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Lista de Abreviaturas usadas en este Documento

ABS Agar bismuto sulfito

ADC Agar desoxicolato citrato

AEH Agar entérico de Hektoen

AHD Agar huevo de Dorset

AHK Agar hierro de Kligler

AHL Agar hierro Lisina

AHTA Agar hierro triple aztcar

AIC Agar infusion de corazén

AICC Agar infusion cerebro corazén

AMC Agar MacConkey

APA Agua de peptona alcalina

ASM* Sociedad Estadounidense de Microbiologia
ATCC*® Coleccién americana de cultivos tipos

BSF Buffer de salina fosfato

CcC Control de calidad

CDCa Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades
CIG Colaboracién Internacional en Gonococo
CIM Concentracién inhibitoria minima

DAN Dintcleotido adenina-nicotinamida (factor V)
DXL Agar desoxicolato xilosa lisina

FCR Fuerza centrifuga relativa (medida en xg)

GC Neisseria gonorrhoeae (0 gonococo)

GN Caldo gramnegativo

Hib Haemophilus influenzae serotipo b

IATA® Asociacion Internacional de Transporte Aéreo
ITS Infeccién de transmisién sexual
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LCR
LDTGG
LET
ML
MPH
NBS
NCCLS*

NF
NU
OIAC
OMS
PSS
RMP
SEL
SIM
SS
TCBS?
T-1
TMM
TS
TSA2
UFC

Liquido cefalorraquideo

Medio de leche descremada, triptona, glucosa, glicerol
Libre de endotoxina

Medio de Martin Lewis

Medio de prueba de Haemophilus

Nivel de bioseguridad

Se conocia anteriormente con el nombre de Comité Nacional para
Estdndares de Laboratorio Clinico (conocido ahora solo por su sigla),
el NCCLS es una organizacién internacional, interdisciplinaria, educa-
cional y no lucrativa que anualmente elabora, por consenso, actualiza-
ciones y lineamientos estdndares para la atencion de salud.

Nasofaringeo

Naciones Unidas

Organizacion Internacional de la Aviacién Civil
Organizacién Mundial de la Salud
Polinetolsulfonato de sodio

Regulaciones para materiales peligrosos (publicacion)
Caldo de selenito

Medio de sulfito indol motilidad

Agar Salmonella Shigella

Agar tiosulfato citrato sales de bilis sacarosa
Medio de transaislamiento

Thayer Martin modificado (medio de)

Caldo base de triptona soya

Agar base triptona soya?

Unidades formadoras de colonias

a Se mantienen las siglas en inglés.
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CAPITULO |

Introduccion

as enfermedades respiratorias y entéricas ocasionan una gran parte de la carga

de morbilidad y mortalidad en los paises en vias de desarrollo; la infeccién

respiratoria aguda y la enfermedad diarreica ocasionan el mayor numero de
muertes en ninos menores de 5 afios de edad en todo el mundo. Los agentes
patdgenos del tracto reproductivo causan infecciones no complicadas de las
membranas mucosas; sin embargo, si no son tratadas, las infecciones con estos
agentes patogenos pueden causar enfermedad inflamatoria pélvica, embarazo
ectdpico e infecundidad, y pueden facilitar la transmision del VIH. El acceso a
agua segura, mejoras sanitarias, higiene, inmunizaciones, educacién, comunicacién
en salud y acceso a cuidados médicos de urgencia con manejo apropiado de los
casos han contribuido al mejoramiento de la salud y al desarrollo social y
econdmico. Sin embargo, una consecuencia del aumento de la disponibilidad de
agentes antimicrobianos para el tratamiento sintomdtico de enfermedades en
hospitales y en la comunidad ha sido la aparicion de resistencia de los patégenos a
los antimicrobianos, lo que constituye una preocupacién para la salud publica.

La resistencia a los antimicrobianos es un problema de gran importancia para la
salud publica en todo el mundo, pero es de particular preocupacion en los paises
en vias de desarrollo porque, a corto plazo, en ellos hay menos opciones
econ6micas y apropiadas de tratamiento. Es cada vez mds importante monitorear
los patrones de resistencia ya que ha disminuido la susceptibilidad a los
antimicrobianos de los agentes patdgenos bacterianos que contribuyen
significativamente a la carga ocasionada por enfermedades respiratorias, febriles,
diarreicas y del tracto reproductivo. Debido a que las pruebas de susceptibilidad a
los antimicrobianos requiere dedicacién intensiva, la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) recomienda que solo uno o dos laboratorios de referencia en cada
pais realicen estas pruebas. Sin embargo, hasta ahora no hay una fuente
técnicamente apropiada de informacién estandarizada para la deteccién de la
resistencia a los antibidticos en el laboratorio, que sea practica para su uso en
regiones con recursos limitados.
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Este manual de laboratorio se centra en siete agentes patdgenos bacterianos de
importancia para la salud publica en el mundo en vias de desarrollo: Haemophilus
influenzae, Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae, Neisseria gonorrhoeae,
Salmonella serotipo Typhi, Shigella y Vibrio cholerae. Se presentan métodos para el
aislamiento e identificacién de cada uno de estos agentes bacterianos a partir de
muestras clinicas, y se describen técnicas estandarizadas de susceptibilidad a los
antimicrobianos asi como los criterios para su interpretacion. Para beneficiarse de
la informacién que se presenta en este manual, el personal de laboratorio debe
estar capacitado en técnicas microbioldgicas idoneas basicas y tener el
adiestramiento para realizar trabajos tales como la esterilizacion de instrumentos y
la preparacién de medios. Se han afiadido los diagramas de flujo de
procedimientos y figuras a color de colonias bacterianas y reacciones tipicas como
suplementos al texto para facilitar la identificacién comparativa. La precisiéon en
los procedimientos y la estandarizaciéon metodoldgica son decisivas para la
ejecucion de las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos; también es vital
observar los protocolos de control de calidad para garantizar que los resultados de
las pruebas sean validos y significativos.

Con el fin de que un laboratorio obtenga el maximo resultado en el aislamiento e
identificacion de las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos, debe hacer
inversiones periédicas en materiales, suministros, medios, reactivos y control de
calidad, asi como adiestrar periédicamente a su personal y asesorarlo en cuanto a
la calidad y las pruebas de proficiencia. Cualquier variacién de los métodos
descritos en este manual para las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos
puede invalidar los resultados de las pruebas. Los métodos de las pruebas de
susceptibilidad a los antimicrobianos deben aplicarse de acuerdo con pautas
clinicas internacionalmente reconocidas, como las de NCCLS (una organizacién
internacional, interdisciplinaria y educacional, no lucrativa, que desarrolla
estdndares actualizados y consensuados y gufas para la comunidad de proveedores
de atencién de la salud sobre bases anuales) para brindar resultados significativos
en la interpretacion clinica y epidemioldgica. El equipo de laboratorio debe tener el
tiempo y los recursos apropiados para llevar a cabo los procedimientos descritos
en este manual si los resultados han de ser significativos y aplicables a decisiones
clinicas y de politicas.

Como la resistencia a los agentes antimicrobianos de los patégenos que causan
estas enfermedades crece y cambia, también tienen que cambiar las estrategias de
respuesta. Los agentes patogenos resistentes se pueden traducir en infecciones de
tratamiento mas dificil y por tanto, de mayor morbilidad y mortalidad, una
pérdida de recursos y un obstdculo para el desarrollo sanitario, social y econémico
en su conjunto. La comunicacién oportuna entre el laboratorio y los oficiales de
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salud publica es esencial para establecer politicas de tratamiento apropiadas en el
ambito local. Los datos del laboratorio son componentes esenciales de los procesos
de toma de decisién en relacion con las politicas clinicas y de salud publica.

Mindy J. Perilla, MPH

Divisién de Enfermedades Bacterianas y Micéticas
Centro Nacional para Enfermedades Infecciosas

Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades
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CAPITULOV

Streptococcus pneumoniae

CONFIRMACION DE LA IDENTIFICACION Y PRUEBAS DE
SUSCEPTIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS

treptococcus pneumoniae es un agente comun de las enfermedades respiratorias

bajas y altas, tales como neumonia y otitis media aguda (infecciones del oido

medio), y de meningitis, que afectan a los nifios y los adultos en todo el
mundo. Esta bacteria patégena es la causa de aproximadamente el 40% de las otitis
medias agudas. Aunque la otitis media aguda y otras infecciones del tracto
respiratorio alto cominmente no progresan a enfermedad invasiva, ellas
contribuyen significativamente a la carga y al costo de la enfermedad neumocécica.
La meningitis en lactantes, nifios pequefios y en los ancianos es frecuentemente
causada por S. pneumoniae. Las personas que presentan anemia drepanocitica,
aesplenia anatémica o tienen compromiso de su sistema inmunoldgico también
son mads susceptibles a la infeccion por S. pneumoniae. La meningitis neumocdcica
es la presentacién mds grave de la enfermedad, pero la mayoria de los casos y
defunciones son por neumonia neumocdécica. La vacuna de polisacdridos de
neumococo estd disponible para prevenir la enfermedad invasiva en los ancianos y
personas con enfermedades crénicas que reducen la inmunidad natural a la
enfermedad neumocdcica; sin embargo, esta vacuna no es efectiva en nifios
menores de 2 afios de edad. Por el contrario, las vacunas conjugadas son efectivas
en ninos pequenos. En el aio 2000 se aprobé para su uso clinico una vacuna
conjugada de neumococo que cubre los siete serotipos que causan mds
comunmente bacteriemia en nifnos en los Estados Unidos (y en algunos otros
paises industrializados). Hay en marcha investigaciones sobre formulaciones de
vacunas que contienen los serotipos mas comunes en los paises en desarrollo.

Las cepas de S. pneumoniae frecuentemente se encuentran en la garganta sin causar
enfermedad. En ocasiones, es necesario realizar estudios de prevalencia en
portadores sanos con fines de salud publica. Para estas investigaciones, las muestras
deben obtenerse por hisopado nasofaringeo (NF); el método para la obtencién y
aislamiento por hisopado nasofaringeo se incluye en el Apéndice 5. La prueba de
susceptibilidad a los antimicrobianos de estos aislamientos debe hacerse siguiendo
las instrucciones que se presentan en este capitulo.
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Confirmacion de la identificacion de S. pneumoniae

Las cepas de S. pneumoniae son diplococos o cocos en cadenas Gram positivos
(véase la Figura 73). En placas de agar sangre y agar chocolate, las colonias de
S. pneumoniae aparecen pequenas, grisiceas y mucoides (claras como el agua),
y estdn rodeadas de una zona verdosa de alfa hemdlisis (ot hemlisis).

Las colonias jévenes de neumococo y del estreptococo viridans o-hemolitico
aparecen levantadas; sin embargo, después de 24 a 48 horas, el centro de las
colonias de neumococos se vuelve deprimido, mientras las colonias de estreptococo
viridans conservan su apariencia (véase la Figura 14). Una lupa de mano de 3x o un
microscopio (30x—50x) puede, por tanto, ser util para diferenciar el neumococo del
estreptococo viridans a-hemolitico. La diferenciacién entre las cepas de

S. pneumoniae y de estreptococo viridans se completa con las pruebas de optoquina
y prueba de solubilidad en bilis: los neumococos son susceptibles a la optoquina y a
la solubilidad en bilis, mientras los estreptococos viridans no lo son. Las pruebas de
aglutinacién en ldmina comercialmente disponibles pueden también usarse para la
identificacién del neumococo. Para obtener resultados ptimos, las placas para la
prueba de identificacién de neumococo tienen que ser incubadas en una atmésfera
de CO; al 5%.

En la Figura 15 se incluye un diagrama del flujo de la identificacién de laboratorio
de cepas de S. pneumoniae. La identificacion presuntiva se hace determinando la
susceptibilidad de la cepa a la optoquina (etilhidrocupreina). La prueba de
solubilidad en bilis también se usa para identificar cepas de S. pneumoniae,
particularmente cuando los resultados de la prueba de susceptibilidad a la
optoquina son ambiguos.

Prueba de susceptibilidad a la optoquina

La prueba de susceptibilidad a la optoquina se realiza con un disco de 6 mm, con
5 pg de optoquina® y tiene por objeto diferenciar las cepas de S. pneumoniae de las
de estreptococo viridans. Las cepas susceptibles a optoquina corresponden a

S. pneumoniae.

Desarrollo de la prueba de susceptibilidad a la optoquina

a) Toque la colonia sospechosa a-hemolitica con un asa bacterioldgica estéril y en
una placa de agar sangre estrie para aislamiento en linea recta. Se pueden probar
a la vez varias cepas en la misma placa, estriadas en lineas paralelas y marcadas
apropiadamente.

"2 Los resultados e interpretacion de las pruebas de susceptibilidad a la optoquina presentados en este
documento son apropiados para el disco de optoquina de 6-mm y 5-pg (disco “P”), aunque se encuentran
disponibles diferentes tamafios de discos (y posiblemente concentraciones de optoquina). Cuando se usen
discos de optoquina con diferentes pardmetros de tamafnos o concentracién, siga las instrucciones del
fabricante para la interpretacion.
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FIGURA 14: Una placa de agar sangre correctamente estriada que contiene Streptococcus pneumoniae y estreptococo
viridans

Note cémo el crecimiento es fuerte donde comienza el estriado a la izquierda y luego se ralea en colonias individuales.

——— S.pneumoniae ‘ :

e

Los aislamientos de S. pneumoniae tienen un centro deprimido (flechas amarillas) a las 24—48 horas
de incubacion, mientras que los de estreptococo viridans retienen el centro elevado (flechas negras).

b) Coloque asépticamente un disco de optoquina o disco “P” con un didmetro de 6
mm (que contenga 5ug de ethilhidrocupreina) sobre la estria del in6culo, cerca
del final donde el asa de alambre se colocd primero. Dado que el in6culo es
estriado en linea recta, se pueden probar en la misma placa tres o cuatro
colonias (véase la Figura 16).

¢) Incube las placas en una incubadora de CO; o en un frasco con la vela en
extincion a 35°C durante 18-24 horas.

d) Lea, registre e interprete los resultados.
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FIGURA 15: Diagrama de flujo de las pruebas para la identificacion de aislamientos de Streptococcus pneumoniae

Muestra de sitio estéril
- >
de un caso de
paciente sospechoso
Inocule placas de agar Haga coloracion de Gram para
sangre (y/o chocolate) la toma de decision clinica
Examine el crecimiento en agar sangre Diplococos i Otramorfologiao !
(0 chocolate) que debe mostrar colonias grampositivos o cocos ! caracteristicas tintoreales
pequefias, grisdceas, himedas, acuosas, grampositivos en cadena i =no S.pneumoniae
rodeadas de una zona verdosa de o.-hemdlisis. : g

Prueba de susceptibilidad a la optoquina
(6-mm, 5-ug disco de optoquina)

(Si las pruebas con un disco de 10-mm, una zona de
inhibicion =16 mm = S.pneumoniae, y las cepas con zona de
inhibicion <16 mm deben someterse a prueba de solubilidad en bilis)
(Siga las instrucciones para los discos de otros tamarios o
concentraciones.)

Y Y Y Y

(epa a-hemoliticas (epa o-hemoliticas con Cepa o-hemofilica con i Aislamiento no
con zona de zona de inhibicién zona de inhibicion susceptible a la
inhibicion =14 mm 9mm — 13 mm* =<8mm* optoquina = no es
en didmetro* de didmetro (= viridans S. pneumoniae
= S.pneumoniae streptococdi) {N————
* (con un disco de
* (con un disco de 6-mm, 5-ug) 6-mm, 5-ug) * (con un disco de 6-mm, 5-ug)

Prueba de solubilidad en bilis

No soluble en bilis
(= no S. pneumoniae)

Cepa soluble en bilis
= S. pneumoniae

\ Prueba de susceptibilidad a los

antimicrobianos en agar Mueller-Hinton
mds 5% de sangre de carnero (o caballo)
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Lectura e interpretacion de los resultados de la prueba de susceptibilidad a la
optoquina

En la Figura 16, la cepa en el estriado superior de la placa es resistente a la
optoquina, por lo tanto, no es neumococo. Las cepas estriadas en el centro y en la
parte inferior son susceptibles a la optoquina y aparecen como neumococos.

+ Las cepas a-hemoliticas con una zona de inhibicién de crecimiento mayor de
14 mm de didmetro son neumococos.

(Si usa un disco de 10 mm y 5 pg, los aislamientos o hemoliticos con una zona
de inhibicién de crecimiento de =16 mm de didmetro son considerados
susceptibles a la optoquina y, por ello, son neumococos.)

+ Las cepas a-hemoliticas sin una zona de inhibicién son estreptococos viridans.

+ Las cepas a hemoliticas con una zona de inhibicién de 9 mm a 13 mm deben
someterse a la prueba de solubilidad en bilis para completar la caracterizacién
e identificacion.

(Si usa un disco de 10 mm, se deben probar los aislamientos o hemoliticos con
una zona de inhibicién de crecimiento de <16 mm para la solubilidad en bilis.)

FIGURA 16: Prueba de susceptibilidad a la optoquina para la identificacion de Streptococcus pneumoniae

La prueba de susceptibilidad a la optoquina para S. pneumoniae usa discos P (discos de
optoquina); este manual de laboratorio presenta los lineamientos para la interpretacion
de la prueba de susceptibilidad a la optoquina basados en un disco de optoquina de
6-mm y 5-ig.La cepa de la estria de arriba crece hasta el propio disco, es resistente a la
optoquina y por lo tanto no es neumococo. Las cepas estriadas en el centro y abajo son
susceptibles a la optoquina y parecen ser de neumococo.
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Prueba de solubilidad en bilis

La prueba de solubilidad en bilis se desarrolla en aislamientos con pequefias zonas
de inhibicién en la prueba de susceptibilidad a la optoquina. Ella puede
desarrollarse usando tanto el “método del tubo” o el “método de la placa.”

Método del tubo para el desarrollo de la prueba de solubilidad en bilis

Se requieren dos tubos para la prueba de solubilidad en bilis por cada cepa
sospechosa de S. prneumoniae.

a) Tome una asa de la cepa sospechosa de un crecimiento fresco en una placa de
agar sangre y prepare una suspension de células bacterianas en 0,5 ml de salina
estéril. La suspension de células bacterianas debera ser turbia, similar a una
turbidez estdndar de 0,5 6 1,0 en la escala de McFarland. (La preparacién de la
turbidez estdndar de McFarland se describe en el Apéndice 2.)

+ Si el crecimiento en la placa de la prueba de optoquina es suficiente, la
suspension puede hacerse con las células bacterianas obtenidas de la estria
especifica donde se sospecha la presencia de S. pneumoniae.

+ Cuando el crecimiento es insuficiente para hacer una suspensiéon de
densidad apropiada en 0,5 ml de salina estéril, inocule una placa de agar
sangre con el crecimiento sospechoso e incube toda la noche (durante 18-24
horas a 35°C en una atmdsfera enriquecida en CO,) para preparar un cultivo
fresco.

b) Divida la suspensién en dos cantidades iguales (0,25 ml por tubo). Afiada 0,25
ml de salina a uno de los tubos y 0,25 ml de desoxicolato de sodio al 2% (sales
biliares) al otro.

+ Para hacer una concentracién al 2% de sales biliares, anada 0,2 g de
desoxicolato de sodio a 10 ml de salina.

¢) Agite los tubos suavemente e inctibelos a 35°C— 37°C durante 2 horas.

d) Examine los tubos periédicamente para detectar lisis de las células en el tubo
que contiene sales biliares. Si el tubo se aclara o pierde turbidez, el resultado es
positivo (véase la Figura 17).

+ Las cepas en las que la suspension en el tubo se torna clara en la prueba de
solubilidad en bilis deben ser notificadas como “solubles en bilis.”

+ Las cepas para las cuales la turbidez en el tubo de control de salina
permanece igual, deben ser notificadas como negativas para la solubilidad en
bilis (o “insoluble en bilis” o “resistente a la bilis”).

Meétodo de la placa para la prueba de solubilidad en bilis

En lugar de utilizar la prueba en tubo para la solubilidad en bilis, se puede usar el
método en placa. En esta prueba se debe usar un cultivo preparado fresco del
microorganismo sospechoso.
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FIGURA 17: Resultados positivo y negativo de la prueba de solubilidad en bilis

Cepal Cepal Cepa2

Control Sales biliares (-) Control Sales biliares (+)

Se muestran los resultados de la prueba de solubilidad en bilis para dos cepas de bacterias diferentes. Se observa un ligero
decrecimiento de la turbidez en el tubo que contiene sales biliares para la cepa 1 (segundo tubo de izquierda a derecha), el
contenido, sin embargo, es tan turbio como el del tubo control (e/ de mds a la izquierda); por tanto, la cepa 1 no es
Streptococcus pneumoniae. La cepa 2 es S. pneumoniae: ha desaparecido la turbidez en el tubo de mds a la derecha; la
transparencia indica que las células se han desaparecido. Por el contrario, el tubo control (sequndo de derecha a izquierda)
estd turbio todavia y las células estdn intactas.

a) Coloque una gota de la solucién de desoxicolato de sodio al 10% directamente
sobre una colonia de la cepa sospechosa del neumococo a probar.

+ Para preparar una solucién de sales biliares al 10%, afiada 1 g de desoxicolato
de sodio (sales de bilis) a 10 ml de salina estéril.

b) Mantenga la placa a temperatura ambiente (25°C a 27°C) o coléquela en posicién
invertida (el agar hacia arriba) y en una superficie a nivel en una incubadora de
aire ambiente (no en una incubadora de CO;) a 35°C durante 15 minutos
aproximadamente o hasta que se seque el reactivo de la sal de bilis al 10%.

* Opcional: en vez de dejar la placa a temperatura ambiente, se puede colocar
boca abajo (del lado del agar) sobre una superficie a nivel en una incubadora
de aire ambiente (no en una incubadora de CO;) a 35°C, hasta que el
reactivo seque (aproximadamente 10 a 15 minutos).

¢) Cuando el reactivo goteado sobre la colonia sospechosa esté seco, lea, registre e
interprete los resultados.
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Las colonias de neumococo son solubles en bilis y pueden desaparecer o aparecer
como colonias aplastadas; por el contrario, las colonias de estreptococo resistentes
a la bilis no se verdn afectadas.

Interpretacion de la combinacion de las pruebas de optoquina y de solubilidad en bilis para
la identificacion del neumococo

Los siguientes resultados de las pruebas de optoquina y de solubilidad en bilis se
usan comunmente para hacer una identificacién exacta y conveniente de
aislamientos de S. pneumoniae (neumococo).

+ Una cepa que exhiba una zona de inhibicién para optoquina =14 mm (con un
disco de 6 mm y 5 pg) es un neumococo.

+ Una cepa que exhiba una zona de inhibicién pequenia pero definida para
optoquina (de 9 a 13 mm con un disco de 6 mm y 5 pg) que también sea
soluble en bilis es un neumococo.

Los siguientes resultados de las pruebas de optoquina y de solubilidad en bilis
deben interpretarse como negativos para S. prneumoniae (y positivo para
estreptococo viridans).

+ Una cepa con una zona pequeiia de inhibicién para optoquina (=8 mm con un
disco de 6 mm y 5 pg) que no sea soluble en bilis no es un neumococo. (Las
colonias pueden ser identificadas como estreptococos viridans.)

+ Las cepas que no tienen zonas de inhibicion para la optoquina no son
neumococos. (Las colonias pueden ser identificadas como estreptococos
viridans.)

Estuches de pruebas comerciales para la identificacion (pruebas de aglutinacion en ldmina)

Las pruebas de aglutinacién en ldmina comercialmente disponibles (Slidex
Pneumo-kit® y Pneumoslide™) pueden también ayudar a identificar crecimientos
de colonias de S. pneumoniae en placas de agar sangre. Siga estrictamente las
instrucciones del fabricante cuando use estas y otras pruebas comerciales.

Si una colonia aparenta ser S. pneumoniae por su morfologia y susceptibilidad a la
optoquina, pero tiene una prueba negativa de solubilidad en bilis, las pruebas de
aglutinacién en ldmina pueden ayudar en la identificaciéon del aislamiento. Una
prueba positiva de aglutinacién en ldmina debe interpretarse como un aislamiento
que podria ser S. pneumoniae, mientras que una reaccién negativa de aglutinacién
en ldmina unida a una optoquina positiva y a una solubilidad en bilis negativa
podria indicar que el aislamiento no es S. pneumoniae.

Identificacion de los serotipos de S. pneumoniae

Por lo general, la serotipificacién del neumococo no es necesaria para la respuesta
clinica. No obstante, en algunas situaciones (estudios para evaluar la eficacia de

56 | Manual de Laboratorio para la Identificacién y Prueba de Susceptibilidad a los Antimicrobianos



vacunas), serd apropiado tipificar estos aislamientos. Los métodos para la
serotipificacion y la tipificacién de Quellung estdn incluidos en el Apéndice 6.

Prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos de S. pneumoniae

Los resultados de las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos seran usados
para ayudar a formular recomendaciones para el tratamiento clinico. Hay una
variedad de métodos para los cuales se puede determinar la susceptibilidad a los
antimicrobianos de una bacteria patdgena; por lo general, estos incluyen pruebas
de difusién en disco, pruebas de dilucion en agar o de microdilucién en caldo, y
pruebas por difusién en agar de gradiente de antimicrobiano (con tiras de Etest®).
El método de difusion en disco presentado en este capitulo es una modificacion de
la técnica de Kirby-Bauer, que ha sido cuidadosamente estandarizada por el
NCCLS;" si la prueba se realiza siguiendo fielmente el protocolo, producird datos
que pueden predecir con confianza la efectividad in vivo del firmaco en cuestion.
Esta seccion describe los medios de cultivo éptimos, el indculo, los agentes
antimicrobianos a probar, las condiciones de incubacién y la interpretacion de los
resultados para aislamientos de S. prneumoniae.

El método de difusion en disco brinda datos vélidos solo para ciertos antibiéticos,
por ello este manual de laboratorio recomienda usar Etest® para obtener datos
acerca de la concentracion inhibitoria minima (CIM) de los agentes
antimicrobianos." La prueba de CIM también puede ser hecha por dilucién; no
obstante, debido a que la dilucién en agar y la microdilucién en caldo son costosas
y técnicamente complejas, este manual recomienda que los paises que
comunmente no hacen pruebas de CIM por dilucién utilicen el laboratorio
internacional de referencia en vez de realizar la prueba en el pais. (Otra opcidn, si
se dispone de recursos, es que los laboratorios compren paneles congelados de
CIM comercialmente disponibles y sigan las instrucciones del fabricante para
llevar a cabo la prueba de CIM.)

Este manual describe las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos de

S. pneumoniae por el método de difusion en disco y el método de tira de gradiente
de antimicrobiano Etest®. (La Figura 18 es un modelo de hoja de trabajo para el
registro de los resultados de las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos.)
Si bien la difusién en disco proporciona informacién de la mayoria de los agentes
antimicrobianos y la interpretacion relativa de una cepa como susceptible,
intermedia o resistente, el Etest® proporciona informacion general acerca de la

" Se conocia anteriormente con el nombre de Comité Nacional para Estidndares de Laboratorio Clinico
(conocido ahora solo por su sigla), el NCCLS es una organizacion internacional, interdisciplinaria,
educacional y no lucrativa que anualmente elabora, por consenso, actualizaciones y lineamientos estandar
para la atenci6n de salud.

' El Etest® puede ser costoso; contacte al fabricante (AB BIODISK) para obtener informacién sobre los
descuentos disponibles para los laboratorios de regiones de pocos recursos (véase el Apéndice 13).
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CIM del antibidtico. La precision y reproducibilidad de estas pruebas depende de
que se sigan procedimientos y condiciones estandarizados de laboratorio de
forma continua.

Control de calidad de las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos de S. pneumoniae

Las pruebas de control de calidad deben ser parte de la rutina normal del
laboratorio. Para verificar que los resultados de las pruebas de susceptibilidad a los
antimicrobianos son correctos, debe incluirse por lo menos un microorganismo de
control en cada prueba o nuevo grupo de pruebas. La cepa de S. pneumoniae
ATCC 49619 es la cepa control del NCCLS que hay que usar para las pruebas de
susceptibilidad a los antimicrobianos de aislamientos de S. pneumoniae. Los
diametros de la zona de inhibicién obtenidos para la cepa control tienen que ser
comparados con los limites publicados por el NCCLS, que se incluyen en la Tabla
5. Si las zonas producidas por la cepa control estan fuera de los rangos esperados,
los laboratoristas deben considerar posibles fuentes de error.

+ Las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos son afectadas por
variaciones del medio, el tamafno del indculo, el tiempo de incubacion, la
temperatura y otros factores ambientales. El medio de cultivo utilizado puede
ser una fuente de error si no se ajusta a las guias recomendadas por el NCCLS.
Por ejemplo, cuando el agar contiene cantidades excesivas de timidina o timina
puede revertir los efectos inhibitorios de las sulfonamidas y la trimetoprima,
llevando a que las zonas de crecimiento sean mas pequefias 0 menos precisas.
Los microorganismos pueden aparecer como resistentes a estas drogas cuando
en realidad no lo son.

+ Sila profundidad del agar en la placa no es de 3 a 4 mm uniformemente, el
rango de difusién de los agentes antimicrobianos o la actividad de los farmacos
puede ser afectada.

+ Siel pH del medio para la prueba no esta entre 7,2 y 7,4, el rango de difusién
de los agentes antimicrobianos o la actividad de las drogas puede ser afectada.
(Nota: No intente ajustar el pH del medio de prueba de agar Mueller-Hinton
si este estd fuera del rango; véase el Apéndice 2.)

+ Sielinéculo no es un cultivo puro o no contiene una concentraciéon de
bacterias de una turbidez estandar de aproximadamente 0,5 en la escala de
McFarland, los resultados de la prueba de susceptibilidad a los
antimicrobianos se veran afectados. Por ejemplo, un microorganismo
resistente podria aparecer como susceptible si el indculo es muy ligero. Ademds,
aun cuando los aislamientos sean susceptibles, si se usan las colonias del medio
de agar sangre para preparar una suspension por el método del indculo directo,
la trimetoprima o los antagonistas de la sulfonamida pueden traspasarse y
producir un nublado de crecimiento dentro de las zonas de inhibicién que
rodean a los discos de trimetoprima-sulfametoxazol.
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TABLA 5: Prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos de Streptococcus pneumoniae: puntos de corte y rangos para el control
de calidad (CC)

Puntos de cortes para la zona de inhibicion (mm) Cepa (C
Agente Potencia del y (IM equivalente (pg/ml)@ NCCLS
antimicrobiano disco Susceptible Intermedia  Resistente ATCC49619
Chloramphenicol 30pg =21mm ~ =20mm 23 -27 mm
(<4 pg/ml) ~ (=8 ug/ml) (2—8pg/ml)
Trimethoprim- 1,25/ =19 mm 16 —18 mm <15mm 20— 28 mm
sulfamethoxazole 23,75 g (<05-95 (1/19-2/38 (=4/76 (0,12/2,4-1/19
1g/mi) pig/mi) pg/mi) pig/mi)
Oxacilina® Tug >20mm® b **D <12mm*¢
solo por difusion en disco
Penicilina? solo CIM (< 0,06 pg/ml) (0,12~ 1 ug/mi) (=2 ug/mi) (0,25 1 ug/mi)
Ceftriaxona solo CIM
(IM aislamiento o (< 1pg/ml) (2 ug/mi) (=4 pg/ml) (0,030,712 pg/mi)
no de meningitis
(IM aislamiento de meningitis (< 0,5 ug/mi) (1 ug/mi) (=2 pg/ml)
Cefotaxima ¢ solo CIM
(IM aislamiento o (<1 pg/ml) (2 pg/mi) (=4 pg/ml) (0,03~ 0,12 pg/ml)
no de meningitis
(IM aislamiento de meningitis (< 0,5 ug/mi) (1 ug/mi) (=2 pg/ml)

2 Fuente: NCCLS (2002). Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing. Twelfth Informational Supplement. NCCLS
document M100-512 [ISBN 1-56238-454-6]. NCCLS, 940 West Valley Road, Suite 1400, Wayne, PA 19087-1898, EUA.

b a oxacilina solo debe probarse por difusion en disco. Si la zona es <20 mm, el aislamiento no puede informarse como susceptible,
intermedio o resistente; debe hacerse la prueba de CIM con una penicilina apropiada u otro antibiético B-lactdmico.

“Es mejor evaluar el deterioro del contenido del disco de oxacilina con la cepa de control de calidad Staphylococcus aureus ATCC
25923, con un didmetro aceptable de la zona de 18 a 24 mm” [NCCLS 2002].

41 susceptibilidad a penicilina, ceftriaxona y cefotaxima solo debe probarse por un método que provea una CIM. En esta tabla se
presenta, solo como seguimiento, para una prueba confusa difusion en disco de oxacilina (Ej., zona de inhibicion de oxacilina
<20 mm). Se debe realizar una prueba de CIM sobre una penicilina especifica (u otro antibiético B-lactdmico) que pueda usarse
para el tratamiento.

€ La ceftriaxona y la cefotaxima tienen puntos de corte CIM con interpretaciones distintas seguin si los aislamientos son de un
paciente con meningitis y sin meningitis.

Las pruebas de control de calidad (“CC”) tienen que llevarse a cabo una vez por
semana, si las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos se realizan
diariamente después de 30 dias de resultados de control interno, o con cada grupo
de pruebas cuando la prueba se realiza con menos frecuencia. Las pruebas de
control de calidad también tienen que llevarse a cabo con cada nuevo lote de
medios y cada vez que se usa un nuevo lote de discos.

Pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos por difusion en disco

La susceptibilidad a los antimicrobianos puede determinarse mediante el método
de difusién en disco; no obstante, esa prueba generalmente no se usa para los
aislamientos de meningitis. Este manual de laboratorio describe los medios de
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cultivo éptimos, el indculo, los agentes antimicrobianos a probar, las condiciones
de incubacidn y la interpretacion de los resultados.

+  Se recomienda usar el medio de agar Mueller-Hinton suplementado con 5% de
sangre de carnero para determinar la susceptibilidad a los antimicrobianos por
difusion en disco de muestras de S. pneumoniae. Las placas de agar deben tener
una profundidad uniforme de 3 a 4 mm.

+ Se recomienda el disco de 1 pg de oxacilina para predecir la susceptibilidad de
los aislamientos de S. prneumoniae a la penicilina, porque los discos de penicilina
no brindan resultados reproducibles. Las interpretaciones de las pruebas de
difusion en disco de oxacilina son generalizables a todas las drogas f3-lactamicas
en el caso de S. pneumoniae.

— Sinos basamos en la prueba de oxacilina, es posible concluir solo que una
cepa es susceptible a la penicilina y no si es resistente a la penicilina. Si la
zona de inhibicién alrededor del disco de oxacilina es menor de 20 mm,
debe hacerse una prueba de CIM adicional (por ejemplo, Etest®) para
determinar si el aislamiento es resistente o susceptible a la penicilina.

+ Use un disco de 30 pg de cloranfenicol para detectar la resistencia al
cloranfenicol.

+ Use un disco de 25 pg de cotrimoxazol (un disco con 1,25 pg de trimetoprima
mds 23,75 pg de sulfametoxazol) para la deteccién de resistencia de aislamientos
de S. pneumoniae a cotrimoxazol. El agar Mueller-Hinton usado para esta
prueba no debe contener timidina si se ha de obtener resultados exactos con
cotrimoxazol.

Meétodos para las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos por difusion
en disco

Para las pruebas de susceptibilidad de cepas de S. pneumoniae a los
antimicrobianos, prepare el indculo de cultivos puros frescos de S. pneumoniae
(crecimiento de toda la noche en agar sangre o chocolate). Prepare suspensiones
celulares de las bacterias que se van a probar en solucién salina fisiolégica estéril o
en caldo de Mueller-Hinton. Para el in6culo se debe usar una suspension celular
de una densidad igual a una turbidez estdndar de 0,5 en la escala de McFarland.
(La preparacién de una turbidez estindar de McFarland y los métodos de conteo
en placa se describen en el Apéndice 2.)

a) Suspenda las colonias viables de un crecimiento de toda la noche en placa de
agar sangre de carnero o agar chocolate en un tubo de caldo hasta alcanzar una
suspension bacteriana equivalente a una turbidez estdndar de 0,5 en la escala de
McFarland, teniendo cuidado de no formar espuma o burbujas en la suspensién
cuando mezcle las células con el caldo. Esta suspension tiene que usarse en 15
minutos.
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b) Compare la densidad de la suspension con la turbidez estdndar de 0,5 en la
escala de McFarland. Esto se hace sosteniendo la suspensién y la turbidez
estandar de 0,5 en la escala de McFarland frente a una luz contra un fondo
blanco con lineas negras de contraste (véanse las Figuras 51 y 52 en el Apéndice
2). Si la densidad es muy pesada, se debe diluir la suspensién con medio de
suspension adicional (salina o caldo). Si la densidad es muy ligera, se deben
afnadir mds bacterias a la suspension.

¢) Cuando logre la densidad exacta, introduzca un hisopo de algodén o dacrén en
la suspension bacteriana. Saquelo del caldo y elimine el exceso de liquido
presionando y rotando el hisopo contra la pared del tubo.

d) Use el hisopo para inocular tres veces toda la superficie de la placa de agar de
Mueller-Hinton suplementado, rotando la placa con un giro de 60 grados entre
cada inoculacién (véase la Figura 34). Use el mismo hisopo con cada estria
rotada, pero no reintroduzca el hisopo en el inéculo (la suspension de células
bacterianas).

e) Deje secar el indculo antes de colocar los discos en la placa. Esto normalmente
toma unos minutos, pero nunca mas de 15. (Si el secado le toma mds de 15
minutos, la préxima vez que realice la prueba use un volumen mas pequefio de
in6culo.)

f) Cuando la placa esté seca, coloque los discos de antimicrobianos en las placas
(como se muestra en la Figura 6). Use pinzas estériles para poner los discos en
el agar Mueller-Hinton y presione suavemente para asegurar que los discos se
adhieran al agar. La difusién de la droga en el disco comienza inmediatamente,
por tanto, una vez que el disco toca la superficie del agar no debe ser movido.

g) Incube las placas en posicion invertida en atmdsfera de CO; al 5% durante 20-
24 horas a 35°C. Si no se dispone de incubadora de CO; , se puede usar un
frasco con una vela en extincién.

+  Si se trata de un nuevo lote de agar Mueller-Hinton, si los discos de
antimicrobianos son nuevos o, si por otra parte es un momento apropiado
para llevar a cabo un control de calidad, siga los pasos anteriores de a hasta g
y realice pruebas paralelas con la(s) cepa(s) de referencia(s). Los tamanos
apropiados de las zonas de difusién del disco para las cepas de CC de
referencia se incluyen en la Tabla 5.

h) Después de una incubacién de toda la noche, mida el didmetro de cada zona de
inhibicién con una regla o un calibrador. Las zonas de inhibicién en el medio
que contiene sangre se miden desde el borde superior de la placa sin tapa. Use
un calibrador o una regla atada a un mango para estas mediciones; sostenga la
regla sobre el centro de la superficie del disco cuando mida la zona de
inhibicién (véase la Figura 6).

+ Debe tener cuidado de no tocar el disco ni la superficie del agar. Esterilice la
regla ocasionalmente para prevenir la transmision de bacterias. En todas las
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mediciones, las zonas de inhibicioén se miden como el didmetro, desde el
borde de la tltima colonia visible. Registre los resultados en milimetros
(mm). La Figura 5 es un modelo de planilla para registrar los resultados.

i) Interprete la susceptibilidad a los antimicrobianos de la cepa de la prueba (y
compruebe que los resultados para la cepa de CC de S. pneumoniae, la ATCC
49619, estan entre los rangos aceptables de control) por comparacion de los
resultados con los tamanos estindar de la zona del NCCLS (véase la Tabla 5).

El Etest® para las pruebas de concentracion inhibitoria minima de aislamientos de
S. pneumoniae

Las pruebas de difusion en disco para S. prneumoniae indican cudndo un
microorganismo es susceptible o resistente a la mayoria de los agentes
antimicrobiano. No obstante, la prueba de difusion en disco para aislamientos de
neumococos v la oxacilina (un agente de penicilina) no es suficiente para
distinguir entre resistencia completa y resistencia intermedia. Para los propdsitos
de la vigilancia, los laboratorios quizds quieran cuantificar los resultados de la
prueba de difusion en disco de oxacilina, desarrollando la prueba de concentracién
inhibitoria minima (CIM) de penicilina u otro antibidtico beta-lactdmico que
podria ser utilizarse para el tratamiento. La prueba de CIM por dilucién puede ser
cara, y por su complejidad técnica los paises que normalmente no la realizan
deben utilizar el laboratorio internacional de referencia en vez de desarrollar el
ensayo en el pafs. La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) recomienda que en
una region con recursos limitados haya solo un laboratorio que haga las pruebas
de susceptibilidad a los antimicrobianos; no obstante, en paises donde la prueba de
CIM se hace en mds de un laboratorio, la estandarizacion y el control de calidad
deben aplicarse en cada laboratorio, de acuerdo con los lineamientos de
estandarizacion presentados en este manual.

Los laboratoristas que determinan la concentracion inhibitoria minima (CIM)
para los aislamientos resistentes deben ser sumamente cuidadosos al hacer estas
pruebas y asegurarse de que van a obtener resultados precisos y reproducibles.
Ademds, en los laboratorios nacionales (o regionales) de referencia, debe haber la
capacidad y los recursos para conservar los aislamientos, o bien por liofilizacién o
por congelaciéon a -70°C. En los Apéndices 11 y 12 se presentan los métodos para la
preservacién y conservacion de los aislamientos y los métodos detallados para el
transporte de los aislamientos de acuerdo con las regulaciones internacionales,
respectivamente.

Con el aumento del niimero de pruebas de resistencia a los antimicrobianos
realizadas fuera de los laboratorios de referencia internacional, el Etest® se utiliza
como un método de prueba conveniente y fiable.” Aunque el Etest® requiere

"> El Etest® puede ser mds caro; comuniquese con el fabricante (AB BIODISK) para obtener informacién sobre
los descuentos para los laboratorios de regiones de pocos recursos (véase el Apéndice 13).
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menos experiencia técnica que la prueba de CIM por método de dilucién, brinda
resultados comparables. Las tiras de Etest® deben guardarse constantemente en
un congelador a -20°C.

El Etest® es un método de prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos que,
como la difusion en disco, es técnicamente sencillo y produce resultados
semicuantitativos que se miden en microgramos por mililitro (ug/ml). Es
especifico para cada antibidtico y consiste en una tira plastica delgada de gradiente
de antibidtico que se aplica sobre la placa de agar; es conveniente, ya que se aplican
los principios de la difusion en agar para realizar pruebas semicuantitativas.'

El gradiente de concentracién continua del antibiético seco estabilizado es
equivalente a 15 log, diluciones por un procedimiento convencional de referencia
de CIM, como sugiere el NCCLS. El Etest® ha sido comparado y evaluado tanto
con el método de agar como con el de dilucién en caldo recomendados por el
NCCLS para pruebas de susceptibilidad. Segtin informes confiables, existe de 85%
a 100% (aproximadamente) de correlacion entre la determinacién de la CIM por
métodos convencionales y la determinacién de la CIM por el Etest® para una
variedad de combinaciones de microorganismo-droga (véanse Jorgensen y cols.,
1994 y Barry y cols, 1996 en el Apéndice 15). Algunos estudios citan las CIM por
Etest® como aproximadamente una dilucién mds alta que la CIM determinada por
los métodos estandar de dilucién.

Aunque este manual sirve como una guia general para el uso de la tira de gradiente
de antimicrobiano Etest®, siga siempre las indicaciones del fabricante para el uso
del Etest®, ya que ciertas combinaciones de antibidtico-bacteria tienen
requerimientos especiales para las pruebas. Por ejemplo, los macrélidos
(azitromicina, eritromicina) deben ser probados en una atmdsfera normal y no

con COs.

Métodos para realizar pruebas de susceptibilidad de S. pneumoniae a los
antimicrobianos con el Etest®

Los fabricantes del Etest® indican que cuando se haga la prueba de S. pneumoniae,
el medio de agar Mueller-Hinton puede ser suplementado con sangre de carnero o
sangre de caballo. Sin embargo, puede ser mas facil interpretar los resultados en un
medio preparado con sangre de carnero (excepto cuando se prueba la
susceptibilidad a trimetoprima-sulfametoxazol. En este caso, no se debe usar
sangre de carnero como suplemento) [CDC, datos no publicados]. En este manual
de laboratorio, por lo tanto, se recomienda que el agar Mueller-Hinton con 5% de
sangre de carnero se utilice para realizar pruebas de susceptibilidad S. prneumoniae

' Las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos con tiras de gradiente de antimicrobiano, como las de
Etest®, pueden ser consideradas semicuantitativas (debido a que la suspensién usada para inocular la placa
para el Etest® esta estandarizada, pero el inéculo mismo no lo estd). Sin embargo, los resultados son
generalmente comparables a resultados cuantitativos de una microdilucion estindar en caldo o una dilucién
de la prueba de CIM en agar.
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a los antimicrobianos con el Etest® (excepto en el caso de susceptibilidad al
trimetoprima-sulfametoxazol, en que debe usarse sangre de caballo). Se puede
usar tanto placas de 150 mm o de 100 mm, dependiendo del ntiimero de Etests® a
usar por muestra (véase la Figura 7). Se pueden colocar dos tiras diferentes de
antimicrobianos de Etest® en una placa de 100 mm en direccién opuesta a los
gradientes. A pesar de que el fabricante establece que se pueden usar hasta seis tiras
de Etest® en una placa de 150 mm, este manual de laboratorio sugiere que con el
fin de evitar solapamiento del crecimiento de las zonas de inhibicién, no se use
mds de cinco tiras de Etest® por placa de 150 mm.

a) Suspenda las colonias viables de una placa de agar sangre con crecimiento de
toda la noche en un tubo de caldo para alcanzar una suspension bacteriana
equivalente a una turbidez estandar de 0,5 en la escala de McFarland; tenga
cuidado de no formar espuma o burbujas en la suspension cuando mezcle las
células. Esta suspension debe ser usada en un plazo de 15 minutos.

b) Introduzca un hisopo de algodén en la suspension bacteriana. Presione el
hisopo contra la pared del tubo para drenar el exceso de liquido. Inocule toda la
superficie de la placa de agar tres veces con el mismo hisopo del in6culo,
rotando la placa con un giro de 60 grados después de cada inoculacién para
asegurar el crecimiento confluente de la bacteria (véase la Figura 34). Use un
solo hisopo para el indculo y no lo reintroduzca en el caldo después de cada
rotacion.

¢) Deje secar la placa durante 15 minutos. Asegurese de que la placa esté
completamente seca antes de continuar. Mientras la placa se seca, saque las
tiras de Etest® del congelador de -20°C y deje que las tiras que se usardn en el
lote que se estd probando lleguen a temperatura ambiente. Vuelva a poner las
tiras que no va a utilizar en este lote de pruebas al congelador a -20°C .

d) Con un aplicador Etest® o pinza estéril, coloque las tiras Etest® en la placa seca
inoculada (véase la Figura 7.) Asegurese de que la parte impresa con los valores
de la CIM esté hacia arriba (la parte inferior de la superficie de la tira que
contiene el gradiente de antimicrobiano debe estar en contacto con el agar.)
Una vez aplicada, no mueva las tiras de gradiente antimicrobiano.

e) Incube las placas en posicién invertida en una atmésfera enriquecida de CO,
(2%-5% de CO;) por 20-24 horas a 35°C. Se puede usar una jarra con una vela
en extincion si no se dispone de una incubadora de CO;.

+  Siempre siga las instrucciones del fabricante que se incluyen en cada paquete
de tiras, porque las condiciones de incubacién pueden variar segin la
combinacién de microorganismo-antimicrobiano de que se trate.

f) Después de la incubacién se habra formado una elipse de crecimiento
bacteriano en la placa alrededor de la tira y el Etest® se podra leer. Es
importante revisar los resultados del control de calidad antes de leer e
interpretar la CIM del Etest®.
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Las CIM se leen en la interseccién de la elipse formada por la zona de inhibicién
con el valor impreso en la tira de Etest®. Use luz oblicua para examinar
cuidadosamente el punto final. Se puede usar una lupa si se necesita. Lea en el
punto de completa inhibicién de todo el crecimiento, incluidos los nublados y las
colonias aisladas. La Figura 8 presenta una guia de lectura para el Etest®” y
muestra ademads los efectos de manejo técnico, asi como los efectos relacionados
con las drogas, con los microorganismos y con los mecanismos de resistencia.

+ Las marcas de graduacion de las tiras de Etest® corresponden a las
concentraciones estandar para el método de dilucion en agar, pero también
representan incrementos entre esos valores estandar. Los valores estindar (véase
la Tabla 27 del Apéndice 7) se usan para la interpretacion y notificacion de los
resultados de las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos. Se
recomienda que si la CIM parece ser un valor entre diluciones, ambas, la lectura
real del valor de la tira y el valor estandar superior (el valor que se usard para la
interpretacion) se incluyan en el registro del laboratorio para la prueba de la
cepa. Por ejemplo, si se estd probando la susceptibilidad de un aislamiento de S.
pneumoniae a la penicilina, un registro de la CIM de las graduaciones de la tira
de Etest® podria ser de 0,094 pg/ml; sin embargo, el informe de la CIM seria de
0,125pg/ml, y la interpretacién serfa que el microorganismo tiene resistencia
intermedia a la penicilina.

Los puntos de corte siguen las guias del NCCLS, a no ser que haya excepciones
establecidas por el fabricante dentro del paquete. Los puntos de corte del NCCLS
para las combinaciones S. pneumoniae—antimicrobianos se incluyen en la Tabla 5.

Vigilancia para detectar la aparicion de resistencia en cepas de neumococo

Algunos laboratorios podrian querer ayudar a detectar la apariciéon de nuevas
cepas de agentes patdgenos haciendo pruebas con aislamientos contra un panel de
farmacos para los cuales no se esperaria encontrar resistencia. Esto podria hacerse
anualmente, por ejemplo, en una muestra de aislamientos preservados y
guardados. Los métodos para la preservacion y conservacion por largos periodos se
detallan en el Apéndice 11.

Los antimicrobianos de interés pueden incluir (aunque no necesariamente se
limitan a): tetraciclina, eritromicina, clindamicina, rifampicina, ceftriaxona,
amoxicilina, ciprofloxacino y vancomicina. Los tamanos de zonas apropiados
pueden encontrarse en documentos del NCCLS, que se actualizan regularmente.
Los laboratoristas deben notificar a un laboratorio de referencia cualquier
aislamiento que hayan observado que tenga caracteristicas en relacién con su
susceptibilidad; por ejemplo, hasta principios de 2002, no se habia encontrado
cepas de neumococo con susceptibilidad disminuida a la vancomicina [NCCLS

"7 AB Biodisk mantiene también un sitio en la Internet con una guia de lectura de Etest®:
http://www.abbiodisk.com.
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2002]. En el Apéndice 14 se incluye una lista de los laboratorios internacionales de
referencia.

Datos para la toma de decision

Una vez que el laboratorio tiene los patrones de susceptibilidad a los
antimicrobianos de los aislamientos de S. pneumoniae, la informacioén debe ser
notificada con prontitud a las autoridades de salud. Los factores a considerar para
disenar politicas de tratamiento son:

+ El agente antimicrobiano seleccionado debe ser econémico.

+ El agente antimicrobiano seleccionado debe poderse obtener localmente (o se
debe poder conseguir rapidamente)

La consideracién de estos factores, cuando sirven de base para la toma de
decisiones, ayudard a las autoridades de salud ptblica a encontrar la solucién a sus
necesidades de una manera apropiada a la situacion local y al perfil especifico de
susceptibilidad a los antimicrobianos. Las recomendaciones nacionales para la
utilizacién de tratamientos empiricos tendrdn que emitirse después de considerar
los datos de susceptibilidad a los antimicrobianos, los costos, la disponibilidad, la
conveniencia y otros factores. La informacién sobre la resistencia de los
neumococos a los antimicrobianos, junto con aquella sobre la mayoria de los
serotipos de neumococos causantes de enfermedad puede ser sumamente valiosa
para las autoridades de salud publica en el futuro,"” a medida que las nuevas
formulaciones de vacunas conjugadas multivalentes de neumococos estén
disponibles para uso mundial.

' La Alianza de Vacunas mantiene informacion sobre esta clase de actividades en el sitio web:
www.vaccinealliance.org
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CAPITULO I

Requerimientos de un

Laboratorio de Referencia

PARA EL DESEMPENO DE PRUEBAS ESTANDARIZADAS DE
SUSCEPTIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS

os laboratorios de referencia se diferencian de los clinicos en que en los

primeros, los microbi6logos confirman y realizan investigaciones de los

aislamientos enviados por otros laboratorios u hospitales, y (para los
propositos de este manual) hacen la comprobacién de la susceptibilidad a los
antimicrobianos de manera estandarizada. Este manual se escribi6 y disend para
los laboratorios de referencia o el laboratorio nacional central, donde regularmente
se hace el control de calidad de los recursos materiales, que se encuentran
regularmente disponibles en cantidades suficientes para realizar las pruebas de los
aislamientos. Los laboratorios de referencia deben participar por lo menos una vez
al afo en algtin programa de aseguramiento de la calidad y asesorar también a los
laboratorios bajo su jurisdiccion mediante programas de aseguramiento de la
calidad. La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) estimula a los laboratorios
centrales de salud publica de paises con recursos limitados a establecer esquemas
nacionales de valoracion de calidad y participar en por lo menos tres encuestas al
ano. El tiempo, los suministros y el personal pueden ser caros, por lo cual, se
anticipa que no todos los paises seran capaces de dar apoyo a un laboratorio de
referencia que retina estos requisitos. El pais que no pueda establecer un
laboratorio nacional de referencia debe consultar un laboratorio de referencia
regional o subregional que le guie y asesore sobre adénde enviar los aislamientos
que requieran una investigacién posterior.

Para llevar a cabo los procedimientos estandarizados referidos en este manual (y
muchos otros), el laboratorio debe tener la capacidad de invertir continuamente en
equipo, suministros y recursos humanos (laboratoristas capacitados). El Ministerio
de Salud (o la institucién que corresponda) debe, por consiguiente, garantizar que
su laboratorio central cuente con:
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+ Espacio de laboratorio

+ Tecnodlogos especializados de laboratorio

+ Agua (purificada por sistema de filtro o por aparato de destilacion)

» Fuente estable de electricidad

+ Equipo

Bario de agua

Incubadora

Refrigerador

Congelador

Autoclave

Mezclador vértex

Etiquetas o plumones marcadores permanentes

Materiales para guardar registros (libros de registros de laboratorio y una
computadora con impresora, acceso a Internet y correo electrénico)

Discos de antimicrobianos o prueba de antimicrobianos para gradiente de
difusién en agar (Etests®) (dependiendo de los microorganismos sometidos
a las pruebas).

+ Suministros normales de laboratorio (placas, tubos, pipetas, frascos, asas de
inoculacion, otra cristaleria o pldsticos, reglas, mecheros de bunsen o de
alcohol, medidor de pH, blanqueador, alcohol), medios y reactivos

También tiene importancia considerable que el laboratorio de referencia posea una
linea expedita de comunicacién con las autoridades de salud publica, incluidos los
ministerios de salud, los profesionales del campo médico y los encargados de
formular las politicas. Si el laboratorio estuviera respondiendo a una epidemia que
traspasa fronteras, habria que recurrir a alguna organizacion externa de salud
publica (por ejemplo, la OMS); en tal situacién, es importante que los datos del
laboratorio permitan tomar mejores decisiones para el tratamiento clinico y en
relaciéon con politicas de salud publica en més de un pafs.
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CAPITULO Il

Haemophilus influenzae

IDENTIFICACION CONFIRMATORIA Y PRUEBA DE
SUSCEPTIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS

aemophilus influenzae es el agente etiol6gico mas frecuente de enfermedades

tales como neumonia, meningitis, otitis media y conjuntivitis. La meningitis

por H. influenzae se presenta casi exclusivamente en ninos menores de 5 afos
de edad; la mayoria de los casos de enfermedad invasiva por H. influenzae es
causada por microorganismos con el polisacdrido capsular tipo b (H. influenzae
tipo b, comdnmente abreviado Hib). Existen vacunas conjugadas para prevenir la
infeccion por H. influenzae serotipo b, aunque ain no estdn ampliamente
disponibles en algunas partes del mundo. No hay vacunas para otro serotipo ni
para cepas no capsuladas. Aunque la meningitis es la enfermedad mas grave
causada por H. influenzae, la neumonia por este agente causa mdas morbilidad.

Confirmacion de la identificacion de H. influenzae

Las cepas de H. influenzae se caracterizan por ser bacilos gramnegativos, pequefos
o cocobacilos, que requieren factores de crecimiento X y V. Los aislamientos de

H. influenzae crecen en agar chocolate (pero no en agar sangre de carnero) y tienen
un olor picante a indol. Los métodos de aislamiento e identificaciéon presuntiva de
H. influenzae se incluyen en el Apéndice 4. En la figura 1 se presenta un diagrama
de flujo para la confirmacién de la identificaciéon de H. influenzae.

Identificacion de los serotipos de H. influenzae

La identificacién de aislamientos de H. influenzae en el laboratorio incluye la
prueba de los requerimientos de factores X y V y serotipificacidn; esta secuencia
permite de manera eficaz el ahorro de antisueros caros. Sin embargo, cuando los
resultados de laboratorio se necesitan rapidamente para tomar decisiones clinicas,
debe hacerse primero la serotipificacion de H. influenzae para hacer una
identificacion presuntiva puntual. Los aislamientos identificados como

H. influenzae por serotipificacion deberdn ser confirmados por la prueba de
requerimientos de factores X y V.
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FIGURA 1: Representacion esquematica de la prueba para la identificacion de cepas de Haemophilus influenzae
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Actualmente se reconocen seis serotipos de H.influenzae: a, b, ¢, d, e,y f. En
muchas partes del mundo, las infecciones por H. influenzae tipo b (Hib) son la
causa principal de meningitis por H. influenzae y de todas las meningitis de nifios
no vacunados. Los aislamientos que se sospecha que son Hib deben probarse con
antisueros de Hib, con cada antisuero de los otros grupos y con salina. Una
reaccion de aglutinacion fuertemente positiva (3+ 6 4+) con antisuero tipoby
sin aglutinacion con antisuero de otro serotipo y con salina, constituye evidencia
rapida de la presencia de Hib.'

Los antisueros deben guardarse en el refrigerador a 4°C cuando no se van a usar de
inmediato. El pesquizaje del aislamiento debe hacerse primero con antisuero
polivalente (que contiene todos los antisueros de los seis serotipos reconocidos); el
control de salina es conveniente y ahorra recursos (por ejemplo, antisuero de tipo
especifico).

+ Siun aislamiento es positivo en antisuero polivalente y negativo con el control
de salina, proceda a probar el aislamiento con antisuero b si la vacunacién de
Hib es poco comtn entre los pacientes de esa region geogrifica. Si la reacciéon
con el serotipo b es negativa, pruebe con los restantes antisueros de tipo
especifico (a, ¢, d, e, y f).

— Si es poco probable que haya enfermedad por Hib debido a la cobertura de
la vacunacion, el aislamiento debe probarse con todos los antisueros tipo
especifico (de a hasta f).

+ Siun aislamiento no aglutina con el antisuero polivalente significa que no es
tipificable o no es H. influenzae. En consecuencia, deben determinarse los
requisitos de factores de crecimiento para confirmar que el aislamiento es
H. influenzae u otra especie de Haemophilus.

Prueba de aglutinacion en ldmina para la serotipificacion de los aislamientos
sospechosos de H. influenzae

a) Limpie una ldmina de vidrio de 25 mm x 75 mm [1 pulgada x 3 pulgadas] con
alcohol (opcional si las ldminas ya se han limpiado con anterioridad). Divida la
ldmina en tres secciones iguales (de 25 mm [1 pulgada de ancho] con un lépiz
de cera u otro marcador.

b) Con un asa estéril tome una pequena porcion del crecimiento de la superficie
de un cultivo de toda la noche en agar chocolate (sin bacitracina), una placa

' Es frecuente que los laboratoristas traten de probar aislamientos sospechosos de ser de H. Influenzae
solamente con antisuero tipo b, porque el serotipo b (Hib) se previene por vacuna; sin embargo, es
sumamente importante que el pesquizaje del aislamiento se haga con un control de salina y al menos otro
antisuero ademas del tipo b. Las reacciones de aglutinacion observadas con varios antisueros en diferentes
porciones de la misma placa permiten comparar y proporciona pruebas de que cualquier aglutinacién en
antisuero tipo b no es exactamente una reacciéon cruzada moderada con un serotipo diferente, dindole al
laboratorista y al clinico una definicién mas informada de una reaccién “positiva”.
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<)

d)

€

~—

f)

g)

Haemophilus 1D, o una placa de medio de prueba Haemophilus (MPH). Prepare
una suspension ligeramente lechosa del cultivo en prueba en un pequeno vial
con 250 ml (0,25 pl) de salina fisioldgica formalinizada. Mezcle la suspension en
un mezclador vortex, si es posible.

+ Sisolo se trabaja con algunos aislamientos, existe la opcién de hacer la
suspension directamente en la ldmina en 10 pl por gota de salina fisioldgica
formalinizada.

+ No es necesario hacer una suspension estandar para la serologia en ldmina;
sin embargo, debe notarse que una “suspensiéon moderadamente lechosa” es
aproximadamente comparable con una turbidez estindar de 6 en la escala de
McFarland.

Para la reaccién de aglutinacion, use una micropipeta o asa bacterioldgica, para
transferir una gota (5-10 pl) de la suspension celular a la porcién inferior de
dos secciones de la suspension preparada en el paso a, anterior. Use bastante
suspension en la gota para que no se seque en la limina antes de que se pruebe
con el antisuero.

Agregue 5-10 pl de antisuero polivalente sobre la gota de suspensién, en una de
las secciones de prueba.’ En una seccién adyacente de la ldmina, use el mismo
método para agregar una gota (5-10 pl) de salina sobre la gota final de
suspension.

+ Elasa que se va a utilizar en el antisuero no debe tocar la suspension de
células o de otro antisuero que se esté probando; si llega a tocar, no debe
volverse a poner en el frasco de antisuero. Si el antisuero del frasco se
contamina, debe desecharse y utilizarse un nuevo frasco.

Mezcle el antisuero (y el control de salina) con la gota correspondiente de
suspension de la célula utilizando un palillo mondadientes (o un asa estéril)
por cada seccion. Evite la contaminacién de las secciones de la ldmina.

A modo de mecedora, mueva suavemente la lamina hacia atréds y hacia
adelante durante 1 minuto. No haga movimientos circulares, porque puede
correrse, mezclarse y contaminarse el uno con la otra. Después de un minuto,
observe las gotas mezcladas y lea las reacciones de aglutinacién en ldmina bajo
una luz brillante y sobre un fondo negro, como se muestra en la Figura 2.

Solo se consideran positivas las reacciones de aglutinacién fuertes (3+ 6 4+).

* Este Manual de Laboratorio sugiere utilizar una micropipeta o un asa para transferir antisuero del frasco a la
ldmina (preferible al gotero que viene con el frasco de antisuero), porque estas conservan antisueros caros. (Las
micropipetas permiten medir exactamente el antisuero y el método del asa recoge aproximadamente 5-10 pl de
antisuero como promedio; por el contrario, el gotero saca una cantidad mucho mayor en cada gota.) Debido a
que solo se requieren 5-10 ul de antisuero para generar reacciones de aglutinacion cuando se utilizan los
métodos que aqui se presentan, en términos de costo-beneficio es mejor utilizar la micropipeta o el asa para
transferir antisuero del frasco a la lamina.
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En una reaccién fuerte, todas las células bacterianas se agruparan y la
suspension aparecerd clara (véanse las Figuras 11 y 42). Cuando una cepa
reacciona con mds de un antisuero o se aglutina en salina, el resultado se
registra como no tipificable.

+  Si se presenta aglutinacion fuerte con el antisuero polivalente, continte
probando el aislamiento con el antisuero tipo b y otro antisuero especifico
para el tipo, para identificar el serotipo, utilizando los métodos
anteriormente descritos en los pasos a a f.

« Sino se produce aglutinacion con el antisuero polivalente, el aislamiento no es
tipificable o no es H.influenzae. Para confirmar la identificacién como
H. influenzae, continte probando el aislamiento para determinar si requiere
de factores de crecimiento X y V.

«  Si se produce aglutinacion en el control de salina, el aislamiento se registra
como no tipificable. Para confirmar la identificacion de H. influenzae,

contintie probando para determinar si requiere de factores de crecimiento
XyW.

Registre los resultados y notifique al médico o personal de salud tratante, como
corresponda.

FIGURA 2: Técnicas para la mezcla correcta del antisuero y la suspension para prueba de aglutinacién en lamina

Tl | lT

antisuero --___ I

suspension -~~~ [ T

Suavemente meza la Iamina repetidamente para las reacciones de aglutinacion en ldmina.
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Requerimientos de factores de crecimiento (X y V)

H. influenzae es un microorganismo fastidioso que requiere medios de cultivo que
contengan hemina (factor X) y dinucledtido de adeninnicotinamida (DAN vy factor
V) para crecer. El medio estdndar es el agar chocolate, que se prepara a menudo
con sangre de caballo, que es buena fuente de factores X y V (véase el Apéndice 2).
Es necesario calentar la sangre para hacer que ambos factores se encuentren
disponibles para el microorganismo. El agar chocolate con suplementos agregados
(por ejemplo, IsoVitaleX, Suplemento B o Vitox) estd disponible comercialmente o
puede prepararse en el laboratorio. El agar chocolate suplementado es superior al
medio no enriquecido para el crecimiento de H. influenzae y es el medio de
eleccion. Aunque algunos cultivos de H. influenzae pueden crecer en agar chocolate
no enriquecido, deben agregarse suplementos para ayudar de manera confiable
el crecimiento de la mayoria de las cepas.

Las cepas de H. influenzae se identifican con base en sus requerimientos de los
factores de crecimiento X y V (véase la Tabla 1). H. influenzae se puede diferenciar
de la mayoria de las otras especies de Haemophilus por sus requerimientos de
ambos factores de crecimiento X y V. H. haemolyticus es la Gnica otra especie que
requiere de ambos factores X y 'V, pero esta especie se diferencia de H. influenzae
por la produccién de hemdlisis en agar sangre de caballo o de conejo.

Pruebas para identificar el requerimiento de factores X y V: discos y tiras de
papel o placas Quad ID

Los requerimientos de factores de crecimiento pueden identificarse con discos o
tiras de papel (utilizando los principios de la difusién en agar) o utilizando placas
Quad ID (que contienen cuatro tipos de medios con factores X y V, y sin ellos).

+ Prueba de factor de crecimiento utilizando discos o tiras de papel de factor X,
VyXV
Para realizar esta prueba, debe utilizarse un medio sin factor X y V, como agar
de soya base triptona (AST) o agar caldo infusion de corazén (AIC).

TABLA 1: Identificacion de especies de Haemaphilus seguin sus requerimientos de crecimiento

Requerimientos de factor X y V B-hemodlisis en
Especie X v agar sangre de conejo
H. influenzae + + -
H. parainfluenzae * - + -
H. haemolyticus + + +
H. parahaemolyticus - + +
H. aphrophilus + - -
H. paraphrophilus * - + -
*H. paraphrophilus es negativo a ornitina, mientras que H. parainfluenzae es positivo a ornitina.
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Métodos

a)

Prepare en un caldo adecuado (por ejemplo, caldo de soya base triptona [TS] o
caldo de infusion de corazén) una suspension densa de células (1 en la escala de
turbidez estandar de McFarland, véase el apéndice 2) de una placa de aislamiento
primario. Si la placa de aislamiento primario contiene crecimiento insuficiente o
se contamina, haga un subcultivo en una placa de agar chocolate. Cuando esté
preparando el caldo evite el traslado del medio de agar al caldo; atin la muestra
mds pequena de agar afectara la prueba y puede llevar a una identificacion
incorrecta de las bacterias, debido a que el agar contiene factores X y V.

b) Inocule una placa de AIC o de AST. Con un hisopo o un asa estéril debe

o)

estriarse la suspension sobre una mitad de la placa (con estrias en dos
direcciones por lo menos, para asegurar el crecimiento confluente). Pueden
probarse dos cepas en una placa de 100 mm de didmetro, pero debe tenerse
cuidado de no mezclar los aislamientos. Las tiras o discos de papel que
contienen factores X, V y XV se colocan en la placa inoculada después que el
indculo se haya secado. Cuando se prueban dos cepas bacterianas en la misma
placa, los discos tienen que colocarse exactamente de la manera que se
muestra en la Figura 3.

Invierta la placa cuidadosamente y péngala en una incubadora de CO; o en una
jarra con una vela en extincion. Inctbela durante 18-24 horas a 35°C.

H. influenzae solo crecerd alrededor del disco XV (el disco que contiene ambos
factores X y V), como se muestra en la Figura 3, en la mitad superior de la placa.

Prueba de factor de crecimiento de los aislamientos de Haemophilus
utilizando placas Quad ID

Las placas Quad ID son otro método, aunque mds costoso, para determinar los
requerimientos de factor de crecimiento de los aislamientos de Haemophilus
(véase la Figura 4). La placa Quad ID, disponible comercialmente, esta dividida
en cuatro cuadrantes de agar: un cuadrante incluye un medio que contiene
hemina (factor X); otro cuadrante incluye un medio que contiene DAN (factor
V); el tercer cuadrante contiene un medio que incluye a ambos factores Xy V, y
el cuarto cuadrante contiene agar caldo infusion de corazén o agar base sangre
con 5% de sangre de caballo para diferenciar H. haemolyticus, una especie de
H. influenzae oral que requiere factores X y V. La situacion de los factores de
crecimiento en los cuadrantes puede variar de acuerdo con la casa comercial
que suministra la placa Quad ID.

Métodos

a) Inocule las placas Quad ID suspendiendo el crecimiento de un cultivo joven,

puro, con sospecha de ser Haemophilus, en caldo de triptona soya o agua
destilada, formando una suspension lechosa clara (equivalente a una turbidez
estandar de 0,5 en la escala de McFarland). Con un asa bacterioldgica, estrie una
asada de esta suspension en cada cuadrante de la placa, primero en el cuadrante
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FIGURA 3: Requerimientos de factores de crecimiento: factores X y V en discos de papel

La cepa superior (véase la flecha) estd creciendo solamente alrededor del disco que contiene ambos factores X y V;
por ello puede considerarse presuntamente H. influenzae.

de V'y por ultimo en el cuadrante de la sangre. Estrie el cuadrante entero,
comenzando en la periferia y continuando hacia el centro de la placa. Puncione
el agar sangre para detectar hemdlisis débil.

b) Invierta la placa e incube en una atmésfera de CO; (en un frasco con una vela o
en una incubadora de CO;) durante 18-24 horas a 35°C.

¢) Examine la seccién de la sangre para la hemolisis y las otras secciones para el
crecimiento después de la incubacion. H. influenzae muestra crecimiento tipico
en el cuadrante XV y en el cuadrante de sangre (de caballo) sin hemdlisis. Si el
crecimiento fuerte ocurre en uno de los cuadrantes X o V ademds del XV, el
microorganismo probablemente sea otra especie de Haemophilus. Si el
crecimiento ocurre en todos los cuadrantes, el cultivo probablemente no sea una
especie de Haemophilus. (Nota: en algunas ocasiones H. influenzae puede
mostrar pequefio crecimiento en el cuadrante de factor V.) Lea y registre los
resultados.
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FIGURA 4: Requerimientos de factores de crecimiento: Haemaphilus en placa Quad ID

Solo factor X FactoresXyV

Solo factor V AIC con sangre de caballo(muestra reaccion hemolitica)

La placa Quad ID estd dividida en cuatro compartimentos. Un cuadrante (superior izquierdo) incluye medio

que contiene hemina (factor X). Un cuadrante (inferior izquierdo) incluye medio que contiene dinucledtido de
nicotinamida (DAN, o factor V). Otro cuadrante (superior derecho) contiene medio que incluye ambos factores

Xy V.El cuarto cuadrante (inferior derecho) contiene agar infusién de corazén (AIC) con 5% de sangre de caballo
para detectar las reacciones hemoliticas de las especies de Haemophilus.

Reacciones hemoliticas de especies de Haemophilus

Aunque la mayoria de los laboratorios no necesitan determinar la reacciéon
hemolitica de cada aislamiento de Haemophilus spp. (debido a que aislardn pocas
cepas de Haemophilus), en algunos casos quizds se quiera determinar la hemolisis
para diferenciar H. influenzae de H. haemolyticus.

+ Si se utilizaron discos o tiras de factor X, V y XV para probar los requerimientos
de factor de crecimiento, debe realizarse una prueba separada para detectar
reacciones de hemolisis inoculando una suspension de caldo de la cepa en AIC
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+ 5% de sangre de conejo (o agar base sangre de caballo); la reaccién hemolitica
permite la determinacién de las especies.

+ Sise usé una placa de Quad ID para determinar los requerimientos de factor
de crecimiento, la reaccién hemolitica del microorganismo se prueba en el
cuadrante de agar sangre (de caballo) de la placa; asi no se requiere ninguna
otra prueba.

H. influenzae debe ser alfa-hemolitico (el agar toma un tono verdoso alrededor de
la colonia) o gamma-hemolitico (no hemolitico) en la placa de AIC que contiene
5% de sangre de conejo, mientras que H. haemolyticus exhibird beta hemolisis (un
aclaramiento de las células de la sangre en el agar que rodea las colonias en la
placa). La Tabla 1 muestra un resumen de los resultados utilizados en la
identificacion de H. influenzae y de las especies estrechamente relacionadas con
Haemophilus. La determinacion correcta de la reacciéon hemolitica es la tnica
manera de diferenciar H. influenzae de H. haemolyticus.

Prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos de H. influenzae

Se utilizaran los resultados de las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos
para seleccionar el agente antimicrobiano mds eficaz para el tratamiento de los
pacientes. Este manual de laboratorio describe las pruebas de susceptibilidad de
Haemophilus influenzae por el método de difusion en disco y por el método de la
tira de gradiente de antibiéticos (Etest®). Aunque la difusién en disco
proporcionard informacién acerca de la susceptibilidad, resistencia intermedia o
resistencia de una cepa, el Etest® proporcionaré informacién mds detallada sobre
la concentracién inhibitoria minima (CIM) de un agente antimicrobiano. La
exactitud y reproducibilidad de estas pruebas depende de que se siga una serie
de procedimientos y condiciones estandar en los laboratorios de forma
continua. En la Figura 5 se incluye un modelo de planilla para registrar los
resultados de las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos de H. influenzae.

Medios y discos para la comprobacidn de la susceptibilidad a los antimicrobianos

La susceptibilidad a los antimicrobianos puede determinarse mediante el método
de difusién en disco. El método de difusion en discos que se presenta en este
capitulo es una modificacion de la técnica de Kirby-Bauer, que ha sido
estandarizada cuidadosamente por el NCCLS;’ si se sigue el protocolo que se
presenta, este método proporcionard datos in vivo que pueden predecir la
efectividad de la droga en cuestion. La exactitud y reproducibilidad de esta prueba
dependen del uso regular de un grupo estandarizado de procedimientos de

* Se conocia anteriormente con el nombre de Comité Nacional para Estindares de Laboratorio Clinico
(conocido actualmente solo por su sigla), el NCCLS es una organizaci6n internacional, interdisciplinaria,
educacional y no lucrativa que anualmente elabora, por consenso, actualizaciones y lineamientos estdndar para
atenci6n de salud.

16 | Manual de Laboratorio para la Identificacién y Prueba de Susceptibilidad a los Antimicrobianos



(‘7 bqoy by U3 3sian uapand sopvynsal sof Ip ugpIaIdiau b) vvd 33103 Ip sopund sof A ugIGIyUI Ip buoz bj ap S0buDI S07) “0uUAIWEsIe 3P eqanid .| 3p SOPEYNSaI SO] OPUIA3| NULUOD
(3) Pepife2 3p [03u0d 3p eda) B| AP SOPEINS3I S0] AGANIALIOD ‘UPIRGNIUI AP SeI0Y 8| B 9| 3p sandsaq :pjoy

/|013U0) 3P S3NWI| SO| P 0LIUIP URISA SO|3 IS ‘s3|qerdade Jepupisa sobuel so| LU0

r10d opesinsy

JwyBri

ww

& ¢obuerus DO?
D) esed

STOON 8p eda)
osezusNyUl ‘H

Ly26¥ D01V

w

o

wyBr
ww

o

JwyBri
wu

eulpoidwy
(seboup seno)

|ozexojaweyns
-ewrdojawil |
>

joolusjueio]n

owsjuebiQg

&
sniButuaw
3p ope[siy

eJjSONW
B| 8p OJoWNN

ojuSIsISal = & Bipsuusiul =/ o|qndoosns = § :pepliqndsosns g] op udeyaidiail]

avzuanyjus snjiydowapy] ap s03UIILIL|S|E 3P SOURIGODILIIUE SO| & pep]

~1od eyosy eqenid

reqanud e| ap eyoo4

1ndassns ap eqanid e ap sopeyjnsal soj 3p oxsihai |3 esed ejjiueid 3p o[FPO :S YYNOI4

Haemophilus influenzae | 17



laboratorio. Esta seccion describe los medios de cultivo 6ptimos, el indculo, los
agentes antimicrobianos a probar y las condiciones de incubacion e interpretacion
de los resultados.

El medio de cultivo recomendado para la prueba de susceptibilidad a los
antimicrobianos de H. influenzae es el mismo que para la prueba de Haemophilus
(MPH) (véase el Apéndice 2). El medio de agar Mueller-Hinton utilizado para esta
prueba no debe contener timidina para obtener buenos resultados con
cotrimoxazol. Todos los medios de cultivo utilizados para las pruebas de
susceptibilidad a los antimicrobianos deben haber sido elaborados recientemente.
Los agentes antimicrobianos recomendados para las pruebas son ampicilina,
cloranfenicol y trimetoprima-sulfametoxazol (también llamado cotrimoxazol).

El disco de 10 pug de ampicilina predice la resistencia mediada a penicilina y
ampicilina, tanto la intrinseca (la penicilina ligada a la proteina mediadora o
“PPM”) o por {3-lactamasa (beta-lactamasa) y tiene que utilizarse para las pruebas
de H. influenzae. (En esta seccion, después de los métodos de pruebas directas de
susceptibilidad a los antimicrobianos, se muestran los métodos para pruebas de 83-
lactamasa de H influenzae). Se usa un disco de 30 pg de cloranfenicol para predecir
la resistencia al cloranfenicol de H. influenzae, y un disco de 1,25/23,75 ng de
cotrimoxazol para predecir la resistencia al cotrimoxazol. Los tamaiios de
diametro de la zona, segtin las normas estandar del NCCLS, solo pueden
interpretarse correctamente cuando se usa MPH.

Control de calidad de la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos de H. influenzae

Como parte de la rutina normal del laboratorio, deben realizarse pruebas de
control de calidad. Para verificar que los resultados de la prueba de susceptibilidad
a los antimicrobianos son exactos, por lo menos tiene que incluirse un
microorganismo de control con cada prueba. La cepa ATCC 49247 es la cepa
control utilizada para las pruebas de H. influenzae con la mayoria de los agentes
antimicrobianos (por ejemplo, ampicilina, cloranfenicol y trimetoprima-
sulfametoxazol), aunque también la cepa ATCC 49766 es apropiada para algunos
otros. (Consulte el documento NCCLS M100-S12 [2002] para una informacién
mds completa.) Deben compararse los diametros de la zona de inhibicion
obtenidos con la cepa control con los limites publicados por el NCCLS que se
incluyen en la Tabla 2. Si las zonas producidas por la cepa control se encuentran
fuera de los rangos esperados, es necesario considerar posibles fuentes de error.

+ Las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos son afectadas por las
variaciones en los medios, el tamaio del indculo, el tiempo de incubacién, la
temperatura y otros factores. El medio de cultivo utilizado puede dar lugar a
error si no se observan los lineamientos recomendados por el NCCLS. Por
ejemplo, el agar que contiene cantidades excesivas de timidina o de timina
puede revertir los efectos inhibidores de las sulfonamidas y trimetoprima
causando que las zonas de inhibicidn del crecimiento sean mas pequenias o
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menos nitidas. Los microorganismos pueden parecer ser resistentes a estos
farmacos cuando en realidad no lo son.

+ Sila profundidad del agar en la placa no es de 3—4 mm, la tasa de difusién de
los agentes antimicrobianos o la actividad de las drogas puede verse afectada.

+ Siel pH del medio de la prueba no es de 7,2 a 7,4, la tasa de difusion de los
agentes antimicrobianos o la actividad de las drogas puede verse afectada.

+ Sielindculo no corresponde a un cultivo puro o no contiene una
concentracion de bacterias que se aproxime a una turbidez estandar de 0,5 en
la escala de McFarland, los resultados de las pruebas de susceptibilidad a los
antimicrobianos se veran afectados. Por ejemplo, un microorganismo
resistente podria parecer susceptible si el indculo es demasiado ligero. También,
cuando se utilizan colonias para preparar una suspension por el método del
indculo directo en medio de agar sangre, aun cuando los aislamientos sean
susceptibles, la trimetoprima o los antagonistas de la sulfonamida pueden ser
portadores y producir una nube de crecimiento dentro de las zonas de
inhibiciéon que rodean los discos de trimetoprima-sulfametoxazol.

Si se realizan pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos diariamente, habrd
que desarrollar pruebas de control de calidad una vez a la semana (después de 30
dias de resultados controlados), o con cada grupo de pruebas cuando estas se
realicen con menos frecuencia. También deben hacerse con cada nuevo lote de
medios de pruebas y cada vez que se introduzca un nuevo lote de discos.

