Biol 4375L Laboratorio Microbiologia Clinica

Ambiente en el laboratorio clinico, coleccién, procesamiento, analisis de muestras y
epidemiologia

Objetivos

1. Aprender a preparar medio de cultivo.

2. Conocer instrumentos y equipos utilizados en los laboratorios clinicos.

3. Adquirir conocimientos en la coleccion, procesamiento y analisis de muestras.

4. Aprender conceptos basicos y procesos llevados a cabo en el area de la epidemiologia.

I. Preparacion de medios de cultivo

Algunos medios de cultivos pueden ser comprados ya hechos, mientras otros pueden ser
confeccionados siguiendo la receta encontrada en manuales de medios de cultivos deshidratados
y reactivos para microbiologia. Los medios de cultivos usados en los laboratorios de
microbiologia pueden ser confeccionados siguiendo las instrucciones que el manufacturero
provee en la etiqueta del envase. Sin embargo, hay medios de cultivos que son especificos para
grupos de bacterias que muchas veces debe ser realizado afiadiendo cada componente del medio
de forma individual y detallada para que sea mas efectivo para la recuperacion del
microorganismo.

Hay factores que influyen en el crecimiento del microorganismo en el medio como es: 1)
la disponibilidad de nutrientes, gases, humedad, 2) las temperaturas adecuadas, 3) técnicas
asépticas. Los medios deben tener fuentes de carbono, hidrdgenos, nitrégeno, azufre, fésforo,
sales como calcio, manganeso, sodio y potasio que son los componentes que son usados por el
microorganismo para el desarrollo de componentes celulares. Para las bacterias aerdbicas el aire
es el gas que le provee el oxigeno que requieren. La humedad en la atmosfera se provee
artificialmente cuando los microorganismos crecen en incubadoras a través de envases abiertos
con agua o algodon humedo colocados en los medios. Algunos medios son liquidos y son
conocidos como caldo, pero hay medios sélidos y semi-sélidos por la adicién de agar o gelatina
como agentes que solidifica.

Para confeccionar un medio de cultivo se debe calcular cuanto volumen total se desea
hacer para poder saber cuantos gramos del medio de cultivo se necesita.

Por ejemplo: Si deseo hacer 50 platos Petri de agar nutritivo y cada plato Petri contiene 15ml de
medio. La receta en el envase del medio indica que son 25gramos del medio para 1 litro de
medio.

50platos (15ml cada plato) = 750ml (volumen total a realizar)
25 gramos agar nutritivo _X gramos agar nutritivo necesito

1000 ml medio 750ml medio que voy hacer
X =(0.025) 750
X =18.75g
Préactica:

A. Confeccion los medios: “Snyder Test Agar” en tubo, “Manitol Salt Agar” (MSA) en
plato, “Antibiotic médium”, “Bile esculine agar” en tubo y “Tryptic Soy Agar” en plato y
en tubo inclinado.
A. Difco Snyder Test Agar (65gramos/1000ml)
1. Calcular los gramos que se requieren para hacer ___ tubos de ensayos que
contienen 6ml de medio cada uno.
2. Afada___ mL de dH.O enun matrazde ___mL y coloque un magneto.
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Afada __ g de agar al agua mientras se agita suavemente y calentdndose en un
“hot/stirrer”.

Agite continuamente y caliente hasta que el medio se vea translucido. No hervir.
Pase 6ml del medio a cada tubo de ensayo usando una pipeta seroldgica con su
pompa. Tape los tubos de ensayos al finalizar y coloque un pedazo de indicador
de esterilizacion sobre las tapas de los tubos. Los tubos deben estar colocados en
una gradilla.

Esteriliza los tubos en una autoclave a un ciclo de 15 min a 121C° y 15 p.s.i. Este
paso se realizara con la técnica del laboratorio.

Una vez finalizado el ciclo, espere que baje la temperatura y la presion en el
autoclave para poder abrirlo. No deje que se enfrie ya que se solidificara. Utilice
agarradera o guantes para el calor cuando este manejando los tubos con el medio
caliente.

B. Difco Mannitol Salt Agar (111 gramos/1000ml)

1.

2.
3.

o1

Calcular los gramos que se requieren para hacer ___ platos Petri que contienen 20

ml de medio cada uno.

Afada __ mL de dH2O enun matraz de __ mL y coloque un magneto.
Afada __ g de agar al agua mientras se agita suavemente y calentandose en un
“hot/stirrer”.

