea,  malestar  general  y  dolor  abdominal.  La  porción posterior de  la faringe  suele  estar  inflamada  y  tumefacta,  y  se puede presentar un  exudado blanco grisáceo sobre  las amígdalas.  Los ganglios  linfáticos cervicales anteriores habitualmente son dolorosos a la palpación y están tumefactos.
El Streptococcus pyogenes es responsable de alrededor del 10-15% de los casos de faringitis en los adultos y del 15-30% de los casos en los niños; y su prevalencia está influenciada por la edad del paciente y el entorno en el que se realiza la consulta.

Además de  la faringitis,  los estreptococos  beta hemolíticos del grupo  A  causan  distintas  infecciones  cutáneas  superficiales, entre  ellas  impétigo,  erisipela,  celulitis,  sepsis  puerperal  e infecciones posparto.
Considerando al Streptococcus pyogenes beta hemolítico del grupo “A” como el principal agente etiológico de la laringitis y faringoamigdalitis bacteriana nos enfocaremos en las características de agrupamiento mediante la morfología a través de tinción de Gram, así como su fisiología y la clasificación con base al tipo de hemólisis que presente en cultivos de agar sangre de carnero al 5% y a sus propiedades bioquímicas, que se muestran en el diagrama 1.Identificación para estreptococos.

Los estreptococos del grupo “A” de Lancefield pertenecen a la familia Streptococaceae, son aerobios y anaerobios facultativos; catalasa negativa, oxidasa negativa y el crecimiento de ciertas variedades de estreptococos se acentúa al aumentar la tensión de CO2 del 8 -10%. Algunos estreptococos forman cápsula, que está formada por ácido hialurónico como es el caso del Streptococcus pyogenes.

Al ser observados con el microscopio, en preparados con tinción de Gram, aparecen como cocos, Gram positivos dispuestos en cadenas largas, son células esféricas su diámetro oscila entre 0.8 -1.0 μm. En cultivo realizado en agar sangre de carnero al 5% (ASC), muestran un crecimiento óptimo a las 24 horas de incubación observándose colonias blancas o grises de 1-2 mm rodeadas de una zona de β-hemólisis completa, con bordes delimitados y levemente granulares.

El diagnóstico de las infecciones agudas de vías respiratorias en el laboratorio puede variar desde el uso de cultivo bacteriológico hasta el uso de técnicas de inmunoensayo, incluyendo ELISA, radioinmunoensayo, coaglutinación, etc. 

Material: hisopos estériles y abatelenguas.
Reactivo: peróxido de hidrógeno: al 3%.
Cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Sensidiscos de: Bacitracina 0.04 UI y SXT (Trimetroprim/Sulfametoxazol).
Medios de cultivo: Agar sangre al 5%.

DESARROLLO DE LA PRÁCTICA
1ª. SESIÓN

Toma de Muestra.
CUIDADOS Y RECOMENDACIONES PREVIOS A LATOMA DE MUESTRA:

1.- El paciente no debe asearse la boca y no debe ingerir alimentos.

TOMA DE MUESTRA DE EXUDADO FARÍNGEO:
· Explicar al paciente el procedimiento de la toma de muestra, indicándole las posibles molestias que puede llegar a sentir.

· Se deberá enfocar una luz brillante hacia la cavidad bucal del paciente, por encima del hombro del analista que recolectará la muestra.

· Pedirle al paciente que incline ligeramente la cabeza hacia atrás, que respire profundo y pronuncie de forma prolongada ‘ah’.

· Presionar la lengua suavemente hacia abajo, con ayuda del abatelenguas; y visualizar las fosas amigdalinas, la faringe posterior y las áreas de inflamación y exudado.

· Introducir el hisopo estéril en la cavidad bucal hacia las zonas previamente mencionadas (tener cuidado de no tocar dientes, lengua y úvula).

· Rotar con firmeza el hisopo sobre las áreas localizadas.

· Retirar el hisopo e inocular de forma inmediata el exudado en una porción de una placa de agar sangre de carnero al 5%; o bien colocarlo en algún medio de transporte adecuado.

CULTIVO DE MUESTRA:

· Una vez inoculado el medio de cultivo (y en área estéril), con ayuda del asa estéril realice la siembra por medio de técnica de agotamiento.

· Finalmente, en el agar sangre de carnero al 5%, realice dos picaduras, una en la última y una penúltima estría; con la finalidad de observar la hemolisis bajo la superficie del agar.
· Incube las placas inoculadas a una temperatura de 35 a 37°C durante 18 a 24 horas.
· El mismo procedimiento, a excepción de las picaduras se sigue para la siembra en agar manitol el cual nos permite la identificación de Staphylococcuus aureus.
El paciente en esta práctica será su compañero(a) de equipo, al cual deberá manejar con las indicaciones anteriormente citadas.
 A continuación se presentan las figuras 1 y 2 que nos muestran la posición en que debemos obtener el espécimen y como observar el aspecto de la orofarínge, anotando en las líneas sí presenta enrojecimiento, inflamación, placas blancas o si los pilares amigdalinos se encuentran atrofiados o hipertróficos.


Observaciones: 

___________________________________________________________

___________________________________________________________

___________________________________________________________


2ª. SESIÓN

Revisar el desarrollo bacteriano en los diferentes medios de cultivo, observando y seleccionando aquellas colonias sugestivas de microorganismos patógenos de cada uno de los medios. 

Realizar tinción de Gram a las colonias seleccionadas  y determinar las pruebas de identificación a realizar tales como: catalasa, prueba de bacitracina, de optoquina ó de CAMP.