Prueba de susceptibilidad de H. influenzae a los antimicrobianos por el método de difusion
en disco

Prepare el in6culo para sembrar los medios para la susceptibilidad a los
antimicrobianos con cultivos frescos y puros de H. influenzae (de aislamientos
crecidos en agar chocolate suplementado durante toda la noche). Prepare las
suspensiones bacterianas en caldo o en salina fisioldgica estéril; use una suspension
igual a una densidad de turbidez estdndar de 0, 5 en la escala de McFarland. (En el
Apéndice 2 se describe la preparacion de una turbidez estindar de McFarland.)

a) Suspenda las colonias viables de agar chocolate de la noche anterior en un tubo
de caldo para lograr una suspensién bacteriana equivalente a una turbidez
estandar de 0,5 en la escala de McFarland, teniendo cuidado de no formar
espuma o burbujas en la suspension al mezclar las células con el caldo. Esta
suspension tiene que utilizarse en 15 minutos a partir de su preparacién.

b) Compare la turbidez estindar de la suspension con la turbidez estaindar de 0,5
en la escala de McFarland delante de una luz contra un fondo blanco con lineas
negras contrastantes, y compare la densidad (véanse las Figuras 51 y 52). Si la
suspension es muy densa, debe diluirse con la adicién de caldo. Si la densidad
de la suspension es demasiado ligera, hay que agregar mas bacterias a la
suspension.
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¢) Cuando se logre la densidad apropiada, introduzca un hisopo de algodén en la
suspension bacteriana. Presione el hisopo contra las paredes del tubo hasta
eliminar el exceso de liquido.

d) Use el hisopo para inocular toda la superficie de la placa de MPH tres veces,
rotando la placa 60 grados entre una inoculacion y otra (véase la Figura 34).
Use el mismo hisopo para cada uno de los giros, pero no reintroduzca el
hisopo en el indculo (la suspension bacteriana).

e) Deje secar el in6culo antes de colocar los discos en las placas de MPH.
Normalmente el secado tarda solo unos minutos y no debe tomar mds de 15.
(Si el secado tomara mds de 15 minutos, use la proxima vez un volumen mads
pequeiio de indculo.)

f) Coloque los discos de antimicrobianos en la placa de MPH después de que la
placa se seque, como se muestra en la Figura 6. Los discos deben colocarse en el
agar con pinzas estériles y presionando suavemente para asegurar su adhesion al
agar. La difusion de la droga en el disco comienza inmediatamente; por
consiguiente, una vez que el disco se coloca en el agar, no debe moverse.

FIGURA 6: Prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos por difusion en disco: colocacion de los discos y
medicién de los didmetros de la zona de inhibicién

Crecimento

Zona de inhibicion

Regla con mango

Se puede usar una regla sobre un palito para medir los didmetros de la zona de inhibicién si no se dispone de un calibrador.
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g) Invierta la placa e inctbela en una atmésfera enriquecida con CO; (incubadora
de CO; al 5% o frasco con la vela en extincién) durante 16—18 horas a 35°C.

+ Nota: Si se trata de un nuevo lote de MPH, si los discos de antimicrobianos son
nuevos, o es un buen momento para realizar un control de calidad, siga los
pasos antes descritos de a hasta g, y realice pruebas paralelas con la(s) cepa(s) de
referencia. Los tamafios apropiados de la zona de difusion en disco para la cepa
de control de calidad de referencia (para los agentes antimicrobianos incluidos
en este capitulo) se presentan en la Tabla 2.

h) Después de toda la noche en incubacién, mida el didmetro de cada zona de
inhibicién. Las zonas de inhibicién en los medios que contienen sangre se mide
desde la superficie superior de la placa destapada. Use calibradores o una regla
con mango para realizar las medidas, y sostenga la regla encima del centro de la
superficie del disco para medir la zona de inhibicién (véase la Figura 6).

+ Debe tenerse cuidado de no tocar el disco o la superficie del agar. Esterilice la
regla de vez en cuando para prevenir la transmision de bacterias. En todas las
mediciones, las zonas de inhibicion se miden como el didmetro desde los
bordes de la dltima colonia visible. Registre los resultados en milimetros
(mm). La Figura 5 ofrece un modelo de hoja para registrar los resultados.

i) La interpretacién de la susceptibilidad a los antimicrobianos se obtiene
comparando los resultados obtenidos y registrados (de la manera descrita en
este protocolo) con los tamafios de los didmetros de la zona de inhibicién de los
estandares del NCCLS presentados en la Tabla 2.

TABLA 2: Prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos de Haemophilus influenzae: puntos de corte y
rangos de control de calidad (CC) de H. influenzae

Didmetro de la zona de inhibicion (mm) NCCLS cepas de (C

Agente punto de corte CIM equivalente (pg/ml)* H. influenzae
antimicrobiano  Potencia del disco ~ Susceptible  Intermedia Resistente ATCC49247°
Cloranfenicol 30 ug >29mm 26-28mm  <25mm 31-40mm
(= 2 ug/ml) (4 pg/ml) (=8 ug/mi) (0.25— 1 ug/mi)
Trimetoprima- 1.25/23.75 g =16mm  1Tmm-15mm <10mm 24-32mm
sulfametoxazol (<0.5/9.5ug/ml) ~ (1/18—-2/36 yg/ml) (= 4/76ug/ml) (0.03/0.59 -
(cotrimoxazol) 0.25/4.75 jig/ml)
Ampicilina 10 pg =222mm  19mm-2Tmm <18mm 13-21mm
(= 1pg/mi) (2 pg/ml) (=4 pg/mi) (2—8pg/ml)

* Fuente: NCCLS (2002). Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing. Twelfth Informational Supplement. NCCLS document
M100-512 [ISBN 1-56238-454-6]. NCCLS, 940 West Valley Road, Suite 1400, Wayne, PA 19087-1898, EUA.

*oLa cepa de control de calidad de H. influenzae ATCC 49247 es apropiada para la prueba de los agentes antimicrobianos incluidos en esta
tabla y en todo este manual de laboratorio; sin embargo, para probar algunos otros agentes antimicrobianos, el NCCLS recomienda que se
use otra cepa de control de calidad. Los laboratorios que prueben la susceptibilidad de H.influenzae a agentes antimicrobianos diferentes a

los listados deben, por consiguiente, referirse al documento del NCCLS M100-512 (o las actualizaciones subsecuentes) para los métodos
apropiados.
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Prueba de concentracion inhibitoria minima para aislamientos de H. influenzae

Los laboratoristas que determinan la concentracion inhibitoria minima (CIM)
para aislamientos resistentes deben tener mucha destreza para realizar estas
pruebas y entender la necesidad de obtener resultados exactos y reproducibles.
Ademds, el laboratorio de referencia nacional (o regional) debe tener las
condiciones y los recursos necesarios para guardar los aislamientos por liofilizacién
o congelados a -70°C.

La prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos por difusion en disco indica si
un microorganismo es resistente o susceptible a un agente antimicrobiano. Para los
propésitos de la vigilancia, los laboratorios quizds quieran cuantificar la
“resistencia intermedia” a trimetoprima-sulfametoxazol detectada por prueba de
difusion en disco con la prueba de CIM.

La CIM por dilucién puede ser costosa, y dificil también por otras razones. Debido
a la complejidad técnica requerida para esta prueba, los paises que no hacen
actualmente CIM por dilucién deberfan utilizar el laboratorio internacional de
referencia en lugar de desarrollar la capacidad de hacer la prueba en el pais. En
paises donde las pruebas de CIM se realizan en mds de un laboratorio, la
estandarizacion y el control de calidad deben realizarse como se describid
anteriormente en este capitulo.

Como el nimero de las pruebas de resistencia a los antimicrobianos que se realizan
fuera de los laboratorios internacionales de referencia va en aumento, es necesario
el Etest® como un método de prueba, que es a la vez conveniente y fiable.* Aunque
el Etest® requiere menos especializacion técnica que la prueba de CIM por
métodos de dilucion, brinda resultados comparables. Las tiras de Etest® deben
guardarse permanentemente en un congelador a -20°C.

El Etest® es un método de prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos
técnicamente simple de realizar, como la difusion en disco, y produce resultados
semicuantitativos que son medidos en microgramos por mililitro (ug/ml). Es
especifico por firmaco y consiste en tiras de un plastico delgado de gradientes de
antibidtico que se aplica a una placa de agar inoculada; es conveniente aplicar los
principios de difusién en agar para realizar una comprobaciéon semicuantitativa.’

La pendiente de concentracién continua del antibiético seco estabilizado es
equivalente a una dilucién de 15 log, por la referencia convencional del
procedimiento de la CIM sugerido por el NCCLS. El Etest® se ha comparado y se
ha evaluado con ambos métodos de susceptibilidad por dilucién: con agar y caldo,

* El Etest® puede ser caro. Comuniquese con el fabricante (AB BIODISK) para obtener informacionr sobre los
descuentos disponibles para los laboratorios en regiones de escasos recursos (véase el Apéndice 13).

° La prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos con una tira de gradiente antimicrobiano como el Etest®
puede considerarse un método semicuantitativo (porque aunque la suspension utilizada para inocular la placa
para Etest® estd estandarizada, el inéculo propiamente tal no lo estd). Sin embargo, los resultados son
generalmente comparables con los resultados cuantitativos de las pruebas estindar de CIM por microdilucién
en caldo o dilucién en agar.
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métodos recomendados por el NCCLS. Los informes autorizados indican que
existe (aproximadamente) de 85% a 100% de correlacion entre las
determinaciones de CIM convencionales aceptadas y las CIM determinadas por el
procedimiento de Etest® para una variedad de combinaciones de microorganismo-
farmaco (véanse Jorgensen y col., 1994 y Barry y col., 1996 en el Apéndice 15).
Algunos estudios han citado la CIM por Etest® como aproximadamente una
dilucién por encima de las CIM determinadas por métodos de dilucién normales.

Aunque este manual sirve como una guia general para utilizar las tiras de gradiente
antimicrobiano Etest®, siga siempre las instrucciones del fabricante para su uso,
asi como ciertas combinaciones antibidtico-bacterias que tienen requisitos de
prueba especiales.

Métodos para la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos con Etest®

Para las cepas de H. influenzae, se utiliza MPH para hacer la prueba de
susceptibilidad a los antimicrobianos. Siga las instrucciones en el prospecto que se
incluye en el paquete junto con las tiras de Etest®. Pueden utilizarse placas de 150
mm o 100 mm, segin el nimero de agentes antimicrobianos a ser probados por
aislamiento. Pueden colocarse dos tiras de antimicrobianos diferentes de Etest® en
direcciones de gradientes opuestos en una placa de 100 mm, y aunque las
instrucciones del fabricante indican que pueden utilizarse hasta seis tiras de Etest®
en una placa de 150 mm, en este manual se sugiere que, para evitar el
solapamiento de las zonas de inhibicién de crecimiento, no se usen mas de cinco
tiras de Etest® en una placa de 150 mm (véase la Figura 7).

a) Suspenda las colonias viables de una placa de agar chocolate de crecimiento de
la noche anterior en un tubo de caldo hasta lograr una suspension bacteriana
equivalente a una turbidez estandar de 0, 5 en la escala de McFarland; debe
tener cuidado de no formar espuma o burbujas en la suspension al mezclar las
células. Esta suspension debe utilizarse en 15 minutos.

b) Introduzca un hisopo de algodén en la suspension bacteriana. Presione el
hisopo en la pared del tubo hasta agotar el exceso de liquido. Inocule toda la
superficie de la placa de agar tres veces con el mismo hisopo del indculo y rote
la placa 60 grados después de cada inoculacion para asegurar el crecimiento
confluente de las bacterias (véase la Figura 34). Use un solo hisopo del indculo y
no vuelva a colocar el hisopo en el caldo después de cada rotacion.

¢) Deje secar la placa durante 15 minutos. Asegurese de que la placa esta
completamente seca antes de proceder. Mientras la placa se estd secando, retire
las tiras de Etest® del congelador de -20°C y deje calentar a temperatura
ambiente las tiras que van a ser utilizadas en el lote de comprobacion. Las tiras
que no seran utilizadas en este lote de comprobacion deben volverse a guardar
en el congelador a -20°C.
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FIGURA 7: Colocacion correcta de las tiras de Etest® en placas secas inoculadas

Se pueden colocar hasta dos tiras de Etest® en una placa de 100 mm, como se muestra.

Se pueden colocar hasta cinco tiras de Etest® en una placa de 150 mm, como se muestra.
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d) Con un aplicador de Etest® o una pinza estéril, coloque las tiras de Etest® en la
placa de agar inoculada seca, orientadas como se muestra en la Figura 7.
(Asegurese de que los valores impresos en la tira de la CIM estén colocados
hacia arriba [la superficie del reverso de la tira que contiene el gradiente de
antimicrobiano debe estar en contacto con el agar].) Una vez colocadas, no
mueva las tiras de gradiente antimicrobiano.

e) Incube las placas en posicién invertida en una atmoésfera enriquecida con CO,
(2%-5% CO3) durante 16-18 horas a 35°C; se puede utilizar un frasco con la
vela en extincién si no hubiese una incubadora de CO,.

f) Después de la incubacién se habrd formado una elipse de crecimiento
bacteriano en la placa alrededor de la tira y el Etest® ya puede leerse. Los
resultados del control de calidad se deben revisar antes de leer e interpretar
la CIM del Etest®.

Las CIM se leen desde la interseccién de la zona eliptica de inhibicién con el valor
impreso en la tira de Etest®. Use luz oblicua para examinar cuidadosamente el
punto del extremo final. Se puede utilizar una lupa si es necesario. Lea la CIM en el
punto de inhibicién completa de todo el crecimiento, inclusive la sombra y las
colonias aisladas. La Figura 8 presenta una guia de lectura para el Etest®°® y muestra
efectos relacionados con la droga, efectos técnicos y de manipulacidn, efectos
relacionados con el microorganismo y efectos relacionados con el mecanismo de
resistencia.

+ Las marcas de graduacion en la tira de Etest® corresponden a las
concentraciones estdindar del método de dilucién en agar, pero también
incluyen incrementos entre estos valores estandar. Los valores estindar (véase la
Tabla 27 en el Apéndice 7) se usan para la interpretacion y notificacion de los
resultados de la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos. Se aconseja
que tanto la lectura real del valor de la tira como el valor estdndar préximo mads
alto (el valor que se usard para la interpretacion) se incluyan en los registros de
laboratorio para probar la cepa. Por ejemplo, si se estd probando la
susceptibilidad de un aislamiento de H. influenzae a la ampicilina, la CIM
registrada en las graduaciones de la tira de Etest® podria ser 0,75 pg/ml; sin
embargo, la CIM informada serfa 1,0 pg/ml.

Los puntos de corte para la interpretacion de la CIM siguen las pautas del NCCLS,
con las excepciones hechas por el fabricante en el instructivo. Los puntos de corte
del NCCLS para los agentes antimicrobianos usados para H. influenzae se incluyen
en la Tabla 2.

© AB Biodisk tiene una pagina WEB que incluye una guia para Etest®: www.abbiodisk.com
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FIGURA 8A: Guia para la lectura de los resultados del Etest®

Silatira estd al revés, La interseccidn esta entre dos marcas. Lea el valor
(IM = jinvélida! préximo més alto.CIM 0,19 pg/ml.
Vuelva a montar la prueba con la escala de la tira
hacia arriba de frente a la abertura de la placa

Distintas intersecciones a ambos lados de la tira. Ignore una linea fina de crecimiento en el borde de

Lea el valor més alto; si la diferencia es >1 dilucidn, la tira causada por microorganismos que crecen en
repita la prueba. CIM 0,5 pg/ml un tdnel de agua. CIM 0,25 pg/ml.

La forma en que se coloque la tira en el medio puede afectar el crecimiento de
los microorganismos y la interpretacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM)

Las imégenes del Etest® y leyendas de las figuras fueron tomadas de“Etest® Reading Guide”, con el permiso de AB BIODISK,
Dalvégen 10, S-169 56 Solna, Suecia. Direccidn electrénica: etest@biodisk.se
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FIGURA 8B: Guia para la lectura de los resultados del Etest®
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La forma en que se coloque la tira en el medio puede afectar el crecimiento de
los microorganismos y la interpretacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM)

Las imdgenes del Etest® y leyendas de las figuras fueron tomadas de“Etest® Reading Guide”, con el permiso de AB BIODISK,
Dalvégen 10, S-169 56 Solna, Suecia. Direccidn electrénica: etest@biodisk.se
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FIGURA 8C: Guia para la lectura de los resultados del Etest®
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La forma en que se coloque la tira en el medio puede afectar el crecimiento de
los microorganismos y la interpretacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM)

Las imdgenes del Etest® y leyendas de las figuras fueron tomadas de “Etest® Reading Guide”, con el permiso de AB BIODISK,
Dalvégen 10, 5-169 56 Solna, Suecia. Direccion electronica: etest@biodisk.se
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Vigilancia de la emergencia de la resistencia a los antimicrobianos de H. influenzae

Los laboratorios podrian querer tratar de descubrir la emergencia de nuevas cepas
de Haemophilus probando aislamientos con un panel de firmacos entre los que no
se espera encontrar susceptibilidad disminuida. Los laboratorios podrian
considerar farmacos especificos o agrupaciones caracteristicas (por ejemplo,
B-lactamasa negativas, ampicilina resistente [BLNAR] de H. influenzae). Se cree
que estas cepas, que son raras en la actualidad, tienen atin gran interés para las
politicas de salud publica y los clinicos, porque aunque pueden exhibir
susceptibilidad in vitro a ciertos medicamentos (por ejemplo, amoxicilina + dcido
clavulanico, cefprozil, cefuroxima y otras), deben ser consideradas todavia como
resistentes in vivo [NCCLS 2002].

El andlisis para detectar la aparicion de resistencia no debe hacerse para cada lote
de pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos, ni con cada nuevo lote de
medios. En cambio, tal comprobacién podria hacerse periédicamente (por ejemplo
una vez al afio), en una muestra de aislamientos conservados en almacenamiento.
Los métodos para la preservacién y el almacenamiento a largo plazo de
aislamientos se detallan en el Apéndice 11. Los antimicrobianos de interés podrian
incluir ceftriaxona y fluoroquinolonas (aunque no necesariamente solo estos dos).
En los documentos del NCCLS se encuentran los tamanos de didmetro de zona
apropiados; tal informacién se actualiza regularmente. Si como resultado de la
vigilancia se encuentra una de estas cepas raras con susceptibilidad reducida, se
debe notificar a un laboratorio internacional de referencia y someter el
aislamiento a una investigacion exhaustiva posterior. En el Apéndice 14 se
incluye una lista de laboratorios de referencia internacionales.

Prueba para la produccion de f3-lactamasa por H. influenzae

Las pruebas de los aislamientos de H. influenzae para detectar la presencia de beta-
lactamasa identificardn la mayoria de las cepas resistentes a ampicilina, porque
gran parte (pero no toda) de la resistencia de las cepas de H. influenzae a la
ampicilina es causada por la presencia de beta-lactamasa. Hay varias técnicas para
detectar beta-lactamasa. Todas las pruebas se basan en la determinacién de
subproductos y utilizan tanto un substrato natural (por ejemplo, penicilina) como
una sustancia cromogénica (por ejemplo, nitrocefina). Este manual presenta dos
métodos para la detecciéon de beta-lactamasa: la prueba de nitrocefina y el método
acidométrico modificado en placa de agar.

+ Lanitrocefina puede ser utilizada en el pesquisaje de beta-lactamasa, ya sea
como reactivo que se deja gotear sobre las colonias, o en forma de un disco
tratado sobre el que se frotan las colonias. (Este manual sugiere usar el método
del disco, a menos que se trate de un laboratorio que esté procesando grandes
numeros de aislamientos, porque los materiales para el reactivo tienden a estar
disponibles en grandes volimenes, con alto costo). En el capitulo de
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N. gonorrhoeae [Capitulo VI], se explican los métodos para probar con el
reactivo de nitrocefina liquida.

a) Ponga un disco de nitrocefina en una ldmina limpia, utilizando férceps o
pinzas estériles; agregue una gota de agua destilada.

b) Toque, con un hisopo estéril o un asa, una colonia caracteristica del cultivo
fresco y puro.

¢) Frote el hisopo sobre el disco humedecido.

d) Observe el disco durante cinco minutos; si la reaccion es positiva (cepa
productora de beta-lactamasa), las dreas del disco que presentan crecimiento
adquirirdn un color caracteristico entre rojo y rosado.

+  El método acidométrico modificado en placa de agar es un método de agar
diferencial para probar la presencia de actividad de beta-lactamasa en
aislamientos de H. influenzae [véanse Park y cols. 1978 y Lucas 1979, en el
Apéndice 15]. La penicilina y el rojo fenol se combinan en una placa sin
nutrientes; el indicador de pH detecta un aumento de la acidez, que es el
resultado del rompimiento del anillo beta-lactimico de la penicilina que se
transforma en dcido penicilinoico y conduce a un cambio de color en el agar.

a) Ponga un grupo de colonias aisladas, en una mancha definida, en la placa de
agar beta-lactamasa. Pueden probarse muchas cepas en una placa; cercidrese
de precisar las posiciones especificas con rétulos apropiados.

b) Aplique a la placa cepas control conocidas como beta-lactamasa positivas y
beta-lactamasa negativas; rotule sus posiciones.

¢) Incube la placa a 35°C durante 15 minutos.

d) Observe la placa para buscar cambio de color en el agar que rodea cada
colonia distinta. El agar que rodea la cepa control positiva debe ser amarillo,
mientras que el agar que rodea la cepa control negativa no debe exhibir
ningtin cambio de color.

Datos para la toma de decision

Una vez que el laboratorio ha evaluado el serotipo y los patrones de susceptibilidad
a los antimicrobianos de los aislamientos de H. influenzae, se deben informar los
resultados rapidamente a las autoridades de salud publica. Los factores a
considerar al elaborar las politicas de tratamiento incluyen que:

+ Debe considerarse la vacunacién infantil si el H. influenzae tipo b es una causa
mayor de enfermedad invasiva en el dmbito local.

+ El agente antimicrobiano escogido debe ser econémico.

+ El agente antimicrobiano escogido debe estar disponible localmente (o poder
obtenerse rapidamente).
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La consideracién de estos factores, cuando sirven de base para la toma de
decisiones, ayudard a las autoridades de salud ptblica a encontrar la solucién a sus
necesidades de una manera apropiada a la situacion local y al perfil especifico de
susceptibilidad a los antimicrobianos. Las recomendaciones nacionales para la
utilizaciéon empirica de los antibidticos deben ponerse en practica después de
considerar los datos de susceptibilidad a los antimicrobianos, el costo, la
disponibilidad, la conveniencia y otros factores.
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CAPITULO IV

Neisseria meningitidis
CONFIRMACION DE LA IDENTIFICACION Y PRUEBA DE
SUSCEPTIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS

mds cominmente, bacteriemia y meningitis meningocdcicas. Estos dos

sindromes clinicos se superponen y pueden presentarse simultdneamente,
aunque la meningitis sola es mds frecuentemente. La bacteria N. meningitidis es
encapsulada y se clasifica en serogrupos, segun la reactividad inmunolégica del
polisacérido de la capsula. Los serogrupos que causan enfermedad mas
comtnmente son A, B, C,Y y W135. Durante los tltimos 20 anos, los serogroupos
By C han sido la mayor causa de enfermedad meningocdcica en las Américas y
Europa, y el serogroupo A, la de muchos de los casos de Africa y algunas partes de
Asia.

Neisseria meningitidis es el agente etiolégico de enfermedad meningocécica,

La enfermedad meningocdcica se distingue de otras causas principales de
meningitis bacteriana por el potencial de generar grandes epidemias.
Histéricamente, estas epidemias han sido causadas por el serogrupo A, seguido en
menor propagacion por el serogroupo C. En Africa, la tasa més alta de incidencia
de meningitis por el serogroupo A se presenta en una regién del Africa
subsahariana que se extiende desde Sudan en el este a Gambia en el oeste; esta
region comprende 15 paises, mds de 260 millones de habitantes y se la ha llamado
el “cinturén de la meningitis”. Durante las epidemias, los nifios y los adultos
jovenes son los mds afectados, y la tasa de ataque es alta (1.000/100.000 habitantes,
0 100 veces mds que la tasa de la enfermedad esporddica). La tasa mds alta de
enfermedad endémica o esporddica se da en nifios menores de 2 afios de edad.

En anos recientes, hubo dos grandes epidemias de meningitis causadas por

N. meningitidis serogrupo W135. En 2000 se produjo un brote de enfermedad
meningocdcica en Arabia Saudita (con 253 casos y 70 defunciones) causado por un
clon virulento del serogrupo W135. Ese brote ocurrié durante la peregrinacion
anual a la Meca, y los peregrinos, a su regreso, diseminaron este clon por todo el
mundo, lo que generé casos secundarios. A mediados de 2002, cuando se escribia
este manual, se notificaron mds de 12.000 casos y 1.400 defunciones por
meningitis epidémica serogrupo W 135 en Burkina Faso.
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En los Estados Unidos se produce y utiliza una vacuna tetravalente de
polisacéridos que incluye los serogrupos A, C,Y y W135; no obstante, en otras
partes del mundo se utilizan vacunas bivalentes de polisacdridos A y C. En la
actualidad, se estdn desarrollando nuevas vacunas conjugadas de meningococo.

Como medida de precaucion, el personal de laboratorio en riesgo de exposicién a
aerosoles de N. Meningitidis debe mantener actualizadas sus vacunas y, de ser
posible, trabajar en gabinetes de seguridad bioldgica. Debe considerarse la
quimioprofilaxis con antimicrobianos para aquellos laboratoristas que manipulan
aislamientos de N. meningitidis invasivos en una meseta abierta, de modo que se
pueda inducir la formacién de aerosoles o de gotas (incluidos cultivos, subcultivos
y seroagrupacion) y en ausencia de proteccion efectiva de dichas gotas o aerosoles.

Confirmacion de la identificacion de N. meningitidis

Para confirmar los cultivos que morfoldgicamente parecen ser N. meningitidis
(véase la Figura 9), se recomienda hacer cultivos de 24 horas para obtener mejores
resultados; comprobar siempre la pureza del crecimiento haciendo una coloracién
de Gram: las cepas de N. meningitidis son gramnegativas, diplococos en forma de
rindén o grano de café (véase la Figura 72); cuando sea necesario, habrd que hacer
subcultivos para asegurar la pureza; realizar una prueba de oxidasa de Kovac del
crecimiento en una placa de agar sangre, e identificar el serogroupo con una
prueba de aglutinacién en ldmina. Por Gltimo, habrd que confirmar los resultados
con las reacciones de los carbohidratos (azucares).

Algunos laboratoristas podrfan tener interés en determinar el suptipo de los
aislamientos de N. meningitidis por la prueba de PME (proteina de membrana
externa), que puede llevarse a cabo en los laboratorios internacionales de
referencia.

Prueba de oxidasa de Kovac para la identificacion de N. meningitidis

La prueba de oxidasa determina la presencia de citocromo oxidasa. El reactivo de
oxidasa de Kovac (1% tetrametil-p-hidroclorofenilendiamina)’ se torna en un
compuesto purpureo por la presencia de microorganismos que contienen
citocromo ¢ como parte de su cadena respiratoria; por lo tanto, una prueba de
oxidasa dara una reaccién purpura. (Las instrucciones para preparar el reactivo de
oxidasa se encuentran en el Apéndice 2.)

7 Hay laboratorios que pueden usar otro reactivo, de Gordon y MacLeod (1% dimetil-p-hidroclorofenilendi-
aminal; “reactivo de dimetil”) para la prueba de oxidasa. El reactivo de dimetil es mas estable que el de
tetrametil (reactivo de Kovac), pero la reaccion con el reactivo de dimetil es mas lenta que con el de tetrametil.
Si el laboratorio esta usando el reactivo de dimetil, el papel de filtro cambiard a color azul indicando una
reaccién positiva (no a purpura, como con el reactivo de tetrametil); con el reactivo de dimetil tomara de 10
a 30 minutos para obtener una reaccién positiva.
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FIGURA 9: Diagrama de flujo de las pruebas para la identificacion de aislamientos de Neisseria meningitidis
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a) Separe la porcién de la colonia que desee someter a la prueba y frétela sobre un
papel de filtro tratado utilizando un asa de inoculacién de platino, un asa
pléstica desechable o un aplicador de madera (véase la Figura 10). No se debe
utilizar un asa de Nicromo porque puede producir reaccion falsa positiva.

b) La reaccién positiva se verd en solo 10 segundos y adquirird un color purpura.
Cuando se trata de N. meningitidis, es poco probable que haya reacciones
demoradas.

La prueba de oxidasa ayuda a reconocer las cepas de N. meningitidis y de otras
especies del género Neisseria. Hay otras especies de bacterias no relacionadas con
Neisseria que incluyen citocromo ¢ en la cadena respiratoria (Pseudomonas
aeruginosa'y H. influenzae), que también son positivas a oxidasa.

Identificacion de serogrupos de N. meningitidis

Los doce serogrupos basados en el polisacarido de la capsula son cominmente
reconocidos como A, B, C, H, I, K, L, W135, X, Y, Z, y Z’ (29E). (Neta: ya no se
hace referencia al serogrupo D.) Los grupos A y C son los que causan comtinmente
los brotes de meningitis en Africa, aunque se han notificado brotes recientes
causados por los grupos W135 y X; el grupo B causa meningitis endémica y
también brotes en algunas regiones del mundo, como por ejemplo en el Brasil. Los
antisueros de grupos estdn comercialmente disponibles.

La seroagrupacion es un procedimiento caro, pero de gran valor. Los datos de los
serogrupos proporcionan a los laboratorios y a las autoridades de salud publica los
medios para:

+ determinar los brotes que se pueden controlar por campanas de vacunacién
+ reconocer los serogrupos que causan enfermedad esporddica
+ detectar la aparicion de nuevas cepas que causan brotes (X o W135).

Es por ello esencial que los laboratorios de referencia de mayor complejidad
tengan la capacidad de aislar, identificar y confirmar los serogrupos de los
aislamientos de N. meningitidis causantes de enfermedad esporadica, al igual que
aquellos que se reciben durante el curso de un brote.

Prueba de aglutinacién en ldmina para la seroagrupacion de los aislamientos
con sospecha de ser N. meningitidis

Los siguientes métodos requieren solucién salina fisiolégica formalinizada para
hacer la suspensién y solucién salina fisiol6gica no formalinizada (o de buffer
salina fosfato [BSF]) para mezclar con el antisuero. Mantenga el antisuero en el
refrigerador a 4°C cuando no se vaya a utilizar de inmediato.

a) Limpie una ldmina de vidrio de 25 mm x 75 mm [1 pulgada x 3 pulgadas] con
alcohol (opcional si las ldminas ya se han limpiados con anterioridad). Divida
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FIGURA 10: Prueba de oxidasa de Kovac: una reaccion positiva en papel de filtro

PASO 1: Coloque el papel de filtro tratado
con oxidasa de Kovac en una placa de
Petri.

PASO 2: Prepare el indculo
y toque el papel de filtro
conelasa.

PASO 3:En 10 segundos se detecta la reaccion
positiva con oxidasa de Kovac por un cambio de
color a morado en el drea del papel de filtro donde
el crecimiento fue frotado (en el paso 2).

las laminas en tres secciones iguales (de 25 mm [1 pulgada de ancho]) con un
ldpiz de cera u otro marcador.

b) Tome una pequena porcién del crecimiento de la superficie de un cultivo de
toda la noche en un medio de cultivo no selectivo de agar sangre o chocolate,
utilizando un asa de inoculacién. Prepare una suspensiéon medianamente
lechosa del cultivo en prueba en 250 pl (0,25 ml) de solucién salina fisiolégica
formalinizada. Mezcle la suspensioén en un mezclador vértex, si es posible.

Si solo se trabaja con algunos aislamientos, serd mds conveniente hacer la
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suspension directamente en la ldmina en 10 pl por gota de solucién salina
fisiol6gica formalinizada.

+ Nota: Por razones de seguridad, se recomienda utilizar la formalina para
matar la suspensién de meningococos en vez de la suspensién en salina de
organismos vivos; no obstante, la formalina es cancerigena y se debe guardar
y manipular con gran cuidado. (Si no se utiliza la formalina para matar los
meningococos, los laboratoristas deben trabajar en una cabina de seguridad.)

+ No es necesario hacer una suspension estdndar para la serologia en ldminas;
sin embargo, debe notarse que una “suspensiéon medianamente lechosa” es
aproximadamente comparable con una turbidez estindar de 6 en la escala de
McFarland.

¢) Use una micropipeta o un asa bacterioldgica para transferir una gota (5-10 pl)
de la suspension celular a la porcidn de la ldmina preparada en el paso a de este
procedimiento. *

d) Agregue una gota del antisuero del grupo A encima de la gota de la suspension,
en una de las secciones de la 1dmina. En otra de las secciones de la ldmina,
afnada una gota de antisuero W135 debajo de la suspension. Para la tercera
seccién de la lamina, use el mismo método para anadir una gota de salina
debajo de la gota final de suspension.

+ Elasa que se utiliza en el antisuero no debe tocar la suspension celular ni
el otro antisuero que se esta probando; si esto sucede, no debe introducirse
nuevamente fuente de antisuero en el frasco. Si la fuente de antisuero estéd
contaminada, debe utilizarse un nuevo frasco.

* Nota: En Africa, la prueba con los antisueros A y W135 (con un control
de salina para detectar autoaglutinacién inespecifica) debe adecuarse para
la caracterizacion seroldgica de la mayoria de los aislamientos de
N. meningitidis. Las cepas que reaccionan negativamente con los antisueros
A y W135 tienen que ser probadas con otros antisueros disponibles,
especificamente G, Y, By X.

e) Mezcle cada uno de los antisueros (y el control de salina) con la gota
correspondiente de suspension de la célula utilizando un palillo de dientes
(o un asa estéril) por cada seccién. Evite la contaminacién de las secciones de la
lamina.

f) Mueva suavemente la lamina con movimiento de vaivén (no menos de cuatro
veces) durante 1 minuto. No haga movimientos circulares para evitar que se

* Este manual de laboratorio sugiere utilizar una micropipeta o un asa para transferir el antisuero desde el
frasco a la limina (en vez del gotero del frasco de antisuero) porque asi se conservan los costosos recursos de
los antisueros. (Las micropipetas permiten medir con precision el antisuero, y el método del asa solamente
colecta un promedio de 5-10 pl; en contraste, el gotero permite transferir esta cantidad varias veces). Como
solamente se requieren de 5 a 10 pl de antisuero para que ocurra la reaccién de aglutinacion usando los
métodos presentados en este manual, el uso de una micropipeta o un asa para transferir el antisuero desde el
frasco a la lamina reporta mejor costo-beneficio.
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corra, mezcle o contamine una secciéon con otra. Al cabo de un minuto de
movimiento de vaivén, observe las gotas mixtas y lea la reacciéon de aglutinacion
en la lamina debajo de una luz brillante y sobre un fondo negro, como se
muestra en la Figura 2.

g) Solo las reacciones fuertes de aglutinacion (3+ 6 4+) se leen como positivas.
En una reaccién fuerte, todas las células bacterianas se precipitardn y la
suspension aparecerd clara (véanse las Figuras 11 y 42). Cuando una cepa
reacciona solamente con un grupo de antisuero, esta debe registrarse como
perteneciente a ese serogrupo. (Por ejemplo, el aislamiento que presenta una
fuerte reaccion de aglutinacion solamente al antisuero del grupo A debe
registrarse como ‘N. meningitidis, serogrupo A.)

+  Si no hay una reaccién fuerte con el antisuero que se prueba:

— Si el aislamiento es negativo en los dos primeros antisueros probados (de
los grupos A y W135 en Africa) y del control de salina, repita la prueba
con diferentes antisueros para identificar los serogrupos, siguiendo los
pasos anteriores desde a hasta f.

+  Cuando una cepa reacciona con mds de un antisuero o aglutina en salina, la
cepa se categoriza como no agrupable. (Estos resultados rara vez se dan con
aislamientos frescos, pero pueden presentarse alguna vez.) Los resultados no
agrupables se caracterizan por:

1) Autoaglutinacién en el control de salina (“autoaglutinable”).
2) Aglutinacién cruzada con reacciones con mds de un antisuero (“rugosa”).

3) Sin aglutinacién con ningtn antisuero ni con el control de salina (“no
reactiva”).

FIGURA 11: Reacciones de aglutinacién en [dmina positiva y negativa: antisueros de grupo y control de salina con aislamientos
de Neisseria meningitidis

Cuando una suspension se mezcla con sus antisueros homélogos, ocurre aglutinacion (izquierda). En una reaccion negativa,
como en la figura, con antisueros heterdlogos (centro) o control de salina (derecha), la suspension se mantiene lisa y de
apariencia turbia.
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La notificacion de los resultados de las pruebas de los serogrupos de
N. meningitidis debe enviarse al médico tratante, segtin corresponda.

Utilizacion de los carbohidratos por N. meningitidis: método de agar cistina tripticasa

Las pruebas de utilizacion de los carbohidratos se utilizan en futuras validaciones
para la identificacion de una cepa como N. meningitidis. Se anaden varios
carbohidratos a la base de agar cistina tripticasa (ACT) hasta lograr una
concentracion final de 1%. Para confirmar un cultivo como N. meningitidis, se
utiliza un juego de cuatro tubos donde cada uno contenga un azicar (glucosa
[dextrosa], maltosa, lactosa y sacarosa). Los miembros de las especies de Neisseria
producen écido de los carbohidratos por oxidacion, no por fermentacion.

N. meningitidis oxida la glucosa y la maltosa, pero no la lactosa ni la sacarosa.

Se anade al medio un indicador de rojo fenol, que es un indicador sensible que
toma un color amarillo en presencia de 4cido, a un pH de 6,8 o menor. (Los
métodos para la preparacion y el control de calidad del medio de ACT se incluyen
en el Apéndice 2.)

a) Tome una pequefia cantidad de crecimiento de un cultivo de N. meningitidis de
toda la noche en agar sangre o en agar chocolate utilizando una aguja de
inoculacién.

b) Inocule pinchando varias veces los 10 mm superiores del medio. Use otra aguja
estéril, o flamee la misma aguja, antes de inocular cada uno de los cuatro
carbohidratos que se van a probar.

¢) Cierre bien las tapas de los tubos y pongalos en una incubadora a 35°C (sin
CO3). Incube por lo menos 72 horas (y hasta 5 dias) antes de descartarlos como
negativos.

d) Si se genera una turbidez visible y un color amarillo en la porcién superior del
medio, es indicaciéon de crecimiento y la produccion de dcido se interpreta
como una prueba positiva (véase la Figura 12). Si bien puede haber reacciones
tempranas en un plazo de 24 horas después de la inoculacién, también hay
algunas reacciones demoradas. Si solo reacciona la glucosa o la maltosa, o si
ninguno de los azticares reacciona, continte la incubacién hasta 5 dfas antes de
descartarlos. En algunas ocasiones, se encuentran cepas de N. Meningitidis que
utilizan solamente dextrosa o maltosa, pero no ambas (véase la Tabla 3).

Estuches comerciales para la identificacion de Neisseria

Hay algunos sistemas comerciales de identificacion que utilizan substratos
bioquimicos o enzimdticos para la identificacion de las especies de Neisseria.
Estos sistemas pueden requerir algunas veces pruebas suplementarias, y deben
considerarse otras caracteristicas, tales como microscopia y morfologia de las
colonias; ademds, las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos no pueden
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TABLA 3: Utilizacion de carbohidratos por algunas especies de Neisseria y Moraxella

Produce acido a partir de’

Especie Glucosa ® Maltosa Lactosa Sacarosa
N. meningitidis + + - -
N.gonorrhoeae (+)° - - -
N.sicca + + - +
N. lactamica + + + _

M. catarrhalis - - _ _

* Los resultados no deben ser interpretados como negativos antes de las 72 horas de incubacion para evitar falsos negativos en
reacciones demoradas de produccién de acido.

* La glucosa también se conoce como “dextrosa”

“Las cepas de N. gonorrhoeae que son débiles productoras de acido pueden aparecer como negativas a la glucosa en un medio de
agar tripticasa de cistina (ATC).

FIGURA 12: Reacciones de azticares en agar cistina tripticasa para la produccion de acido de los carbohidratos por aislamientos
de Neisseria meningitidis

Se produce acido por la utilizacién de azicares, que causa que el medio de ATC se torne amarillo en la superficie del agar o
debajo de ella. En el caso de N. meningitidis, hay utilizacién de dextrosa y maltosa (fos dos tubos de la izquierda, con color
amarillo exactamente debajo de la superficie) y no hay utilizacion de lactosa ni sacarosa (los dos tubos de la derecha con un
medio de color rojo fuerte).

hacerse sin confirmar el aislamiento de N. meningitidis. Generalmente, cada sistema
en si es suficiente, pero puede ser necesario agregar uno o mds reactivos para
completar ciertas reacciones. Deben seguirse estrictamente las instrucciones del
fabricante. Si desea obtener instrucciones detalladas e informacién sobre el uso
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correcto de las cepas de control, consulte también el Manual de Procedemientos de
Microbiologia Clinica (véase el Apéndice 15). En relacién con la identificacion de
N. meningitidis, también pueden utilizarse los estuches de pruebas para aztcares
réapidos.

Prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos de N. meningitidis

Las cepas de N. meningitidis cominmente no muestran resistencia a muchos
agentes antimicrobianos. Por lo regular, hay un bajo nivel de resistencia a la
penicilina en algunas zonas del mundo; no obstante, atin no se ha determinado la
importancia clinica de esta resistencia. La resistencia del meningococo a las
sulfonamidas, la rifampicina (o rifampina) y el cloranfenicol, también se ha
descrito. El cloranfenicol tiende a ser la droga de uso empirico seleccionada para el
tratamiento de los pacientes con meningitis causada por N. meningitidis; para la
profilaxis, la rifampicina y las sulfonamidas se utilizan frecuentemente.

La prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos de N. meningitidis no debe
hacerse por difusion en disco. A pesar de que esta es la seleccion menos costosa,
los resultados son muy dificiles de interpretar y no proporcionan datos ttiles para
tomar decisiones de tratamiento. Dos pruebas apropiadas incluyen 1) la
determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM) por microdilucién
en caldo y 2) el uso de la tira de Etest®. El método de microdilucién en caldo
proporciona a los laboratoristas los resultados de una CIM cuantitativa basados en
la inhibicién del crecimiento de un indculo estandarizado en una concentraciéon
estandarizada (diluciones) del antimicrobiano. La prueba de susceptibilidad a los
antimicrobianos del Etest® proporciona a los laboratoristas resultados
semicuantitativos de CIM, debido a que se utiliza una suspension estandarizada
para inocular la placa, pero el in6culo no estd precisamente estandarizado. Los
resultados del Etest® y la prueba por microdilucién en caldo de CIM convencional
son generalmente comparables.

Los procedimientos para la microdilucién en caldo de CIM pueden ser mds
costosos y dificiles, y como requieren de técnicas complejas, los paises que
comunmente no hacen la prueba de CIM por dilucién no pueden realizarlas
dentro del pais, sino que tienen que utilizar un laboratorio de referencia
internacional. Para los laboratorios que no hacen la prueba de CIM por métodos
de dilucidn, pero desean llevar a cabo las pruebas de susceptibilidad a los
antimicrobianos en aislamientos de N. meningitidis, el Etest® puede ser una buena
opcion.’ El control de calidad en el Etest® es mds facil, y es el tema central de esta
seccion; la metodologia de la microdilucion en caldo se incluye en el Apéndice 7.

° El Etest® puede ser mds costoso; comuniquese con el fabricante (AB BIODISK) para obtener informacién
sobre los descuentos posibles para los laboratorios de regiones de pocos recursos (véase el Apéndice 13).
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La Figura 13 muestra un modelo de planilla para registrar los resultados de las
pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos de N. meningitidis.

Para el Etest® se pueden utilizar placas de 150 mm o 100 mm, dependiendo del
numero de agentes antimicrobianos que se vayan a probar por aislamiento. En una
placa de 100 mm se pueden colocar dos tiras de antimicrobianos diferentes de
Etest®, en direcciones opuestas de gradiente, y aunque el fabricante establece que
se pueden utilizar hasta seis tiras de Etest® en una placa de 150 mm, este manual
sugiere que no deben utilizarse mds de cinco tiras de Etest®, con el fin de evitar
solapamiento en las zonas de inhibicién del crecimiento (véase la Figura 7).

Prueba de concentracion inhibitoria minima de N. meningitidis por tiras de gradiente
antimicrobiano Etest®

El agar de Mueller Hinton + 5% de sangre de carnero se utiliza para las pruebas de
los aislamientos de N. meningitidis con el Etest®. Siga las instrucciones insertadas
en el paquete con las tiras de Etest®.

a) Toque la superficie de una a cuatro colonias morfolégicamente similares,
utilizando un aplicador de algodén estéril; las colonias aisladas crecen en una
placa de agar chocolate incubada en atmdsfera enriquecida de CO; (5% en una
incubadora de CO», o en un frasco con la vela en extincién) a 35°C durante 18
a 22 horas. Introduzca el aplicador dentro de un tubo de caldo estéril (caldo de
Mueller-Hinton). Frote suavemente el aplicador contra las paredes del tubo
para deslizar una pequena cantidad de crecimiento dentro del liquido. Tape el
tubo y mezcle las células para formar una suspension, teniendo cuidado de no
formar burbujas en la suspensiéon cuando se mezclen las células. Esta
suspension tiene que utilizarse en 15 minutos.

b) Ajuste la turbidez del in6culo hasta una turbidez estdndar de 0,5 en la escala de
McFarland. Si la turbidez del in6culo es mayor que la estandar, dilayala con
caldo hasta igualar la turbidez a la estdndar. (Véanse las Figuras 51 y 52 en el
Apéndice 2, en las que se muestra como comparar la turbidez de la suspensién
con la estdndar y también las lineas negras y blancas de fondo para la lectura.)

¢) Introduzca un hisopo de algodén estéril dentro del indculo ya ajustado
(preparado en el paso b de este procedimiento). Quite el exceso de liquido
presionando la punta del hisopo contra el interior del tubo. Inocule toda la
superficie de una placa de agar de 15 x150 mm de agar de Mueller-Hinton +
5% de sangre de carnero tres veces con el mismo hisopo del in6culo, rotando la
placa con un giro de 60 grados después de cada inoculacién para asegurar la
distribuciéon uniforme del indculo y un crecimiento confluente de la bacteria
(véase la Figura 34). Use un solo hisopo para el indculo, y no vuelva a
introducir el hisopo en el caldo después de cada rotacion.
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d) Deje secar el indculo en la superficie de la placa (lo cual tomara

aproximadamente 10 minutos). Aseguirese de que la placa esté completamente
seca antes de continuar. Mientras la placa se estd secando, saque las tiras de
Etest® del congelador a -20°C y deje que las tiras que serdn utilizadas en el lote
que se estd probando se descongelen a temperatura ambiente. Las tiras de
antimicrobianos que no van a ser utilizadas deben reintegrarse al congelador
a-20°C.

e) Cuando la superficie de la placa inoculada esté seca y las tiras de Etest® estén a

temperatura ambiente, coloque las tiras de gradiente de antimicrobiano sobre el
agar con un aplicador de Etest® o pinzas estériles, como se ilustra en la Figura 7.
Asegurese de que los valores impresos de la CIM se encuentren hacia arriba
(que la superficie del reverso de la tira que contiene el gradiente de
antimicrobiano esté en contacto con el agar.) Una vez que se coloque la tira, es
importante no moverla.

f) Incube las placas en posicion invertida en una atmosfera de 5% de CO, durante

18-22 horas a 35°C. Si no se dispone de una incubadora de CO; se puede uti-
lizar un frasco con una vela en extincion. Debido a que N. meningitidis crece
bien en una atmdsfera himeda, los laboratoristas deben afiadir una bandeja de
agua en el fondo de la incubadora o afiadir una toalla de papel hiimeda al fras-
co con la vela en extincidn.

Después de la incubacién se formard una elipse de crecimiento bacteriano en la
placa que rodea la tira de Etest® y en este momento debe leerse. Los resultados de
control de calidad deben ser revisados antes de la lectura e interpretacion de la
CIM del Etest®. Las CIM se leen desde la interseccion formada por la zona de
inhibicién de la elipse con el valor impreso en la tira de Etest®. Use iluminacién
oblicua para examinar cuidadosamente el punto donde termina. Puede utilizarse
una lupa si se necesita. Lea en el punto de la inhibicién completa incluidos el
nublado y las colonias aisladas. La Figura 8 presenta una guia para la lectura del
Etest®," y muestra efectos relacionados con las drogas, efectos técnicos y de
manejo, efectos relativos a los organismos y efectos relativos a los mecanismos de

resistencia.

Las marcas de la graduacion en las tiras de Etest® corresponden a las
concentraciones estdndar para el método de dilucién en agar, pero también
incluyen los incrementos entre aquellos valores estandar. Los valores estdndar
(véase la Tabla 27 en el Apéndice 7) se utilizan para interpretar y notificar los
resultados de las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos. Se
recomienda que ambas lecturas, la real del valor de la tira y el valor estdndar
superior (el valor que se utilizard para la interpretacion), se incluyan en el
registro del laboratorio para la prueba de la cepa. Por ejemplo, si se estd

' AB Biodisk también mantiene un sitio en la Internet con una guia para la lectura del Etest®:
http://www.abbiodisk.com.
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probando la susceptibilidad de un aislamiento a la penicilina, un registro de la
CIM de las graduaciones en la tira de Etest® podria ser de 0,094 pg/ml; no
obstante, la notificacién del CIM seria de 0,125ug/ml.

Control de calidad para la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos de
N. meningitidis

Para verificar correctamente los resultados de la prueba de susceptibilidad a los
antimicrobianos, es importante incluir por lo menos un organismo como control.
Notese que el NCCLS" no publica los rangos especificos de la CIM para

N. meningitidis; no obstante, los Centros para el Control y la Prevencién de
Enfermedades de los Estados Unidos (CDC) recomiendan que para hacer la
prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos de N. meningitidis se utilice una
cepa de banco de control para organismos fastidiosos (S. pneumoniae ATCC
49619) para el control de calidad. Los rangos de la CIM del NCCLS para pruebas
de control de calidad de S. pneumoniae ATCC 49619 con agentes antimicrobianos
como penicilina, rifampicina y sulfonamidas se incluyen en la Tabla 4. Si las zonas
producidas por una cepa de control estdn fuera de los rangos esperados, los
laboratoristas deben considerar una posible fuente de error.

Comunmente no se detecta resistencia de N. meningitidis a otros antimicrobianos
que no sean penicilinas o rifampicina; a pesar de ello, los laboratorios, médicos y
otro personal de salud publica pueden estar interesados en desarrollar pesquisas
anuales de los aislamientos almacenados (en el Apéndice 11 se muestran los
métodos para preservar y guardar los aislamientos de meningococos). La vigilancia
periddica, no rutinaria, de caracteristicas tales como la produccion de 3-lactamasa y
la resistencia a ceftriaxona, cloranfenicol y fluoroquinolonas pueden proporcionar
informacion a los organismos de salud publica y a los laboratorios de referencia
internacionales, sobre la emergencia de nuevas cepas de N. meningitidis de interés
para la clinica y la salud publica.

Las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos son afectadas por
variaciones en los medios, el tamanio del indculo, el tiempo de incubacién, la
temperatura y otros factores. El medio de cultivo utilizado puede ser una fuente
de error si no se observan los lineamientos del NCCLS. Por ejemplo, el agar que
contiene cantidades excesivas de timidina o timina puede revertir los efectos
inhibidores de las sulfonamidas y la trimetoprima, causando que las zonas de
inhibicion del crecimiento sean mds pequenias o menos distintivas para
trimetoprima-sulfametoxazol; los organismos pueden parecer entonces como
resistentes a estos firmacos cuando en realidad no lo son. Si la profundidad del
agar en la placa no es de 3—4 mm o el pH no estd entre 7,2 y 7,4, puede verse

' Se conocia anteriormente con el nombre de Comité Nacional para Estandares de Laboratorio Clinico
(conocido ahora solo por su sigla), el NCCLS es una organizacion internacional, interdisciplinaria, educa-
cional y no lucrativa que anualmente elabora, por consenso, actualizaciones y lineamientos estandar para la
atencion de salud.
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afectada la tasa de difusion de los agentes antimicrobianos o la actividad de los
farmacos. (No trate de ajustar el pH de este agar Mueller-Hinton cuando esta
fuera del rango; véase el Apéndice 2.)

Si el indculo no es un cultivo puro o no contiene una concentracién de bacterias
de aproximadamente una turbidez estdindar de 0,5 en la escala de McFarland, se
verdn afectados los resultados de las pruebas de susceptibilidad a los
antimicrobianos. Por supuesto, un organismo resistente puede aparecer como
susceptible si el indculo es pobre. Ademds, si las colonias del medio de agar sangre
se utilizan para preparar una suspensién por el método del inéculo directo, los
antagonistas de la trimetoprima o la sulfonamida pueden trasladarse con ellos y
producir un nublado de crecimiento dentro de las zonas de inhibicién que rodean
al disco de trimetoprima-sulfametoxazol, atin cuando los aislamientos que se
prueban sean susceptibles.

Lectura e interpretacion del Etest®

Lea la CIM en el punto donde la zona de inhibicién intercepta la escala de CIM en
la tira, como se ilustra en la Figura 8. Registre primero los resultados del control de
calidad. Si las zonas producidas por la cepa de control se encuentran fuera de los
rangos esperados (véase la Tabla 4), los laboratoristas deben considerar posibles
fuentes de error. Si todos los agentes antimicrobianos estdn bajo control, lea las
pruebas de CIM. Tome nota de cualquier punto rezagado.

Debido a que los resultados de la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos
pueden ser afectados por muchos factores, no necesariamente asociados con la
susceptibilidad real de los microorganismos (el tamano del indculo, la profundidad
del agar, el almacenamiento, el tiempo y otros), deben seguirse cuidadosamente las
précticas de control de calidad.

Aunque el NCCLS no tiene definido los puntos de corte estandarizados por los
métodos que se describen en este documento para la interpretacion de la
susceptibilidad o resistencia de un aislamiento de N. meningitidis, las CIM
obtenidas por la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos atin pueden
utilizarse. Como los laboratorios pueden evaluar la susceptibilidad a los

TABLA 4: Rangos de concentracion inhibitoria minima (CIM) para el control de calidad (CC) de la prueba de susceptibilidad a los
antimicrobianos de Neisseria meningitidis

Rango de la CIM en relacion con:

Cepas de (Cpara Trimetoprima-
N. meningitidis * Penicilina®  Rifampicina (Rifampina)®  sulfametoxazol ® Cloranfenicol ®

S. pneumoniae 0,251 pg/ml 0,015 - 0,06 pg/ml 0,12/2,4-1/19 pg/ml 2-8pg/ml
ATCC 49619

*Fuente: Tenover, F. Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades, Atlanta, Georgia, EUA; 2002.
® Fuente: NCCLS (2002). Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing. Twelfth Informational Supplement. NCCLS document
M100-512 [ISBN 1-56238-454-6]. NCCLS, 940 West Valley Road, Suite 1400, Wayne, PA 19087, EUA.
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antimicrobianos de muchos otros microorganismos para los cuales el NCCLS no
tiene definidos los puntos de corte, los laboratoristas y los clinicos deben
considerar el sitio de la infeccién junto con la dosis y la farmacocinética del agente
antimicrobiano, para determinar cudnto farmaco llega al sitio de la infeccion. Esta
informacion debe compararse con los valores de la CIM para determinar si la
concentracion de la droga disponible es por lo menos cuatro veces mayor que la
CIM. Si la concentracion de la droga disponible es =4 veces que la CIM, se puede
considerar que el microorganismo es susceptible; si no, se considera resistente.

Datos para la toma de decision

Una vez que el laboratorio haya confirmado la identificacién y el serogroupo

(y si corresponde, los patrones de susceptibilidad a los antimicrobianos) de los
aislamientos de N. meningitidis, la informacion debe ser notificada rapidamente a
las autoridades de salud publica. Para establecer una politica de tratamiento debe
tenerse en cuenta lo siguiente:

+ Siel serotipo de la vacuna de N. meningitidis es el mayor causante de la
enfermedad invasiva en la localidad, se debe considerar la inmunizacién.

+ El agente antimicrobiano seleccionado debe ser econémico.

+ El agente antimicrobiano seleccionado tiene que estar disponible localmente
(o poder obtenerse rapidamente).

La consideracién de estos factores, cuando sirven de base para la toma de
decisiones, ayudard a las autoridades de salud ptblica a encontrar la solucién a sus
necesidades de una manera apropiada a la situacion local y al perfil especifico de
susceptibilidad a los antimicrobianos. Las recomendaciones nacionales para la
utilizacién empirica de los antibidticos deben desarrollarse después de considerar
los datos de susceptibilidad a los antimicrobianos, el costo, la disponibilidad, la
conveniencia, y otros factores.
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CAPITULO VI

Neisseria gonorrhoeae

IDENTIFICACION CONFIRMATORIA Y PRUEBA DE
SUSCEPTIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS

as cepas de Neisseria gonorrhoeae, también conocida cominmente como

“gonococo” 0 “GC”, causan unos 62 millones de casos de gonorrea al afio en

todo el mundo [Gerbase y cols. 1998]. Trasmitidas por contacto sexual, las
cepas de N. gonorrhoeae pueden infectar las superficies mucosas urogenitales
(cuello del utero, uretra, recto) y la oro y nasofaringe (garganta), causando
infecciones sintomdticas o asintomaticas. El gonococo es siempre patégeno. Sin
tratar, la gonorrea es la principal causa de enfermedad inflamatoria pélvica (EIP),
infertilidad tubaria, embarazo ect6pico, dolor pélvico crénico e infeccién
gonocdcica diseminada (IGD). La probabilidad de coinfeccién con otras
infecciones de transmisién sexual (ITS) puede ser alta en algunos grupos de
pacientes. Los recién nacidos pueden adquirir infeccién gonocécica de la
conjuntiva durante el nacimiento. El diagnéstico de gonorrea en nifos y jovenes
frecuentemente se asocia con acusaciones de abuso sexual. No se ha documentado
la transmisién por contacto humano, excepto el sexual, ni por fémites. Los
estudios epidemiol6gicos muestran que las infecciones gonocécicas facilitan la
transmision del VIH [Fleming y Wasserheit 1999]. Las cefalosporinas de amplio
espectro, las fluoroquinolonas y la espectinomicina se reconocen como los
antibiéticos mds efectivos para el tratamiento de la gonorrea en la mayoria de los
paises del mundo.

La resistencia de las cepas de N. gonorrhoeae es la valla mds grande a superar en el
control de la gonorrea. Las cepas de gonococo pueden ser resistentes a las
penicilinas, tetraciclinas, espectinomicina y, mds recientemente, a las
fluoroquinolonas (ciprofloxacino y ofloxacino) y al macrélido azitromicina
[Handsfield 1994; Knapp y cols. 1997; Young y cols. 1997; CDC 1999]. La
resistencia a las penicilinas y tetraciclinas es conferida por mecanismos
cromosdmicos o mediados por pldsmidos. La resistencia a la espectinomicina,
fluoroquinolonas y azitromicina estd mediada por cromosomas, y ciertos tipos de
mutaciones cromosdmicas pueden contribuir a la resistencia simultdnea a varias
clases de antibiéticos.

Neisseria gonorrhoeae | 69



Los agentes usados para el tratamiento de infecciones bacterianas, incluidas las
ITS coinfectantes, pueden seleccionar cepas resistentes de N. gonorrhoeae. Por
ejemplo, una dosis de 1 gramo de azitromicina es suficiente para tratar infecciones
por C. trachomatis y H. ducreyi; sin embargo, esta dosis es insuficiente para tratar
infecciones por N. gonorrhoeae, y puede resultar en la seleccion incidental y
diseminacion de cepas resistentes de gonococos. Al momento de escribir este
manual (2002), las cefalosporinas de amplio espectro (ceftriaxona, cefixima, etc.)
eran la tnica clase de agentes antimicrobianos a la cual el gonococo no habia
desarrollado resistencia confirmada, aunque unas pocas cepas aisladas habian
exhibido susceptibilidad disminuida a cefixima [CDC 2000; Wang 2002].

Es sumamente importante contar con vigilancia de laboratorio de la resistencia a
los antimicrobianos de N. gonorrhoeae, en funcién de recomendar tratamientos
efectivos localmente. Solo la medicién in vitro de la susceptibilidad de los
microorganismos infectantes brindara informacién objetiva para ayudar a
determinar si un aislamiento posterior al tratamiento es una resistencia verdadera
al agente antimicrobiano usado para tratar la infeccién, o por el contrario, si es
una infeccién con fallo del tratamiento debido a la absorcién inadecuada del
agente, el incumplimiento del tratamiento o la reexposicion. Con respecto a la
poblacién, la vigilancia es la clave para el monitoreo de las tendencias locales,
regionales e internacionales de la resistencia a los antimicrobianos, y puede ayudar
a informar y modelar politicas de salud publica. La comparacién entre la
susceptibilidad a los antimicrobianos de los gonococos aislados en diferentes zonas
geograficas proporciona informacion acerca de la distribucion y diseminacién
temporal de aislamientos resistentes. De esta forma, pueden anticiparse cambios en
los tratamientos antimicrobianos recomendados, y la vigilancia puede mejorarse
para encausar cambios oportunos en los tratamientos en el dmbito local.

Identificacion presuntiva de N. gonorrhoeae

El espécimen que se ha obtenido del paciente debe marcarse con una identificacién
unica, ademas de la informacién demografica y clinica, de modo que pueda
relacionarse para hacer estudios epidemioldgicos. En los Apéndices 8, 11 y 12 se
incluyen los métodos de estriado para los aislamientos de especimenes de hisopos,
métodos de cultivos primarios, mantenimiento y transporte de los aislamientos.

Debido a que los aislamientos de N. gonorrhoeae son sumamente susceptible a las
condiciones ambientales adversas (como se describe en la Tabla 28 del Apéndice 8),
las cepas deben ser incubadas a 35°C-36,5°C en una atmdsfera htimeda,
enriquecida con CO,. Se deben subcultivar las colonias que parecen ser gonococos
(diplococos gramnegativos con crecimiento en colonias de color entre rosado y
café, de 0,5-1 mm de didmetro, véase el Apéndice 8) de un medio de cultivo
primario selectivo a un medio de cultivo no selectivo, como agar chocolate GC con
1% de suplemento definido, para obtener un cultivo puro del aislamiento. (Los
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especimenes de sitios normalmente estériles, como la conjuntiva, se cultivan en
medios no selectivos para aislamiento primario. Es necesario hacer subcultivos
para pureza si el examen de la placa muestra que hubo contaminacién.) Si el
aislamiento subcultivado no es puro, contintie haciendo subcultivos seriados de
colonias individuales de diplococos gramnegativos hasta obtener un cultivo puro.

Puede hacerse un diagndstico presuntivo de N. gonorrhoeae originalmente aislada
en un medio selectivo por la morfologia de las colonias, la observacion de
diplococos tipicos (gramnegativos) en parejas, tétradas o racimos por coloracién
de Gram o coloracién simple con azul de metileno de Loeffler y reaccién oxidasa
positiva. Un diagndstico presuntivo de N. gonorrhoeae originalmente aislado en un
medio de cultivo no selectivo puede basarse en esas caracteristicas mas una
reaccién apropiada en por lo menos una prueba suplementaria, bioquimica o
enzimdtica (por ejemplo, reaccién de superoxol 4+, véase "Pruebas
Suplementarias”). Un flujograma de las pruebas requeridas para la identificacién
presuntiva de los aislamientos de sitios con flora normal (por ejemplo,
aislamientos en medios selectivos tales como TMM, ML o GC-Lect) y aislamientos
de sitios normalmente estériles (por ejemplo, aislamientos en medios no selectivos,
como agar chocolate GC) se presenta en la Figura 19.

Prueba de oxidasa

La prueba de oxidasa utiliza reactivo de Kovac (una solucién al 1% (p/vol) de N,
N, N, N’ —tetrametil-p-dihidroclorofenilendiamina)® para detectar la presencia de
citocromo c¢ en la cadena respiratoria de un microorganismo bacteriano; si el
reactivo de oxidasa es catalizado, se torna color purpura. Las especies de Neisseria
dan reaccién positiva a la oxidasa, y los diplococcos gramnegativos, oxidasa
positivos aislados en medios selectivos para gonococos deben identificarse
presuntivamente como N. gonorrhoeae. La preparacion del reactivo de oxidasa y los
métodos apropiados de control de calidad se incluyen en el Apéndice 2.

Haga la prueba de oxidasa en crecimiento de colonias representativas que se
coloreen como diplococos (gramnegativos). Como el reactivo de oxidasa es téxico
para la bacteria, se recomienda realizar la prueba de oxidasa en un hisopo estéril y
no directamente en la placa de cultivo, especialmente si solo existen unas pocas
colonias sospechosas. Puede usarse papel de filtro en vez de hisopo para esta
prueba. No use asa de Nicromo para la prueba de oxidasa, pues puede producirse
una reaccion positiva falsa. Si se usé un hisopo estéril para hacer la extensién para
la coloracién de Gram (como se describe en el Apéndice 4), el hisopo puede usarse

" Algunos laboratorios pueden usar un reactivo diferente, como el reactivo de Gordon y MacLeod (1% [p/vol]
dimetil-p- dihidroclorofenilendiamina; “reactivo de dimetil”) para la prueba de oxidasa. El reactivo de dimetil
es mds estable que el reactivo de tetrametil (reactivo de Kovac), pero la reaccion con el reactivo de dimetil es
mas lenta que con el reactivo de tetrametil. Si el laboratorio usa reactivo de dimetil, se producird una reacciéon
positiva cuya evidencia se verd por un cambio de color a azul (no a purpura, como con el reactivo de
tetrametil) en el papel de filtro. Con el reactivo de dimetil la reaccion positiva tardara de 10 a 30 minutos en
aparecer.
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FIGURA 19: Diagrama de flujo de las pruebas para aislamiento e identificacion presuntiva de cepas de Neisseria gonorrhoeae

Muestras de sitios no estériles
(Ej., uretra, cérvix, vagina, recto y faringe)

Las colonias en medios selectivos (£j., Martin-
Lewis [ML] o Thayer-Martin Modificado MTM])
son rosadas-marron y trasltcidas, con consistencia
lisa y médrgenes definidos, y tipicamente de
0,5 - 1,0 mm de didmetro.*

* Cepas fastidiosas de N. gonorrhoeae pueden producir
pequeas colonias, como punticos, de ~0,25-mm

Muestras de sitios estériles
(Ej., conjuntiva)

Las colonias sobre agar GC-chocolate
son rosadas-marrén y traslucidas, con
consistencia lisa y mérgenes definidos,
y tipicamente de 0,5 — 1,0 mm de
didmetro.*

* Cepas fastidiosas de N. gonorrhoeae pueden producir

pequeas colonias, como punticos, de ~0,25-mm

I
Coloracién de Gram o coloracién simple
(e.g., coloracidn de azul de metileno de Loeffler)

PN

(Gramnegativo)
diplococos de forma de frijol
= sospecha de N. gonorrhoeae

Otra morfologia
= negativo

Prueba de oxidasa

RN

oxidasa-positiva
= sospecha de N. gonorrhoeae

oxidasa-negativa
= negativo

Y

= Un aislamiento de un medio selectivo (MTM,
ML) es considerado ‘presunto GC' cuando es un
diplococo oxidasa-positivo (gramnegativo).

« Un aislamiento de un medio no selectivo puede
ser considerado presunto GC cuando es un
diplococo oxidasa-positivo (gramnegativo) y da
una reaccion apropiada en al menos una prueba
suplementaria (ef., reaccion superoxol 4+).

Nota: Es una practica aceptable realizar pruebas
de susceptibilidad a los antimicrobianos con
aislamientos presuntivos de N. gonorrhoeae (GC)
con fines de tratamiento.”

* Si un aislamiento presuntivo presenta caracteristicas
inusuales en las pruebas de susceptibilidad a los
antimicrobianos, confirme la identificacion con pruebas
bioquimicas y enzimaticas.

(Si el aislamiento
primario fue
sobre medio no
selectivo)

Reacciones tipicas de N. gonorrhoeae
en pruebas suplementarias:

Superoxol/Catalasa: positiva

Resistencia al Colistin: positiva
(resistente)

Reduccidn de nitrato: negativa

Produccion de polisacarido: negativa

Produccidn de acido: solo dcido a
partir de glucosa

Substrato-enzima: hidroxiprolil-
aminopeptidasa +

:

\

Prueba de susceptibilidad a los
antimicrobianos sobre medio
de prueba GC
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para conducir la prueba de oxidasa. La prueba de oxidasa solo debe realizarse con
microorganismos de crecimiento fresco (18-24 horas).

» Método del hisopo para la prueba de oxidasa de Kovac

a) Seleccione las colonias sospechosas de la placa de cultivo (medio selectivo o
no selectivo) con el hisopo.

b) Anada una gota de reactivo de oxidasa al hisopo usando una pipeta de
Pasteur.

¢) Si el aislamiento es N. gonorrhoeae, se producird una reacciéon positiva
(purpura) en 10 segundos" (véase la Figura 20).

* Método del papel de filtro humedecido para la prueba de oxidasa de Kovac
a) Coloque una pieza de papel de filtro en una placa de Petri.

b) Justo antes de hacer la prueba, anada una o dos gotas de reactivo de oxidasa
al papel de filtro, y deje que el papel lo absorba; el papel de filtro deberd estar
hdmedo, pero no mojado, después de que el reactivo ha sido absorbido.

¢) Tome una parte de la colonia seleccionada para la prueba usando un asa de
platino, un asa pléstica, un hisopo estéril o un aplicador de madera y frétela
en el papel de filtro humedecido. (No use asa de Nicromo.) Si el aislamiento
es N. gonorrhoeae, debe ocurrir una reaccién positiva (parpura) en 10
segundos® (véase la Figura 10.)

FIGURA 20: Prueba de oxidasa de Kovac: una reaccion positiva en un hisopo de Neisseria gonorrhoeae

La foto de la derecha muestra una reaccién positiva en un hisopo que fue usado para obtener un crecimiento sospechoso y
humedecido luego con reactivo de oxidasa de Kovac. La foto de la izquierda muestra un resultado positivo de la prueba de
oxidasa de Kovac directa en placa. Note que si el crecimiento es ralo, se sugiere que el laboratorio no utilice el método de
prueba en placa directa porque es téxico para el crecimiento del gonococo.
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Confirmacion de la identificacion de N. gonorrhoeae

Si el laboratorio notifica los resultados a la clinica para dar tratamiento, basta con
hacer el diagndstico presuntivo que se base en la coloracién de Gram y en la
reaccién de oxidasa para las colonias aisladas en el medio selectivo GC; en este
caso, el laboratorista puede continuar con las pruebas de susceptibilidad a los
antimicrobianos de un aislamiento por cultivo puro (se presentard después en este
capitulo). Sin embargo, si el diagndstico tiene que ser confirmado o si un
aislamiento presuntivo exhibe caracteristicas poco comunes en la prueba de
susceptibilidad a los antimicrobianos (por ejemplo, para ceftriaxona, una
concentracion inhibitoria minima [CIM] >0,25ug/ml o un didmetro de zona de
inhibicién equivalente a <35mm), el laboratorista debe llevar a cabo pruebas
bioquimicas y enzimaticas de cultivo puro para confirmar la identificacién del
aislamiento. Por ejemplo, como los hombres que tienen relaciones sexuales con
hombres (HSH) tienen tasas de infeccién por Neisseria no gonocdcica en la uretra
mds altas que otros grupos de poblacion, la epidemiologia podria conducir al
clinico a requerir confirmacién del diagnéstico. Otro ejemplo en que el
diagnéstico requiere confirmacién definitiva podria ser un caso donde de sospecha
de abuso sexual; los problemas relacionados con aspectos sociales, médicos y
legales en los cuales un laboratorio pudiera estar involucrado van mas alla del
alcance de este manual.”

La Figura 21 muestra una via por la cual el diagnéstico podria ser confirmado con
pruebas bioquimicas y enzimaticas. En este manual se presentan los métodos para
hacer las pruebas de reaccién con el reactivo de superoxol (o reactivo de catalasa),
resistencia a la colistina, produccion de polisacérido de la sacarosa, deteccién de la
produccién de dcido con una prueba comercial, deteccion de la produccién de
enzima por un substrato cromogénico en una prueba comercial y reduccion de
nitrato. La Tabla 6 proporciona un listado de reacciones para una variedad de
pruebas utilizadas con especies no gonocdcicas que pueden ser erroneamente
identificadas como N. gonorrhoeae, que se basan solamente en reacciones con las
pruebas de produccién de dcido o enzima-substrato. La tabla incluye un documento
en blanco en el que se registran los resultados de las pruebas confirmatorias; este
documento puede copiarse y usarse como modelo de hoja de trabajo.

Los laboratoristas que deseen aprender mds acerca de las reacciones de las pruebas
bioquimicas y de enzima-substrato presentados aqui, o que requieran mds detalles
acerca de otras pruebas y métodos, pueden consultar el Manual of Clinical
Microbiology de la Sociedad Americana de Microbiologfa o la pagina del CDC en la
Internet para el diagndstico clinico de la gonorrea (http://www.cdc.gov/ncidod/
dastlr/gcdir/gono.html).

* Los Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades (CDC) mantienen una pégina en la Internet
que incluye informacion sobre aspectos sociales, médicos y legales relacionados con el diagnéstico de la
gonorrea, de interés para los laboratorios de salud ptblica: http://www.cdc.gov/ncidod/dastlr/gcdir/Neldent
/Ngon.html#Medicolegal.
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FIGURA 21: Diagrama de un algoritmo para confirmar la identificacion de aislamientos de Neisseria gonorrhoeae

Prepare inéculos de cultivos puros de diplococos gramnegativos, oxidasa positivos
aislados de un medio selectivo (ej.,, MTM) y crecimiento sobre medio no selectivo

(ef., GC-chocolate) entre 35°Cy 36,5° C durante 18 a 24 horas.

Coloracidn de Gram o coloracidn simple
(ej., coloracion de azul de metileno de Loeffler

Diplococo con forma de frijol

(gram-negativo)

Otra
morfologia

Prueba de Superoxol

Y

4+, reaccion “explosiva”
(posible N. gonorrhoeae)

Reaccién débil, no
“explosiva”

Resistencia a colistina Y

Prueba de reduccidn de nitrato

Sensible a
colistina

Resistente a colistina
(posible N. gonorrhoeae)

(epa nitrato negativa
(posible N. gonorrhoeae)

Cepa nitrato
positiva

Resistente a colistina
y nitrato negativa

Prueba de produccion de dcido

(epa maltosa negativa

y
glucosa positiva

Y

(Otras reacciones de
produccion de dcido en
maltosa y glucosa)

4+ reaccion ‘explosiva’a superoxol + resistenciaa colistina
+ nitrato negativa + glucosa positiva + maltosa negativa
= confirmada N. gonorrhoeae

Nota: si se dispone de recursos, pueden hacerse varias pruebas confirmatorias al mismo tiempo, en vez de esperar por los resulta-
dos de cada prueba antes de continuar.
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Pruebas suplementarias bioquimicas y enzima-substrato

Cuando se examinan muestras clinicas o cultivos de N. gonorrhoeae, tienen que
considerarse las especies de tres géneros: Neisseria, Kingella y Moraxella
(Branhamella). Las especies de Neisseria (excepto N. elongata'y N. weaveri) y

M. catarrhalis son diplococos gramnegativos y, en extensiones coloreadas, semejan
N. gonorrhoeae con exhibicion de diplococos de forma de rifién o de granos de café
con los lados adyacentes aplanados. Nétese que no es extraordinario aislar

N. meningitidis de la uretra de hombres que tienen relaciones sexuales con
hombres ni aislar N. lactamica de la garganta de ninos pequenos. Los aislamientos
de Kingella denitrificans y las especies de Moraxella son cocobacilos, pero las células
de algunas cepas pueden presentarse en pareja y parecer diplococos en las
extensiones. Por lo tanto, todas estas especies deben ser consideradas cuando se
identifican diplococos gramnegativos en muestras clinicas. Las caracteristicas
diferenciales entre estos géneros y especies se presentan en el Apéndice 8 y la Tabla
6. En la Tabla 7, se incluye una muestra del listado de las cepas para el control de
calidad de las pruebas suplementarias descritas en este manual para la
identificacion de N. gonorrhoeae.

En el laboratorio de referencia establecido, es mejor realizar simultineamente las
pruebas que se describen a continuacion, ya que todas requieren de un inéculo de
crecimiento fresco (18-24 horas). Sin embargo, cuando los recursos son limitados,
los laboratoristas pueden estudiar estos aislamientos con un subgrupo de pruebas
para detectar aislamientos semejantes a N. gonorrhoeae antes de efectuar pruebas
mads completas. La préctica de pruebas secuenciales puede economizar recursos al
limitar el uso de pruebas comerciales mds caras (por ejemplo, la produccién de
acido o de enzima-substrato), que solo se usarian entonces con los aislamientos
resistentes a la colistina que exhiben una reaccién fuerte al superoxol. Cuando se
elige este pesquisaje escalonado es importante recordar que las pruebas realizadas
en dias sucesivos requieren de un aislamiento por subcultivo fresco (18-24 horas).

Superoxol / Catalasa

La prueba de superoxol es sencilla; usa 30% de peréxido de hidrégeno (H,O;)
como reactivo. Las reacciones de superoxol con N. gonorrhoeae son tipicamente
“explosivas” (44, muy fuertes), en comparacion con las reacciones mas débiles (2+)
de la mayoria de las especies de Neisseria no gonocdcicas, y las reacciones negativas
de K. denitrificans. Por el contrario, la prueba de la catalasa que se realiza con
perdxido de hidrégeno al 3% da resultados mas débiles. Este manual de
laboratorio sugiere hacer la prueba de superoxol (30% H,0,) cuando se
disponga del reactivo. Esto se debe a que los resultados con el reactivo de
superoxol se pueden diferenciar mejor para los aislamientos de N. gonorrhoeae que
aquellos obtenidos con el reactivo de catalasa.

a) Saque algtin crecimiento de 18 a 24 horas de un cultivo puro de un medio
selectivo o no selectivo usando un asa de inoculacién o un hisopo estéril y
coléquelo en una ldmina limpia.”!
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TABLA 7: Ejemplos de cepas de control de calidad (CC) para las pruebas suplementarias utilizadas para la identificacion de

Neisseria gonorrhoeae

Prueba

Control positivo

Control negativo

Prueba de superoxol

N. gonorrhoeae ATCC 49226 [4+]

K. denitrificans ATCC 33394

(resistente a colistina)

(o catalasa) N. cinerea ATCC 14685 [débil, 2+] (no reaccion en superoxol)
(reaccion positiva en superoxol)

Prueba de resistencia N. gonorrhoeae ATCC 49226 N. cinerea ATCC 14685

a colistina K. denitrificans ATCC 33394 N. mucosa ATCC 19696

(susceptible a la colistina)

Prueba de produccion
de polisacarido

N. polysaccharea ATCC 43768
N. mucosa ATCC 19696
(produce polisacérido)

N. gonorrhoeae ATCC 49226
N. cinerea ATCC 14685
(no produce Polisacdrido)

Prueba de reduccion
de nitrato

K. denitrificans ATCC 33394
N. mucosa ATCC 19696
(capaz de reducir el nitrato)

N. gonorrhoeae ATCC 49226
N. cinerea ATCC 14685
(incapaz de reducir el nitrato)

Produccion de acido

Use las cepas de (C recomendadas por el fabricante de la prueba* mas M. cinerea.

* Si el fabricante no ha designado cepas especificas para el (C:

* N. gonorrhoeae (ATCC 49226) produce &cido a partir de glucosa

« N.meningitidis (ATCC 13077) produce cido a partir de glucosa y maltosa

* N. lactamica (ATCC 23970) produce &cido a partir de glucosa, maltosa y lactosa

* N.mucosa (ATCC 19696) produce dcido a partir de glucosa, maltosa y sacarosa

* N. cinerea (ATCC 14685) negativa a glucosa, pero puede producir una reaccion
débil a la glucosa; no produce &cido a partir de otros azdcares

Prueba de enzima-
sushtrato

Use la cepa de CC recomendada por el fabricante de la prueba.*

* Si el fabricante no ha designado cepas especificas para el (C

* N. gonorrhoeae (ATCC 49226) produce hidroxipropilaminopeptidasa.
* N.meningitidis (ATCC 13077) produce y-glutamilaminopeptidasa.

* N. lactamica (ATCC 23970) produce B-galactosidasa.

* M. catarrhalis (ATCC 25238) no produce ninguna de esas enzimas.

servir de guia.

Nota: El personal de laboratorio debe sequir las designaciones de las cepas de CC suministradas por los fabricantes de las pruebas
(comerciales). No obstante, si no se suministran los nimeros especificos de las cepas, los que se presentan en esta tabla pueden

b) Coloque una gota de reactivo en el crecimiento usando un gotero o una pipeta.

¢) Las cepas de N. gonorrhoeae tienen una reaccién tipica muy fuerte (4+),
“explosiva” al contacto con el reactivo superoxol, como se presenta en la Figura
22. La catalasa dard una reaccion mucho mas débil (1+ 6 2+).

d) Siga los pasos a y b para las pruebas de superoxol/catalasa en cepas positivas y
negativas para control de calidad. (Los ejemplos de cepas para control de
calidad se muestran en la Tabla 7.)

*' Las pruebas de superoxol / catalasa se pueden desarrollar directamente en una placa. Sin embargo, debe
notarse que el peroxido de hidrégeno reacciona con los glébulos rojos aunque no se han observado reacciones
en agar chocolate GC. Si la prueba se va a hacer en una placa de agar, ponga una gota de reactivo en la
superficie de una placa no inoculada del medio (o en un drea sin crecimiento de la placa de la prueba) para
asegurar que no haya reaccién con medio y reactivo solamente; si hubiera reaccién, la prueba debe realizarse
en una ldmina (o en una placa de Petri).
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FIGURA 22: Reacciones positiva y negativa de cepas expuestas a reactivos de superoxol (H,0, al 30%) y de

catalasa (H,0, al 3%)

N.gonorrhoeae
muestra una reaccion
“explosiva” 4+ en

Reactivo de superoxol (30% HZOZ)

N. gonorrhoeae

muestra una reaccion
negativa en reactivo
de superoxol

(3% H,0,).