Agite continuamente y caliente hasta que el medio se vea translucido. No hervir.
Tape con un pedazo de papel de aluminio el matraz y coloque un pedazo de
indicador de esterilizacion.

Esteriliza el matraz en una autoclave a un ciclo de 15 min a 121C° y 15 p.s.i. Este
paso se realizara con la técnica del laboratorio. Una vez finalizado el ciclo, espere
que baje la temperatura y la presion en el autoclave para poder abrirlo.

Se deja enfriar un poco el medio cuando sale del autoclave para servirlo, pero no
deje que se enfrié mucho ya que se solidificara. Se vierte aproximadamente 25 ml
del medio por plato Petri usando técnicas asépticas (area limpia, manos limpias,
mechero prendido, flamear la boca del matraz, no abrir mucho el plato Petri al
servir).

Dejar que se solidifique a temperatura ambiente antes de guardarlos en la nevera.
Utilice agarradera o guantes para el calor cuando este manejando el matraz con el
medio caliente.

C. Difco Tryptic Soy Agar ( 40 gramos/1000ml) para platos Petri

1.

2.
3.

ok~

Calcular los gramos que se requieren para hacer ___ platos Petri que contienen 20
ml de medio cada uno.

Afada __ mL de dH>O enun matrazde ___mL y coloque un magneto.

Afada __ g de agar al agua mientras se agita suavemente y calentandose en un
“hot/stirrer”.

Agite continuamente y caliente hasta que el medio se vea translucido. No hervir.
Tape con un pedazo de papel de aluminio el matraz y coloque un pedazo de
indicador de esterilizacion.

Esteriliza el matraz en una autoclave a un ciclo de 15 min a 121C° y 15 p.s.i. Este
paso se realizara con la técnica del laboratorio. Una vez finalizado el ciclo, espere
que baje la temperatura y la presion en el autoclave para poder abrirlo.
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Se deja enfriar un poco el medio cuando sale del autoclave para servirlo, pero no
deje que se enfrié mucho ya que se solidificara. Se vierte aproximadamente 25 ml
del medio por plato Petri usando técnicas asépticas (&rea limpia, manos limpias,
mechero prendido, flamear la boca del matraz, no abrir mucho el plato Petri al
servir).

Dejar que se solidifique a temperatura ambiente antes de guardarlos en la nevera.
Utilice agarradera o guantes para el calor cuando este manejando el matraz con el
medio caliente.

D. Difco Antibiotic médium 1 (30.5gramos/1000ml)

1.

2.
3.

o~

Calcular los gramos que se requieren para hacer ___ platos Petri que contienen 20
ml de medio cada uno.

Afada __ mL de dH2O en un matraz de ____mL y coloque un magneto.

Afada __ g de agar al agua mientras se agita suavemente y calentdndose en un
“hot/stirrer”.

Agite continuamente y caliente hasta que el medio se vea translucido. No hervir.
Tape con un pedazo de papel de aluminio el matraz y coloque un pedazo de
indicador de esterilizacion.

Esteriliza el matraz en una autoclave a un ciclo de 15 min a 121C° y 15 p.s.i. Este
paso se realizara con la técnica del laboratorio. Una vez finalizado el ciclo, espere
que baje la temperatura y la presién en el autoclave para poder abrirlo.

Se deja enfriar un poco el medio cuando sale del autoclave para servirlo, pero no
deje que se enfrié mucho ya que se solidificara. Se vierte aproximadamente 25 ml
del medio por plato Petri usando técnicas asépticas (area limpia, manos limpias,
mechero prendido, flamear la boca del matraz, no abrir mucho el plato Petri al
servir).

Dejar que se solidifique a temperatura ambiente antes de guardarlos en la nevera.
Utilice agarradera o guantes para el calor cuando este manejando el matraz con el
medio caliente.

E. Difco Tryptic Soy Agar ( 40 gramos/1000ml) para tubo inclinado

1.

2.
3.

ok~

Calcular los gramos que se requieren para hacer ___ tubos de ensayos que
contienen 8 ml de medio cada uno.

Afada __ mL de dH20 en un matraz de ____mL y cologue un magneto.

Afada __ g de agar al agua mientras se agita suavemente y calentandose en un
“hot/stirrer”.