Estreptococos B hemolíticos: Las colonias de la superficie del agar sangre son pequeñas, de menos de 1mm de diámetro, convexas, traslúcidas grisáceas, opacas, duras y secas, rodeadas por una zona de hemólisis de 2 mm de diámetro (se observa perfectamente transparente e incolora).

En caso necesario, realizar la prueba de camp y bacitracina.
3ª. SESIÓN
Realizar la Interpretación de los resultados obtenidos a partir de las pruebas de identificación y/o sensibilidad realizadas.
4ª. SESIÓN
Discusión de resultados.
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PRÁCTICA 4

CASO CLÍNICO DE COCOS GRAM POSITIVOS

REQUISITOS TEÓRICOS

El alumno debe conocer:

1. Generalidades y patogenia de los estreptococos y estafilococos.

2. Sitios anatómicos que infectan los estreptococos y los estafilococos.

3. Manejo adecuado de los diferentes especimenes.

4. Fundamentos de las pruebas de identificación para estreptococos y estafilococos.

OBJETIVO GENERAL

Que el alumno reafirme las técnicas de aislamiento e identifique los patógenos en los siguientes especimenes: hemocultivo, aspirado bronquial, úlcera rectal, orina, líquido peritoneal, absceso, secreción de herida, expectoración, exudado faríngeo, punta de catéter, etc. a través del cultivo.

OBJETIVOS PARTICULARES 
· Que el alumno investigue las alternativas terapéuticas adecuadas al sitio de infección y al microorganismo aislado e identificado.

· Comprobar la susceptibilidad o resistencia a los antimicrobianos según corresponda empleando el método de Kirby-Bauer.

INTRODUCCIÓN

En está práctica se manejaran estreptococos y estafilococos en los casos clínicos, por lo que habiendo descrito la introducción de los estreptococos en la práctica anterior nos enfocaremos a las características principales de los estafilococos.

El género Staphylococcus pertenece a la familia Micrococcaceae, son bacterias Gram positivas de forma cocoide, miden 0.5 a 1.5 μm de diámetro, son inmóviles, no forman esporas, usualmente son catalasa positiva, la mayoría de las especies son anaerobios facultativos, se encuentran formando racimos de uvas o acúmulos irregulares, en cadenas cortas, pares, solos y tétradas.

Los Staphylococcus son de crecimiento rápido en cultivos, fermentan carbohidratos y producen pigmentos que varían desde el color blanco hasta el amarillo intenso. El género Staphylococcus contiene al menos 32 especies, algunos son miembros de la biota normal de piel y mucosas de los humanos y otros primates; otros causan supuración, formación de abscesos, infecciones piógenas, e incluso septicemia mortal.

Las cinco especies de importancia clínica más comúnmente asociadas con infecciones en humanos son: 

· Staphylococcus aureus 

· Staphylococcus epidermidis

· Staphylococcus saprophyticus 

· Staphylococcus haemolyticus

· Staphylococcus lugdunensis 

S. aureus, es coagulasa positivo, lo cual lo diferencia de las otras especies; es un patógeno importante para los humanos, la gravedad de la infección varía desde intoxicación alimentaría (enterotoxina estafilocócica) o infecciones cutáneas menores, hasta infecciones potencialmente mortales.

Staphylococcus aureus interviene en: forúnculos, celulitis, impétigo y síndrome de piel escaldada (toxina exfoliativa), sin embargo también produce infecciones de: heridas quirúrgicas, bacteremia, neumonía, osteomelitis, endocarditis aguda, miocarditis, pericarditis, cervicitis, cerebritis, meningitis, abscesos de músculo, abscesos del tracto urogenital, abscesos del sistema nervioso central y abscesos de órganos intraabdominales.


S. aureus aislado de orina o cualquier tipo de muestra diferente a exudado faríngeo, deberá revisarse su sensibilidad a METICILINA, ya que existen cepas meticilino-resistentes (MRSA).


Más del 95% de los aislamientos de S. aureus de muestras clínicas son resistentes a penicilina.

La identificación de S. aureus con propósitos epidemiológicos se puede realizar a través de: fagotipos, biotipos, perfil de plásmidos y análisis de restricción genética.

Las muestras clínicas se inoculan sobre medios de agar enriquecidos con sangre de carnero. En el caso de que exista una mezcla de microorganismos en la muestra, se puede aislar S. aureus en agar manitol sal, su elevada concentración de NaCl (7.5%) inhibe el crecimiento de otros microorganismos con excepción de las bacterias halotolerantes, diagrama 2 de la página 43.

Material: el material a utilizar será proporcionado por los profesores del laboratorio posterior a la solicitud del alumno.
DESARROLLO DE LA PRÁCTICA

1ª. SESIÓN
PROCEDIMIENTO

El alumno debe estar atento a las características (aspecto, hemólisis, turbidez, etc.) que presenten los diferentes tipos de especimenes manejados en esta práctica, así como los signos de crecimiento visibles en los especimenes líquidos (hemocultivo, urocultivo u otros líquidos corporales) a fin de llevar un seguimiento por escrito del diagnóstico microbiológico que esta realizando, para lo cual se ha diseñado la hoja de datos.

A continuación llene la hoja de datos de acuerdo al caso clínico que esta manejando y proceda a revisar sus medios de cultivo que va a utilizar, los cuales deben estar en perfectas condiciones, libres de contaminantes, de lo contrario solicite reposición de material.