N. gonorrhoeae

Agar chocolate GC

Agar chocolate GC

Reactivo de catalasa (3% H,0,)

Ldmina

reactivo de superoxol
(30% H,0,).
Agar chocolate GC Ldmina
K. denitrificans
K. denitrificans

Lémina

N. gonorrhoeae
muestra una reaccién
4+ en reactivo de
catalasa (3% H,0,).

K. denitrificans

Agar chocolate GC

Ldmina

K. denitrificans muestra
una reaccion negativa
en reactivo de catalasa
(3% H,0,).
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Debe notarse que algunas cepas de N. meningitidis y M. catarrhalis tendran una
reaccion fuerte no “explosiva” a superoxol al afiadir per6xido de hidrégeno. Para
alguien que no esta familiarizado con la prueba, esto le puede parecer como la
reaccion caracteristica de N. gonorrhoeae. Esta prueba, por ello, no es definitiva
para N. gonorrhoeae, aunque si es diferencial.

Resistencia a colistina

La resistencia a la colistina puede determinarse tanto en un medio selectivo que
contenga colistina (por ejemplo, TMM o ML) o en agar chocolate GC usando
los principios de la difusién en disco (con un disco de 10 ug de colistina).

A continuacidn se presenta un método de difusiéon en disco para medir
cualitativamente la resistencia a la colistina, si hubiera.

a) Voltee una placa de medio de cultivo de forma que quede boca abajo en la
mesa. Divida la placa y con un marcador a prueba de agua marque en ella las
secciones para la(s) cepa(s) de prueba, el control positivo y el control negativo.
Los ejemplos de cepas para el control de calidad se muestran en la Tabla 7.

+ Una placa de 100-mm se puede dividir en cuatro secciones, lo que permite
probar dos cepas clinicas junto con los controles positivo y negativo. Si
hubiera multiples cepas clinicas para las cuales se requiriera a la vez de la
prueba de resistencia a la colistina y los discos de colistina fueran del
mismo lote, seria apropiado hacer la prueba de los controles positivo y
negativo en una sola placa.

b) Prepare una suspensioén de un cultivo puro de toda la noche (aproximadamente
igual a una turbidez de 0,5 en la escala de McFarland) en caldo de Mueller-
Hinton o buffer salina fosfato (BSF).

¢) Inocule la placa agar chocolate GC de manera uniforme usando un hisopo
estéril o un asa. Deje secar la placa hasta que no se vea la superficie htimeda.

d) Aplique un disco de colistina (10 ug) al centro de la placa y apriételo hacia
abajo para asegurar que se encuentra en contacto parejo con la superficie.
Incube a 35°C-36,5°C en atmosfera con 5% de CO; y humedad incrementada
durante 18-24 horas.

Después de la incubacién, examine la placa para buscar la inhibicién del
crecimiento alrededor del disco de colistina. Las cepas de N. gonorrhoeae son
resistentes a la colistina y crecerdn alrededor de todo el disco al igual que las cepas
de N. meningitidis, N. lactamica y K. denitrificans. Por el contrario, las cepas
comensales de especies de Neisseria, la mayoria de las cuales son susceptibles a la
colistina, mostrardn zonas de inhibicién de al menos 10 mm de didmetro con un
indculo no estandarizado. Algunas cepas de biovares de N. subflava, N. cinerea y
M. catarrhalis pueden ser suficientemente resistentes a la colistina e incluso crecer
sobre el disco. Es por ello que la prueba de resistencia a la colistina no es definitiva
para identificar N. gonorrhoeae, pero ayudard en la diferenciacién entre estas
especies y muchas especies comensales.
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Prueba de produccion de polisacdrido

Algunas especies producen un polisacarido parecido al almidén cuando crecen en
un medio que contiene sacarosa. Después de la adicién de una gota de solucién de
yodo de Gram al cultivo, este almiddn se tifie inmediatamente de azul pirpura
oscuro a café o negro. Esta prueba es facil y muy util cuando se usa conjuntamente
con otras como prueba diferencial (por ejemplo, superoxol, resistencia a la
colistina y produccién de 4cido) en la identificacién de N. gonorrhoeae. No es
posible detectar polisacaridos en un medio que contiene sacarosa de pruebas de
deteccién rapida de acido. Los métodos para la preparaciéon del medio apropiado
para esta prueba (agar base de triptona-soya [ATS] que contenga 1% de sacarosa)
pueden encontrarse en el Apéndice 2.

a) Voltee una placa de medio de sacarosa y déjela boca abajo sobre la mesa. Divida
la placa en cuatro secciones y con un marcador indelebre marque en ella las
secciones para la(s) cepa(s) de prueba, el control positivo y el control negativo.
Los ejemplos de cepas para el control de calidad se incluyen en la Tabla 7.

+ Una placa de 100 mm se puede dividir en cuatro secciones, lo que permite
probar dos cepas clinicas junto a los controles positivo y negativo. Si hubiera
multiples cepas clinicas que requirieran a la vez de la prueba de resistencia a
la colistina y los discos de colistina fueran del mismo lote, seria apropiado
probar los controles positivo y negativo en una sola placa.

b) Use un hisopo estéril o un asa para inocular el medio de prueba de polisacarido
con cultivo puro.

+ Aunque esta prueba funciona mejor con colonias aisladas debido a que
N. gonorrhoeae y las cepas de otras especies no crecen bien en este medio, la
placa debe ser inoculada en abundancia para lograr un crecimiento
confluente de manera que la prueba pueda detectar el almidén producido
por la enzima preformada en el mismo in6culo.

¢) Incube el medio de cultivo a 35°C-36,5°C en una atmdsfera himeda y
enriquecida con COy, durante 18-24 horas.

+ Esimportante que esta prueba se haga con un crecimiento no mayor de 24
horas, dado que una incubacién prolongada del microorganismo puede
metabolizar el polisacdrido y dar como resultado una reaccion falsa negativa.

d) Aniada una gota de solucién de yodo de Gram al cultivo en la placa usando una
pipeta de Pasteur, un gotero o un asa de inoculacién. Los aislamientos que
producen polisacdrido inmediatamente adquirirdn un color oscuro (marrén,
purpura, negro), como se muestra en la Figura 23.

+ Si el crecimiento cambia de color inmediatamente al anadir la solucién de
yodo de Gram, la cepa se considera “positiva a polisacaridos.” Ejemplos de
microorganismos positivos a los polisacdridos incluyen N. polysaccharea,
N. mucosa, N. sicca y N. flavescens.
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FIGURA 23: Ejemplos de reacciones positiva y negativa de produccion de polisacarido sobre un medio de sacarosa

Polisacarido positivo N. polysaccharea

Los microorganismos capaces de producir polisacarido a partir de sacarosa cambian de color marrdn a azul-negro al agregar
reactivo de yodo de Gram al crecimiento en medio de sacarosa. Se denominan “polisacérido-positivos.”

Polisacarido negativo N. gonorrhoeae

Los microorganismos incapaces de producir polisacérido a partir de sacarosa no sufren cambio de color al agregar reactivo
de yodo de Gram al crecimiento en medio de sacarosa. Se denominan “polisacarido-negativos.”
(Nota: polisacaride-negativas pueden adquirir el color marrn claro-amarillo del reactivo de yodo.)
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+ Siel crecimiento no cambia de color (o adquiere un color marrén claro del
reactivo de yodo), la reaccion es negativa, y la cepa es considerada “negativa a
polisacdridos”. N. gonorrhoeae es negativa a los polisacaridos, al igual que
K. denitrificans, M. catarrhalis, N. cinerea, N. lactamica 'y N. meningitidis.

Debe hacerse el control de calidad de cada uno de los nuevos lotes de medios o
reactivo de sacarosa. Esto es especialmente importante porque algunas
preparaciones comerciales de soluciéon de yodo de Gram no reaccionaran con el
almidén, dando resultados falsos negativos. Los ejemplos de controles para
pruebas de produccion de polisacarido se muestran en la Tabla 7.

Prueba de produccion de dcido

Cuando se escribi6 este manual (2002), ya no se aconsejaba el uso del medio de
agar tripticasa cistina (ATC) que contiene glucosa, maltosa, lactosa o sacarosa
para la prueba de produccion de écido para N. gonorrhoeae. La raz6n
fundamental para ese cambio en el procedimiento es porque muchas cepas de

N. gonorrhoeae producen muy poco dcido de la glucosa y no se observa cambio de
color en el medio de ATC azucar, lo que da lugar a una identificacién incorrecta.

Debido a que el medio de ATC azticar puede mostrar resultados erréneos para
algunas cepas de N. gonorrhoeae, como se ha descrito anteriormente, en este
manual de laboratorio se recomienda que de ser posible se haga una prueba
comercial, si fuera necesario, para detectar la produccién de écido y confirmar la
identificacion de un aislamiento como N. gonorrhoeae. Realice la prueba siguiendo
las instrucciones y usando las recomendaciones del fabricante para el control de
calidad; note que la incubacién de la prueba de produccion de dcido debe ocurrir
en una atmosfera sin anadir CO,, para evitar resultados falsos positivos.

Es importante que la prueba seleccionada para detectar la producciéon de

dcido sea capaz de diferenciar las cepas de N. gonorrhoeae de las de N. cinerea

y M. catarrhalis. Los patrones de reacciéon de varias especies de Neisseria en
pruebas de produccién de dcido se muestran en la Figura 24.

Muchas de las pruebas comerciales de produccion de acido se desarrollaron para
diferenciar entre especies que normalmente crecen en medios selectivos para
gonococo, incluidas N. gonorrhoeae, N. meningitidis, N. lactamica y M. catarrhalis.
Sin embargo, los criterios de interpretacion que se incluyen en el prospecto del
producto posiblemente no proporcionen una guia para identificar cepas de

K. denitrificans, N. subflava biovars y N. cinerea, que pueden también crecer en
medios selectivos para gonococo. Por lo tanto, el laboratorio tendra que asegurarse
de que el producto puede distinguir las cepas de N. gonorrhoeae de esas otras
especies, o realizar pruebas adicionales que permitan la identificacién correcta de
N. gonorrhoeae. La Tabla 6 proporciona informacién para guiar la seleccion de
pruebas suplementarias para diferenciar las cepas de N. gonorrhoeae de las de otras
especies.
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FIGURA 24: Resultados del estuche de prueba comercial de produccion de acido para aislamientos de Neisseria gonorrhoeae y
microorganismos relacionados

N. gonorrhoeae ‘ Q ‘ ‘ ‘

produce dcido solamente de la glucosa.

N. meningitidis ‘ Q Q ‘ ‘

produce &cido de la glucosa y de la maltosa.

N. lactamica ‘ O Q Q ‘

produce &cido de la glucosa, de la maltosa y

dea lactosa. C G M L S

N.
produce dcido de la glucosa, de la m:'I:::: ; ‘ O Q ‘ O

de la sacarosa.

N. cinerea . ‘ ' ‘ ‘

No produce &cido.

C G M L S

C=Control G=Glucosa M =Maltosa L=Lactosa S=Sacarosa

Nota: Algunas cepas de N. gonorrhoeae pueden presentarse como negativas a la glucosa debido a reacciones acidas
débiles. Por esta razon y con el fin de hacer la confirmacién, se recomienda que las pruebas répidas se suplementen con
pruebas adicionales. (Refiérase a la Tabla 6 para las pruebas y reacciones suplementarias.)
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Se sugiere que se incluya una cepa de N. cinerea entre las cepas de CC para la
prueba de produccion de dcido (ademds de N. gonorrhoeae y otras). Aunque

N. cinerea se considera negativa a la glucosa y aparece como tal en las tablas de
reacciones de produccién de acido, en la realidad produce acido de la glucosa y la
sobreoxida rapidamente para producir CO; y agua; como resultado, N. cinerea
puede aparecer como negativa o dar una reaccion positiva débil a la glucosa
(debido al acido residual producido a partir de la glucosa y no sobreoxidado o
debido al dcido carbdnico residual de la producciéon de CO,). Por lo tanto, es util
comparar esta reaccion con la de la cepa control de N. gonorrhoeae. Ademads de
incluir N. cinerea, siga las instrucciones de control de calidad del fabricante del
estuche comercial. Si el fabricante no sefiala las cepas especificas para el CC,
consulte la guia para la seleccién apropiada de las cepas que se encuentra en la
Tabla 7.

Prueba de enzima-substrato

La prueba cromogénica de enzima-substrato detecta enzimas (83-galactosidasa,
y-glutamilaminopeptidasa e hidroxiprolilaminopeptidasa). Se la considera
“cromogénica” debido a los cambios de color que indican la presencia o ausencia
de ciertas enzimas en diferentes especies de Neisseria. La prueba estd disponible
comercialmente y debe realizarse de acuerdo con lo establecido por las directivas
del fabricante. (La Figura 25 muestra el Gonochek-II®.) La mayoria de las
pruebas enzima-substrato se desarrollaron para diferenciar solamente entre
aquellos microorganismos que se sabe que crecen en medios selectivos para

N. gonorrhoeae, por lo tanto, la documentacién que acompaiia al producto

por lo regular se limita a distinguir entre N. gonorrhoeae (que solo produce
hidroxiprolilaminopeptidasa), N. meningitidis (que produce
y-glutamilaminopeptidasa), N. lactamica (que produce 3-galactosidasa) y

M. catarrhalis (que no produce ninguna de estas tres enzimas). Actualmente se
conoce que las cepas de varias especies comensales de Neisseria pueden crecer en
medios selectivos para GC y solo producir también hidroxiprolilaminopeptidasa.
La prueba de enzima-substrato cromogénica, por lo tanto, no produce la
identificacion definitiva de N. gonorrhoeae. La Tabla 6 proporciona informacién
para guiar la seleccion de pruebas suplementarias para la diferenciacién de

N. gonorrhoeae de otras especies. Siga las instrucciones de control de calidad del
fabricante del estuche comercial. Si el fabricante no sefala las cepas especificas
para el CC, consulte la guia para la seleccién apropiada de las cepas que se
encuentra en la Tabla 7.

Prueba de reduccién de nitrato

La prueba de reduccién de nitrato esta disponible comercialmente, y también
puede hacerse ficilmente en el laboratorio. Esta prueba permite distinguir entre las
especies que pueden reducir el nitrato (NO3) a nitrito (NO;) o nitrégeno gaseoso.
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FIGURA 25: Reacciones de aislamientos de Neisseria gonorrhoeae y organismos relacionados en una prueba enzima-sustrato
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Cambio de colora
amarillo antes de la
exposicion al sustrato
de la tapa roja

No ocurre cambio
de color antes

de la exposicion a
substrato de la tapa
roja

/

Microorganismo
aprueba en

suspension Cambio de color a

azul antes de la
exposicion al sustrato
de la tapa roja

prueba de sustrato de enzimas.

Microorganismos que producen
y-glutamylaminopeptidasa:

N. meningitidis

N. mucosa

N. subflava biovar perflava

Sin cambio
de color

1) Remueva la tapa
blanca.

2) Inserte la tapa
roja en el tubo.

3) Invierta el tubo para
exponer la suspension
alos substratos en la
tapa roja.

Cambio
de colora
rojo-rosado

Microorganismos

que producen

R-galactosidasa:
N. lactamica

Microorganismos que no
producen ninguna de estas
tres enzimas; la suspension
es de incolora a amarilla:
M. catarrhalis

Microorganismos que
producen hydrox-
yaminopeptidasa:
N. gonorrhoeae
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N. subflava biovars *
N.sicca *

N.mucosa *
N.elongata *

La prueba enzima-sustrato es una prueba cromogénica usada para identificar microorganismos que producen
g-glutamilaminopeptidasa (indicado en este ejemplo de resultados de una prueba comercial como un cambio de color a
amarillo), B-galactosidasa (indicado en este ejemplo como un cambio de color a azul), hidroxiprolilaminopeptidasa
(indicado en este ejemplo como un cambio de color a rojo-rosado), y ninguna de esas enzimas (indicado por una ausencia
de cambio de color en la suspension de células en el tubo).

* Especies que comunmente no crecen en un medio selectivo para N. gonorrhoeae; sin embargo, ocasionalmente las cepas
pueden crecer en un medio gonocdcico selectivo y pueden tener una reaccion hidroxilaminopeptidasa positiva en una

En relacién con este capitulo, la prueba es 1til para diferenciar entre cepas de N.
gonorrhoeae (negativas a nitrato) y K. denitrificans o M. catarrhalis (dos especies
positivas a nitrato que algunas veces se confunden con N. gonorrhoeae).

La prueba de reduccién de nitrato utiliza un medio que contiene nitrato y tres
reactivos diferentes: dcido sulfanilico (“Reactivo A de Nitrato”), a-naftilamina
(“Reactivo B de Nitrato”) y polvo de zinc (“polvo de Zn**”). Las bacterias capaces
de reducir el nitrato del medio a nitrito o gases de nitrégeno son “positivas a
nitrato”, mientras que las bacterias cuyas enzimas no reducen nitrato son
“negativas a nitrato”

En términos précticos, la prueba de reduccién de nitrato se basa en la deteccién
colorimétrica de nitrito en el medio de prueba. El nitrito forma un compuesto con
el 4cido sulfanilico, el cual, cuando reacciona con a-naftilamina da un color de
rosado a rojo, dependiendo de la concentracién de nitrito en el medio; es por ello
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que la adicién de Reactivos de Nitrato A y B es solo capaz de detectar la presencia
de nitrito en el medio de cultivo. Si se detecta un color de rosado a rojo después de
agregar los Reactivos A y B de nitrato, el microorganismo se considera “positivo al
nitrato”. Sin embargo, si no hay cambio de color en el medio después de anadir
estos reactivos, es necesario determinar si el nitrato fue reducido a nitrito o si el
nitrito producido fue completamente reducido a nitrégeno gaseoso. Esto se logra
utilizando una pequenia cantidad de polvo de zing, el cual cataliza quimicamente la
reduccion de nitrato a nitrito y de nitrito a nitrégeno gaseoso. (Por ello es
fundamental utilizar solamente una cantidad muy pequefia de polvo de zinc, de
forma tal que si el nitrato no ha sido reducido por las enzimas producidas por la
bacteria, la reaccidn catalizada por el polvo de zinc no sea tan fuerte como para
reducir completamente el nitrato a gases de nitrégeno tan rapidamente que no
permita detectar el nitrito producido en la reaccién catalitica en el medio.) Las
cepas negativas a nitrato cambiaran de color a rojo después de la incubacién con
polvo de zinc (el nitrato es reducido a nitrito por el polvo de zinc, y este es
detectado completamente en el medio por los Reactivos A y B de Nitrato,
cambiando el color a rosado-rojo). Las cepas nitrato-positivas no muestran cambio
de color después de la incubacién con polvo de zinc, porque el nitrato en el medio
estard ya reducido a nitrito y a nitrégeno gaseoso. En resumen:

+ Las bacterias que reducen el nitrato a nitrito pueden ser identificadas cuando al
agregarles los reactivos A y B de Nitrato producen cambio de color en el medio
de cultivo de transparente a rosado-rojo; no se requiere una prueba adicional
con polvo de zinc. Deben registrarse los resultados como “positivos a nitrato”.

+ Las bacterias que reducen el nitrato a nitrito y posteriormente reducen el nitrito
a nitrégeno gaseoso son identificadas cuando no hay cambio de color en el
medio después de afiadir los reactivos A y B de Nitrato, o después de la
incubacién con polvo de zinc. Los resultados deben registrarse como “positivos
a nitrato”.

+ Las bacterias que no son capaces de reducir el nitrato se reconocen porque no
hay cambio de color en el medio al anadirse Reactivos A y B de Nitrato, pero
hay un cambio en el medio de transparente a rosado-rojo después de la
incubacién con polvo de zinc. Los resultados deben registrarse como “negativos
a nitrato”.

La prueba de nitrato se realiza en un caldo de nitrato estdndar que se inocula en
abundancia para obtener una suspensiéon densa de microorganismos, porque
muchas especies de Neisseria no pueden crecer en este medio; la reacciéon para estas
especies dependerd por tanto de enzimas preformadas en el indculo. La prueba
debe hacerse exactamente como se ha descrito, ya que si no se realiza
correctamente, los resultados pueden ser inexactos y se hard una identificaciéon
incorrecta. La Figura 26 muestra una representacion esquemadtica de la prueba de
reduccion de nitrato. Los medios de cultivo y reactivos requeridos para esta prueba
se describen en el Apéndice 2.
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La reduccién de nitrato solamente se da bajo condiciones de anaerobiosis; es por
ello importante asegurar una razon baja entre tamano de superficie y profundidad
para limitar la difusiéon de oxigeno dentro del medio durante la prueba. Estas
condiciones se lograran poniendo 5ml de medio en un tubo de 13 mm de
didmetro con una tapa de rosca.

Es importante realizar un control del medio y controles negativo y positivo, ya que
esta prueba es compleja y los controles nos indicaran si los medios de cultivo y los
reactivos estan reaccionando apropiadamente. Las pruebas de control de calidad
deben realizarse cada vez que se prueben aislamientos clinicos, usando las cepas
para el CC que se incluyen en la Tabla 7.

Meétodos

a) Prepare una suspension densa en caldo de nitrato usando colonias de un cultivo
fresco y puro en agar chocolate GC.

b) Quite la tapa del tubo del medio de prueba de nitrato e inocule el medio para
darle una turbidez fuerte. Tape el tubo.

¢) Incube los tubos inoculados y un tubo control del medio de cultivo sin inocular
a 35°C-36,5°C (sin anadir CO;) durante 48 horas.

d) Después de incubar por 48 horas, quite la tapa del tubo. Afiada 5 gotas del
Reactivo A de Nitrato a cada tubo (incluido el control sin inocular). Agite
suavemente cada tubo de adelante hacia atrds para mezclar el Reactivo A con el
medio; afiada 5 gotas de Reactivo B de Nitrato a cada tubo (incluido el control
sin inocular) y agite de nuevo suavemente cada tubo de adelante hacia atras
para mezclar el Reactivo B con el medio.

+ Siel control del medio sin inocular se vuelve rosado-rojo, la prueba no es
valida y se debe preparar un nuevo lote de medios.

+ Siel control del medio sin inocular no muestra cambio de color, proceda al
paso e.

e) Examine el medio de la prueba y los controles para ver si el color es rosado-
rojo; este color deberd aparecer en solo unos pocos minutos si el medio todavia
estd caliente. La reaccion puede tomar un poco mds de tiempo si el medio se ha
enfriado antes de anadir el reactivo.

+ El control negativo del medio no deberd mostrar cambio de color.

+ El control positivo del medio puede mostrar cambio de color de rosado a
rojo 0 no, segun si el nitrato fue reducido a nitrito o completamente
reducido a nitrogeno gaseoso.

+ Siel medio de la prueba se torna rosado-rojo después de anadir los
Reactivos de Nitrato A y B, la reaccion es positiva y la prueba esta
terminada. Si aparece un color rosado-rojo, no realice el paso f y registre la
reacciéon como positiva a nitrato.
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FIGURA 26: Representacion esquematica de la prueba de reduccion de nitrato
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Nota: Cada prueba de reduccin de nitrato debe tener tres controles: uno positivo, uno negativo y uno en el justo medio. Como
resultado, habré que hacer cuatro pruebas completas para interpretar el resultado de una prueba de un aislamiento. El medio
de control y el control negativo deben siempre dar una reaccién negativa; un control positivo debe siempre dar una reaccién
positiva. Si no se obtienen estos resultados, haga otra prueba con una nueva suspension, un nuevo medio y nuevos reactivos.

Las cepas de N. gonorrhoeae son “negativas al nitrato”, por lo tanto, si al sequir los pasos se obtiene un resultado positivo al
nitrato y los controles estan funcionando correctamente, el aislamiento no corresponde a gonococo.

f)

Si el medio se mantiene incoloro después de anadir los Reactivos de Nitrato A y
B, afiada al medio una pequena cantidad de polvo de zinc. (Un método
conveniente para calcular la cantidad de polvo de zinc que requiere la prueba es
usar la punta afilada de un cuchillo para tomar el polvo; el polvo de zinc no
debe exceder de 4 a 5 mg, o de 2 a 3 mm de didmetro.) Agite vigorosamente el
tubo de adelante hacia atrds para mezclar bien el zinc, y déjelo reposar a
temperatura ambiente durante 1015 minutos.

+ Siel control negativo se vuelve rosado-rojo después de anadir el polvo de
zing, la cantidad de zinc anadida es suficiente para generar reaccién (y no es
tanta como para causar una sobrerreduccion rdpida de nitrato a nitrégeno
gaseoso). Contintie con la interpretacién de las reacciones en los medios de
prueba.

+ Si el medio permanece incoloro después de afadir el polvo de zinc, el
resultado de la prueba es positivo (el nitrato ha sido reducido a nitrito y
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completamente reducido a nitrogeno gaseoso). Registre el resultado para el
aislamiento como “positivo a nitrato”.

* Siel medio se torna rosado-rojo después de anadir el polvo de zinc, el
resultado es negativo. Registre el resultado para el aislamiento como
“negativo a nitrato”. Las cepas de N. gonorrhoeae son negativas al nitrato.

Ninguna de las pruebas enzimaticas o bioquimicas descritas anteriormente sirven
por si solas para determinar género o especie; sin embargo, en combinacién
(como se presenta en la Figura 21) se puede llegar a la identificaciéon definitiva de
N. gonorrhoeae.

Prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos de N. gonorrhoeae

Los métodos presentados en este manual de laboratorio son los recomendados por
el NCCLS,” aunque internacionalmente se utiliza una variedad de métodos para
determinar la susceptibilidad a los antimicrobianos de los aislamientos de

N. gonorrhoeae. Estos métodos estan siendo revisados (2002) por la Colaboracién
Internacional para Gonococos (CIG), por lo cual es posible que los métodos
descritos en este documento sufran modificaciones.”

La determinacién de la concentracién inhibitoria minima (CIM) por el método de
dilucién en agar es el método de referencia (estdndar de oro) para analizar la
susceptibilidad a los antimicrobianos de los aislamientos de N. gonorrhoeae. Sin
embargo, este es un método complejo y fuera del alcance de este manual.”* La
susceptibilidad a los antimicrobianos se puede determinar también por la prueba
de difusion en disco u obtenerse las CIM con Etest® (AB Biodisk). Este documento
presenta los métodos para las pruebas de susceptibilidad de N. gonorrhoeae a los
antimicrobianos con los antibiéticos recomendados cominmente por la OMS para
el tratamiento primario de la infeccién: ciprofloxacino, azitromicina, ceftriaxona,
cefixima y espectinomicina [OMS 2001].

Algunos factores, como el medio para la prueba, el tamano del in6culo, la atmésfera
de incubacién y las concentraciones de antimicrobianos de los discos, pueden
afectar los valores que se obtengan de la susceptibilidad a los antimicrobianos. Por
ello, el control de calidad es sumamente importante; por lo tanto, con cada prueba,
el personal de laboratorio tiene que incluir cepas de referencia cuya susceptibilidad
a los antimicrobianos sea conocida, con el fin de garantizar que los resultados de las

2 Conocido anteriormente con el nombre de Comité Nacional para Estandares de Laboratorio Clinico.
Actualmente se le reconoce solo por su sigla, NCCLS.

» Los laboratorios internacionales de referencia de gonorrea pueden brindar informacién adicional sobre las
actividades del CIG (véase el Apéndice 14).

* Quienes tengan interés en aprender mds acerca de los métodos para las pruebas de susceptibilidad a los
antimicrobianos por dilucién en agar se pueden comunicar con un laboratorio de referencia del CIG (véase el
Apéndice 14).
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pruebas de susceptibilidad sean confiables. En relaciéon con los métodos que
determinan la CIM, debe notarse que su exactitud serd mas o menos (+) una
dilucién. Por ejemplo, un microorganismo con una CIM de penicilina de 0,25
pg/ml puede presentar una CIM de 0,125 pg/ml a 0,5 pg/ml. No obstante, después
de repetir varias pruebas, se encontrara que la mayoria de los valores de
susceptibilidad a los antimicrobianos (valor modal de la CIM) para la combinacién
microorganismo-fairmaco es de 0,25 pg/ml. Los resultados por difusién en disco
(didmetros de las zonas de inhibicién en mm) presentan una distribucién normal
similar después de repetir las pruebas con los mismos aislamientos. Es importante
recordar estas variaciones de medidas, ya que normalmente los laboratorios solo
hacen un juego completo de pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos por
aislamiento, y no repiten las mediciones para el mismo agente antimicrobiano a
menos que exista una razdn especifica para ello, por ejemplo, para confirmar un
resultado poco comtn de susceptibilidad a los antimicrobianos.

La OMS ha recomendado varias cepas para el control de calidad (CC), aunque no
representan adecuadamente la variedad de patrones de resistencia que hoy
conocemos para N. gonorrhoeae. Consecuentemente, la mayoria de los laboratorios
internacionales ha incluido cepas adicionales de CC que exhiben resistencia y
resistencia intermedia a las fluoroquinolonas y resistencia emergente a la
azitromicina. Solamente la cepa ATCC 49226 de N. gonorrhoeae ha sido designada
por el NCCLS para CC de pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos de
aislamientos de gonococo. Los Centros para el Control y la Prevencion de
Enfermedades (CDC) normalmente ponen a disposicion de los investigadores
tanto la cepa de CC recomendada por el NCCLS vy las cepas suplementarias de
CC (véase el Apéndice 14). Actualmente, con el auspicio de la CIG, se estan
sometiendo a prueba cepas de N. gonorrhoeae, para establecer un panel
internacional de referencia para CC de las pruebas de susceptibilidad que
represente todas las posibilidades de resistencias en esta especie.

Una vez que la susceptibilidad de una cepa de gonococo a un agente
antimicrobiano ha sido medida in vitro, la cepa se clasifica entonces como
susceptible, intermedia o resistente a cada uno de los agentes antimicrobianos
probados y se indica si la infeccién puede responder al tratamiento o no. En
cuanto a las aplicaciones clinicas (prescripcion de tratamiento apropiado para el
paciente individual), la susceptibilidad a los antimicrobianos siempre se interpreta
estrictamente segun guias estandarizadas, tales como los criterios de interpretacion
del NCCLS. Estos criterios deben ser especificos para la dosis del agente usado para
tratar la infeccion [Knapp y cols. 1995]. Por ejemplo, los criterios del NCCLS para
la interpretacion de la susceptibilidad de N. gonorrhoeae a ciprofloxacino se
definieron en correspondencia con el tratamiento recomendado de 500 mg de
ciprofloxacino en una dosis oral tinica; la evaluacién de la eficacia del tratamiento
con una dosis oral tnica de 250 mg de ciprofloxacino requeriria otros criterios de
interpretacién distintos.
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La interaccién entre microorganismo-antimicrobianos-dosis se clasifica en uno de
dos niveles, segtn la eficacia clinica del agente antimicrobiano. Un nivel se aplica a
los agentes antimicrobianos a los cuales un microorganismo todavia no ha
desarrollado resistencia clinicamente significativa, y se usan las categorias de
“susceptible” y “susceptibilidad disminuida”. El segundo nivel se usa cuando el
microorganismo ya ha desarrollado resistencia clinicamente significativa, como
resultado del fallo de la respuesta de la infeccién al tratamiento con la dosis
recomendada del agente antimicrobiano (fallo de tratamiento), y se usan las

»

categorias “susceptible”, “intermedia” y “resistente”. Por ejemplo:

» Cuando se escribié este manual (2002), no se habian notificado aun fallos del
tratamiento de las infecciones gonocdcicas con cefalosporinas de amplio
espectro, tales como cefixima (400 mg en dosis oral inica). El NCCLS tiene
establecido un criterio interpretativo de “susceptible” en el caso de una CIM de
= 0,25 pg/ml de cefixima (que corresponde al didmetro de la zona de inhibicién
por difusién en disco con un disco de cefixima de 5-pug, = 31mm). Los
microorganismos con una CIM mayor (o un didmetro mas pequefio de la zona
de inhibicién) se clasifican como en la categoria “susceptibilidad disminuida” a
la cefixima.

+ Cuando las infecciones no responden al tratamiento recomendado con un
agente antimicrobiano especifico, el NCCLS establece una categoria de
“resistente” para esa combinacién microorganismo-antimicrobiano-dosis. Los
puntos de corte que se establecen para una determinacion in vitro de esta
categoria se basan en las pruebas de una variedad de aislamientos resistentes al
tratamiento recomendado. Por ejemplo, las infecciones gonocdcicas causadas
por microorganismos para los cuales la CIM de ciprofloxacino es de =1,0 pg/ml
(didmetro de la zona de inhibicién del disco de difusién correspondiente a un
disco de ciprofloxacina de 5 pg, = 27mm) no han respondido a la terapia
recomendada por la OMS de ciprofloxacino en una dosis oral de 500 mg.
Previamente, el NCCLS habia definido el punto de corte para “susceptible” a
ciprofloxacino como una CIM de <0,06 pg/ml (didmetro de la zona de
inhibicién de >41 mm); resistencia “intermedia” correspondia a aquellos
aislamientos para los cuales la CIM se encuentra en un punto entre las
categorias susceptible y resistente; por ejemplo, 0,125 pg/ml — 0,5 pg/ml (28
mm — 40 mm). En cuanto a las infecciones gonocécicas, debe sefialarse que los
microorganismos clasificados en la categoria “intermedia” con respecto a un
agente antimicrobiano rara vez se asocian con episodios confirmados de fallos
de tratamiento con ese agente.

Los criterios de interpretacion del NCCLS tienen por objeto definir las categorias
del resultado de la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos cuando se usa
el método del NCCLS para hacer las pruebas, segtin se presenta en este manual de
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laboratorio.” Las otras cepas de referencia para CC incluidas en este manual de
laboratorio, que no se encuentran incluidas actualmente en las guias del NCCLS,
han sido validadas por la Rama de Investigaciones de Gonorrea (Laboratorio de
Referencia de Neisseria) de los CDC, y se deben usar junto con los criterios del
NCCLS y los métodos que se presentan aqui, hasta que se establezca un panel
internacional de referencia de CC auspiciado por el CIG. Las Tablas 9 y 10
proporcionan resumenes de los rangos de CC y los criterios de interpretacion para
los aislamientos.*

En dreas geograficas con recursos limitados o en laboratorios clinicos locales, los
resultados de las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos deben estar
determinados por el tratamiento antimicrobiano recomendado en la actualidad y
también por el agente(s) antimicrobiano que podria usarse si surgiera resistencia
a ese tratamiento. No todos los laboratorios locales tendran la capacidad de realizar
pruebas de susceptibilidad de los aislamientos a los antimicrobianos. Los
laboratorios nacionales o regionales grandes que actiian como laboratorios de
referencia deben ser capaces no solo de brindar asistencia a los laboratorios locales y
a las autoridades de salud (aplicaciones clinicas), sino también hacer las pruebas de
susceptibilidad a un amplio ndmero de agentes antimicrobianos a fin de comparar
la susceptibilidad de los aislamientos en los niveles regional, nacional e
internacional (actividades de vigilancia).” Si no es posible hacer vigilancia
prospectiva en un laboratorio local, este debe, al menos, después del tratamiento,
determinar la susceptibilidad de los aislamientos que no respondieron al mismo, es
decir, con “fracaso de tratamiento”; estos podrian haber sido fracasos reales por
resistencia al tratamiento o aislamientos susceptibles adquiridos por reinfeccién. Si
el laboratorio no tiene la capacidad de hacer pruebas de susceptibilidad a los
antimicrobianos, los aislamientos deben ser enviados a un laboratorio que pueda
realizar ese tipo de prueba. (Los métodos para la preservacion y el almacenamiento
de los aislamientos se incluyen en el Apéndice 11; informacién sobre el transporte
de los aislamientos se encuentra en el Apéndice 12.)

Ademds de brindar asistencia inmediata al laboratorio local y regional y a las
autoridades de salud publica para controlar la gonorrea por la determinacién de la
susceptibilidad a las terapias antimicrobianas recomendadas, los laboratorios

de referencia podrian realizar pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos

* En este manual se presentan y recomiendan firmemente los métodos del NCCLS. Sin embargo, si un
laboratorio usa otros métodos de pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos para N. gonorrhoeae, y
todas las referencias de control de calidad se verifican en conformidad con los criterios de interpretacion del
NCCLS para la cepa de CC, ATCC 49226, el laboratorio puede considerar la interpretacién de los resultados
por la prueba alternativa de acuerdo con los criterios de interpretacién del NCCLS.

* Si los resultados de las pruebas de CC de la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos para un método
de prueba desarrollado localmente son coherentes, pero no corresponden con los obtenidos y recomendados
por el NCCLS, el laboratorio en cuestion quizds quiera consultar con el CIG para obtener ayuda para elaborar
criterios de interpretacion estindar apropiados a la situacion.

7 Los laboratoristas que tengan interés en aprender mds acerca de los métodos usados para la vigilancia de la
resistencia de los aislamientos de N. gonorrhoeae a los antimicrobianos, pueden encontrar informacion rela-
cionada con protocolos en la siguiente direccion de Internet:
http://www.cdc.gov/ncidod/dastlr/gcdir/gono.html.
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mds extensas, con el fin de contar con un panorama global de la resistencia de

N. gonorrhoeae a los antimicrobianos. La determinacién de la susceptibilidad a los
antimicrobianos a una amplia variedad de agentes (como penicilina, tetraciclina,
espectinomicina, cefalosporinas de espectro extendido [por ejemplo, ceftriaxona
y cefixima], fluoroquinolonas [por ejemplo, ciprofloxacino, ofloxacino y
levofloxacino], y el macrélido azitromicina) permite comparar los aislamientos
de la poblacion que utiliza estas pruebas de laboratorio con los aislamientos de
otras regiones.

La vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos basada en el laboratorio puede
realizarse en uno de dos niveles basicos. Cuando los recursos son limitados, la
vigilancia se puede hacer para la susceptibilidad a los agentes antimicrobianos
usados en el tratamiento primario y secundario de la gonorrea; por ejemplo, el
agente primario usado para el tratamiento de las infecciones, y el o los agente(s)
terapéuticos que se usarian para tratar las infecciones en las que el tratamiento
primario no resulté efectivo. En estas circunstancias, la susceptibilidad a los
antimicrobianos serfa interpretada por los estdndares usados para aplicaciones
clinicas, por ejemplo, los del NCCLS.

Cuando los investigadores desean comparar la susceptibilidad a los
antimicrobianos de las cepas de N. gonorrhoeae de su localidad geografica con las
de otras regiones, normalmente se estudia la susceptibilidad a un mayor nimero
de agentes antimicrobianos que los que se usa localmente para el tratamiento. Un
panel tipico podria incluir los siguientes farmacos: penicilina, tetraciclina,
espectinomicina, y una cefalosporina de espectro extendido (por ejemplo,
ceftriaxona o cefixima), una fluoroquinolona (por ejemplo, ciprofloxacino,
ofloxacino o levofloxacino) y un macrdélido (como azitromicina). Para efectos de la
vigilancia, los aislamientos de gonococos se describen primero por su
susceptibilidad a la penicilina y a la tetraciclina (aunque estos firmacos no deben
usarse para tratar gonorrea) y por una prueba simple (descrita mds adelante) para
detectar la produccion de 3-lactamasa. Se hace asi porque, con base en el nivel de
resistencia a penicilina y tetraciclina y la deteccidon de 3-lactamasa, es posible
predecir si los mecanismos de resistencia a la penicilina y a la tetraciclina son
mediados por cromosomas o por plasmidos.

Se ha realizado una clasificacién especializada y una terminologia con siglas
estandar para describir los patrones de resistencia a la penicilina-tetraciclina y
designar los fenotipos de resistencia a penicilina-tetraciclina, como se presenta en
la Tabla 8. Los microorganismos que son negativos a la 3-lactamasa y resistentes a
la penicilina y no a la tetraciclina, por ejemplo, utilizan la designacién del NCCLS
de “resistentes a penicilina” y se designan como “PenR”. Otras siglas no usan la
designacion del NCCLS en su nombre, aunque se usan los métodos del NCCLS
para determinar las resistencias. Por ejemplo, la sigla RNGMC (resistencia de

N. gonorrhoeae mediada por cromosomas) describe microorganismos que tienen
resistencia mediada por cromosomas tanto a penicilina (CIM = 2,0 pg/ml, o zona
de inhibicién de didmetro equivalente < 26 mm) como a tetraciclina (CIM = 2,0
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TABLA 8: Fenotipos de Neisseria gonorrhoeae resistentes a la penicilina y tetraciclina

Resultados de B-lactamasa y valores CIM especificos

cromosomas de
Neisseria gonorrhoeae

Fenotipo | Definicion de fenotipo asociados con las definiciones de fenotipo P
Susceptible | Susceptibilidad o resistencia Los aislamientos de B-lactamasa negativos exhiben:
intermedia a penicilinay + Susceptibilidad a la penicilina [CIM < 2,0 pg/ml (>26 mm)]
tetraciclina + Susceptibilidad a la tetraciclina [CIM < 2,0 pg/ml (>30 mm)]
PPNG Neisseria gonorrhoeae Aislamiento de B-lactamasa positivo. Aproximadamente seis
productora de penicilinasa plasmidos B-lactamasa han sido identificados mds cominmente
en N. gonorrhoeae:
+ "Asidtica” = 4,4 megadaltons (Mda) (7,2 kb)
+ “Africana”= 3,2 Mda (5,3 kb)
+ “Toronto” = 3,05 Mda (4,7 kb)
(NGPP es definida solo por la produccién de b-lactamasa y no
por las CIM de penicilina.) ¢
TRNG Neisseria gonorrhoeae Aislamientos de B-lactamasa negativos que poseen un plasmido
resistente a tetraciclina TetM-contenido en un pldsmiso conjugativo. Los aislamientos
NGRT exhibirén tanto:
+ Susceptibilidad a la penicilina [CIM < 2,0 pg/ml (>26 mm)]
+ Resistencia a la tetraciclina con (IM = 16,0 pg/ml (<20 mm)
La identificacion presuntiva de este fenotipo es basada en la C(IM
de penicilina y tetraciclina. La identificacién confirmatoria de
NGRT (TetM y subtipos) se hard por RCP
PP/TR Neisseria gonorrhoeae Aislamientos de B-lactamasa negativos exhibiendo:
productora de penicilinasa, + Resistencia a la tetraciclina con CIM = 16,0 pg/ml (<20 mm)
resistente a tetraciclina
PenR Resistencia a la penicilina Aislamientos de B-lactamasa negativos exhibiendo tanto:
mediada por cromosomas + Resistencia a la penicilina con CIM = 2,0 pg/ml (<26 mm)
+ Susceptibility to tetracycline [MIC < 2,0 pg/ml (>30 mm)]
TetR Resistencia a la tetraciclina Aislamientos de B-lactamasa negativos exhibiendo tanto:
mediada por cromosomas + Susceptibilidad a la penicilina [(MI < 2,0 pg/ml (>26 mm)]
+ Resistencia a la tetraciclina con un rango (Ml de 2,0 pg/ml -
8,0 ug/ml (20-30mm)
CMRNG Resistencia mediada por Aislamientos de B-lactamasa negativos exhibiendo tanto:

+ Resistencia a la penicilina con (Ml = 2,0 mg/ml (<26 mm)
+ Resistencia a la tetraciclina con (Ml = 2,0 mg/ml (<30 mm)

@Nota: Algunas NGTR pueden exhibir CIM de tetraciclina <16,0 pg/ml, y algunos aislamientos TetR pueden exhibir CIM de
tetraciclina =16,0 pg/ml. La diferencia entre TRNG y TetR solo puede confirmarse por medio de una prueba para determinar la
presencia o ausencia del plasmido TetM.

b Nota: Para algunos propdsitos de investigacién, se usa un punto de corte de 1,0 pg/ml de penicilina y tetraciclina para
diferenciar mas equitativamente entre aislamientos susceptibles (a penicilina y tetraciclina) y aislamientos
pertenecientes al grupo de organismos NGRCM [Rice y Knapp 1994].

CNota: Para aislamientos NGPP, las CIM para penicilina son tipicamente altas (=8,0 pg/ml) (<20 mm); sin embargo, también es
posible que estos indices sean més bajos y tengan zonas mds grandes de inhibicién. Algunos aislamientos de NGPP tienen CIM
tan bajos como 0,25 pg/ml de penicilina pero siguen siendo B-lactamasa positivos.
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pg/ml, o zona de inhibicién de didmetro equivalente < 30 mm) y que no producen
B-lactamasa. Né6tese que mientras que la resistencia a la penicilina mediada por
plasmidos se puede detectar y confirmar con una simple prueba de deteccion de
B-lactamasa, la resistencia mediada por plasmidos a la tetraciclina solo se puede
identificar presuntivamente con los resultados de la susceptibilidad,

y tiene que ser confirmada con una prueba compleja que demuestre la presencia
del pldsmido conjugativo TetM (por laboratorios que realizan pruebas de
epidemiologia molecular).

La sigla del fenotipo basico de resistencia penicilina-tetraciclina caracteriza
solamente la susceptibilidad a penicilina y tetraciclina. Para otros agentes
terapéuticos, se utilizan los criterios estandarizados del NCCLS (o su equivalente)
para clasificar la susceptibilidad, y la resistencia a los antimicrobianos (incluidas las
categorias “intermedia” o “de susceptibilidad disminuida”) para esos agentes
antimicrobianos adicionales se afiade al fenotipo de resistencia de penicilina-
tetraciclina. Por ejemplo, un aislamiento RNGMC que presenta resistencia a la
ciprofloxacino (CipR) podria ser citado como “RNGMC, CipR”. Tales
designaciones descriptivas permiten apreciar rdpidamente el hecho de que la
resistencia a ciprofloxacino se presenta en un microorganismo ya resistente a
penicilina y tetraciclina. El uso de fenotipos de resistencia a la penicilina-
tetraciclina tiene también aplicaciones practicas para monitorear la susceptibilidad
a las cefalosporinas de espectro extendido: los aislamientos de gonococos que
presentan altos niveles de resistencia mediada por cromosomas a la penicilina
(PenR) o a penicilina y tetraciclina (RNGMC) exhiben mayores CIM, aunque
todavia son susceptibles a ceftriaxona y cefixima.

El agregar y analizar datos de los fenotipos permite a los investigadores monitorear
los cambios en la prevalencia de poblaciones de cepas resistentes y sus patrones de
diseminacion geogréfica; estas herramientas de vigilancia pueden ayudar a
anticipar la necesidad de modificar los tratamientos recomendados antes de que la
resistencia se vuelva endémica en una region y socave la efectividad de las medidas
locales de control de la gonorrea.

Caracterizacion completa de cepas resistentes

Un érea de investigacion que puede ser de interés para los laboratorios de
referencia es la participacion en la caracterizacién completa® de nuevos subtipos
de aislamientos que presentan los mismos fenotipos de resistencia a los
antimicrobianos. Los métodos de subtipificaciéon necesitan de muchos recursos,
por lo cual no se espera que todos los laboratorios de referencia puedan adoptar
estas técnicas. La subtipificacion genotipica y fenotipica caracteriza
individualmente la cepa y facilita una interpretacién mds fina de los datos de la

* Los ejemplos de tipificacion fenotipica incluyen los auxotipos (la determinacién de requerimientos
nutritivos para el crecimiento de una cepa), la serotipificacién, la tipificacién por la 3-lactamasa de los
plasmidos, la tipificacion por el plaismido TetM. Ejemplos de tipificacién genotipica incluyen subtipificacién
Lip, tipificacién por RFLP vy tipificacién Opa.
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resistencia a los antimicrobianos. Por las designaciones de un subtipo de cepa, los
investigadores pueden llegar a diferenciar entre los tipos de cepas que
esporddicamente son importadas y que coincidentemente presentan los mismos
fenotipos de resistencia que las cepas locales. La subtipificacion de las cepas
conjuntamente con la informacién acerca de las redes de comportamiento sociales
y sexuales puede facilitar intervenciones activas de control de la enfermedad.

Métodos para detectar la resistencia a los antimicrobianos de N. gonorrhoeae

Como se detall6 anteriormente, hay dos métodos para definir qué agentes
antimicrobianos se deben incluir al realizar pruebas de susceptibilidad. Cuando las
pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos tienen un propésito clinico, debe
determinarse la susceptibilidad al agente que se utiliza actualmente para el
tratamiento de la gonorrea y del agente o los agentes antimicrobianos alternativos
que podrian ser indicados en caso de que el tratamiento primario no fuera
efectivo. Sin embargo, cuando las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos
tienen por objeto la vigilancia, las pruebas clinicas se complementan con un panel
extenso de agentes antimicrobianos conjuntamente con las pruebas de 3-
lactamasa, proporcionando al laboratorio los datos fenotipicos que se requieren
para la comparacion internacional.

Las pruebas de identificacién de las cepas de gonococos productoras de §3-lactamasa
se usan conjuntamente con las CIM como un componente integral de la vigilancia
para diferenciar entre la resistencia de N. gonorrhoeae a la penicilina mediada por
cromosomas y la mediada por pldsmidos, como se explicara anteriormente. La
prueba de nitrocefina es cualitativa y se usa para detectar la produccién de 3-
lactamasa; puede hacerse con el mismo cultivo en agar chocolate GC usado para
preparar el indculo para las pruebas de CIM (o de difusién en disco).

Prueba para la produccién de f3-lactamasa por N. gonorrhoeae

Lo mads seguro para detectar cepas de N. gonorrhoeae productoras de 3-lactamasa
es el uso de la prueba de nitrocefina. Las reacciones son mas fuertes cuando la
prueba se realiza con cultivos recién extraidos de la incubadora y que todavia se
conservan calientes. La prueba de nitrocefina puede hacerse con un reactivo
liquido o con un disco tratado. Como el reactivo liquido puede ser caro, se prefiere
el método del disco si solo se van a probar unos pocos aislamientos. Los controles
positivo y negativo pueden seleccionarse entre aquellos que se mencionan en la
Tabla 7.

Meétodo de disco de Nitrocefina

a) Coloque el disco de nitrocefina en una ldmina limpia usando férceps o pinzas
quirdrgicas estériles.

b) Anada una gota de agua destilada al disco y deje que el disco absorba el agua, de
modo que el disco esté humedecido pero no mojado.
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¢) Toque con un hisopo estéril o un asa estéril una colonia caracteristica de un
cultivo fresco y puro de 18-24 horas de crecimiento.

d) Frote el hisopo sobre el disco himedo de manera que el crecimiento penetre en
el papel de filtro del disco.

e) Examine el disco: si la reaccion es positiva, las dreas del disco que contienen el
crecimiento se tornardn de un color caracteristico que va de rosado a rojo. Las
reacciones ocurren normalmente en solo cinco minutos.

f) Registre los resultados. Los aislamientos para los cuales el in6culo del disco de
nitrocefina se vuelve rojo a rosado, se consideran positivos a $8-lactamasa. Si el
indculo del disco de nitrocefina no cambia de color, las cepas se consideran
negativas a $3-lactamasa.

Reactivo liquido de nitrocefina

Si se espera probar un nimero grande de aislamientos, debe investigarse la
posibilidad de obtener el polvo de nitrocefina y preparar el reactivo liquido. La
prueba de nitrocefina que usa reactivo liquido se realiza ya sea goteando
directamente el reactivo sobre las colonias que crecen en medio selectivo o no
selectivo, o diluyendo el reactivo y usdndolo como un medio de suspension de
crecimiento bacteriano en un tubo. Aunque el primero de estos métodos es mas
facil, ya que comprende menos pasos, la ventaja del uiltimo radica en que utiliza
menos cantidad del reactivo liquido, que es caro. (Los métodos para las diferentes
preparaciones del reactivo de nitrocefina y su uso para cada una de las pruebas se
incluyen en el Apéndice 2.)

Para hacer la prueba de producciéon de 3-lactamasa usando el método de la placa
con reactivo liquido de nitrocefina, use un gotero pequeno, una pipeta Pasteur o
un asa microbioldgica para colocar una gota del reactivo no diluido directamente
en colonias de crecimientos frescos de gonococos que han crecido en medios de
cultivos selectivos o no selectivos. Si la cepa es productora de f3-lactamasa, después
de algunos minutos las colonias se tornaran rosadas, y el resultado se debe registrar
como positivo a B3-lactamasa. Si después de diez minutos no ha habido cambio de
color en las colonias donde se dejé caer el reactivo, la cepa de gonococo se
considera negativa a 3-lactamasa y como tal debe ser registrada.

Para desarrollar la prueba para la produccion de 88-lactamasa con reactivo liquido
de nitrocefina por el método del tubo, ponga una solucién de nitrocefina diluida
(25 mg/L preparado en 0,1M de buffer fosfato) en un tubo de prueba, y tiselo para
preparar una suspension densa (~ McFarland 2) de la suspensién de colonias de
gonococos de un cultivo de 18 a 24 horas. Si los microorganismos productores de
B-lactamasa estdn presentes, la suspension debe cambiar de entre incolora y
amarillo a rosado en 15 segundos; registre esta cepa que presenta cambio de color
como positiva a -lactamasa. Si después de cinco minutos no se observa cambio de
color en la suspensidn, registre la cepa como negativa a {3-lactamasa.
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Los resultados de las pruebas de {3-lactamasa se usan conjuntamente con los
resultados de las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos realizadas segiin
los métodos del NCCLS.

Pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos de N. gonorrhoeae usando las
metodologias del NCCLS

Las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos por el método de difusion en
disco y por el método del gradiente de antimicrobiano en tiras de Etest® se realizan
en el mismo medio estandarizado. Debido a que el gonococo es un germen
fastidioso, las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos para la mayoria de
los agentes se desarrollan en medio de agar base GC con suplemento de IsoVitaleX
u otro equivalente. El medio de Mueller-Hinton, en el cual se determina la
susceptibilidad de la mayoria de las bacterias aerdbicas, no se recomienda para
la determinacion de la susceptibilidad de los aislamientos de gonococo; sin
embargo, el caldo de Mueller-Hinton puede usarse para preparar las suspensiones
de las células de gonococos que se va a probar. Ademds, la susceptibilidad de los
gonococos no debe determinarse en medios que contengan sangre calentada (agar
chocolate) o hemoglobina, debido a la variabilidad de los productos de la sangre
(que puede afectar la susceptibilidad de las cepas de N. gonorrhoeae a varios
agentes antimicrobianos). Los resultados de la prueba de susceptibilidad a los
antimicrobianos para N. gonorrhoeae solo deben ser interpretados cuando la
prueba se hace en medio de susceptibilidad de GC, un medio estandarizado de
agar base GC al que se le anade un suplemento definido al 1%, y se le ha
controlado la calidad.

La Figura 27 muestra un modelo de hoja para el registro de los resultados de la
prueba de susceptibilidad de N. gonorrhoeae a los antimicrobianos.

Prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos de N. gonorrhoeae por difusion
en disco

La prueba de difusion en disco se debe llevar a cabo segtin lo definen los
estandares de desempeno del NCCLS y con cepas de control de calidad de

N. gonorrhoeae ATCC 49226. Se recomienda que los laboratorios obtengan cepas
de referencia de gonococo que muestren patrones de resistencia diferentes a los de
las cepas de control de calidad ATCC 49226: cepas de CC suplementarias, probadas
rutinariamente por los métodos de difusion en disco y dilucion en agar, con
resultados coherentes. Estas cepas pueden obtenerse de los Laboratorios de
Referencia de Neisseria, de la Rama de Investigaciones en Gonorrea, del CDC
(véase el Apéndice 14). Los valores de control de calidad por difusion en discos y
los tamanos del didmetro de la zona para estas cepas se presentan en la Tabla 9.

Meétodos

a) Marque una placa de agar chocolate GC para cada aislamiento clinico y cepa de
CC que se va a probar.
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b) Inocule las placas con cada cepa a probar y estrielas para aislamiento. Incube las
placas inoculadas a 35°C-36,5°C en atmosfera himeda de CO, durante 16-20
horas.

+ Nota: si los aislamientos han sido mantenidos en cultivo antes de la siembra
para la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos, deben ser
subcultivados cada 24 horas antes de la prueba.

+ Nota: si los aislamientos han sido almacenados por congelacion antes de la
inoculacién para la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos, deben
ser subcultivados, al menos una vez después del cultivo inicial, a partir de la
preparacion congelada antes de someterlos a la prueba.

¢) Suspenda las colonias aisladas (de cultivos de toda la noche preparados en los
pasos a y b) en 1,0-2,0 ml de caldo de Mueller-Hinton (o BSF). Mezcle la
suspension fuertemente en un mezclador vértex hasta romper los grumos de
crecimiento lo mas posible.

+  Es mds facil preparar la suspension con un hisopo” que con un asa
microbioldgica. El mejor método para evitar el exceso de grumos del
crecimiento en suspension es pasar el hisopo sobre las colonias déndole
vueltas; esto es mejor que usar un método de raspado para cosechar las
células.

d) Ajuste la turbidez de la suspension celular a una turbidez estdndar de 0, 5 en la
escala de McFarland comparando los tubos contra las lineas negras y blancas y
anadiendo caldo o cultivo segin se necesite (véanse las Figuras 51 y 52 en el
Apéndice 2). La suspension para inocular la placa tiene que ser utilizada en
unos 15 a 20 minutos después de haber sido preparada; si no, debe desecharse
y prepararse una nueva suspension.

+ Nota: La etapa del in6culo tiene que completarse en unos 15-20 minutos,
porque los microorganismos comenzardn a morir corto tiempo después de
preparada la suspensién, y aun cuando la suspensién sea visualmente
comparable con el estdindar de McFarland, la viabilidad del inéculo puesto
en el medio de prueba puede ser muy baja para producir resultados creibles
de la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos.

+ Si hay muchos cultivos que probar, deben hacerse pequenos lotes (por
ejemplo, cinco o seis aislamientos a un tiempo) para evitar la pérdida de
viabilidad.

e) Coloque 60 ml de medio base GC que contenga 1% de suplemento definido
dentro de una placa de 150 mm de didmetro, a una profundidad uniforme de 3
a4 mm (con el fin de asegurar que las condiciones sean apropiadas para los
resultados de la difusién en disco). El ntimero de placas requerido para las
pruebas de cada cepa dependerd del numero y tipo de agentes antimicrobianos

* Las notas sobre la supervivencia de N. gonorrhoeae con hisopos de diferentes materiales se incluyen en la
Tabla 29, Apéndice 8.

Neisseria gonorrhoeae | 101



a probar, ya que algunos tienen zonas de inhibicién mas grandes que otros; las
zonas de inhibicién no deben solaparse. Tome nota de que las pruebas de
susceptibilidad de GC no tienen mds de tres discos en cada placa.

Las placas que serdn usadas para las pruebas de susceptibilidad a los
antimicrobianos deben estar a temperatura ambiente antes de ser inoculadas
con la suspension celular. La superficie de la placa debe también estar seca
antes de la inoculacion; si no, invierta las placas y séquelas con las tapas
ligeramente abiertas, en una incubadora entre 35°C-36,5°C, o en un gabinete de
bioseguridad. Cuando se inoculen las placas, no debe haber gotas de humedad
visibles en la superficie del agar.

f) Humedezca un aplicador estéril” en la suspension celular estandarizada y quite
el exceso de humedad rotando el hisopo sobre el cristal de la pared del tubo que
estd por encima del liquido. Inocule toda la superficie de cada placa tres veces,
rotando la placa 60° cada vez, para asegurar un crecimiento confluente (véase la
Figura 34).

g) Guarde las placas inoculadas a temperatura ambiente durante 3—5 minutos y
deje que el medio absorba la humedad del indculo. Es esencial que la superficie
del medio esté seca antes de aplicar los discos de antimicrobianos. Las placas
deben secarse en una incubadora o un gabinete de bioseguridad como se
describi6 en el paso e. (Si secar el indculo toma mds de 15 minutos, la préxima
vez que realice la prueba utilice un volumen mas pequefio o saque mds
suspension del hisopo.)

h) Aplique los discos de los agentes antimicrobianos seleccionados a la superficie
del medio inoculado usando férceps estériles, pinzas o un dispensador de
discos; presionelos para asegurar que estén completamente en contacto con la
superficie del agar. Una vez que el disco haya tocado la superficie del agar
comienza la difusién, por lo que no debe moverse. Todos los discos deben
colocarse aproximadamente a la misma distancia del extremo de la placa y uno
del otro (véase la Figura 28).

i) Tape e invierta las placas inoculadas e inctibelas a 35°C-36,5°C en una
atmosfera de 3% a 5% de CO; (en una incubadora de CO; o en un frasco con
una vela en extincién) durante 20—24 horas.

j) Lea los resultados de las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos a las
20-24 horas después de inoculadas e incubadas.

+ Examine las placas desde el reverso y véalas desde arriba hacia abajo contra
un fondo negro e iluminadas con luz refleja indirecta (asi el crecimiento
nebuloso es mds facil de distinguir). Mida el didmetro de la zona de
inhibicién con un calibrador, una regla, o una regla adherida a una varilla
(empunadura) (véase la Figura 6).
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FIGURA 28: Prueba de difusion en disco: colocacion de discos para aislamientos de Neisseria gonorrhoeae y medicion de la zona
de inhibicion

Arriba: Fotografia del crecimiento bacteriano, la zona de inhibicion y su medicién. Note que el disco de la izquierda estd
rodeado de una cepa resistente y que el didmetro de la zona de inhibicidn es equivalente al didmetro del disco (6 mm),
mientras que la figura de la derecha muestra una cepa con una zona de inhibicién de 17 mm.

Abajo: El drea sombreada representa el crecimiento uniforme de la cepa en la
placa; las dreas blancas que rodean los discos representan las zonas de inhibi-
cion. Las zonas de inhibicion son medidas como se indica por las lineas con
flecha doble.

Nota: Los calibradores o una regla con un mango (véase la figura 6) pueden servir para medir el didmetro de la zona de inhibicion.
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+ Lealos resultados para ATCC 49226 y compdrelos con los valores en la Tabla
9; si los valores estdn bajo control, continte la lectura y compare los resultados
con los de las otras cepas de CC probadas. Si estas también estan bien,
continte la lectura y registre los resultados para los aislamientos clinicos.

k) Interprete los resultados. La Tabla 10 presenta los didmetros de las zonas de
inhibicién y las concentraciones inhibitorias minimas (CIM) equivalentes para
las cepas probadas, conjuntamente con las interpretaciones estandar del NCCLS
de esos didmetros de zonas. La interpretacion puede clasificarse como sensible,
intermedia o resistente.

Después de interpretar los resultados, notitiquelos al laboratorio primario.

Prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos de Neisseria gonorrhoeae por
gradiente antimicrobiano en tiras de Etest®

La prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos con tiras de gradiente
antimicrobiano Etest®” es técnicamente tan sencilla como una prueba de difusién
en disco, pero proporciona resultados semicuantitativos de CIM. La tira estd
impregnada con un gradiente estandarizado del agente antimicrobiano, y el frente
de la tira tiene los valores de la CIM que serén leidos en correspondencia con la
inhibicién del crecimiento en la placa después de la incubacién. Siempre lea el
instructivo que se encuentra en el paquete de las tiras de Etest® y siga las
instrucciones del fabricante para hacer la prueba.

La prueba de susceptibilidad de N. gonorrhoeae a los antimicrobianos se realiza en
medio base GC con 1% de suplemento de crecimiento definido; los métodos para
la preparacién y el CC de este medio se incluyen en el Apéndice 2 (“Medios,
Reactivos y Control de Calidad”). La estandarizacion del indculo y los métodos
para la inoculacién de la placa de prueba son los mismos para el Etest® que para la
prueba de difusién en disco de N. gonorrhoeae; siga los pasos de a hasta g
(anteriores) y contintie entonces con el paso i (mds adelante). Las précticas de
control de calidad estrictas son de extrema importancia para el desarrollo
adecuado y la interpretaciéon apropiada de la prueba de susceptibilidad a los
antimicrobianos. Si las condiciones no pueden ser controladas y estandarizadas, es
mejor que el laboratorio no lleve a cabo prueba de susceptibilidad a los
antimicrobianos, ya que los resultados que se obtengan no podran ser
interpretados segun criterios estandarizados. Los resultados inadecuados no son
utiles para los clinicos, pueden causar dafios a los pacientes y no deben utilizarse
para generar politicas de salud publica para el tratamiento de la enfermedad.

* El Etest® puede ser caro; comuniquese con los fabricantes (AB BIODISK) para obtener informacién acerca
de los descuentos disponibles para los laboratorios en lugares de escasos recursos (véase el Apéndice 13).
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TABLA 10: Criterios de interpretacion de la susceptibilidad a los antimicrobianos de Neisseria gonorrhoeae

Punto de corte para la zona de inhibicion (mm) Cepa CCNCCLS para

Agente y (IM equivalente (ug/ml) 2 N. gonorrhoeae
antimicrobiano Susceptible Intermedia Resistente ATCC 49226
Penicilina =47 mm 27 — 46 mm <26 mm 26—34mm
(disco de 10 unidades) (= 0,06 ug/ml) (0,125 1,0 ug/ml) (= 2,0 ug/ml) (0,25 1,0 ug/ml)
Tetraciclina =38 mm 31-37mm <30mm 30-42mm
(disco de 30-pg) (<0,25 pg/ml) (0,5~ 1,0 ug/mi) (= 2,0 ug/mi) (0,25 1,0 ug/mi)
Espectinomicina =18 mm 15-17mm <14mm 23-29 mm
(disco de 100-pg) (= 32,0 ug/ml) (64,0 ug/mi) (= 128,0 pg/ml) (8,0 32,0 ug/ml)
Ceftriaxona ** =35mm ** *x 39-51Tmm
(disco de 30-pg) (= 0,25ug/ml) ** ** (0,004 - 0,016 pg/ml)
Cefixima ** =31mm ** ** 37 -45mm
(disco de 5-pg) (= 0,25 pg/ml) ** ** (0,004 - 0,03 pg/mi)
Ciprofloxacino =41mmb 28-40mm <27mm 48— 58 mm
(disco de 5-pg) (= 0,06 pg/mi) (0,125 - 0,5 pg/ml) (= 1,0 ug/ml) (0,007 - 0,008 pg/ml)
Ofloxacino =3Tmm 25-30 mm <24mm 43-5Tmm
(disco de 5-pg) (= 0,25 pg/ml) (0,5 1,0u9/ml) (= 2,0 ug/ml) (0,004 - 0,016 pg/mi)

**En el caso de ceftriaxona y cefixima, solo hay criterios de interpretacion para “susceptible” por las zonas y CIM. Los aislamientos
con rangos fuera de los valores expresados en esta tabla deben anotarse como de “susceptibilidad disminuida”y deben enviarse a
un laboratorio de referencia internacional para pruebas ulteriores.

a fuente: NCCLS (2002). Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing. Twelfth Informational Supplement. NCCLS
document M100-512 [ISBN 1-56238-454-6]. NCCLS, 940 West Valley Road, Suite 1400, Wayne, PA 19087-1898, USA.

b |2 experiencia reciente muestra que algunos aislamientos de gonococos con tamaios de zona de 36 mm para ciprofloxacino
(y por tanto dlasificados como “intermedios”seguin el criterio de NCCLS vigente) tienen CIM de 0,06 mg/ml y son clasificados como
“susceptibles” por el criterio vigente de NCCLS para la CIM, determinado por prueba de susceptibilidad de dilucion en agar.
Se necesita hacer mds investigacion para aclarar la relacién entre una (IM de 0,06 mg/ml de ciprofloxacino y el didmetro
correspondiente a la zona de inhibicion por difusion en disco que presentan estos microorganismos. Por consiguiente, se
recomienda que la susceptibilidad a los antimicrobianos de aislamientos cuyos didmetros de zona de inhibicién son de 36—-41 mm
se confirme por pruebas de CIM antes de clasificarlos como de resistencia intermedia a ciprofloxacino.

Los laboratoristas deben asegurarse de que las tiras de Etest® usadas para

las pruebas de susceptibilidad de N. gonorrhoeae a los antimicrobianos cubran
el rango apropiado de concentraciones de antibiéticos para esos
microorganismos.”

Métodos

a - g) Los métodos para la preparacién del in6culo estandarizado y la inoculacién
de las placas a probar se incluyen en los pasos a hasta g en ‘los métodos de
difusion en disco, presentados con anterioridad.

*' Tome nota de que para ciertos agentes antimicrobianos (particularmente algunos f lactdémicos), el Etest® estd
disponible en concentraciones de rango alto y bajo. Para pruebas de N. gonorrhoeae con Etest® de ceftriaxona,
por ejemplo, se recomienda que los laboratorios usen la concentracion de rango bajo (0,002 pg/ml — 32 pg/ml)
mejor que la concentraciéon de rango alto (0,016 pg/ml — 256 pg/ml). La lista completa de las tiras y los rangos
de concentraciones estd disponible en AB Biodisk (en http://www.abbiodisk.se/productsservice/product.htm).
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h) Saque las tiras de Etest® del congelador y deje que alcancen temperatura
ambiente (aproximadamente 30 minutos). Es extremadamente importante
guardar las tiras de Etest® que no van a ser utilizadas en un congelador
a-20°C.

i) Cuando esté seca la superficie de la placa, coloque las tiras de Etest® sobre la
superficie del agar con férceps estériles, con pinzas o con un dispensador, como
se ilustra en la Figura 7. (Asegurese de que los valores impresos de la CIM estén
boca arriba, es decir, que la superficie posterior de la tira que contiene el
gradiente de antimicrobiano esté en contacto con el agar). Una vez que el disco
haya tocado la superficie, no debe moverse.

Aunque el instructivo del fabricante de Etest® dice que se pueden usar hasta
dos tiras en una placa de 100-mm y hasta seis en una placa de 150-mm, en
este manual de laboratorio se recomienda utilizar solamente una tira de
Etest® por placa de 100 mm para N. gonorrhoeae, debido a que los
gonococos pueden tener amplias zonas de inhibicién. El nimero de tiras en
una placa de 150-mm estard determinado por la combinacién de los
farmacos a ser probados; las zonas de inhibicién no deben solaparse.

(Una vez que se haya determinado el rango de susceptibilidades de los
aislamientos locales de gonococos a varios agentes antimicrobianos con el
Etest® en placas de 100-mm, se puede valorar qué combinaciones de agentes
antimicrobianos pueden probarse en una placa de 150 mm sin que exista
solapamiento de las zonas de inhibicién (por lo regular son de tres a cuatro
agentes antimicrobianos.)

j) Incube la placa inoculada con el Etest® de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (por lo regular de 20 a 24 horas a 35°C-36,5°C en una atmosfera de
5% de CO»).

k) Después de incubar durante 20-24 horas, habra una elipse de inhibicién del
crecimiento bacteriano en la placa alrededor de la tira de Etest® y se podrén leer
los valores de la CIM (véase la Figura 8).

Las marcas de graduacion en la tira de Etest® corresponden a las
concentraciones estdindar para el método de dilucién en agar, pero también
incluyen incrementos entre esos valores estandar. Los valores estdndar (véase
la Tabla 27 en el Apéndice 7) se usan para interpretar y notificar los
resultados de la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos. Se sugiere
incluir en los registros de laboratorio para la prueba tanto la lectura real del
valor de la tira como el préximo valor estaindar mads alto (el valor usado para
la interpretacion). Por ejemplo, si probamos la susceptibilidad de un
aislamiento de gonococo a ciprofloxacino, una CIM registrada de las
graduaciones en la tira de Etest® pudiera ser de 0,094 pg/ml; sin embargo, la
CIM notificada serfa 0,125pug/ml, y podria interpretarse que el
microorganismo presenta resistencia intermedia a ciprofloxacino.
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1) Lea los resultados para ATCC 49226 y compdrelos con los valores en la Tabla 9;
si estdn bajo control, continte la lectura y compare los resultados para las otras
cepas y los rangos probados de CC. Si estos ultimos estan también bajo control,
continde la lectura y el registro de los resultados para los aislamientos clinicos.
Es esencial revisar los resultados de CIM de las cepas de control de calidad
antes de interpretar las CIM de los aislamientos clinicos.

m) Lea e interprete los resultados para las cepas de prueba. La Tabla 10 presenta los
criterios de interpretacion del NCCLS (susceptible, intermedia, resistente) para
diferentes antimicrobianos, incluidos aquellos cominmente recomendados para
el tratamiento primario de la gonorrea no complicada.

En la Figura 8 se presentan una guia de lectura para la interpretacion de los
resultados de la susceptibilidad a los antimicrobianos por Etest® y una orientaciéon
para la lectura de las CIM de las tiras de Etest®. La guia, incluida con el permiso de
AB Biodisk, muestra la forma en que aparece el crecimiento alrededor de la tira y
proporciona informacién sobre cémo debe interpretarse la prueba.

Cuando se lee cualquier resultado de las pruebas de susceptibilidad a los
antimicrobianos para N. gonorrhoeae, se debe prestar atencion a los valores criticos
que indican la necesidad de repetirlas. La Tabla 11 presenta los valores criticos de
las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos a los que el laboratorio debe
estar muy atento. Si los resultados de la CIM de un microorganismo son mads altos
que los que se indican para el agente antimicrobiano especifico, el laboratorio de
referencia debe volver a probar el aislamiento. Si los resultados siguen siendo
atipicos, debe confirmarse la identificacion del microorganismo, asegurarse de que
la prueba se estd haciendo correctamente y, entonces, probar otra vez el
aislamiento. Si la CIM sigue siendo alta, notifique al laboratorio nacional y a un
laboratorio internacional de referencia y envie el aislamiento para una
investigacion completa. Las instrucciones para preservar y guardar los aislamientos
se presentan en el Apéndice 11. El Apéndice 12 incluye instrucciones relacionadas
con las regulaciones, debido embalaje y embarque de los aislamientos.

Cuando el valor de la susceptibilidad se confirma al repetir la prueba, el
laboratorio de referencia que hizo la confirmacién debe notificar los resultados al
laboratorio que envi6 la muestra, asi como a otros laboratorios de la red regional e
internacional. Si el aislamiento representa un nuevo fenotipo de resistencia a los
antimicrobianos, es importante que el laboratorio de referencia que hizo la
confirmacion disemine cultivos preservados del aislamiento a otros laboratorios de
referencia para su inclusion entre las cepas de control de calidad de las pruebas de
susceptibilidad. Los aislamientos que muestran un patrén de resistencia no
descrito previamente no deben ser utilizados para la investigacion cientifica (es
decir, para determinar mecanismos de resistencia) sin permiso de los clinicos o del
laboratorio de origen.
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Datos para la toma de decision

Las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos se pueden hacer con un
aislamiento presuntivamente identificado como N. gonorrhoeae, aunque deben
completarse las pruebas confirmatorias antes de que los resultados que confirman
que la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos excede los valores criticos
de CIM sean notificados. (Por ejemplo, antes de notificar los resultados, los
laboratorios deben confirmar la identificacién del microorganismo que muestra
una CIM inesperadamente alta, por ejemplo, con ceftriaxona.) Una vez que el
laboratorio haya determinado la susceptibilidad a los antimicrobianos, la
informacién debe ser notificada a las autoridades de salud publica oportunamente.
Para generar una politica de tratamiento hay que considerar lo siguiente:

Los laboratorios deben pesquisar y notificar los valores para los agentes
antimicrobianos mds comunmente utilizados en el tratamiento primario de la
gonorrea en la region, e idealmente, también para los medicamentos de segunda
linea.

Los “valores de alerta” de CIM pueden ser herramientas ttiles para iniciar
(fortalecer) la vigilancia y las investigaciones epidemioldgicas para determinar si
existe una asociacion entre la susceptibilidad in vitro de una cepa y el éxito
clinico.

Las cefalosporinas de espectro extendido, fluoroquinolonas y la espectinomicina
son reconocidas como los agentes antimicrobianos mds efectivos para el
tratamiento de la gonorrea en la mayor parte del mundo.

El agente antimicrobiano y la dosis seleccionados deben ser efectivos contra, por
lo menos, un 95% de las cepas locales de gonococos.

El agente antimicrobiano seleccionado debe ser econémico.
El agente antimicrobiano seleccionado debe estar disponible rapidamente.

Debe ser posible guardar el agente antimicrobiano seleccionado en condiciones
(por ejemplo, refrigeracién) que permitan mantener su actividad.

Es importante considerar los factores sefalados cuando se toman decisiones
relacionadas con el tratamiento de la gonorrea. La determinacién de la
susceptibilidad a los antimicrobianos de los agentes terapéuticos ayudard a las
autoridades de salud publica a revisar la propiedad de las recomendaciones para el
tratamiento de las poblaciones locales, y la vigilancia de la susceptibilidad a los
antimicrobianos promoveri el control efectivo de la enfermedad.
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Shigella

IDENTIFICACION Y PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD
A LOS ANTIMICROBIANOS

1 género Shigella estd dividido en cuatro subgrupos: Shigella dysenteriae

(Subgrupo A), Shigella flexneri (Subgrupo B), Shigella boydii (Subgrupo C) y

Shigella sonnei (Subgrupo D). Cada subgrupo, con la excepcion de S. sonnei,
tiene varios serotipos (véase la Tabla 15). En general, S. sonnei es mas comun en los
paises desarrollados y S. flexneri y S. dysenteriae serotipo 1, en paises en desarrollo.
Las proporciones de cada subgrupo varian de un pais a otro, aunque la disenteria
epidémica en paises en desarrollo es causada frecuentemente por S. dysenteriae 1,
un agente patdgeno que rara vez es virulento. El sello distintivo de la infeccién por
Shigella es la diarrea con sangre, frecuentemente conocida como “disenteria”. Sin
embargo, en casi la mitad de los casos, las infecciones por Shigella causan diarrea
aguda no sanguinolenta que no se puede distinguir clinicamente de la diarrea
causada por otros agentes patdgenos entéricos. La gravedad de los sintomas parece
estar relacionada con la dosis de ataque.

Las cepas de Shigella dysenteriae serotipo 1 difieren de otras cepas de Shigella por
varias razones:

+ Solo S. dysenteriae 1 causa epidemias de disenteria grandes y prolongadas.

+ Lainfeccién con S. dysenteriae 1 causa enfermedad mds grave, mas prolongada
y con mayor letalidad que las infecciones producidas por otros grupos de
Shigella.

+ La resistencia a los antimicrobianos se desarrolla mds rapidamente y ocurre con
mayor frecuencia cuando se trata de cepas de S. dysenteriae 1 que con otros
grupos.

En esta secciéon del manual se trata el aislamiento, la identificaciéon y las pruebas de
susceptibilidad de las cepas de Shigella a los antimicrobianos.
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Los métodos para obtener y transportar muestras fecales, el aislamiento primario y
la identificacién presuntiva en agar selectivo se incluyen en los Apéndices 9 y 10.
Los aislamientos sospechosos de ser Shigella deben ser subcultivados en un medio
no selectivo (por ejemplo, agar hierro de Kligler [AHK] o agar hierro triple azicar
[AHTA]) en preparacion, para la identificacion por serologia en ldmina y pruebas
bioquimicas. La Figura 36 presenta un diagrama de flujo para el aislamiento e
identificacion de Shigella, y la Figura 37 proporciona un modelo de planilla que
puede usarse para registrar los resultados de las pruebas.

Analisis bioquimicos de deteccion

La identificacién de los serogrupos de Shigella comprende dos pruebas: la
bioquimica y la seroldgica. Se aconseja usar medios bioquimicos de deteccién para
evitar la pérdida de antisueros. Para la mayoria de los laboratorios, el AHK o el
AHTA serd el inico medio util para detectar aislamientos con sospecha de ser
Shigella. Si se desea hacer una prueba adicional, se puede usar el medio de
motilidad antes de hacer la prueba serolégica.

Agar hierro de Kligler y agar hierro triple aziicar

Para obtener reacciones verdaderas en AHK, AHTA u otras pruebas bioquimicas,
se debe usar un cultivo puro para inocular el medio. Seleccione cuidadosamente al
menos una colonia bien aislada de cada tipo en cada tipo de placa de las que
fueron estriadas para aislamiento (por ejemplo, si hay colonias sospechosas no
fermentadoras de la lactosa que difieren en apariencia macroscépica, debe hacerse
una prueba separada para cada una de ellas). Con una aguja de inoculacién toque
ligeramente solo el centro de la colonia sin tocar el resto de la colonia ni la
superficie de la placa porque si lo hace, puede tomar contaminantes que podrian
estar en la superficie del agar. Si tuviera dudas de que una colonia especifica esté
suficientemente aislada de las colonias que la rodean, purifique la colonia
sospechosa estridndola en otra placa de agar; después de lo cual se puede inocular
la superficie inclinada (cunas) del AHK o de AHTA. En cada medio de prueba solo
debe inocularse una colonia.

Para inocular los tubos de AHK y AHTA se pincha el extremo (tope) y se estria la
superficie de la cuna. Después de incubar por 18 a 24 horas a 35°C-37°C, se debe
observar la superficie inclinada del agar para ver las reacciones tipicas de Shigella.
En la mayoria de las pruebas bioquimicas se deben soltar las tapas de los tubos
antes incubador. Esto es especialmente importante cuando se usa AHK y AHTA. Si
las tapas estan muy apretadas y existen condiciones de anaerobiosis en el AHK o
en el AHTA, las reacciones caracteristicas de Shigella pueden no ocurrir y podria
obtenerse un resultado erréneo. Ademas, los tubos de AHK y AHTA deben
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FIGURA 36: Diagrama de flujo para el aislamiento y la identificacion de cepas de Shigella

Las muestras de heces deben ser sembradas en dos medios
selectivos diferentes (AMCy DXL) tan pronto como sea
posible una vez que llegan al laboratorio. (Si no se dispone

de agar DXL, use ADC o agar HE.) Siembre una

de la suspensién de las heces o use un hisopo rectal/ fecal.

sola gota

<

AMC: convexas incoloras, 2—3* mm
DXL: rojas o incoloras 1-2* mm
(ADC: colonias incoloras, 2-3* mm)
(HE: colonias verdes, 2—3* mm)

S

Colonias de apariencia diferente en agar
selectivo (fermentacion de la lactosa o
colonias fermentadoras de la xilosa)

= negativo *

*Las colonias de S. dysenteriae serotipo 1
pueden ser mds pequefias.