Agite continuamente y caliente hasta que el medio se vea translucido. No hervir.
Pase 8 ml del medio a cada tubo de ensayo usando una pipeta serolégica con su
pompa. Tape los tubos de ensayos al finalizar y coloque un pedazo de indicador
de esterilizacion sobre las tapas de los tubos. Los tubos deben estar colocados en
una gradilla.

Esteriliza los tubos en una autoclave a un ciclo de 15 min a 121C° y 15 p.s.i. Este
paso se realizara con la técnica del laboratorio.Una vez finalizado el ciclo, espere
que baje la temperatura y la presién en el autoclave para poder abrirlo. No deje
que se enfrie ya que se solidificara. Utilice agarradera o guantes para el calor
cuando este manejando los tubos con el medio caliente.

Coloque los tubos calientes inclinados en las maderas que se le proveerd. Dejar
que se solidifique a temperatura ambiente antes de guardarlos en la nevera.
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Il. Ambiente del laboratorio clinico
En un laboratorio clinico se manipula diferentes muestras de pacientes para proveer unos
resultados de unas pruebas que ayuden al manejo de la infeccion. Los datos que se proveen en
un laboratorio clinico aportan a la prevencion ya que en algunos casos se debe reporta a las
agencias pertinentes unas enfermedades especificas para que las agencias de salud del gobierno
puedan intervenir. En otros casos los resultados dados por el laboratorio clinico permiten un
mejor diagnostico de la condicion o enfermedad del paciente para un mejor tratamiento o
manejo. Para poder llevar a cabo la manipulacion de las muestras es requerido una serie de
equipos y materiales que permite procesar de forma efectiva y tener un resultado.
A. Equipos y materiales
1. Incubadora: utilizadas para crecer microorganismos a temperaturas constante, las
mismas puede ser usadas con gases como CO»,
2. autoclave: instrumento utilizado para esterilizar equipos, materiales, medios y
soluciones con alta temperatura (121°C) a una alta presion (15Ibs.) y a un tiempo dado
(15 minutos) en una cdmara con alta humedad.
3. gabinete microbiolégico: posee un flujo de aire filtrado impulsado desde la parte
superior para evitar la entrada de contaminantes al rea y una luz UV que ayuda a
desinfectar.
4. centrifuga: permite separar las muestras en sus componentes principales a través del
uso de la velocidad.
5. hisopos estériles: usados para la extraccién de muestra y en algunos casos vienen en
soluciones que permite transportar la muestra tomada.
6. microscopio: usado para observar las laminillas realizadas con muestras de los
pacientes como es la sedimentacion de la orina, conteo de células de la sangre, tincion de
muestra.
7. agujas de inocular: permite el transferir muestras a medios selectivos y diferenciales
que se usan para realizar cultivos ya sea de orina, sangre, esputo, o de cualquier fluido
extraido del paciente. Este material puede ser de plastico estériles individuales o de metal
reusable.
Practica:
Van a ver demostraciones de los equipos y materiales discutidos. Se utilizaran el autoclave para
la esterilizacion de medios.
I11. Colecta, procesamiento y andlisis de muestras clinicas
Como se colecte la muestra depende que patégeno es posible que se aisle o identifique. Hay
muestras que se requiere que se tomen al despertarse el paciente como es la orina y el esputo.
Por otra parte, la sangre para cultivo es recomendable que se tome cuando el paciente tenga
fiebre.
A. Tipos de muestra
1. Liquida: Ejemplos: exudados, pus, sangre, esputo, saliva, orina, secreciones
2. Soélida: piel, ufias, cabellos, excreta
B. Ejemplos de méetodos de colectar muestras clinicas
1. Orina: Se toma la muestra en un envase estéril descartando los primeros mililitros de
orina antes de tomar la muestra en el envase. Se recomienda limpiar el area antes de
tomar la muestra y que sea la primera orina de la mafiana.
2. muestra de garganta: se usa un hisopo estéril que se pasa por la parte posterior de la
faringe, amigdalas y area inflamada. El hisopo es transportado en un envase con un

@ B.1.S.S. julio/2018 ed. 1/2019



Biol 4375L Laboratorio Microbiologia Clinica

medio de transporte que puede ser agua salina o amortiguador de fosfato en donde el

microorganismo se mantiene vivo pero no crece.

3. esputo: Se colecta preferiblemente en las mafianas en un envase estéril.