Proceder a identificar sus medios de cultivo con los datos del paciente, nombre del espécimen y horario de laboratorio al que Usted asiste.
De acuerdo al espécimen que esté manejando realice los procedimientos necesarios para la inoculación del mismo, en los medios de cultivo solicitados previamente a su profesor. Incube en las condiciones que los posibles agentes patógenos requieran.
HOJA DE DATOS

	IDENTIFICACIÓN DEL PACIENTE

	Nombre:                                               Sexo:                            Edad:          

	Observaciones:                                                                    Registro:

	Ubicación:                                            Sala:                                        Cama:

	Procedencia:                                                                         Tel:

	Diagnóstico presuntivo:

	Médico solicitante:                                                                 Tel:

	DATOS DEL ESPÉCIMEN

	Espécimen:                                                         Tipo:

	Fecha de la toma:                                               Hora de colección:

	Aspecto de la muestra:

	Tinción de Gram:

	Otros estudios:

	AISLAMIENTO

	Medio(s) empleados:

	Condiciones de incubación:

	Morfología colonial:

	Tinción de Gram:

	Pruebas de identificación:

	Se aisló e identifico:



DIAGRAMA 3.  CASO CLÍNICO DE ESTREPTOCOCOS Y ESTAFILOCOCOCOS
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2ª. SESIÓN

      

                                                                                                              









2ª SESIÓN

Revise, evalué y seleccione, las colonias bacterianas que considere sospechosas de agentes patógenos para el espécimen que le corresponda. Posteriormente realice las pruebas de identificación que considere necesarias para la correcta identificación de el o los agentes encontrados (solicite a su profesor el material necesario para ello).

3ª. SESIÓN
Realice el antibiograma al microorganismo aislado, utilizando el método de Kirby - Bauer con las indicaciones establecidas en la CLSI, después de incubar mida los diámetros de los halos de inhibición en mm y reporte los resultados en la siguiente tabla.

	ANTIBIÓTICO
	CÓDIGO
	CONCENTRACIÓN
	DIÁMETRO
	SUSCEPTIBLE
	INTERMEDIO
	RESISTENTE

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	


OBSERVACIONES

________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

En 1975 el National Committee for Clinical Laboratory Standars (NCCLS) recomendó el método de Kirby-Bauer para todos los Laboratorios de Estados Unidos, siendo aún en la actualidad, el método más ampliamente utilizado.

Los estudios de laboratorio han demostrado la presencia de plásmidos de resistencia transferibles que hacen prever que en un futuro, en vez de utilizar las pruebas de Kirby Bauer y la determinación de las concentraciones inhibitorias mínimas (MIC) estaremos recurriendo al genoma para establecer la susceptibilidad de los microorganismos.
4ª. SESIÓN
CONCLUSIONES Y DISCUSIÓN DEL CASO CLÍNICO
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PRÁCTICA 5
EXUDADO NASAL

REQUISITOS TEÓRICOS

El alumno debe conocer:

1. Biota normal y patógena de nasofaringe.

2. Toma, manejo y transporte de la muestra.

3. Generalidades y patogenia específica del género Haemophilus.
4. Requerimientos nutricionales y atmosféricos del género Haemophilus.
5. Fundamentos de las pruebas de identificación para Haemophilus sp, Moraxella catarrhalis y Streptococcus pneumoniae (catalasa, oxidasa, prueba para requerimentos de factores X, V; prueba de optoquina).

OBJETIVO GENERAL

Que el alumno se familiarice con la biota normal de nasofaringe a través de la recuperación de agentes microbiológicos a partir de un exudado nasal, analizando la morfología colonial macroscópica y microscópica, así como el resultado de las pruebas de identificación realizadas.

OBJETIVOS PARTICULARES

· Aislar e identificar colonias sugestivas de Haemophilus influenzae.

· Realizar el aislamiento primario de Haemophilus influenzae empleando la técnica de la estría de estafilococos.
· Descartar bacterias patógenas en nasofaringe.
INTRODUCCIÓN

La sinusitis, trastorno inflamatorio de los senos paranasales, puede clasificarse como aguda o crónica, siendo la mayoría de los casos de sinusitis bacteriana aguda secundarios a una infección vírica de las vías respiratorias superiores o una inflamación alérgica, por lo que suele producirse inflamación nasal y algunos expertos se refieren a esto como rinosinusitis.

Para conocer la microbiología de la sinusitis aguda hay que prestar mucha atención al método de obtención de las muestras. La cavidad nasal esta colonizada por diversos agentes de la biota respiratoria, que puede contaminar fácilmente el material obtenido de los senos paranasales.
En estudios, en los cuales se prestó especial atención a disminuir la contaminación y analizando los resultados de forma cuantitativa, se aisló con mayor frecuencia Streptococcus pneumoniae, seguido de Haemophilus influenzae y Moraxella catarrhalis y Staphylococcus aureus.

Los miembros del género Haemophilus son un grupo de bacterias (cocobacilos pequeños) Gram negativo, pleomórficos, que requieren factores de crecimiento presentes en la sangre para su aislamiento, son anaerobios facultativos, crecen mejor en atmósfera con 5–10% de CO2, las colonias en agar chocolate requieren 36-48 horas para desarrollar diámetros de 1 mm.

Haemophilus influenzae está distribuido mundialmente (reservorio el hombre), con prevalencia mayor de 2 meses a 3 años de edad; es poco común después de los 5 años de edad. En países en desarrollo mayormente en niños menores de 6 meses y en Estados Unidos en niños de 6-12 meses de edad.
Algunas especies de Haemophilus requieren factor X, que probablemente no sea una sola sustancia sino más bien un grupo de compuestos tetrapirrólicos termoestables, que son proporcionados por diversos pigmentos que contienen hierro (ej. hemina, hematina). Los compuestos del factor X se usan en la síntesis de catalasas, peroxidasas y el sistema de transporte de electrones de citocromos.
Otras especies de Haemophilus también pueden requerir del factor V [NAD, coenzima I o NADP, coenzima II]. El factor V es biosintetizado en gran cantidad por diversos microorganismos (ej. S. aureus y levaduras).