Use cultivo puro (centro de las colonias bien aisladas) para inocular AHK 0 AHTS

y

AHK: K/A, no gas, no H,S

*K= cufia alcalina (roja);
A= botdn dcido (amarillo)

Pesquisaje bioquimico opcional

AHTA: K/A, 10 gas, o HyS

Motilidad: negativa
Urea: negativa
AHL: K/A (cufa pirpura /
boton amarillo)

No gas, no H,S

= sospechosa de Shigella *

(Use crecimiento de

AHK: otro patrén

AHTA: otro patrén

= negativo*

Identificacion seroldgica

AHK, AHTA 0 AHL
Por serologia en Idmina) o

y

(Si

Antisuero monovalente A1
aglutinacion + = S. dysenteriae 1)

(uando una colonia es

identificada seroldgicamente,
no es necesario probar otras
colonias de la misma muestra.

-

Y

(Si negativa con antisuero AT)

Antisuero polivalente B
(Si aglutinacién + =
S. flexneri)

v

(Si negativa con antisuero B)

Antisuero polivalente D
(Si aglutinacion + =
S. sonnei)

Prueba de susceptibilidad a los
antimicrobianos (método estandarizado de
difusion en disco en agar Mueller-Hinton)
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TABLA 15: Reacciones de Shigella en pesquisajes bioquimicos

Medio de pesquisaje Reaccion de Shigella Figura (ntimero)
Agar hierro de Kligler (AHK) K/A, no produce gas (cufia roja/fondo amarillo) @ Figura 38
Agar hierro triple aziicar (AHTA) | K/A, no produce gas (cuia roja/fondo amarillo)? ~

H,S (sobre AHK o AHTA) Negativa (una reaccién positiva pondria el medio ennegrecido) ~
Motilidad Negativa Figura 39
Urea Negativa Figura 40
Indol Positivo or Negativo ~

Agar hierro lisina (AHL) K/A (cufia parpura / botén amarillo) P Figura 41

@K = alcalina (rojo); A = 4cido (amarillo). Algunas cepas de S. flexneri serotype 6 y S. boydii producen gas a partir de
glucosa.

bK = alcalina (ptrpura); A = dcido (amarillo). Una reaccién alcalina (ptrpura) en la cufia del medio indica que la
lisina fue descarboxilada. Una reaccién dcida (amarillo) en el fondo indica que la lisina no fue descarboxilada.

prepararse de manera que el tope sea profundo (aproximadamente 3,5 cm) y la
cuna larga (aproximadamente 2,5 cm). De manera caracteristica, la Shigella
produce una cufia alcalina (roja) y un fondo 4cido (amarillo); produce poco o
nada de gas y no produce H;S (véanse la Tabla 15 y la Figura 38). Solo unas pocas
cepas de S. flexneri serotipo 6 y cepas muy raras de S. boydii producen gas en AHK
o AHTA.

Agar motilidad

El agar motilidad debe ser inoculado con una aguja recta de inoculacion, haciendo
un solo pinchazo hacia abajo de 1-2 cm en el medio. La superficie del agar
motilidad debe estar seca cuando se use, ya que la humedad puede causar el
crecimiento de un microorganismo no maévil por los lados del agar, creando una
nube de crecimiento y aparentando ser mévil. El agar motilidad puede ser
inoculado con crecimiento de AHK o AHTA, que muestre una reaccion tipica de
Shigella. Otra opcién es inocular el agar motilidad al mismo tiempo que la cuna
del AHK o de AHTA, usando la misma aguja de inoculacién sin volver a tocar la
colonia (Cuando vaya a inocular el agar motilidad al mismo tiempo que el AHK o
el AHTA, use la misma colonia para inocular primero el agar motilidad y después
el AHK o el AHTA, pinchando el tope y estriando luego la superficie de la cuna.
No seleccione una segunda colonia para inocular el AHK o0 AHTA después de
que se haya inoculado el agar motilidad, porque podria representar un
microorganismo diferente.

Examine después de incubar durante toda la noche a 35 °C-37 °C. La motilidad
esta indicada por la presencia de un crecimiento difuso (que aparece como una
nubosidad del medio) lejos de la linea de inoculacion (Figura 39). Los
microorganismos inméviles no crecen fuera de la linea de inoculacién. Los
laboratoristas con poca experiencia pueden tener dificultad para leer las reacciones
de motilidad, por lo tanto, las reacciones deben ser comparadas con las cepas
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FIGURA 38: Reaccion tipica de Shigella en agar hierro de Kligler (AHK): cuiia alcalina y tope acido
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control positiva y negativa. Las cepas de Shigella son siempre inméviles (véase la
Tabla 15).

El medio combinado de motilidad sulfito indol esta disponible comercialmente en
forma deshidratada (véase el Apéndice 2, “Medios, Reactivos y Control de
Calidad”), y se puede usar en lugar del medio de motilidad.

Andlisis bioquimicos adicionales

Se pueden usar otras pruebas bioquimicas (por ejemplo, medio de urea y agar
hierro lisina [AHL]) para el estudio adicional de los aislamientos antes de las
pruebas con los antisueros (véase la Tabla 15). Debe determinarse el valor de estas
otras pruebas antes de implantar su uso rutinario; la justificacion de utilizar cada
prueba se presenta con cada uno de los siguientes métodos. En el Apéndice 2 se
describen los medios, su preparacion y las cepas sugeridas para el control de
calidad.

Medio de urea

El medio de urea permite pesquisar los microorganismos productores de ureasa
(por ejemplo, Klebsiella y Proteus). El agar urea se inocula en abundancia sobre
toda la superficie de la cuna. Afloje las tapas antes de incubar toda la noche a
35°C-37°C. Los cultivos positivos a la ureasa producen una reaccién alcalina
en el medio, que muestra un color entre rosado y rojo (Figura 40). Los
microorganismos ureasa negativos no cambian el color del medio, que es entre
rosado pélido y amarillo. Las Shigella son siempre ureasa negativas.

Agar Hierro Lisina

El AHL es muy itl en el pesquisaje de Hafnia spp. y de ciertas cepas de E. coli,
Proteus y Providencia. El AHL debe ser inoculado con un pinchazo en el tope y
estriando la cufna. Después de la incubacion durante 18-24 horas a 35°C-37°C, los
microorganismos que producen lisina descarboxilasa en el AHL causan una
reaccion alcalina (de color purpura) en el tope del medio de cultivo y también en la
cuna (véase la Figura 41). Un ennegrecimiento del medio indica la produccién de
H,S Los microorganismos que descarboxilan deficientemente la lisina producen
una cufia alcalina (ptrpura) y un tope dcido (amarillo), no producen gas, ni HjS.
Las especies de Proteus y Providencia con frecuencia producen una cufia roja
causada por la desaminacion de la lisina. El agar hierro lisina debe ser preparado de
manera que los tubos tengan un tope profundo (aproximadamente de 3,5 cm). Las
Shigella son lisina negativas y de manera caracteristica producen una cua alcalina
(purpura), un tope 4cido (amarillo), no producen gas, ni H,S en AHL.

Identificacion seroldgica de Shigella

Es necesario hacer una prueba para identificar los aislamientos de Shigella. Esta
prueba se realiza normalmente por aglutinacién en ldmina con sueros polivalentes
de antigeno de grupo somitico (O), seguido, en algunos casos, de la prueba con
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FIGURA 39: Medio de motilidad mostrando un organismo inmavilen  FIGURA 40: Reacciones en medio de ureasa
el tubo de la izquierda y un organismo mvil en el tubo de la derecha

(ST

Inmdvil

Un color rosado se desarrolla en una reaccion de
ureasa positiva (tubo de la izquierda).

antisueros monovalentes para la identificacion serotipica especifica. El antisuero
monovalente de S. dysenteriae 1 se requiere para la identificacién de este serotipo,
que es la causa mds frecuente de disenteria epidémica grave (véase la Tabla 16).
Una vez que una colonia de una placa ha sido identificada como Shigella, no es
necesario probar nuevas colonias de la misma muestra.

Los laboratoristas deben saber que algunos antisueros comerciales de Shigella
son rotulados o empaquetados de manera diferente, vale decir, dos paquetes con
diferentes nombres pueden contener los mismos antisueros. Por ejemplo el
polivalente A de Shigella, que incluye los antisueros de los serotipos 1 a 7, también
puede ser marcado como polivalente Al. El antisuero monovalente puede estar
marcado de tal forma que podria confundirse con el antisuero polivalente; por
ejemplo, el antisuero monovalente de S. dysenteriae 1 puede estar rotulado como
“Shigella A1” en lugar de “S. dysenteriae serotipo 1”. (La Tabla 16 puede ser muy
util para ver los subgrupos y serotipos asociados con la designacién de la
nomenclatura de Shigella.) Cuando se utilizan nuevos lotes de antisueros, los
laboratoristas deben leer las instrucciones del paquete o verificar con el fabricante
si el rétulo no es suficientemente claro. Todos los lotes de antisueros deben
someterse a un control de calidad antes de usarlos (véase el Apéndice 2).
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FIGURA 41: Reacciones en medio de agar hierro lisina (AHL)

Los microorganismos positivos a la lisina descarboxilasa producen un color ptirpura en el medio de AHL
(tubo de la derecha). Los microorganismos negativos a la lisina producen un color amarillo (4cido) en el
fondo (tubo de la izquierda).
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TABLA 16: Designaciones de los subgrupos y serotipos de Shigella

Shigella Designacion de subgrupo Serotipos (La etiqueta en el antisuero
(nombre comtn) (antisuero polivalente) (antisuero monovalente)  comercial puede también decir)
S. dysenteriae Grupo A 1-152b (A1,A2,A3,...,A13)

S. flexneri Grupo B 1-6,X,Y (B1,B2,B3,B4,B5,B6)

S. boydii® Grupo C 1-19b ((1,Q2,Q3,...,Q18)

S. sonnei Grupo D 1 (D7)

2 La deteccion de . dysenteriae 1 es de particular importancia, ya que es extraordinariamente virulenta y causa disenteria endémica
0 epidémica con alta tasa de mortalidad. Se requiere anticuerpo monovalente (absorbido) para identificar aislamientos de
S. dysenteriae 1.

bSe ha informado de otros serotipos provisionales, pero al momento de imprimir este manual, no habia antisueros de esos nuevos
serotipos disponibles comercialmente.

¢Dado que los aislamientos de S. boydii son sumamente raros, no se justifica el costo de buscar su deteccion de manera rutinaria.

Aglutinacion en ldmina

Dado que la bacteria S. dysenteriae 1 es la mds comun entre los agentes de la
disenteria epidémica (seguida por S. flexneri y la S. sonnei), los aislamientos con
reacciones tipicas en el analisis bioquimico deben estudiarse primero con el
antisuero monovalente A1, después con el antisuero polivalente B y por dltimo con
el antisuero polivalente D. Cuando se obtenga una reaccién de aglutinacién
positiva con uno de estos antisueros, significa que se ha identificado el subgrupo
de la cepa de Shigella y ya no serd necesario realizar nuevas pruebas con antisueros,
porque el subgrupo C de S. boydii es muy raro y agregar analisis de rutina para
detectarlo no representa ningtin costo-beneficio.

a) Las pruebas de aglutinacién deben realizarse en una placa de Petri o en una
ldmina de cristal limpia. Divida la ldmina en secciones con un lapiz de ceray
coloque una pequefia gota de solucién salina fisiolégica en cada seccion para la
prueba en ldmina.

b) Saque una porcién del crecimiento de la superficie del AHK, AHTA, agar
infusién de corazén (AIC) u otro medio no selectivo de agar usando un asa de
inoculacién o aguja, un palillo aplicador estéril o un mondadientes. (Las
pruebas seroldgicas no deben hacerse con crecimiento de medios selectivos
como agar MacConkey o agar DXL, porque pueden dar resultados serolégicos
falsos negativos.) Emulsifique el crecimiento en cada gota de solucién salina
fisiolégica en la ldmina y mezcle completamente la suspensién para hacerla
moderadamente lechosa.

¢) Anada una pequena gota de antisuero a una de las suspensiones; la segunda
suspension sirve como control. Para conservar el antisuero, pueden usarse
volimenes muy pequefios, por ejemplo, 10 ml. Si no se cuenta con
micropipetas, se debe usar un asa curva de inoculacién para dispensar pequenas
cantidades de antisueros (véase la Figura 32). Regularmente, se mezclan
volimenes aproximadamente iguales de antisuero y de suspension de
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crecimiento, aunque el volumen de la suspension puede ser incluso el doble del
volumen del antisuero.

d) Mezcle bien la suspension y el antisuero y a modo de mecedora mueva la
lamina varias veces para observar la autoaglutinacién (véase la Figura 2). La
aglutinacién se ve mejor si la ldmina se mira bajo una luz brillante y sobre un
fondo negro. Si la reaccién es positiva, entre 30 segundos y 1 minuto aparecerd
el precipitado (véase la Figura 42). Examine la suspension de salina
cuidadosamente para estar seguro de su uniformidad y de que no muestra
grumos causados por la autoaglutinacion. Si hay autoaglutinacion, el cultivo es
“rugoso” y no sirve para la serotipificacion.

Los cultivos que reaccionan serolégicamente y no muestran resultados conflictivos
en las pruebas de andlisis bioquimico se notifican como positivos de Shigella.

La resistencia a los antimicrobianos estd aumentando en muchas partes del
mundo, por lo tanto, el monitoreo de la resistencia de la susceptibilidad a los
antimicrobianos de Shigella cobra una importancia mayor. El método de difusién

FIGURA 42: Identificacion seroldgica: reacciones de aglutinacion de aislamientos de Shigella

El antisuero de Shigella aglutinard las cepas del mismo subgrupo o serotipo (derecha); por el contrario, la suspension de
Shigella de la izquierda no aglutina cuando se mezcla con salina.
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en disco presentado en este capitulo es una modificacién de la técnica de Kirby-
Bauer, que ha sido cuidadosamente estandarizada por el NCCLS,” y si se desarrolla
precisamente de acuerdo con el protocolo que sigue, proporcionard datos que
pueden realmente predecir la efectividad in vivo del firmaco en cuestion. No
obstante, cualquier desviacion del método puede invalidar los resultados de la
prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos. Por esta razon, si el laboratorio
no cuenta con recursos para llevar a cabo la prueba de difusién en disco tal y como
se describe, debe enviar los aislamientos a otros laboratorios para hacer la prueba
de susceptibilidad a los antimicrobianos.

En este manual se presentan los métodos especificos para la determinacion de la
susceptibilidad a los antimicrobianos de las cepas de Shigella; de cualquier modo,
hay algunos lineamientos generales que deben ser considerados antes de proceder,
a saber: analizar los aislamientos desde el inicio del brote; probar los agentes
antimicrobianos apropiados; proporcionar oportunamente informacion a las
autoridades de salud publica y monitorear periddicamente la epidemia por si
surgen cambios en los patrones de susceptibilidad a los antimicrobianos.

* Analizar los aislamientos desde el inicio del brote
Debe determinarse la susceptibilidad a los antimicrobianos de los primeros
30 a 50 aislamientos identificados por el laboratorio al comienzo de una
epidemia. Este nimero proporcionard suficiente informacién para establecer la
politica de tratamiento con antimicrobianos. A continuacién, el laboratorio
debe llevar a cabo encuestas periddicas para detectar cualquier cambio en los
patrones de susceptibilidad a los antimicrobianos. (Los manuales de vigilancia
de la Organizacién Mundial de la Salud [OMS] son dtiles para ver céomo hacer
encuestas).

*  Probar los agentes antimicrobianos apropiados
El laboratorio debe probar periédicamente solo los agentes antimicrobianos
que estén disponibles en el pais o los recomendados por la OMS como eficaces
en el tratamiento de la shigelosis (véase la Tabla 17). Ademds, si durante la
primera ronda de pruebas todos los aislamientos son resistentes a un agente
antimicrobiano en particular (por ejemplo, ampicilina), probablemente no se
justifique volver a hacer pruebas contra estos agentes en futuras rondas de
andlisis de la cepa del brote (aunque si puede hacerse una o dos veces al ano para
confirmar la resistencia). El envio de 10 6 20 de los aislamientos iniciales a un
laboratorio internacional de referencia puede servir para confirmar la
identificacion de la cepa y el patron de susceptibilidad a los antimicrobianos. En
el Apéndice 12 se incluyen los lineamientos para el embalaje y embarque de los
agentes etioldgicos.

** Se conocia anteriormente con el nombre de Comité Nacional para Estandares de Laboratorio Clinico (cono-
cido ahora solo por su sigla), el NCCLS es una organizacion internacional, interdisciplinaria, educacional y no
lucrativa que anualmente elabora, por consenso, actualizaciones y lineamientos estandar para la atencién de
salud.
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*  Proporcionar oportunamente informacioén a las autoridades de salud piiblica
Una vez que se ha hecho el aislamiento de los microorganismos y
determinado los patrones de susceptibilidad a los antimicrobianos, estos
resultados deben transmitirse lo antes posible a los epidemi6logos nacionales
y a otras autoridades de salud publica. Los datos pueden usarse para hacer
decisiones racionales con respecto a las politicas de tratamiento antimicrobiano.

«  Monitorear periddicamente la epidemia para detectar cambios en la susceptibili-
dad a los antimicrobianos
A medida que avanza la epidemia de disenteria, se deben llevar a cabo
encuestas periodicas de 30 6 50 aislamientos del microorganismo epidémico
para detectar cualquier cambio en sus patrones de susceptibilidad a los
antimicrobianos. Estas encuestas deben realizarse cada 2 a 6 meses,
dependiendo de las condiciones y de los recursos. Cualquier cambio que se
detecte debe notificarse a los epidemi6logos nacionales y a otras autoridades de
salud publica de forma tal que, si fuera necesario, se pueda modificar la politica
de tratamiento antimicrobiano. Ante un cambio significativo, es una buena
practica enviar los aislamientos a un laboratorio internacional de referencia
para su confirmacién.

Agentes antimicrobianos para el tratamiento y las pruebas de Shigella

La OMS recomienda los siguientes agentes antimicrobianos para el tratamiento de
la infeccién por Shigella: ampicilina, ciprofloxacino, norfloxacino, enoxacino, dcido
nalidixico, pivmecilinam y trimetoprima-sulfametoxazol (cotrimoxazol).

Los agentes antimicrobianos recomendados por la OMS para usar en las pruebas
de susceptibilidad de Shigella, se presentan en la Tabla 17. Estas recomendaciones
son de 2002.

Las pruebas de Shigella con ciertos antimicrobianos pueden producir resultados
enganosos cuando los resultados in vitro no corresponden con la actividad in
vivo. Por ejemplo, los aislamientos de Shigella, por lo regular son susceptibles a los

TABLA 17: Agentes antimicrobianos que recomienda la OMS para usar en las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos
de aislamientos de Shigella

Agentes antimicrobianos para pruebas de susceptibilidad de aislamientos de Shigella

Trimetoprima-sulfametoxazol (cotrimoxazol)
Cloranfenicol

Ampicilina

Acido nalidixico *

*Si el aislamiento es resistente al dcido nalidixico, debe someterse a prueba de susceptibilidad a ciprofloxacina,
y es probable que exhiba susceptibilidad reducida a dicho antibidtico
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aminoglucdsidos (como gentamicina y kanamicina) y a la primera y segunda
generacion de cefalosporinas en la prueba de difusion en disco. No obstante,
frecuentemente el tratamiento con estos medicamentos no es efectivo [NCCLS
2002].

La seleccion del tratamiento antimicrobiano debe estar basada en los resultados de
pruebas recientes de susceptibilidad de las cepas de Shigella obtenidas de la misma
region (o de zonas cercanas, si la infeccion por Shigella es nueva en el drea).
Lamentablemente, la resistencia de las cepas de Shigella a ampicilina y
trimetoprima-sulfametoxazol estd muy extendida. El dcido nalidixico, que
anteriormente se usaba como medicamento de respaldo para tratar la shigellosis
resistente, es ahora el firmaco de eleccién en la mayoria de los lugares, aunque estd
surgiendo resistencia en muchas partes. Cuando exista resistencia al dcido
nalidixico, las cepas de Shigella deben probarse con ciprofloxacino, aunque las
cepas resistentes al dcido nalidixico a menudo presentan susceptibilidad reducida a
ciprofloxacino. El pivmecilinam (pivoxil amdinocilina) es todavia efectivo para la
mayoria de las cepas de Shigella, pero es probable que no se pueda obtener
facilmente. Las fluoroquinolonas (por ejemplo, ciprofloxacino, norfloxacino y
enoxacino) son a menudo caras y quizds no se pueda disponer de ellas facilmente;
solo deberd considerarse su uso cuando aislamientos de Shigella sean resistentes al
acido nalidixico.

A mediados del ano 2000, cuando se escribia este documento, las cepas de Shigella
eran a menudo resistentes a ampicilina, trimetoprima-sulfametoxazol,
metronidazol, estreptomicina, tetraciclina, cloranfenicol y a las sulfonamidas.
Ademds, aunque esta bacteria puede ser susceptible a algunos agentes
antimicrobianos in vitro, podria no estar documentada su eficacia in vivo.
Ejemplos de estos agentes son los nitrofuranos (nitrofurantoina, furazolidona), los
aminoglucésidos (gentamicina, kanamicina), cefalosporinas de primera y segunda
generacion (cefalexina, cefamandol) y amoxicilina.

Prueba de susceptibilidad de las cepas de Shigella a los antimicrobianos por difusion en
disco

El método de difusion en disco para la prueba de susceptibilidad a los
antimicrobianos es similar al descrito en el capitulo correspondiente a S. Typhi,
y se resume en la Figura 33. En el Apéndice 9 se muestran los suministros de
laboratorio necesarios para la prueba de difusion en disco correspondientes a
Shigella. Esta seccion describe siete pasos para la prueba de susceptibilidad de las
cepas de Shigella a los antimicrobianos por el método de difusién en disco.

1. Prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos en agar Mueller-Hinton
El medio de agar Mueller-Hinton es el tinico que ha sido validado por el
NCCLS. Siempre debe usarse agar Mueller-Hinton vertido a una profundidad
uniforme de 3 a 4 mm, para la prueba de susceptibilidad a los
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antimicrobianos por difusion en disco, de acuerdo con los lineamientos
internacionales y del NCCLS. Debido a que la forma en que se prepare el
Mueller-Hinton puede afectar los resultados de la prueba de difusion en disco,
deben seguirse estrictamente los métodos y las instrucciones de control de
calidad presentados en el Apéndice 2.

. Turbidez estdndar de McFarland

Antes de comenzar la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos se debe
preparar una turbidez estindar de 0,5 en la escala de McFarland y controlar su
calidad (véase el Apéndice 2, Figura 50). Si se cierra bien y sella para prevenir la
evaporacion y se almacena en la oscuridad, la turbidez estaindar puede
permanecer almacenada hasta 6 meses. La turbidez estindar de 0,5 en la escala
de McFarland se usa para ajustar la turbidez del in6culo para la prueba de
susceptibilidad a los antimicrobianos.

. Preparacion del inéculo

Todo cultivo que se someta a prueba debe ser estriado en un medio de agar no
inhibitorio (por ejemplo, agar sangre, agar infusién cerebro corazén o agar
triptona soya [ATS]) para obtener colonias aisladas. Después de incubar
durante toda la noche a 35°C, seleccione con una aguja de inoculacién o un asa
cuatro o cinco colonias bien aisladas y transfiera el crecimiento a un tubo estéril
de salina o de caldo no selectivo (por ejemplo, caldo Mueller-Hinton, caldo
infusion de corazon o caldo triptona soya [CTS]) y pdngalas en el mezclador
vortex. Debe compararse la suspension bacteriana con la turbidez estandar de
0,5 en la escala de McFarland. Esta comparacion se facilita si se observan los
tubos contra un pedazo de papel blanco en el que se hayan trazado unas lineas
negras precisas (véase el Apéndice 2, Figuras 51 y 52). Debe agitarse la turbidez
estdndar en un mezclador vortex inmediatamente antes de usarla. Si la
suspension bacteriana no tiene la misma densidad que la de la turbidez
estandar de 0,5 en la escala de McFarland, reduzca la turbidez anadiéndole
salina o caldo estéril; para aumentarla, anddale mds crecimiento bacteriano.

Otro método para preparar el in6culo es el de crecimiento. Tome cuatro o cinco
colonias del crecimiento de toda la noche en agar e inoctlelas en caldo (caldo
de Mueller-Hinton, caldo infusién de corazén o caldo TS). Incube el caldo a
35°C hasta que se enturbie (por lo regular de 16 a 24 horas) y ajuste luego la
turbidez a la densidad apropiada.

. Procedimiento para la inoculacién

A los 15 minutos de haber ajustado la turbidez de la suspensién del in6culo,
introduzca un hisopo de algoddn estéril en la suspension. Presionando
firmemente contra la pared interna del tubo, justo sobre el nivel del liquido,
rote el hisopo para quitar el exceso de liquido. Estrie tres veces el hisopo sobre
toda la superficie del medio, rotando la placa con un giro de aproximadamente
60 grados después de cada aplicacion, para asegurar una distribucién uniforme
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del in6culo (véase la Figura 34). Por dltimo, pase el hisopo alrededor de todo el
borde de la superficie del agar.

5. Discos de antimicrobianos
Los discos de antimicrobianos suministrados para la prueba deben estar
guardados en el refrigerador (a 4°C). Saque los discos del refrigerador; el
paquete que contiene los cartuchos debe permanecer cerrado a temperatura
ambiente durante 1 hora aproximadamente, para permitir que la temperatura
se equilibre; esto reduce la condensacién en los discos. Si se usa un aparato
dispensador de discos, este debe tener una tapa bien apretada, guardarse en el
refrigerador y mantenerse a temperatura ambiente antes de usarlo.

Aplique los discos de antimicrobianos a las placas tan pronto como sea posible
una vez que se seque la placa, pero no mds de 15 minutos después de la
inoculacién. Coloque los discos uno a uno con férceps o pinzas estériles o con
un aparato dispensador mecanico, equidistantes uno de otro y presiénelos
suavemente sobre el agar. En general, no se deben colocar mas de 12 discos en
una placa de 150 mm ni méas de cuatro en una placa de 100 mm, para prevenir
el solapamiento de las zonas de inhibicién y posibles errores en las mediciones.
La difusién del firmaco en el disco comienza inmediatamente, por lo cual una
vez que un disco toca la superficie del agar, no debe moverse. Después de que
los discos se colocan en la placa, péngala boca abajo e inctibela a 35 °C durante
16-18 horas.

6. Registro e interpretacion de los resultados
Después de la incubacién, mida el didmetro completo de las zonas de inhibicién
(incluido el didmetro del disco) (véase la Figura 43) y registrelo en milimetros.
(En la Figura 44 se muestra una hoja de trabajo.) Las mediciones se pueden
hacer con un calibrador o con una regla, en la superficie inferior de la placa sin
abrir la tapa. Las sulfonamidas y trimetoprima-sulfametoxazol pueden
ocasionar una ligera cantidad de crecimiento dentro de la zona de inhibicion.
En este caso, el crecimiento ligero (aproximadamente 80% de inhibicioén) debe
ignorarse y medirse el didmetro de la zona en el margen del crecimiento
abundante. Las zonas de inhibicién del crecimiento deben ser comparadas con
el tamano de la zona en la tabla de interpretacion (Tabla 18), y registradas como
susceptible, intermedia o resistente a cada antibiético probado.

Las colonias que crecen dentro de la zona clara de inhibicién pueden
representar variantes resistentes o un indculo mixto. Mida la distancia desde las
colonias que estdn mds adentro (las mas cercanas al disco) hasta el centro del
disco de antimicrobianos y duplique esta medida para obtener el didmetro;
registre la medicion e interpretacién de la susceptibilidad a los antimicrobianos
(Figura 44). Si hubiera una zona de inhibicién del crecimiento interna y otra
externa alrededor del disco:
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FIGURA 43: Una muestra de los resultados de la prueba de difusion en disco

Este aislamiento de Shigella es resistente a trimetoprima-sulfametoxazol (cotrimoxazol) y estd creciendo hasta el
disco (SXT), cuya zona se registra como de 6 mm. Ademds de las zonas de inhibicion de crecimiento, observe qué
distribucién tan uniforme la del crecimiento en la placa.

a) Si se prepar6 una placa de pureza, verifique la estria para confirmar que era
efectivametne un cultivo puro. (Este paso es opcional.)

b) Registre el didmetro y la interpretacion de la susceptibilidad a los
antimicrobianos de las colonias que estdn en la zona externa (agregue las de
la zona interna).

¢) Tome las colonias de adentro de la zona, estrie para aislar en una nueva placa,
confirme su identificacién, y desarrolle la prueba de difusién en disco otra
vez para confirmar los resultados previos.

La presencia de colonias en el interior de una zona de inhibicién puede predecir, a
la larga, resistencia a ese agente antimicrobiano.
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TABLA 18: Interpretacion estdndar del tamaiio del didmetro de la zona de inhibicion para Enterobacteriaceae (para ciertos discos
de antimicrobianos apropiados para la prueba de Shigella)

Limites del
didmetro de la zona
Didmetro de la zona de inhibicién (mm) (mm) para la cepa
Agente Potencia Susceptible Intermedio  Resistente (Cde NCCLS
antimicrobiano del disco (pg)  [equivCM.] [equiv CIM.] [equiv CIM.] E. coli ATCC 25922
Ampicilina 10 g =17mm 14-16mm <13mm 16-22mm
(< 8ug/mi) (16 pg/ml) (=32 ug/mi)
Cloranfenicol 30 ug =18mm 13-17mm <12mm 21-27 mm
(= 8ug/mi) (16 pg/mi) (= 32 ug/mi)
Trimetoprima- 1,25/ =16mm 1M =15mm <10mm 23-29mm
sulfametoxazol 23,75 g (<2/38ug/ml) — (4/76 ug/ml) (= 8/152 ug/mi)
(cotrimoxazol)
Acido nalidixico 30 ug =19mm 14-18 mm <13mm 22-28 mm
(< 8ug/mi) (16 ug/ml) (=32 ug/ml)
Ciprofloxacino 5ug =21 mm 1620 mm <15mm 30— 40 mm
(= 1pg/mi) (2 pg/mi) [=4pg/mi)
Fuente: NCCLS (2002). Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing. Twelfth Informational Supplement.
NCCLS document M100-512 [ISBN 1-56238-454-6]. NCCLS, 940 West Valley Road, Suite 1400, Wayne, PA 19087, EUA.

7. Control de calidad
Para verificar que los resultados de la prueba de susceptibilidad a los
antimicrobianos son correctos, por lo menos se debe incluir un
microorganismo de control con cada prueba (ATCC 25922 es la cepa de control
E. coli usada para las pruebas de Enterobacteriaceae [por ejemplo, Shigella,
Salmonella, Escherichia, Klebsiella] y V. cholerae.) Los didmetros de la zona
obtenidos para ATCC 25922 deben ser comparados con los limites publicados
por el NCCLS; la Tabla 18 incluye los didmetros de las zonas de inhibicién para
la cepa ATCC 25922. Si las zonas producidas por la cepa de control estdn fuera
de los rangos esperados, los laboratoristas deben revisar sus procedimientos
para detectar posibles fuentes de error.

Las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos se ven afectadas por
variaciones en los medios, el tamaiio del inéculo, el tiempo de incubacién, la
temperatura y otros factores. El medio puede ser una fuente de error si no se
ha preparado siguiendo los lineamientos recomendados por el NCCLS. Por
ejemplo, el agar que contiene timidina o timina en exceso puede revertir los
efectos inhibitorios de las sulfonamidas y trimetoprima, causando que las zonas
de inhibicién del crecimiento sean mds pequenas o menos distintivas. Los
microorganismos pueden aparecer como resistentes a estos antibiéticos cuando
en realidad no lo son. Si la profundidad del agar en la placa no es de 3 a 4 mm,
esto puede afectar el radio de difusién de los agentes antimicrobianos o la
actividad de los firmacos.
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El inéculo que no es un cultivo puro o no contiene una concentracién
bacteriana que se aproxime a la turbidez estandar de 0,5 en la escala de
McFarland puede afectar los resultados de la prueba de susceptibilidad a los
antimicrobianos. Por ejemplo, un microorganismo resistente podria aparecer
como susceptible si el indculo es muy ligero. También, si se usan colonias del
medio de agar sangre para preparar una suspension por el método del in6culo
directo, los antagonistas de trimetoprima o sulfonamida pueden trasladarse y
producir un crecimiento nebuloso dentro de las zonas de inhibicién que rodean
los discos de trimetroprima-sulfametoxazol, atin cuando los aislamientos que
estdn siendo probados sean susceptibles.

Si los discos de antimicrobianos no se guardan adecuadamente o se usan
pasada la fecha de caducidad, su potencia puede disminuir; esto normalmente
queda demostrado por una disminucién en el tamano de la zona de inhibicién
alrededor de la cepa control.

Una vez que el laboratorio tiene fijada la identidad y los patrones de
susceptibilidad a los antimicrobianos de los aislamientos de Shigella, la
informacion debe ser notificada a las autoridades de salud en tiempo y forma. Los
factores a considerar en el desarrollo de una politica de tratamiento incluyen que:

El agente antimicrobiano seleccionado debe ser efectivo contra al menos 80%
de las cepas locales de Shigella.

El agente antimicrobiano seleccionado debe poderse administrar por via oral.
El agente antimicrobiano seleccionado debe ser econémico.

El agente antimicrobiano seleccionado debe estar disponible localmente (o
poder obtenerse rdpidamente).

La consideracién de estos factores, cuando sirven de base para la toma de
decisiones, ayudard a las autoridades de salud ptblica a encontrar la solucién a sus
necesidades de una manera apropiada a la situacion local y al perfil especifico de la
susceptibilidad a los antimicrobianos.
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Salmonella serotipo Typhi

CONFIRMACION DE LA IDENTIFICACION Y PRUEBA DE
SUSCEPTIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS

a bacteria Salmonella serotipo Typhi (S. Typhi), agente etioldgico de la fiebre

tifoidea, causa alrededor de 16,6 millones de casos y 600.000 muertes al afio en

todo el mundo. Los serotipos “paratifoidicos” de Salmonella causan un
sindrome similar a la fiebre tifoidea. Los aislamientos de los serotipos
paratifoidicos (por ejemplo, S. Paratyphi A, S. Paratyphi B y S. Paratyphi C) son
mucho menos frecuentes que los de S. Typhi. En raras ocasiones, otros serotipos de
Salmonella, como S. Enteritidis, pueden también causar “fiebre entérica” Como
otros patdgenos entéricos, las infecciones por S. Typhi se transmiten por los
alimentos y el agua contaminados con heces de personas con infeccién aguda,
excretores persistentes o portadores cronicos asintomaticos. El ser humano es el
unico huésped de S. Typhi; no hay reservorios ambientales.

El tratamiento eficaz con antimicrobianos reduce la morbilidad y la mortalidad
por fiebre tifoidea. Sin tratamiento, la enfermedad puede durar de 3 a 4 semanas y
las tasas de mortalidad pueden exceder 10%. Con tratamiento apropiado, los
sintomas clinicos desaparecen en unos pocos dias, la fiebre, a los cinco dias y la
mortalidad se reduce aproximadamente a 1%. La recaida es como la misma
enfermedad pero de menor gravedad, y se presenta en 10% a 20% de los pacientes
con fiebre tifoidea, por lo regular después de un periodo de 1 a 2 semanas sin
fiebre. Puede haber recaidas a pesar del tratamiento con antimicrobianos.

Las cepas de S. Typhi se aislan con mayor frecuencia de la sangre durante la
primera semana de la enfermedad, pero también pueden encontrarse durante la
segunda y tercera semanas, la primera semana de tratamiento con antimicrobianos
y durante las recaidas clinicas. Los cultivos fecales son positivos en
aproximadamente la mitad de los casos durante la primera semana con fiebre, pero
el mayor nimero de cultivos positivos se obtiene en la segunda y tercera semanas
de la enfermedad. Los cultivos de médula dsea son frecuentemente positivos (90%
de los casos) y es mds probable encontrar en ellos S. Typhi que en cultivos de
cualquier otro sitio, especialmente cuando el paciente ya ha recibido tratamiento
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antimicrobiano. El microorganismo también puede aislarse de aspirado duodenal,
roséolas y menos frecuentemente (aproximadamente en 25% de los casos) de
cultivos de orina.

En la fiebre tifoidea, la respuesta seroldgica a los antigenos O, H y Vi normalmente
surgen al final de la primera semana de enfermedad. La prueba de Widal, que mide
respuestas de anticuerpos a los antigenos H y O, puede sugerir el diagndstico, pero
los resultados no son definitivos y tienen que ser interpretados con cuidado, porque
los titulos de anticuerpos también pueden haber aumentado en respuesta a varias
otras infecciones. Los titulos altos en muestras de sueros tnicas de adultos que
viven en dreas endémicas de la enfermedad tienen poco valor diagndstico. Ain
cuando se usen sueros pareados, los resultados deben interpretarse a la luz de la
historia previa de inmunizacién y de enfermedad del paciente, etapa de la
enfermedad en la que se obtuvo la primera muestra de suero, administracion
anterior de tratamiento con antimicrobianos y los reactivos usados.

Actualmente (2002), hay al menos dos vacunas efectivas disponibles contra la
tifoidea, que han recibido recientemente licencia de uso en los Estados Unidos. La
vacuna oral viva atenuada (para nifios de 6 anos de edad y mayores) y la vacuna
parenteral (inyectable) de polisacérido capsular (para nifos de 2 afios de edad y
mayores). Ambas vacunas tienen una eficacia de 50% a 80% y menos eventos
adversos asociados con su uso que las primeras vacunas antitifoideas. Un grupo de
investigadores de Viet Nam anuncié a principios de 2001 que habian tenido
resultados preliminares prometedores con una nueva vacuna conjugada. Las dos
vacunas con licencia en los Estados Unidos han sido amplia y efectivamente usadas
por los viajeros que van a regiones endémicas, aunque su costo y limitada
experiencia de uso como intervencion de salud publica en paises de alta
endemicidad impide ampliar la administracién de estas vacunas en paises con
recursos limitados. No obstante, es una buena medida que los técnicos de
laboratorio que trabajan con estos microorganismos pongan en practica en sus
laboratorios las medidas de seguridad necesarias y se aseguren de que sus propias
dosis de vacunacién contra la fiebre tifoidea estan al dia.

En paises en desarrollo, a menudo la fiebre tifoidea se diagnostica solo
clinicamente; sin embargo, es necesario aislar el microorganismo causal para hacer
el diagndstico definitivo. El aislamiento del agente es también necesario para
realizar la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos.

La resistencia a los agentes antimicrobianos amoxicilina, trimetoprima-
sulfametoxazol y cloranfenicol se notifica con mds frecuencia entre los aislamientos
de S. Typhi; la resistencia a quinolonas ha sido notificada en la India y el sudeste
asidtico. La determinacion de los patrones de resistencia a los antimicrobianos es
esencial para recomendar tratamientos. En lugares donde la resistencia a estos
agentes es comun entre las cepas circulantes de S. Typhi, las fluoroquinolonas y
cefalosporinas parenterales de tercera generacion probablemente sean la mejor
opcidén de tratamiento empirico de la fiebre tifoidea. En algunos casos puede
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recomendarse la administracion de cefixima oral que es mds barata que la
ceftriaxona parenteral.

El informe preliminar de tifoidea debe ser enviado a los clinicos tan pronto como
se obtenga una identificacién presuntiva de S. Typhi. Los métodos para el
aislamiento de S. Typhi de sitios normalmente estériles (ej. sangre, médula dsea y
orina) se presentan en el Apéndice 3; el aislamiento de S. Typhi de muestras fecales
se presenta en el Apéndice 10. Las muestras de sangre, médula 6sea u orina
obtenidas de un paciente con sospecha de fiebre tifoidea o con diagndstico de
fiebre de origen desconocido y enviadas a un laboratorio deben ser cultivadas en
agar sangre o chocolate. Ademds, si los recursos permiten el uso de mas de un
medio, se debe inocular agar MacConkey (AMC). Las muestras fecales deben ser
cultivadas en medios selectivos de agar (por ejemplo, agar bismuto sulfito [BS] o
agar desoxicolato citrato [ADC]). Los aislamientos de sangre, médula ésea u orina
deben tenirse con coloracién de Gram, mientras que los aislamientos obtenidos de
muestras de heces, no. En la mayoria de las situaciones, la identificaciéon presuntiva
se fundamenta en la reaccién de aislamiento en agar hierro Kligler (AHK /agar
hierro triple azticar (AHTA) y una reaccion serolégica positiva en los antisueros Vi
o D de Salmonella.

Si los cultivos de bacilos gramnegativos se han obtenido de muestras de sitios
normalmente estériles o si los cultivos dan colonias incoloras en agar MacConkey,
se debe inocular AHK/AHTA. Los aislamientos que tienen una reaccion tipica de
S. Typhi en AHK/AHTA deben entonces someterse a prueba con antisueros Vi y D.
Los resultados de la prueba seroldgica deben notificarse inmediatamente a las
autoridades de salud e inocularse en agar Mueller-Hinton para determinar la
susceptibilidad a los antimicrobianos. Para cualquier aislamiento de sangre, no
debe demorarse la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos por esperar

la identificacién bioquimica o seroldgica.

Aunque el médico tratante no esté necesariamente esperando el resultado de las
pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos, ni la verificacion de la
identificacion, el laboratorio de referencia debe confirmar la identificaciéon del
agente patégeno por caracterizacion bioquimica y seroldgica, y registrar estos y los
resultados de la susceptibilidad a los antimicrobianos ademds de la informacién
demografica de los pacientes, con fines epidemioldgicos. En la Figura 29 se
presenta un diagrama de flujo de las pruebas de identificacién de un agente como
S. Typhi. La Figura 30 muestra un modelo de planilla de registro de los datos de
laboratorio.
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FIGURA 29: Diagrama de flujo para el aislamiento y la identificacion de cepas de Salmonella ser. Typhi. de sitios estériles y
muestras fecales

Muestras de sitios estélires Muestras fecales
(ef., sangre, médula dsea)
Apariencia tipica de las colonias:
El examen macroscdpico del crecimiento en BS: Negra, rodeada por una zona negra o
agar sangre muestra colonias griséceas, amarronada con brillo metalico; 1a 3 mm.
transparentes a opacas, brillantes, ADG:  Incolora;1a 2 mm.
generalmente de >1 mm de didmetro. SSagar: Incolora; 122 mm.
En AMC las colonias son de 2—3 mm sin color. .
HE: Azul-verde (con o sin el centro negro) o
amarillo con el centro negro; 1a 2 mm.
(Coloracidn de Gram de (Omitir ol de Gram DXL: Rojo (con o sin el centro negro) o amarillo
cultivo en agar sangre) i cultivo en AMO) con el centro ne'gro;1 a2mm.
AMC:  Transparente o incolora opaca; 2 a 3 mm
Otra morfologia Bacilos
i =negativa i | gramnegativos
Pruebas bioquimicas
AHK 0 AHTA
Los aislamientos AHKKA(Hn0gas | pospuisaje apcional
gramnegativos de AHTA®:K/A (+), no gas v
sitios normalmente * K= cufia alcalina (roja); A= boton dcido ST -
estériles deben ser (amarillo) [+ =H ZS (negro)]: Deteccidn bioquimica opcional:
estriados para pureza (+)=reaccion débil H,S AHL*:K/K (+)
en agar no selectivo | Motilidad: positiva
(ATS, A etc) y Viy Dserologia en ldmina <e—— ~ Urea:negativa
proceder entonces al Indol: negativo
antibiograma como
presunto aislamiento * K= alcalina reaccidn (morada,
de S. Typhi antes de AHL(+) = reaccidn débil H,S
la confirmacion
bioquimica y fmmee
seroldgica Positiva con Positiva con antisuero No positiva con i
antisuero Vi D = suspechoso i antisuerosVioD :
=S.Typhi de S. Typhi* i =negativa
* Nota: hay Salmonella
no-tifoidea que aglutina en
antisuero grupo D
(Ej. S. Enteritidis).
v ’
Prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos
por difusion en disco en agar Mueller-Hinton
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Agar hierro de Kligler y agar hierro triple azdcar

Las colonias sospechosas deben trasladarse cuidadosamente de los medios de
cultivo en placas a un medio de tamizaje, como agar hierro de Kligler, agar hierro
triple azticar o cualquier medio de agar no selectivo, e incubarse toda la noche.
Seleccione al menos una de cada tipo de las colonias bien aisladas en cada placa.
Con una aguja de inoculacion toque ligeramente solo el centro de la colonia, sin
tocar el resto de la colonia, ni toque la superficie de la placa, ya que se podria
tomar contaminantes que estuvieran presentes en la superficie del agar. Si la
habilidad de seleccionar una colonia aislada y pura es cuestionable, se debe
purificar la colonia sospechosa y estriarla para aislar en otra placa de agar antes de
inocular la colonia en una cuna de AHTA/AHK.

El AHTA y el AHK se inoculan puncionando el tope del tubo y estriando la
superficie inclinada del agar (cufia) en el tubo. Se deben aflojar las tapas antes de la
incubacién. Después de una incubaciéon de 24 horas a 35°C-37°C, se debe observar
la superficie inclinada del AHTA o AHK para ver las reacciones tipicas de
Salmonella. En las cunas de AHTA o de AHK, S. Typhi produce
caracteristicamente una superficie alcalina (roja, “K”*), un fondo acido
(amarillo, “A”) y una pequeiia porcion ennegrecida del agar (H;S, +) en el sitio
de la puncidén de la cuiia y en la linea del pinchazo (véase la Figura 31); no se
produce gas (G). Es importante notar que algunas veces los aislamientos de

S. Typhi no producen HjS. Los aislamientos de S. Paratyphi A en AHTA o AHK
son comunmente K/AG y no producen H,S. La mayoria de los otros serotipos de
Salmonella producen una reacciéon de K/AG+, que indica que la glucosa estd
fermentada con produccion de gas y H;S. La Tabla 12 resume las reacciones de las
cepas de Salmonella en andlisis bioquimicos.

Anélisis bioquimicos adicionales para la identificacion de S. Typhi

Los aislamientos de Salmonella pueden identificarse con medios tradicionales en
tubos o sistemas bioquimicos comerciales. En la Tabla 12 se muestra una relacién
de las reacciones bioquimicas de las pruebas que son ttiles para detectar
aislamientos de S. Typhi. Después de realizar las pruebas, lea y registre los
resultados y compdrelos con los resultados presuntivos para S. Typhi. Si ambos
coinciden, proceda a confirmar con la prueba seroldgica, si no se habia hecho
anteriormente.

Agar hierro lisina

El agar hierro lisina es un medio util de deteccion, porque la mayoria de los
aislamientos de Salmonella descarboxilan la lisina y producen H;S, mientras la
produccion de gas varia por serotipo. La preparacion y el control de calidad (CC)
de este medio se describen en el Apéndice 2. Inocule el agar hierro lisina

* Se mantiene la sigla “K” del original en inglés.

116 | Manual de Laboratorio para la Identificacion y Prueba de Susceptibilidad a los Antimicrobianos



FIGURA 31: Colonias de Salmonella ser. Typhi en agar hierro triple azicar (AHTA)

En cufias de agar hierro triple azticar (AHTA) o en agar hierro de Kligler
(AHK), los aislamientos de S. Typhi producen caracteristicamente una
cuia alcalina (roja,“K"), el extremo (tope) amarillo (amarillo,"A”) y

una pequea cantidad de agar ennegrecido ( H,S, +) en el sitio de
inoculacion de la cufia y en la linea de inoculacion. No produce gas (G).

puncionando el tope del tubo y estriando la superficie de la cufia; lea e interprete
las reacciones después de incubar a 35°C-37°C durante 24 horas.

En el agar hierro lisina, las cepas de Salmonella dan una reaccién alcalina tipica
(purpura) en la cuna y el tope, y puede producir gas y H,S (ennegreciendo el
medio) tal como se indica en la Tabla 12. Cuando la reaccién en el tope del tubo es
alcalina, la lisina esta descarboxilada y el aislamiento se denomina “positivo a
lisina”. A diferencia de la mayoria de otras Salmonella, los aislamientos de

S. Paratyphi A son negativos a lisina y aparecen amarillos en agar hierro lisina.

Si se sospecha que hay infeccion por S. Typhi y se necesita hacer un diagndstico
rapido para identificar el tratamiento apropiado, se deben investigar los
aislamientos sospechosos con antisueros antes de hacer la identificacién
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TABLA 12. Reacciones tipicas de aislamientos de Salmonella spp. en pruebas bioquimicas de deteccion

Salmonella No Typhi o
Medio de prueba Salmonella Typhi | Salmonella Paratyphi A | Salmonella ParatyphiB o C
Agar hierro triple azticar (AHTA) K/A(+)? K/AG-2 K/AG+2
Agar hierro de Kligler (AHK) K/A(+)? K/AG-2 K/AG+2
Agar hierro lisina (AHL) K/K(+)b K/AG-b K/K+b
Sulfuro de hidrégeno (H,5) (débil)c negativa positiva
Urea negativa negativa negativa
Motilidad positiva¢ positiva positiva
Indol negativa negativa negativa

@ Para AHK /AH TA: K = alcalina (rojo); A = &cido (amarillo); G = produccidn de gas; + = H,S producido negro (débil); — = no H,S

b para AHL: K= alcalina (pdrpura); A= dcido (amarillo); G = produccion de gas; + = H,S producido negro (débil); - = no H,S
~ Unareaccién alcalina (ptrpura) en el extremo del medio indica que la lisina fue descarboxilada.
~ Una reaccion dcida (amarillo) en el extremo del medio indica que Ia lisina no fue descarboxilada.

CEsta reaccion se da 97% de las veces.

bioquimica. Sin embargo, en un estudio en relacién con la salud publica, se
demostré que debido a que la serologia en ldmina puede llevarse a cabo usando
crecimiento de agar hierro de Kligler, agar hierro triple azticar o agar hierro lisina,
es mas costo-efectivo realizar la serologia después de esas pruebas y ahorrar los
antisueros solo para aquellos aislamientos que muestren caracteristicas tipicas de S.
Typhi.

Agar motilidad

El agar motilidad debe ser inoculado con una aguja de inoculacién recta del medio
de cultivo y con un solo pinchazo de aproximadamente 1-2 cm de profundidad. La
superficie del agar motilidad debe estar seca cuando se use, ya que la humedad
puede producir el crecimiento de un microorganismo no mévil por lados del agar,
creando una nube de crecimiento y apareciendo como movil. El agar motilidad
puede ser inoculado con el crecimiento de los tubos de agar hierro de Kligler o
agar hierro triple azticar que muestran una reaccion tipica de S. Typhi. Otra
opcién es inocular el agar motilidad al mismo tiempo que la cuna de agar hierro
de Kligler o agar hierro triple azicar, usando la misma aguja de inoculacién sin
tocar de nuevo la colonia. (Cuando inocule el agar motilidad al mismo tiempo que
el agar hierro de Kligler o agar hierro triple aztcar, use la misma colonia para
inocular primero el agar motilidad y después los otros dos por puncién del tope, y
luego estrie la superficie de la cuna. No seleccione una segunda colonia para
inocular el agar hierro de Kligler o agar hierro triple aziicar después de que se ha
inoculado el agar motilidad, porque ello puede representar un microorganismo
diferente.
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Después de incubar toda la noche a 35 °C-37 °C examine la prueba. La motilidad
estd indicada por la presencia de un crecimiento difuso (el medio aparece como
nublado) fuera de la linea de inoculacién (véase la Figura 39). Los
microorganismos no méviles no crecen fuera de la linea de inoculacién. Los
laboratorios sin mucha experiencia pueden tener dificultad para leer las reacciones
de motilidad; por ello, se deben comparar las reacciones con cepas control positiva
y negativa. Las cepas de S. Typhi comtinmente son méviles (+ 97%).

El sulfito indol es un medio de motilidad combinado que esta disponible
comercialmente en forma deshidratada (véase el Apéndice 2, “Medios, Reactivos y
Control de Calidad”) y puede usarse en lugar del medio de motilidad.

Medio de urea

El medio de urea descubre microorganismos productores de ureasa (Por ejemplo,
Klebsiella y Proteus). Inocule el agar urea en abundancia sobre toda la superficie de
la cunia. Afloje las tapas antes de incubar toda la noche a 35 °C- 37 °C. Los cultivos
ureasa positivos producen una reaccién alcalina en el medio, que muestra un color
entre rosdceo y rojo (véase la Figura 40). Los microorganismos ureasa negativos no
cambian el color del medio, el cual es entre amarillo palido y rosado. S. Typhi
siempre es ureasa negativa.

Serologia en lamina para la identificacién de S. Typhi

Los cultivos de agar hierro de Kligler o agar hierro triple azticar que se sospecha
que son S. Typhi deben analizarse serolégicamente con antisueros de Salmonella Vi
y “O” del grupo D. Debido a que Vi es un antigeno capsular, si este estd presente
puede enmascarar la reaccion del grupo somdtico “O”. Por ello, los aislamientos de
S. Typhi seran normalmente positivos tanto para Vi como para el antisuero D (es
posible que la positividad sea débil en ambos). En algunas ocasiones, las cepas de S.
Paratyphi C serdn también positivas con el antisuero Vi, pero como produce gas de
la glucosa y es H,S positiva, las reacciones en agar hierro de Kligler o agar hierro
triple aztcar permiten diferenciar S. Paratyphi C de S. Typhi.

Las pruebas de aglutinacion seroldgicas pueden realizarse en una placa de Petri o
en una ladmina de cristal limpia.

a) Saque una porcién del crecimiento de la superficie del AHK, AHTA, AHL u otro
medio de agar no selectivo con un asa de inocular o una aguja, un palillo
aplicador estéril o un palillo de dientes. Las pruebas seroldgicas no deben ser
realizadas de un crecimiento en medios selectivos (por ejemplo, AMC, ADC, BS
o DXL) porque los medios selectivos pueden dar resultados seroldgicos falsos
negativos.

b) Emulsifique el crecimiento en tres pequenas gotas de solucidn salina fisioldgica
y mezcle completamente.

¢) Anada una pequena gota de antisuero O del grupo D a una de las suspensiones
y una pequefia gota de antisuero Vi a una segunda. La tercera suspension se usa

Salmonella serotipo Typhi | 119



como control para la autoaglutinacién (rugosidad). Por lo regular, se mezclan
volimenes aproximadamente iguales de antisuero y crecimiento, pero el
volumen de la suspensién puede ser mas del doble del volumen del antisuero.
Para conservar antisuero, se pueden utilizar volimenes muy pequefios, como
10 pl. Se puede utilizar un asa curva de inoculacién para dispensar pequenas
cantidades de antisuero si no se dispusiera de micropipetas (véase la Figura 32).

d) Mezcle la suspension y el antisuero completamente y a modo de mecedora
mueva la ldmina repetidamente para observar la aglutinacion. Serd mas facil
verla con la ldmina bajo una luz brillante y sobre un fondo negro. Si la reacciéon
es positiva, entre 30 segundos y 1 minuto aparecerd un precipitado (véase la
Figura 42). Examine cuidadosamente la suspension salina para estar seguro de
su uniformidad y de que no muestra grumos causados por la autoaglutinacion.
Si hubiera autoaglutinacidn, el cultivo es “rugoso” y no puede ser serotipificado.
Las reacciones fuertes de aglutinacion se leen como positivas.

Los cultivos que tienen reacciones tipicas de AHTA/AHK de S. Typhi y que
reaccionan serolégicamente tanto con Vi o con el antisuero D pueden ser
identificados como presuntas cepas S. Typhi. La aglutinacion en tubo para el
antigeno flagelar “d” u otras futuras pruebas bioquimicas para confirmar la
identificacién como S. Typhi deben llevarse a cabo en los laboratorios de
referencia.

FIGURA 32: Uso de un asa curva para dispensar cantidades pequeias de antisuero para las pruebas de aglutinacion en lamina

]

fisioldgica
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El tratamiento con un agente antimicrobiano apropiado es fundamental para el
paciente con tifoidea. Los resultados de informes recientes han dado a conocer un
aumento en el grado de resistencia de cepas de S. Typhi a uno o mds agentes
antimicrobianos, por lo cual es necesario someter los aislamientos a pruebas de
susceptibilidad lo antes posible. El método de difusion en disco presentado en este
capitulo es una modificacion de la técnica de Kirby y Bauer, que ha sido
cuidadosamente estandarizada por el NCCLS,” y que si se realiza exactamente
como indican los protocolos que se presentan a continuacién, proporcionardn
datos que pueden realmente predecir la efectividad in vivo del antibidtico en
cuestion. Sin embargo, cualquier desviacion en los métodos puede invalidar los
resultados. Por esta razdn, si los laboratorios no cuentan con recursos para realizar
la prueba de difusiéon en disco exactamente como se describe, deben enviar los
aislamientos a otros laboratorios donde se realice la prueba de susceptibilidad a los
antimicrobianos. En la Tabla 13 se mencionan los agentes antimicrobianos que se
sugieren para las pruebas de susceptibilidad de S. Typhi.

Consideraciones especiales para la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos de
S. Typhi

Como se mencioné anteriormente, al hacer la prueba de susceptibilidad de algunas
bacterias a ciertos agentes antimicrobianos pueden encontrarse respuestas
enganosas, porque son resultados in vitro que no necesariamente corresponden con
la actividad in vivo. Los aislamientos de cepas de Salmonella (incluida ser Typhi),
por ejemplo, son normalmente susceptibles a los aminoglucésidos (por ejemplo,
gentamicina, kanamicina) y a la primera y segunda generacion de cefalosporinas
cuando se utiliza la prueba de difusion en disco; no obstante, el tratamiento con
estos medicamentos frecuentemente no es efectivo [NCCLS 2002].

TABLA 13: Agentes antimicrobianos recomendados para usar en las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos de
aislamientos de Salmonella ser. Typhi

Agentes antimicrobianos para pruebas de susceptibilidad de aislamientos de Salmonella serotipo Typhi

Ampicilina
Cloranfenicol
Trimetoprima-sulfametoxazol (cotrimoxazol)

Acido nalidixico*

*Si es aislamiento es resistente al dcido nalidixico, debe someterse a prueba de susceptibilidad a ciprofloxacino,
y es probable que exhiba susceptibilidad reducida a ese antibidtico.

*' Se conocia anteriormente con el nombre de Comité Nacional para Estandares de Laboratorio Clinico
(conocido ahora solo por su sigla), el NCCLS es una organizacién internacional, interdisciplinaria, educa-
cional y no lucrativa que anualmente elabora, por consenso, actualizaciones y lineamientos esténdar para la
atencion de salud.
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También es importante destacar que algunas veces el resultado de una prueba de
susceptibilidad a los antimicrobianos indica la necesidad de realizar pruebas
adicionales para confirmar un resultado esperado. Por ejemplo, cuando un
aislamiento de S. Typhi es resistente al dcido nalidixico, a menudo exhibe
susceptibilidad reducida a ciprofloxacino. En el ambito clinico, esto puede
traducirse a una necesidad de administrar un curso mds largo de tratamiento. Los
aislamientos que presentan resistencia al dcido nalidixico deben probarse para
determinar su susceptibilidad a ciprofloxacino.

Prueba de difusion en disco en agar de S. Typhi

El medio de agar Mueller-Hinton es el tinico validado por el NCCLS para la
prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos. El agar Mueller-Hinton debera
usarse siempre para la prueba de susceptibilidad por difusion en disco de acuerdo
con las guias internacionales y del NCCLS. El medio Mueller-Hinton debe
prepararse siguiendo estrictamente los métodos e instrucciones sobre el control de
calidad que se presentan en el Apéndice 2; esto es indispensable para no afectar los
resultados de la prueba de difusién en disco. En la Figura 33 puede verse en forma
resumida el método de difusion en disco de la prueba de susceptibilidad a los
antimicrobianos.

Antes de comenzar la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos, se debe
preparar y controlar la calidad de la turbidez estandar de 0,5 en la escala de
McFarland (véase el Apéndice 2, Figura 50). Si estd estrictamente sellada para
prevenir la evaporacién y almacenada en la oscuridad, la turbidez estdndar puede
almacenarse por hasta seis meses. La turbidez estandar de 0,5 en la escala de
McFarland se usa para ajustar la turbidez del in6culo para la prueba de
susceptibilidad a los antimicrobianos.

Preparacion del inéculo

Cada cultivo que se va a analizar debe ser estriado en un medio de agar no
inhibitorio (por ejemplo, agar sangre, agar infusién cerebro corazén o agar
triptona soya [ATS]) para obtener colonias aisladas. Después de incubar durante
toda la noche a 35°C, seleccione con una aguja de inoculacién o un asa cuatro o
cinco colonias bien aisladas y transfiera el crecimiento a un tubo de salina estéril o
de caldo no selectivo (por ejemplo, caldo de Mueller-Hinton, caldo infusién de
corazén o caldo de triptona soya [CTS]) y pongalas en un mezclador vortex. La
suspension bacteriana debe compararse con la turbidez estdndar de 0,5 en la escala
de McFarland. Esta comparacion se puede hacer con mayor facilidad si se observan
los tubos contra un pedazo de papel blanco en el que se hayan trazado lineas
negras (véase el Apéndice 2, Figuras 51 y 52). La turbidez estdndar debe agitarse en
un mezclador vortex inmediatamente antes de usarla. Si la suspension bacteriana
no parece tener la misma densidad que la turbidez estandar de 0,5 en la escala de
McFarland, reduzca la turbidez anadiéndole salina estéril o caldo; para aumentarla,
afiddale mds crecimiento bacteriano.
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FIGURA 33: Diagrama de flujo del procedimiento general para la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos por
difusion en disco
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Prepare un subcultivo en agar no selectivo.

/ Prepare indculo \
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Otro método que puede emplearse para preparar el indculo es el del crecimiento.
Tome cuatro o cinco colonias del crecimiento en agar durante toda la noche e
inocdlelas en caldo (caldo de Mueller-Hinton, caldo infusién de corazén o CTS).
Incube el caldo a 35°C hasta obtener turbidez (normalmente de 16 a 24 horas) y
ajuste esta tltima a la densidad apropiada.

Procedimiento para la inoculacién

A los 15 minutos de haber ajustado la turbidez de la suspension del indculo,
introduzca un hisopo de algodén estéril en la suspension. Presionando firmemente
contra la pared interior del tubo, justo sobre el nivel del liquido, rote el hisopo
para quitar el exceso del liquido. Estrie tres veces el hisopo sobre toda la superficie
del medio, rotando la placa con un giro de aproximadamente 60 grados después
de cada aplicacién, para asegurar una distribucién uniforme del indculo (Figura
34). Por ultimo, pase el hisopo alrededor de todo el borde de la superficie del agar.

Si las colonias de bacterias usadas para preparar la suspension se han tomado de
una placa que contiene crecimiento mixto (es decir, de una placa que no contiene
cultivo puro, como cuando se trabaja con cultivos de muestras de heces), los
laboratoristas podrian preparar una placa de pureza para garantizar que la
suspension que se usara para la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos
sea pura. Para preparar la placa de pureza, después de inocular la placa de agar
Mueller-Hinton para crecimiento confluente, marque (una porcion de) una placa
separada de ATS (u otro medio no selectivo) y use el mismo hisopo de la
suspension con la que fue inoculado y estriado para aislamiento el Mueller-
Hinton; no ponga el hisopo nuevamente en la suspensién. Se pueden estriar
algunos in6culos en diferentes secciones de la placa de pureza debidamente
marcada, pero las estrias no deben traslaparse.

Control de calidad

Para verificar que los resultados de la prueba de susceptibilidad a los
antimicrobianos son confiables, se debe incluir al menos un microorganismo de
control con cada prueba. (ATCC 25922 es la cepa de control de E. coli usada
cuando se prueba S. Typhi y otras cepas de la familia Enterobacteriaceae.) Los
didmetros de zona obtenidos para la cepa ATCC 25922 se deben comparar con los
limites publicados por el NCCLS; la Tabla 14 incluye los didmetros de las zonas de
inhibicién para las cepas ATCC 25922. Si las zonas producidas por la cepa control
estan fuera de los rangos esperados, es necesario considerar posibles fuentes de error.

Las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos se ven afectadas por
variaciones en los medios, el tamafio del indculo, el tiempo de incubacién, la
temperatura y otros factores. El medio puede ser una fuente de error si no cumple
con las recomendaciones del NCCLS. Por ejemplo, si el agar contiene timidina o
timina en exceso, puede revertir los efectos inhibitorios de las sulfonamidas y
trimetoprima y causar que las zonas de inhibicion del crecimiento sean mas
pequenas o se distingan menos. Los microorganismos pueden presentarse como
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FIGURA 34: Inoculacion del medio de Mueller-Hinton para las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos

Inocule una placa de Mueller-Hinton introduciendo una vez un hisopo estéril en el indculo estandarizado, y con €l
siembre luego toda la superficie del medio tres veces, rotando la placa después de cada aplicacién para asegurar un
indculo uniforme para un crecimiento confluente.

TABLA 14: Interpretacion estandar del tamaiio del didmetro de la zona de inhibicion para Enterobacteriaceae (para ciertos
discos de antimicrobianos apropiados para la prueba de Salmonella ser. Typhi)

Limites del
didmetro de la zona
Didmetro de la zona de inhibicién (mm) (mm) para la cepa
Agente Potencia Susceptible  Intermediate  Resistant (Cde NCCLS
antimicrobiano del disco (pg)  [equivCiM.] [equiv CIM.] [equiv CIM.] E. coli ATCC 25922
Ampicilina 10 g =17mm 14-16mm =13mm 16-22 mm
(<8 ug/mi) (16 pug/ml) (= 32 pg/ml)
Chloramphenicol 30pg =18 mm 13-17mm <12mm 21-27 mm
(<8 pg/ml) (16 pg/ml) (= 32 pg/ml)
Trimetoprima- 1,25/23,75pg =16mm 11=15mm <10mm 23-29 mm
sulfametoxazol (< 2/38 ug/mi) (4/76 ug/ml) (= 8/152 ug/mi)
(cotrimoxazol)
Acido nalidixico 30 g =19mm 14-18 mm <13mm 22-28 mm
(< 8ug/mi) (16 pg/ml) (= 32 pg/ml)
Ciprofloxacino 5ug =21mm 16—-20mm <15mm 30— 40 mm
(=1 pg/mi) (2 pg/mi) (=4mg/ml)

Fuente: NCCLS (2002). Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing. Twelfth Informational Supplement.
NCCLS document M100-512 [ISBN 1-56238-454-6]. NCCLS, 940 West Valley Road, Suite 1400, Wayne, PA 19087, EUA.
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resistentes a estas drogas cuando en realidad no lo son. Si la profundidad del agar
en la placa no es de 3 a 4 mm, puede afectar el rango de difusion de los agentes
antimicrobianos o la actividad de los medicamentos.

También afecta la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos el hecho de que
el inéculo no sea un cultivo puro o no contenga una concentracion de bacterias
que se aproxime a una turbidez estdndar de 0,5 en la escala de McFarland. Por
ejemplo, un microorganismo resistente podria aparecer como susceptible si el
indculo es muy ligero. También, si las colonias del medio de agar sangre se usan
para preparar la suspensiéon por el método del indculo directo, los antagonistas de
la trimetoprima o sulfonamida pueden trasladarse y producir una nube de
crecimiento dentro de las zonas de inhibicién que rodean los discos de
trimetoprima y sulfametoxazol, al igual que cuando los aislamientos que se
prueban son susceptibles.

Si los discos de antimicrobianos no se almacenan correctamente o se usan después
de la fecha en que caducan, su potencia puede disminuir, lo que quedara
demostrado por una disminucién en el tamano de la zona de inhibicién que estd
alrededor de la cepa control.

Discos de antimicrobianos

Las existencias de trabajo de discos de antimicrobianos deben guardarse en un
refrigerador (a 4°C). Al sacar los discos del refrigerador, el paquete que contiene los
cartuchos debe permanecer cerrado a temperatura ambiente por
aproximadamente 1 hora, para que la temperatura se equilibre; esto reduce la
condensacion en los discos. Si se usa un dispensador de discos, este debe tener una
tapa bien ajustada, debe guardarse en el refrigerador y se debe dejar a temperatura
ambiente antes de usarse.

Aplique los discos de antimicrobianos a las placas lo mds pronto posible, pero no
pasados los 15 minutos después de la inoculacion. La superficie de la placa debe
estar seca, sin liquido remanente. Coloque los discos uno por uno con pinzas
estériles o con un aparato dispensador mecdnico y presione suavemente en el agar
hacia abajo. En general, no deben ponerse mas de 12 discos en una placa de 150
mm ni més de cuatro en una placa de 100 mm, para prevenir la superposicion de
las zonas de inhibicién y posibles errores en las mediciones. La difusién del
antibidtico en el disco comienza inmediatamente, por lo cual, una vez que el disco
toque la superficie del agar, no debe moverse.

Registro e interpretacion de los resultados

Después de haber puesto los discos en la placa coléquela boca abajo e incibela a
35°C durante 16-18 horas; si se prepard una placa de pureza, incibela en las
mismas condiciones. Después de incubada, mida el didmetro de las zonas de
inhibicién completas (incluido el diametro del disco) (véase la Figura 28) y
registrelo en milimetros. (En la Figura 35 se incluye un modelo de planilla de
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trabajo.) Las mediciones pueden hacerse con calibradores o con una regla, en la
superficie inferior de la placa, sin abrir la tapa. Las sulfonamidas y trimetoprima-
sulfametoxazol pueden producir un ligero crecimiento en la zona de inhibicidn, el
que se debe ignorar (aproximadamente el 80% de inhibicién) y medir el didmetro
de la zona al margen del crecimiento denso. Para S. Typhi, las zonas de inhibicién
del crecimiento deben compararse con la tabla de interpretacion del tamano de las
zonas para las Enterobacteriaceae (véase la Tabla 14) y registrarlas como susceptible,
intermedia o resistente, para cada firmaco probado.

El crecimiento de las colonias en la zona clara de inhibicién puede representar
variantes resistentes o un in6culo mezclado. Mida la distancia desde las colonias
que estdn mds adentro (las mds cercanas al disco) hasta el centro del disco de
antimicrobiano y duplique esta medida para obtener el didmetro; registre la
medida y la interpretacién de la susceptibilidad a los antimicrobianos (véase la
Figura 35). Si hubiere zonas de inhibicién del crecimiento interna y externa
alrededor del disco de antimicrobiano:

a) Si se prepar6 una placa de pureza, verifique la estria para confirmar que el
cultivo fue efectivamente puro. (Este paso es opcional.)

b) Registre el didmetro y la interpretacion de la susceptibilidad a los
antimicrobianos de estas colonias en la zona externa (ademads de las de la zona
interna).

¢) Tome las colonias que estdn dentro de la zona, estrie para aislar en una nueva
placa, confirme sus identificaciones y haga otra prueba de difusion en disco
para confirmar los resultados previos.

La presencia de colonias en el interior de una zona de inhibicién puede predecir, a
la larga, resistencia a ese agente antimicrobiano.

Una vez que el laboratorio ha determinado la identidad y los patrones de
susceptibilidad a los antimicrobianos de los aislamientos de S. Typhi, la
informacién debe ser notificada inmediatamente a las autoridades de salud
publica. Para elaborar una politica de tratamiento, se deben considerar los
siguientes factores:

+ El agente antimicrobiano debe ser econémico.

+ El agente antimicrobiano seleccionado debe estar disponible localmente (o
poderse obtener rdpidamente).

+ La inmunizacion contra la fiebre tifoidea solo debe considerarse para
poblaciones de alto riesgo, donde las tasas epidémica o altamente endémica de
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infecciones a S. Typhi multidrogo-resistentes sean causa mayor de morbilidad y
mortalidad, y donde la efectividad de las vacunas puede ser formalmente
evaluada.

La consideracién de estos factores, cuando sirven de base para la toma de
decisiones, ayudard a las autoridades de salud ptblica a encontrar la solucién a sus
necesidades de una manera apropiada a la situacion local y al perfil especifico de
susceptibilidad a los antimicrobianos.
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Conclusion

as técnicas y los medios descritos en este manual se adhieren a estindares

clinicos internacionalmente reconocidos. Los procedimientos proporcionan al

personal de laboratorio de las regiones con recursos limitados las herramientas
metodoldgicas necesarias para detectar, con control de calidad, la resistencia a los
antimicrobianos de siete agentes patégenos causantes de infecciones bacterianas
agudas de importancia para la salud publica. La aplicacion de estos métodos
capacitara a los laboratoristas para hacer comparaciones validas e interpretaciones
de sus hallazgos en sus propios paises y a través de las fronteras.

Este manual trata de la identificacion de los agentes patégenos bacterianos que
causan infecciones respiratorias agudas, meningitis, enfermedades febriles,
enfermedades diarreicas e infecciones de transmision sexual que conciernen a la
salud publica y las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos. Los agentes
patégenos Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis y Streptococcus
pneumoniae contribuyen a una proporcién significativa de la morbilidad y la
mortalidad por neumonia bacteriana y meningitis. Los agentes antimicrobianos de
uso comun (por ejemplo, penicilina y trimetoprima-sulfametoxazol) son cada vez
menos eficaces para el tratamiento de los agentes patégenos mencionados. Los
datos de laboratorio, la distribucion de la susceptibilidad a los antimicrobianos y
los serotipos (o serogrupos) pueden ayudar a determinar no solo si el tratamiento
antibiético o la profilaxis son los apropiados, sino también si la vacunacién
pudiese ser eficaz.

La resistencia de las cepas de Neisseria gonorrhoeae a los antimicrobianos es un
problema creciente no solo debido a sus efectos directos en la salud del tracto
reproductivo, sino también porque la evidencia epidemioldgica indica que la
infeccién gonocdccica facilita la transmisién del VIH. La fiebre tifoidea, una
enfermedad causada por cepas de Salmonella serotipo Typhi, es endémica en
muchos paises en desarrollo, y en todo el mundo se han notificados brotes de
cepas que son multifarmacorresistentes. Las cepas de Shigella son frecuentemente
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la causa de la diarrea sanguinolenta epidémica, y progresivamente se ha hecho mds
resistente a los regimenes de tratamiento comtinmente disponibles y accesibles. El
cdlera, causado por Vibrio cholerae O1 y O139, es una enfermedad de notificacién
obligatoria internacionalmente; se reconoce clinicamente por la presentacion de
abundante diarrea acuosa, que debe ser tratada principalmente con terapia de
rehidratacion, aunque los agentes antimicrobianos contribuyen a reducir el
volumen de las heces. A medida que las cepas resistentes a los antimicrobianos se
diseminan por las comunidades y mds personas se infectan con bacterias menos
tratables, la carga para la salud publica, en lo social y en el desarrollo econémico,
continuard en aumento.

Uno de los objetivos de este manual ha sido proveer a los laboratorios de referencia
de salud publica una herramienta capaz de producir resultados de las pruebas de
susceptibilidad a los antimicrobianos estandarizados y que puedan usarse para
tomar decisiones en la salud publica.

Los resultados individuales de las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos
son importantes para los planes de tratamiento clinico, y la informacién
correspondiente a esos resultados debe proporcionarse de manera adecuada a los
proveedores de atencion de la salud. Los laboratoristas tienen el poder y la
responsabilidad de contribuir al disefio de la politica local para la prevencién, el
control y el tratamiento de la enfermedad, por medio de la comunicacion a las
autoridades de salud publica de los patrones de susceptibilidad a los
antimicrobianos de un agente patdgeno. Es necesario aunar esfuerzos para reducir
la frecuencia y amplitud de las infecciones resistentes a los antimicrobianos, tanto
en el ambito nosocomial como de la comunidad.
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Vibrio cholerae

CONFIRMACION DE LA IDENTIFICACION Y PRUEBAS DE
SUSCEPTIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS

a mayoria de los aislamientos de Vibrio cholerae obtenidos durante brotes de

cdlera seran de los serogrupos toxigénicos O1 u O139. El aislamiento y los

métodos de identificaciéon descritos mds adelante se refieren a ambos grupos,
por lo tanto, las caracteristicas del cultivo y bioquimicas de estos dos grupos son
idénticas. Ambos serogrupos deben ser identificados usando el antisuero grupo
especifico O.

Los aislamientos de V. cholerae serogrupo O1 estdn clasificados en dos biotipos:
El Tor y el cldsico, con base en varias caracteristicas fenotipicas. Por lo regular, el
biotipo El Tor causa virtualmente todos los casos de cdlera en el mundo; los
aislamientos del biotipo cldsico no se encuentran fuera de la India o Bangladesh.
Ademds, las cepas de V. cholerae Ol se clasifican en dos serotipos (Inaba y Ogawa)
con base en la aglutinacién con antisueros. Se ha descrito un posible tercer
serotipo, Hikojima, que se presenta rara vez. Durante un brote o una epidemia, es
valioso documentar el biotipo y serotipo del aislamiento, aunque no es necesario
conocer esta informacién para responder apropiadamente a la epidemia.

El V. cholerae serogrupo O139 apareci6 en la India a finales de 1992 y se extendié
rapidamente a Bangladesh y a otros paises de Asia, aunque la tasa de propagacion
ha disminuido su velocidad después de los brotes iniciales. Hasta 1998, 11 paises
habian notificado oficialmente la transmisién de V. cholerae 0139 a la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS). En los Estados Unidos y otros paises se
han notificado casos importados. Actualmente, las infecciones por V. cholerae 0139
endémico parecen estar confinadas a Asia.

La restitucion de liquidos es la piedra angular del tratamiento del célera, y la
terapia de rehidratacién, una necesidad. El tratamiento con antimicrobianos es
util, aunque no esencial, en el caso de los pacientes de cdlera. Los agentes
antimicrobianos reducen la duracién de la enfermedad, el volumen de las heces y
la duracién de la excrecién de vibrios en las heces. Cuando se usan agentes
antimicrobianos, es esencial escoger uno al que el microorganismo sea susceptible.
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A mediados de 2000, cuando se escribia este documento, los agentes
antimicrobianos recomendados por la OMS para el tratamiento de los pacientes
con célera inclufan tetraciclina, doxiciclina, furazolidona, trimetoprima-
sulfametoxazol, eritromicina y cloranfenicol. También se consideran eficaces los
farmacos ciprofloxacino y norfloxacino. La resistencia a los antimicrobianos ha
sido un problema en aumento en muchas partes del mundo, por lo tanto la
susceptibilidad de las cepas de V. cholerae O1 a los agentes antimicrobianos debe
ser determinada al principio de una epidemia y monitoreada periédicamente. Los
métodos para la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos de V. cholerae se
presentan en este capitulo, después de la identificacion. El aislamiento y la
identificacién presuntiva de aislamientos de V. cholerae de muestras fecales se
incluyen en el Apéndice 10.

Las autoridades de salud publica de regiones con experiencia en brotes de célera
pueden encontrar en el manual Métodos de Laboratorio para el Diagnéstico de
Disenteria Epidémica y Célera [CDC 1999] andlisis adicionales acerca de la
epidemiologia del célera y la toma de decision en el laboratorio para regiones
de recursos limitados. El documento se puede obtener de la OMS en inglés y

en francés. Los detalles de como obtener el documento se pueden ver en el
Apéndice 15.

Los métodos para la obtencion y transporte de las muestras de fecales, el
aislamiento primario y la identificaciéon presuntiva en agar selectivo se incluyen en
los Apéndices 9 y 10. Los cultivos con sospecha de ser V. cholerae deben
subcultivarse en un medio no selectivo (por ejemplo, agar infusién de corazén
[AIC] o agar triptona soya [ATS]) como preparacion para la identificaciéon por
serologia en ldmina y pruebas bioquimicas. Las cepas de V. cholerae requieren de
0,5% de CINa (sal) para un crecimiento éptimo en medio de agar; algunas
formulaciones comerciales de agar nutriente no contienen sal y no deben usarse
para el cultivo de V. cholerae. En general, el andlisis con pruebas bioquimicas
previo a la prueba con los antisueros O1 y O139 no es necesario cuando se
sospecha presencia de V. cholerae en muestras de fecales. No obstante, si el
suministro de antisueros somaticos es limitado, las pruebas bioquimicas pueden
servir para la deteccién adicional de aislamientos, antes de ir a las pruebas con
antisueros. Las pruebas de deteccién y la serologia en ldmina tienen que hacerse
con el crecimiento de un medio no selectivo. La Figura 45 presenta un diagrama de
flujo para el aislamiento y la identificacion de cepas de V. cholerae y la Figura 46
provee un modelo de planilla que puede usarse para registrar los resultados de las
pruebas de deteccion.
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FIGURA 45: Diagrama de flujo para el aislamiento y la identificacion de cepas de Vibrio cholerae

Muestra fecal
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Prueba de oxidasa

La prueba de oxidasa usa el reactivo de Kovac (una solucién al 1% [p/vol] de N, N,
N, N’ —tetrametil-p-dihidroclorofenilendiamina) para detectar la presencia de
citocromo c¢ en la cadena respiratoria de la bacteria; si el reactivo de la oxidasa es
catalizado, se torna purpura. La prueba de la oxidasa se puede hacer en papel de
filtro o en un hisopo.

Haga la prueba de oxidasa con crecimiento fresco de la superficie inclinada (cufia)
del AIC o AHTA o cualquier otro medio no selectivo que no contenga
carbohidratos; no use crecimiento de agar tiosulfato, citrato, sales biliares y
sacarosa [ATCSBS] porque puede producir tanto resultados falsos negativos
como falsos positivos. No use asa de Nicromo para esta prueba, pues puede
producir una reaccion falsa positiva. Para los propdsitos de control de calidad, los
controles positivo y negativo se deben probar al mismo tiempo que se hace la
prueba del aislamiento. La preparacién del reactivo de oxidasa se describe en el
Apéndice 2.