4. muestra del canal auditivo externo: Se usa un hisopo estéril que se pasa por el canal

auditivo externo para diagnosticar otitis externa.
C. Pasos a seguir para la colecta de muestra clinica

1. Se debe elegir el método adecuado para la muestra a tomar.

2. La muestra se debe colectar antes de cualquier tratamiento con medicamentos.

3. Tomar suficiente muestra para poder hacer el estudio.

4. Tomar informacion precisa sobre la muestra, por ejemplo, paciente con cirugia X,

muestra del brazo derecho.

5. Rotular correctamente la muestra.

6. Transportar la muestra correctamente.

7. Evitar la contaminacion.
D. Métodos para detectar e identificar el patdégeno en la muestra

1. microscopia: Se realiza tinciones directas a la muestra para observar si hay

microorganismos asociados. También se puede realizar tinciones a las bacterias aisladas

de la muestras para definir morfologia, grupo que pertenece, motilidad, produccién de

capsula.

2. cultivar: Aislar y purificar la bacteria par luego se identificada. También, la muestra

puede ser inoculada en medios para ver si crece algin microorganismo.

3. método quimico: Realizar pruebas bioguimicas a los aislados para su identificacion a

través de fisiologia.

4. pruebas inmunologicas: Se usa pruebas seroldgicas para identificar antigenos

producidos por el microorganismo. Hay otras pruebas que es para identificar anticuerpos

para unas enfermedades.
IV. Epidemiologia

La epidemiologia es el estudio de como ocurre, se distribuye y se determina una
enfermedad en una poblacidn, al igual que la salud de la poblacién. La epidemiologia esta
vinculada con la salud publica. Se estudia el modo en que se dispersa la enfermedad para poder
Ilegar al origen de la misma y el modo en que fue trasmitida. Se busca el reservorio que es el
lugar donde el agente infeccioso se encuentra viable y donde puede la poblacién contaminarse.
Este puede ser animado (tener vida) o inanimado (sin vida). Ejemplo de animado es el humano,
un animal, una planta en cambio inanimada puede ser materia organica muerta, suelo. Ademas,
se estudia la transmision de la enfermedad que puede ser directa de hospedero a hospedero por
contacto intimo de persona a persona como para intercambiar fluidos corporales que ocurre con
enfermedades de trasmision sexual. También hay transmisién directa de hospedero a hospedero
con contacto no intimo como es el catarro, la influenza por esparcimiento de gotas o por contacto
de areas contaminadas del cuerpo de la persona. Ejemplo el darle la mano a una persona
infectada. Otro ejemplo de transmision es la indirecta de hospedero a hospedero. En este caso
puede haber un vector (un organismo vivo que es portador del patégeno) o un agente inanimado
(fomites). Animales como pulgas, garrapatas, perros, gatos, roedores son ejemplos de vectores
de enfermedades. Los celulares, libros, colchones de camas, juguetes, instrumentos de cirugia
son ejemplos de fémites. El modo en que se estudia en la epidemiologia es tomando datos e
informacion sobre la enfermedad en la poblacion ya sea a través de entrevistas a los pacientes,
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revisando los registros clinicos de los pacientes como reportes clinicos. Los datos obtenidos se
analizan y se interpretan.
A. Tipos de enfermedades e infecciones:

1. infeccion croénica: es conocida como larga duracion porque el patdgeno mantiene un
balance con su hospedero tomando del mismo lo que requiere pero tiene una progresion lenta.

2. infeccion aguda: es conocida como de corta duracion porgue el patdégeno afecta rapido
y dramaticamente a su hospedero.

3. esporadica: es cuando la enfermedad ocurre en un momento dado en un lugar en
particular.

4. endémica: es cuando la enfermedad esta de forma constante en baja incidencia en una
poblacion siendo persistente en la poblacion o area geografica. EI patdgeno no es muy virulento
o0 la mayoria de la poblacion en inmune al mismo ocasionando bajo nimeros de casos. El
paciente afectado por una enfermedad endémica se le conoce como reservorio de la infeccidn
porque de este puede infectarse otras personas.

5. epidemia: es cuando la enfermedad esta en un nimero alto de individuos de una
poblacién de forma simultanea. Se observa un aumento subito de incidencia de la enfermedad en
una poblacion en particular. Por ejemplo, dengue, influenza, zika, cdlera, malaria, gonorrea

6. pandemia: Es cuando una enfermedad esta extendida por todo el mundo causando una
alta incidencia. Ejemplo: Sida.