El H. influenzae depende de ambos factores V y X para desarrollar, H. parainfluenzae sólo depende del factor V, el H. ducreyi del factor X y el H. parahemolyticus requiere sólo el factor V pero es hemolítico. 

Alrededor de las colonias de estafilococos (o de otros m.o.) las de H. influenzae crecen mucho más grandes “fenómeno de satelitismo”, (sugestivamente, si crece cerca es grupo a y si crece lejos es grupo b).

Las especies encontradas clínicamente en el hombre son: H. influenzae, H. parainfluenzae, H. haemolyticus, H. parahemolyticus, H.ducreyi, H. aphrophilus, H. paraphrophilus y H. segnis, H. aegyptius.


Mecanismo de transmisión de H. influenzae: por contacto con gotitas y secreciones nasofaríngeas durante el período infectante. El sitio de entrada con mayor frecuencia es la nasofaringe. El periodo de incubación se desconoce y probablemente sea de dos a cuatro días. La enfermedad deja de ser transmisible en el término de 24 a 48 horas de haber iniciado el tratamiento eficaz con antibiótico, entre los que son empleados son: ampicilina, cloramfenicol, rifampicina y ceftriaxona u otra cefalosporina de 3ª generación, etc.).


El factor mayor de virulencia es el polisacárido capsular. El H. influenzae tipo b, es un patógeno importante para el humano; se encuentra sobre las mucosas del aparato respiratorio superior en el hombre. Es causa importante de meningitis en niños y en ocasión produce infecciones del aparato respiratorio en niños y adultos.

Las infecciones más comunes producidas por Haemophilus influenzae serotipo b (biotipos: I, II, III, IV, V, VI) son: meningitis bacteriana, epiglotitis, pericarditis, neumonía, artritis séptica, osteomielitis, celulitis facial e infecciones del tracto urinario.
A continuación se describen algunas de las infecciones por Haemophilus:
Meningitis: Los causantes más frecuentes son H. influenzae y N. meningitidis. Su manifestación clínica son signos meníngeos, por lo general comienzo insidioso, fiebre, convulsiones; habitualmente en niños de 1 mes a 2 años de edad.

Bacteremia: Es una manifestación temprana y frecuente de infección aguda por H. influenzae. Algunos niños se presentan con bacteremia primaria sin meningitis.
Epiglotis: El causante más frecuente es H. influenzae tipo b, se manifiesta por un rápido comienzo y progresión de odinofagia, disfagia y obstrucción de aérea alta; la epiglotis está roja y tumefacta.

Bronquitis crónica: El causante más frecuente es H. influenzae se manifiesta por tos no productiva persistente, cibilancias y disnea, la enfermedad habitualmente es crónica con exacerbaciones purulentas periódicas. 

Laringotraqueobronquitis obstructiva aguda: Infección potencialmente seria, causada por H. influenzae.

Conjuntivitis: Los causantes más frecuentes H. aegyptius, relacionado con H. influenzae biotipo III, caracterizada por una secreción conjuntival mucopurulenta. Se disemina por secreciones infectadas en toallas, manos y otros fomites. 

Endocarditis: Causantes más frecuentes son H. aphrophilus, H. paraphrophilus, H. parainfluenzae y H. influenzae. Se manifiesta por escalofríos, fiebre en picos, leucocitosis, más comúnmente se afectan las válvulas mitral y aorta.

Chancroide: El causante más común es H. ducreyi. Es una enfermedad de transmisión sexual caracterizada por lesiones genitales ulcerosas y dolorosas y ganglios linfáticos inguinales agrandados que supuran.

Diagnóstico de las infecciones producidas por Haemophilus: 
Las especies de Haemophilus recuperadas de muestras humanas a través de cultivo en agar chocolate o técnica de la estría de estafilococos se identifican en el Laboratorio Clínico a través de la tinción de Gram y requerimiento de factores X y V, reacciones hemolíticas en agar sangre de carnero, producción de catalasa y oxidasa y mediante la utilización de diversas pruebas de rutina, que incluyen producción de indol, actividad de ureasa y ornitina descarboxilasa y fermentación de hidratos de carbono. Cepas tipificables encapsuladas; cepas no tipificables no encapsuladas.

Identificación de Haemophilus influenzae: Se puede llevar a cabo por medio de la detección de antígeno:

· Coaglutinación

· Aglutinación con partículas de látex

· Inmunoensayo enzimático

· Radioinmunoensayo

· Inmunofluorescencia indirecta

También se puede identificar mediante los requerimientos de factores X y V, prueba de la porfirina, pruebas bioquímicas, sondas de DNA, o bien se pueden emplear pruebas serológicas como el método de serotipificación o la detección de anticuerpos.
	MATERIAL
	REACTIVOS
	MEDIOS DE CULTIVO

	Hisopos estériles con cánula
	Cristal violeta
	ASC al 5%

	
	Lugol
	Agar chocolate no sobrecalentado

	Portaobjetos
	Alcohol-acetona
	

	Charolas de tinción
	Safranina
	

	Puente de tinción
	Agua destilada
	

	Asas de siembra
	Para la prueba de catalasa
	

	Mechero Bunsen
	Para la prueba de oxidasa
	

	Cajas de Petri
	Solución salina estéril
	

	Gradillas metálicas
	
	

	Cubrebocas
	
	

	Guantes de látex
	
	

	*Cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923


DESARROLLO DE LA PRÁCTICA

1ª SESIÓN

Toma de muestra.
La recolección de la muestra de exudado nasal tiene una duración no  mayor a 15 segundos, sin embargo para algunos pacientes puede ser molesta y provocar alguna incomodidad; por lo que es importante que el personal encargado de tomar la muestra conozca las molestias mínimas que se pueden presentar al momento de la recolección como irritación de la mucosa nasal. 