Método del papel de filtro humedecido

a) En una placa de Petri, anada a un pedazo de papel de filtro dos o tres gotas de
reactivo de oxidasa de Kovac y deje que el papel absorba el reactivo; el papel de
filtro debe estar himedo (pero no mojado) después que ha absorbido el
reactivo.

b) Tome una porcién de la colonia a probar de un medio no selectivo y frotela en
el papel de filtro humedecido usando un asa de platino, un asa pldstica, un
hisopo estéril, un aplicador de madera estéril o un mondadientes estéril. (No
use un asa de Nicromo.)

¢) Siel aislamiento es V. cholerae, en 10 segundos debe darse una reaccién positiva
(purpura) en la region donde el crecimiento ha sido extendido (véase la Figura
10).

Meétodo del hisopo

a) Escoja con un hisopo las colonias sospechosas de una placa de cultivo no
selectivo o de un crecimiento de una cuna de agar no selectivo.

b) Anada una gota del reactivo de oxidasa de Kovac al hisopo usando una pipeta
de Pasteur.

¢) Si el aislamiento es V. cholerae, en 10 segundos habra una reaccién positiva
(purpura) (véase la Figura 20).

Si el aislamiento no se torna purpura a los 10 segundos de haber anadido el
reactivo de oxidasa de Kovac, no sera considerado oxidasa positiva. Los
microorganismos de los géneros Vibrio (Tabla 19), Neisseria, Campylobacter,
Aeromonas, Plesiomonas, Pseudomonas y Alcaligenes son todos positivos a oxidasa;
todas las Enterobacteriaceae son negativas a oxidasa.
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TABLA 19: Reacciones de Vibrio cholerae en pruebas de pesquisaje

Prueba de pesquisaje Reacciones de Vibrio cholerae Figura (nimero)
Prueba de oxidasa Positivo F!gura 10
Figura 20
Prueba de la cuerda Positivo Figura 47
Agar hierro de kligler (AHK K/A (cufia roja/fond illo), d , .
gar hierro de kligler (AHK) /A (cufia roja/fondo amarillo), no produce gas, no Figura 43

Ha2S? [18-24 horas]
Agar hierro triple azdcar (AHTA) | A/A (cufia amarilla/fondo amarillo, no produce gas,

no Ha5° [18—24 horas] Figura 48
Agar hierro lisina (AHL) K/K (cuia parpura/fondo purpura), no produce gas,

no Ha5** [18—24 horas] -
Coloracion de Gram Pequeios bacilos curvos gramnegativos -
Montaje himedo Pequefios bacilos curvos con motilidad répida -

aK= alkaline; A= acid

b An alkaline reaction (purple) in the butt of the medium indicates that lysine was decarboxylated.
An acid reaction (yellow) in the butt indicates that lysine was not decarboxylated.

Analisis bioquimicos adicionales

La reaccién de la cuerda, el agar hierro de Kligler (AHK), el agar hierro triple
azucar (AHTA) o el agar hierro lisina (AHL), la coloracién de Gram y una
preparacién humeda de motilidad, son otras pruebas que pueden usarse para
detectar los aislamientos antes de que se prueben con el antisuero (véase la Tabla
19). Debe determinarse la utilidad de estas pruebas antes de incluirlas en la rutina;
la justificacién de cada prueba (por ejemplo, el uso de la prueba de la cuerda para
sacar las Aeromonas) se incluye en la descripcién de los métodos que figuran a
continuacién. Estos medios, su preparacion y la sugerencia de las cepas para el
control de calidad se describen en el Apéndice 2.

La prueba de la cuerda

La prueba de la cuerda utiliza crecimiento fresco de un agar no selectivo y es ttil
para excluir las especies que no son Vibrio, particularmente las de Aeromonas. La
prueba de la cuerda puede desarrollarse en una ldmina de vidrio o en una placa
pldstica de Petri, suspendiendo un crecimiento de agar infusién de corazén (u otro
medio no inhibidor) durante 18-24 horas en una gota de solucién acuosa de
desoxicolato de sodio al 0,5%. Si el resultado es positivo, las células bacterianas
serdn lisadas por el desoxicolato de sodio, la solucién perdera turbidez y el ADN se
desprendera de las células lisadas, causando la viscosidad de la mezcla. Se formard
una “cuerda” mucoide cuando se introduzca lentamente un asa de inoculacién en
la suspension (Figura 47). Las cepas de V. cholerae son positivas, mientras que por
lo general las cepas de Aeromonas son negativas (véase la Tabla 19). Otras especies
de Vibrio pueden dar una reaccién positiva o débil a la prueba de la cuerda.
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FIGURA 47: Prueba de la cuerda positiva con Vibrio cholerae

Agar hierro de Kligler y agar hierro triple aziicar

El AHK y el AHTA sirven para excluir las especies de Pseudomonas y ciertas
Enterobacteriaceae. Es importante que el agar hierro de Kligler y el agar hierro
triple azticar sean preparados de manera que los tubos tengan un tope profundo
y una cuna larga. Si el tope no es suficientemente profundo se pueden generar
reacciones engafosas en estos medios (véase el Apéndice 2). Se considera aceptable
un tubo preparado con un tope de aproximadamente 3,5 cm de profundidad y una
cuna de aproximadamente 2,5 cm.

Las cunas de agar AHK o AHTA se inoculan por puncién del tope y estriando la
superficie del medio. Incube las cufias a 35°C-37°C y examinelas durante 18-24
horas. Todas las tapas de los tubos de los medios bioquimicos deben aflojarse
antes de la incubacion; esto es de particular importancia para las cufias de AHK o
AHTA. Si las tapas estan muy ajustadas y existen condiciones de anaerobiosis en
el tubo, ocurrira una reaccion inapropiada y las reacciones caracteristicas de V.
cholerae pueden no presentarse.
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FIGURA 48: Reacciones de aislamientos de Vibrio cholerae en agar hierro de Kligler y agar hierro triple azticar

Cuiia de AHK Cuiia de AHTA

Cunia roja (alcalina) Cufia amarilla (acida)

Reacciones Reacciones
caracteristicas de caracteristicas de
V. cholerae V. cholerae
en AHK en AHTA
(AHK = cufia alcalina, (A/A = cuna dcida,
fondo dcido, sin gas*) fondo dcido, sin gas*)

Fondo amarillo (acido) Fondo amarillo (acido)

*El color rojo indica una reaccién alcalina y el amarillo indica dcido. Los aislamientos
de V. cholerae no producen gas ni H»S ni en AHK ni en AHTA. Si se present6 gas, el
agar apareceria fracturado o quebrado. La produccion de H,S se veria como un
ennegrecimiento del medio.

Las reacciones de V. cholerae en AHK que contenga glucosa y lactosa son similares
a aquellas de las Enterobacteriaceae no fermentadoras de la lactosa (cuna alcalina
[roja], tope 4cido [amarillo], no produce gas, ni H,S). Sin embargo, en AHTA las
cepas de V. cholerae producen una cufa 4cida (amarilla), un tope dcido (amarillo),
no producen gas, ni H,S (véanse la Tabla 19 y la Figura 48).

Agar hierro lisina

El AHL sirve para detectar aislamientos de Aeromonas y ciertas especies de Vibrio,
las cuales, a diferencia del V. cholerae, no decarboxilan la lisina. El AHL tiene que
ser preparado de manera que los tubos tengan un tope profundo (de
aproximadamente 3,5 cm) y una cuia larga (de aproximadamente 2,5 cm). Si el
extremo del AHK o del AHTA no es suficientemente profundo, pueden generarse
reacciones engafnosas en este medio. En el AHL, la descarboxilacién de la lisina
ocurre solamente en condiciones de anaerobiosis y, por insuficiencia del medio en
el tubo, puede ocurrir una reaccién falsa negativa (véase el Apéndice 2). Inocule el
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AHL puncionando el tope y estriando la cuna; después de incubar durante 18-24
horas a 35°C-37°C, examine la cuna del AHL para ver las reacciones tipicas de

V. cholerae. Los microorganismos que producen lisina descarboxilasa en AHL
causan una reaccion alcalina (color parpura) en el extremo del tubo (véase la
Figura 41); los microorganismos sin la enzima producen una reaccion acida (color
amarillo) en el tope del tubo. La produccién de H;S se manifiesta por un
ennegrecimiento del medio. La reacciéon del AHL para el V. cholerae es tipica, con
una cufa y un tope alcalinos (purpura), y sin produccion de gas ni H,S (véase la
Tabla 19). Las cepas de Proteusy Providencia spp. producirdn con frecuencia una
cuna roja causada por desaminacion de la lisina.

Coloracion de Gram

Examinando una cuna de crecimiento de toda la noche de Vibrio cholerae en agar
infusién de corazén por la coloracién de Gram, se demostraran los tipicos bacilos
pequenos, en forma de curva o coma, gramnegativos (véase la Tabla 19). La tincién
con cristal violeta es solamente una técnica mds rapida, que demostrara también la
morfologfa tipica de las células de las especies de Vibrio.

Montaje hiimedo entre cubreobjetos y portaobjetos

Se ha usado microscopias de campo oscuro y por contraste de fase para detectar
aislamientos con sospecha de ser V. cholerae. Con estas técnicas, las suspensiones en
solucion salina se examinan microscopicamente buscando la presencia de
microorganismos, bacilos pequenos con forma tipica de curva o coma y alta
motilidad (“estrella fugaz”) (véase la Tabla 19).

Identificacion seroldgica de aislamientos de V. cholerae O1 y 0139

Si se sigue la identificacién bioquimica presuntiva de un agente como V. cholerae,
es apropiado confirmarlo por serologia. Si se sospecha que hay una epidemia de
cOlera, el agente causal mas comin es V. cholerae O1. Si la cepa aislada no
corresponde a V. cholerae O1, habra que probar con V. cholerae O139. Si no se
aisla ninguno de estos microorganismos, sera necesario enviar las muestras de
heces a un laboratorio de referencia. Los laboratorios locales y regionales tienen
que enviar al laboratorio de referencia los aislamientos que requieran pruebas con
el antisuero O139; si el laboratorio nacional de referencia no estd capacitado para
confirmar la identificacién de un aislamiento de V. cholerae como O1 u O139,
algin laboratorio internacional de referencia puede guiarlo.

Para conservar recursos, el laboratorio puede probar primero con los antigenos
somaticos O1 de V. cholerae y después, con el antisuero O139 solo en caso de que el
aislamiento no dé una reaccion de aglutinacion positiva con el antisuero O1.

Identificacion presuntiva usando los antisueros O1 y 0139

Para la prueba de aglutinaciéon en ldminas con los antisueros polivalentes O1 u
0139, se debe usar crecimiento fresco con sospecha de ser V. cholerae en medio de

Vibrio cholerae | 159



agar no selectivo. El uso de crecimiento de agar tiosulfato, citrato, sales biliares,
sacarosa (ATCBS) puede dar una reaccion falsa negativa. Después de 5 a 6 horas
de incubacidn, el crecimiento en la superficie de la cufia es casi siempre suficiente
para realizar la prueba de aglutinacién en ldmina con el antisuero; si no, incube
por un periodo mds largo. Si el aislamiento no aglutina con el antisuero Ol,
pruebe con el antisuero O139. Si la reaccién con el polivalente O1 o con el
antisuero 0139 es positiva, el aislamiento puede ser notificado presuntamente
como de V. cholerae O1 u O139. Estos aislamiento presuntivos de V. cholerae O1
pueden probarse con antisueros monovalentes de Ogawa e Inaba (métodos que se
presentardn a continuacién). Una vez que una colonia de una placa ha sido
identificada como V. cholerae O1 u 0139, no es necesario seguir probando otras
colonias de la misma placa. (Véase el Apéndice 2 para el andlisis del control de
calidad de los antisueros.)

Confirmacioén de V. cholerae O1 con antisueros Inaba y Ogawa

El serogrupo O1 de V. cholerae se ha dividido en otros tres serotipos: Inaba, Ogawa
y Hikojima (el cual es muy raro). La identificacion de serotipos se hace por
aglutinacién en antisueros monovalentes por tipo especifico de antigenos O (Tabla
20). Una reaccién positiva con cualquiera de los antisueros Inaba u Ogawa es
suficiente para confirmar la identificacién de un aislamiento de V. cholerae O1. Los
aislamientos cuya aglutinacion es débil o lenta con el antisuero del serogrupo O1 y
que no aglutinan con el antisuero de Inaba o Ogawa, se consideran que no
pertenecen al serogrupo O1. La identificacién con estos antigenos es vdlida
solamente para los aislamientos del serogrupo O1. Por esta razdn, los antisueros
Inaba y Ogawa nunca deben usarse con cepas que son negativas con el antisuero
polivalente O1.

Con frecuencia, las cepas de un serotipo producen una aglutinacién lenta o débil
con el antisuero de otro serotipo, dependiendo de lo bien que hayan sido
absorbidos los antisueros especificos para el serotipo. Por esta razon, se deben
examinar simultineamente las reacciones de aglutinacion con los antisueros de
Inaba y Ogawa; debe usarse la reaccion mas fuerte y mas rapida para la
identificacién del serotipo. Con antisueros adecuadamente absorbidos, son raras,
si las hay, las cepas que aglutinan muy fuerte y similarmente con ambos antisueros

TABLA 20: Reacciones de aglutinacion en antisuero absorbido de serotipos de Vibrio cholerae serogrupo 01

V. cholerae serotipo 01 antisuero Ogawa antisuero Inaba
Ogawa +4a -b
Inaba -

Hikojima ¢ +

2 + indica una reaccion de aglutinacin positiva en el antisuero absorhido.
b _ indica una reaccion de aglutinacion negativa en el antisuero absorbido.

Csi existe una reaccion positiva en ambos antisueros (Ogawa y Inaba) y se sospecha el serotipo Hikojima, envie el aislamiento a un
laboratorio de referencia internacional, siguiendo las requlaciones de embalaje que se presentan en el Apéndice 12.
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(Ogawa e Inaba). Si se sospechara de tales reacciones, las cepas deben ser remitidas
a un laboratorio de referencia mds exdmenes y pueden considerarse como “posible
serotipo Hikojima.”

Procedimiento para la aglutinacién en ldmina

Las pruebas de aglutinacion para los antigenos somaticos O para V. cholerae
pueden realizarse en una placa de Petri o en una ldmina de cristal limpia.

a) Divida la lamina en secciones con un ldpiz de cera y coloque una pequena gota
de solucién salina fisioldgica en cada seccién de la lamina.

b) Saque una porcidn del crecimiento de la superficie del medio de AHK, AHTA o
AIC u otro medio de agar no selectivo usando un asa de inoculacién o aguja,
un palillo aplicador estéril o un mondadientes. (No se deben hacer las pruebas
seroldgicas con crecimiento de medios selectivos como agar MacConkey o agar
DXL, porque puede generar resultados serolégicos falsos.) Emulsione el
crecimiento en cada gota de solucién salina fisioldgica en la ldmina y mezcle
completamente para crear una suspensién moderadamente lechosa.

¢) Anada una pequena gota de antisuero a una de las suspensiones; la segunda
suspension sirve como control. Para conservar antisuero, se pueden usar
volimenes muy pequeiios, por ejemplo 10 pl; si no se dispone de micropipeta,
se puede usar un asa curva de inoculacion para dispensar pequenas cantidades
de antisuero (véase la Figura 32). Por lo regular, los volimenes
aproximadamente iguales de antisuero y de suspensién del crecimiento se
mezclan, aunque el volumen de la suspension puede llegar a ser el doble del
volumen del antisuero.

d) Mezcle bien la suspension y el antisuero a modo de mecedora, mueva la ldmina
varias veces para observar la autoaglutinacién (véase la Figura 2). Se ve mejor la
aglutinacidn si se observa la ldmina bajo una luz brillante y sobre un fondo
negro. Si la reaccién es positiva, a los 30 segundos o 1 minuto aparecera el
precipitado (véase la Figura 42). Examine la suspensién de salina
cuidadosamente para estar seguro de su uniformidad y de que no muestra
grumos resultantes de la autoaglutinacion. Si hay autoaglutinacion, el cultivo se
caracteriza como “rugoso” y no puede ser serotipificado.

Confirmacioén de V. cholerae 0139

Los aislamientos sospechosos de ser V. cholerae que reaccionan con antisuero O139
pero no con el antisuero polivalente O1 deben enviarse a un laboratorio de
referencia. La confirmacién de V. cholerae O139 incluye las pruebas para la
produccion de enterotoxina colérica y la verificacion del antigeno O139 por
aglutinacién en lamina con antisuero O139. No se han identificado serotipos del
serogrupo O139. Los ensayos de enterotoxinas (PCR, IE y ADN) son complejos y
no estdn comprendidos en este manual. Hay pocos laboratorios capaces de hacer
estas pruebas, por lo que principalmente se lleva a cabo en laboratorios
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internacionales de referencia (véase el Apéndice 12 para las regulaciones de
embalaje y embarque, y el Apéndice 14 para una relacién de los laboratorios
internacionales de referencia).

Después de identificado el agente, se puede comenzar con las pruebas para
identificar los patrones de susceptibilidad a los antimicrobianos, si es que se van a
usar los ultimos para el tratamiento del célera.

Dado que la resistencia a los antimicrobianos estd en aumento en muchas partes
del mundo, la importancia del monitoreo de la susceptibilidad de las cepas de
Vibrio cholerae O1 y O139 a los antimicrobianos es también creciente. El método
de difusién en disco presentado en este capitulo es una modificaciéon de la técnica
de Kirby-Bauer, que ha sido estandarizada cuidadosamente por el NCCLS,” y que
si se desarrolla estrictamente siguiendo el protocolo que mds adelante se detalla,
proporcionard datos que pueden realmente predecir la efectividad in vivo del
farmaco estudiado. Por tanto, cualquier desviacion de los métodos de la prueba
puede invalidar sus resultados. Por esta razon, si los laboratorios no cuentan con
los recursos para llevar a cabo la prueba de difusién en disco tal y como se
describe, deben enviar los aislamientos a otros laboratorios para realizar las
pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos.

Los métodos especificos para determinar los patrones de susceptibilidad de

V. cholerae a los antimicrobianos se presentan en este manual; no obstante, hay
algunos lineamientos generales que cumplir antes de proceder, a saber: analizar los
aislamientos desde el inicio del brote; probar los agentes antimicrobianos
apropiados; proporcionar oportunamente informacién a las autoridades de salud
publica y monitorear periédicamente la epidemia por si surgen cambios en los
patrones de susceptibilidad a los antimicrobianos.

* Analizar los aislamientos desde el inicio del brote
Debe determinarse la susceptibilidad a los antimicrobianos de los primeros
30 a 50 aislamientos identificados por el laboratorio al comienzo de una
epidemia. Este nimero proporcionara suficiente informacién para establecer la
politica de tratamiento con antimicrobianos. A continuacién, el laboratorio
debe llevar a cabo encuestas periddicas para detectar cualquier cambio en los
patrones de susceptibilidad a los antimicrobianos. (Los manuales de vigilancia
de la Organizacién Mundial de la Salud [OMS] son dtiles para ver cémo hacer
encuestas.)

» Se conocia anteriormente con el nombre de Comité Nacional para Estindares de Laboratorio Clinico (se
conoce actualmente solo por su sigla), el NCCLS es una organizacién internacional, interdisciplinaria,
educacional y no lucrativa que anualmente elabora, por consenso, actualizaciones y lineamientos esténdar para
la atencién de salud
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*  Probar los agentes antimicrobianos apropiados
El laboratorio debe probar periédicamente solo los agentes antimicrobianos
que estén disponibles en el pais o los recomendados por la OMS como
eficaces en el tratamiento del célera (véase la Tabla 21). Ademds, si durante la
primera ronda de pruebas todos los aislamientos son resistentes a un agente
antimicrobiano en particular (por ejemplo, ampicilina), probablemente no se
justifique volver a hacer pruebas contra estos agentes en futuras rondas de
andlisis de la cepa del brote (aunque si puede hacerse una o dos veces al ano
para confirmar la resistencia). El envio de 10 6 20 de los aislamientos iniciales a
un laboratorio internacional de referencia (véase el Apéndice 14) puede servir
para confirmar la identificacion de la cepa y el patrén de susceptibilidad a los
antimicrobianos. En el Apéndice 12 se incluyen los lineamientos para el
embalaje y embarque de los agentes etioldgicos.

*  Proporcionar oportunamente informacioén a las autoridades de salud piblica
Una vez que se ha hecho el aislamiento de los microorganismos y
determinado los patrones de susceptibilidad a los antimicrobianos, estos
resultados deben transmitirse lo antes posible a los epidemi6logos nacionales
y a otras autoridades de salud publica. Los datos pueden usarse para hacer
decisiones racionales con respecto a las politicas de tratamiento antimicrobiano.

+  Monitorear periédicamente para detectar cambios en la susceptibilidad a los
antimicrobianos
A medida que avanza la epidemia del c6lera, se deben llevar a cabo encuestas
periddicas de 30 6 50 aislamientos del microorganismo epidémico para
detectar cualquier cambio en sus patrones de susceptibilidad a los
antimicrobianos. Estas encuestas deben realizarse cada 2 a 6 meses,
dependiendo de las condiciones y de los recursos. Cualquier cambio que se
detecte debe notificarse a los epidemidlogos nacionales y a otras autoridades de
salud publica de forma tal que, si fuera necesario, se pueda modificar la politica
de tratamiento antimicrobiano. Ante un cambio significativo, es una buena
préctica enviar los aislamientos a un laboratorio internacional de referencia
para su confirmacion.

TABLA 21: Agentes antimicrobianos recomendados para usar en la prueba de susceptibilidad de aislamientos de
Vibrio cholerae 01y 0139

Agentes antimicrobianos para pruebas de susceptibilidad de aislamientos de V. cholerae

Trimetoprima-sulfametoxazol (cotrimoxazol)
Furazolidona
Tetraciclina®

Acido nalidixico ®

4 os resultados a partir de discos de tetraciclina se usan también para predecir susceptibilidad a doxiciclina.

b ef aistamiento es resistente al dcido nalidixico, debe someterse a prueba de susceptibilidad a ciprofloxacino,
y es probable que exhiba susceptibilidad reducida a dicho antibidtico.
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Los agentes antimicrobianos recomendados por la OMS para la prueba de
V. cholerae se incluyen en la Tabla 21; estas recomendaciones son de 2002.

Ademds de los principios generales de las pruebas de susceptibilidad a los
antimicrobianos presentadas en la seccion anterior, hay algunas consideraciones
especiales a las que prestar atencién cuando se hacen las pruebas de difusion en
disco de Vibrio cholerae:

Aunque la técnica de difusién en disco es el método mas cominmente usado
para las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos, los criterios de
interpretacion del tamano de zona para las cepas de V. cholerae O1 y 0139

han sido establecidos por el NCCLS solo para ampicilina, cloranfenicol,
sulfonamidas, tetraciclina y trimetoprima-sulfametoxazol. Las interpretaciones
de susceptible, intermedia y resistente para los aislamientos probados por
difusién en disco contra estos farmacos se correlacionan bien con los resultados
de la concentracién inhibitoria minima (CIM) determinados por
microdilucién en caldo.

Las pruebas de difusién en disco no deben aplicarse a doxiciclina y
eritromicina, porque los resultados de esos medicamentos son frecuentemente
inexactos para cepas de V. cholerae O1 y O139. No deben probarse estos
farmacos con este método.

Los resultados de los discos de tetraciclina sirven para predecir la
susceptibilidad a doxiciclina. Si una cepa es susceptible a tetraciclina, también
serd susceptible a doxiciclina.

Hasta el momento no hay un método exacto in vitro para determinar la
susceptibilidad a eritromicina.

La fiabilidad de los resultados de la difusion en disco de otros agentes
antimicrobianos, incluidos ciprofloxacino, furazolidona y acido nalidixico, no

ha sido validada.

v/ Mientras no se establezcan criterios de interpretaciéon para V. cholerae, la
difusion en disco puede usarse para detectar resistencia de V. cholerae a
ciprofloxacino usando los criterios de interpretacién del NCCLS para las
Enterobacteriaceae (véase la Tabla 22).

v Se han propuesto puntos de corte tentativos con base en los resultados de
estudios multicéntricos de laboratorio para detectar resistencia de V.
cholearea a furazolidona y 4cido nalidixico usando los métodos para las
pruebas del NCCLS. Cuando se use el método de difusién en disco para
detectar resistencia a los antibidticos mencionados, los resultados deben ser
interpretados con cautela (véase la Tabla 22).
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TABLA 22: Interpretacion estandar para la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos de ailamientos de Vibrio cholerae
con discos de antimicrobianos seleccionados

Limites del
didmetro de la zona
Didmetro de la zona de inhibicién (mm) (mm) para la cepa
Agente Potencia Susceptible Intermedio  Resistente (Cde NCCLS
antimicrobiano del disco (pg)  [equivCiM.] [equiv CIM.] [equiv CIM.] E. coli ATCC 25922
Ampicilina 10 pg =17mm 14-16mm <13mm 16—22mm
(< 8 pg/mi) (16 pg/ml) (= 32 ug/ml)
Cloranfenicol 2P 30 ug =18mm 13-17mm <12mm 21-27 mm
(<8 ug/ml) (16 ug/ml) (= 32 pg/mi)
Furazolidona ¢ 100 pg =18 mm - <18 mm 22 -26 mm*
Acido nalidixico ¢ 30 ug =19mm - <19mm 22-28 mm
Ciprofloxacino ¢ 5ug =21mm 16—20 mm <15mm 30 - 40 mm
(<1 pg/ml) (2 pg/ml) (=4 pg/ml)
Tetraciclina @ 30 ug =19mm 15-18mm <14mm 18-25mm
(<4 pg/mi) (8 ug/mi) (> 16 ug/ml)
Trimetoprima- 1,25/ =16mm 1M =15mm <10mm 23-29mm

sulfametoxazol 2 23,75 ug (<2/38ug/ml)  (4/76ug/ml)  (=8/152 ug/ml)
(cotrimoxazol)

a Fuente: NCCLS (2002). Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing. Twelfth Informational Supplement.
NCCLS document M100-512 [ISBN 1-56238-454-6]. NCCLS, 940 West Valley Road, Suite 1400, Wayne, PA 19087, EUA.

b Hay que ser cauteloso al usar estos estandares de interpretacidn para cloranfenicol, porque la prueba de difusion en disco
puede clasificar erréneamente muchos microorganismos (alta tasa de errores menores) [NCCLS 2002].

CLos criterios de interpretacion propuestos estan basados en estudios coordinados en varios laboratorios. El NCCLS no ha
establecido criterios para aislamientos de V. cholerae.

dLos rangos de control de calidad del didmetro de la zona de inhibicién para furazolidona no han sido validados por el NCCLS;
los rangos presentados en esta tabla tienen como base los sugeridos por el productor de los discos de antimicrobianos.

€No se han establecido los criterios para la interpretacion de susceptibilidad de aislamientos de V. cholerae a ciprofloxacino; esta
tabla presenta criterios de interpretacién tentativos con base en los criterios de interpretacién del NCCLS para Enterobacteriaceae.

Pruebas de susceptibilidad de las cepas de V. cholerae en agar por difusion en disco

Los suministros requeridos para el diagndstico de laboratorio de la prueba de
difusion en disco de V. cholerae se enumeran en el Apéndice 9. La Figura 33
resume el método de difusion en disco para la prueba de susceptibilidad a los
antimicrobianos de las bacterias entéricas patogenas. La siguiente secciéon
proporciona siete pasos para la prueba de susceptibilidad de Vibrio cholearea a los
antimicrobianos por el método de difusion en disco.

1. Prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos en agar Mueller-Hinton

El medio de agar Mueller-Hinton es el inico que ha sido validado por el
NCCLS para la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos. Siempre
debe usarse agar Mueller-Hinton vertido a una profundidad uniforme de
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3—4 mm, para la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos por difusién
en disco, de acuerdo con los lineamientos internacionales y del NCCLS. Debido
a que la forma en que se prepare el Mueller-Hinton puede afectar los resultados
de la prueba de difusion en disco, deben seguirse estrictamente los métodos y
las instrucciones de control de calidad presentados en el Apéndice 2.

2. Turbidez estandar de McFarland

Antes de comenzar la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos se debe
preparar una turbidez estandar de 0,5 en la escala de McFarland y controlar su
calidad (véase el Apéndice 2, Figura 50). Si se cierra bien y sella para prevenir la
evaporacion y se almacena en la oscuridad, la turbidez estaindar puede
permanecer almacenada hasta 6 meses. La turbidez estdndar de 0,5 en la escala
de McFarland se usa para ajustar la turbidez del indculo para la prueba de
susceptibilidad a los antimicrobianos.

3. Preparacion del inéculo

Todo cultivo que se someta a prueba debe ser estriado en un medio de agar no
inhibitorio (por ejemplo, agar sangre, agar infusién cerebro corazén o agar
triptona soya [ATS]) para obtener colonias aisladas. Después de incubar
durante toda la noche a 35 °C, seleccione con una aguja de inoculacién o un asa
cuatro o cinco colonias bien aisladas y transfiera el crecimiento a un tubo estéril
de salina o de caldo no selectivo (por ejemplo, caldo Mueller-Hinton, caldo
infusion de corazon o caldo triptona soya [CTS]) y pongalas en el mezclador
vortex. Debe compararse la suspension bacteriana con la turbidez estandar de
0,5 en la escala de McFarland. Esta comparacion se facilita si se observan los
tubos contra un pedazo de papel blanco en el que se hayan trazado unas lineas
negras precisas (véase el Apéndice 2, Figuras 51 y 52). Debe agitarse la turbidez
estandar en un mezclador vortex inmediatamente antes de usarla. Si la
suspension bacteriana no tiene la misma densidad que la de la turbidez
estandar de 0,5 en la escala de McFarland, reduzca la turbidez anadiéndole
salina o caldo estéril; para aumentarla, anddale mds crecimiento bacteriano.

Otro método para preparar el in6culo es el de crecimiento. Tome cuatro o cinco
colonias del crecimiento de toda la noche en agar e inoctlelas en caldo (caldo
de Mueller-Hinton, caldo infusién de corazén o caldo TS). Incube el caldo a
35°C hasta que se enturbie (por lo regular de 16 a 24 horas) y ajuste luego la
turbidez a la densidad apropiada.

4. Procedimiento para la inoculacion

A los 15 minutos de haber ajustado la turbidez de la suspension del indculo,
introduzca un hisopo de algodén estéril en la suspension. Presionando
firmemente contra la pared interna del tubo, justo sobre el nivel del liquido,
rote el hisopo para quitar el exceso de liquido. Estrie tres veces el hisopo sobre
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toda la superficie del medio, rotando la placa con un giro de aproximadamente
60 grados después de cada aplicacidn, para asegurar una distribucién uniforme
del in6culo (véase la Figura 34). Por dltimo, pase el hisopo alrededor de todo el
borde de la superficie del agar.

Si se toman colonias de bacterias utilizadas de la placa que contiene crecimiento
mixto para preparar la suspension (es decir, si las colonias aisladas se toman de
una placa que no contiene cultivo puro), podria prepararse una placa de pureza
para tener plena seguridad de que la suspension usada para la prueba de
susceptibilidad a los antimicrobianos es pura. Para esto, después de inocular la
placa de agar Mueller-Hinton para un crecimiento confluente, marque (una
porcién de) una placa separada de agar TS (u otro medio no selectivo) y use el
mismo hisopo de la suspension con el cual fue inoculado por estrias el Mueller-
Hinton para aislamiento; no vuelva a poner el hisopo dentro de la suspension.
Se pueden estriar varios in6culos en diferentes secciones de una placa de pureza
propiamente marcada, pero las estrias no deben solaparse.

. Discos de antimicrobianos

Los discos de antimicrobianos suministrados para la prueba deben estar
guardados en el refrigerador (a 4°C). Saque los discos del refrigerador; el
paquete que contiene los cartuchos debe permanecer cerrado a temperatura
ambiente durante 1 hora aproximadamente, para permitir que la temperatura se
equilibre; esto reduce la condensacion en los discos. Si se usa un aparato
dispensador de discos, este debe tener una tapa bien apretada, guardarse en el
refrigerador y mantenerse a temperatura ambiente antes de usarlo.

Aplique los discos de antimicrobianos a las placas tan pronto como sea posible
una vez que se seque la placa, pero no mds de 15 minutos después de la
inoculaciéon. Coloque los discos uno a uno con férceps o pinzas estériles o con
un aparato dispensador mecénico, equidistantes uno de otro y presionelos
suavemente sobre el agar. En general, no se deben colocar mas de 12 discos en
una placa de 150 mm ni mas de cuatro en una placa de 100 mm, para prevenir
el solapamiento de las zonas de inhibicién y posibles errores en las mediciones.
La difusién del firmaco en el disco comienza inmediatamente, por lo cual una
vez que un disco toca la superficie del agar, no debe moverse. Después de que
los discos se colocan en la placa, pongala boca abajo e incuibela a 35 °C durante
16-18 horas. Si se habia preparado una placa de pureza, incibela en las misma
condiciones.

. Registro e interpretacion de los resultados

Después de la incubacién, mida el didmetro completo de las zonas de inhibicién
(incluido el didmetro del disco) y registrelo en milimetros (la Figura 43 muestra
el crecimiento, las Figuras 6 y 28 muestran cémo medir las zonas, y la Figura 49
es una planilla para registrar los datos). Las mediciones se pueden hacer con un
calibrador o con una regla en la superficie inferior de la placa sin abrir la tapa.
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Las sulfonamidas y trimetoprima-sulfametoxazol pueden ocasionar una ligera
cantidad de crecimiento dentro de la zona de inhibicién. En este caso, el
crecimiento ligero (aproximadamente 80% de inhibicién) debe ignorarse y
medirse el didmetro de la zona en el margen del crecimiento abundante. Las
zonas de inhibicién del crecimiento deben compararse con el tamafio de la zona
que aparece en la tabla de interpretacion (véase la Tabla 22) y registradas como
susceptible, intermedia, o resistente a cada droga probada.

Las colonias que crecen dentro de la zona clara de inhibicién pueden
representar variantes de resistencia o un inéculo mixto. Mida la distancia desde
la colonia que estd mas adentro (las mds cercanas al disco) hasta el centro del
disco de antimicrobiano y duplique esta medida para obtener el didmetro;
registre la medicidn e interpretacion de la susceptibilidad a los antimicrobianos
(véase la Figura 49). Si hubiera una zona de inhibicién de crecimiento interna 'y
otra externa alrededor del disco:

a) Si se prepar6 una placa de pureza, verifique que la estria era efectivamente un
cultivo puro. (Este paso es opcional.)

b) Registre el didmetro y la interpretacion de la susceptibilidad a los
antimicrobianos de las colonias en la zona externa (ademads de aquellas en la
zona interna).

¢) Tome las colonias de adentro de la zona, estrie para aislar en una nueva placa,
confirme su identificacién y desarrolle la prueba de difusion en disco otra
vez, para confirmar los resultados previos.

La presencia de colonias en el interior de una zona de inhibicién puede predecir, a
la larga, resistencia a ese agente antimicrobiano.

7. Control de calidad para las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos
en agar por difusion en discos

Para verificar que los resultados de la prueba de susceptibilidad a los
antimicrobianos son correctos, por lo menos se debe incluir un
microorganismo de control con cada prueba (ATCC 25922 es la cepa de control
E. coli usada para las pruebas de Enterobacteriaceae [por ejemplo, Shigella,
Salmonella, Escherichia, Klebsiella] y V. cholerae.) Los didmetros de la zona
obtenidos para ATCC 25922 deben ser comparados con los limites publicados
por el NCCLS; la Tabla 22 incluye los didmetros de las zonas de inhibicién para
la cepa ATCC 25922. Si las zonas producidas por la cepa de control estdn fuera
de los rangos esperados, los laboratoristas deben revisar sus procedimientos
para detectar posibles fuentes de error

Las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos se ven afectadas por
variaciones en los medios, el tamaiio del inéculo, el tiempo de incubacién, la
temperatura y otros factores. El medio puede ser una fuente de error si no se
ha preparado siguiendo los lineamientos recomendados por el NCCLS. Por
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ejemplo, el agar que contiene timidina o timina en exceso puede revertir los
efectos inhibitorios de las sulfonamidas y trimetoprima, causando que las zonas
de inhibicién del crecimiento sean mds pequenas o menos distintivas. Los
microorganismos pueden aparecer como resistentes a estos antibidticos cuando
en realidad no lo son. Si la profundidad del agar en la placa no es de 3 a 4 mm,
esto puede afectar el radio de difusion de los agentes antimicrobianos o la
actividad de los firmacos.

El inéculo que no es un cultivo puro o no contiene una concentracién
bacteriana que se aproxime a la turbidez estiandar de 0,5 en la escala de
McFarland puede afectar los resultados de la prueba de susceptibilidad a los
antimicrobianos. Por ejemplo, un microorganismo resistente podria aparecer
como susceptible si el indculo es muy ligero. También, si se usan colonias del
medio de agar sangre para preparar una suspension por el método del in6culo
directo, los antagonistas de trimetoprima o sulfonamida pueden ser trasladados
y producir un crecimiento nebuloso dentro de las zonas de inhibicién que
rodean los discos de trimetroprima-sulfametoxazol, atin cuando los
aislamientos que estdn siendo probados sean susceptibles. Como se menciond
anteriormente, la prueba de eritromicina con cepas de V. cholerae dara
resultados enganosos, porque la respuesta in vitro no necesariamente se
correlaciona con la actividad in vivo.

Si los discos de antimicrobianos no se guardan adecuadamente o se usan
pasada la fecha de caducidad, su potencia puede disminuir; esto normalmente
queda demostrado por una disminucién en el tamano de la zona de inhibicién
alrededor de la cepa control.

Una vez que el laboratorio tiene acceso a la identidad y a los patrones de
susceptibilidad a los antimicrobianos de los aislamientos de V. cholerae O1 u 0139,
la informacién debe ser notificada a las autoridades de salud publica en tiempo y
forma. Los factores a considerar en el desarrollo de una politica de tratamiento
incluyen:

+ El agente antimicrobiano seleccionado debe ser efectivo contra al menos 80%
de las cepas locales de V. cholerae O1/0139. Las pruebas de eficacia clinica son
los criterios mds importantes, especialmente para una droga como la
eritromicina, la cual no puede ser probada in vitro.

+ El agente antimicrobiano seleccionado debe poderse administrar por via oral.
+ El agente antimicrobiano seleccionado debe ser econdémico.

+ El agente antimicrobiano seleccionado debe estar disponible localmente
(o poder obtenerse rapidamente).
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La consideracién de estos factores, cuando sirven de base para la toma de
decisiones, ayudard a las autoridades de salud ptblica a encontrar la solucién a sus
necesidades de una manera apropiada a la situacion local y al perfil especifico de
susceptibilidad a los antimicrobianos.
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APENDICE 10

Procesamiento de Muestras Fecales por los Laboratorios

n este manual se incluyen tres agentes patégenos que pueden ser aislados de

muestras fecales: Shigella, Vibrio cholerae O1/0139 y Salmonella serotipo Typhi.

Los métodos para detectar otros agentes patogenos entéricos en el laboratorio
pueden encontrarse, por ejemplo, en el Manual of Clinical Mirobiology de la
Sociedad Americana de Microbiologia Clinica o el Manual para las Investigaciones
de Laboratorio de las Infecciones Entéricas Agudas de la Organizaciéon Mundial de la
Salud. Los métodos presentados en este manual tienen por objeto ser econdmicos y
ofrecer a los laboratoristas alguna flexibilidad para seleccionar el protocolo y los
medios. Los laboratorios que no tengan suficientes recursos para aplicar los
métodos descritos en este capitulo deben pensar en enviar sus muestras o
aislamientos a otros laboratorios que si acostrumbran a realizar estos
procedimientos.

Los agentes patdgenos entéricos que conciernen a la salud publica causan
enfermedad diarreica y fiebre de origen desconocido. Solo unos cuantos causan
diarrea epidémica, aunque muchos causan diarrea esporddica. Dos agentes
etioldgicos, S. dysenteriae serotipo 1y V. cholerae, causan la mayoria de las diarreas
epidémicas en el mundo en desarrollo, contribuyendo sustancialmente a la carga
de morbilidad y mortalidad. El agente etioldgico de la fiebre tifoidea, S. Typhi,
causa una parte sustancial de la carga de fiebre de etiologia desconocida.

En paises en riesgo de epidemias de disenteria o célera, la funcién principal del
laboratorio es estar preparado para esa eventualidad. Esto significa tener un acceso
rapido a los suministros necesarios para identificar aislamientos de V. cholerae
01/0139 y Shigella. E1 Apéndice 9 contiene los suministros de laboratorio
requeridos para el aislamiento y la manera apropiada de hacer la identificacién y
la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos en los laboratorios de nivel de
distrito, los regionales y los nacionales de referencia. Todos los paises deben

tener al menos un laboratorio nacional o central capaz de identificar Shigella y

V. cholerae O1/0139, determinar la susceptibilidad a los antimicrobianos y enviar
aislamientos a un laboratorio regional o internacional de referencia. En el Apéndice
12 se incluyen las regulaciones internacionales de embarque y en el Apéndice 14,
una relacién de los laboratorios internacionales de referencia.

La obtencién, almacenamiento y transporte de las muestras de heces se exponen en
el Apéndice 9. Los métodos para el aislamiento de S. Typhi, V. cholerae y Shigella de
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muestras de heces se detallan en este apéndice, mientras que cada uno de los
capitulos sobre los agentes patdgenos especificos explica los métodos para la
prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos y la confirmacién de la
identificacion del agenate patégeno, incluidos los lineamientos en cuanto a la
interpretacion de los resultados para ayudar en el tratamiento de los pacientes
y la politica de tratamiento. Se incluyen los métodos de la seroagrupacién y
tipificacion, procedimientos que se promueven en los casos en que los recursos
del laboratorio lo permiten. (S. Typha, Capitulo VII; Shigella, Capitulo VIII y
V. cholerae, Capitulo IX.)

La determinacién de los patrones de susceptibilidad a los antimicrobianos no
solamente ayuda a concebir planes de tratamiento exitosos para cada paciente;
también ayuda a elaborar nuevas politicas de salud publica para poblaciones en
riesgo de exposicién. Como se menciond en la introduccién de este manual de
laboratorio, la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos requiere muchos
recursos y una inversiéon constante en infraestructura de laboratorio y control de
calidad. Por esto la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) recomienda que los
paises con recursos limitados tengan solo uno o dos laboratorios para realizar las
pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos. La susceptibilidad a los
antimicrobianos deberd determinarse en relacién con los primeros 30 a 50
aislamientos identificados por el laboratorio al inicio de una epidemia. Los
laboratorios periféricos pueden realizar el aislamiento inicial de Salmonella
(incluido el serotipo Typhi), Vibrio y Shigella, y referir luego al laboratorio central
o nacional los aislamientos para la confirmacién final y la determinacién de la
susceptibilidad a los antimicrobianos. Los laboratorios periféricos pueden ser
también los sitios de estudios especificos para determinar los agentes etioldgicos
causantes de un brote. Los laboratorios de nivel primario deben contar con el
medio de transporte y los recursos necesarios para realizar el envio de las muestras
al préximo nivel de laboratorio o al laboratorio central.

Muestras fecales en el laboratorio

Una vez que las muestras han llegado al laboratorio, los laboratoristas deben seguir
los procedimientos de aislamiento del agente etioldgico sospechado. En una
situacién de brote, por lo regular se sospecha tanto de disenteria como de cdlera
sobre la base de los informes del personal de salud que trabaja en el terreno, y la
respuesta del laboratorio debe reflejar esta situacion. Debe hacerse notar que
aunque algunos proveedores de atencién de salud creen que las enfermedades
diarreicas pueden diagnosticarse por la apariencia de las heces y, por ejemplo,
diagnostican disenteria si las heces son sanguinolentas y cdlera si las heces son
acuosas, esta distincién de ninguna manera es definitiva. La diarrea causada por
Shigella, por ejemplo, es solamente sanguinolenta en aproximadamente 50% de los
casos, y hay muchos agentes que causan diarrea acuosa. No obstante, la
observacion clinica puede guiar las pruebas de laboratorio.
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Los laboratorios pueden recibir también muestras de heces de pacientes
sospechosos de tener fiebre tifoidea. Los cultivos de fecales pueden ser positivos
durante la primera semana de fiebre y mantenerse positivos durante 2 a 3 semanas
después del inicio de la enfermedad. (Dado que es mds comun sospechar la
presencia de S. Typhi en casos de enfermedad febril y que puede aislarse de sangre,
orina o médula dsea, también se incluyen técnicas pertinentes de aislamiento en el
Apéndice 4: “Aislamiento e identificacion presuntiva de los agentes bacterianos de
sitios normalmente estériles.”)

Recuperacion de S. Typhi de muestras fecales

La recuperaciéon maxima de Salmonella Typhi a partir de muestras fecales se
obtiene utilizando un caldo de enriquecimiento, aunque el aislamiento de personas
con enfermedad aguda puede lograrse por siembra directa. Los caldos de
enriquecimiento para Salmonella son por lo general altamente selectivos y pueden
inhibir ciertos serotipos de Salmonella (particularmente S. Typhi). El medio de
enriquecimiento selectivo que mds se utiliza para aislar S. Typhi de muestras
fecales es el caldo de selenito (SEL). El caldo de selenito se debe incubar durante 14
a 16 horas entre 35°C y 37°C y se debe estriar en un agar selectivo (por ejemplo,
bismuto sulfito [BS] o agar desoxicolato citrato [ADC]). También se puede usar un
caldo no selectivo (por ejemplo, caldo gramnegativo [GN]) para el
enriquecimiento de S. Typhi.

Medios de siembra en placa

Las muestras fecales que se van a utilizar en busca de cepas de S. Typhi pueden ser
inoculadas en medio entérico de siembra estdndar (por ejemplo, agar entérico de
Hektoen [EH], agar desoxicolato-xilosa-lisina [DXL], ADC, agar MacConkey
[AMC] o agar Salmonella-Shigella [SS]). Sin embargo, el agar bismuto sulfito (BS)
es el medio preferido para el aislamiento de S. Typhi y se debe utilizar si los
recursos lo permiten.

Las placas de BS deben ser frescas (véase el Apéndice 2) y para el aislamiento de

S. Typhi deben utilizarse en un plazo de 36 horas. Se puede utilizar un hisopo
rectal o de heces para inocular el agar BS, sembrando un area de aproximadamente
una pulgada de didmetro en el agar, después de lo cual la placa se estria para el
aislamiento. Después de sembrar la placa, se puede colocar el hisopo en un tubo de
caldo de selenito si se desea enriquecer.

Si se cultivan muestras fecales de portadores sospechosos de tifoidea, el uso de BS
en placa puede favorecer el aislamiento. Para colocar en la placa, se debe hervir el
agar BS y enfriarlo a 50°C en un bano de agua. Se afiaden 5 ml de suspension fecal
a una placa de Petri, y seguidamente se colocan en la placa aproximadamente 20
ml del BS frio. La placa se mueve en remolino para mezclar la suspension fecal y el
agar BS, y se deja solidificar.
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Las placas estriadas de BS y las placas vertidas de BS se deben incubar durante

48 horas a 35°C-37°C. En la placa estriada de BS, las colonias bien aisladas de

S. Typhi apareceran de color negro, rodeadas de una zona negra o marrén
negruzco con un brillo metalico. En la placa vertida de BS, las colonias que estin
debajo de la superficie, bien aisladas, son negras y redondas. La Tabla 34
proporciona una descripcién de las colonias de S. Typhi en otros tipos de medios
selectivos. Cuando las colonias de S. Typhi son numerosas y amontonadas, las
cepas de S. Typhi frecuentemente no producen el ennegrecimiento tipico del BS;
por ello, las placas deben ser estriadas cuidadosamente para permitir el
crecimiento de colonias separadas. Cuando se utiliza una placa vertida, se puede
preparar también una segunda placa con 0,5 ml de indculo para garantizar que las
colonias aisladas se desarrollen. La Figura 83 ilustra la apariencia de las colonias de
S. Typhi en medio de agar BS.

La Figura 29 incluye un flujograma para el aislamiento e identificacién de S. Typhi.
Las colonias aisladas en BS u otro medio selectivo deben ser inoculadas en Agar
Hierro de Kligler (AHK) o agar hierro triple azticar (AHTA) u otros medios de
pesquisaje. Las colonias que estdn debajo de la superficie de las placas vertidas de
BS tienen que ser estriadas nuevamente para su aislamiento en un medio como el
AMC, antes de que sean inoculadas en AHK o AHTA.

Las colonias de S. Paratyphi A, S. Paratyphi B y S. Paratyphi C, y la mayoria de los
otros serotipos de Salmonella presentan una apariencia similar a la S. Typhi en
agar: AMC, BS, EH, ADC y DXL. En el Capitulo VII se encuentra el método para
las pruebas de confirmacion de la identificacion y de susceptibilidad a los
antimicrobianos de S. Typhi.

FIGURA 83: Colonias de Salmonella ser.Typhi en agar bismuto sulfito
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TABLA 34: Apariencia de las colonias de Salmonella ser. Typhi en medios selectivos en placas

Medio selectivo de agar * Color de colonias* Tamafio de colonias* | Figura (nimero)
Agar bismuto sulfito (BS) Negro, rodeado por una zona 1-3mm Figura 83
negruzca o marron con apariencia
metélica
Agar MacConkey (AMC) Opaco transparente o sin color 2-3mm Figura 59a
Agar entérico de Hektoen (EH) | Azul-verde (con o sin centros negros) 1-2mm ~
0 amarillo con centros negros
Agar desoxicolato xilosa lisina Rojo (con o sin centros negros) o 1-2mm ~
(DXL) amarillo con centros negros
Agar Salmonella-Shigella (SS) Incoloras 1-2mm ~
Agar desoxicolato citrato (ADC) | Incoloras 1-2mm ~

* La mayoria de los serotipos de Salmonella aparecen similares a S. Typhi sobre esos medios; por tanto, son necesarias pruebas de
confirmacion.

Recuperacion de Shigella de las heces: aislamiento e
identificacion preliminar

El aislamiento e identificaciéon de Shigella se puede fortalecer muchisimo cuando se
emplean en el laboratorio los medios y las técnicas ptimos.

En la Figura 36 se presenta un esquema de los procedimientos para el aislamiento
e identificacion de Shigella de muestras fecales. En el Apéndice 9 se muestra una
relaciéon de los suministros de laboratorio necesarios para la identificaciéon de
Shigella. (Este apéndice incluye los suministros correspondientes a los laboratorios
locales, regionales y nacionales de referencia.) En la Figura 37 se presenta un
modelo de planilla para organizar los datos de laboratorio.

No existe un medio de enriquecimiento para Shigella que proporcione siempre una
mayor tasa de recuperacion que la siembra directa en placa. Para un aislamiento
6ptimo de este microorganismo, deben utilizarse dos medios selectivos diferentes:
uno de siembra para propdsitos generales de baja selectividad, como el AMC, y
otro de agar mas selectivo, como es el agar DXL. El ADC y el agar EH son opciones
adecuadas al agar DXL como medios de moderada a alta selectividad.

No se debe utilizar agar SS, porque frecuentemente inhibe el crecimiento de

S. dysenteriae serotipo 1.

Inoculacion de agar selectivo para la recuperacion de Shigella de muestras fecales

Después de que las muestras fecales han llegado al laboratorio, deben sembrarse lo
antes posible. Los medios selectivos se pueden inocular con una sola gota de heces
liquidas o de la suspension fecal. Otra opcidn es utilizar un hisopo rectal o un
hisopo con heces. Si se utiliza el hisopo para inocular medios selectivos, hay que
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sembrar un drea de aproximadamente 2,5 cm (1 pulgada) de didmetro en las
placas de agar y estriarlas después para el aislamiento (Figura 84).

Cuando se inoculan las muestras a una placa para aislamiento, la superficie
completa de la placa de agar debe ser utilizada para aumentar las oportunidades de
obtener colonias bien aisladas. Los medios de alta selectividad (por ejemplo, DXL)
requieren, cuando se estrian, mds solapamiento que los medios de baja selectividad
(por ejemplo, AMC), por lo cual debe prestarse especial atencion al estriado. Cubra
la placa después de haberla estriado y coloque en la incubadora la placa de agar
con la tapa hacia abajo (invertida) para evitar el exceso de condensacion. Incube
las placas durante 18 a 24 horas entre 35°C y 37°C.

Aislamiento sospechoso de Shigella de medios selectivos

Después de la incubacién, registre la cantidad y el tipo de crecimiento (por
ejemplo, si fermenta o no fermenta la lactosa) en cada medio de aislamiento para
la muestra de cada paciente. En AMC las colonias de Shigella aparecen convexas,
incoloras, de aproximadamente 2—3 mm de didmetro, aunque las colonias de

S. dysenteriae 1 pueden ser mds pequenas (véase la Tabla 35). Las colonias de
Shigella en agar DXL son de color rosado a rojo, transparentes, lisas, de

FIGURA 84: Método de estriado para el aislamiento primario de especies de Shigella'y Vibro

Inoculacion

Solapamiento

Solapamiento

Sobre un medio selectivo debe existir una buena inoculacidn y solapamiento considerable entre las estrias para
obtener colonias.
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TABLA 35: Apariencia de las colonias de Shigella en medios selectivos en placa

Medio selectivo de agar Color de las colonias | Tamaiio de las colonias | Figura (nimero)
agar MacConkey (AMC) Sin color 2-3mm* Figura 88
desoxicolato xilosa lisina (DXL) Rojo o sin color 1-2mm* Figuras 85,86y 87
agar desoxicolato citrato (ADC) Sin color 2-3mm* ~

agar entérico de Hektoen (EH) Verde 2-3mm® ~

* Las colonias de S. dysenteriae 1 pueden ser menores.

* Ver Apéndice 2 para discusion de diferentes formulaciones de agar de MacConkey deshidratado comercial y cémo la selectividad es
afectada para el aislamiento de Shigella.

“Las colonias de S. dysenteriae 1 sobre XLD agar son frecuentemente muy diminutas, a diferencia de otras especies de Shigella.

aproximadamente 1 a 2 mm de didmetro, aunque las colonias de agar DXL de

S. dysenteriae 1 son frecuentemente diminutas. Seleccione las colonias sospechosas
de las placas de AMC y agar DXL e inoctlelas en medios de pesquisaje apropiados,
tales como agar hierro de Kligler (AHK) o agar hierro triple azticar (AHTA). Las
Figuras 85, 86, 87 y 88 muestran la apariencia tipica de las colonias de Shigella en
agar DXL y AMC.

FIGURA 85: Colonias de Shigella dysenteriae 1 en agar desoxicolato xilosa lisina (DXL)

7

Las colonias aparecen como pequefios puntitos de crecimiento; este patrén es caracteristico del crecimiento de S. dysen-
terige tipo 1 especificamente en DXL y puede servir de guia para la identificacion del agente etioldgico.
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FIGURA 86: Colonias de Shigella flexneri en agar desoxicolato xilosa lisina (DXL)

Las colonias de S. flexneri en DXL son mds grandes que las colonias de S. dysenteriae 1.

FIGURA 87: Colonias de Shigella flexneri y Escherichia coli en agar desoxicolato xilosa lisina (DXL)

Las colonias de S. flexneri en DXL son de incoloras a rojas, mientras que las colonias de E. coli son amarillas.
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FIGURA 88: Colonias de Shigella flexneri y Escherichia coli en agar MacConkey (AMC)

Las colonias de S. flexneri aparecen incoloras en AMC, mientras que las colonias de E. coli son de color rosado a rojo.

Después de hacer la identificacién preliminar de las colonias sospechosas de
Shigella sembradas en medios en placas, es necesario realizar las pruebas
bioquimicas de pesquisaje y las pruebas seroldgicas para confirmar la
identificacion del agente. El método de identificacién y pruebas de susceptibilidad
a los antimicrobianos de los aislamientos de Shigella se describen en el Capitulo
VIII de este manual.

Recuperacion de V. cholerae de las heces: aislamiento e identificacion
preliminar

Aunque las cepas de V. cholerae crecen en varios medios de agar utilizados
comunmente, el aislamiento de muestras fecales se realiza con mayor facilidad si se
utilizan medios especializados. El agua de peptona alcalina se recomienda como
caldo de enriquecimiento y el agar tiosulfato-citrato-sal de bilis-sacarosa (TCBS) es
el medio de agar selectivo de eleccion. (Antes de preparar alguno de estos medios,
vea el Apéndice 2 [“Medios, reactivos y control de calidad”], porque en estas
pruebas la preparacion incorrecta puede afectar la reaccién del microorganismo).
La Figura 45 representa esquematicamente la recuperacion e identificacion de las
cepas de V. cholerae de muestras fecales.
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Enriquecimiento en agua de peptona alcalina cuando se sospecha V. cholerae

El enriquecimiento en agua de peptona alcalina puede potenciar el aislamiento de
V. cholerae cuando solo hay unos pocos microorganismos, como en el caso de
muestras de pacientes convalecientes o de portadores asintométicos. Los
aislamientos de Vibrio spp. crecen muy rapidamente en agua de peptona alcalina y
en un plazo de 6 a 8 horas se presentardn en un nimero mayor que sobrepasard a
los microorganismos de otros géneros.

El agua de peptona alcalina se puede inocular con heces liquidas, suspension fecal
o hisopo rectal. El in6culo de heces no debe exceder el 10% del volumen del caldo.
Incube el tubo con la tapa floja entre 35°C y 37°C por 6 a 8 horas. Después de la
incubacioén, subcultive una o dos asadas del agua de peptona alcalina en el medio
de tiosulfato-citrato-sal de bilis-sacarosa (TCBS). (Las asadas de APA se deben
obtener de la superficie de la porcién del tubo que estd mds cerca de la tapa,
porque los vibrios crecen mejor en esta drea.) No debe agitarse ni mezclarse el
tubo antes de subcultivarlo. Si no se puede sembrar el caldo después de haberlo
incubado durante 6 a 8 horas, subcultive una asada de caldo a las 18 horas en un
tubo recién preparado de agua de peptona alcalina. Este segundo tubo de APA
debe ser subcultivado luego en agar TCBS después de 6 a 8 horas de incubacion.

Inoculacion y aislamiento de colonias sospechosas de ser V. cholerae de agar selectivo
tiosulfato-citrato-sal de bilis- sacarosa (TCBS)

El agar TCBS es un medio altamente diferencial y selectivo, que se encuentra
disponible comercialmente, es ficil de preparar y no requiere llevarlo al autoclave.
No se recomienda el crecimiento en el medio de TCBS para la prueba directa con
los antisueros de V. cholerae.

Inocule la placa de TCBS por estrias (como se describi6 en la Figura 84). Después
de 18 a 24 horas de incubacién a 35°C-37°C, se debe registrar en las planillas la
cantidad y el tipo de crecimiento (por ejemplo, fermentador de la sacarosa o no
fermentador de la sacarosa) en la placa de TCBS (véase la Figura 46). Las colonias
sospechosas de ser V. cholerae apareceran en el agar TCBS como colonias
amarillas, brillantes y de 2 a 4 mm de didmetro (Figura 89). El color amarillo es
causado por la fermentacion de la sacarosa en el medio; por el contrario, los
microorganismos no fermentadores (por ejemplo, V. parahaemolyticus) producen
colonias de color verde o azul-verde.

Aislamiento de colonias sospechosas de ser V. cholerae

Seleccione cuidadosamente de la placa de TCBS, por lo menos una colonia de cada
tipo de las fermentadoras de sacarosa (amarillas) para inocular una cufia de agar
infusion de corazén (AIC) o de otro medio no selectivo; cada tipo de colonia
seleccionada debe ser inoculada en una placa separada. (Para obtener crecimiento
optimo en medio de agar, V. cholerae requiere de NaCl [sal] al 0,5%; algunas
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FIGURA 89: Crecimiento de Vibrio cholerae en agar tiosulfato-citrato-sal de bilis-sacarosa (TCBS)*

Las colonias sospechosas de V. cholerae aparecerdn en agar TCBS como colonias amarillas, brillantes, con un didmetro de
2a4mm. El color amarillo es causado por la fermentacién de la sacarosa por el organismo; los microorganismos no
fermentadores de sacarosa (ej,, V. parahaemolyticus) producen colonias de color verde a verde-azul en el mismo medio.

formulaciones de agar nutriente disponibles comercialmente no contienen sal y no
se deben utilizar para el cultivo de V. cholerae.) Con una aguja de inoculacién
toque ligeramente solo el centro mismo de la colonia. (No se debe tomar la colonia
completa ni atravesar la colonia y tocar la superficie de la placa, porque puede
haber contaminantes en la superficie del agar.) Si existen dudas de que una colonia
especifica estd suficientemente aislada de las colonias que la rodean, purifique la
colonia sospechosa estridndola en otra placa de agar, incubdndola y probando
luego las colonias a partir del subcultivo.

Incube las cunas de agar infusion de corazén entre 35°C y 37°C por hasta 24 horas;
note que podria obtenerse suficiente crecimiento para una prueba serolégica
después de 6 horas. La serologia en lamina con antisueros polivalentes de O1 y
0139 es suficiente para hacer una identificacién presuntiva de V. cholerae. Esta
serologia se describe en el Capitulo IX de este manual.

Cuando sea necesario, habra que realizar otras pruebas después del aislamiento
para continuar con la identificacién preliminar de las colonias sospechosas de ser
V. cholerae en el agar TCBS para la identificacién bioquimica, serolégica y de
susceptibilidad a los antimicrobianos. El método para llevar a cabo la
identificacién y las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos de V. cholerae
se describen en el Capitulo IX de este manual.
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APENDICE 11

Preservacion y Almacenamiento de los Aislamientos

uchas veces es necesario examinar los aislamientos en un momento

posterior a la infeccién que genero el cultivo. Por ejemplo, a veces es

necesario volver a estudiar un aislamiento con fines epidemioldgicos, por
ejemplo, cuando se desea saber si un caso nuevo estd infectado con la misma cepa
de un agente patogeno que habia infectado a un individuo en una etapa anterior
de la enfermedad. Otro ejemplo podria ser el caso del laboratorio que selecciona
anualmente en un momento determinado un nimero de aislamientos para probar
con agentes antimicrobianos adicionales o para estudiar la produccién de beta
lactamasa; esta préctica podria ayudar a detectar caracteristicas emergentes en
agentes patogenos conocidos. A veces es necesario enviar los aislamientos a
laboratorios de referencia para confirmacién u otras pruebas, antes de lo cual se
deben almacenar, empacar y enviar adecuadamente (Apéndice 12). La seleccion del
método de almacenamiento depende del tiempo que deben permanecer guardados
los microorganismos, el equipo y los recursos disponibles del laboratorio.

El almacenamiento a corto plazo puede conseguirse con un medio de transporte,
congelacion o, en algunos casos (y para algunos agentes patogenos), a temperatura
ambiente en un medio simple mds aceite mineral para prevenir la desecacién. Los
métodos para almacenar apropiadamente en el corto plazo las diferentes bacterias
incluidas en este manual se explican mds adelante en este apéndice.

La mejor manera de almacenar aislamientos bacterianos a largo plazo es
liofilizaciéon o por congelacion. Los métodos especificos apropiados para las
bacterias tratadas en este manual se incluyen mds adelante en este apéndice. La
liofilizacién (secado por congelacion) es el método mds conveniente de
almacenamiento, debido a que las bacterias liofilizadas pueden almacenarse por
largos periodos a 4°C 0 —20°C y transportarse sin refrigeracion.” Sin embargo, el
equipo requerido es caro y no todos los laboratorios tendrén la posibilidad de
liofilizar los aislamientos. (Los laboratorios de referencia que elijan liofilizar las
bacterias, siempre deben mantener una preparacion congelada ademads de
cantidades mas grande de cepas liofilizadas, porque es posible que algunas
preparaciones liofilizadas no sean viables cuando sean reconstituidas.) Los cultivos

! Los cultivos para transportar se deben empacar de acuerdo con las regulaciones para el embarque de la IATA que se
presentan en el Apéndice 12. No se puede enviar mds de 50 ml de cultivo en cada paquete.
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bacterianos se pueden almacenar congelados o liofilizados en diversos medios de
suspension formulados para ese propdsito. Hay muchas férmulas para medios de
suspension, pero en general se utilizan para liofilizacién los medios con base de
suero, leche descremada o medio de polivinilpirrolidona (PVP), y para
congelacion, la leche descremada, sangre o un caldo rico en tampén (buffer) de
triptona soya (BTS) con 15%-20% de glicerol grado reactivo. Por seguridad no
debe utilizarse sangre humana (transmisiéon de VIH y hepatitis); otra razén es la
posibilidad de inhibicién del crecimiento de los aislamientos por anticuerpos o por
residuos de antibidticos.

Debe confirmarse que los cultivos que se preparardn para almacenamiento
permanente o de corto plazo son puros antes de proceder con cualquiera de estos
métodos. Se debe utilizar cultivos frescos (de crecimiento durante toda la noche)
para la preparacion de las cepas que se van a almacenar.

Almacenamiento de aislamientos de Haemophilus influenzae,
Neisseria meningitidis y Streptococcus pneumoniae

Los tres agentes infecciosos causantes de neumonia y meningitis incluidos en este
manual de laboratorio (H. influenzae, N. meningitidis y S. pneumoniae) son fragiles
y debe tenerse cuidado en la preparacion de su almacenamiento; es necesario
mantener la esterilidad durante todo el tiempo que dura el proceso.

Almacenamiento de cepas de H. influenzae, N. meningitidis y S. pneumoniae por periodos
cortos

El medio de huevo de Dorset (HD), si estd disponible en el laboratorio, es ttil para
el almacenamiento a temperatura ambiente (aproximadamente 25°C) de

S. pneumoniae, H. influenzae y N. meningitidis. En HD, H. influenzae y

N. meningitidis pueden ser almacenados por aproximadamente tres semanas,
mientras que S. prneumoniae por aproximadamente seis semanas en medio de HD.
(En el Apéndice 2 se incluyen las instrucciones para la preparacion del medio HD.)
Use crecimiento de toda la noche en agar sangre o agar chocolate para inocular
una cuna de 4 ml de medio de HD en un tubo de 7 ml de tapa de rosca.

Si el laboratorio no prepara rapidamente el medio de HD, el almacenamiento a
corto plazo para cualquiera de estos tres agentes patdégenos puede llevarse a cabo
en agar chocolate con suplemento por un plazo de una semana.

+  Durante un almacenamiento por un periodo corto (7 dias o menos), la
viabilidad es mejor si se inoculan los aislamientos de S. pneumoniae y
H. influenzae en cunas de agar chocolate, en tubos con tapas de rosca,
incubados durante toda la noche a 35°C y mantenidos 4°C. Estas especies
bacterianas no sobreviven bien en caldo y solo sobreviven de 3 a 4 dias en las
placas primarias de agar.
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+ Para los aislamientos de N. meningitidis, se debe aflojar la tapa de rosca durante
el almacenaje, pero dentro de lo posible se deben utilizar tapas con membranas
permeables (que se encuentran disponibles comercialmente y permiten
intercambio de gases). Una capa de base de TCB podria también ser util para
aumentar la viabilidad a 14 dias. Las cufias de N. meningitidis no deben ser

refrigeradas.

Los aislamientos de S. pneumoniae, H. influenzae y N. meningitidis pueden también
guardarse por periodos cortos en hisopos, almacenados en paquetes de silica gel;
almacenados de esta forma, los aislamientos durardn dos semanas
aproximadamente a temperatura ambiente. Los paquetes son econdémicos y faciles
de utilizar, pero normalmente no estan disponibles de fabricantes comerciales.
(Una fuente comercial de paquetes de silica gel es Scientific Device Laboratory,
Inc., que se incluye en el Apéndice 13.) La Figura 90 muestra la forma de utilizar

estos paquetes.

FIGURA 90: Paquetes de silica gel para transporte y almacenamiento de corto plazo
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Almacenamiento de cepas de H. influenzae, N. meningitidis y S. pneumoniae por periodos
largos

El almacenamiento por periodos largos puede hacerse por congelacién o
liofilizacion.

* Almacenamiento por congelacion

a) Ponga a crecer un cultivo puro de H. influenzae en agar chocolate, y de
S. pneumoniae y N. meningitidis en agar sangre o agar chocolate. Incube las
placas en una incubadora de CO; o en la jarra con la vela durante 18 a 24
horas a 35°C. Inspeccione la pureza de las placas.

b) Coseche con un hisopo estéril todo el crecimiento de una placa.

¢) Dispense el crecimiento en un vial criogénico de 2 ml, con tapa de rosca con
hilo externo, que contenga 1 ml de sangre estéril desfibrinada y gire el hisopo
para desprender los microorganismos. Elimine el exceso de sangre del hisopo
rotdndolo contra las paredes del vial antes de retirarlo cuidadosamente.
Elimine el hisopo en desinfectante.

+ Se puede usar sangre desfibrinada de carnero, caballo o conejo los tres
microorganismos respiratorios. No se debe utilizar sangre humana.
También hay otras opciones, como TS con 15%-20% de glicerol grado
reactivo o solucién de Greaves.

+ Advertencia: No se debe utilizar ampollas de cristal (crioviales de cristal)
para congelar en nitrégeno liquido porque pueden explotar al retirarlas
del congelador.

d) Si es posible, congele rapidamente la suspensién en un bano de alcohol al
95% con perlas de hielo seco.

e) Coloque los crioviales en un congelador a —70°C o en un congelador de
nitrégeno (—120°C). Se puede utilizar un congelador de —20°C, pero debe
esperarse alguna pérdida de viabilidad. Nunca deben utilizarse congeladores
con descongelacion automatica.

* Liofilizacién
Algunos laboratorios pueden contar con lo necesario para la liofilizacién
(secado por congelacién).

a) Siembre los aislamientos de H. influenzae en agar chocolate suplementado y
S. pneumoniae y N. meningitidis en agar sangre o agar chocolate. Incube las
placas en una incubadora de CO; o en la jarra con la vela durante 18 a 20
horas a 35°C. Inspeccione la pureza de la placa.

b) Coseche el crecimiento de la placa con 1 a 2 ml de leche descremada con un
hisopo estéril. Coloque 0,5 ml aproximadamente de la suspension en un
ampolla estéril o en un vial de liofilizacién. Se pueden preparar varios viales
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de una misma placa. Mantenga la esterilidad durante todo el tiempo de
preparacion del vial.

¢) La suspension celular debe tener una cubierta congelada en las paredes del
vial de liofilizacion. Esto se logra con uno de los siguientes métodos:

+ Guarde el vial de liofilizacién a —70°C hasta el momento preciso en que se
afiada la suspension celular. Anada la suspension celular y rote
rdpidamente el vial para congelar la suspensién en la pared. Devuelva el
vial al congelador de —70°C hasta que esté listo para colocar a la
liofilizadora.

+ Sino se dispone de un congelador de —70°C, puede prepararse y utilizarse
una mezcla de alcohol (etanol al 95%) y hielo seco para formar una
cubierta congelada en las suspensiones celulares. La cubierta congelada se
logra colocando la solucién celular en el vial de liofilizacién y rotando el
vial en un dngulo de 45°C a 60°C en la mezcla de alcohol/hielo seco.

d) Coloque los viales a la liofilizadora. Siga las instrucciones del fabricante,
porque cada instrumento utiliza diferentes tipos de aparatos. El tiempo de
la liofilizacién dependerd de la capacidad del instrumento y del niumero de
viales que van a ser liofilizados. El promedio requerido por la méquina es de
4 a 5 horas para completar el secado de 10 a 20 viales pequenios.

e) Como ultimo paso, selle los viales con una antorcha mientras estén todavia
conectados a la liofilizadora y al vacio. Los viales pueden almacenarse a 4°C o
a temperaturas de congelacion después que han sido sellados.

Recuperacion de los aislamientos de un alinacenamiento a largo plazo

Las muestras liofilizadas de H. influenzae, N. meningitidis y S. pneumoniae
pueden recuperarse suspendiendo la preparacién en 0,25-0,5 ml de caldo (por
ejemplo, caldo de TS, caldo de Mueller-Hinton o BSF). Anada una gota de la
suspension a una placa de medio (placa de agar sangre de carnero o agar
chocolate para H. influenzae) y cinco gotas aproximadamente a un medio
liquido (caldo) que contenga cinco gotas de sangre (de carnero, conejo, cabrito
o caballo, pero no sangre humana). Incube la placa y el tubo durante 18 a 24
horas a 35°C y observe el crecimiento. Si hay crecimiento en la placa, se puede
eliminar el tubo; sin embargo, si no se observa crecimiento en la placa, pruebe
el medio en el tubo y vuelva a incubar. Después de otro periodo de 18 a 24
horas, la placa debe ser reexaminada para determinar si hay crecimiento. En
caso afirmativo, se puede eliminar el tubo; si no hay crecimiento presente,
examine la turbidez del tubo (que podria indicar crecimiento). Si el tubo esta
turbio, se debe volver a probar y a reincubar, pero si no, haga de cuenta que la
muestra liofilizada estd muerta. (Por esto es que se recomienda mucho preparar
una muestra para almacenamiento por congelacion a largo plazo, ademas de la

Preservacion y Almacenamiento de los Aislamientos | 325



liofilizacién.) Los microorganismos obtenidos de muestras liofilizadas se deben
cultivar por lo menos una vez antes de utilizarlos en las pruebas.

Los cultivos congelados deben dejarse descongelar a temperatura ambiente, y
debe utilizarse una pipeta Pasteur para extraer del criotubo una pequena
cantidad de indculo para cultivo. El indculo puede ser tomado del cultivo
congelado antes de que la preparacion esté completamente descongelada, pero
no debe esperarse a que el cultivo se descongele completamente. (Una vez que
la descongelacion se completa, el cultivo congelado comenzara a perder
viabilidad.) Los microorganismos obtenidos de muestras congeladas se deben
subcultivar por lo menos una vez antes de utilizarlos en las pruebas.

Almacenamiento de aislamientos de Neisseria gonorrhoeae

Las cepas de N. gonorrhoeae son fragiles y debe tenerse mucho cuidado a la hora de
preparar los cultivos para el almacenamiento; mantenga condiciones estériles
durante todo el tiempo que dura este proceso.

Almacenamiento de cepas de N. gonorrhoeae por periodo corto

Los aislamientos de N. gonorrhoeae pueden guardarse durante dos semanas a
—20°C. (Estos aislamientos no pueden almacenarse a temperatura ambiente o a
4°C; tienen que ser congelados.) Los aislamientos almacenados por periodos cortos
se deben conservar en caldo TS que contenga 20% de glicerol, al fondo de la
bandeja del congelador y no en la puerta ni en la parte anterior de la bandeja, ya
que si se abre la puerta del congelador y los aislamientos no estan al fondo pueden
derretirse y no volverse a congelar adecuadamente. Las cepas pierden rdpidamente
viabilidad con los ciclos de congelacion/descongelacion o cuando falla la
recongelacion.

Almacenamiento de aislamientos de N. gonorrhoeae a largo plazo

El mejor método para almacenar aislamientos de gonococos es congelarlos en un
congelador a —70°C o en nitrégeno liquido (a —196°C). Las cepas pueden
almacenarse como li6filos secos por congelacion; sin embargo, este método es caro
y requiere mucho trabajo, y los li6filos pueden con el tiempo perder viabilidad.

Almacenamiento por congelacién

Para almacenar los aislamientos congelados, use un hisopo estéril para preparar
suspensiones densas de cultivos puros de 18 a 24 horas preparados en base de TS
que contenga 20% (vol/vol) de glicerina. Las mejores suspensiones se preparan
rodando el hisopo sobre las colonias aisladas o al margen de las dreas confluentes
de crecimiento. Dispense la suspension en crioviales (viales para congelacion
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especialmente diseiados para utilizar a temperaturas muy bajas), pues las
ampollas de cristal no deben nunca utilizarse para congelar en nitrégeno
liquido, debido a que pueden explotar al sacarlas del congelador.

Una vez que se descongelan las suspensiones congeladas para inocular los cultivos,
no deben volverse a congelar; habrd que preparar nuevas suspensiones de
microorganismos. Es posible que hasta 99% de las células de una suspension se
destruyan durante la congelacion y descongelacion del preparado, es decir, ocurre
una destruccion fisica de las células por cristales del medio en suspension, que se
forman durante el proceso de congelacién. Una manera de minimizar la pérdida
de células durante la congelacién es realizando una “congelacién instantdnea” de la
muestra en un bano de acetona o alcohol que contenga hielo seco. Otra opcién es
tomar una muestra con un asa estéril para bacterias de la parte superior de la
preparacion congelada, si la suspension no estd descongelada.

Si no hubiere disponible congelador a =70°C ni posibilidad de almacenar en
nitrégeno liquido, las suspensiones de gonococos se pueden congelar por un plazo
méximo de 2 semanas a —20°C; las suspensiones congeladas de N. gonorrhoeae
perderdn viabilidad si se almacenan a esa temperatura por mds de 2 semanas.

* Liofilizacién
Algunos laboratorios pueden tener recursos para liofilizar (secado por
congelacién). Para preparar los liofilizados, se suspenden cultivos puros de los
aislamientos de 18 a 24 horas en medios especiales para liofilizacién, y se
distribuyen en pequenas alicuotas (en 0,25-0,5 ml por lo regular en ampollas de
liofilizacién. Como en el almacenamiento por congelacion, aproximadamente
99% de los microorganismos muere durante el proceso de congelacion.

Los aislamientos de gonococos no deben ser suspendidos en leche
descremada debido a que los acidos grasos de la leche pueden ser téxicos para
algunos microorganismos y la densidad de la suspensiéon no puede
determinarse. Las suspensiones son congeladas a =70°C o en bafio de
etanol/hielo seco y secadas al vacio durante 18 a 24 horas, hasta que se evapore
la humedad. Se deben seguir las indicaciones de los fabricantes, debido a que
cada instrumento utiliza diferentes tipos de aparatos. La preparacion seca
debe tener una textura polvorosa; si la preparacion tiene una apariencia
transparente, como jarabe, se debe eliminar el vial. Se debe abrir y cultivar
inmediatamente una ampolla de cada preparacién de una cepa para cerciorarse
de que la preparacién es viable y pura, y para verificar de qué microorganismo
se trata y sus caracteristicas (susceptibilidad a los antimicrobianos). Las
ampollas se conservan mejor entre 4°C y 10°C o0 a —20°C; no se deben
almacenar a temperatura ambiente. Lentamente puede ir entrando oxigeno en
las ampollas a través del sello delgado, especialmente en las de paredes delgadas,
por lo cual, se deben abrir cada 1 a 2 afios para confirmar que la preparacién
estd viable. Si la preparacion liofilizada que se volvi a suspender no crece
después de incubar durante 48 horas, es necesario preparar nuevas ampollas.
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* Recuperacion de los aislamientos almacenados a largo plazo

Los especimenes liofilizados de N. gonorrhoeae pueden ser recuperados si se
suspende la preparacién en 0,5-1,0 ml de glicerol TS, caldo de Mueller Hinton
0 BSE y se inocula en agar chocolate GC. La ventaja de utilizar glicerol TS es
que la suspensién puede volverse a congelar mientras que se asegure la pureza
en la placa de cultivo; después que se confirma que el cultivo es puro, la
suspension puede ser eliminada adecuadamente o puede prepararse una nueva
congelacién o liofilizacién del espécimen. Antes de las pruebas de inoculacién,
desarrolle al menos un subcultivo del cultivo inicial.

Los cultivos congelados deben descongelarse a temperatura ambiente y
utilizados para inocular una placa de agar chocolate GC. Se puede tomar el
indculo del cultivo congelado antes de que la preparacion esté completamente
descongelada, pero siempre antes de ese momento. (Una vez que la
descongelacion se completa, el cultivo congelado comienza a perder viabilidad.)

Si los recursos estan disponibles y el aislamiento almacenado (liofilizado o
congelado) es de otro laboratorio (por ejemplo, no es el mismo laboratorio el
que recobré el espécimen almacenado), se sugiere que el medio selectivo GC
sea inoculado al mismo tiempo que el chocolate GC. Si el cultivo estd
contaminado, este paso lo purificard.

Almacenamiento de aislamientos de Salmonella, Shigella y V. cholerae

Los aislamientos de Salmonella, Shigella y Vibrio permanecerdn por lo regular
viables durante algunos dias en medios s6lidos dejados a temperatura ambiente
(22°C a 25°C), a menos que el medio se seque o se vuelva dcido. De cualquier
modo, si los cultivos se van a mantener por mds de unos dias, se deben preparar
adecuadamente antes del almacenamiento. Como con otras bacterias, la seleccion
de un método de almacenamiento depende del tiempo en que los
microorganismos van a mantenerse y del equipo y los recursos de que dispone el
laboratorio. Mantenga siempre condiciones estériles durante la preparacién de los
cultivos para almacenar.

Almacenamiento por periodos cortos de S. Typhi, Shigella y V. cholerae

El agar sangre, el agar triptona soya (ATS) y el agar infusién de corazén (AIC) son
ejemplos de buenos medios de almacenamiento para microorganismos entéricos.
No se debe utilizar medios que contienen carbohidratos (por ejemplo, agar hierro
de Kligler [AHK] o agar hierro triple azticar [AHTA]), porque producen écido en
el metabolismo y reducen rdpidamente la viabilidad de los microorganismos. El
agar sangre, el ATS y el AIC contienen sal (NaCl), la cual aumenta el crecimiento
de V. cholerae. (El agar nutriente no se debe utilizar para el crecimiento o
almacenamiento de V. cholerae porque no contiene sal anadida.)
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Cuando prepare el medio de almacenamiento, coloque los tubos de medios que
estén todavia calientes después de pasar por el autoclave en una posicion de cuna,
de modo que se forme una cufia corta y un extremo (tope) profundo (2-3 cm).
Para inocular, puncione con la aguja de inocular el tope del medio una o dos veces
y estrie luego la cunia. Incube el cultivo toda la noche entre 35°C y 37°C. Selle el
tubo con tapén de corcho sumergido en parafina caliente o tratado de otra forma
para que quede bien cerrado. Almacene los cultivos entre 22°C y 25°C en la
oscuridad.