B. Pasos para seguir en un brote
1. Verificar si hay un brote
Se corroborar que realmente hay un brote que no sean casos esporadicos 0 casos
que no se relacionan.

2. Verificar el diagnostico

Ver si se identifico correctamente la enfermedad usando resultados de
laboratorios, visitando a los pacientes y corroborando que las caracteristicas clinicas consiste con
el diagnostico.

3. Construir una definicion del caso

Crear los estandares y los criterios a usar para evaluar los casos para poder
corroborar que los individuos tienen la condicion a evaluar. Aqui se usa criterios clinicos que
sean objetivos.

4. Encontrar los casos y registrar la informacion

Buscar informacidn sobre casos similares a los reportados en hospitales, clinicas,
oficinas de doctores y laboratorios. También se puede usar las comunicaciones para informar y
buscar que las personas reporten sintomatologia similares a los casos registrados.

5. Realizar una descripcion epidemiolégica

Analizar los casos y ver qué caracteristicas son claves entre los casos.

6. Desarrollar una hipoétesis de como fue, que ocurrio en el brote, el reservorio,
modo de transmision, factores de riesgo, si fue el lugar donde ocurrio, el periodo de tiempo,
los grupos afectados.

7. Evaluar las hipotesis

Se evalUla ya sea comparando la hipdtesis con los hechos encontrados o con
estadistica para cuantificar las relaciones y probabilidad.

8. Reconsiderar, refinar y volver a evaluar las hipotesis

9. Compare y concilie con estudios de laboratorio y del ambiente
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Las evidencias de laboratorios pueden aportar para confirmar sospechas. Los
estudios del ambiente en algunos casos dan mas informacion para poder llegar a la causa del
brote.

10. Implementar medidas de control y prevencion

Aunque este paso sea el 10, las medidas de control y prevencion se implementan
lo antes posible. Si hay medidas de control apropiadas para el brote disponibles aunque la
investigacion este en sus comienzos, se implementan para la proteccion de la salud de la
poblacién en riesgo. Las medidas de control pueden ser varias y en varios puntos de la cadena
de transmision. Esto incluye el agente, la fuente, el modo de transmision de la enfermedad, el
hospedero, en fin, puntos clave para prevenir mas contagios.

11. Ejecutar medidas de vigilancia

Monitorear que las medidas de prevencion y control se estén implementando. Al
igual que las medidas de control y prevencion pueden realizarse desde el comienzo de la
investigacion del brote, la vigilancia desde su implemento debe estar activa. La vigilancia ayuda
a corroborar que las medidas de control y prevencion estén funcionando y que sean efectivas
contra la enfermedad.

12. Comunicar los hallazgos

Realizar un reporte que resuma la investigacion, los hallazgos y resultados
obtenidos. El reporte puede ser realizado oralmente a las autoridades y de forma escrito.
C. Algunas enfermedades de notificacion obligatoria:

1. meningitis 7. Amebiasis
2. tuberculosis 8. conjuntivitis
3. VIH 9. leptospirosis
4. Sindrome de Guillain-Barré  10. rabia
5. Zika 11. Staphylococcus aureus con resistencia a vancomicina,
meticilina u oxicilina
6. Chinkunguya 12 sifilis
D. Practica:

1. Cada estudiante va a tener un vaso rotulado que contiene un liquido incoloro que representa a
ellos en una poblacién. Un estudiante va a tener un vaso con una sustancia que equivale a la
persona infectada.

2. Cada estudiante van a compartir un poco del contenido de su vaso con un compariero de su
mesa (partner) y luego con otros dos de otras mesas. Entre esta dindmica, el estudiante va a
recibir y dar un poco del contenido de su vaso, pero sin quedarse sin liquido. Importante: anotar
el nimero de los vasos que recibid y de los vasos que compartid liquido. Que los estudiantes
vayan en orden, primero una mesa comparte entre ellos y se levantan y comparten con otros dos
de dos distintas mesas. Luego la otra mesa hace lo mismo y luego la otra. Asi se hace mas
organizado Yy los estudiantes pueden ver y anotar con quienes compartieron.

3. Luego, la/el instrutor(a) va afadir 1-2 gotas de fenoftaleina a cada vaso.

4. Deben anotar al lado del numero si el liquido cambio de color en la tabla a continuacién.
Cambio de color es positivo a contagio.

5. Cuente cuantos contagiados totales.

Numero del vasos que afadi Numero del vaso que recibi
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