Observe con cuidado la figura 1 que a continuación se muestra anotando en las líneas de la derecha las características que presente el paciente ej. Secreción ausente, regular o abundante, transparente, densa, con sangrado, verde, etc. 



PROCEDIMIENTO:

· Rotule sus medios de cultivo y/o medios de transporte con los datos del paciente, tipo de muestra, fecha de recolección, etc.

· Explicar al paciente el procedimiento de la toma de muestra, indicándole las posibles molestias que puede llegar a sentir.

· Pedirle al paciente que incline ligeramente la cabeza hacia atrás.
· Realizar una revisión del área nasal, si hubiese alguna lesión la muestra deberá de ser recolectada del borde de la lesión.

· Humedezca ligeramente el hisopo con solución salina estéril.

· Introduzca cuidadosamente el hisopo dentro de la fosa nasal, aproximadamente 1 cm.

· Tome la muestra firmemente dentro de la fosa nasal, rotando el hisopo y dejándolo en un mismo sitio por 10 segundos aproximadamente.

· Retire el hisopo.

· Inocule los medios que utilizará para el aislamiento de agentes etiológicos (agar chocolate y agar sangre de carnero al 5%).

· Inserte el hisopo en el contenedor de transporte y procese lo antes posible.

CULTIVO DE LA MUESTRA:

· Una vez inoculado los medios de cultivo (y en área estéril), con ayuda del asa estéril realice la siembra por medio de técnica de agotamiento.
· Incubar en la estufa bacteriológica en las condiciones necesarias para el cultivo de microorganismos fastidiosos.

· Posteriormente realice la tinción de Gram a partir de la muestra obtenida y observe al microscopio.

HOJA DE DATOS
	IDENTIFICACIÓN DEL PACIENTE

	Nombre:                                                                    Sexo:               Edad:

	Observaciones:                                                                                       

	Diagnóstico presuntivo:

	Procedencia:                                                                                     Tel:

	DATOS DEL ESPÉCIMEN

	Espécimen:                                                                     Tipo:

	Fecha de la toma:                                     Hora de colección:

	Aspecto de la muestra:

	Tinción de Gram:

	Otros estudios:

	AISLAMIENTO

	Medio(s) empleados:

	Condiciones de incubación:

	Morfología colonial:

	Tinción de Gram:

	Se aisló:


Para realizar la revisión del desarrollo de los microorganismos en los medios de cultivo, es necesario que el alumno tenga conocimiento de cuál es la biota normal y la biota patógena para el sitio analizado.
2ª Sesión

Revisar el desarrollo bacteriano en los diferentes medios de cultivo, observando y seleccionando aquellas colonias sugestivas de microorganismos patógenos de cada uno de los medios. 

Realizar tinción de Gram a las colonias seleccionadas  y determinar las pruebas de identificación a realizar tales como: catalasa, técnica de siembra en estría para estafilococos (prueba de satelitismo), fig. 2; prueba de optoquina, fig. 3; de acuerdo al agente aislado (Revisar diagrama de trabajo correspondiente).


Fig. 2. Técnica de siembra en estría para estafilococos o “fenómeno de satelitismo”.

El fenómeno del satelitismo de H. Influenzae se presenta cuando S. aureus suministra el factor V (NAD) que se difunde en el medio de cultivo, a su vez la sangre del medio proporciona el factor X. 

Fig. 3. Diagrama de realización prueba de Optoquina.

3ª. SESIÓN
Realizar la Interpretación de los resultados obtenidos a partir de las pruebas de identificación y/o sensibilidad realizadas.
4ª. SESIÓN
Discusión de resultados.
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Inoculación en
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Agar Chocolate*





Incubar de 35-37°C,             5-10% CO2 /18 a 24h





Colonias de 0.5-3 mm


α, ( o γ hemolíticas





Colonias de 2-5 mm color café claro








Hacer pruebas para estreptococos ( hemolíticos





Hacer pruebas para                  para Neisseria gonorrhoeae





Espécimen


Esputo





Tinción Gram* > 25 LPMN*** y < de 10 células epiteliales


por campo (10x)





Tinción BAAR





Inocular en:





Agar Chocolate





Agar Mac Conkey





Agar Sangre de carnero





Incubar de 35-37°C, 5-10% CO2 /18 a 24h





35-37°C/18-24h








Col. grisáceas 1-3 mm, S/D en AMC****





Col. Blancas 0.5-4 mm, S/D** en AMC****





Colonias lactosa


Positiva/negativa





Realizar pruebas para estafilococos





Realizar pruebas para Haemophilus sp.





Realizar pruebas


Para BGN*****





Inocular en Lowenstein Jensen





Espécimen orina*





Urocultivo





Examen General de Orina





Agar Sangre de Carnero. Siembra


con asa calibrada





Agar Mac Conkey





Estudio fisicoquímico





Estudio microscópico


Centrifugar a 1500 rpm 10 min.