Para evitar que se seque la cuna se puede utilizar aceite mineral estéril. Se debe
afadir suficiente aceite mineral estéril para cubrir la cufia, a 1 cm sobre el tope del
agar, y subcultivar cuando se necesite, arafiando el crecimiento de la cufa, sin
necesidad de quitar aceite mineral para el subcultivo. Las cepas de Shigella, Vibrio
y Salmonella mantenidas de esta manera en cultivos puros sobreviviran
normalmente durante varios afios.

Almacenamiento por periodos largos de S. Typhi, Shigella y V. cholerae

Los aislamientos se pueden almacenar indefinidamente si se mantienen en
congelacién a —70°C o menos; estas temperaturas pueden alcanzarse en un
“congelador ultrabajo” (-70°C) o en un congelador de nitrégeno liquido (-196°C).
No se recomienda almacenar los aislamientos a —20°C, porque a esta temperatura,
algunos microorganismos perderén viabilidad.

* Almacenamiento por congelacion

a) Inocule una cuna de ATS o de AIC (o un medio de crecimiento que
contenga sal, u otro medio no inhibidor) e incube entre 35°C y 37°C.

b) Coseche las células de la cufia y haga una suspension en el medio para
congelar.

¢) Ponga la suspension en crioviales (viales para congelacion especialmente
disefiados para temperaturas muy bajas).

+ Advertencia: Nunca se debe utilizar ampollas de cristal para congelar en
nitrégeno liquido, porque pueden explotar al sacarlas del congelador.

Prepare un bafio de alcohol y hielo seco poniendo el hielo seco (CO, congelado)
en un recipiente de metal a prueba de fuga, que sea suficientemente grande para
sostener una gradilla de cultivo de metal; anada suficiente alcohol etilico para
sumergir alrededor de la mitad del criovial. Congele rapidamente la suspensién
poniendo los viales sellados en el baiio de hielo seco hasta que se congelen. (Si no
se dispone de hielo seco, puede ponerse un recipiente con alcohol toda la noche al
congelador y utilizarlo para la congelacion rapida de los viales.) Transfiera los
viales congelados al congelador.
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* Liofilizacién
La mayor parte de los microorganismos puede almacenarse exitosamente
después de la liofilizacién o desecaciéon por congelacién. La desecacién por
congelacién comprende quitar el agua de las suspensiones bacterianas
congeladas por sublimacién bajo presion reducida. Siga las indicaciones de los
fabricantes pues cada instrumento utiliza diferentes tipo de aparatos. Los
cultivos liofilizados se mantienen mejor a temperatura de 4°C o menos.

* Recuperacion de aislamientos de almanaceje a largo plazo

Para recobrar un aislamiento del almacenamiento por congelacién, saque los
cultivos congelados del congelador y péngalos en hielo seco o en un bafo de
alcohol y hielo seco; transfiéralos a un gabinete de laboratorio de seguridad o a
un drea limpia, si no se dispone de gabinete. Con un asa estéril, raspe de la
porcién mds alta del cultivo y transfiera a un medio de crecimiento, teniendo
cuidado de no contaminar el tope o el interior del vial. Vuelva a cerrar el vial
antes de que esté completamente descongelado y devuélvalo al congelador. Si se
aplican técnicas cuidadosas, la transferencia puede realizarse con éxito varias
veces utilizando el mismo vial. Incube por 18 a 24 horas entre 35°C y 37°C;
desarrolle por lo menos un subcultivo antes de utilizar el aislamiento para
inocular una prueba.

Para recobrar los especimenes liofilizados de Salmonella, Shigella o V. cholerae,
inocule un tubo de caldo no selectivo (por ejemplo, caldo de TS o caldo de
infusion de corazon) e incube la suspensién durante toda la noche. Subcultive
el caldo en un medio de crecimiento no selectivo (por ejemplo, agar TS o AIC)
e incube durante 18 a 24 horas entre 35°C y 37°C.
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APENDICE 12

Embalaje y Embarque de Muestras Diagndsticas y
Sustancias Infecciosas

Preparacion para el transporte de muestras infecciosas y cultivos

El transporte de muestras diagnoésticas y de agentes etioldgicos (sustancias
infecciosas) debe hacerse con cuidado, no solo para reducir al minimo el riesgo
para los humanos o para el medio ambiente, sino también para proteger la
viabilidad de los agentes patégenos. El transporte de articulos infecciosos por
sistemas de entrega publica o comercial puede estar sujeto a regulaciones locales,
nacionales y (si cruza las fronteras nacionales) regulaciones internacionales.

Si es posible, se deben enviar las muestras de tal manera que lleguen a destino
durante el horario de trabajo, para asi asegurar un manejo apropiado y una
siembra rdpida. Lo antes posible, preferiblemente antes de que las muestras sean
enviadas, se debe informar al laboratorio que va a recibir las muestras, que estas ya
estdn en camino.

El transporte dentro del pais puede ser por tierra o por aire, segin las condiciones
locales. Si las muestras se envian por mensajero, este debe saber la ubicacién del
laboratorio de destino y la persona especifica a quien debe contactar. El expedidor
debe identificar por adelantado la forma mas répida y segura de transporte (ya sea
por bicicleta, motocicleta, carro, ambulancia o transporte publico) y estar seguro
de que se dispone de los fondos para reembolsar los costos de combustible o
transporte publico. Para distancias largas, el transporte mas rapido es por carga
aérea o servicio de entrega expedita. Debido a que los paquetes de hielo o hielo
seco solo durardn de 24 a 48 horas, deben hacerse los arreglos necesarios para que
los paquetes se recojan inmediatamente en el aeropuerto. Cuando las muestras se
embarcan por aire, se debe comunicar inmediatamente al laboratorio de destino el
ntmero del boleto aéreo, el ntimero del vuelo y las horas y fechas de partida y
llegada del vuelo.

Transporte y embarque de cultivos y muestras

Organizaciones regulatorias

El Comité de Expertos de las Naciones Unidas sobre el Transporte de Mercancias
Peligrosas continuamente emite recomendaciones para el transporte seguro de
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mercancias peligrosas. La Organizacion de la Aviaciéon Civil Internacional (OACI)
ha utilizado estas recomendaciones como base para elaborar regulaciones para la
seguridad del transporte aéro de mercancias peligrosas. Las regulaciones de la
Asociacion de Transporte Aéreo Internacional (IATA) contienen todos los
requerimientos de las Instrucciones Técnicas para el Transporte Seguro de
Mercancfas Peligrosas de la OACI. No obstante, la IATA tiene otras exigencias mds
restrictivas que las de la OACI. Las aerolineas que hacen parte de la IATA han
adoptado la reglamentacion de esa Asociacion para el control de las mercancias
peligrosas; los encargados del embarque deben cumplir con esa reglamentaciéon y
con cualquier otra norma que se aplique en el estado de origen, transito o destino.

El embarque por aire de sustancias infecciosas o de muestras diagnésticas debe
cumplir con las regulaciones locales, nacionales e internacionales. Las regulaciones
para transporte aéreo internacional se pueden encontrar en la publicacién de la
IATA Reglamentacion sobre Mercancias Peligrosas, que se publica anualmente en
enero y se actualizan todos los afios. La Reglamentacion de la IATA se puede
obtener en inglés, espanol, francés y alemédn de una de las siguientes oficinas
regionales:

Para ordenar la Reglamentacion de la IATA en las Américas, Europa, Africa y el
Oriente Medio:

Representante de Servicio al Cliente

Asociacién Internacional de Transporte Aéreo

800 Place Victoria, P.O. Box 113

Montreal, Quebec

CANADA H4Z 1M1

Teléfono: 1-514-390-6726

Fax: 1-514-874-9659

Teletipo: YMQTPXB

Para ordenar las Reglamentacion de la IATA en Asia, Australasia y el Pacifico:
Representante de Servicio al Cliente
Asociacion Internacional de Transporte Aéreo
77 Robinson Rd.

No. 05-00 SIA Bldg.

SINGAPORE 068896

Teléfono: +65-438-4555

Fax: +65-438-4666

Telex: RS 24200 TMS Ref: TM 2883
Cable: TATAIATA

Teletipo: SINPSXB

Informacion por Internet:
http://www.iata.org

Para drdenes por Internet, envie un e-mail a:
sales@iata.org
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Regulaciones de embarque para sustancias infecciosas y muestras diagndsticas

En general, los paquetes que van a ser embarcados por via aérea comercial y carga
aérea (tales como Federal Express, DHL y aeronave de pasajeros) estdn sujetos a la
reglamentacién de la IATA. Estas se describen en este apéndice del manual, que
brinda también ejemplos de procedimientos aceptables de embalaje de materiales
infecciosos. No obstante, debido a que estas regulaciones pueden no reflejar los
requerimientos nacionales o los de la IATA para el embalaje y etiquetado de las
sustancias infecciosas, es necesario consultar las regulaciones nacionales vigentes y
la edicién actual de la publicacién de la IATA Reglamentacién sobre Mercancias
Peligrosas, antes de embalar y embarcar sustancias infecciosas por cualquier medio
de transporte. Las Tablas 36a y 36b muestran las etiquetas y embalaje apropiados
para el embarque de paquetes de diferente clasificacion bajo las regulaciones de la
IATA (actualizacién de 2002). Se requiere un formulario completo de “Declaracién
del Expedidor para Mercancias Peligrosas” para mandar este tipo de materiales,
incluidas las sustancias infecciosas. La forma de usar estos formularios se muestra
mds adelante en este apéndice.

Definicion de sustancias infecciosas

De acuerdo con la IATA (2003), las sustancias infecciosas son aquellas que se sabe
que contienen o, en forma fundada se cree que contienen microbios patégenos.
Los microbios patégenos son definidos como microorganismos (incluidos:
bacteria, virus, ricketsias, pardsitos, hongos) o microorganismos recombinados
(hibridos o mutantes) que se sabe o razonablemente se cree que causan
enfermedades en los humanos o animales.

Definicion de muestras para diagnésticos

Segin la TATA (2003), una muestra diagndstica se define como cualquier material

humano o animal que incluya, pero no se limita a: excreciones, secreciones, sangre
y sus componentes, tejidos y fluidos de tejidos que son transportados para fines de
diagnéstico o investigacion, pero excluye animales infectados vivos.

Las “muestras para diagnostico” se consideran como tales a menos que la fuente de
la muestra humana o animal tenga o pueda tener una enfermedad grave humana o
animal que pueda ser rdpidamente transmitida de un individuo a otro, directa o
indirectamente, y para la cual no estén normalmente disponibles las medidas
preventivas y el tratamiento efectivo, en cuyo caso estas deben ser clasificadas
como “sustancias infecciosas”

Lineamientos para el embalaje y etiquetado de sustancias infecciosas

Las personas que embarcan agentes infecciosos o muestras para diagndstico tienen
que cumplir con toda la reglamentacion local e internacional relacionada con el
embalaje y manipulacién de estos materiales. Tienen que asegurar que las muestras
llegaran a su destino en buenas condiciones y que no presenten riesgos para las
personas o los animales durante el transporte.
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TABLA 36B: Descripcion de las etiquetas y marcas individuales requeridas para la correcta seguridad y embarque de diferentes

tipos de paquetes

Esta etiqueta de orientacion debe marcar claramente cudl lado es
‘Arriba’ Se requieren dos etiquetas en cada caja, cada una en lados
opuestos del paquete.

Inner Packages
Comply With
Prescribed
Specifications

Esta marca debe aparecer en el sobrepaquete cuando las
regulaciones requieren el uso de empaquetamientos que lleven
las Especificaciones de Marcas de NU.

DIAGNOSTIC SPECIMENS

Not Restricted, Packed In
Compliance With IATA
Packing Instruction 650

Esta marca es requerida cuando se embalan Especimenes Diagndsticos.

A1

Carbon dioxide, solid
(Dry ice)
UN1845
kg

Estas dos etiquetas se requieren cuando se embala una sustancia o
espécimen en hielo seco.

/ Infectious substances,
N7 atloctiog humans

{

UNZETE

x mis.

Estas tres etiquetas se requieren cuando se embalan Sustancias
Infecciosas. Por favor note que cuando se embalan Sustancias
Infecciosas usted debe usar Empaquetamiento Certificado de
Sustancias Infecciosas NU 6.2.
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TABLA 36h: Descripcion de las etiquetas y marcas individuales requeridas para la correcta seguridad y embarque de diferentes
tipos de paquetes (continuacion)

Esta etiqueta se requiere cuando se embalan mds de 50 mls de
una Sustancia Infecciosa.

Figura A: Paquete con especimenes diagndstico

Superficie en la cual se
colocan la hoja de ruta
aérea y/o direccion

Debe tener dos flechas
“arriba” en lados
opuestos

Figura B: Paquete con especimenes diagndstico en hielo seco

Superficie en la cual se
colocan la hoja de ruta
aérea y/o direccion

Debe tener dos flechas
“arriba” en lados
opuestos
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TABLA 36b: Descripcion de las etiquetas y marcas individuales requeridas para la correcta seguridad y embarque de diferentes
tipos de paquetes (continuacion)

responsable del
embarque

Etiqueta indicando el
nombre y nimero de
teléfono de la persona

Figura C: Sobrepaquete con <50 ml de sustancia infecciosa

Superficie en la
cual se colocan la
hoja de ruta aérea
y/o direccion

-

Debe tener dos
flechas “arriba”
en lados opuestos

Usted debe usar empaquetamiento certificado NU 6.2 para Sustancias Infecciosas

responsable del
embarque

Etiqueta indicando el
nombre y niimero de
teléfono de la persona

Figura D: Sobrepaquete con =50 ml de sustancia infecciosa

Superficie en la cual
se colocan la hoja de
ruta aérea y/o
direccion

-

Debe tener dos
flechas “arriba”
en lados opuestos

Usted debe usar empaquetamiento certificado NU 6.2 para Sustancias Infecciosas
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TABLA 36b: Descripcion de las etiquetas y marcas individuales requeridas para la correcta sequridad y embarque de diferentes
tipos de paquetes (continuacion)

Figura E: Sobrepaquete con <50 ml de sustancias infecciosas y hielo seco

Etiqueta indicando el
nombre y niimero de
teléfono de la persona

Superficie en la
cual se colocan la
hoja de ruta aérea

responsable del y/o direccion
embarque
Debe tener dos
flechas “arriba”

en lados opuestos

Usted debe usar empaquetamiento certificado NU 6.2 para Sustancias Infecciosas

Figura F: Sobrepaquete con =50 ml de sustancias infecciosas y hielo seco

Etiqueta indicando el
nombre y niimero de
teléfono de la persona

Superficie en la
cual se colocan la
hoja de ruta aérea

responsable del y/o direccion
embarque
Debe tener dos
flechas “arriba”

en lados opuestos

Usted debe usar empaquetamiento certificado NU 6.2 para Sustancias Infecciosas
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TABLA 36b: Descripcion de las etiquetas y marcas individuales requeridas para la correcta sequridad y embarque de diferentes
tipos de paquetes (continuacion)

Figura G: Etiquetado apropiado de paquetes conteniendo hielo seco

Superficie en la
cual se colocan la
hoja de ruta aérea
y/o direccion

Debe tener dos
flechas “arriba”
en lados opuestos

El embalaje interno para el embarque de las sustancias infecciosas debe incluir:

+ El embalaje primario interno a prueba de agua (estanco) de cristal, metal o
pléstico que tenga un sello a prueba de derrame.

v Las tapas de rosca deben ser reforzadas con cinta adhesiva.

v’ Las placas de Petri no deben ser embarcadas.

+  Un embalaje secundario a prueba de filtraciones (estanco) resistente a golpes (la
especificacién para el empaque de las Naciones Unidas [NU] que ha sido
rigurosamente probada y certificada para sustancias infecciosas).

+ Material absorbente entre el embalaje primario y el secundario.

v Si se colocan multiples embalajes primarios en un solo embalaje secundario,
los primeros deben envolverse individualmente para evitar el contacto entre
ellos. El material absorbente, tal como lana de algodén, tiene que ser
suficiente para absorber el contenido total de todos los embalajes primarios.

+ Una lista del contenido, articulo por articulo, colocada entre el embalaje
secundario y el sobre embalaje externo.

Si se trata de multiples embalajes primarios colocados en un solo embalaje
secundario, los primeros deben ser envueltos individualmente o, en el caso de
sustancias infecciosas transportadas en nitrégeno liquido, separadas y bien
sostenidas, para evitar el contacto entre recipientes. El material absorbente tiene que
ser suficiente para absorber el contenido completo de todos los embalajes primarios.
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El embalaje externo para el embarque de las sustancias infecciosas debe seguir los
requerimientos siguientes:

Ser suficientemente fuerte para proteger y contener adecuadamente las
sustancias que se envian.

Tener al menos 100 mm (4 pulgadas) en su dimension externa mas pequeia y
un tamano suficiente para acomodar todas las etiquetas en una sola superficie
sin que se sobrepongan.

Marcas externas duraderas y legibles con la direccién y el teléfono del que envia
y el destinatario. Las etiquetas de sustancias infecciosas deben fijarse en la parte
externa del contenedor externo y tienen que llevar la inscripcién “Sustancias
Infecciosas. En caso de dafio o derrame notifique inmediatamente a las
autoridades de salud publica.” El embalaje secundario para sustancias
infecciosas tiene que estar marcado segtn lo indica especificamente Naciones
Unidas, sefialando que el empaque para embarcar sustancias infecciosas ha sido
aprobado y certificado.

Debe tener una etiqueta con la marca de sustancias infecciosas (NU 2814):

« . . ) .
Sustancias Infecciosas, que Afectan a los Humanos (el género y la especie {o

nombre técnico}) x el ntimero total de mililitros o gramos.” La especie puede

especificarse o solo indicarse “spp.” Estas marcas pueden ser escritas a mano y

no requieren de etiquetas adhesivas especiales. El género y especie se pueden

escribir con letras cursivas o no o se pueden subrayar. Por ejemplo:

= “Sustancia infecciosa, que afecta a humanos (N. meningitidis) x 5,0 ml”
0

= “Sustancia infecciosa, que afecta a humanos (Streptococcus spp.) x 5,0 ml”
0

—“Sustancia infecciosa, que afecta a humanos (VIH) x 0,5 ml”
Llevar etiquetas con un par (2) de flechas hacia arriba (44) en al menos dos
lados opuestos de la caja externa para indicar la orientacion correcta del
paquete, con la tapa hacia arriba. Ademds de las dobles flechas a los lados, la

parte superior de la caja puede también marcarse con la inscripcién “Esta tapa
hacia arriba” o “Este lado hacia arriba.”

Llevar una etiqueta que indique “Solo por carga aérea” si el volumen total del
material infeccioso por contenedor externo embarcado es =50 ml.

Llevar el nombre y el ndmero de teléfono de la persona responsable del
embarque.

Estos requerimientos relacionados con los paquetes de transporte de sustancias
infecciosas se ilustran en la Figura 91.
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Lineamientos para embalaje y etiquetado de muestras para diagnéstico

Las muestras para diagnéstico (clinicas) con baja probabilidad de contener agentes
infecciosos tienen que ser empacadas de modo que no pueda haber derrames
después de una prueba de caida de 1,2 m de la siguiente manera:

+ Tener “triple embalaje”, con un recipiente primario (estanco) a prueba de
filtraciones, un contenedor secundario a prueba de derrames, y suficiente
material absorbente entre los contenedores primario y secundario.

v El embalaje primario o el secundario debe ser capaz de resistir, sin filtracion,
un diferencial de presién interna de no menos de 95 kiloPascal cuando esté
entre -40°C y + 55°C (los fabricantes indican qué embalajes empacados y
embarcados cumplen estos criterios). Los contenedores de sustancias
infecciosas sobrepasan estos criterios y son por tanto aceptables para
embalar y embarcar muestras para diagndstico.

+ Llevar una lista detallada del contenido entre el embalaje secundario y el
embalaje externo.

+ Llevar la marca de declaracién de muestras diagndsticas en el exterior del
contenedor externo. (“Muestras Diagnésticas. NU 3373. Embalado de Acuerdo
con la Instrucciéon 650 de Empaque de la IATA.”) Note que esta marca puede
estar escrita a mano y no requiere una etiqueta especial adhesiva.

FIGURA 91: Empaque y etiquetado correctos del embalaje secundario para el embarque de sustancias infecciosas

Embalaje primario
Material absorbente
Cultivo

Etiqueta Peligro
Bioldgico
Embalaje
secundario

Corte de un embalaje

Tapa

(inta hermética

Cultivo

Identificacién de e,

rEn.uestra . Etiqueta de
tiqueta Peligro m datos del
Bioldgico { mk' remitente

Material absorbente

Embalaje
exterior

Etiqueta
Sustancia
Infecciosa

Etiqueta de
datos del
destinatario

Sefial de sustancia
infecciosa (UN 2814)
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v Siel envio va a ser por aire, la declaraciéon de las muestras para diagnéstico
(“Muestras para Diagnéstico. NU 3373. Embale de acuerdo con la
Instrucciéon 650 de Empaque de la IATA.”) tiene que estar presente en la hoja
de ruta aérea y en el embalaje externo.

Los requerimientos de embalaje para el transporte de las muestras diagndsticas se
ilustran en la Figura 92.

Lineamientos para el embalaje y etiquetado de las muestras embarcadas en
hielo seco (CO3)

El hielo o hielo seco deben ser colocados por fuera en un paquete aparte del
embalaje secundario. Es necesario colocar soportes interiores para asegurar que el
paquete secundario se mantenga en su posicion original después de que el hielo se
disipa. Si se estd utilizando hielo, el empaque tiene que ser a prueba de filtracion.
Si se estd utilizando hielo seco, este debe ser embalado de acuerdo con la
Instruccién 904 de Empaque de la IATA: el embalaje externo tiene que permitir la
salida del diéxido de carbono [CO;]. El cartén y el poliestireno (Styrofoam) son
dos ejemplos de materiales adecuados para empacar el hielo seco. En un clima
templado, 6 libras de hielo seco aproximadamente se disipardn en un periodo de
24 horas, por lo cual, al menos debe colocarse esa cantidad de hielo seco (y
preferiblemente mds) para un embarque/envio de 24 horas; esta cantidad debe ser
ajustada en casos de clima cdlido y segin el tamano de la caja. Las cajas grandes
requieren mds hielo seco para mantener la congelacién. En el transporte aéreo el

FIGURA 92: Empaque y etiquetado correctos del embalaje secundario para el embarque de muestras diagndsticas

Seccion de un empaquetamiento correcto

Embalaje primario lleno de agua

Lista detallada de contenido . .
Embalaje secundario lleno de
Embalaje secundario lleno de agua aqua (bolsa plastica sellada)

(bolsa plstica sellada)

Material absorbente
L~ Embalaje primario lleno de agua

L~ Identificador de muestra
L. Etiqueta Peligro Bioldgico

| Material absorbente

Paquete exterior

Etiqueta de
datos del
Etiqueta de datos del remitente

destinatario

"Muestras para diagndstico. NU 3373.
Embale de acuerdo con la Instruccion
650 de Empaque de la IATA.”
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méximo de hielo seco permitido en un contenedor externo simple es 200 kg
(aproximadamente 440 libras).

Los paquetes que contienen hielo seco tienen que ser debidamente marcados con
las palabras “Diéxido de carbono, sélido (hielo seco) NU1845 (y peso neto del
hielo seco en kg)”, y una etiqueta Clase 9 preimpresa “Misceldnea de Mercancias
Peligrosas”, como se muestra en la Tabla 36.

Cuando se utiliza una sobrecubierta externa, esta tiene que estar marcada de la
siguiente manera: “Los paquetes internos cumplen las indicaciones requeridas”
(debido a que las marcas de especificacion de las Naciones Unidas no seran visibles
en la sobrecubierta externa).

Lineamientos para llenar el modelo de “Declaracién de Embarque para
Mercancias Peligrosas”

Todos los embarques de materiales peligrosos, incluidas las sustancias infecciosas,
tienen que ir acompafiados de dos originales, copias completas del modelo de
“Declaracién de Embarque para Mercancias Peligrosas”, insertadas en la bolsa entre
los otros documentos del embarque. En la Figura 93 se presenta un ejemplo del
modelo de Declaracién de Embarque para Mercancias Peligrosas, con la
informacion necesaria para completarlo. Para reducir el riesgo de que un
embarque sea rechazado y devuelto al laboratorio de origen, es importante
recordar lo siguiente:

+ La reglamentacion internacional requiere de marcas diagonales sombreadas,
impresas en rojo en los mdrgenes izquierdo y derecho; no se pueden utilizar
formularios fotocopiados.

+ Los formularios tienen que ser completados en inglés, aunque la traducciéon
puede ir en el mismo formulario.

+ Debe utilizarse nomenclatura, términos y ortografia especificos. Por ejemplo,
hay que referirse a una caja de cartén como “caja de fibreboard” (en inglés)
(ortografia: R antes de E) y tiene que haber una coma después del término
“sustancias infecciosas’, en la declaracion “sustancias infecciosas, que afectan a
los humanos” (véase la Figura 93).

+ El nombre de la persona responsable del embarque tiene que aparecer en uno
de los registros de direcciones; si la persona responsable del embarque no es la
que embarca o recibe, hay que incluir junto al nombre el nimero de teléfono de
la persona responsable.

+ En la parte del formulario “Detalles para el Transporte”, tache la opcién que no
corresponda.
+ Siel embarque es de menos de 50 ml, tache “solo para carga aérea”

+ Si el embarque es de 50 ml o més, tache “carga aérea y de pasajero”.
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+ En la parte del formulario “Naturaleza y Cantidad de Mercancias Peligrosas™

v El nombre correcto para el embarque de sustancias infecciosas es “Sustancias
Infecciosas, que Afectan a los Humanos (nombre técnico).” El nombre
técnico de la(s) sustancia(s) infecciosa(s) tiene que ser incluido entre
paréntesis después del nombre correcto del embarque; no obstante, el de la
especie especifica no se requiere y “spp” puede seguir al género. Es por ello
que el nombre técnico para la sustancia infecciosa Neisseria meningitidis
puede aparecer en la lista como “(Neisseria meningitidis)” o “(Neisseria spp.)”.
Se permiten las letras itdlicas, pero no son necesarias para los nombres del
género vy la especie.

v/ Para las “Sustancias Infecciosas, que Afectan a los Humanos (nombre
técnico)”: la clase correcta es 6.2; el numero de NU es NU2814, y la
instruccién del empaque es la 602.

v/ Para “diéxido de carbono, solido (hielo seco)”: la clase correcta es 9; el
numero de NU es NU1845; el grupo del empaque es I11, y la instruccién del
empagque es la 904.

v Para las sustancias infecciosas, debe aparecer la cantidad en ml en la parte
“Cantidad y Tipo del Empaquetado” en el formulario.

v Para el hielo seco, la cantidad tiene que aparecer en kg (medida en ntimeros
enteros) en la parte del formulario “Cantidad y Tipo del Empaquetado”

v Si la marca de especificacion de las Naciones Unidas no es visible en el
empaquetamiento externo, la declaracién tiene que contener las palabras
“SOBRE EMBALAJE USADO?” en la parte del formulario “Cantidad y Tipo
del Empaquetado”

+ En la parte del formulario “Informaciéon Adicional sobre Manipulacién”, el
numero de teléfono para contacto de emergencia las 24 horas del dia tiene que
ser el de una persona que conozca los procedimientos a seguir en casos de
emergencia por derrames y dafios en las cajas.

+ El formulario de “Declaracién de Embarque para Mercancias Peligrosas” es un
documento legal y tiene que ser firmado.

Antes del embarque de las cajas, asegtrese de comunicarse con el futuro
destinatario para comunicarle los detalles del embarque; haga todos los arreglos
para una apropiada manipulacién durante el embarque y la importacion legal de la
sustancia infecciosa sin dafos en la entrega; estos lineamientos estdn en armonia
con la regulacion 1.3.3.1 de la IATA.

Publicacion de referencia para embalaje y embarque de mercancias
peligrosas

Asociacién de Transporte Aéreo Internacional. Reglamentacién de Mercancias
Peligrosas, 44a. edicion, efectiva en enero 1, 2003. Montreal - Ginebra.
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FIGURA 93: Informacidn requerida para completar correctamente el modelo de “Declaracion de Embarque para
Mercancias Peligrosas”
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APENDICE 13

Lista de Fabricantes, Proveedores y Distribuidores que pueden
proporcionar informacidn sobre medios y reactivos

La siguiente lista de fabricantes, proveedores y distribuidores de medios y reactivos
que se utilizan mds comdinmente no significa que se esté respaldando a estos
fabricantes o productos. Notese que la informacion sobre contactos puede cambiar.

Siga estrictamente las instrucciones del fabricante al utilizar medios y reactivos
comerciales y lleve a cabo periddicamente actividades de control de calidad,
segun corresponda.

BD (Becton, Dickinson and Co.) BD Microbiology Systems

También incluye productos de: 7 Loveton Circle

+  BBL (catdlogo internet) Sparks, Maryland 21152 USA
http://catalog.bd.com/scripts/catalog.exe ~ Teléf.:  (+1) 410 316 4000

+ Difco (catdlogo internet) Fax: (+1) 410 316 4723
http://www.bd.com/industrial/difco/ BD Worldwide
manual.asp

House of Vanguard

Chiromo Road, Westlands

4th Floor, Wing B, P.O. Box 76813
Nairobi, Kenya

Teléf.: (+254) 2 44 96 09

Fax: (+254) 2 44 96 19

BD Diagnostics Systems, Asia Limited
5th Floor, Signature Tower South City
Gurgaon — 122016

Haryana, India

Teléf.:  (+91) 124 638 3566

Fax: (+91) 124 638 3224

E-mail: bd_india@bd.com

BD Chile

Carretera General San Martin 16500

Sitio 33, Colina (Casilla 16273 — Correo 9)
Santiago, Chile

Teléf.: (+56) 2 460 0380

Fax: (+56) 2 460 0306
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bioMérieux

bioMérieux Vitek, Inc.

595 Anglum Drive
Hazelwood, MO 63042 USA
Teléf:  (+1) 314 731 8500
Fax: (+1) 314 731 8700

bioMérieux s.a.

69280 Marcy-I’Etoile, France
Teléf.: (+33) 478872000
Fax: (+33) 478 87 2090
Telex: 330967

Developing Health Technology

Equipos de laboratorio de bajo costo y
suministros para paises en desarrollo, ONG
y agencias de cooperacion.

Developing Health Technology

Bridge House

Worlington Road

Barton Mills

England 1P28 7DX.

Teléf:  (+44) 1603 416058

Fax: (+44) 1603 416066

E-mail:  sales@dht-online.co.uk
Internet: http://www.dht-online.co.uk/

Fisher Scientific Co.

Fisher Scientific, Puerto Rico
Carreterra #1, Km.56.4

Barrio Montellano

Cayey, Puerto Rico 00737 USA
Teléf. (+1) 787 738 4231
Fax: (+1) 787 738 4600

Europe/Middle East/Africa Headquarters
Fisher Scientific Overseas Marketing, Inc.
46 Queen Anne Street

London WIM 9LA, United Kingdom
Teléf.: (+44) 171 935 4440

Fax: (+44) 171 935 5758

Fisher Scientific International, Inc.
3970 Johns Creek Court

Suite 500

Suwanee, GA 30024 USA

Teléf.: (+1) 770 871 4500

Fax: (+1) 770 871 4600

Otras localizaciones:
http://www.fishersci.com.sg/contact.html
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Merck & Co KGaA
Listado electrénico de
suministradores globales

Internet: http://www.merck.de
E-mail:  service@merck.de

KGaA Darmstadt Germany
Frankfurter Strasse 250
64293 Darmstadt, Germany
Teléf:  (+49) 6151 720
Fax: (+49) 6151 722000

Merck Laboratory Supplies Division

1 Friesland Drive

Longmeadow Business Estate
Modderfontein, Gauteng, South Africa
Teléf:  (+27) 11 372 5000

Fax: (+27) 11 372 5254

E-mail:  labsupply@merck.co.za

Merck Quimica Argentina
Artilleros 2436

1428 Buenos Aires, Argentina
Teléf:  (+54) 114 787 8100

Fax: (+54) 114 788 3365
E-mail:  wpiersko@merck.com.ar

Merck Limited

Shiv Sagar Estate “A”

Dr. Annie Besant Road

Worli, Mumbai 400018 INDIA

Teléf.: (+91) 22 4964855 (through 862)
Fax: (4+91) 22 4950307 or 4954590
E-mail:  life.science@merck.co.in

Calbiochem
(afiliado de Merck)

Calbiochem

P.O. Box 12087

LaJolla, CA 92039-2087 USA

Teléf.: (+1) 858 450 9600

Fax: (+1) 858 453 3552

Internet: http://www.calbiochem.com/
contactUs/sales.asp

E-mail: orders@calbiochem.com

Murex Diagnostics, Inc.

Central Road, Temple Hill

Dartford, Kent DA1 5LR, United Kingdom
Teléf:  (+44) 132227 7711

Fax: (+44) 132 227 3288

Customer Services Department
3075 Northwoods Circle
Norcross, GA 30071, USA
Teléf.:  (+1) 404 662 0660
Fax: (+1) 404 447 4989
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Murex Diagnostics, Inc. Murex Diagnostics / Embree Diagnostics
(continuacion) Delhi 110006

India

Teléf.: (+91) 11 326 7172

Fax: (+91) 11 324 1508

Oxoid Oxoid s.a.
6 route de Paisy, B.P. 13
69572 Dardilly Cedex, France
Teléf.: (+33) 4783517 31
Fax: (+33) 4786603 76

Oxoid Limited

Wade Road, Basingstoke
Hampshire RG24 8PW

England

Teléf.: (+44) (0) 1256 841 144
Fax: (+44) (0) 1256 463 388
E-mail:  oxoid@oxoid.com

Pastorex Sanofi Diagnostics Pasteur
3, Bld Raymond Poincaré - BP 3
92430 Marnes-la-Coquette, France
Teléf:  (+33) 147 95 60 00
Fax: (+33) 147 41 91 33
Telex:  631293F

Quélab Laboratories, Inc. 2331, Dandurand
Montreal (Quebec)
Canada, H2G 3C5
Teléf:  (+1) 514 277 2558
Fax: (+1) 514 277 4714
Internet: http://www.quelab.com
(sitio web en espariol, inglés y francés)

Remel Laboratories 12076 Santa Fe Drive
P.O. Box 14428
Lenexa, KA 66215, USA
Teléf.: (+1) 913 888 0939
Fax: (+1) 913 895 4128
E-mail:  customersupport@remelinc.com
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Scientific Device Laboratory, Inc.

411 E. Jarvis Avenue

Des Plaines, IL 60018

Teléf.: (+1) 847 803 9545
Fax: (+1) 847 803 8251
E-mail:  scidev@aol.com

Internet: http://www.scientificdevice.com

(sitio web en espaiol e inglés)

Sigma-Aldrich Corp.

Sigma-Aldrich

Fancy Road, Poole

Dorset, BH17 7NH, UK
Teléf:  (+44) 0800 373 731
Fax: (+44) 0800 378 785

Sigma-Aldrich Chimie S.a.r.l.
Llsle d’Abeau Chesnes

B.P. 701, 38297 St. Quentin
Fallavier Cedex, France
Teléf:  (+33) 0521 14 08
Fax: (+33) 05 03 10 52

Sigma-Aldrich

St. Louis, MO USA

Attn: N. Corray

Teléf.:  (+1) 314 286 7690
Fax: (+1) 314 286 7807
E-mail:  ncorray@sial.com

TCS Biosciences Ltd.

Botolph Claydon

Buckingham, MK18 2LR
England

Teléf:  (+44) (0) 1296 714222
Fax: (+44) (0) 1296 714806
E-mail:  Sales@TCSgroup.co.uk

Wellcome Diagnostics

GlaxoSmithKline,

Glaxo Wellcome UK Ltd.,
Stockley Park West,

Uxbridge, Middlesex, UB11 1BT
General Enquiries:

Teléf.: (+44) 20 8990 9000
Fax: (+44) 20 8990 4321
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Wellcome Diagnostics Glaxo SmithKline
(continuacién) Consumo
Av. Presidente Kennedy
5454 Piso 13
Chile
Teléf.: (+56) 2 370 6600
Fax: (+56) 2 370 6666

GlaxoSmithKline
South Africa

44 Old Pretoria Road
Halfway House
Midrand Gauteng
South Africa

0

PO Box 3388

Halfway House 1685
Gauteng South Africa

Teléf.: (+27) 11 3136000
Fax: (+27) 11 3136111

VWR International VWR International Ltd.
Merck House
Poole BHI15 1TD
England
Teléf.: (+44) 1 202 669 700
Fax: (+44) 1 202 665 599
info@uk.vwr.com

VWR International S.A.S.

“Le périgares”—Batiment B

201, rue Carnot

F-94126 Fontenay-sous-Bois cedex
Teléf:  (+33) 14514 8500
info@fr.vwr.com
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Cepas de control de calidad

Muchos laboratorios adquieren cepas para el control de calidad de colecciones oficiales de
cultivo, incluida la Coleccién Americana de Cultivos Tipo (ATCC, acrénimo en inglés) y la
Coleccién Nacional de Cultivos Tipo y Hongos Patégenos. (NCTC, acrénimo en inglés). Este
manual presenta los nimeros de ATCC para las cepas de control de calidad, pero las cepas de
ATCC pueden también obtenerse de la NCTC.

American Type Culture Collection (ATCC)
12301 Parklawn Drive, Rockville, MD 20852 USA e-mail help@atcc.org
Teléf. (+1) 703-365-2700 fax (+1) 703-365-2701 internet http: //www.atcc.org

National Collection of Type Cultures and Pathogenic Fungi (NCTC)
Public Health Laboratory Service, London NW9, England;
e-mail nctc@phls.nhs.uk  internet http://www.phls.co.uk/services/nctc/

Las cepas de control de calidad también pueden ser adquiridas de empresas comerciales
como Lab M.:
Lab M Topley House, 52 Wash Lane, Bury, BL9 6AU, England.

Tiras de Etest®

Las tiras de Etest® pueden ser un tanto mas dificiles de obtener que los discos de
antimicrobianos, por tanto se incluye aqui informacion especifica referente a su adquisicion.
Las tiras de Etest® se pueden conseguir de:

AB BIODISK AB BIODISK North America, Inc Remel Inc. (Distributor)
Dalvagen 10 200 Centennial Ave 12076 Santa Fe Dr.

S 169 56 Piscataway, NJ. 08854-3910 Lenexa, KS 66215

Solna, Sweden Teléf.: (+1) 732 457 0408 Teléf.: (+1) 913 888 0939
Teléf.: (+46) 8 730 0760 Fax: (+1) 732 457 8980 Fax: (+1) 913 888 5884

Fax: (+46) 8 83 81 58
AB Biodisk en Internet en: http://www.abbiodisk.com

En algunos casos, es posible conseguir descuentos en la compra de tiras de Etest® para
proyectos financiados por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), especialmente para
los laboratorios de zonas de escasos recursos. Para obtener mds informacién sobre
descuentos, comuniquese con: Anne Bolmstrom, Presidenta de AB BIODISK, en la direccién
de la compania en Suecia que figura arriba.
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APENDICE 1

Practicas de Sequridad Estandar en el
Laboratorio de Microbiologia

infecciones en el laboratorio, como resultado de accidentes o incidentes no

reconocidos. El grado de riesgo depende sobre todo de la virulencia del
agente bioldgico en cuestion y de la resistencia del huésped. En el laboratorio,
las infecciones se adquieren por ingestion, inhalacién o introduccién de
microorganismos en los tejidos de manera inadvertida. Los laboratoristas que
realizan pruebas con cepas de Haemophilus influenzae 'y Streptococcus pneumoniae
estdn relativamente a salvo. Sin embargo, los que trabajan con aerosoles de
Neisseria meningitidis tienen un riesgo mayor de adquirir una infeccién
meningocdccica. El riesgo asociado con agentes patdgenos entéricos, tales como
Shigella, Vibrio o Salmonella, es la ingestion accidental. Las practicas en el Gabinete
de Bioseguridad Nivel 2 (GBN-2 o [BSL-2 en inglés]) son apropiadas para el
trabajo con estos agentes, que presentan un peligro moderado para el personal y el
ambiente. En relacion con el personal de laboratorio que trabaja en instalaciones
de GBN-2, se han establecido los siguientes:

I-os laboratoristas que trabajan con agentes infecciosos pueden adquirir

+ El personal de laboratorio debe recibir adiestramiento especifico en cuanto al
manejo de los agentes patégenos y estar dirigido por cientificos competentes.

+ Elacceso al laboratorio tiene que ser limitado en horas de trabajo.

+ Deben tomarse precauciones extremas con respecto a los objetos afilados
contaminados.

+ El personal que realiza ciertos procedimientos que requieren la creacion de
aerosoles infecciosos o salpicaduras tiene que utilizar equipo y ropa de
proteccion adecuados.

Practicas estandar de seguridad microbioldgica

Los siguientes lineamientos de seguridad se deben poner en préctica en todos los
laboratorios de microbiologia, independientemente del nivel de bioseguridad.
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Acceso limitado al laboratorio

El acceso al laboratorio debe estar limitado, independientemente del tipo de
laboratorio de que se trate. Aunque ocurre con mds frecuencia en los laboratorios
clinicos, a veces hay personas que no trabajan en el laboratorio que intentan entrar
para ver el resultado de alguna prueba.

Los simbolos o etiquetas de bioseguridad deben colocarse cerca de todas las
puertas del laboratorio y en todos los equipos de trabajo (por ejemplo,
incubadoras, campanas, refrigeradores y congeladores). Se prohibe el ingreso de
nifios menores de 12 anos de edad y mascotas en las dreas de laboratorio. Todos los
laboratorios deben quedar cerrados con llave fuera de horas de trabajo. Ademas,
todos los congeladores y refrigeradores ubicados en los corredores deben quedar
cerrados con llave.

Lavado de las manos

Todos los laboratorios deben tener un grifo para el lavado de las manos. Las manos
deben lavarse por lo menos durante un minuto con jabon germicida apropiado
antes de salir del laboratorio y después de manipular materiales infecciosos.
(Cuando no se disponga de jabon germicida, el personal que trabaja con
microorganismos grampositivos debe utilizar alcohol [70%] para limpiarse las
manos.) El lavado frecuente de las manos es de los procedimientos mas eficaces
para evitar las infecciones adquiridas en el laboratorio.

Comer, beber o fumar

No debe permitirse comer, beber ni fumar en las areas de trabajo de los
laboratorios. Los alimentos deben guardarse y consumirse fuera del area de
trabajo, en dreas designadas solo para esos propositos. Los articulos personales
(por ejemplo, carteras de mano, espejuelos o billeteras) no deben colocarse en las
mesas de trabajo.

Pipetear con la boca

Esta estrictamente prohibido pipetear con la boca en el laboratorio. Deben
utilizarse los bulbos de goma o dispositivos mecénicos.

Objetos punzantes

Se debe tomar en todo momento un alto grado de precaucién con cualquier objeto
filoso o cortante contaminado, incluidas agujas, jeringuillas, laminas, pipetas, tubos
capilares y bisturies. Deseche los objetos puntiagudos o filosos en un recipiente
designado para ello. Para reducir al minimo los pinchazos en los dedos, las agujas
desechables utilizadas no se deben torcer, cortar, volver a tapar, retirar de las
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jeringuillas desechables ni tener otro tipo de manipulacién con las manos después
de haber sido desechadas. Los objetos filosos no desechables, incluidas las
jeringuillas, se deben colocar en una bandeja de desechos marcada para
descontaminacién antes de lavarse. Los cristales rotos no se deben manipular
directamente con las manos, sino que se deben remover con métodos mecdnicos
(por ejemplo, una brocha y recogedor, tenazas o pinzas).

Aerosoles

Cuando se realiza una prueba, esta se debe hacer de manera cuidadosa para
minimizar las salpicaduras o la formacién de aerosoles; las técnicas que tienden a
producir aerosoles deben evitarse. Las agujas o asas de inoculacion se deben enfriar
sosteniéndolas en el aire durante 5-10 segundos antes de que toquen las colonias o
el material clinico. Las asas que contienen material infeccioso tienen que secarse en
aire caliente sobre un mechero antes de flamearlas. Los recipientes que se ponen en
la maquina vortex y los que deben ser centrifugados tienen que estar cerrados.

(Si no hubiera disponibles tubos con cierre de seguridad, habrd que utilizar tubos
sellados.) Se debe utilizar gasa para sacar las tapas de las muestras de sangre;
también debe ponerse gasa alrededor de la tapa del frasco de hemocultivo para
reducir al minimo la producciéon de aerosol cuando se retira la aguja. Nunca se
deben cortar las agujas ni sacar las jeringuillas antes de que se pasen por el
autoclave. Todos los liquidos corporales deben ser centrifugados en contenedores
con tapas de seguridad, exclusivamente.

Cuando se lleven a cabo procedimientos con alto riesgo de generar aerosoles
infecciosos, o cuando el procedimiento que se utiliza puede resultar en una
salpicadura de la cara con material infeccioso u otro material peligroso, el trabajo
de laboratorio debe realizarse en gabinetes de seguridad o por laboratoristas que
usen los equipos apropiados de proteccién de la cara (por ejemplo, anteojos,
madscara u otros protectores). Entre los procedimientos que pueden ser de riesgo
tenemos la centrifugacién, pulverizacién, zarandeo, agitacién o mezcla vigorosa,
disrupcidn sonica, recipientes abiertos de materiales infecciosos cuyas presiones
internas puedan ser diferentes de las presiones del ambiente, inoculacién intranasal
de animales y cosecha de tejidos infectados de animales o huevos. Las mdscaras
protectoras deben también utilizarse cuando se trabaja con altas concentraciones o
grandes volimenes de agentes infecciosos.

Descontaminacion de las mesetas de trabajo y otras superficies

Las mesetas de trabajo siempre se deben limpiar con un desinfectante (un
desinfectante fendlico, hipoclorito de sodio al 1% [lejia] o alcohol isopropilico al
70%) después de haber trabajado con agentes infecciosos o muestras clinicas o
después de derrames, salpicaduras u otra contaminacién por materiales
infecciosos. Las soluciones desinfectantes deben mantenerse en la estacion de
trabajo (véase Desinfectantes).
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Disposicion de los materiales contaminados

Todos los desechos, tales como placas, tubos, muestras clinicas y otros materiales
contaminados desechados deben colocarse en recipientes que deberdn estar
disponibles en cada banco de trabajo. Habra que usar cajas especiales para
desechar objetos punzantes o afilados (por ejemplo, jeringuillas o cristales rotos)
para reducir al minimo el riesgo. Evite la sobrecarga de estos recipientes de
desechos, que deben ser cuidadosamente transportados al cuarto donde esté el
autoclave y pasados por este antes de eliminarlos.

Autoclave

Los laboratorios NBS 2/3 deben disponer de un autoclave que sea operado
solamente por personal capacitado para este fin. Para verificar que cada autoclave
esté trabajando apropiadamente, debe incluirse regularmente en su carga una tira
de esporas u otros indicadores biologicos designados para probar la eficiencia de la
esterilizacion. Cada carga del autoclave debe ser monitoreada con cinta sensible a
la temperatura (testigo), termdgrafo u otros medios (por ejemplo, indicadores
bioldgicos).

Reglas generales para los laboratorios

Todas las dreas del laboratorio deben mantenerse limpias y ordenadas. La suciedad,
el polvo, el hacinamiento o el desorden ocasionan riesgos para la seguridad y son
incompatibles con las practicas de investigacion biologica aceptables. Los pisos
deben mantenerse limpios y sin desorden innecesario, y deben ser lavados
regularmente con una solucién germicida y después de cualquier derrame de
material infeccioso.

Refrigeradores y congeladores

Los refrigeradores y congeladores se deben inspeccionar regularmente para
determinar la presencia de viales o tubos rotos que contengan agentes infecciosos.
Cuando se elimine material roto, los laboratoristas deben utilizar guantes y
atuendo protector propio (por ejemplo, batas de laboratorio, gafas o caretas).

Los refrigeradores y congeladores deben limpiarse regularmente con desinfectante
y descongelarse para prevenir posible contaminacion o fallos de temperatura.

Prevencion de incendios

Los mecheros deben utilizarse lejos de las ldimparas y del material inflamable.

El material inflamable a granel se debe almacenar en gabinete de seguridad. En
pequenas cantidades este material (por ejemplo, acetato de etilo, alcohol etilico y
metanol) se debe guardar en recipientes de seguridad. Los mecheros tienen que
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estar apagados cuando no estén en uso. Todos los laboratoristas tienen que conocer
la ubicacién de los extintores de incendio, las mantas contra incendio y las duchas;
las instrucciones de seguridad y las rutas de evacuacion deben estar sefializadas.

Practicas especiales

Transporte de materiales de riesgo bioldgico

El transporte de materiales de riesgo bioldgico de un edificio a otro aumenta el
riesgo de roturas y derrames. Si el transporte es necesario, el recipiente primario
del agente infeccioso (independientemente de su tamafo) tiene que ponerse en un
contenedor secundario irrompible y que pueda ser sellado (por ejemplo, con una
tapa cerrada con tornillos o una bolsa pldstica).

Desinfectantes

La susceptibilidad de los microorganismos a los desinfectantes varia. El alcohol al
70% generalmente es eficaz como un desinfectante de superficie en el caso de
Enterobacteriaceae, pero hay otros microorganismos que son mds resistentes a ese
compuesto. No obstante, el alcohol isopropilico al 70% no es el desinfectante de
eleccién para la descontaminacién de los derrames. Los desinfectantes fendlicos,
aunque son caros, por lo regular son eficaces contra muchos microorganismos.
Lea siempre las etiquetas de los desinfectantes y siga las recomendaciones del
fabricante en cuanto a la dilucién y el tiempo de exposicién necesario para que
sean eficaces, especialmente antes de utilizar contra los microorganismos NBS-3
(por ejemplo, Mycobacterium tuberculosis). Una diluciéon de 1:100 (1%) de un
blanqueador doméstico, la lejia (hipoclorito de sodio) en agua es un
desinfectante general efectivo. Esta dilucién se puede utilizar para limpiar las
superficies de las mesetas o bancos, campanas y otros equipos. Una dilucién de
1:10 (10%) de lejia es corrosiva y deteriorard el acero inoxidable, por lo que no
debe utilizarse rutinariamente; sin embargo, esta solucion se puede utilizar para
limpiar los derramamientos de cultivos o material infeccioso concentrado con
fuerte contaminacion. Si se utiliza el hipoclorito de sodio como desinfectante, las
diluciones estdndar al 1% deben prepararse diariamente partiendo de una
solucién patrén.

Descontaminacion de derrames

Se recomiendan los siguientes procedimientos para la descontaminacion de
derrames:

+  Aisle el drea para prevenir el ingreso de personas ajenas.

+ Use guantes y ropa protectora (por ejemplo, un delantal o una bata de
laboratorio, zapatos y una mascara [si lo que se ha derramado puede contener
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un agente respiratorio o si el agente es desconocido]).
» Absorba o cubra el material derramado con toallas desechables.

« Sature las toallas con un desinfectante de nivel alto o intermedio
apropiadamente diluido (por ejemplo, una formulacién fendlica o lejia
doméstica).

+ Ponga toallas empapadas en desinfectante sobre el drea y déjelas en el lugar por
lo menos por 15 minutos antes de sacarlas y eliminarlas.

+ Limpie el drea utilizando toallas empapadas en desinfectante y deje que el aire
seque el drea.

+ Ponga todos los materiales desechables utilizados para la descontaminacién del
derrame dentro de un recipiente para riesgos biol6gicos.

+ Manipule el material de la misma forma que otros desperdicios infecciosos.

Accidentes

Todos los dafios o incidentes raros deben notificarse inmediatamente al supervisor.
Cuando se producen heridas por cortes o pinchazos con agujas o cristales rotos, y
existe la posibilidad de que estos estén infectados, se deberd lavar rdpidamente el
drea afectada con jabon desinfectante y agua durante 15 minutos. En el caso de un
accidente en una centrifuga en el cual no se hayan utilizado portadores de
seguridad, se debe avisar inmediatamente al resto del personal del drea, y esta debe
aislarse para evitar cualquier ingreso de otras personas.

Vestimenta y equipo de proteccion

Batas de laboratorio

Se deben utilizar batas protectoras, delantales, blusas o uniformes mientras se esta
trabajando en el laboratorio. Las batas o tnicas de laboratorio deberan ajustarse
apropiadamente y cubrir los brazos hasta el codo. Hay que quitarse estas ropas
protectoras y dejarlas en el laboratorio al salir. Toda la ropa protectora debe
desecharse en el laboratorio o lavarse en la institucién y nunca debe llevarse a la
casa.

Guantes

Independientemente del tipo de material infeccioso, habra que utilizar guantes

cuando se llevan a cabo procedimientos que tienen grandes posibilidades de riesgo
(por ejemplo, aglutinacién en laminas), durante los cuales puede haber derrames o
contaminacién de la piel, o cuando el trabajador de laboratorio tiene cortaduras en
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las manos o algun tipo de solucién de continuidad de la piel. Los guantes deben
utilizarse siempre que se manipulan muestras clinicas, fluidos corporales y tejidos
humanos o animales. Se debe suponer que estos tejidos son positivos para el virus
de la hepatitis B, el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), otros agentes
patdgenos de transmision sanguinea y M. tuberculosis. El personal de laboratorio se
debe quitar los guantes cuando estos se contaminan por derrames o salpicaduras,
o cuando se ha terminado el trabajo con materiales infecciosos. No se debe utilizar
guantes fuera del laboratorio. No se debe utilizar el teléfono ni abrir las puertas
con guantes utilizados en pruebas de laboratorio. Se deben desechar todos los
guantes usados, colocarlos junto con otros materiales desechables y llevarlos al
autoclave. El personal de laboratorio se debe lavar las manos inmediatamente
después de haberse quitado los guantes.

Precauciones de barreras

Debe suponerse que las muestras clinicas, los fluidos corporales y los tejidos
humanos y animales son positivos para el virus de la hepatitis B, VIH, otros
agentes patogenos de transmision sanguinea y M. tuberculosis. Estos materiales
deben ser manipulados en un gabinete de seguridad o tomando las precauciones
de barrera (por ejemplo, gafas, mascaras, caretas u otros medios de seguridad)
siempre y cuando el procedimiento tenga el potencial de generar aerosoles.

Referencias de bioseguridad utiles para el laboratorio

+ Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades, Institutos Nacionales
de Salud. Biosafety in microbiological and biomedical laboratories. Washington,
DC: U.S. Government Printing Office; 1999: stock no. 017-040-00547-4.

+ Organizacién Mundial de la Salud. Manual de bioseguridad en el laboratorio,
2da edicién. Ginebra: OMS; 1993: ISBN 92 4 3544500.
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APENDICE 2

Medios, Reactivos y Control de Calidad

reactivos que utiliza. El control de calidad (CC) incluye la seleccion correcta de

los reactivos, la preparacion de los medios de acuerdo con las formulaciones
aprobadas o con las instrucciones especificas del fabricante y el uso de las cepas de
referencia bien caracterizadas para controlar el medio preparado. La Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) estimula la participacion de los laboratorios centrales
de salud publica en por lo menos tres valoraciones al aio mediante encuestas de
control de calidad externa; para los laboratorios de referencia, esto puede incluir
un esquema internacional de prueba. Los laboratorios nacionales centrales
(laboratorios de referencia) deben trabajar para estandarizar los procedimientos de
los laboratorios locales, regionales y los de ellos mismos, de manera que las
observaciones puedan ser interpretadas de la misma manera en todos los lugares.

Cada laboratorio debe asegurar adecuadamente el control de los medios y

Control de calidad de los medios

Las consideraciones para el control de calidad de los medios, los métodos y las
fuentes de las cepas de control son las siguientes:

1) Consideraciones para el control de calidad de los medios

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

Esterilidad

+ Incube toda la noche a 35°C-37°C un tubo o una placa por cada lote de medio
esterilizado por autoclave o por filtracién y examinelo para ver si hay
contaminantes.
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Habilidad de soportar el crecimiento de organismos especificos

+ Use al menos una cepa para probar la capacidad de un medio selectivo de
soportar el crecimiento del patdgeno especifico (por ejemplo, para el agar
MacConkey la cepa de S. flexneri como Shigella). La documentacién debe
basarse en si esta cepa produce las reacciones bioquimicas apropiadas y el color
en el medio de prueba. (Las discusiones sobre las reacciones bioquimicas
especificas se incluyen en la seccién de los medios de este Apéndice.)

Habilidad de producir reacciones bioquimicas apropiadas

+ Para medios selectivos: Use al menos un microorganismo que crezca y uno que
no crezca en el medio selectivo para la prueba de habilidad del medio, para
diferenciar el microorganismo especifico de sus competidores. Si el medio es a
la vez selectivo y diferencial, puede ser util incluir dos organismos que crezcan
en el medio y que produciran diferentes reacciones (por ejemplo, para el agar
MacConkey: un microorganismo no fermentador de la lactosa como S. flexneri;
un microorganismo fermentador de la lactosa como E. coli y S. aureus, que no
debe crecer).

+ Para medios bioquimicos: Use al menos un microorganismo que produzca una
reaccion positiva y uno que produzca una reaccién negativa (por ejemplo, para
el medio de urea, use un microorganismo ureasa positivo como Profeus y un
microorganismo ureasa negativo como E. coli).

2) Métodos para el control de calidad de los medios

Cuando se prueba la habilidad de un medio para soportar el crecimiento, es
necesario un pequeno inéculo que asegure al méximo que el medio es adecuado
para recobrar un pequenio nimero de organismos de la muestra clinica; para eso,
use una dilucién de la suspension del microorganismo de control para inocular el
medio de CC. A continuacién se presenta un ejemplo de un protocolo para el
control de calidad del medio:

a) Inocule la cepa control en un caldo no selectivo (por ejemplo, un caldo base de
triptona soya [CTS]) e incube para un crecimiento de toda la noche.

b) Prepare un indculo estandarizado para probar el medio. La dilucién estdndar
apropiada es diferente para el medio selectivo o no selectivo.

+ Sise estan probando medios selectivos o inhibidores: Para preparar un
indculo estandarizado para probar medios selectivos e inhibidores, haga una
dilucién de 1:10, de un crecimiento de toda la noche en un caldo de cultivo
no selectivo.

+ Si se estdn probando medios no selectivos: Para preparar un inéculo
estandarizado para probar medios no selectivos, haga una dilucién 1:100 del
caldo de cultivo no selectivo.
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¢) Inocule un tubo o una placa de cada medio con una asada del in6culo

estandarizado de la cepa(s) control utilizando un asa calibrada, si hubiera. (Si se
estd desarrollando el CC del medio en una placa, estrie para aislar.) Se puede
utilizar la misma para todos los CC de todos los medios; es mas importante
tener constancia en utilizar la misma asa de inoculacién todas las veces, que
utilizar un asa calibrada.

+ Si se estdn probando medios selectivos o inhibidores: Se debe inocular un
medio no selectivo en la placa (por ejemplo, agar infusién de corazén) al
mismo tiempo que el medio selectivo, con el propdsito de compararlos.

3) Fuentes de cepas para el control de calidad

Las cepas adecuadas para CC pueden obtenerse de las siguientes maneras:

Los laboratorios pueden utilizar cepas aisladas de muestras clinicas o
especimenes de calidad reconocida, siempre que las cepas estén bien
caracterizadas por todos los métodos disponibles (bioquimicos, morfolégicos,
serolégicos y moleculares).

Muchos laboratorios obtienen cepas para el CC de colecciones oficiales (por
ejemplo, la Coleccién Americana de Cultivos Tipo [ATCC] y la Coleccién
Nacional de Cultivos Tipo [NCTC]).* (Las direcciones de la ATCC y la NCTC
se incluyen en el Apéndice 13.)

Cepas de control de calidad apropiadas para las pruebas de susceptibilidad a los
antimicrobianos que se incluyen en este manual

Los siguientes ntiimeros de la ATCC pueden utilizarse para identificar los
organismos de CC apropiados para las pruebas de susceptibilidad a los
antimicrobianos que se incluyen en este manual de laboratorio.

Haemophilus influenzae H. influenzae ATCC 49247 *
(*para las pruebas de los agentes antimicrobianos
incluidos en este manual de laboratorio)

Neisseria meningitidis S. pneumoniae ATCC 49619
Streptococcus pneumoniae S. pneumoniae ATCC 49619

Neisseria gonorrhoeae N. gonorrhoeae ATCC 49226
(se deben utilizar otras cepas de referencia disponibles en
el CDC cuando se prueban agentes antimicrobianos no
incluidos en el criterio del NCCLS)

Salmonella serotipo Typhi  E. coli ATCC 25922
Shigella E. coli ATCC 25922
Vibrio cholerae E. coli ATCC 25922

* Este manual presenta los nimeros de la ATCC para el control de calidad de los organismos, pero estas cepas de
ATCC pueden también obtenerse a través de la NCTC.
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Control de calidad de los reactivos

Los reactivos (comprados o preparados en el laboratorio), al igual que todos los
otros productos utilizados en las pruebas, deben marcarse claramente para indicar
la fecha en que fueron abiertos por primera vez y la fecha en que expiran, si
procede. Se debe probar cada reactivo para estar seguros de que se va a obtener la
reaccién que se espera.

Si es un reactivo raro o costoso, o un producto de dificil obtencién (por ejemplo,
antisuero diagndstico) no es necesario que se elimine en la fecha en que caduca. Si
la sensibilidad y la especificidad son satisfactorias y se pueden atn verificar los
reactivos por los procedimientos normales de CC, el laboratorio debe indicar en el
vial la fecha de verificacion de la calidad del reactivo. Se debe probar la calidad de
todos los reactivos cumpliendo con los intervalos establecidos por cada laboratorio
para asegurar que no se han deteriorado; si se ha verificado la calidad del reactivo
después de la fecha en que caduca, las pruebas deben realizarse con mayor
frecuencia.

Meétodo de aglutinacion en ldamina para el control de calidad del antisuero

Para el CC de un antisuero se deben utilizar dos 0 mds cepas control (una positiva
y otra negativa) para probar las caracteristicas de la aglutinacion del antisuero. Se
deben registrar los resultados de todas las reacciones. A continuacion se detalla un
procedimiento tipico de CC:

+ Coloque una gota (alrededor de 0,05 ml, por tanto se puede utilizar una
pequena cantidad de 10 pl) de cada antisuero en una ldmina o placa. También
coloque una gota de salina al 0,85% en cada ldmina o placa para probar en cada
antigeno la rugosidad o autoaglutinacién.

+ Prepare una suspension densamente turbia (turbidez estindar de 2 6 3 en la
escala de McFarland, véase la Tabla 21) de cada aislamiento de control en salina
al 0,85% con crecimiento cosechado asépticamente de un cultivo de 18 a 24
horas en agar no selectivo (por ejemplo, agar infusién de corazén [AIC] o agar
base triptona soya [ATS]).

+ Anada una gota de la suspension del antigeno al antisuero y a la salina. Mezcle
uniformemente con un aplicador de madera, cristal o con un asa de
inoculacién. Mueva la ldmina hacia atras y hacia adelante durante un minuto.

+ Lea la reaccion de aglutinacion sobre una caja de luz o fuente de luz indirecta
sobre un fondo oscuro. El control de salina debe ser negativo para que la prueba
de aglutinacion sea valida.
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El grado de la aglutinacién debe leerse y registrarse como sigue:

Porcentaje de aglutinacion: Registrar la reaccion como:
100% 4+
75% 3+
50% 2+
25% 1+
0% negativa

Ventajas de la adquisicion centralizada de los medios y reactivos

La adquisicién centralizada de los medios y reactivos en el laboratorio nacional de
referencia o en el Ministerio de Salud puede reportar algunos beneficios:

+ Se pueden obtener grandes cantidades o un simple lote de medio o reactivo vy,
subsecuentemente, dividirse en pequenas alicuotas para su distribucién a los
laboratorios de las provincias o distritos. El costo-beneficio de esto es mucho
mayor, dado los descuentos de grandes drdenes, los costos més bajos de los
embarques, las menores pérdidas de productos porque se prolonga mds la fecha
de vencimiento, etc.

+ El control de calidad puede llevarse a cabo en el laboratorio central, evitando la
duplicacién del esfuerzo en los laboratorios provinciales y distritales. Los
medios o rectivos no satisfactorios pueden devolverse al fabricante antes de que
el lote sea distribuido a otros laboratorios.

+ La estandarizacion de los métodos en todos los laboratorios y a todos los niveles
se facilita por el uso de lotes inicos de medios.

Preparacion de los medios y los reactivos

Se debe controlar la calidad de cada nimero de lote de un fabricante de medios
deshidratados comerciales y de cada lote de medio preparado, antes de su uso, a
partir de los ingredientes individuales. Inmediatamente después de la preparacion
de cada medio, se debe probar con una cepa de referencia de H. influenzae,

N. meningitidis, S. pneumoniae, N. gonorrhoeae, S. Typhi, Shigella o V. cholerae
01/0139 para las caracteristicas propias del crecimiento, como se ha descrito
para cada medio.

Se debe guardar un registro de la preparacion de todos los medios o los datos
obtenidos de los resultados de las pruebas de control de calidad, asi como anotar
cualquier caracteristica poco comun (por ejemplo, el color del medio o el
crecimiento lento de la bacteria que se prueba).
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Hay muchos medios que necesitan de la sangre desfibrinada. La sangre
desfibrinada puede prepararse mecdnicamente revolviendo 30 ml de sangre (por
ejemplo, con perlas de vidrio o un aplicador de madera estéril en un frasco de
Erlenmeyer de 125-250 ml a aproximadamente 90 rpm durante 7-9 minutos).
(Las presillas de papel estériles en un frasco también pueden servir para lograr la
desfibrinacién.) La sangre es desfibrinada cuando se han removido los factores de
la coagulacién y se pueden ver en el frasco como una malla de fibras “traslicidas”
(Véase el Apéndice 15 donde aparece una referencia de Kay y cols. de gran utilidad
sobre métodos de baja tecnologia para la sangre desfibrinada.)

Los medios de agar deben ser dispensados en placas de Petri de 15x100 mm o de
15x150-mm con una profundidad uniforme de 3 a 4 mm; con aproximadamente
20 ml de medio de agar liquido se alcanzard una profundidad de 3 a 4 mm en una
placa de 15x100 mm. Si el agar se enfria a 50°C antes de ponerlo en la placa, la
condensacion se minimiza. Después de ponerlo en las placas, estas deben
mantenerse a la temperatura de la habitacién durante varias horas, para prevenir el
exceso de condensacion que se forma en la tapa de las placas. La condensacion
también se reducird si se apilan las placas de manera que se enfrien mds despacio.
Alternativamente, si cuando se preparan medios selectivos (por ejemplo,
MacConkey [AMC], agar desoxicolato lisina xilosa [DLX], agar tiosulfato citrato
sal de bilis [ATCSB], etc.) las condiciones son tales que hay poca probabilidad de
que los medios que se estan enfriando se contaminen, después que el agar se echa
en las placas se pueden colocar las tapas en las placas de manera que se deje una
apertura pequefia para permitir salir el calor, lo que resulta en una menor
condensacion de la parte superior de la tapa; la tapa debe permanecer ligeramente
abierta por aproximadamente 30 minutos, mientras el agar se solidifica. Sin
embargo, si se considera que el agar se va a contaminar por haberse dejado la tapa
parcialmente abierta, se debe dejar solidificar el agar con la tapa cerrada.

Nota: Si se cubre el agar mientras esté todavia caliente, esto permitira la
formacion de una cantidad sustancial de condensacion en la tapa superior; si
las placas contienen condensacién, deben mantenerse cubiertas a
temperatura de la habitacién durante 24 horas para dejar que la
condensacion se evapore.

Después que la condensacion se ha evaporado, se deben colocar las placas en
posicion invertida y guardarse en una bolsa plastica a 4°C.

Medios para el enriquecimiento, la identificacion y las pruebas
de susceptibilidad a los antimicrobianos

Algunos de los medios de cultivo incluidos en este manual a menudo se conocen

por su abreviatura; por lo tanto, cuando en esta seccién se mencionan estos
medios, nos referiremos a ellos por su abreviatura.
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Nombre del medio de cultivo Abreviatura
Agar Bismuto Sulfito ABS
Agar Cistina Tripticasa ACT
Agar Desoxicolato Citrato ADC
Agar Desoxicolato Xilosa Lisina DXL
Agar Entérico Hektoen EH
Agar Hierro de Kligler AHK
Agar Hierro Lisina AHL
Agar HierroTriple Aztcar AHTA
Agar Infusiéon de Corazén AIC
Agar MacConkey AMC
Agar Martin Lewis AML
Agar Salmonella Shigella SS
Agar Thayer Martin Modificado T™MM
Agar Tiosulfato Citrato Sal de Bilis Sacarosa TCSBS
Agar Trans-aislamiento T-1
Agar Triptona (Tripticasa) Soya ATS
Agua de Peptona Alcalina APA
Buffer Salina Fosfato BSF
Caldo de Selenito SEL
Caldo Gram negativo GN
Caldo Triptona (Tripticasa) Soya CTS
Medio de Prueba Haemophilus MPH
Medio Sulfito Indol Motilidad SIM

Los métodos para la preparacién de los medios (partiendo de los ingredientes
individuales o de preparaciones comerciales disponibles) son los siguientes:

Agar acidométrico

Se puede utilizar este agar para la prueba de 3-lactamasa de H. influenzae, si no se

dispone de nitrocefina.

Agua destilada

Agar

Solucién de rojo fenol al 0,5%
NaOH (1 Normal)

100 ml
1,5g
0,2 ml

Penicilina G en polvo (para preparar a una concentracién de

5.000 unidades/ml)

Combine agua destilada, agar y la solucién de rojo fenol y hierva hasta que el agar
se disuelva. Ajuste el pH de la solucién con NaOH hasta que el pH esté en el rango
de 8,5- 9,0. Dispense en tubos de 20 ml y enfrie en un bafo de agua a 50°C-55°C.
Anada penicilina G en polvo (para obtener una concentracién de 5.000
unidades/ml) al tubo y péngalo en el mezclador vértex (o mezcle bien). Vuelva a
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evaluar el rango apropiado del pH, ponga el contenido del tubo en una placa de
Petriy déjelo solidificar.

Control de calidad:
+ Elagar acidométrico que rodea a las colonias 3-lactamasa positivas serd de

color amarillo después de una hora de incubacién a 35°C.

+ Elagar acidométrico que rodea a las colonias 3-lactamasa negativas no
presentard cambio de color después de una hora de incubacién a 35°C.

Agua de peptona alcalina (APA)

El agua de peptona alcalina (APA) se puede utilizar para aumentar la recuperacién
de V. cholerae cuando hay unos pocos organismos presentes. [ Nota: Hay algunas
formulaciones diferentes publicadas para este medio.]

Peptona \10,0 g
cl \10,0 g
Agua destilada 1.000,0 ml

Anada los ingredientes al agua y ajuste el pH a 8,5 con una solucién de 3 M
NaOH. Distribuya en jarras, frascos o tubos y lleve al autoclave a 121°C durante 15
minutos. Almacene a 4°C por hasta 6 meses; asegurese de que las tapas de los
contenedores estin herméticamente cerradas para prevenir una caida en el pH, o la
evaporacion.

+ El agua de peptona es diferente del APA en que no tiene sal anadida ni el pH
ajustado a 8,5. Anada 10 g de peptona a 1.000 ml de agua destilada; distribuya,
lleve al autoclave y almacene como se describi6 anteriormente para el APA.

Control de calidad: El V. cholerae O1 debe mostrar buen crecimiento a las 6-8
horas cuando se inocula en agua de peptona alcalina para el control de calidad.

Agar bismuto sulfito (ABS)

El agar bismuto sulfito (ABS), el cual es altamente selectivo, es el medio de
preferencia para el aislamiento de S. Typhi. No obstante, el Agar Bismuto Sulfito
no se debe utilizar para el aislamiento de S. Typhi si ha sido almacenado por mas
de 24-36 horas. Se ha notificado que ABS inhibe los otros serotipos de Salmonella
no S. Typhi, a no ser que sea refrigerado a 4°C por lo menos 24 horas antes de ser
utilizado. Cuando se cultivan muestras de fecales de portadores sospechosos de
tifoidea, el uso de una placa vertida de ABS puede favorecer el aislamiento.

Preparelo de acuerdo con las instrucciones del fabricante. [Nota: Estdn disponibles
algunas marcas comerciales de ABS. Este medio también puede prepararse a partir
de los ingredientes individuales, aunque los resultados deben ser mucho mas
variables que con la formulaciéon comercial deshidratada.] Para disolver el ABS
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caliéntelo hasta que hierva, pero evite sobrecalentarlo (una vez disuelto, retirelo del
calor). No debe ponerlo en el autoclave.

Preparacion de ABS en placas para estriar
Dispense en placas el medio de ABS cuando se enfrie lo suficiente. Las placas
pueden ser almacenadas a 4°C durante una semana, si no se va a utilizar el ABS
para aislar S. Typhi.

Preparacion de placas vertidas de ABS:
Para placas vertidas, deje hervir y enfriar el ABS a 50°C en bafio de agua. Se
debe anadir 5 ml de suspension fecal a la placa; después se vierte en la placa
aproximadamente 20 ml de ABS frio. La placa se revuelve para mezclar la
suspension fecal y el agar BS, y se deja endurecer.

Control de calidad: Se deben adecuar los siguientes organismos para el control de
calidad del ABS.

+ S. Typhi debe producir excelente crecimiento de colonias negras con brillo
metdlico;

+ E. coli debe crecer pobremente v si lo hace, apareceran colonias de color marrén
a verde.

Agar sangre: ATS con 5% de sangre de carnero

El agar sangre de carnero se utiliza como un medio general de agar sangre y
consiste en ATS mds un 5% de sangre de carnero. Las placas de agar sangre de
carnero deben aparecer de color rojo brillante. Si las placas aparecen de color rojo
oscuro significa que se ha anadido la sangre con el agar todavia caliente. En este
caso, se debe desechar el medio y preparar un nuevo lote.

a) Prepare el ATS de acuerdo con las instrucciones dadas en la etiqueta del polvo
deshidratado. Para mayor conveniencia, se puede preparar 500 ml del agar
derretido en un frasco de 1 litro. Ahada 20 g del agar en 500 ml de agua.
Caliéntelo hasta que se disuelva.

b) Ponga en el autoclave a 121°C durante 20 minutos. Enfrielo a 60°C.

¢) Anada el 5% de sangre de carnero desfribinada estéril (afiada 25 ml de sangre
de carnero a 500 ml de agar). Si se estd preparando un volumen diferente de
medio base, la cantidad de sangre afiadida debe ajustarse de acuerdo con el 5%
(por ejemplo, 50 ml de sangre por litro de medio).

d) Dispense 20 ml en las placas de Petri de 15x100 mm. Deje que el medio se
solidifique y seque; coloque las placas en una bolsa plastica y consérvelas a 4°C.

Control de calidad: Pruebe con una cepa de S. prneumoniae cada nuevo lote de
placas de agar sangre preparado fresco o comprado, para el crecimiento y la
reaccién hemolitica. Las colonias son pequenas y deben aparecer de color gris o
gris verdoso rodeadas por un halo verdoso en el agar (véase la Figura 56).
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(aldo para hemocultivo

El caldo para hemocultivo contiene BTS y polianetol sulfonato de sodio (PSS).

a) Siga las instrucciones del fabricante que aparecen en la etiqueta de cada frasco
de caldo de tripticasa soya deshidratado.

b) Anada 0,25 g de PSS por litro de medio. El PSS es especialmente importante
para recobrar el H. influenzae dado que previene la coagulacién de la sangre
inoculada.

¢) Dispense 20 ml (frasco de hemocultivo pediatrico) y 50 ml (frasco de
hemocultivo para adulto) en contenedores apropiados (por ejemplo, tubos o
frascos) con tapas de rosca con diafragmas de goma. La cantidad de liquido
debe ocupar por lo menos las dos terceras partes del total del volumen del
contenedor.

d) Esterilice por autoclave a 121°C durante 15 minutos. Enfrie y guarde el medio a
la temperatura de la habitacion.

Control de calidad: Cada nuevo lote de medio de hemocultivo preparado fresco o
adquirido debe ser probado para soportar el crecimiento de una variedad de
patdgenos incluidos H. influenzae, N. meningitidis, S. pneumoniae y S. Typhi.
Anada de 1 a 3 ml de sangre estéril de conejo, de caballo o sangre humana a tres
frascos de medio fresco de hemocultivo preparado. Se debe inocular un cultivo
fresco de cada una de las tres bacterias en frascos separados de hemocultivo. Haga
del crecimiento de una placa de agar una suspensién diluida en caldo mediante la
coleccién de una asada del crecimiento suspendiéndola en 1-2 ml de caldo.
Inocule esta suspensiéon dentro del caldo de hemocultivo que se va a probar.
Incube los caldos a 35°C durante 7 dias; observe el crecimiento y subcultive a las 14
horas y a las 48 horas. Las cuatro bacterias mencionadas arriba deben ser
recobradas en los subcultivos después de las 14 y 48 horas.

Agar chocolate con base TS y suplemento de crecimiento

El agar chocolate con suplementos de crecimiento es un medio que soporta los
requerimientos especiales de crecimiento necesarios para el aislamiento de
organismos fastidiosos (cuando se incuban en atmdsfera de CO, al 5%). El agar
chocolate contiene una concentracion reducida de agar, el cual aumenta el
contenido de humedad del medio. El agar chocolate suplementado debe soportar
el crecimiento de H. influenzae. Las cuias de agar chocolate para transporte y
almacenamiento por corto término pueden ser preparadas de la misma manera
que para las placas de agar, exceptuando que el medio se dispensa en tubos de 16 x
125 mm con tapas de rosca, inclindndose antes de que solidifiquen.

a) Use ATS como medio base. Prepare uno con doble fuerza (20 g en 250 ml de
agua destilada). Llévelo al autoclave y enfrielo a 50°C. Use el termémetro para
verificar la temperatura de enfriamiento.
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b) Prepare una soluciéon de hemoglobina al 2% (5 g en 250 ml de agua destilada).
Mezcle la hemoglobina en 5-6 ml de agua destilada para formar una pasta
suave. Continde mezclando hasta afiadir el resto del agua. Llévelo al autoclave y
enfrielo a 50°C.

¢) Anada la solucién de hemoglobina al ATS de doble fuerza y continde hasta
alcanzar 50°C mantenidos.

+ Alternativa para los pasos de a-c: Si no hubiera disponible la solucién de
hemoglobina, se puede anadir sangre estéril desfibrinada al 5% de carnero,
conejo, cobayo o caballo (5 ml de sangre por 100 ml de agar) al ATS de
fuerza completa (20 g en 500 ml de agua destilada). NO USE sangre
humana. Después que el medio base haya pasado por autoclave y haya sido
enfriado a 50°C, afiada la sangre y coldquelo en un bano de agua caliente a
no mds de 80°C durante 15 minutos o hasta que se vea de color chocolate.
Enfrie a 50°C.

d) Después que la solucién de hemoglobina o la sangre desfibrinada haya sido
anadida al medio base y el medio se haya enfriado a 50°C, afiada el suplemento
de crecimiento (por ejemplo, IsoVitaleX o Vitox) a una concentracién final de
1%. Mezcle los ingredientes del frasco con movimientos suaves en remolino,
evitando la formacién de burbujas.

e) En cada placa de Petri de 15x100-mm, dispense de 15 a 20 ml.

Control de calidad: Todo medio de agar chocolate preparado fresco o adquirido
debe ser probado para determinar la capacidad del medio para soportar el
crecimiento de la bacteria que sera aislada, particularmente de H. influenzae. Si el
medio no soporta el crecimiento de una o de todas las bacterias, debe ser
eliminado y preparar o adquirir un nuevo lote de medio.

+ El agar chocolate debe tener un color de marrén a rojo-marrén. N. meningitidis
y H. influenzae se deben ver como una pelicula grisacea, casi translicida en la
superficie de la cuna sin pérdida de color del medio después de 24 horas de
incubacién; S. pneumoniae se debe ver como pequenas colonias grises o gris-
verde con una decoloraciéon verdosa muy distintiva del medio (véanse las
Figuras 61 y 62). Si el H. influenzae no crece, significa que el suplemento del
crecimiento (IsoVitaleX o su equivalente) pudo haber sido omitido
inadvertidamente.

Agar chocolate con bacitracina

Este medio se utiliza para el aislamiento primario de H. influenzae de fuentes
respiratorias. No se debe utilizar el agar chocolate con bacitracina para
subcultivos.

Se puede preparar una solucion patrén de bacitracina suspendiendo 3 g de
bacitracina en 20 ml de agua destilada. La solucién debe ser esterilizada por
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filtracion. Dispense en cantidades de 1 ml y guardelas en un congelador de -20°C a
-70°C.

a) Prepare una suspension de agar chocolate de acuerdo con las instrucciones
descritas anteriormente (en los pasos de a—d) para su preparacién.

b) Enfrie el medio a 50°C y aniada 1,0 ml de la solucién patrén de bacitracina por
500 ml de agar chocolate después de anadir la hemoglobina y el suplemento del
crecimiento al medio base de ATS.

¢) Dispense 15-20 ml en cada placa de Petri de 15 x100-mm (de manera que el
agar sea uniforme de 3—4 mm); este volumen hard de 25 a 30 placas de agar
chocolate con bacitracina.

d) Coloque las placas en bolsas plasticas y gudrdelas a 4°C después de la prueba de
control de calidad.

La concentracion final de bacitracina en el agar chocolate es de 300 pg/ml. La
bacitracina no cambia el color del medio, y este debe adquirir un color marrén
como el agar chocolate estdndar suplementado (similar al del medio que se
muestra en la Figura 58).

Control de calidad: Para el control de calidad del agar chocolate bacitracina se
debe probar una cepa de H. influenzae (por ejemplo, ATCC 49247) para las
caracteristicas propias del crecimiento.