�





��





TIRA REACTIVA:


Densidad


PH


Leucocitos


Nitritos


Proteínas


Cuerpos cetónicos


Bilirrubina


Urobilinógeno Glucosa


Hemoglobina/sangre





�





Sedimento urinario





Colonias Blancas 0.5-4 mm α, ß o Υ


S/D** en AMC***








Colonias lactosa


positiva/negativa





Pruebas para


BGN****





Hacer pruebas para


Cocos Gram  positivos





Espécimen


Hisopado Uretral 





Preparación en Fresco **





HISOPO 3





* 	Búsqueda de Polimorfonucleares, levaduras en gemación y formas bacterianas


**	Descartar Trichomonas vaginalis (en pacientes portadores)


***        S/D = Sin Desarrollo.


****       BGN = Bacilos Gram negativos








Pruebas


para BGN****





Tinción de Gram*





35-37°C/18 a 24h





Incubar a 35-37°C, 5-10% CO2 /18 a 24h





Colonias de 0.5-4 mm color blanco


S/D*** en AMC








Agar Biggy





Inoculación en medios de cultivo 





Agar


Mac Conkey





Agar Sangre de carnero





Identificación de levaduras





Pruebas para cocos Gram positivos





25°C/24-48h





Agar Chocolate





HISOPO 2





HISOPO 1





Pruebas para identificar Neisseria/Haemophilus





Colonias lactosa positiva/negativa





Colonias de 1-3 mm color café claro





Espécimen


Hisopado Endocervica / Vulvar





HISOPO 1





HISOPO 2





HISOPO 3





Preparación en Fresco **





Pruebas para


 Gardnerella vaginalis





* 	Búsqueda de Leucocitos Polimorfonucleares, levaduras en gemación y células clave o células guía, observación de la biota de Döderlein y otras formas bacterianas. Valoración con criterios Nugent.


**	Búsqueda de Tricomonas vaginalis.


	Realizar la prueba de KOH al 40% para la búsqueda de Gardnerella vaginalis.


***        S/D = Sin Desarrollo.


****      AMC = Agar Mac Conkey


*****     BGN = Bacilos Gram negativos








 35-37°C, 5-10% CO2/24-48h





Pruebas para BGN*****





Pruebas para cocos Gram positivos





Pruebas para identificar Neisseria/Haemophilus





Identificación de levaduras





Colonias lactosa positiva/negativa





Col. de 1-2 mm transparente, hemolíticas





Col. de 0.5-4 mm, hemolítica


S/D*** en AMC****








Colonias de 1-3 mm, color café claro








Inoculación en medios de cultivo 





Incubar de 35-37°C, 5-10% CO2 /18 a 24h 





35-37°C/18 a 24h





35-37°C/48h





 Agar Biggy








Tinción de Gram *





Agar Sangre Humana





Agar Sangre de carnero





Agar


Mac Conkey





Agar Chocolate





Espécimen


Sangre (frascos)





Pruebas para bacilos Gram negativos





Pruebas para identificar Neisseria/Haemophilus





Identificación de hongos





Colonias de 2-3 mm color café claro





* 	Búsqueda de formas bacterianas y levaduras.


**	Sospecha de Brucelosis, subcultivos hasta los 30 días de incubación.


***        S/D = Sin Desarrollo.


****      AMC = Agar Mac Conkey








Incubar a 25°C por 28 días





35-37°C/18 a 24h





Incubar a 35-37°C, 5-10% CO2 /18 a 24h





Colonias de 0.5-4 mm, hemolíticas


S/D*** en AMC****





Colonias lactosa positivas/negativas





** Resiembra en medios de cultivo, 24h, 48h, 7, 14, 21 y 30 días





Pruebas para cocos Gram positivos





Agar Chocolate





Agar Sabouraud





Agar Sangre de carnero





Agar Mac Conkey





Tinción de Gram*





* UFC: Unidad formadoras de colonias








Conteo de > 15 UFC significativo


< 15 UFC contaminación colonización





bacilos





Pruebas para bacilos Gram negativos





Pruebas para cocos Gram positivos





cocos





> 15 UFC Tinción de Gram





Incubar a 35-37°C, 5-10% CO2 /18 a 24h





Espécimen


Punta de catéter de 3-5 cm.





Rotar la punta de catéter en Agar Sangre de carnero por lo menos 4 veces





Espécimen


Hisopado de herida abierta





Pruebas para Bacilos Gram negativos





Identificación de hongos





Colonias lactosa positivas/negativas





* 	Búsqueda de formas bacterianas y levaduras.


**	Tioglicolato a solicitud del médico, para descartar anaerobios.


***        S/D = Sin Desarrollo.


****      AMC = Agar Mac Conkey








Inoculación en medios de cultivo** 





Colonias de 0.5-4 mm,


 α, β ó γ hemolíticas


S/D*** en AMC****








25°C por 14 días





Incubar a 35-37°C, 5-10% CO2 /18-24h





35-37°C/18 a 24h





Pruebas para cocos Gram positivos





Agar Sangre de carnero





Agar Sabouraud





Agar


Mac Conkey





Tinción de Gram*





Pruebas para Bacilos Gram negativos





Espécimen


Absceso





Caldo Tioglicolato o Jarra Gaspack





Agar


Mac Conkey





Agar Sangre de carnero





Agar Sabouraud





Tinción de Gram*





Pruebas para cocos Gram positivos





Evaluar la turbidez y Tinción Gram





Incubar a 35-37°C


Hasta por 7 días





25°C por 14 días





35-37°C/18-24h





35-37°C, 5-10% CO2 /18-24h





Col. de 0.5-4 mm, α, β ó γ hemolítica


S/D** en AMC****





Colonias lactosa positivas/negativas





Identificación de hongos





Inoculación en medios de cultivo 





* 	Búsqueda de formas bacterianas y levaduras.