Agar tripticasa cistina (ATC) con 1% de carbohidrato

El medio de ATC es un medio semisdlido presentado en este manual para la
prueba bioquimica de N. meningitidis con glucosa, maltosa, lactosa y sacarosa.
Puede ser obtenido como un medio listo o preparado de medios deshidratados con
la adicion de azucares. (Siga las instrucciones del fabricante cuando se use el medio
deshidratado.)

a) Suspenda 28,0 g del medio de agar tripticasa cistina en 900 ml de agua
destilada. Mézclelo completamente, caliéntelo agitindolo frecuentemente y
déjelo hervir durante 1 minuto para que el polvo se disuelva completamente.

b) Lleve el frasco al autoclave a 121°C durante 15 minutos. Enfrielo hasta 50°C.

c) Prepare una solucién de glucosa al 10% utilizando 10 g de glucosa en 100 ml de
agua destilada. Esterilice por filtracion la solucién utilizando un filtro de 0,22
micrones.

d) Anada asépticamente esta solucién entera (100 ml de solucién de glucosa al
10%) a los 900 ml del medio de ATC para obtener la concentracién final de
glucosa al 1%.

e) Dispense 7 ml dentro de cada tubo de cristal de 16 x 125 mm, con tapa de
rosca.
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f) Almacene a 4°C.

g) Repita este procedimiento con los tres carbohidratos restantes (en lugar de
glucosa en el paso ¢): maltosa, lactosa y sacarosa.

Control de calidad: La prueba de ATC con una cepa de referencia de

N. meningitidis producird una reacciéon dcida (indicada por un cambio de color

de rojo a amarillo) en glucosa y maltosa (pero no en lactosa o sacarosa). Las
reacciones tipicas de otros organismos se incluyen en la Tabla 3. Nétese que debido
a que N. gonorrhoeae tiene tipicamente una reaccion débil a la glucosa, dificil de
detectar en el medio de ATC, este manual de laboratorio sugiere el uso de una
prueba répida de deteccion de acido (en lugar de ATC) para sospecha de

N. gonorrhoeae.

Agar desoxicolato citrato (ADC)

El agar desoxicolato citrato (ADC) es un medio selectivo diferencial en placas para
el aislamiento de patégenos entéricos, particularmente Shigella y Salmonella. Los
organismos fermentadores de la lactosa producen colonias rosadas rodeadas por
una zona de precipitacién de bilis. Las colonias de cepas no fermentadoras de la
lactosa son incoloras. Algunas formulaciones de ADC, que pueden variar en
selectividad, estan disponibles de diferentes fabricantes.

Prepare el ADC de acuerdo con las instrucciones del fabricante. [Nota: se puede
preparar también ADC de ingredientes individuales, pero esto puede resultar en
que haya una mayor variacion de lote a lote que cuando se prepara de
formulaciones comerciales deshidratadas.] El medio de ADC es muy sensible al
calor y debe evitarse el sobrecalentamiento mientras hierve, no lleve el medio de
ADC al autoclave. Las placas pueden guardarse hasta una semana a 4°C.

Control de calidad: Para el control de calidad del ADC se deben utilizar los
siguientes organismos para la confirmacion de caracteristicas de crecimiento
selectivas e inhibitorias:

+ E. coli puede ser algo inhibida, dependiendo de la formulacién particular
utilizada, pero producird colonias rosadas rodeadas por una zona de
precipitacion de la bilis.

+ S flexneriy S. dysenteriae 1 producirdn un crecimiento de colonias incoloras, de
excelente a bueno.

Salina fisioldgica formolizada

(Refiérase a “Salina fisiol6gica” mas adelante en este Apéndice.)
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Agar Chocolate GC (medio agar base gonococos [GC] mas hemoglobina y 1% de suplemento
de crecimiento definido)

El agar chocolate GC es un medio no selectivo utilizado para el crecimiento de
cultivos puros de Neisseria gonorrhoeae. Aunque el agar chocolate se hace
frecuentemente con sangre fresca de carnero, no se recomienda que se utilicen
productos frescos de la sangre en el medio de gonococo, porque ellos varian en su
habilidad para soportar el crecimiento de N. gonorrhoeae. La hemoglobina en
polvo debe, por ello, ser utilizada para preparar el medio estandar de agar
chocolate GC.

Los siguientes métodos permiten la produccién de 100 ml de medio (cinco placas
de 15x100 mm de didmetro); ajuste proporcionalmente las cantidades para la
produccién de volumenes mayores de medios. Se sugiere que los laboratoristas
deben preparar no mds de 500 ml de medio por contenedor individual, porque es
dificil de mezclar apropiadamente grandes cantidades de medios.

a) Suspenda 7,2 g de agar base de GC en 100 ml de agua destilada. Mezcle
completamente, caliente con agitacion frecuente, lleve a hervir y suavemente
revuelva para suspender completamente el polvo (aproximadamente 1 minuto).
Lleve al autoclave el medio a 121°C por 15 minutos. Enfrie en un bano de agua
hasta 50°C.

b) Anada 2 g de polvo de hemoglobina soluble a 5-10 ml de agua destilada
caliente en un frasco con tapa de rosca. Gradualmente afiada agua destilada
caliente (hasta un volumen total de 100 ml) y agite el frasco poco a poco hasta
que se alcance una suspension uniforme. (Este proceso se hace mds fécil si la
solucién se pudiera agitar con un agitador magnético.) Lleve al autoclave la
solucién de hemoglobina a 121°C durante 15 minutos. Enfrie en un bano de
agua hasta 50°C.

+  Si estuviera lista para utilizar la solucién de hemoglobina, en vez de seguir
los métodos descritos aqui en el paso b, use 100 ml de la solucién lista para
utilizar de hemoglobina estéril al 2% calentada en un bano de agua a 50°C.

¢) Reconstituya el suplemento de crecimiento (IsoVitaleX).

d) Abra asépticamente el vial que contiene el suplemento de crecimiento
liofilizado.

e) Use una aguja y una jeringuilla estériles para transferir asépticamente 10 ml del
diluente acompanante al vial.

f) Agite para asegurar una completa solucién. Después de reconstituido, use
inmediatamente el suplemento para el crecimiento, o gudrdelo a 4°C y uselo en
dos semanas.

g) Anada asépticamente 100 ml de solucién de hemoglobina estéril y 2 ml del
suplemento de crecimiento reconstruido a 100 ml de medio agar base de GC.
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Mezcle suave, pero completamente, para evitar la formacién de burbujas de aire
en el agar (espuma). Manteniendo el frasco en posicién vertical, con el cuello
del frasco en la mano, revuelva suavemente tres veces en una direccién (en el
sentido de las manecillas del reloj) y tres veces en la otra direccién (en contra de
las manecillas del reloj); esta es una técnica de mezclar buena y suave.

h) En cada placa de Petri estéril de 15 x 100 mm dispense un volumen de medio
de 15-20 ml para lograr una profundidad uniforme de 3 a 4 mm en la placa.

i) Vuelva a poner las tapas a las placas y deje el medio a la temperatura de la
habitacion por algunas horas. Coloque las placas en una bolsa plastica y
gudrdelas a 4°C.

Control de calidad: El agar chocolate GC inoculado debe soportar el crecimiento
de N. gonorrhoeae (por ejemplo, la cepa fastidiosa 14AHU [disponible en los CDC,
véase el Apéndice 14] tan bien como la ATCC 49226) después de la incubacién a
35°C-36,5°C en una atmdsfera huimeda en CO; al 5% durantel8-24 horas. Las
cepas de CC pueden ser inoculadas tanto en toda la placa como en la mitad.

Medio para la prueba de susceptibilidad GC (medio agar base GC mds 1% de
suplemento definido para el crecimiento)

El agar Mueller-Hinton no soporta el crecimiento de N. gonorrhoeaey es por eso
que no debe ser utilizado en las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos
de este organismo. Las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos de

N. gonorrhoeae se realizan en el medio de prueba de susceptibilidad GC, un
medio no selectivo simple de agar GC mas 1% de suplemento definido (por
ejemplo, IsoVitaleX). El medio de la prueba de susceptibilidad GC no contiene
hemoglobina (no es un medio de chocolate), a diferencia de otros medios de
pruebas para GC.

El medio para la prueba de susceptibilidad GC es similar pero mas simple que

el medio estdndar de agar chocolate GC; se prepara de la misma forma, con la
excepcion de la exclusion de la hemoglobina del medio de prueba de
susceptibilidad GC. Los métodos descritos aqui permiten la produccién de

100 ml de medio (cinco placas de didmetro de 15x100 mm); se deben ajustar
proporcionalmente las cantidades para la produccién de grandes volimenes de
medios. Si se requiere un nimero grande de placas, prepare no mas de 500 ml de
medio por contenedor individual (porque es dificil mezclar grandes cantidades
de los ingredientes apropiadamente.)

a) Suspenda 7,2 g de agar base GC en 100 ml de agua destilada. Mezcle
completamente, caliente con agitacién frecuente, ponga a hervir y suavemente
revuelva para suspender completamente el polvo (aproximadamente 1 minuto).
Lleve el medio al autoclave a 121°C durante 15 minutos. Enfrie en un bano de
agua a 50°C.
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b) Reconstituya el suplemento de crecimiento (IsoVitaleX).

1) Abra asépticamente el vial que contiene el suplemento de crecimiento
liofilizado.

2) Use una jeringuilla y aguja estériles para transferir asépticamente 10 ml del
diluente acompanante al vial.

3) Agite para asegurar una completa soluciéon. Después de reconstituido, use
inmediatamente el suplemento de crecimiento, o consérvelo a 4°C y tselo en
dos semanas.

¢) Anada asépticamente 2 ml del suplemento de crecimiento reconstituido a 100
ml de medio agar base GC. Mezcle suave, pero completamente, para evitar la
formacion de burbujas de aire (espuma). Sosteniendo el frasco en una posicion
vertical, con el cuello del frasco en la mano, revuelva suavemente tres veces en
una sola direccién (en el sentido de las manecillas del reloj) y tres veces en el
otro sentido (en sentido contrario a las manecillas del reloj); esta es una técnica
de mezclar buena y suave.

d) Dispense voltimenes de 15-20 ml de medio en cada placa de Petri de
15x100-mm para lograr una profundidad uniforme de 3 a 4 mm en la placa.

e) Ponga la tapa en la placa y deje el medio a temperatura de la habitacién por
algunas horas. Coloque las placas en una bolsa plastica y almacénelas a 4°C.

Control de calidad: La calidad de cada nuevo lote de medio de prueba de
susceptibilidad GC debe ser controlada probando ambas cepas: la cepa de

N. gonorrhoeae recomendada por el NCCLS (ATCC 49226) y las otras cepas de
referencia a ser utilizadas cuando se realizan las pruebas de susceptibilidad a los
antimicrobianos de N. gonorrhoeae. Los valores de los rangos apropiados para las
pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos para estas cepas de CC se
muestran en las Tablas 9 y 10.

Medio selectivo para gonococo

El medio selectivo para gonococo soporta el crecimiento adecuado de

N. gonorrhoeae de muestras clinicas, mientras inhibe las especies comensales y los
hongos. Existe una variedad de medios que comparte la misma base de medio de
chocolate GC con suplemento y los agentes antibacterianos (vancomicina y
colistina), y varia para los agentes antiftingicos (por ejemplo, anisomicina o
nistatina) y agentes antimicrobianos adicionales (por ejemplo, amfotericina B o
lactato de trimetoprim). N. gonorrhoeae, N. meningitidis, N. lactamica y

K. denitrificans normalmente son capaces de crecer en medios selectivos de
gonococo donde no pueden crecer la mayoria de las cepas de especies comensales.
Hay dos medios selectivos comunmente utilizados, mencionados con anterioridad
en este manual, que son el medio de Thayer-Martin Modificado y el de Martin-
Lewis.
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El Thayer-Martin Modificado (TMM) es un agar chocolate para GC, que contiene
3 pg/ml de vancomicina, 7,5 pg/ml de colistina, 12,5 unidades/ml de nistatina y
algunas veces también 5 pug/ml de lactato de trimetoprim. Similarmente, el Martin-
Lewis (ML) es un agar chocolate para GC que contiene: 4 pg/ml de vancomicina,
7,5 pg/ml de colistina, 20 pg/ml de anisomicina y algunas veces 5 ug/ml de lactato
de trimetoprim. Los agentes antimicrobianos/antifingicos estdn comercialmente
disponibles como suplementos inhibitorios combinados (por ejemplo, “VCA’,
“VCN”, “VCNT” y suplemento para GC).

Los laboratorios que disponen de acceso a los suplementos inhibidores pueden
preparar sus propios medios selectivos para gonococos siguiendo las instrucciones
incluidas en este manual, para la base de chocolate con suplemento GC y siguiendo
las instrucciones del fabricante, para afiadirle el suplemento inhibidor al medio
base. Los laboratorios también pueden obtener medios selectivos preparados de
suministradores comerciales.

Control de calidad: Los medios selectivos para gonococo deben soportar el
crecimiento de N. gonorrhoeae (ATCC 49226) después de incubar a 35°C-36,5°C
en una atmésfera himeda de CO; al 5% durante 18-24 horas. La N. cinerea es
susceptible a la colistina y no debe crecer en medios selectivos para gonococos. Las
cepas de CC adicionales pueden ser sugeridas por el fabricante en el instructivo del
paquete.

+ Nota: Algunas cepas de gonococos son sensibles a la vancomicina, por lo tanto,
como parte del programa de aseguramiento de la calidad se debe incluir la
comparacién del rango de los resultados de los cultivos positivos con el rango
de la observacion de los diplococos Gram negativos en las extensiones de la
uretra de los hombres, con gonorrea sintomética no complicada. Si se observara
alguna discrepancia entre estos rangos, los laboratoristas deben cultivar las
préximas 50 muestras (aproximadamente) primero en agar chocolate no
selectivo para GC y después en medio selectivo. Si los cultivos crecen en el
medio no selectivo y muestran poco crecimiento, o si no crecen en el medio
selectivo, se debe sospechar que los aislamientos son susceptibles a la
vancomicina y considerar el envio de las cepas a un laboratorio de referencia
para su confirmacion.

(Caldo Gram negativo (GN)

El caldo Gram Negativo (GN) es un medio selectivo/inhibitorio para el aislamiento
de los organismos Gram negativos. Puede ser utilizado para enriquecer las
muestras de fecales sospechosas de contener serotipos de Salmonella. Prepare el
caldo GN de acuerdo con las instrucciones del fabricante. [ Nota: El caldo GN
puede también prepararse a partir de ingredientes individuales, pero esto puede
resultar en una mayor variacioén de lote a lote que cuando se prepara de
formulaciones deshidratadas comerciales.
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Control de calidad: Después de un enriquecimiento de toda la noche en caldo GN,
S. Typhi debe producir buen crecimiento de colonias incoloras en agar
MacConkey.

Medio de prueba de Haemophilus (MPH)

El agar Mueller-Hinton sin suplemento, utilizado para las pruebas de
susceptibilidad a los antimicrobianos de muchas bacterias incluidas en este
manual, no soporta el crecimiento de H. influenzae y es por ello que no debe
utilizarse para las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos de este
organismo. Las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos de

H. influenzae se llevan a cabo en el medio de prueba de Haemophilus (MPH).

El MPH puede ser preparado suplementando el medio agar Mueller-Hinton libre
de timidina con 15 pg/ml de 8-DAN (8-dinucle6tido adenina-nicotinamida),

15 pg/ml de hematina bovina y 5 mg/ml de extracto de levadura. Sin embargo,
para disminuir la variabilidad de lote a lote, se sugiere que los laboratorios
preparen, cuando sea posible, el MPH de las formulaciones comerciales
deshidratadas (u obtengan medios en placas listos para utilizar).

Prepare el MPH de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Control de calidad: Incube el MPH durante 48 horas a 35°C y después durante
120 horas a temperatura ambiente para asegurar la pureza del medio en el
contenedor cerrado. Se debe también controlar la calidad de cada nuevo lote de
MPH, probando la cepa recomendada por el NCCLS de H. influenzae (ATCC
49247). Los rangos apropiados de los valores de la prueba de susceptibilidad a los
antimicrobianos para esta cepa de CC se muestran en la Tabla 2.

Agar infusion de corazon (AIC)

El agar infusion de corazén (AIC) es un medio de propésito general utilizado con
o sin sangre para el aislamiento y cultivo de un nimero de microorganismos. El
medio debe aparecer de un color pajizo (de un color amarillento a dorado). El AIC
también se puede utilizar para determinar los requerimientos de factores X y V de
H. influenzae.

a) Prepare el AIC de acuerdo con las instrucciones que aparecen en la etiqueta del
medio deshidratado. Prepare el volumen necesario en frascos. Estos medios
deben estar disueltos completamente, sin polvo en las paredes del depdsito antes
de llevar al autoclave; si se revuelve al calor, esto puede ayudar a disolver el
polvo mds rapidamente.

b) Lleve al autoclave a 121°C durante 20 minutos.

¢) Enfrie a 50°C y viértalo en placas de Petri de 15x100 mm.
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d) Deje solidificar y secar la condensacién del medio antes de colocar las placas en
las bolsas plasticas y almacénelas a 4°C hasta que se vayan a utilizar.

Control de calidad: Debe probarse el control de calidad de cada lote preparado
fresco o adquirido de AIC para determinar los requerimientos de factores X y V de
H. influenzae. Inocule una placa fresca de AIC con una cepa control, tal como

H. influenzae ATCC 49247 (que debe estar lista y disponible en los laboratorios que
realizan pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos de H. influenzae); los
discos de X, V'y XV se deben colocar en las placas inoculadas tal como se muestra
en la Figura 3. H. influenzae debe crecer solamente alrededor del disco XV.

Agar infusion de corazén con sangre de conejo (AIC con sangre de conejo)

AIC con sangre de conejo se utiliza para determinar la reaccién hemolitica de las
especies de Haemophilus. Este medio debe aparecer rojo brillante y lucir muy
similar a las placas de agar sangre. (Asegtrese de rotular cuidadosamente el medio
preparado.) Si el medio es rojo oscuro, eliminelo y prepare un nuevo lote. (La
sangre de caballo puede sustituir a la sangre de conejo en este medio; la
preparacion es exactamente la misma, con excepcion de la fuente de sangre.)

a) Prepare el AIC de acuerdo con las instrucciones que aparecen en la etiqueta del
medio deshidratado. Prepare el volumen necesario en frascos y llévelo al
autoclave a 121°C durante 20 minutos. Enfrielo a 50°C en un bano de agua.

b) Anada 5% de sangre de conejo desfibrinada estéril (5 ml/100 ml de medio) y
dispénselo en placas de Petri de 15x100 mm. Déjelo solidificar y secar por
algunas horas. Coloque las placas en una bolsa pléstica y almacénelas a 4°C.

Control de calidad: Se debe utilizar una cepa de H. haemolyticus para el control
propio de la calidad del crecimiento y de las reacciones hemoliticas del medio de
AIC con sangre de conejo. H. haemolyticus debe crecer bien y las colonias estaran
rodeadas por una zona distintiva de hemdlisis completa, que parece como un halo
claro que rodea a las colonias.

Agar entérico de Hektoen (EH)

El agar entérico de Hektoen (EH) es una agar selectivo diferencial ttil para el
aislamiento de Salmonella y Shigella. Posee un sistema de indicador de H,S para
seleccionar el H,S producido por la Salmonella, el cual produce colonias azul
verdosas con el centro negro. Las colonias de Shigella son verdes mientras las que
son fermentadoras rdpidas de la lactosa (por ejemplo, E. coli) son de color rosado a
naranja, con una zona de precipitacion de bilis.

Prepare el EH de acuerdo con las instrucciones del fabricante. [Nota: Estan
disponibles varias marcas comerciales de agar entérico de Hektoen. Este medio
puede prepararse también de los ingredientes individuales, pero los resultados
pueden ser mucho mas variables cuando el medio es preparado de esta manera
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que con una formulacién comercial deshidratada.] Para disolverlo caliéntelo hasta
que hierva, pero evite el sobrecalentamiento (retirelo del calor después que el
polvo esté disuelto); no lo pase por el autoclave. Cuando esté suficientemente frio
para verterlo, dispense el EH en las placas. Las placas pueden estar almacenadas a
4°C hasta 1 semana.

Control de calidad: Para el control de calidad del agar entérico de Hektoen, se
deben adecuar los siguientes organismos para confirmar las caracteristicas
selectivas e inhibitorias del crecimiento:

* E. coli puede producir colonias de color rosado a naranja, rodeadas por un
precipitado de bilis;

+ 8. flexneri puede producir de excelente a buen crecimiento de colonias verdes,
pero las colonias de S. dysenteriae 1 pueden ser mas pequenias.

Agar sangre de caballo (base agar sangre)

El agar sangre de caballo es un medio altamente nutritivo, que puede ser utilizado
para el aislamiento primario de H. influenzae y para la determinacién de la
hemolisis con H. haemolyticus u otras bacterias.

a) Prepare la base agar sangre de acuerdo con las instrucciones que aparecen en la
etiqueta del medio deshidratado. La base Oxoid ntimero 2 es la mejor, pero
otras bases de agar sangre pueden sustituirla.

b) Pase por el autoclave a 121°C durante 15 minutos y enfrie a 50°C en bafo de
agua.

¢) Anada sangre de caballo (5 ml por 100 ml de medio).

d) Mezcle bien, dispense en placas de Petri de 15 x 100 mm. Deje solidificar,
extraiga el exceso de humedad antes de colocar las placas en la bolsa de plastico
y almacénelas a 4°C.

Control de calidad: La prueba de control de calidad de este medio es la misma que
la descrita para el AIC sangre de conejo: se debe utilizar una cepa de

H. haemolyticus para el control de calidad del crecimiento propio y las reacciones
hemoliticas del medio de agar sangre de caballo. El H. haemolyticus debe crecer
bien y rodeado por una zona distintiva de hemolisis completa, que aparece como
un halo claro que rodea a las colonias.

Agar hierro de Kligler y agar hierro triple azlcar

El agar hierro de Kligler (AHK) y el agar hierro triple azicar (AHTA) son medios
de agar de pesquisaje, que contienen carbohidratos ampliamente utilizados para la
identificacion de patdgenos entéricos. Ambos medios diferencian los
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fermentadores de la lactosa de los no fermentadores y tienen un indicador de
sulfuro de hidrégeno. Los organismos productores de H,S causaran un
ennegrecimiento del medio en ambos, AHK y AHTA.

El AHK contiene glucosa y lactosa. Los organismos que fermentan la glucosa
causan que el tope (extremo) del tubo se vuelva dcido (amarillo); algunos ademds
producen gas. Los organismos fermentadores de la lactosa produciran una cuna
dcida (amarilla); los organismos no fermentadores de la lactosa tendrdn una cuna
alcalina (roja).

El AHTA contiene sacarosa ademads de los ingredientes del AHK. Los organismos
que fermentan tanto la lactosa como la sacarosa produciran una cuna dcida
(amarilla) mientras que los organismos que no fermentan ningtn carbohidrato
tendrdn una cufia alcalina (roja). Tanto en el AHTA como en el AHK, los
fermentadores de la glucosa producen una reaccion dcida (amarilla) en el tope
(algunas veces con produccion de gas).

a) Prepare de acuerdo con las instrucciones del fabricante. [Nota: Hay algunas
formulaciones deshidratadas de AHK y AHTA comercialmente disponibles.
Estos medios también se pueden preparar a partir de ingredientes individuales,
pero haciéndolo asi, puede resultar en que haya variacion entre lote y lote. ]

b) Dispense una cantidad de medio en tubos apropiados con suficiente volumen
para obtener un medio con un tope profundo y una cuiia larga (por ejemplo,
dispense 6,5 ml de medio en tubos de 16 x 125 mm con tapas de rosca).

¢) Deje las tapas flojas y pase el medio al autoclave.

d) Después del autoclave, deje las cufias solidificar de manera tal que el medio en
el extremo del tubo tenga alrededor de 3,5 cm de profundidad y la cufia sea de
alrededor de 2,5 cm de largo.

e) Apriete las tapas de rosca de los tubos y almacénelos a 4°C hasta 6 meses.

Control de calidad: Para el control de calidad del AHK o del AHTA, se deben
adecuar los siguientes organismos para confirmar las caracteristicas de la respuesta
bioquimica:

+ E. coli debe dar una cuna y un tope dcidos con la produccion de gas, pero no de
HS$;

+ S. flexneri debe dar una cuna alcalina, un tope acido, sin produccién de gas o de
H3S (como se muestra en la Figura 38);

+ Una Salmonella productora de H,S se puede utilizar para controlar esta
reaccion, la cual queda indicada por un ennegrecimiento del medio, en una
reaccioén positiva.
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Agar hierro lisina (AHL)

Los organismos que producen lisina descarboxilasa en agar hierro lisina (AHL)
causan una reaccion alcalina (color purpura) en el extremo del medio y en la cuna
también (véase la Figura 40). La produccién de H,S queda indicada por un
ennegrecimiento del medio. Los organismos que descarboxilan la lisina
deficientemente (por ejemplo, Shigella) producen tipicamente una cufa alcalina
(purpura), un tope dcido (amarillo) y no producen gas, ni H,S (véase la Tabla 13).
Las especies Proteus y Providencia producirdn con frecuencia una cufa roja
causada por la desaminacién de la lisina. El AHL tiene que ser preparado de tal
modo que el volumen del medio en el tubo sea suficiente para dar un tope
profundo. Los tubos de AHL tienen que tener un tope profundo porque la
reaccion de la descarboxilaciéon ocurre solamente en condiciones de anaerobiosis.

a) Prepare el medio de AHL de acuerdo con las instrucciones del fabricante que
aparecen en el frasco. [ Nota: Hay varias formulaciones comerciales
deshidratadas de AHL. El AHL puede prepararse a partir de los ingredientes
individuales, pero esto puede resultar en variaciones entre lote y lote. ]

b) Dispense una cantidad de medio en contenedores apropiados de modo que el
volumen del medio sea suficiente para dar un tope profundo y una cuna larga.
(por ejemplo, dispense 6,5 ml de medio en tubos de 16 x 125 mm con tapas de
rosca).

¢) Deje las tapas de rosca flojas y pase el medio por el autoclave.

d) Después del autoclave, deje las cunas solidificar de tal manera que el medio en
el tope del tubo tenga aproximadamente 3,5 cm de profundidad y la cufia
aproximadamente 2 cm de largo.

e) Apriete las tapas y guardelos a 4°C durante 6 meses.

Control de calidad: Para el control de calidad del AHL, se deben adecuar los
siguientes organismos para confirmar las propiedades de respuesta bioquimica del
medio:

+ S. flexneri debe producir una cuna alcalina y un tope acido sin produccién
de H,S;

« Una cepa de Salmonella productora de H;S puede ser utilizada para el
control de la reaccién de H,S. Las cepas de Salmonella serdn preferentemente
lisina positivas y dan una reaccién alcalina en el tope del tubo.

Agar MacConkey (AMC)

El agar MacConkey (AMC) es un medio diferencial en placa recomendado para
utilizar en el aislamiento y diferenciacion de las bacterias entéricas Gram negativas
no fermentadoras de la lactosa, ni de los organismos fermentadores de la lactosa.
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Las colonias de Shigella en AMC aparecen como convexas, incoloras y con 2 a 3
mm de didmetro. Las colonias de S. dysenteriae 1 pueden ser mds pequenias. Las
colonias de S. Typhi son aplastadas, no coloreadas y por lo general tienen de 2 a 3
mm de didmetro.

Hay varias marcas comerciales de AMC que estdn disponibles. La mayoria de los
fabricantes prepara varias formulaciones de AMC, las cuales pueden variar en
selectividad y por ello afectan el aislamiento de Shigella. Por ejemplo, algunas
formulaciones de AMC no contienen cristal violeta, un agente selectivo; estos tipos
no son tan selectivos y no se deben utilizar para el aislamiento de Shigella. El agar
MacConkey No. 3 Oxoid, el agar Bacto MacConkey Difco y el agar MacConkey
BBL son todos aconsejables.

a) Prepare el AMC de acuerdo con las instrucciones del fabricante. [Nota: el AMC
también puede prepararse partiendo de los ingredientes individuales, pero esto
produce mds variacion entre los lotes que la preparacién de una formulaciéon
deshidratada disponible comercialmente.]

b) Esterilice el medio por autoclave a 121°C durante 15 minutos.

¢) Enfrie a 50°C y ponga el medio dentro de las placas de Petri (a una profundidad
uniforme de 3—4 mm).

d) Deje las tapas entreabiertas por cerca de 20 minutos para que la superficie del
agar se seque. Cierre las tapas y guarde las placas a 4°C por hasta 1 mes. Si se
van a guardar las placas por mds de unos dias, pdngalas en una bolsa pléstica
sellada para prevenir que se sequen.

e) Control de calidad: Para el control de calidad del AMC, se deben adecuar los
siguientes organismos para la confirmacién de las caracteristicas selectivas e
inhibitorias de crecimiento:

+ E. coli puede producir colonias de rosadas a rojas con buen o excelente
crecimiento;

+ S. flexneri puede producir colonias incoloras con crecimiento de perfecto a
bueno, pero las colonias de S. dysenteriae 1 pueden ser mas pequenias.

Agar Martin Lewis (AML)

(Refiérase a “Medios Selectivos de Gonococos™, listados anteriormente en este
Apéndice.)

Medio de agar Thayer-Martin modificado (TMM)

(Refiérase a “Medios Selectivos de Gonococos”, listados al principio de este
Apéndice.)
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Medio de motilidad

Debido a que las Shigella son siempre inméviles, el medio de motilidad es una
prueba bioquimica de pesquisaje muy util. La motilidad se expresa por la presencia
de un crecimiento difuso (que aparece como una nubosidad en el medio) alejado
de la linea de inoculacién (véase la Figura 39). Los organismos inméviles no crecen
fuera de la linea de inoculacién.

a) Siga las instrucciones del fabricante para extraer, pesar y suspender el medio
deshidratado. [Nota: Hay disponibles varias formulaciones comerciales
deshidratadas de agar motilidad. Este medio también se puede preparar a partir
de los ingredientes individuales, pero esto resulta en que haya mds variacién
entre lote y lote, que en los preparados comerciales. ]

b) Caliente el medio hasta que hierva para estar seguro de que estd completamente
disuelto.

¢) Dispense en tubos con tapas de rosca (u otros tipos de contenedores), dejando
las tapas flojas y esterilice a 121°C durante 15 minutos.

d) Deje solidificar el medio en posicién vertical, formando un tope profundo sin
cuna (por ejemplo, aproximadamente 4-5 ml de medio por tubo de tapa de
rosca de 13 x 100 mm). Cuando el medio esté solidificado y frio, afloje las tapas
hasta que la superficie del medio esté seca.

e) Ajuste las tapas y almacene los tubos a 4°C hasta 6 meses.

Control de calidad: Para el control de calidad del medio de motilidad, se deben
adecuar los organismos siguientes:

« E. coli, que es movil;
+  Shigella, que son inmdviles.

La superficie del medio debe estar seca cuando se vaya a utilizar. Si la humedad se
ha acumulado en el tubo, extrdigala cuidadosamente antes de inocularlo. La
humedad puede causar que un microorganismo inmévil crezca hacia los lados y
hacia abajo del agar, creando una nubosidad de crecimiento y haciéndolo aparecer
como movil.

Agar Mueller-Hinton

El NCCLS recomienda el uso del medio agar Mueller-Hinton en la estandarizacién
de las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos de ciertas bacterias; los
organismos que se recomiendan en este manual para los cuales es apropiado
utilizar la formulacién del medio de Mueller-Hinton (Mueller-Hinton sin
suplemento) son: S. Typhi, Shigella spp. y V. cholerae.

[Nota: Hay varias formulaciones de agar Mueller-Hinton que estan disponibles
comercialmente. Este manual de laboratorio sugiere que el medio agar Mueller-
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Hinton no se debe preparar a partir de los ingredientes individuales pues esto
puede disminuir la calidad. La calidad del Mueller-Hinton deshidratado
comercialmente es cuidadosamente controlada antes de ser liberado para la venta.]

a) Siga las instrucciones del fabricante para preparar el medio.
b) Después de pasar por el autoclave, enfrie el medio a 50°C en un bano de agua.

¢) Calcule 60-70 ml de medio por placa de 15 x 150 mm, o calcule 25-30 ml por
placa de 15 x 100 mm. El agar debe ponerse en cristal de fondo plano o placas
de Petri pldsticas colocadas sobre una superficie a nivel uniforme para lograr
una profundidad uniforme de 3 a 4 mm. El uso de mas o menos agar afectard
los resultados de la susceptibilidad. Una profundidad de agar mayor de 4 mm
puede causar resultados de falsa resistencia, mientras que una menor de 4mm
puede asociarse con un informe de falsa susceptibilidad.

d) Las placas frescas pueden utilizarse el mismo dia de haber sido preparadas o
guardarse en el refrigerador (a 2°C—8°C) hasta 2 semanas. Si las placas no se
utilizan dentro de los 7 dias de haberse preparado, se deben envolver en pléstico
para minimizar la evaporacion. Si existiera exceso de humedad en la superficie,
estas deben colocarse, antes de utilizarlas, en la incubadora a (35°C-37°C) hasta
que la humedad se evapore (por lo general de 10 a 30 minutos.). No deje las
tapas entreabiertas porque el medio se contamina facilmente.

Control de calidad: Debe controlarse la calidad de cada nuevo lote de agar
Mueller-Hinton antes de que se use, probando la cepa estandar E. coli ATCC 25922
para prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos. (Esta formulacion de agar
Mueller-Hinton también puede utilizarse para probar los Gram positivos
aerdbicos; en ese caso, se puede utilizar el S. aureus ATCC 25923 como una cepa
para control de calidad.) En cada nuevo lote de Mueller-Hinton, el pH debe estar
entre 7,2 'y 7,4; si el pH esta fuera de este rango, no se debe ajustar el pH del medio
anadiéndole acido o bases; es decir, el lote de placas de Mueller-Hinton se debe
eliminar y preparar un nuevo lote. Si el pH de cada lote es muy alto o bajo, se
puede devolver al fabricante el lote completo de medio deshidratado, como no
satisfactorio. El tamano de la zona de inhibicién y los valores de concentracién
inhibitoria minima (CIM) para el control de calidad se incluyen en la seccién de
las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos que aparece en el capitulo
especifico para cada patégeno.

Agar Mueller-Hinton con 5% de sangre de carnero (o caballo)

EI NCCLS recomienda utilizar el medio de agar Mueller-Hinton con 5% de sangre
de carnero (o caballo) en ciertas bacterias, para la estandarizacién de las pruebas
de susceptibilidad a los antimicrobianos; segtin este documento, los organismos
para los que es apropiado utilizar esta formulacion del medio de agar Mueller-
Hinton suplementado con sangre de carnero (o caballo) son S. prneumoniae 'y

N. meningitidis.
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[Nota: Hay varias formulaciones comerciales de agar Mueller-Hinton disponibles.
Este medio no debe ser preparado a partir de los ingredientes individuales, porque
esto puede disminuir la calidad y aumentar la variabilidad entre los lotes. La
calidad del Mueller-Hinton deshidratado comercial se controla cuidadosamente
antes de liberarlo para la venta.]

a) Siga las instrucciones del fabricante para preparar el medio.
b) Enfrielo a 50°C en bafio de agua después de pasar el medio por el autoclave.

¢) Anada 5% de sangre desfibrinada estéril de carnero (o caballo) esto es, 50 ml de
sangre por litro de medio. (Si se prepara un volumen diferente de medio base, la
cantidad de sangre debe ser ajustada de acuerdo con el 5%, por ejemplo, se debe
anadir 25 ml de sangre a 500 ml de medio base.)

d) Calcule 60-70 ml de medio por placa de 15 x 150-mm o 25-30 ml por placa de
15 x 100-mm. Se debe colocar el agar en cristal de fondo plano o placas de Petri
plésticas sobre una superficie a nivel uniforme para lograr una profundidad de
3 a4 mm. El uso de mds o menos agar puede afectar los resultados de la
susceptibilidad. Una profundidad de agar mayor de 4 mm puede causar
resultados de falsa resistencia y una menor de 4 mm puede asociarse con
informes de falsa susceptibilidad.

e) Las placas frescas pueden utilizarse el mismo dia de haber sido preparadas o
guardarse en el refrigerador (2°C-8°C) hasta 2 semanas. Si las placas no se
utilizan dentro de los 7 dias de haber sido preparadas, deben envolverse en
pléstico para minimizar la evaporacion. Si existiera exceso de humedad en la
superficie de las placas, deben ponerse en la incubadora (35°C-37°C) antes de
utilizarlas, hasta que la humedad se evapore (por lo regular de 10 a 30 min.).
No deje las tapas entreabiertas porque el medio se contamina facilmente.

Control de calidad: Debe de controlarse la calidad de cada nuevo lote de agar
Mueller-Hinton con sangre de carnero (o sangre de caballo, si se estd preparando
Mueller-Hinton para pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos de

S. pneumoniae con trimetoprim sulfametoxazol [cotrimoxazol]) antes de utilizarlo,
probando la cepa estindar de S. pneumoniae (para control de calidad de

S. pneumoniae y N. meningitidis). El pH de cada nuevo lote de Mueller-Hinton
debe estar entre 7,2 y 7,4; si se sale fuera de este rango, no se debe ajustar el pH
del medio afiadiéndole 4cido o base; se debe eliminar el lote de placas y preparar
un lote nuevo. Si el pH de cada lote es muy alto o bajo, se puede devolver al
fabricante el lote entero de medio deshidratado, como no satisfactorio. El tamano
de la zona de inhibicién y los valores de CIM para el control de calidad se incluyen
en la seccion de las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos que aparecen
en el capitulo especifico a cada patégeno.
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Buffer salina fosfato (BSF)

La férmula de este medio es:

Fosfato dihidrogenado de sodio 70¢g
Fosfato hidrogenado disédico 70¢g
Agua destilada 1.000,0 ml

Para preparar 0,1M BSFE, pH 7,2: disuelva los ingredientes en agua destilada. Ajuste
el pH a 7,2 con 1IN de 4cido o base. Dispense el buffer en frascos de 500 ml y pase
por el autoclave a 121°C durante 15 minutos. Rotule los frascos con el nombre del
reactivo, la fecha de preparacion y la de caducidad.

El BSF tiene una vida media de un afo si se guarda a temperatura ambiente (25°C).

Salina fisioldgica

(0,85% de salina, también referido como salina “fisiolégica” o salina “normal”)

La salina fisioldgica se utiliza en muchas técnicas microbiolégicas diferentes. La
férmula de esta salina es:

NaCl 8,5g
Agua destilada 1 litro

Disuelva el NaCl en agua, calentdndolo si es necesario. La salina fisiol6gica puede
ser esterilizada por autoclave o membrana de filtracién. Almacene la salina
fisiol6gica a temperatura ambiente hasta 6 meses, con las tapas ajustadas para
prevenir la evaporacion.

La salina fisiolégica formalinizada es salina fisiolégica a la que se le ha anadido
formalina (formaldehido). Siga las instrucciones sobre la preparacién de salina
fisiol6gica y después de pasar por el autoclave afiada 5 ml de solucién de
formaldehido al 36%—-38%. No lleve la salina al autoclave después de afadirle el
formaldehido.

Medio de polisacéridos

El medio de polisacdridos se utiliza para detectar la producciéon de polisacaridos a
partir de la sacarosa y consiste en ATS con sacarosa al 1%. Se ha incluido el medio
de polisacéridos en este manual de laboratorio para ayudar en la identificacion de
N. gonorrhoeae, la cual tiene una reaccién negativa. La férmula de este medio es:

Agar triptona soya (ATS) 40 gramos
Agua destilada (libre de endotoxina; LET)  1.000,0 ml
Sacarosa calidad reactivo (10% de solucién,

preferiblemente en
agua destilada).
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Si no esté disponible la sacarosa calidad reactivo, un sustituto aceptable puede
ser el azdcar blanca de mesa, pero el azticar turbinada (marrén) no es apropiada
para la preparaciéon de este medio.

a) Suspenda el ATS en el agua destilada LET.
b) Lleve al autoclave a 121°C durante 15 minutos. Enfrie a 50°C.

¢) Prepare una solucién al 10% de sacarosa, utilizando la sacarosa calidad reactivo
y esterilice por filtracién utilizando un filtro de 0,45 micrones.

d) Aniada asépticamente la solucion de sacarosa al agar para dar una concentraciéon
final de 1% (p/vol.).

e) Dispense volimenes de 20 a 25 mm en las placas de Petri de 100 mm.

Almacene a 4°C-10°C en el refrigerador hasta que se vaya a utilizar. Antes de la
inoculacion, precaliente el medio a temperatura ambiente.

Control de calidad: Para el control de calidad del medio de polisacaridos, se
pueden utilizar los siguientes organismos:

* N. gonorrhoeae 'y N. meningitidis son dos ejemplos de organismos que no
producen polisacdridos de la sacarosa y por eso presentan una reaccion negativa
(no cambia el color) si se le anade la solucion de yodo de Gram al medio
inoculado e incubado.

* N. polysaccharea'y N. mucosa son dos ejemplos de organismos polisacdridos
positivos y mostraran un cambio de color, de marrén oscuro a azul-negro con
la adicién de la solucién de yodo de Gram al medio inoculado e incubado.

Agar Salmonella Shigella (agar SS)

El agar SS es un medio altamente selectivo para el aislamiento de Salmonella 'y
Shigella, aunque no debe ser utilizado para el aislamiento de Shigella dysenteriae
tipo 1 debido a que algunas cepas son inhibidas. S. Typhi, la cual es lactosa
negativa, produce colonias lisas, incoloras, transparentes o traslicidas que pueden
o0 no tener el centro negro, indicando la produccién de H;S. Las colonias lactosa
positivas son rosadas, rodeadas de una zona de precipitacién de la bilis.

Control de calidad: Para el control de calidad del agar SS, la Salmonella debe
producir buen crecimiento de colonias incoloras que pueden tener el centro negro,
mientras que E. coli debe crecer pobremente y aparecerd como colonias rosadas.

Caldo de selenito (SEL)

El caldo de selenito (SEL) se utiliza frecuentemente como un caldo de
enriquecimiento para Salmonella, incluida S. Typhi. Para cualquier laboratorio
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puede ser ventajoso utilizar el SEL, porque también puede utilizarse como
enriquecimiento para Shigella. El SEL solamente debe ser incubado durante 14-16
horas a 35°C-37°C. Después de la incubacion, el caldo de selenito debe ser estriado
en un medio de agar selectivo (por ejemplo, EH o DXL).

Control de calidad: Después de enriquecer toda la noche en SEL, Salmonella spp.
produce tipicamente un crecimiento de bueno a excelente cuando es estriada en
agar MacConkey.

Medio sulfito indol motilidad (SIM)

El medio sulfito indol motilidad (SIM) es una combinacién comercial disponible
que combina tres pruebas en un solo tubo: produccién de dcido sulfidrico (H,S),
produccién de indol y motilidad. La reaccién de indol no es util para pesquisaje de
aislamientos sospechosos de Shigella porque en esta prueba las cepas varian en sus
reacciones. El SIM se inocula de la misma forma que el agar motilidad (utilizando
una aguja de inoculacién para pinchar hacia abajo 1-2 cm del medio y se incuba
toda la noche a 35°C-37°C). La reaccién de motilidad en el SIM se lee igual que
para el medio de motilidad. Como ocurre en el agar hierro de Kligler o en el agar
hierro triple aztcar, la produccién de HjS estd indicada por el ennegrecimiento del
medio. La produccién de indol puede probarse tanto por el método del papel de
filtro o anadiendo el reactivo de Kovac al tubo.

a) Siga las instrucciones del fabricante para extraer, pesar y suspender el medio de
SIM deshidratado.

b) Caliente hasta hervir para asegurar que el medio estd completamente disuelto.
¢) Dispense en tubos y esterilice en autoclave durante 15 minutos a 121°C.

Control de calidad: Para el control de calidad del SIM, se pueden utilizar los
siguientes organismos:

+ E. coli es indol positiva, H»S negativa y motilidad positiva;

+ una cepa de Salmonella productora de H,S puede ser utilizada para el control
de la reaccién de H,S y deberd aparecer como mévil e indol negativo;

+  Shigella es motilidad negativa y H,S negativo, pero, para la reaccién de indol,
son variables.

Agar tiosulfato citrato sales de bilis sacarosa (TCBS)

El TCBS es un medio selectivo utilizado para el aislamiento de V. cholerae de
muestras fecales.

a) Siga las instrucciones del fabricante para sacar, pesar y suspender el medio
deshidratado. [ Neta: Hay disponibles varias marcas comerciales de agar
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tiosulfato citrato sales de bilis sacarosa (TCBS). Este medio se puede preparar
partiendo de los ingredientes individuales, pero los resultados pueden ser
mucho mas variables que con la formulacién deshidratada comercial. ]

b) Caliente agitando, hasta que el medio esté completamente disuelto.

¢) Enfrie el agar en bafo de agua, hasta que esté suficientemente frio (50°C-55°C)
para verter.

d) Ponga el TCBS en placas de Petri, dejando las tapas entreabiertas cerca de 20
minutos, para que la superficie del agar se seque. Cierre las tapas y guarde a
4°C hasta 1 semana.

Control de calidad: Debe controlarse la calidad de cada nuevo lote antes de
utilizarlo, porque el TCBS estd sujeto a variaciones en la selectividad, lote a lote y
marca a marca.

* V. cholerae O1 debe mostrar buen crecimiento de colonias amarillas;

+ E. coli debe tener poco o ningin crecimiento (de colonias translacidas).

Caldo de Todd-Hewitt

Fl caldo de Todd-Hewitt se utiliza (en el contexto de este manual de laboratorio)
para incubar S. pneumoniae antes de repetir la prueba, cuando en una suspension
de crecimiento celular de una placa de agar no se observa la reaccién de Quellung.
Se sugiere que los laboratorios usen una formulacién deshidratada comercial para
preparar el caldo de Todd-Hewitt cuando sea posible.

a) Prepare el caldo de Todd-Hewitt de acuerdo con las instrucciones que aparecen
en la etiqueta del medio deshidratado.

b) Dispense 1 ml en tubos de 15 x125 mm, lleve al autoclave a 121°C durante 20
minutos, enfrie y gudrdelos a 4°C.

Control de calidad: Para el control de calidad del caldo de Todd-Hewitt,

inocule un tubo de medio con una asada de crecimiento fresco de una cepa de

S. pneumoniae; incube toda la noche a 35°C; el caldo debe estar turbio al otro dia.
Subcultive el caldo en una placa de agar sangre para probar las caracteristicas
propias del S. pneumoniae.

Agar hierro triple aziicar (AHTA)

(Refiérase a “Agar hierro de Kligler y Agar hierro triple azticar,” al principio de este
Apéndice.)
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Agar base triptona soya (ATS)

El agar base TS es un medio de agar base de triptona de propoésito general
(también conocido comuinmente como agar soya tripticasa o agar soya triptica)
utilizado con o sin sangre para el aislamiento y cultivo de un ndmero de
microorganismos. El medio debe parecer de color pajizo (un color amarillento a
dorado). También se utiliza ATS para determinar los requerimientos de los factores
Xy V de H. influenzae (es como el AIC).

a) Prepare el ABTS de acuerdo con las instrucciones que aparecen en la etiqueta
del frasco del medio deshidratado. Prepare en frascos el volumen que se
necesite. El medio debe disolverse totalmente y no debe quedar polvo en las
paredes del vaso antes de ponerlo al autoclave; si revuelve al calor, esto puede
ayudar a que el polvo se disuelva mds rapidamente.

b) Poner al autoclave a 121°C durante 20 minutos.
¢) Enfrie a 50°C y viértalo en las placas de Petri de 15 x100 mm.

d) Deje solidificar el medio y evaporar la condensacién antes de colocar las placas
en la bolsa de pléstico; almacénelas a 4°C hasta que vayan a utilizarse.

Control de calidad: A cada lote preparado fresco u obtenido de ATS se le debe
realizar la prueba de control de calidad siguiendo las instrucciones del fabricante.

+ En general, E. coli es un microorganismo que debe mostrar buen crecimiento en
ATS.

Si un laboratorio esta utilizando ATS para probar la sospecha de H. influenzae para
requerimientos de factores de crecimiento, se sugiere que el control de calidad
incluya las pruebas de un aislamiento conocido de H. influenzae aislado para los
requerimientos de factores X y V. Para probar los requerimientos del X y el V,
inocule una placa fresca de ATS con una cepa control de H. influenzae (por
ejemplo, ATCC 49247, la cual debe estar disponible en los laboratorios que llevan a
cabo pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos): los discos de X, V y XV
deben colocarse en la placa inoculada como se muestra en la Figura 3.

H. influenzae debe crecer solamente alrededor del disco de XV.

(aldo triptona soya (TS)

El caldo TS (comtnmente conocido también como caldo tripticasa soya o caldo
soya triptica) se utiliza para hacer suspensiones de H. influenzae antes de probar
para los requerimientos de factor X y V. (Se puede sustituir la AIC, salina estéril o
el buffer salina fosfato [BSF] por el TS cuando se hace una suspensién de

H. influenzae para probar los factores X y V.)

a) Prepare el caldo TS de acuerdo con las instrucciones que aparecen en la etiqueta
del medio deshidratado.
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b) Dispense 5 ml en tubos de 15 x125 mm, pase por autoclave a 121°C durante
20 minutos, enfrie y almacénelos a 4°C.

Control de calidad: Inocule un tubo de medio con una asada de crecimiento fresco
de una cepa de S. pneumoniae; incube toda la noche a 35°C; al dia siguiente, el
caldo debe estar turbio. Use una placa de agar sangre para subcultivar el caldo

para probar las caracteristicas propias del crecimiento de S. pneumoniae. (Nota:

H. influenzae no es un microorganismo apropiado para el control de calidad del
caldo TS, porque al caldo TS le faltan los factores X y V que H. influenzae requiere
para crecer.)

Agar triptona soya sangre de carnero con gentamicina

El agar triptona soya sangre de carnero con gentamicina se utiliza para el
aislamiento primario de S. pneumoniae de los hisopados nasofaringeos.

Prepare una solucién patrén de gentamicina afiadiendo 80 mg de gentamicina a
32 ml de agua destilada; la solucién patrén contiene 2,5 mg de gentamicina/ml.
Esterilice por filtracion y dispense en cantidades de 1,0 ml y gudrdelos a una
temperatura de —20°C a —70°C.

Para preparar el agar triptona soya sangre de carnero con gentamicina:

a) Anada 1 ml de la solucién patrén de gentamicina a 500 ml del agar derretido
(preparado de acuerdo con la indicacién del fabricante). Afiada la gentamicina
a la vez que la sangre de carnero desfibrinada.

b) Después que solidifique, ponga las placas en bolsas plasticas y consérvelas a 4°C.
El agar solamente debe aparecer ligeramente mds oscuro que el medio con
gentamicina. Si el agar no estd rojo brillante, eliminelo y prepare un nuevo lote.

Control de calidad: La prueba para el control de calidad de un medio de agar
sangre con gentamicina, preparado fresco u obtenido, es la misma que para la
(ATS) sangre de carnero con gentamicina.

Medio de urea

Los cultivos ureasa positivos producen una reaccion alcalina en el medio, que se
puede ver porque adquiere un color de rosado a rojo (véase la Figura 40). Los
organismos ureasa negativos no cambian el color del medio, el cual es de color
amarillento palido a rosado. Shigella siempre es ureasa negativa (véase la Tabla 15).

a) Siga las instrucciones del fabricante para la preparacion del medio de urea.
[Nota: Estan disponibles algunas marcas comerciales de medio de urea, algunas
de las cuales requieren la preparacion de caldo estéril para ser afiadido al caldo
base que ya ha pasado por el autoclave. El caldo concentrado estd disponible y
se puede obtener de algunos fabricantes.] Prepare el agar base de urea siguiendo
las instrucciones que aparecen en el frasco.
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b) Esterilice a 121°C durante 15 minutos.

¢) Enfrie a 50°C-55°C; afiada el concentrado de urea de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. (Asegirese de que la base de agar estd fria antes de
anadir la urea al agar base, puesto que la urea es muy labil al calor.)

d) Mezcle y distribuya en tubos estériles. Mientras se enfrfa el medio, extiéndalo
para que haga cufias, de manera que se forme un tope profundo.

e) Control de calidad: Para el control de calidad del medio de urea son adecuados
los siguientes organismos:

+ Las especies de Proteus producen ureasa;

+ E. coli es ureasa negativa.

Agar desoxicolato xilosa lisina (DXL)

El agar desoxicolato xilosa lisina (DXL) es un medio selectivo diferencial adecuado
para el aislamiento de Shigella y Salmonella de muestras de heces. La diferenciacién
de estas dos especies de bacterias no patdgenas se complementa por la
fermentacién de la xilosa y la lactosa, la descarboxilacién de la lisina y la
produccién de sulfidrico. Las colonias de Shigella en agar DXL son lisas, de un
rosado transparente o rojas, con 1-2 mm de didmetro (véase la Figura 86). Las
colonias de S. dysenteriae 1 en DXL son frecuentemente muy diminutas, distintas a
otras especies de Shigella (véase la Figura 85). Los coliformes aparecen amarillos
(véase la Figura 87). Las colonias de Salmonella son usualmente rojas con el centro
negro, pero también pueden ser amarillas con el centro negro.

a) Prepare de acuerdo con las instrucciones del fabricante. [Nota: Estin
disponibles varias marcas comerciales de agar DXL. Este medio también se
puede preparar a partir de ingredientes individuales, pero los resultados pueden
ser mucho mds variables de lote a lote, que con la formulacién deshidratada
disponible comercialmente. ]

b) Mezcle totalmente.

¢) Caliente con agitaciéon hasta que el medio hierva. No sobrecaliente; cuando el
medio se sobrecalienta, cuando hierve el DXL o se deja enfriar mucho tiempo,
puede ocurrir que el medio se precipite.

d) Enfrie el frasco, dejando correr el agua solo hasta que enfrie lo suficiente para
verter; evite que el medio esté frio por mucho tiempo.

e) Vierta el agar DXL en las placas de Petri, dejando las tapas entreabiertas cerca
de 20 minutos de manera que la superficie del agar se seque.

f) Las placas pueden guardarse a 4°C hasta una semana.
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Control de calidad: Cuando se hace el control de calidad del agar DXL, se deben
utilizar los siguientes organismos para confirmar las caracteristicas selectivas e
inhibitorias de crecimiento:

+ S. flexneri debe producir crecimiento de perfecto a bueno de colonias rosadas
transparentes o rojas de 1 a 2 mm de didmetro;

+ S. dysenteriae 1 puede producir colonias muy pequenas, transparentes o rojas;

+ E. coli debe producir crecimiento de pobre a perfecto de colonias amarillas.

Medios de transporte y almacenamiento

Medio de Cary-Blair, medio de Amies y medio de Stuarts

Prepare cada uno de estos medios de transporte de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. [Nota: Hay disponibles comercialmente varias formulaciones de
Cary-Blair; algunas requieren la adicién de cloruro de calcio y otras no.] También
se pueden preparar estos medios a partir de ingredientes individuales; sin embargo,
es muy dificil hacer bien el control de calidad de los lotes, y es por eso que este
manual recomienda obtenerlos de un suministrador.

Una vez preparado, el medio de Cary-Blair se debe dispensar en contenedores con
suficiente volumen, de manera que el hisopo quede cubierto, por lo menos, por 4
cm de medio. Por ejemplo, las cantidades de 5 a 6 ml de este medio, se deben
dispensar en tubos de tapas de rosca de 13 x 100 mm. Con la tapa aflojada,
esterilice el medio por vapor (no por autoclave) a 100°C durante 15 minutos.
Después de la esterilizacién ajuste las tapas y conserve el medio a 15°C-30°C.

Estos medios son muy estables y se conservan en contenedores bien cerrados y
sellados en un lugar oscuro y fresco de manera que no se sequen. De esta manera,
se pueden utilizar hasta en 1 aflo mientras no pierda volumen ni contaminacién
visible (por ejemplo, objetos extrafios o crecimiento bacteriano), o se observe
algin cambio de color. El medio preparado de Amies, que ha sido almacenado por
mds de 9 meses, en cualquier forma, debe ser expuesto al vapor y al carbén
resuspendido antes de utilizarse.

Medio de huevos de Dorset (HD)

El medio de huevos de Dorset (HD) es una buena opcién para que los
aislamientos de S. pneumoniae sobrevivan por largo término (hasta 44 dias), los de
H. influenzae (hasta 21 dias) y los de N. meningitidis (hasta 21 dias) a temperatura
ambiente. La férmula de este medio incluye la salina fisioldgica (normal) y los
huevos de gallina enteros.

a) Combine la solucién salina estéril al 0,85% (normal), con los huevos de gallina
enteros batidos en una proporcién de 1:3.

b) Espese (coagule) la mezcla en un condensador eléctrico a 80°C durante 60
minutos.
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Solucion de Greaves

La solucién de Greaves puede utilizarse en el proceso de preparacion de los
aislamientos para conservacién por congelacién, como se describe en el Apéndice
11 de este manual. La férmula para este medio es:

Albuimina bovina, fracciéon V 10,0 g
Acido L-glutdmico, sal de sodio 10,0 g
(Fluka, Buchs, Switzerland, 49621)

Glicerol 20,0 ml
Agua destilada 200,0 ml

a) Mezcle todos los ingredientes y déjelos disolver durante 2—3 horas.
b) Filtre y esterilice la solucién.
¢) Transfiera la solucién a un tubo estéril.

d) Incube durante 2 dfas a 35°C-37°C (para controlar la esterilidad del medio).

+  Si se observa contaminacion, elimine la soluciéon y prepare un nuevo lote.

e) Almacene a 4°C.

Placas Jembec®

Las placas Jembec® estan disponibles comercialmente en forma de estuche con un
sistema generador de CO; y un medio que puede soportar el crecimiento de
g0Nnococos.

Medio de transporte de leche descremada triptona glucosa glicerol (LDTGG)

El medio de LDTGG es un medio utilizado para transporte (y algunas veces para
almacenar) las secreciones de la nasofaringe en un hisopo. La férmula de este
medio es:

Polvo de leche descremada 2 gramos
(del mercado o por ejemplo, Difco)

Caldo de Triptona Soya 3 gramos
(de, por ejemplo, Oxoid)

Glucosa 0,5 gramos
Glicerol 10 ml
Agua destilada 100 ml

a) Mezcle y disuelva todos los ingredientes.
b) Dispense en viales con tapas de rosca en cantidades de 1,0 ml.

¢) Deje las tapas de rosca flojas y ponga en el autoclave durante 10 minutos
(a 15 libras).
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d) Ajuste las tapas después de pasar por el autoclave.

e) Mantenga el LDTGG congelado a —20°C o refrigerado hasta su uso.
+ Use el medio de LDTGG dentro de los 6 meses de haber sido preparado.

Medio de transporte (Trans-crecimiento)

El medio de transporte (Trans-crecimiento) es un medio selectivo para el
transporte y aislamiento de gonococos. Debe prepararse siguiendo las
instrucciones del fabricante. [Nota: El medio de transporte (Trans-crecimiento) es
un agar chocolate al que se afiaden tres antibidticos y se puede preparar también a
partir de los ingredientes individuales; pero si se prepara, esto puede crear una
mayor variacion de lote a lote que cuando el medio se prepara de una formulaciéon
comercial deshidratada. ]

Trans-aislamiento (T-)

El medio T-I es un medio bifdsico que es muy util para el cultivo primario de
N. meningitidis, S. pneumoniae y H. influenzae de muestras de liquido
cefalorraquideo (LCR). Puede utilizarse como un medio de crecimiento asi
como un medio de traslado y transporte.

Cuando esté preparando el medio T-1, use frascos de suero de cristal con reborde
tipo muesca, abertura para tapén de goma y sello de aluminio (retapa). Se puede
utilizar cualquier tamarfio de los frascos de suero que tenga por lo menos una
capacidad de 20 ml, con tal que la combinacién del volumen de las fases sélida y
liquida sean iguales aproximadamente a la mitad de la capacidad del frasco. El
medio T-I incluye las fases sélida y liquida; 0,1 M de buffer MOPS (buffer de 3-
(N-morfolino) dcido propanilsulfénico) con un pH de 7,2 se utiliza en la
preparacion de ambas fases, sélida y liquida del T-1. El NaOH se puede utilizar
para ajustar el pH y el agua destilada se debe utilizar para crear el volumen
apropiado de la solucién 0,1 M (aproximadamente 21 g de buffer de MOPS: en
1.000 ml de agua destilada).

a) Fase sélida:

Carbén activado 20¢g
Almidén soluble 25¢g
Agar agar (por ejemplo, de Difco) 10,0 g
0,1 M de buffer MOPS, pH 7.2 500 ml

1. Suspenda el carbon activado, el almidén soluble y el agar en 500 ml de buffer
de MOPS y afiada una barra magnética al frasco.

2. Caliente en una plancha magnética para disolver el almidén y el agar.

3. Continte revolviendo mecdnicamente con un agitador mecanico para
conservar el carbon en suspension; dispense 5,0 ml en cada botella de 20 ml
de suero.
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4. Cierre la tapa de cada frasco con un casquillo de aluminio y coloque en el
autoclave en cestas de metal a 121°C durante 20 minutos.

5. Saque las cestas del autoclave e inclinelas hasta que los frascos se enfrien, de
modo que el dpice del agar alcance los hombros de cada frasco.

b) Fase liquida:

BTS 30,0 g
Gelatina (por ejemplo, de Difco) 10,0 g
Buffer de MOPS [0,1 M, pH 7,2] 500 ml

1. Caliente el medio para disolver la gelatina y evite la coagulacion
2. Lleve el medio al autoclave a 121°C durante 15 minutos.

3. Opcional: la adicién de suplemento para el crecimiento (por ejemplo,
IsoVitaleX o Vitox) a la fase liquida de medio de T-I puede ayudar a soportar
el crecimiento de H. influenzae.

+ Para afadir suplemento de crecimiento a todo el lote de medio en fase
liquida, use una técnica aséptica para afiadir un total de 10 ml de
suplemento de crecimiento al medio liquido frio.

+ Para anadir suplemento de crecimiento a los frascos individuales, afiada
0,1 ml del suplemento a la fase liquida contenida en los frascos
individuales de T-I (1% del volumen de ambas fases) 0 a un niumero
limitado de frascos, segtin sea necesario.

¢) Adicién de la fase liquida a la fase sélida

1. Dispense 5 ml de caldo asépticamente dentro de los frascos que contienen las
cunas de la fase solida.

2. Selle con tap6n de goma estéril y tapa de aluminio.

+ Use una maquina selladora manual para colocar las tapas de aluminio si
no estd disponible un sistema automético.

Los frascos de T-I pueden ser almacenados y utilizados por lo menos hasta 2 afos
después, si las tapas estdn bien ajustadas y guardadas a 4°C. La fase liquida se
vuelve gelatinosa en el refrigerador, pero se licia a temperatura ambiente.

Antes de utilizarlo, haga el control de calidad del medio de T-I: revise algunos
frascos no inoculados para esterilidad a 35°C. Inocule algunos frascos con

N. meningitidis y revise su habilidad para soportar el crecimiento del meningococo
a35°C.

Antes de la inoculacién, los frascos deben pre calentarse en la incubadora (a
35°C-37°C) o dejarlos que alcancen la temperatura ambiente (25°C-30°C).
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Reactivos y miscelaneas

Coloracion de Gram (Modificacion de Hucker) reactivos

La coloraciéon de Gram (modificacion de Hucker) requiere el uso de dos colorantes
(por ejemplo, el cristal violeta y la safranina o carbol fuchina), la solucioén de yodo
de Gram y un agente decolorante (alcohol etilico). Los reactivos individuales y el
estuche de colorante de Gram estan disponibles, comercialmente, de muchas
fuentes de suministros de laboratorio. Alternativamente, siga los métodos para la
preparacion de los reactivos individuales (como se presentan debajo en los pasos
de a—d).
a) Cristal violeta-oxalato de amonio, contiene dos soluciones (solucién a y
solucién b).

Solucién a
Cristal violeta (certificado) 20¢g
Disolver en alcohol etilico al 95% 20,0 ml

Solucion b
Oxalato de amonio 08¢
Agua destilada 80,0 ml
1. Mezcle las soluciones a y b.

2. Déjela reposar toda la noche.

3. Filtrela antes de utilizarla utilizando papel de filtro.

b) La solucion de yodo de Gram debe ser protegida de la luz.

Yodo (cristales) lg
Yoduro de potasio 2g
Agua destilada 300 ml

1. Combine los cristales de yodo, el potasio y el agua destilada para preparar
una solucién de yodo.
+ Puede ser muy ttil para preparar la solucién de yodo triturar las
sustancias quimicas secas en un mortero, agregandole agua destilada.
2. Guarde la solucién de yodo de Gram en un frasco oscuro y protéjalo de la
luz para que no se degrade.

¢) La decoloracion es comunmente con alcohol etilico. (Algunos estuches utilizan
acetona o la combinacién de alcohol acetona.)
95% de alcohol etilico

d) El contraste es comunmente tanto con safranina o carbol fuchina. La carbol

fuchina de Ziehl-Nielsen es considerada por muchos, como un colorante de
contraste mds efectivo que la carbol fuchina.
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1. Safranina

Solucién patrén:
Safranina O (certificada) 25¢g
Alcohol etilico al 95% 100,0 ml
Solucion de trabajo:
Safranina solucién patrén 10,0 ml
Agua destilada 90,0 ml

a. Prepare la solucién patrén de safranina, combinando la safranina O con el
alcohol etilico al 95%.

b. Combine 10 ml de la solucién patrén con 90 ml de agua destilada.

2. Carbol fuchina de Ziehl-Nielsen

Fuchina bdsica 03¢g
Alcohol etilico al 95% 10,0 ml
Cristales de fenol, derretidos 5,0 ml
Agua destilada 95,0 ml

a. Disuelva la fuchina en el alcohol

b. Anada solucion de fenol al 5%

¢. Déjela reposar toda la noche

d. Filtrela a través de un papel de filtro ordinario

+ Esta solucién puede utilizarse como se describe o también diluida 1:10.

Cuando la disponibilidad de los recursos estd limitada, el contraste puede
prepararse con una solucién de fuchina bésica en solucién acuosa al 0,3-0,5.

Coloracion azul de metileno de Loeffler

El azul de metileno de Loeffler proporciona un método de coloracién simple para
visualizar la forma de las células bacterianas, pero no determina cudndo una
bacteria es grampositiva o gramnegativa. Si fuera esencial determinar cudndo un
microorganismo es grampositivo o gramnegativo, se deben tefiir las extensiones
por el método de Gram (utilizando reactivos como se describen en “Coloracién de
Gram’, al principio en este Apéndice). Debido a la forma caracteristica y la
agrupacion de las células en las especies de Neisseria, la coloracion de azul de
metileno proporciona un método barato y répido para detectar diplococos. (Este
manual de laboratorio recomienda el uso de la coloracién de azul de metileno de
Loeffler en lugar de la coloracién de Gram en caso de cepas que se sospecha que
pueden ser N. gonorrhoeae de muestras o cultivos de sitios no estériles, pero no
para la coloracién de cepas de N. meningitidis de muestras de sitios estériles.)
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Para preparar el colorante azul de metileno de Loeffler, afiada los componentes en
el orden que se presenta en los dos pasos siguientes: primero, preparar el azul de
metileno etanélico saturado y después, la solucidn colorante.

a) Azul de metileno etanédlico saturado

Polvo de azul de metileno 10g

Etanol (95%) 100 ml
b) Solucién colorante

KOH (solucién acuosa al 1%) 1ml

Agua destilada 99 ml

Solucién de azul de metileno etandlico 30 ml

(paso 1)

El reactivo azul de metileno de Loeffler debe ser ‘madurado por oxidacién; y el
reactivo madurado se llama azul de metileno policromo. Normalmente, la
oxidacién toma algunos meses, pero puede apresurarse por la aireacion del
reactivo: ponga el reactivo en los frascos llenando no mas de la mitad, y mueva los
frascos frecuentemente.

El colorante azul de metileno de Loeffler se mejora con el tiempo; la vida util de
este reactivo es de 5 a 10 anos; por tanto, el reactivo puede prepararse en lotes
suficientemente grandes para que duren durante este periodo de tiempo.

Reactivos de la Prueba de Reduccion de Nitrato

Estos medios y reactivos se utilizan para la prueba de reduccién de nitrato para la
confirmacién de un aislamiento como N. gonorrhoeae. La prueba se realiza en un
caldo de nitrato compuesto por caldo infusién de corazén y nitrato de potasio al

0,2%.

La férmula del medio para la prueba de reduccién de nitrato es:

Caldo infusion de corazén 250¢g
Nitrato de potasio 20¢g
Agua destilada 1.000,0 ml

Los reactivos para la prueba de reduccién de nitrato son los siguientes:

Reactivo A de Nitrato (solucion de acido sulfanilico): 0,8% en 5N de 4cido
acético*

Acido sulfénico 4-aminobenzeno 05¢g

Acido Acético, glacial 20 ml

Agua destilada 100 ml

1) Disuelva 0,5 g de 4cido sulfénico 4-aminobenzeno en 30 ml de 4cido acético,
glacial.

2) Anada 100 ml de agua destilada y filtre.
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Guarde el Reactivo A de Nitrato a temperatura de la habitaciéon (15°C-30°C) en
la oscuridad. Los reactivos deben guardarse en frascos de cristal marrén oscuro
o en frascos claros envueltos en papel de aluminio para asegurar la oscuridad.
El Reactivo A de Nitrato es estable por un mes.

Reactivo B de Nitrato ( solucién de alfa-naftilamina): 0,6% en 5N de acido
acético*

N,N-dimetil-1 naftilamina 0,1g
Agua destilada, hirviendo 100 ml
Acido acético, glacial 30 ml

1) Disuelva 0,1 g de N,N-dimetil-1 naftilamina en 100 ml de agua destilada
hirviendo. Enfrie a temperatura ambiente.

2) Anada 30 ml de acido acético glacial.
3) Filtre

Guarde el Reactivo B de Nitrato a temperatura ambiente (15°C-30°C). Los
Reactivos pueden guardarse en frascos de cristal marrén oscuros o en frascos
claros envueltos en papel de aluminio para asegurar la oscuridad. El Reactivo B
de Nitrato es estable por hasta una semana (7 dias).

Polvo de Zinc: grado reactivo. Guardar a temperatura ambiente.

* Cuidado: El acido acético 5 Normal (glacial) es corrosivo. El contacto con la piel
puede causar flictenas y quemaduras. En caso de contacto, lavar los ojos y la piel
inmediatamente con mucha agua corriente por lo menos durante 15 minutos.

Reactivo de nitrocefina para prueba de B-lactamasa (penicilinasa)

La prueba de nitrocefina se utiliza para detectar $3-lactamasa. Los reactivos deben
calentarse a temperatura de la habitacion antes de utilizarlos. Hay dos
formulaciones del reactivo liquido para la prueba de nitrocefina: uno tiene una
concentracion de polvo de nitrocefina de 500 pg/ml y el otro de 25 pg/ml. El
reactivo utilizado para la prueba en placa contiene 500 pg de polvo de
nitrocefina/ml y se gotea en el medio de cultivo directamente sobre las colonias; en
contraste, el reactivo utilizado para la prueba en tubo (en el que las células
bacterianas son suspendidas en el reactivo) solamente contiene 25ug de
nitrocefina/ml. Los discos de nitrocefina también estdn disponibles
comercialmente.

El reactivo de nitrocefina es costoso, por lo tanto este manual de laboratorio
sugiere que se use el nitrocefina en disco, comercialmente disponible, para hacer la
prueba, ya que en términos de costo-beneficio, es mejor utilizar el reactivo liquido
(a menos que un laboratorio esté haciendo vigilancia de la resistencia de la
penicilina en cepas de N. gonorrhoeae y vaya a llevar a cabo la prueba de
nitrocefina en gran nimero de aislamientos). No obstante, si un laboratorio desea
preparar su propio reactivo liquido de nitrocefina, las instrucciones estdn a
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continuacion. (Los métodos para la prueba de nitrocefina con reactivo liquido se
incluyen en el capitulo de N. gonorrhoeae de este manual.) El reactivo que se utiliza
en el método del tubo es mas diluido que el que se utiliza en la prueba en placa,
por lo tanto, al probar un gran ntimero de aislamientos es mejor, en términos de
costo-beneficio, realizar la prueba de nitrocefina por el método del tubo y utilizar
reactivo liquido, que hacerla por el método de la placa o del disco.

Note que la preparacién de la solucion de nitrocefina requiere dimetil sulféxido
(DMSO; CH,S0y4) y debido al riesgo natural del DMSO, algunos suministradores
pueden requerir una carta de justificacion para obtenerlo.

Los materiales para la preparacion de la solucion incluyen:

Polvo de nitrocefina (0,5g para la solucién patrén de 100 ml)

Buffer fosfato 0,1M, pH 7,2 (100 ml para la solucién patrén;
dilucién 1:20 para la prueba en tubo)

DMSO (dimetil sulféxido)

Probeta graduada (50 ml)

Tubos de tapa de rosca (capacidad 5 ml)

Tubos de tapa a presion

Pipetas Pasteur (estériles)

Prueba en placa de solucién de nitrocefina. (“solucién patrén ”; 500 pg/ml)

a) Pese 0,5 g de polvo de nitrocefina en un bote de pesada o en un beaker.
Transfiera el polvo de nitrocefina a la probeta graduada.

b) Anada unas cuantas gotas de DMSO al polvo de nitrocefina utilizando una
pipeta de cristal estéril. Mueva en remolino hasta que se disuelva el polvo.

¢) Lleve el volumen hasta 100 ml con buffer de fosfato 0,1M, pH 7,2.

d) Dispense el reactivo de nitrocefina en un volumen de 5 ml en los tubos de tapa
de rosca o tapas de presion.

e) Marque los tubos con la siguiente informacién: nombre del reactivo, fecha de
preparacion, fecha en que caduca, cuando sea movido para guardar a 4°C-10°C,
c6digo de riesgo para DMSO. (Esta informacion también debe anotarse en el
registro de CC.)

Prueba en tubo de solucién de nitrocefina (25 pg/ml) (Suspenda el crecimiento en
los tubos que contienen el reactivo de nitrocefina /placas de microtitulacion).

a) Prepare la solucién patrén de nitrocefina (500 pg nitrocefina/ml) como se
describe en la seccién de arriba “Prueba en placa de soluciéon de nitrocefina”.

b) Diluya la solucién patrén 1:20 con 0,1M de buffer fosfato, pH 7,2.

¢) Dispense un volumen de 3 ml de la solucién diluida de nitrocefina en tubos de
tapa de rosca o en tubos de tapa a presion.

d) Marque los tubos con la siguiente informacién: nombre del reactivo, fecha de
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preparacion, fecha en que caduca y el codigo de riesgos para el DMSO. (Esta
informacion debe ser anotada también en el libro de registro.)

El reactivo de nitrocefina se debe preparar en bulbos, dispensar en alicuotas
pequenas (1-2 ml) y guardar indefinidamente a —20°C o —70°C si no se observa
cambio de color (de incoloro/amarillo a rosado). Si un tubo de este reactivo estd
‘en uso, el reactivo debe guardarse por no mas de un afno a 4°C-10°C, si no se
observa cambio de color.

Control de calidad: Desarrolle el control de calidad con cada lote nuevo preparado
de reactivo de nitrocefina o con cada nuevo lote obtenido de discos de nitrocefina.

+ Un ejemplo de una cepa control  lactamasa negativa es N. gonorrhoeae
ATCC 49226.

+ Ejemplos de cepa control de 8 lactamasa positiva son H. influenzae ATCC
49247 y N. gonorrhoeae P681E (disponibles del Laboratorio de
Investigaciones de Gonorrea del CDC, véase el Apéndice 14).

Reactivo de oxidasa (oxidasa de Kovac)

El reactivo de oxidasa de Kovac se utiliza para probar la presencia de citocromo
oxidasa; N. gonorrhoeae, N. meningitidis y V. cholerae son oxidasa positiva y
presentan una reaccion purpura cuando son expuestos a este reactivo. La féormula
de la oxidasa de Kovac es como sigue:

N, N,N’, N’-Tetrametil-p- dihidrocloro 0,05g
fenilendiamina

Agua destilada 5,0 ml
Disuelva el reactivo en agua pura. (No caliente para disolver.)

Preparacion del reactivo de oxidasa de Kovac al 1% a partir de polvo

Para prevenir el deterioro del reactivo de oxidasa en polvo, gudrdelo en un frasco
cerrado ajustadamente, en un desecador en un drea oscura y fria. Prepare 10 ml de
la solucién al 1,0% de tetrametil p hidroclorofenilendiamina en agua destilada.
Dispense el reactivo en alicuotas de 1 ml y gudrdelos en congelacién a —20°C.

Para utilizarlo, descongele un vial de 1 ml y use también el reactivo liquido para
humedecer el papel de filtro o el hisopo, o prepare tiras secas de papel de filtro.

+ Para preparar tiras secas de papel de filtro, inmediatamente después de que el
vial esté descongelado moje tantas tiras de papel de filtro como sea posible
sobre una superficie no porosa (placas de Petri, placas de cristal). Deje secar las
tiras al aire o en la incubadora. Cuando las tiras estén completamente secas,
péngalas en un tubo/frasco bien tapado y refrigere a 4°C. Entonces, las tiras
pueden ser utilizadas cuando se necesiten.
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Nota: El reactivo de oxidasa se aplica solamente para uso de diagnéstico in vitro;
evite el contacto con los ojos y la piel porque puede causar irritacion. En caso de
contacto, inmediatamente deje correr agua por los ojos o la piel por lo menos 15
minutos.

En lugar del reactivo de oxidasa de Kovac (descrito arriba), algunos laboratorios
pueden utilizar el reactivo de Gordon y McLeod. El reactivo de Gordon y McLeod
se prepara con una solucién al 1% (como es la oxidasa de Kovac), pero en lugar del
reactivo de tetrametil utilizado por el reactivo de Kovag, el reactivo de Gordon y
McLeod utiliza dimetil-p-dihidrocloro fenilendiamina. La oxidasa de Gordon y
McLeod es un reactivo mds estable, pero la reaccion de oxidasa toma, en lugar de 5
minutos, hasta 30 minutos en producirse; debe también hacerse notar que la
reaccion positiva de oxidasa es azul (no pdrpura) con el reactivo de Gordon y
McLeod. Este manual de laboratorio sugiere utilizar el reactivo de oxidasa de
Kovag, si esta disponible.

Control de calidad: Los controles positivo y negativo deben probarse cada vez que
se prepare el reactivo.

« V. cholerae, N. meningitidis y N. gonorrhoeae son oxidasa positivos.
« E. coliyS. pneumoniae son oxidasa negativos.

Reactivo de desoxicolato de sodio (0,5%) para la prueba de la cuerda

La prueba de la cuerda se utiliza para ayudar en la identificaciéon de V. cholerae. La
féormula para este reactivo es la siguiente:

Desoxicolato de sodio (ver también como “desoxicolato”) 05¢g
Agua destilada estéril 100,0 ml

Anada el agua destilada estéril al desoxicolato de sodio y mezcle bien. Guarde a
temperatura ambiente hasta 6 meses.

Control de calidad: Antes de utilizar cada nuevo lote de desoxicolato de sodio,
debe hacerse un control de calidad.

+ Use una cepa de V. cholerae O1 como un control positivo.
+ E. coli puede utilizarse como un control negativo.

Turbidez estandar

Preparacion de la turbidez estandar de McFarland

La turbidez estindar de 0,5 en la escala de McFarland preparada comercialmente
estd disponible de varios fabricantes. Ademds, la turbidez estandar de 0,5 de
McFarland puede prepararse afiadiendo 0,5 ml de cloruro de una solucién de bario
deshidratado (BaCly+2H;0) al 1,175% (p/vol) a 99,5 ml de 4cido sulfarico (H,S
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Qy) al 1% (vol/vol). La turbidez estandar se divide en alicuotas, se coloca en tubos
de prueba idénticos a aquellos utilizados para preparar la suspension del indculo.
Selle los tubos de turbidez estdndar de McFarland con cera, Parafilm u otros
medios para prevenir la evaporacién. La turbidez estdindar de McFarland se puede
guardar hasta 6 meses en la oscuridad a temperatura ambiente (22°C-25°C);
descartela después de 6 meses o antes si pierde algin volumen. (Marque el tubo
para indicar el nivel del liquido y verifique antes de utilizarlo para estar seguro que
no ha ocurrido evaporacioén, si esto ocurre, debe prepararse una turbidez estdndar
fresca.) Antes de utilizarlos, agite bien el tubo que contiene la turbidez estandar, de
manera que el precipitado blanco fino de sulfato de bario se mezcle en el tubo.

La composicion de la turbidez estdndar de McFarland y las correspondientes
densidades de bacterias (/ml) se presentan en la Tabla 23.

La exactitud de la densidad de la turbidez estindar de McFarland preparada se
debe comprobar mediante un espectrofotometro con un paso de luz de 1 cm; para
la turbidez estdndar de 0,5 de McFarland, la absorbancia de una longitud de onda
de 625 nm debe ser de 0,08-0,1. De otro modo, la exactitud de la turbidez estandar
de McFarland puede verificarse por ajuste de una suspension de una cepa de
control (por ejemplo, E. coli ATCC 25922) a la misma turbidez, preparando
diluciones seriadas 10 veces, y desarrollando después conteos de colonias en placa
(véase la Figura 50). La suspension ajustada debe dar un conteo de 10° unidades
formadoras de colonia/ml. Las Figuras 51 y 52 sirven de gufa para leer y comparar
la turbidez esténdar de McFarland con una nueva preparacion de suspension
celular.

Método de conteo en placa para probar la turbidez estandar de 0,5 en la escala
de McFarland

El objetivo de este procedimiento es determinar el ndmero de bacterias por ml de
fluido. Una suspension bacteriana equivalente en turbidez a la turbidez estdndar de
0,5 de McFarland contiene aproximadamente 108 bacterias por ml.