**	S/D = Sin Desarrollo.


****       AMC = Agar Mac Conkey








Espécimen


Líquido Cefalorraquídeo


   





Pruebas de


Coaglutinación





Estudio citológico


y fisicoquímico





Estudio microbiológico





Centrifugar (3000 rpm/15’) e inocular en Agar L-J y ASD*


Frasco para hemocultivo








Agar  Mac Conkey





Agar chocolate





35-37°C, 5-10% CO2 /24-48h 





35-37°C/18-24h





T. Gram, Wright,


Z-N**** y Tinta china





Colonias lactosa


Positiva/negativa





Colonias café claro de 2-3 mm





Agar Sangre de Carnero





Pruebas BQ. para


Bacilos Gram negativos





Bioquímicas para


Haemophilus influenzae,


Neisseria meningitidis





35-37°C/18-24h 24h 5-10% CO2





Col. de 0.5 - 4 mm,


α, β ó γ hemolíticas


S/D** en AMC***











Agar Sabouraud Dextrosa (ASD)


35-37°C / 7- 28 días





Agar Lowenstein


Jensen (L-J)


35-37 °C / 75 días





Pruebas B.Q. para


Cocos Gram positivos


Listeria monocytogenes





Nota: El Líquido cefalorraquídeo no requiere de anticoagulante Agar Lowenstein


Jensen L-J*. A solicitud del médico, para búsqueda de Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium avium y Mycobacterium intracelullare.ASD. Para descartar Cryptococcus sp. y Coccidioides immitis. A solicitud del médico.


**  S/D = Sin Desarrollo.


*** AMC = Agar Mac Conkey


****Z-N= Zien Neelsen














Espécimen


Líquidos de Ascitis y Diálisis


   





Estudio citológico


y fisicoquímico





Estudio microbiológico





Agar Sangre de Carnero








Centrifugar (3000 rpm/15’) e inocular en dos tubos


de Tioglicolato*





A.  Mac Conkey





35-37°C, 5-10% CO2 /18-24h 





35-37°C/18-24h





T. Gram, Wright,


Ziehl-Neelsen





Col. de 0.5 - 4 mm,


α, β ó γ hemolíticas


S/D** en AMC











Colonias lactosa


Positiva/negativa





Frasco para hemocultivo








Pruebas B.Q. para


Bacilos Gram negativos





Pruebas B.Q***. para


Cocos Gram positivos








Sistema


Bactec








Agar Sabouraud Dextrosa (ASD)


35-37°C / 7- 28 días





Agar Lowenstein


Jensen (L-J)*


35-37 °C / 75 días











Nota: Los líquidos requieren de anticoagulante si el contenido en proteínas es alto.


 *Agar L-J. A solicitud del médico, para búsqueda de Mycobacterium tuberculosis.


** ASD. A solicitud del médico para búsqueda de Hongos se incuba 7, 14 hasta 28 días.


*** Caldo tioglicolato. Si la cuenta celular es >100 y < de 500 por mm3 Incub. de 3-7 días.


**** S/D = Sin desarrollo.


*****B.Q= Bioquimicas








Espécimen


Líquido Pleural


   





Estudio citológico


y fisicoquímico





Estudio microbiológico





Centrifugar (3000 rpm/15’) e inocular en dos tubos


de Tioglicolato*





Agar  Mac Conkey





Agar Chocolate








35-37°C, 5-10% CO2 /18-48h 





35-37°C/18-24h





Tinción Gram, Wright,


Z-N****, Tinta china.





Colonias café claro de 2-3 mm.











Colonias lactosa


Positiva/negativa





Frasco para hemocultivo








Agar Sangre de Carnero








Pruebas B.Q. para


Haemophilus,  influenzae,


Neisseria. meningitidis.





Pruebas B.Q. para


Bacilos Gram negativos





35-37°C, 5-10% CO2 /18-24h 





Agar Sabouraud Dextrosa 


35-37°C / 7- 28 días





Col. de 0.5 - 4 mm,


α, β ó γ hemolíticas


S/D** en AMC














Agar Lowenstein


Jensen 


35-37 °C / 75 días





Nota: El líquido requiere anticoagulante si el contenido en proteínas es alto.


*  Caldo tioglicolato. Si la cuenta celular es >100 y < de 500 por mm3 Incub. de 3-7 días.


** S/D = Sin desarrollo.


*** AMC = Agar Mac Conkey


****Z-N=Ziehl-Neelsen








Pruebas B.Q. para


Cocos Gram positivos








Espécimen


Líquido Pericárdico


   





Estudio citológico


y fisicoquímico





Centrifugar (3000 rpm/15’) e inocular en dos tubos


de Tioglicolato*





Agar  Mac Conkey





Agar Chocolate








35-37°C, 5-10% CO2 /24-48h 





35-37°C/18-24h





Tinción Gram, Wright,


Ziehl-Neelsen.








Colonias lactosa


Positiva/negativa





Colonias café claro de


2-3 mm








Frasco para hemocultivo








Estudio microbiológico





Pruebas B.Q****. para


Haemophilus. influenzae





Pruebas B.Q.**** para


Bacilos Gram negativos





Agar Sangre de Carnero








35-37°C, 5-10% CO2 /18-24h 





Agar Sabouraud Dextrosa* (ASD)


35-37°C / 7- 28 días





Pruebas B.Q****. para


Cocos Gram positivos








Col. de 0.5 - 4 mm,


α, β ó γ hemolíticas


S/D** en AMC














Nota: El líquido requiere anticoagulante si el contenido en proteínas es alto.


*  Caldo tioglicolato. Si la cuenta celular es >100 y < de 500 por mm3 Incub. de 3-7 días.


*  ASD. A solicitud del médico para búsqueda de Hongos se incuba 7, 14 hasta 28 días.


** S/D = Sin desarrollo.


*** AMC = Agar Mac Conkey


****B.Q= Bioquimicas





Espécimen


Líquido Sinovial





   





Estudio citológico


y fisicoquímico





Estudio microbiológico





Centrifugar (3000 rpm /15’)


e inocular en*


Frasco para hemocultivo








Agar  Mac Conkey


(AMC)








Agar chocolate





35-37°C/18-24h





35-37°C, 5-10% CO2 /24-48h 





Tinción Gram, Wright,


Ziehl-Neelsen.








Colonias café claro de 2-3 mm





Colonias lactosa


Positiva/negativa





Agar Sangre de Carnero





Pruebas B.Q. para


Bacilos Gram negativos





Pruebas B.Q. para


Neisseria. gonorrhoeae





35-37°C / 18-24h / 8-10% CO2





Col. de 0.5 - 4 mm,


α, β ó γ hemolíticas


S/D**** en AMC











Agar Sabouraud Dextrosa***(ASD)


35-37°C / 7- 28 días





Agar Lowenstein


Jensen (L-J)**


35-37 °C / 75 días





Pruebas B.Q. para


Cocos Gram positivos





Nota: El líquido requiere anticoagulante si el contenido en proteínas es alto.


*     Caldo tioglicolato. Si la cuenta celular es >100 y < de 500 por mm3 Incubar de 3-7 días.


**    Agar L-J. A solicitud del médico, para búsqueda de Mycobacterium tuberculosis.


***  ASD. Para descartar hongos a solicitud del médico.


****  S/D = Sin Desarrollo.
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Figura 1. Técnica de la toma de muestra de exudado faríngeo.





Úvula





Pilar amigdalino





Parte posterior de la faringe





Figura 2. Ilustración de fondo de faringe. 


Se observa sintomatología debida a faringitis estreptocócica.





Cocos Gram Positivos





 Hemolítico











Hemolítico











Optoquina 





Grupo D 


Grupo viridans





Bacitracina 0.04 U





Grupo D 





Crecimiento en NaCl 6.5%





No Enterococo





Enterococcus sp.





CAMP





 Hemolítico











Bilis esculina





Grupo  viridans





DIAGRAMA 1.  IDENTIFICACIÓN PARA ESTREPTOCOCOS





Agar Sangre de





Carnero al 5 %





Catalasa





Negativa





S





R





Streptococcus pneumoniae





Streptococcus pyogenes


  (Grupo A)





Streptococcus agalactiae


  (Grupo B)
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Tinción de Gram 





Estafilococos





Espécimen  Clínico





Tinción de Gram


a partir de cultivo





Prueba de la catalasa





Estreptococos





ASC al 5%,  35-37°C, 18-24 h





Cocos grampositivos





Prueba de la coagulasa





Fermentación de manitol 





Staphylococcus aureus








Staphylococcus coagulasa (-)








Orina








Staphylococcus saprophyticus





DIAGRAMA 2. IDENTIFICACIÓN DE COCOS GRAM POSITIVOS





Revisar Diagrama 1





Resistencia a Novobiocina





Examen directo





Cultivo





Cocos Gram positivo





ESPÉCIMEN CLÍNICO


________________________





CULTIVO, ASC


35-37°C, 24 h, 10% CO2








TINCIÓN DE GRAM





OBSERVACIONES





Microorganismo Sugestivo de:





__________________





CATALASA


______________





Pruebas de identificación





Interpretación





MICROORGANISMO AISLADO E IDENTIFICADO:


_______________________________________________________________
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OBSERVACIONES


________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________





Figura 1. Anatomía de cavidad nasal. 


Técnica de toma de muestra para exudado nasal.











BIOTA NATIVA				BIOTA PATÓGENA


_____________________________		__________________________________


_____________________________		__________________________________


_____________________________		__________________________________


_____________________________		__________________________________


_____________________________		__________________________________


_____________________________		__________________________________





1. En agar ASC 5%, con asa estéril realice la resiembra masiva de la colonia sugestiva de Haemophilus influenzae.





2. Con el asa estéril, tome una asada de la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 e inocule de un extremo a otro del agar.





3. Incube a 35°C en atmósfera del 5% de CO2 por 18 a 24 horas.





4. El desarrollo de colonias típicas de Haemophilus influenzae, en la periferia de la estría del estafilococo indica un resultado positivo para la prueba de satelitismo.





Staphylococcus aureus ATCC 25923.





Haemophilus influenzae





Técnica de siembra en estría para estafilococos.





1. En agar ASC 5%, con asa estéril realice la resiembra masiva de la colonia sugestiva de Streptococcus pneumoniae (La placa de agar ASC puede dividirse hasta en 4 cuadrantes para realizarla a distintas colonias sugestivas de neumococo).





2. De manera aséptica, con pinzas flameadas con alcohol; tome un sensidisco de optoquina (Taxo P), y colóquelo en el centro de la resiembra que realizó (Utilice un sensidisco por cada cuadrante utilizado).





P





3. Incube a 35°C en atmósfera del 5% de CO2 por 18 a 24 horas.





P





4. La observación de un halo de inhibición, indica la sensibilidad del neumococo y por lo tanto un resultado positivo para la prueba de optoquina.





Prueba de Optoquina
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