1) Prepare una turbidez estdndar de 0,5 en la escala de McFarland, como se ha
descrito anteriormente.

2) Prepare una suspension de un microorganismo de prueba (por ejemplo, E. coli
ATCC 25922) para enfrentar a la densidad de la turbidez estdndar de
McFarland.

3) Haga diluciones seriadas, diluya 10 veces una suspension bacteriana en un
medio de caldo adecuado. (Ejemplos de medios de caldos adecuados incluyen:
caldo de Mueller-Hinton, caldo TS, o BSE.) Los siguientes pasos a— i describen
el procedimiento para hacer las diluciones seriadas.

Los materiales necesarios para las pruebas de turbidez estdndar de 0,5 en la
escala de McFarland incluyen: siete tubos estériles de tapa de rosca, siete placas de
agar (con medio que permita el crecimiento de los organismos que se estin
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FIGURA 50: Procedimiento para la preparacion y el control de calidad de la turbidez estandar de McFarland

1,175% cloruro de 1% acido
bario (p/v) sulfdrico (p/v)
* Para un 0,5 McFarland, use 0,5 ml « Para un 0,5 McFarland, use 99,5 ml
* Para un 1,0 McFarland, use 0,1 m/ « Para un 1,0 McFarland, use 9,9 ml

| Mezcle y selle el tubo |

Y

Prepare una suspension
de la cepa control

Y

Ajuste la turbidez afiadiendo
salina estéril o mds
crecimiento bacteriano

Y

| Prepare diluciones seriadas |

Extienda 0,1 ml de
suspension en un agar
no-selectivo

Incube las colonias durante toda la noche

Y

Cuente las colonias
en las placas

v

Calcule UFC/ml
(unidades formadoras
de colonias / ml)
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TABLA 23: Composicion de la turbidez estandar de McFarland

Numero de la Cloruro de bario Acido sulfiirico Densidad de bacterias
turbidez estandar dihidratado (1,175%) (1%) aproximada correspondiente
0,5 0,5ml 99,5 ml 1x10°
1 0,1 ml 9,9ml 3x10°
2 0.2ml 9,8ml 6x10°
3 0,3ml 9,7ml 9x10°
4 0,4ml 9,6ml 12x10°
5 0,5ml 9,5ml 15x10°
6 0,6ml 9,4ml 18x10°
7 0,7 ml 93ml 21x10°
8 0,8ml 92ml 24x10°
9 09ml 9,1ml 27 x10°
10 1,0ml 9,0ml 30x10°

FIGURA 51: Comparacion de la turbidez estandar de 0,5 de McFarland con una suspension bacteriana
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FIGURA 52: Lineas de fondo para ver la turbidez de una suspensién de incdculo en
comparacion con la turbidez estandar de McFarland.

probando) y pipetas capaces de medir, respectivamente, 4,5 ml y 0,5 ml. Ademas,
es ttil una maquina vértex para mezclar vigorosamente en los tubos.

a) Asegurese de que tiene siete tubos de tapa de rosca capaces de llevar cada
uno por lo menos 10 ml de fluido. Prepare los tubos de dilucién anadiendo
4,5 ml de caldo estéril en cada uno de los siete tubos de 10 ml.

b) Marque los tubos del 1 al 7, indicando la dilucién que tendr4 el tubo.
Marque también del 1 al 7 las placas del medio apropiado de agar.

¢) Anada 0,5 ml de suspension bacteriana hasta 0,5 de turbidez estindar de
McFarland al tubo marcado con el 7 y mezcle vigorosamente.

d) Pipetee utilizando la misma pipeta del paso c, y deslice la suspension varias
veces dentro de la pipeta; transfiera 0,5 ml del tubo 7 al tubo 6 y mezcle
vigorosamente.

e) Contintie este proceso de transferencia de 0,5 ml a cada tubo sucesivo,
utilizando la misma pipeta, hasta que haya completado las diluciones con el
tubo 1. Después de mezclar vigorosamente el tubo 1, use la pipeta para
pipetear y deslice la suspension en el tubo varias veces.

f) Transfiera 0,1 ml del tubo 1 a la placa marcada con 1 utilizando la misma
pipeta.

g) Transfiera 0,1 ml del tubo 2 a la placa marcada con el ntimero 2 utilizando la
misma pipeta. Continte este proceso con el tubo 3 y la placa 3, y con el tubo
4y la placa 4. (Silos laboratoristas no estdn familiarizados con hacer
suspensiones bacterianas para enfrentar una turbidez estandar de
McFarland, pero se hacen responsables del procedimiento, el proceso puede
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continuar hasta el tubo 7. Sin embargo, sembrar los tubos con una
concentracién mayor de medio no es obligatorio, porque haciéndolo asi
habra que contar muchas colonias cuando crezcan.

h) Extienda el liquido en cada placa hasta cubrir toda la superficie utilizando
un rastrillo (varilla en gancho) y comenzando por la placa 1. Se puede hacer
una varilla en gancho ddndole calor a una varilla de cristal de un didmetro
de 2 a 5 mm a un dngulo de aproximadamente 60°, con el extremo corto,
que mida aproximadamente 5 cm. Se puede utilizar un rastrillo de metal de
acero inoxidable de tamano similar como una alternativa al rastrillo de
cristal. (El liquido también puede ser extendido con un asa de inoculacién de
alambre o con una aguja rastrillo a un dngulo de 60°, pero utilizando estos
métodos es mds dificil que el liquido se extienda de manera uniforme.)

i) Incube las placas toda la noche y cuente el niumero de colonias en cada placa.
Puede ser dificil contar las colonias en las placas marcadas con los nimeros 4
a7,y si hay mds de 300 colonias por placa, estas no se podran contar.

Resultados de la interpretacion del conteo por placa

Una turbidez estdndar de 0,5 en la escala de McFarland es equivalente a
aproximadamente 10° bacterias por ml. La suspension bacteriana original que se
parece a la turbidez estandar de 0,5 de McFarland podria tener un rango de 1,0 x
10° bacterias/ml a 9,0 x 10° bacteria/ml. Dentro de este rango, la turbidez estindar
de 0,5 es exacta; la diferencia sera evidente por el ntimero de bacterias que crezcan
en la placa.

Después que se anadan 0,5 ml de la suspensién bacteriana original (la cual es
equivalente a la turbidez estandar de 0,5 en la escala de McFarland) a los 4,5 ml de
caldo en el tubo 7 se produce una suspension de bacterias que contiene
aproximadamente 107 bacterias por ml. Se transfiere entonces 0,1 ml de esta
suspension a la placa namero 7, la cual traduce aproximadamente 10°
(1.000.000-9.000.000) bacterias presentes en esa placa. Si las bacterias fueron
diluidas correctamente: aproximadamente 10° (6 100.000 — 900.000) bacterias
deben estar presentes en la placa niumero 6; aproximadamente 10.000-90.000
bacterias en la placa nimero 5; aproximadamente 1.000-9.000 bacterias presentes
en la placa numero 4; aproximadamente de 100 a 900 bacterias presentes en la
placa ntimero 3; aproximadamente de 10 a 90 bacterias en la placa ndmero 2,y
aproximadamente de 1 a 9 colonias bacterianas podrian estar presentes en la placa
numero 1. Cada placa debe tener la décima parte de las bacterias de la placa con el
numero mayor inmediato superior. Generalmente, la placa marcada con el ndmero
3 serd la placa que se cuenta; sin embargo, si hay mds de 300 colonias presentes en
la placa nimero 3, entoncesse debe contar la placa nimero 2.
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Fuentes de medios y reactivos preparados

Aunque los medios y reactivos comercialmente preparados son mas costosos que
los medios y reactivos que pueden ser preparados localmente, pueden utilizarse los
renglones disponibles comercialmente (y preferirse) en ciertas situaciones. Los
medios deshidratados, por ejemplo, con frecuencia son preferibles a los medios
preparados de componentes individuales porque reducen las variaciones de lote a
lote. Puede que se prefiera obtener el suministro de medios y reactivos para hacer
estudios a corto plazo antes que intentar formulaciones. Los siguientes medios y
reactivos estdn disponibles en la mayor parte del mundo de diferentes
suministradores, que incluyen, pero no se limitan a: BBL (disponible de Becton,
Dickinson y Compania), bioMérieux, Difco (disponible de Becton, Dickinson y
Compania), Merck, Oxoid y Quélab (Tabla 24); En el Apéndice 13 se incluye una
lista parcial de los fabricantes, suministradores y distribuidores que pueden
proporcionar informacién sobre medios y reactivos.” (La lista de suministros,
medios y reactivos que aparecen en este manual de laboratorio no es muy extensa,
y la disponibilidad de los productos de las companias especificas o de los
suministradores puede cambiar. La inclusién de una compaiiia o producto no
implica su respaldo por parte de los CDC o de la OMS.) Es esencial que cada lote
de materiales tenga una fecha de vencimiento satisfactoria y que la fecha de
vencimiento y el nimero de lote de los medios comerciales estén registrados en

el laboratorio.

Ademas de los medios y reactivos, los laboratorios deben mantener sus suministros
(por ejemplo, cristaleria) y equipamiento; la compafnia Desarrollo de la Tecnologia
de la Salud (Developing Health Technology) es una compania que proporciona
equipos de laboratorio a bajo costo para paises en desarrollo, organizaciones no
gubernamentales (ONG) y agencias de ayuda. Mds adelante, como se senala en este
documento, el fabricante del Etest® (AB Biodisk) puede ofrecer disponibilidad de
materiales a precios reducidos para los laboratorios establecidos de paises en
desarrollo. En el Apéndice 13 se proporciona la informacién necesaria para
comunicarse con estas companias.

* Todas las listas estdn limitadas e incompletas. Note que la inclusién de una compania o productos especificos no
implica su respaldo por parte de los CDC o de la OMS.
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TABLA 24: Listado parcial de suministros, proveedores y fabricantes comerciales

Descripcion del producto *
“Esta lista no tiene por objeto ser un catdlogo
completo de suministros y proveedores.

Listado de muestra de fabricantes®
*La inclusidn de productos comerciales o suministros no
significa que cuentan con el respaldo de los CDC ni la OMS.

Agar agar

Remel; Oxoid; BBL (BD)

Agar bismuto sulfito (BS)

Quélab; Difco (BD); Oxoid; BBL (BD)

Agar chocolate/sangre - preparado

bioMérieux; Remel; BBL (BD)

Agar chocolate/sangre + bacitracina - preparado

Remel; BBL (BD)

Agar desoxicolato citrato (ADC)

Quélab; Difco (BD); BBL (BD)

Agar desoxicolato xilosa lisina (DXL)

Quélab; Difco (BD); Oxoid; BBL (BD); Remel

Agar entérico de Hektoen (HE)

Quélab; Difco (BD); Oxoid; BBL (BD)

Agar hierro de Kligler (AHK)

Quélab; Difco (BD); Oxoid; BBL (BD)

Agar hierro lisina (AHL)

Quélab; Difco (BD); Oxoid; BBL (BD)

Agar hierro triple azticar (AHTA)

Quélab; Difco (BD); BBL (BD)

Agar MacConkey (AMC)

Quélab; Difco (BD); Oxoid; BBL (BD)

Agar Mueller-Hinton mds 5% de sangre de carnero - preparado

bioMérieux; Remel; BBL (BD)

Agar Mueller-Hinton preparado

bioMérieux; Remel; BBL (BD)

Aqgar Salmonella Shigella (SS)

Quélab; Difco (BD); Oxoid; BBL (BD)

Agar sangre de carnero + gentamicina - preparado Quélab; BBL (BD)

Agar sangre de carnero (ATS + 5% sangre de carnero) - preparado  bioMérieux; BBL (BD)

Agar tiosulfato citrato sales de bilis sacarosa (TCBS) Quélab; Oxoid; BBL (BD)
Agar tripticasa cistina (ATC)) Quélab; Difco (BD); BBL (BD)
Agar triptona (tripticasa) soya - preparado BBL (BD); bioMérieux

Agar/caldo infusion de corazén

Quélab; Difco (BD); BBL (BD)

Agar/caldo Mueller-Hinton

Quélab; Difco (BD); Oxoid; Remel

Agar/caldo triptona (tripticasa) soya

Quélab; Difco (BD); Oxoid; BBL (BD); bioMérieux

Alcohol acetona (agente decolorante)

Remel; Difco (BD); BBL (BD)

Antisuero de Shigella Remel; Difco (BD)
Antisuero de V. cholerae Remel; Difco (BD)
Antisuero para serotipificacion de H. influenzae Difco (BD); Remel
Antisuero para tipificacién de Salmonella (ser. Typhi) Remel; Difco (BD)

Antisueros para serotipificacion de S. pneumoniae

Omniserum; Remel; Difco (BD)

Azul de metileno Quélab; Remel
Buffer salina fosfato (BSF) Quélab; Oxoid
(aldo de nitrato Quélab; Difco (BD)

(aldo de selenito (SEL)

Quélab; Difco (BD); Oxoid; BBL (BD)

(aldo de Todd-Hewitt

Difco (BD); Oxoid; BBL (BD)

(aldo para gramnegativo

Difco (BD); BBL (BD); Renek

continda

Medios, Reactivos y Control de Calidad | 233




TABLA 24: Listado parcial de suministros, proveedores y fabricantes comerciales (continuacion)

Listado de muestra de fabricantes®
®La inclusién de productos comerciales o suministros no significa
que cuentan con el respaldo de los CDC ni la OMS...

Descripcion del producto *®
“Esta lista no tiene por objeto ser un catdlogo
completo de suministros y proveedores.

Cepas para control de calidad (cultivos tipo)

American Type Culture Collection (ATCC);
National Culture Type Collection (NCTC)

(ristal violeta

Quélab; Difco (BD); Remel; BBL (BD)

Desoxicolato Quélab; Remel

Discos de acido nalidixico Oxoid; BBL (BD)

Discos de ampicilina Remel; Oxoid; BBL (BD)
Discos de azitromicina Remel; Oxoid; BBL (BD)
Discos de cefixima Remel; Oxoid; BBL (BD)
Discos de ceftriaxona Remel; Oxoid; BBL (BD)
Discos de ciprofloxacino Remel; Oxoid; BBL (BD)
Discos de cloranfenicol Remel; Oxoid; BBL (BD)
Discos de colistina Quélab; Remel; Oxoid; BBL (BD)
Discos de espectinomicina Oxoid; BBL (BD)

Discos de factor-X (hemina) Remel; Oxoid; Quélab
Discos de factor- XV Remel; Oxoid; Quélab
Discos de factor-V (DAN) Remel; Oxoid

Discos de furazolidona Remel; Oxoid; BBL (BD)
Discos de optoquina (discos P) Oxoid; BBL (BD)

Discos de oxacilina Oxoid; BBL (BD)

Discos de penicilina Oxoid; BBL (BD)

Discos de tetraciclina Remel; Oxoid; BBL (BD)
Discos de trimetoprima-sulfametoxazol (cotrimoxazol) Remel; Oxoid; BBL (BD)

Estuche de coloracion de Gram

bioMérieux; Difco (BD); Remel; BBL (BD)

Etanol Remel; Merck
Formalina (formaldehido) Remel; Merck
Gonochek II® (prueba enzima-substrato) TCS Microbiology
Hematina bovina Quélab; BBL (BD)

Infusion cerebro-corazon (ICC)

Quélab; Difco (BD); Oxoid; BBL (BD); Remel

Leche descremada en polvo

Quélab; Difco (BD); BBL (BD)

Medio agar base gonococos (GC)

Quélab; Difco (BD); Oxoid; BBL (BD)

Medio de Cary-Blair

Quélab; Difco (BD); Oxoid; BBL (BD)

Medio de cultivo con sangre- preparado

bioMérieux; Oxoid

Medio de Martin-Lewis (preparado) (ML)

Quélab; BBL (BD)

Medio de motilidad

Quélab; Difco (BD); BBL (BD)

contintia
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TABLA 24: Listado parcial de suministros, proveedores y fabricantes comerciales

Descripcion del producto *®
“Esta lista no tiene por objeto ser un catdlogo
completo de suministros y proveedores.

Listado de muestra de fabricantes®
®La inclusién de productos comerciales o suministros no significa
que cuentan con el respaldo de los CDC ni la OMS...

Medio de motilidad indol sulfito (MIS) Remel; Oxoid; BBL (BD)

Medio de prueba de Haemaphilus (MPH) Oxoid; BBL (BD)

Medio de Thayer-Martin modificado ( preparado) Quélab; Remel; BBL (BD)

Medio de urea Quélab; Difco (BD); Oxoid; BBL (BD)
N. meningitidis antisuero para serogrupo Difco (BD); Remel

Dinucledtido adenina nicotinamida (DAN; factor V) Quélab; Merck

Nitrocefina (beta-lactamasa)

Remel; Difco (BD); Oxoid; BBL (BD)

Paquetes de Silica gel (para transporte y almacenaje
de algunos patdgenos por periodos cortos)

Scientific Device Laboratory, Inc.

Peptona Difco (BD); Oxoid
Placa Quad Quélab; BBL (BD)
Placas Jembec® BBL (BD); Quélab
Polianetol sulfonato de sodio (PSS) Quélab; Oxoid
Polvo de hemoglobina Quélab; Difco (BD); Oxoid; BBL (BD)
Polvo de zinc Quélab; BBL (BD)
Reactivo de oxidasa de Kovac Quélab; Merck
(N,N,N,N~dihidrocloride-tetrametil-p-fenilenediamina)

Reactivo de superoxol (H,0; al 30%) Quélab; Merck
Reactivos de nitrato Ay B Remel; BBL (BD)
Sacarosa (grado reactivo) Quélab; BBL (BD)

Safranina Quélab; Difco (BD); Remel; BBL (BD)
Sales de bilis Quélab; Remel; Oxoid; BBL (BD)
Sangre de caballo Difco (BD); Oxoid

Sangre de carnero Remel; Quélab

Sistema generador de (0, Oxoid; Remel

Solucién yodada de Gram

Quélab; Difco (BD); Remel; BBL (BD)

Suplemento de crecimiento definido
(E., IsoVitaleX, Vitox, xuplemento de VX)

BBL (BD); Oxoid; Difco (BD)

Tapas de rosca con membranas permeables
(para almacenamiento de N. meningitidis a 4° C
por periodos cortos)

(Biomedical Polymers, Inc., via) Fisher Scientific;
VWR International

Tiras de gradientes antimicrobianos Etest®

AB Biodisk; Remel; Fisher Scientific

VCA(T) suplemento (para preparar el medio de Quélab; Oxoid; BBL (BD)
Martin-Lewis)
VCN(T) suplemento (para preparar el medio de Quélab; Oxoid; BBL (BD)

Martin Lewis)
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APENDICE 3

Obtencidn y Transporte de Muestras de Sitios Estériles

Sangre

Las muestras de sangre deben obtenerse de pacientes con neumonia, meningitis o
fiebre de origen desconocido, entre otros sindromes.

Neumonia

Los hemocultivos serdn positivos para un patégeno bacteriano en
aproximadamente el 10% — 35% de nifos con neumonia confirmada por rayos X.
Debido al tiempo y a los recursos requeridos para obtener y procesar las muestras,
los hemocultivos deben obtenerse de los nifios que parezcan tener una neumonia
bacteriémica. La neumonia debe ser diagnosticada utilizando los criterios
establecidos por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS): si varios miembros
de la familia presentan los mismos sintomas neumonicos o si la falta de aire es un
sintoma mayor, la etiologia probablemente es viral y no bacteriana; si el paciente
es un nifio menor de 2 afos o un nifio con fiebre >39°C, la bacteriemia puede ser
mids facil de detectar.

Meningitis

Los hemocultivos pueden obtenerse de un paciente con meningitis cuando estd
contraindicada una puncién lumbar o por razones técnicas no es factible hacerla.

Fiebre de origen desconocido

Los hemocultivos obtenidos tempranamente después de establecida la fiebre
sostenida (por ejemplo, sospecha de fiebre tifoidea) pueden ser positivos a
Salmonella serotipo Typhi, un bacilo gramnegativo.

Obtencion de muestras de sangre

Los laboratorios de referencia por lo regular deben recibir aislamientos antes que
muestras clinicas, pero la sangre es la muestra clinica que se recoge con mds
regularidad, y una de las cuales con las que los laboratoristas deben estar mas
familiarizados.
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Durante el proceso de la toma de sangre, la infeccion puede transmitirse de los
pacientes al personal, y del personal a los pacientes. Los agentes virales poseen
mayor riego, y en algunos casos tienen gran posibilidad de ser letales. De particular
importancia son los virus de las hepatitis y el de la inmunodeficiencia humana
(VIH), el virus que causa el sindrome de la inmunodeficiencia adquirida [SIDA]).
Para reducir el riesgo de transmision de estos agentes virales, deben seguirse las
siguientes recomendaciones:

a) Use guantes de latex o vinil impermeables a los liquidos.
b) Cambiese los guantes entre un paciente y otro.

¢) Inocule la sangre inmediatamente en el medio de cultivo para prevenir la
coagulacion en la jeringuilla. Las jeringuillas y las agujas deben ser desechadas
en un contenedor resistente a pinchazos que pueda ser llevado al autoclave. No
debe intentarse volver a tapar las agujas. Deben utilizarse una jeringuilla y aguja
nuevas para cada paciente.

d) Limpie la superficie del frasco de hemocultivo y los guantes con un
desinfectante.

e) Marque el frasco.

f) Coloque los hemocultivos en un contenedor que pueda ser sellado con
seguridad para transportarlos al laboratorio de microbiologia.

g) Los contenedores de las muestras deben estar marcados de manera conspicua
e individualmente. Cualquier contenedor con sangre en su exterior debe ser
limpiado completamente. Estos contenedores deben ser transportados en
envolturas pldsticas individuales y selladas.

h) Los guantes deben eliminarse y desecharse en un contenedor que pase por el
autoclave.

i) Lavese las manos con agua y jaboén inmediatamente después de quitarse los
guantes.

j) Transporte la muestra al laboratorio de microbiologia o, si este estd cerrado,
guarde la muestra en un local apropiado.

k) Lave la herida perfectamente con agua y jabdn, estimulando el sangramiento,
en caso de pinchazo con aguja u otro pinchazo de la piel o de herida.

Notifique al supervisor y al servicio de salud cualquier contaminacion de las
manos o del cuerpo con sangre, o cualquier herida por puncién, para que sean
debidamente tratadas.
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Venipuntura

La Figura 53 nos muestra una guia del método apropiado para la colecciéon de
sangre del brazo.

a) Asegtirese que tiene todas las cosas necesarias para completar el proceso de la
coleccion de la sangre: guantes, jeringuilla, aguja, torniquete, torundas, apdsitos
de algodon, vendaje adhesivo, contenedor resistente a pinchazos, medio de
cultivo y antiséptico, tintura de yodo (100 ml de alcohol isopropilico al 70%
para 1 g de yodo) o si se prefiere yodo povidona, aunque el alcohol al 70% es
una alternativa aceptable.” El tamano de la aguja dependera del lugar de la
colecciéon y del tamano de la vena. En los nifios se utiliza, generalmente, una
aguja 23 de 20 a 25 mm de longitud o una aguja de mariposa (mocha).

En los nifos, puede ser dificil obtener gran cantidad de sangre: por lo regular de
1 a 3 ml es suficiente, pero el volumen de sangre estd directamente relacionado
con el rendimiento del cultivo. Los hemocultivos de nifios pequenios deben ser
diluidos, de 1 a 2 ml de sangre en 20 ml de caldo (1:10 a 1:20). Los cultivos de
sangre de adultos deben ser diluidos, de 5 a 10 ml de sangre en 50 ml de caldo
(1:5a 1:10).

b) Seleccione el brazo y aplique el torniquete para restringir el paso de la sangre
venosa. Las venas mayores del antebrazo se ilustran en la Figura 53;
normalmente se selecciona la vena mds prominente para la venipuntura.

¢) Limpie completamente la piel con alcohol al 70%; limpie con un hisopo con la
solucién de yodo o yodo povidona. Frote el drea seleccionada. Déjela secar. Si la
vena se palpa nuevamente, repita la desinfeccion de la piel.

d) Después que el desinfectante se seque, introduzca en la vena la aguja con el bisel
hacia arriba. Una vez que la vena se haya canalizado, extraiga la sangre halando
el émbolo de la jeringuilla de manera lenta y con continuidad. No debe
introducirse aire en la vena. Una vez que se ha obtenido la cantidad de sangre
deseada, retire el torniquete y coloque un algodén estéril sobre el sitio de
insercién mientras sostiene la aguja en su lugar. Retire la aguja y haga que el
paciente sostenga firmemente el algodén hasta que cese el sangramiento.
Inocule el medio de cultivo. Ponga un vendaje adhesivo en la herida.

e) Use tubos vacutainer para la coleccion de la sangre, si estdn disponibles.

La muestra se debe poner inmediatamente en un frasco para hemocultivo y en una
incubadora tan pronto como sea posible; si la incubacién no es factible, el frasco
de hemocultivo puede guardarse a temperatura ambiente (20°C— 25°C) hasta 8
horas. Idealmente, las muestras de sangre deben ser procesadas en un laboratorio
de bacteriologia después de la colecciéon tan pronto como sea posible (por ejemplo,
en dos horas).

* El alcohol con concentracién mayor del 70% tiene menor actividad bactericida y no debe utilizarse.
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FIGURA 53: Obtencion de muestra de sangre del brazo

1. Aplique el torniquete

2.Seleccione una vena 3.Seleccione el punto de puncién
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Para el diagndstico de meningitis bacteriana debe tomarse muestra de sangre cuando
la puncién lumbar estd contraindicada o no puede hacerse por razones técnicas.

Transporte de muestras de sangre

No se puede transportar la sangre antes de que se haya puesto en el caldo,
porque el procedimiento de la colecciéon no utiliza anticoagulante. Si el frasco de
hemolcultivo contiene un diafragma, limpie el diafragma con alcohol al 70% y
yodo povidona antes de inocular el medio de caldo.

a) Inyecte la sangre dentro del medio de cultivo de caldo antes del primer minuto
después de la coleccion. El caldo del medio de cultivo debe contener suplemento
de SPS o hematina para promover la supervivencia de cualquier
microorganismo. Revuelva en remolino el frasco varias veces. Deseche la aguja 'y
la jeringuilla en un contenedor resistente a los pinchazos. No tape la aguja.
Limpie si es necesario el diafragma del frasco de hemocultivo. Marquelo
entonces apropiadamente, con la identificacion del paciente y la fecha y hora de
la coleccién de la sangre. La preparacion del medio para hemocultivo se
describe en el Apéndice 2.

b) El medio inoculado puede guardarse a temperatura ambiente (20°C-25°C)
durante 4-6 horas antes de incubar a 35°C. Los medios para hemocultivos
inoculados o no inoculados no deben guardarse en un refrigerador. Se puede
utilizar una incubadora portatil (rango de temperatura: 25°C-35°C).

¢) Transporte inmediatamente los medios inoculados al laboratorio. Todos los
medios de hemocultivo inoculados deben recibirse en el laboratorio en 12-18
horas para subcultivos y deben ser protegidos de las temperaturas extremas
(<18°C 6 >37°C) utilizando un recipiente de transporte hecho por ejemplo de
poliestireno (por ejemplo, Styrofoam), el cual puede guardar las muestras a
temperatura moderada.

Liquido cefalorraquideo (LCR)

Si hay sospecha de meningitis, el liquido cefalorraquideo (LCR) es la mejor
muestra clinica para ser utilizada en el aislamiento e identificacién del agente
etioldgico. Los agentes sospechados incluyen N. meningitidis, S. pneumoniae y
H. influenzae. La coleccién del LCR solamente debe ser tomada para diagndstico
por personal de experiencia y bajo condiciones asépticas.

Obtencién de liquido cefalorraquideo (LCR)

Por lo general, se sacan tres tubos de LCR para quimica, microbiologia y citologia.
Si solamente hubiera disponible un tubo, este debe darse al laboratorio de
microbiologia. Si hubiera disponible mds de un tubo (de 1 ml cada uno), el
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segundo o el tercer tubo debe ir al laboratorio de microbiologia (véase la
Tabla 25).”

Puncién lumbar y transporte del liquido cefalorraquideo (LCR)

El estuche para la colecciéon del LCR (véase la Figura 54) debe contener los
siguientes elementos:

* desinfectante para la piel
+ gasa estéril y vendajes adhesivos

+ agujas para puncién lumbar: con una medida de 22/3,5" para adultos y de
23/2,5" para ninos

TABLA 25: Remision de los tubos de liquido cefalorraquideo (LCR) a los laboratorios, segiin el niimero de tubos obtenidos por
paciente

Numero de tubos de Laboratorio
LCR obtenidos por paciente | Laboratorio de microbiologia | Laboratorio quimico de citologia
1 Enviar tubo 1 ~ ~
2 Enviar tubo 2 Enviar tubo 1 ~
3 Enviar tubo 26 3 Enviar tubo 1 Enviar tubo26 3

FIGURA 54: Estuche para obtener liquido cefalorraquideo (LCR) por puncién lumbar

¥ La presencia de sangre puede afectar los cultivos de LCR, por lo tanto se sugiere que si se recoge mas de un
tubo de un paciente, el primer tubo (el cual puede contener contaminacién con sangre de la puncién lumbar)
no debe ser el tubo que se envie al laboratorio de microbiologia.
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+ tubos estériles de tapa de rosca
+ jeringuillas y agujas
+ contenedores de transporte

+ medio de Trans-aislamiento (T-I) (si el laboratorio de microbiologia no puede
analizar el LCR inmediatamente).

Los pacientes deben permanecer inméviles para la puncién lumbar, tanto sentados
o descansando de lado, con la espalda arqueada hacia delante de modo que la
cabeza toque las rodillas durante el procedimiento (véase la Figura 55). Desinfecte

FIGURA 55: Obtencion de liquido cefalorraquideo (LCR) por puncion lumbar

A) El paciente descansa de lado con las rodillas
flexionadas y la espalda arqueada para separar
las vértebras lumbares. El paciente debe estar
cubierto con pafios quirdrgicos, y el rea
circundante a la espina lumbar debe haber sido
desinfectada.

=

El espacio entre las vértebras lumbares L3 y L4 se
palpa con los dedos cubiertos con guantes
estériles.

() Eltrocar espinal es dirigido cuidadosamente
entre los procesos espinosos, a través de los
procesos intraespinales, a través de los

ligamentos intervertebrales en el canal espinal.

Las ilustraciones y los procedimientos se imprimen con autorizacién de Lippincott Williams & Wilkins de: Koneman EW, et. al (1992) Color Atlas
and Textbook of Diagnostic Microbiology. J.B. Lippincott Company, Philadelphia, PA, USA: Pdgina 90, figura 2-6:“Spinal tap technique.”

(*Lippincott Williams & Wilkins ha dado permiso a los CDC para reproducir estas ilustraciones y procedimientos en inglés, francés y espafiol.)
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la piel a lo largo de la linea entre las dos crestas iliacas, con alcohol al 70% para
limpiar la superficie y remover los detritos y las grasas; aplique la tintura de yodo
o yodo povidona y deje secar. Introduzca la aguja y cuando esta esté adentro,
obtenga las gotas de liquido (como minimo de 1ml a 3—4 ml, si es posible) en
tubos estériles con tapa de rosca. Marque la muestra con la identificacion del
paciente y la fecha y hora de la coleccién del LCR.

Transporte de las muestras de LCR

Una vez que se ha obtenido el LCR, este debe ser transportado al laboratorio de
microbiologia para ser examinado tan pronto como sea posible (preferiblemente
en el plazo de 1 hora a partir del momento de la obtencién de la muestra); lleve la
muestra a mano al laboratorio siempre que sea posible. No refrigere o exponga a
frio extremo, calor o luz solar la muestra de LCR. Si se sospecha que la causa de la
enfermedad es N. meningitidis y se anticipa una demora de algunas horas en
procesar la muestra, el incubar el LCR (con la tapa de rosca suelta) a 35°C en una
atmosfera de CO; a 5% (por ejemplo, en una incubadora de CO; o en un frasco
con la vela) puede mejorar la supervivencia bacteriana.

Sino es posible transportar el LCR al laboratorio en el mismo dia, se debe inocular
el LCR con una jeringuilla asépticamente en un medio de Trans-aislamiento (T-I)
y dejarlo toda la noche a 35°C. El medio T-I es un medio bifésico que es util para
el cultivo primario de LCR del meningococo u otros agentes etioldgicos de
meningitis bacterianas (véase la Figura 75); el medio T-1 se puede utilizar como
medio de crecimiento o de transporte. La preparacion del medio T-I se describe

en el Apéndice 2.
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APENDICE 14

Laboratorios Internacionales de Referencia

Las personas que deseen enviar aislamientos para confirmacion a un laboratorio
internacional de referencia tienen que contactar al laboratorio antes del proceso
de empaque y embarque, con el fin de obtener informacién sobre los permisos
de importacion e indagar si el laboratorio se encuentra en capacidad de aceptar
el embarque. (Nota: las instrucciones para el empaque apropiado de los
aislamientos se encuentran en el Apéndice 12.)

Centro Colaborador de la OMS para la Investigacién, Entrenamiento y Control en
Enfermedades Diarreicas

Centro Internacional para la Investigacion en la Enfermedad Diarreica, Bangladesh
(CIIED, B)

G.P.O. Box 128

Dhaka 100

Bangladesh

Centro Colaborador de la OMS para la Investigacién y Entrenamiento
Instituto Nacional de Célera y Enfermedades Entéricas

P-33, CIT Road Scheme XM

Beliaghata

P.O. Box 177

Calcutta 700 016

India

Centro Colaborador de la OMS para Shigella

Laboratorio Nacional de Referencia para Escherichia coli y Shigella

Seccién de Laboratorio de Enfermedades Transmitidas por Alimentos y Enfermedades
Diarreicas

Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades

1600 Clifton Rd., N.E., MS C03

Atlanta, GA 30333 USA

Teléf.:  (+1) 404-639-3344

Fax: (+1) 404-639-3333

E-mail: nas6@cdc.gov
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Laboratorio Nacional de Referencia para Vibrio cholerae O1 y O139

Laboratorio de Vigilancia e Investigaciones sobre Epidemias

Seccién de Laboratorio de Enfermedades Transmitidas por Alimentos y Enfermedades
Diarreicas

Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades

1600 Clifton Rd., N.E., MS C-03

Atlanta, GA 30333 USA

Teléf.:  (+1) 404-639-3344

Fax:  (+1) 404-639-3333

E-mail: jgwl@cdc.gov o cab4@cdc.gov

Centro Colaborador de la OMS para Referencia e Investigacién en Salmonella
Instituto Pasteur

28 rue du Docteur Roux

F-75724 Paris Cedex 15

France

Teléf:  (+33) 1-45-68-83-46

Fax:  (+33) 1-45-68-82-28

Centro Colaborador de la OMS para Fagotipaje y Resistencia de Enterobacterias
Divisién de Patégenos Entéricos

Laboratorio Central de Salud Publica

Colindale Avenue

London NW9 5HT

United Kingdom

Teléf.:  (+44) 181 200 4400

Fax: (+44) 181 200 7874

Centro Colaborador de la OMS para el Monitoreo Global de la Resistencia Antimicrobiana
de las Bacterias

Rama de Laboratorio de Patégenos Nosocomiales

Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades

1600 Clifton Rd., N.E., MS G-08

Atlanta, GA 30333 USA

Fax: (+1) 404-639-2256

E-mail: zoa6@cdc.gov (se prefiere el contacto por e-mail.)

Centro Colaborador de la OMS para la Referencia y la Investigacién en Meningococos
Atencién: Prof. Dominique A. Caugant, Jefe

Instituto Noruego de Salud Publica

Geitmyrsveien 75

P.O. Box 4404 Nydalen

N-0403 Oslo

Norway

Teléf: (+47) 220423 11

Fax: (+47) 22 04 25 18
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Unité du méningocoque, Centre Collaborateur OMS,

(Unidad de Meningoco, Centro Colaborador de la OMS)
Institut de Médecine Tropicale du Service de Santé des Armées
Parc du Pharo, B.P. 46

F-13998 Marseille-Armées

France

Atencién: Dr. Pierre Nicolas

Teléf: (+33) 4911501 15

Fax:  (+33) 491594477

E-mail: imtssa.meningo@free.fr

Centro Colaborador de la OMS para ETSy VIH

(Programa de Vigilancia Antimicrobiana de Gonococos — Regién del Pacifico Oeste)
Hospital Principe de Gales

Randwick, Sydney

Australia 2031

Teléf:  (+61) 2 9382 9079

Fax:  (+61) 29398 4275

E-mail: j.tapsall@unsw.edu.au o limniosa@sesahs.nsw.gov.au

Programa para la Vigilancia Antimicrobiana de Gonococos para América Latina y el Caribe
Centro para la Investigacién en Biofarmacéuticos

Room 4170, Guindon Hall

Universidad de Ottawa

451 Smyth Road

Ottawa, Canada K1H 8M5

Teléf.: 613 562 5800 ext 8379 (oficina);

Fax: 613 562 5699;

E-mail:  GASPLAC®@uottawa.ca

Las cepas de control de calidad para pruebas suplementarias de susceptibilidad a los antimicro-
bianos de Neisseria gonorrhoeae pueden obtenerse de:

Laboratorio de Referencia de Neisseria

Rama de Investigaciones en Gonorrea

Building 1 South / Room B260

Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades
1600 Clifton Rd., N.E.

Atlanta, GA 30333 USA

Atencion:
Dr. David Trees (Teléf.: (+1) 404-639-2134; Fax: 404-639-2310;
e-mail: DTrees@cdc.gov)

0
Dr. Joan S. Knapp  (Teléf.: (+1) 404-639-3470; Fax: 404-639-3976;
e-mail: Jknapp@cdc.gov)
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Recursos para el aseguramiento de la calidad

Los laboratoristas que estén interesados en buscar informacién de referencia relacionada
con el aseguramiento de la calidad (A/C), pueden consultar el sitio de la Organizacién
Mundial de la Salud en la Internet relacionado con los esquemas internacionales del A/C
externa:

http://www.who.int/pht/health_lab_technology/ieqass.html .

Hasta el afio 2002, el centro organizador internacional de la OMS para el asesoramiento del
A/C para la microbiologia es:

Centro Colaborador de la OMS para el Aseguramiento de la Calidad Externa en
Microbiologia Clinica

Atencién: Dr. J. Verhaegen

Hospital Universitario St Raphael

Leuven, Belgium

Una fuente adicional de informacién con base en Internet, util para los laboratorios en
lugares de recursos limitados es la del “Public Health Care Laboratory” (PHCLab):

http://www.phclab.com.

La organizacion establece una mision, “... servir como fuente global y foro de intercambio
de informaci6n para apoyar los servicios de laboratorio en paises de pobres recursos y por
tanto contribuir a un mejoramiento sostenible de la calidad...” La direccion electrénica del
PHCLab
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APENDICE 4

Aislamiento e |dentificacién Presuntiva de Agentes
Bacterianos de Sitios Normalmente Estériles

os laboratorios generales por lo regular reciben muestras de sangre o liquido

cefalorraquideo de pacientes con neumonia, meningitis o una enfermedad

febril sin localizaciéon, aunque también pueden recibir orina, liquido sinovial
o pleural o muestras de otros sitios estériles de estos pacientes. Esta seccién
proporciona métodos para el aislamiento e identificacién presuntiva de agentes
de sitios normalmente estériles. Los agentes patdgenos incluidos en este manual
de laboratorio, que podrian ser aislados de sitios normalmente estériles son:
Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis, Salmonella serotipo Typhi y
Streptococcus pneumoniae.

El personal que por su trabajo estd en riesgo de exposicion a aerosoles de

N. meningitidis, debe pensar seriamente en vacunarse. En el caso de H. influenzae
y S. pneumoniae, el riesgo de infeccion es muy bajo cuando se trabaja en el
laboratorio y no requiere que los laboratoristas reciban la vacuna contra estos
microorganismos. Sin embargo, actualmente se dispone de al menos dos buenas
vacunas (oral e inyectable) para S. Typhi, y los laboratoristas deben estar seguros
de mantener al dia su esquema de vacunacién. En el Apéndice 1 se incluye mas
informacién sobre la seguridad en el laboratorio.

Una vez que se han recobrado las bacterias de los sitios normalmente estériles, se
requiere confirmar la identificacion de los aislamientos. Los aislamientos que
recibe un laboratorio de referencia (por ejemplo, para las pruebas de
susceptibilidad a los antimicrobianos) también deben someterse a pruebas de
confirmacion. Los métodos para ello y para las pruebas de susceptibilidad a los
antimicrobianos de H. influenzae, N. meningitidis, S. pneumoniae y S. Typhi se
presentan en la primera seccién de este manual (en los Capitulos III, IV, V y VII,
respectivamente).

Cultivos de sangre (hemocultivos)

El personal de laboratorio que manipula muestras para hemocultivo debe ser capaz
de identificar los frascos de cultivo que pueden tener crecimiento bacteriano, aislar
las bacterias en medios sélidos y subcultivar los aislamientos. Con frecuencia, la
identificacion provisional de un aislamiento serd posible con base en la morfologia
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de las colonias y la apariencia microscopica de un espécimen en la coloracion de
Gram. (El método para obtener muestras de sangre se presenta en el Apéndice 3.)

Diversas variables afectan la sensibilidad de los cultivos de sangre, por ejemplo, el
numero de colecciones, el volumen de cada una y los pasos tomados para inhibir o
neutralizar las propiedades bactericidas de la sangre, que pueden variar con la edad
del paciente. Como se indicé en la seccién de obtencién de muestras, para los
hemocultivos de ninos de corta edad habra que diluir de 1 a 2 ml de sangre por 20
ml de caldo (1:10 a 1:20), mientras que para los cultivos de sangre de adultos se
deben diluir de 5 a 10 ml de sangre en 50 ml de caldo (1:5 a 1:10). Lo ideal es que
las muestras de sangre sean procesadas en un laboratorio de bacteriologia tan
pronto como sea posible después de la obtencion de la muestra (en 2 horas).

Inoculacion de medios de cultivo primario

La sangre se debe cultivar en un caldo base de triptona soya (comtinmente es
referido como caldo de “Tripticasa” o “triptica” [TS]) o infusién cerebro corazén
con un suplemento, tal como hematina o polianetol sulfonato de sodio (PSS).

Si solo se utiliza un frasco de hemocultivo, este debe contener caldo TS. La
neutralizacién de las propiedades bactericidas normales de la sangre y de agentes
antimicrobianos potenciales se completa agregando inhibidores quimicos a los
medios de cultivo, por ejemplo, PSS al 25%, y diluyendo la sangre. EI PSS, que
tiene actividad anticoagulante, antifagocitica, anticomplementaria y antilisozima,
puede ser inhibitorio si se utiliza a altas concentraciones, pero es importante que
se use. Se deben inocular los frascos de hemocultivo directamente con la sangre y
se deben ventilar antes de colocarlos en incubacién a 35°C— 37°C. La ventilacion se
completa con la insercién de una aguja estéril (taponada con algod6n) en el
diafragma (la parte de goma) del frasco de hemocultivo.

Es apropiado afadir al frasco de hemocultivo suplementos de crecimiento, tales
como IsoVitaleX o Vitox, para ayudar al crecimiento de H. influenzae; sin embargo,
si los recursos son limitados, seria mejor para los laboratorios utilizar estos
recursos para suplementar el medio de agar chocolate.

Identificacion de frascos de hemocultivos positivos

Los frascos de hemocultivo deben ser examinados por primera vez entre 14y 17
horas, y después todos los dias por un plazo de hasta 7 dias. Cualquier turbidez o
lisis de los eritrocitos puede ser indicacién de crecimiento y sera necesario hacer
inmediatamente subcultivos. Debido a que H. influenzae, N. meningitidis y S.
pneumoniae son microorganismos fragiles, los subcultivos se deben preparar
primero de 14 a 17 horas de la incubacién, después a las 48 horas y por tdltimo al
séptimo dia, independientemente de la apariencia de los frascos de hemocultivo,
porque la ausencia de turbidez no siempre se correlaciona con la ausencia de
crecimiento bacteriano. Antes de subcultivar, mueva el frasco en remolino para
mezclar el contenido.
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Subcultivo

Para los subcultivos, primero desinfecte la superficie del diafragma del frasco de
hemocultivo con alcohol y un hisopo de yodo povidona, y aspire entonces con una
jeringuilla y aguja un volumen pequefio (0,5 ml) del frasco de hemocultivo e
inocule con el liquido el medio de agar. Si el frasco tiene una tapa de rosca, abra el
frasco y tome el liquido utilizando una técnica estéril (flameando la boca del frasco
sobre la apertura y el cierre de la tapa).

Por lo regular, se utilizan tanto las placas de agar chocolate como las de agar sangre
para los subcultivos. Cuando se utiliza solamente una placa de agar, esta debe ser
de agar chocolate, porque contiene los factores de crecimiento X y V necesarios
para H. influenzae, mientras que el agar sangre no los tiene. Si se recibe una
muestra de sangre de un paciente con un diagndstico primario de fiebre de origen
desconocido, si sintomdticamente se sospecha tifoidea, o si la coloraciéon de Gram
del caldo de hemocultivo revela bacilos gramnegativos (véase la Figura 69), anada
un total de 3 a 4 asadas del hemocultivo en una placa de agar MacConkey (AMC)
ademds del agar chocolate o agar sangre. Incube los medios en que se sospecha la
presencia de agentes patdgenos a 35°C—37°C en atmosfera de CO; al 5% (en
incubadora o en la jarra con la vela en extincion). Los aislamientos de N.
meningitidis crecen bien en una atmdsfera himeda, por lo tanto, si se sospecha de
una infeccién por ese agente, se puede colocar una bandeja poco profunda con
agua al fondo de la incubadora o poner una toalla de papel humedecida en la jarra
de la vela en extincidn; se debe cambiar regularmente la fuente de humedad
(diariamente) para prevenir la contaminacién con mohos.

Si el laboratorio tiene recursos para una tercera placa para el subcultivo, se debe
utilizar agar MacConkey, especialmente cuando la muestra se haya obtenido de un
paciente con fiebre de origen desconocido (cuando puede haber sospecha de fiebre
tifoidea [S. Typhi] o con una infeccién del torrente sanguineo por bacilos
gramnegativos de otras especies [por ejemplo, E. coli, Klebsiella, etc.]. Se debe
confirmar periédicamente que el agar chocolate soporta el crecimiento de H.
influenzae. Las placas de agar deben ser estriadas (véanse las Figuras 56, 57, 58, 59a
y 59b) e incubadas hasta 48 horas. El AMC y las placas de agar sangre para S.
Typhi deben ser incubadas durante 18 a 24 horas a 35°C-37°C.

Cuando el crecimiento bacteriano ha sido confirmado por subcultivo del frasco de
hemocultivo, no es necesario incubar el frasco por mds tiempo. Se debe eliminar el
frasco de acuerdo con los procedimientos de seguridad.

Identificacion presuntiva de aislamientos de muestras de sitios estériles
El propésito principal de esta seccién del manual es ayudar en la identificaciéon

de aislamientos de N. meningitidis, S. pneumoniae, H. influenzae y S. Typhi de
muestras de sitios estériles, por lo que los métodos aqui descritos no se aplicardn a
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FIGURA 56: Estriado correcto y crecimiento en agar sangre de aislamiento de Neisseria meningitidis

FIGURA 57: Estriado correcto y crecimiento en agar sangre de aislamiento de Streptococcus pneumoniae
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FIGURA 58: Estriado correcto y crecimiento en agar chocolate de aislamiento de Haemophilus influenzae

FIGURA 59a: Crecimiento de Salmonella ser. Typhi en agar MacConkey

g
T A e

FIGURA 59b: Crecimiento de Salmonella ser. Typhi en
agar sangre
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la identificacion de otros agentes bacterianos (de neumonia y meningitis) de
importancia clinica que se encuentran muy raras veces. Los microbiélogos deben
referirse a los manuales de microbiologia clinica (por ejemplo, el Manual de
Microbiologia Clinica de la Sociedad Americana de Microbiologia, el Manual para
las Investigaciones de Laboratorio de las Infecciones Entéricas Agudas de la OMS, el
Manual de Procedimientos de Microbiologia Clinica, Procedimientos Bdsicos de
Laboratorio en Microbiologia Clinica [OMS 2001]) o un manual de microbiologia
médica o libro de texto para los procedimientos utilizados para identificar otras
bacterias.

La identificacion presuntiva de N. meningitidis, H. influenzae y S. pneumoniae se
puede hacer con base en el crecimiento en agar sangre o agar chocolate y sobre la
base de la morfologia microscopica de los organismos (véanse las Figuras 60, 61 y
62). La Figura 63 proporciona una muestra de modelo de trabajo para el
diagnostico presuntivo de los agentes bacterianos de meningitis y neumonia
aislados de sitios normalmente estériles. En la Figura 64 se muestran imagenes
comparadas de alfa (a) hemdlisis, alfa prima (a’) hemolisis y beta (b) hemolisis en
agar sangre de carnero.

Los aislamientos de N. meningitidis crecen en agar sangre, mientras que los de

H. influenzae no crecerdn sin suplementos (que se encuentran en agar chocolate).
Cuando los aislamientos de H. influenzae y N. meningitidis crecen en agar
chocolate parecen similares, pero se pueden diferenciar en la placa de agar por el
olor picante a indol del H. influenzae.

Deben seguirse los procedimientos siguientes para preparar una extension seca de
un cultivo puro para coloracién de Gram:

a) Ponga una gota de salina fisioldgica o agua destilada en una ldmina enjuagada
en alcohol y seca.

b) Toque el centro de la colonia bacteriana con una aguja de inoculacién o asa
flameada vy fria.

¢) Prepare una extensién de la colonia, anadiendo las bacterias del asa a una gota
de salina fisioldgica o agua destilada. Use el asa para mezclar los
microorganismos en una suspension.

d) Extienda la suspension y déjela secar al aire (10 minutos aproximadamente) o
en la incubadora.

Continte la coloracién de Gram con los pasos de (c-1) del método de coloracion
de Gram que se senalardn mas adelante en este apéndice. En el examen
microscépico, los microorganismos grampositivos se veran violeta, mientras
que los microorganismos gramnegativos aparecerdn rosados. La coloracién
permitird ver la morfologia de las bacterias.
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FIGURA 60: Identificacion presuntiva de Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae

Crecimiento en Morfologia en Identificacion

Agar chocolate Agar sangre de carnero coloracion de Gram presuntiva
+ + Diplococo gramnegativo N. meningitidis
+ + Coco o diplococo grampositivo S. pneumoniae

+ - Cocobacilo pequefio, gramnegativo pleomdrfico H. influenzae

FIGURA 61: Crecimiento de aislamientos de Haemaphilus influenzae, Neisseria meningitidis y Streptococcus pneumoniae en
placas seccionadas de agar sangre y agar chocolate

Crecimiento en placa de agar sangre de carnero (PAS)

(recimiento en placa de agar chocolate (PAC)

= H.influenzae fue inoculado en el tercio derecho de cada placa; crece en PACy no en PAS.
= S.pneumoniae fue inoculado en la parte superior de cada placa; produce hemlisis. Note en al agar sangre la
a-hemlisis verdosa.

= Las colonias de N. meningitidis (parte inferior izquierda de cada placa) aparecen grisdceas y tienen buen crecimiento en
ambos medios como sucede con el neumococo, pero sin hemdlisis.
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FIGURA 62: Crecimiento de colonias de Haemophilus influenzae y Streptococcus pneumoniae en la misma placa de agar chocolate

La hemdlisis es evidente alrededor de las colonias de neumococo.

Streptococcus Haemophilus
pneumoniae influenzae

Zonas de
- hemélisis

En esta foto ampliada, se observa facilmente la morfologia diferente de las colonias. Las colonias de
H. influenzae son mds grandes y mds grises que las de S. pneumoniae, que tienen or-hemodlisis.
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FIGURA 64: Hemolisis alfa, alfa prima y beta-hemdlisis en placas de agar sangre de carnero inoculadas por vertimiento,
estriado y puncién

a-hemdlisis en placa estriada y puncionada. B8-hemélisis en una placa vertida, estriada y puncionada.
Note el ligero aclaramiento amarillo-verde de las estrias y Note el aclaramiento en al agar alrededor de las colonias.
punciones.

a-hemdlisis rodeando una colonia en una placa vertida. hemodlisis c-prima rodeando una colonia debajo de la
Note el color claro alrededor de la subsuperficie de la colonia en superficie en una placa vertida.
el centro de la imagen. Note las células dentro de la zona limpia de hemdlisis y

alrededor de la colonia debajo de la superficie;
una lupa puede ayudar a ver la hemdlisis o-prima (ct).

+ Identificacion presuntiva de H. influenzae

La presencia de H. influenzae en agar chocolate se detecta por colonias grandes,
aplastadas, entre incoloras y grises, opacas (véase la Figura 65). El medio no
presenta hemolisis ni decoloracién aparente. Las cepas encapsuladas aparecen
mds mucoides que las cepas que no tienen cdpsula, las cuales aparecen como
colonias grisdceas compactas. En la coloracién de Gram aparecerdn como
pequenos bacilos o cocobacilos gramnegativos (véase la Figura 74). Los
métodos para la confirmacién y la prueba de susceptibilidad a los
antimicrobianos de H. influenzae se incluyen en el Capitulo IIL

+ Identificacion presuntiva de N. meningitidis

En las placas de agar sangre, las colonias jévenes de N. meningitidis son
redondas, suaves, humedas, brillantes y convexas, con contornos claramente
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FIGURA 65: Colonias de Haemophilus influenzae en agar chocolate (10x de aumento)

definidos. Algunas colonias parecen unirse con otras cercanas. El crecimiento de
N. meningitidis en agar sangre es grisiceo y no pigmentado; los cultivos mas
viejos se vuelven gris opaco y algunas veces hacen que el agar por debajo de
ellos se torne oscuro. Las colonias bien separadas pueden crecer cerca de 1 mm
en didmetro en 18 horas y hasta un tamano de 4 mm, con algunos contornos
ondulados, después de algunos dias (véase la Figura 66). La coloracién de Gram
produciré diplococos gramnegativos en forma de granos de café (véase la Figura
72). Los métodos para confirmar la identificacion y las pruebas de
susceptibilidad a los antimicrobianos de N. meningitidis se incluyen en el
Capitulo IV.

« Identificacion presuntiva de S. pneumoniae

Las colonias de S. pneumoniae en agar sangre o agar chocolate (véase la Figura
67) aparecen pequenas, grisiceas, himedas (algunas veces mucoides), similares
a gotitas de agua, rodeadas con una zona verdosa de o hemdlisis. El grado de
mucosidad de las colonias de S. prneumoniae depende de la frescura del medio y
de la atmdsfera de la incubacién. Algunos serotipos aparecen mas mucoides que
otros, y los cultivos con un medio mds fresco aparecen mds mucoides.

Las colonias jovenes de neumococos aparecen empinadas, similares a las de
estreptococo viridans. La diferenciacién en agar chocolate entre el neumococo y
el estreptococo viridans es dificil. Sin embargo, el uso de una lupa o un
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FIGURA 66: Crecimiento de colonias de Neisseria meningitidis en agar sangre y en agar chocolate

N. meningitidis en agar sangre N.meningitidis en agar chocolate

microscopio (30X-50X) es de gran ayuda para diferenciar neumococos de
estreptococo viridans a-hemolitico, el cual produce también una zona verdosa
de hemolisis en la placa de agar sangre o chocolate. No obstante, a medida que
el cultivo envejece a las 24-48 horas, las colonias se vuelven aplastadas con una
depresion en el centro. Esto no ocurre con el estreptococo viridans (véase la
Figura 14).

Otro tipo de colonia que podria aparecer en la placa de cultivo de

S. pneumoniae es la de Staphylococcus aureus (u otras especies de
Staphylococcus). La Figura 68 muestra los dos tipos de colonias que estdn
creciendo en el medio de agar tripticasa soya con 5% de sangre de carnero: la
colonia gris aplastada y sin brillo, rodeada por una zona de hemolisis verdosa,
es de S. pneumoniae, y la colonia amarillenta sin accién hemolitica es de

S. aureus. La coloracién de Gram de S. pneumoniae revelara diplococos o cocos
en cadena grampositivos (véase la Figura 73). Los métodos para confirmar la
identificacion y las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos de

S. pneumoniae se incluyen en el Capitulo V.

+ ldentificacion presuntiva de Salmonella ser. Typhi

Los aislamientos de Salmonella ser. Typhi crecen en agar sangre y agar
chocolate. En esos medios las colonias de S. Typhi son griséceas, de
transparentes a opacas, brillantes (reluciente) y por lo regular con >1 mm de
didametro. En agar MacConkey (AMC), las colonias de S. Typhi aparecen como
no fermentadoras transparentes. (Las colonias de S. Paratyphi A, S. Paratyphi B
y S. Paratyphi C, y la mayoria de los otros serotipos de Salmonella lucen
similares a S. Typhi en estos medios.) La coloracién de Gram de los serotipos
de Salmonella revelara bacilos gramnegativos (véase la Figura 69). Los métodos
para la identificacién y las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos de
S. Typhi se incluyen en el Capitulo VII.
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FIGURA 67: Colonias de Streptococcus pneumoniae en agar sangre (10x de aumento)

Las colonias de neumococos son mucoides y presentan alfa-hemdlisis en agar sangre

FIGURA 68: Crecimiento conjunto de Streptococcus pneumoniaey Staphylococcus aureus en la misma placa de agar sangre

La colonia gris pequenia y aplastada, rodeada por una zona verdosa de alfa-hemoélisis corresponde a S. pneumoniae; a colonia gris-
blanca-y amarillenta sin accion hemolitica es S. aureus.
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FIGURA 69: Coloracion de Gram de aislamiento de Salmonella ser.Typhi

Aligual que el resto de Enterobacteriaceae, S. Typhi es un bacilo (bastén) gramnegativo.

Muestras de liquido cefalorraquideo (LCR)

La obtencién del liquido cefalorraquideo (LCR) es una técnica invasiva y debe
hacerla personal de experiencia en condiciones asépticas. Si se sospecha la
presencia de meningitis, el LCR es la mejor muestra clinica para hacer el
aislamiento e identificacion de agentes etiolégicos. El LCR solo debe obtenerse con
fines diagnésticos. Las muestras clinicas deben obtenerse antes de iniciar la terapia
antimicrobiana, para evitar asi la pérdida de viabilidad de los agentes etioldgicos.
Sin embargo, el tratamiento del paciente no se debe demorar por esperar la toma
de las muestras.

En este manual, la seccién sobre LCR solamente incluye aquellos procedimientos
relacionados con el aislamiento de H. influenzae, N. meningitidis y S. pneumoniae
(y S. Typhi). EI LCR también se usa para otros procedimientos clinicos y la
identificacion de agentes patégenos comunes en la regién. Estos podrian incluir:
conteo de células; coloracion para bacilos dcido alcohol resistentes y cultivo para
Mpycobacterium tuberculosis; deteccién de antigeno, tinta china/tincién negativa, o
cultivo para meningitis criptocdccica y otros.

Los contenidos de los estuches de puncién lumbar y el procedimiento para la
obtenciéon de LCR se muestran en el Apéndice 3. Por lo regular, se recogen tres
tubos (de 1 ml cada uno) de LCR para quimica, microbiologia y citologia. Si
solamente se dispone de un tubo de liquido, este debe darse al laboratorio de
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microbiologia; si hubiera mas de un tubo disponible, el segundo y tercer tubos
deben ir al laboratorio de microbiologia (véase la Tabla 25).

Procedimientos primarios de laboratorio para el aislamiento de H. influenzae,
N. meningitidis y S. pneumoniae del liquido cefalorraquideo (LCR)

Una vez que el LCR ha llegado al laboratorio de microbiologia, verifique si
contiene mds de 1 ml para el analisis. Si es menos de 1 ml, no se debe centrifugar;
en vez, el LCR debe ponerse directamente en la lamina para una coloraciéon de
Gram.

Si se dispone de >1 ml de LCR (por ejemplo, si la muestra es suficiente para la
centrifugacion), este debe centrifugarse a una fuerza suficiente para sedimentar la
mayoria de las bacterias en 10-15 minutos.” Por lo regular es suficiente una fuerza
centrifuga relativa (FCR, medida en “xG” para sedimentar las bacterias en 10 a 15
minutos). Refiérase a la Figura 70, en la que se muestra un nomégrafo que lo
ayudard en el cilculo de la FCR.

En la Figura 71 se presenta un algoritmo para el procesamiento de las muestras de
LCR. Después que se haya centrifugado la muestra, debe eliminarse el
sobrenadante con una pipeta Pasteur. (Conserve el sobrenadante si se planea la
deteccion de antigeno por aglutinacion en latex.) Mezcle completamente el
sedimento (con una maquina vortex); una vez que estd bien mezclado, use una o
dos gotas del sedimento para preparar la coloraciéon de Gram y use una gota para
estriar los medios para el cultivo primario.

Diagnéstico presuntivo por coloracién de Gram o aglutinacion por ldtex del
liquido cefalorraquideo (LCR)

Por la coloracién de Gram del sedimento del LCR o por la detecciéon de los
antigenos especificos en el LCR en una prueba de aglutinacion en latex, se puede
hacer un diagndstico presuntivo de meningitis bacteriana causada por

H. influenzae, S. pneumoniae y N. meningitidis. (Nota: También se puede utilizar
una contra-inmunoelectroforesis para la deteccion directa de antigeno en el LCR.)
Los resultados positivos de una o ambas pruebas pueden indicar infeccion, adn si
los cultivos no crecen.

Coloracién de Gram para LCR (Modificacion de Hucker)

Después de haber centrifugado el LCR y una vez que se haya mezclado bien el
sedimento, se tifie por Gram una porcién del sedimento.

* Las centrifugas varfan de un laboratorio a otro, por lo que las revoluciones por minuto (r.p.m.) deben ser
calculadas con base en una fuerza centrifuga relativa deseada (FCR) de 1.000 para sedimentar las bacterias en
10 a 15 minutos. Para calcular la FCR (medidas en xG), el radio de la centrifuga (radio= r) y las revoluciones
por minutos (r.p.m. = n) deben ser conocidas: FCR = [11,17 ()] x [(n / 1000)*]. Por ejemplo, una centrifuga
tipica de mesa con un radio de 10,5 cm y una velocidad de 2.800 r.p.m. tiene una FCR de 920 xG; esta FCR es
suficiente para sedimentar bacterias en LCR en 10-15 minutos. Véase la Figura 70, en la que se muestra un
nomégrafo que lo ayudard con estos célculos.
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a) Centrifugue el LCR durante 10 a 15 minutos a una FCR de aproximadamente
1.000 xG. (Véase la nota al pie no. 38 que explica esta formula, y el tomégrafo
que se muestra en la Figura 70 como una ayuda en el célculo de la FCR.)

+  Por ejemplo, una centrifuga con un radio de 10,5 cm que corre a 2.800
r.p.m. podria producir una FCR de 920 xG. Esta fuerza es suficiente para
sedimentar las bacterias en aproximadamente 15 minutos.

b) Mezcle bien el sedimento y prepare una extensién poniendo una o dos gotas del
sedimento en una ldmina enjuagada con alcohol y seca, dejando que la(s)
gota(s) formen una gota grande. No extienda el liquido, ni use una
concentraciéon muy densa del sedimento.

¢) Deje secar la lamina al aire en un gabinete de bioseguridad, si hay uno
disponible.

d) Después de que la extension se seca completamente, pase la [limina tres veces
rdpidamente por la llama para fijar la extensién. En ese momento, cuando el

FIGURA 70: Nomdgrafo para el cdlculo de la fuerza centrifuga relativa (FCR)
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260 | Manual de Laboratorio para la Identificacion y Prueba de Susceptibilidad a los Antimicrobianos



dorso de la mano toque el reverso de la lamina, la ldmina estard ligeramente
tibia (no caliente). También se puede utilizar la fijacién por metanol al (95% —
100%) durante 1 minuto.

e) Cubra la lamina con cristal violeta-oxalato de amonio y déjela reposar por 1
minuto.

FIGURA 71: Procesamiento del liquido cefalorraquideo (LCR)

Transporte al laboratorio Transporte al laboratorio
<1hora >1hora
Muestra de LCR
<1hora >1hora
(entrifuga a Inocule medio

1000 xG trans-aislamiento

por 10a 15 minutos (T-)
Sobrenadante Sedimento Incube toda la noche
i (35°Cen (0y)
Aglutinacién l
de latex Subcultivo a agar
i chocolate y agar sangre
Coloracionde  Cultivo primario en de carnero
Gram agar chocolate y agar
sangre de carnero

Aislamiento e Identificacion Presuntiva de Agentes Bacterianos de Sitios Normalmente Estériles | 261



f) Enjuague suavemente con agua corriente. Elimine el exceso de agua.

g) Cubra la extensién con solucién de yodo de Gram y déjela reposar por 1
minuto.

h) Enjuague suavemente con agua corriente y escurra.
i) Decolore con alcohol etilico al 95% (pueden ser suficientes 5-10 segundos).

j) Nota: Como una alternativa al uso de alcohol etilico en este paso, se puede
utilizar acetona o una mezcla de etanol y acetona. Si utiliza acetona o etanol
acetona, enjuague la extension con bastante agua y elimine el exceso.

k) Contraste con safranina durante 20-30 segundos, o con carbol fuccina durante
10-15 segundos.

1) Enjuague la extensién con agua corriente. Suavemente seque con tejido
absorbente o papel limpio, o déjela secar al aire. Si utiliza tejido o papel, es
importante secar (no frote la ldmina).

m) Examine la extension coloreada con un microscopio, utilizando un
condensador de campo brillante y lentes de inmersién en aceite.

Nota: Algunos estuches comerciales de colorantes de Gram pueden tener
instrucciones ligeramente diferentes para colorear. Es importante que se sigan las
instrucciones del fabricante que se incluyen en el estuche comercial.

En el examen microscdpico, los microorganismos grampositivos apareceran de
color violeta a azul, mientras los gramnegativos apareceran de color rosado a rojo.
La coloracién permitird a los laboratoristas ver la morfologia de las bacterias.

Cuando se examina una ldmina coloreada con Gram bajo el microscopio,

N. meningitidis puede encontrarse extracelular o intracelularmente en los
leucocitos polimorfonucleares, apareciendo como diplococos gramnegativos (véase
la Figura 72) en forma de grano de café (o arrifionadas). Los aislamientos de

S. pneumoniae son diplococos grampositivos, y a veces aparecen en cadenas cortas
(véase la Figura 73). Los aislamientos de H. influenzae son pequenos, pleomorficos,
gramnegativos, bacilos cortos o cocobacilos con distribucién casual (véase la
Figura 74). Para las reacciones a la coloracién de Gram de otras bacterias, se deben
consultar otros manuales.

El método general para el desarrollo de las pruebas de aglutinacion por latex

Actualmente hay varios estuches comerciales para la aglutinacion por ldtex. Para
obtener los mejores resultados, pruebe el sobrenadante de la centrifugacion de la
muestra de LCR tan pronto como sea posible. Si no es posible probarlo
inmediatamente, se puede refrigerar la muestra (a 2°C— 8°C) durante algunas
horas, o congelarla a —20°C durante periodos mds prolongados. Los reactivos
deben guardarse en el refrigerador a 2°C— 8°C cuando no estén en uso. Los
productos se deterioran a altas temperaturas, especialmente en climas
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FIGURA 72: Coloracion de Gram de Neisseria meningitidis en liquido cefalorraquideo (LCR)
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Las cepas de N. meningitidis son diplococos gramnegativos. Pueden ser intracelulares o extracelulares.

FIGURA 73: Coloracion de Gram de Streptococcus pneumoniae en liquido cefalorraquideo (LCR)

Las cepas de S. pneumoniae son diplococos grampositivos. Se observa en esta extensién un alto nimero (poco comdn) de
microorganismos.
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FIGURA 74: Coloracion de Gram de Haemophilus influenzae en liquido cefalorraquideo (LCR)

Las cepas de H. influenzae son pequefios cocobacilos gramnegativos pleomdrficos.

tropicales, y la exactitud de los resultados puede perderse antes de la fecha de

vencimiento del estuche. La suspensién de ldtex nunca debe congelarse. En este
manual se presentan algunas recomendaciones generales e instrucciones tipicas

para la deteccién de antigenos bacterianos solubles, pero siga las instrucciones

precisas del fabricante cuando utilice estas pruebas.

a) Caliente el sobrenadante del LCR en un bafo de agua hirviendo durante 5
minutos.

b) Agite suavemente la suspension de latex hasta homogeneizarla.

¢) Ponga una gota de cada suspension de latex en una ldmina de cristal (con
circulos) o en una tarjeta desechable.

d) Anada 30-50 pl del LCR a cada suspensién.
e) Rote a mano durante 2—-10 minutos.

La prueba debe leerse bajo una luz brillante, sin aumento. La prueba serd negativa
si la suspensién se mantiene homogénea y de apariencia ligeramente lechosa. En
cambio, la reaccién es positiva si se observan grumos (aglutinacién) de particulas
de ldtex dentro de 2—-10 minutos.

Nota: Es importante tener en cuenta que las reacciones falsas positivas y falsas
negativas pueden darse y de hecho se dan en las pruebas de aglutinacion en latex.
Por ejemplo, algunas proteinas de cepas de E. coli pueden tener reaccién cruzada
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con proteinas de cepas de N. meningitidis en las pruebas de aglutinacién por latex,
lo que da un resultado falso positivo. Es por ello que se prefiere el cultivo.

Cultivo del liquido cefalorraquideo (LCR)

El LCR se debe procesar en un laboratorio de bacteriologia tan pronto como sea
posible, en la primera hora de haberlo obtenido. Se debe inocular directamente en
placas: una placa de agar chocolate con suplemento y una placa de agar sangre. Use
un asa bacterioldgica estéril para estriar o extender las bacterias en colonias
aisladas independientes; se debe esterilizar el asa antes de cada paso del proceso
de estriado de la placa.

En las Figuras 55, 56 y 57 se muestra un agar sangre correctamente estriado. Las
placas de agar deben incubarse en una incubadora de CO; al 5% o en una jarra
con la vela. Se debe inocular un caldo de apoyo (por ejemplo, caldo infusién
cerebro corazén) con alguno de los pellet del sedimento e incubarlo también. Las
placas de agar inoculadas con LCR se deben incubar en una incubadora de CO, al
5% o en una jarra con la vela en extincién a 35°C-37°C.

El mejor medio de crecimiento para los aislamientos de S. prneumoniae es una
placa de agar sangre, que es una placa de agar triptona soya (ATS) que contiene 5%
de sangre de carnero o de caballo. La sangre humana NO es un sustituto
aceptable de la sangre en el agar, porque contiene anticuerpos que pueden inhibir
el crecimiento bacteriano. Los aislamientos de S. prneumoniae crecerdn también en
agar chocolate.

Para aislamientos de H. influenzae se debe utilizar una placa de agar chocolate con
suplemento de hemina y un suplemento de crecimiento (por ejemplo, IsoVitaleX,
suplemento B o Vitox). (Cuando no se disponga de agar chocolate suplementado,
una alternativa aceptable para obtener crecimiento de H. influenzae en placas de
agar sangre es atravesar el medio de S. aureus con una estria en cruz, o aplicando
en la superficie del medio un papel de filtro [o discos] saturados con factores X y V
después que el medio ha sido inoculado; las cepas de H. influenzae forman
colonias satélites a lo largo de la extension del crecimiento del estafilococo o
producen un halo de crecimiento alrededor del (de la) tira/disco de factor XV.)

Los aislamientos de N. meningitidis crecen en agar sangre y en agar chocolate.

Si solamente se dispone de un tipo de placa, se debe utilizar el agar chocolate (con
suplemento), porque los tres agentes etioldgicos que podrian causar neumonia y
meningitis pueden crecer en este medio.

Utilizacion apropiada del medio Trans-aislamiento (T-1) para el transporte y
cultivo del liquido cefalorraquideo (LCR)

Si el LCR no se puede analizar inmediatamente en el laboratorio de microbiologia,
se debe utilizar el medio Trans-aislamiento (T-I). El T-I es un medio bifésico, util
para el cultivo primario de meningococo de la muestra de LCR (véase la Figura 75).
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FIGURA 75: Medio de trans-aislamiento para el transporte de liquido cefalorraquideo

Se puede utilizar el T-I como un medio de crecimiento o de enriquecimiento, asi
como un medio de mantenimiento y transporte para Neisseria meningitidis. La
preparacion del medio T-I se describe en el Apéndice 2.

El diafragma del frasco del T-I se debe desinfectar con alcohol y yodo y dejarlo
secar antes de la inoculacion. Inocule 1 ml de LCR en un medio T-I, el cual ha sido
precalentado en la incubadora a (35°C — 37°C) o guardado a temperatura ambiente
(25°C). Guarde el sobrante de LCR en el frasco o jeringuilla en la que fue
colectado. No se debe refrigerar el LCR, pero si mantenerlo a temperatura
ambiente antes de hacer la coloracion de Gram.

Los frascos de T-I se deben marcar correctamente con la identificacién del paciente
y la fecha y hora de inoculacién del LCR. Después de la inoculacién, incube los
frascos de T-I toda la noche a 35°C; el T-I; también se puede incubar a 35°C hasta
7 dias. Ventile el frasco con una aguja para ese propdsito o con una aguja
hipodérmica con un tapén de algodon estéril después de las 24 horas iniciales de
incubacién (o tan pronto como sea posible después que se haya completado la
transportacién) para favorecer el crecimiento y la supervivencia. Si se demorara el
transporte, los frascos ventilados se pueden mantener por dias a temperatura
ambiente (25°C-30°C). Se debe suspender la ventilaciéon antes del embarque.
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Cuando se inoculan o se colocan las muestras en los frascos, es esencial obtener
muestras utilizando una técnica aséptica para evitar la contaminacion.

Cuando se utiliza el T-1 para transportar LCR, después de 24 horas de incubacion,
use una aguja y una jeringuilla estériles para transferir 100 pl de la porcion liquida
del T-I a las placas de agar sangre y agar chocolate. Por lo regular se utilizan
50—100 pl para estriar cada placa, por tanto para estriar dos placas se necesitan
extraer también 100 pl 6 200 pl con la jeringuilla al mismo tiempo (por tanto, es
necesario ir al frasco una sola vez). Estrie la placa para aislamiento e incube a 35°C,
en una atmoésfera de CO, durante 48 horas. (Si no se obtiene crecimiento,
subcultive el T-I a los 3 dfas y otra vez a los 7 dias.) Verifique la pureza del
crecimiento por medio de una coloracién de Gram del cultivo.

Al principio de este apéndice se present6 la identificacién presuntiva de H.
influenzae, N. meningitidis, S. pneumoniae y S. Typhi, sobre la base del examen
macroscopico de las colonias en placas de agar sangre y agar chocolate (véase
“Identificacién presuntiva”).

Aislamiento de agentes bacterianos de muestras de otros sitios estériles

El aislamiento y la identificacion de los agentes de muestras de liquidos de sitios
estériles pueden ser fundamentales para guiar la atencion de los pacientes. Cuando
las muestras se obtienen y procesan en condiciones adecuadas, estos liquidos
corporales pueden ser buenas fuentes de algunos agentes patgenos incluidos en
este manual; no se mencionan otros por estar fuera del alcance de este manual.

Médula dsea

La muestra de médula ésea debe ser inoculada en caldo nutritivo comercialmente
disponible (por ejemplo, caldo infusién cerebro corazén o BTS). Consulte un
manual de laboratorio clinico para ver instrucciones especificas.

Liquido pleural

El liquido pleural debe ser inoculado directamente en agar chocolate y agar sangre
tripticasa soya, ademds de ser diluido en un caldo para hemocultivo. Consulte un
manual de laboratorio clinico para ver instrucciones mas especificas.

Orina

La orina se siembra directamente en un medio apropiado (por ejemplo, agar
sangre, agar chocolate o agar MacConkey) con asas calibradas de 1-pl o 10-pl,
dependiendo de que se sospeche de que el paciente pueda tener un sindrome
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uretral agudo. Consulte un manual de laboratorio clinico para instrucciones mas
especificas.

Liquido del oido medio

El liquido del oido medio se inocula directamente en un medio apropiado
(dependiendo del agente que se sospeche). Consulte un manual de laboratorio
clinico para instrucciones mds especificas.

Liquido articular

El aislamiento de un agente de liquido articular puede ser abordado de maneras
diferentes (directamente sembrado en la placa o por amplificacién en un frasco de
hemocultivo o centrifugando y sembrando directamente del pellet). Consulte un
manual de laboratorio clinico para instrucciones mds especificas.
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APENDICE 5

Método para Obtener y Cultivar una Muestra de
Hisopado Nasofaringeo

urante el transcurso de encuestas de prevalencia y estudios de portadores, los

laboratorios pueden recibir hisopados nasofaringeos de microorganismos

respiratorios. Los métodos de cultivo para este tipo de muestra se incluyen
mds adelante. Una vez que los microorganismos han sido aislados, remitase a la
seccion especifica para la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos del
agente infeccioso, que aparece en este manual de laboratorio.

Use un hisopo tomado del tracto respiratorio superior (la nasofaringe) para
inocular el medio de cultivo primario; este hisopo de la nasofaringe debe rodarse
sobre un cuarto de la placa (por ejemplo, un cuadrante). Se utilizan medios
selectivos debido a que generalmente pueden estar presentes otras bacterias
ademds de S. pneumoniae y H. influenzae. Para los aislamientos de S. pneumoniae,
el medio selectivo es una placa de agar triptona soya (ATS) que contenga sangre de
carnero o caballo al 5% y 5 ug/ml de sulfato de gentamicina; para H. influenzae, se
utiliza una placa de agar chocolate que contenga 300 pg/ml de bacitracina. Para
recobrar S. pneumoniae y H. influenzae por medio de hisopo, debe inocularse
primero la placa de agar sangre con gentamicina, seguida de la inoculacién de la
placa de agar chocolate con bacitracina (porque S. pneumoniae es mas susceptible a
la actividad antibacteriana de la bacitracina que H. influenzae a la actividad
antibacteriana de la gentamicina). Después de la siembra directa con el hisopo, use
un asa bacterioldgica para estriar la placa. En el Apéndice 4 se encuentran las
figuras de placas correctamente estriadas.

En areas donde ocurre sobrecrecimiento de contaminantes en <10% de los
cultivos, se pueden utilizar los medios de cultivo sin antibidticos. No obstante, en
este caso las siembras primarias deben ser estriadas muy cuidadosamente, dejando
una separacion entre cada colonia.

Obtencion de los hisopados nasofaringeos
La obtencién de los hisopados nasofaringeos es un procedimiento clinico, y por

ello, los trabajadores de la salud que lleven a cabo este procedimiento deben estar
capacitados para ello. Se debe utilizar un hisopo de disefo especifico, con un
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mango largo de alambre flexible y una pequefia punta de alginato de calcio; el
alginato de calcio es inerte y no es toxico a la Neisseria ni sensible a otras bacterias.

La Figura 76 describe el método correcto para obtener un hisopado nasofaringeo.
La cabeza del paciente debe estar ligeramente hacia atrds e inmovilizada, como se
muestra en la Figura. En los ninos pequenos, una buena manera de obtener
hisopados nasofaringeos es que la persona que esta tomando la muestra sostenga el
cuello del nifio con una mano, mientras el nifio estd sentado en el regazo del padre
o del adulto. En el caso de los nifios, el adulto debe sostener suavemente la cabeza
del nino contra su pecho, con una mano en la frente, y con el otro brazo sujetar los
brazos del nino. Algunas veces ayuda también si el adulto utiliza sus piernas para
sujetar las piernas del nifio para reducir el movimiento y las patadas mientras se
obtiene el hisopado nasofaringeo.

Cuando la cabeza del nifo estd inmovilizada y el cuerpo estd restringido, se puede
obtener el hisopado nasofaringeo por medio de los siguientes procedimientos:

a) Desenvuelva el hisopo.

b) Inserte el hisopo dentro de una ventana nasal y paselo, paralelamente al piso,
hacia atrds de la narina posterior. No debe utilizarse fuerza. El hisopo debe
viajar suavemente con una resistencia minima; el rotar el hisopo durante la
insercién ayudard al movimiento del mismo. Si se encuentra resistencia, saque
el hisopo y trate por la otra ventana nasal.

¢) Una vez en el lugar, rote el hisopo, déjelo en el sitio aproximadamente cinco
segundos para saturar la punta, y retirelo lentamente.

d) Use el hisopo para inocular el medio (selectivo) apropiadamente (para aislar
S. pneumoniae, agar sangre de carnero con gentamicina; para aislar H.
influenzae, agar chocolate con bacitracina y para N. meningitidis, agar sangre o
chocolate sin antibiético) por siembra directa, o ponga el hisopo en medio de
transporte LTGG para transportarlo al laboratorio.

Medio de transporte de leche descremada triptona glucosa glicerol (LTGG)
para las secreciones nasofaringeas

El medio de transporte de leche descremada triptona glucosa glicerol (LTGG) es
caldo de tristona con leche descremada (sin grasa), glucosa y glicerol, que puede
utilizarse para transportar el hisopo nasofaringeo al laboratorio cuando los hisopos
no se pueden sembrar directamente del paciente. (La preparacién del medio de
LTGG se describe en el Apéndice 2.) Se prefiere cultivar el LTGG tan pronto como
sea posible, aunque este medio también puede utilizarse para almacenamiento y
transporte (por algunas horas a temperatura ambiente, hasta 8 semanas a -20°C, y,
por lo menos 2 afios a -70°C).
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FIGURA 76: Obtencion de un hisopado nasofaringeo (NF)

La figura de arriba muestra la anatomia de la nasofaringe
y la via que necesita sequir el hisopo para alcanzar el
punto del cual se obtiene la muestra en la narina
posterior. Note que el hisopo va derecho hacia atrds
paralelo al piso.

La figura de la derecha muestra la forma en que debe  ————>
sostenerse al nifio para obtener un hisopado NF. Un adulto
se sienta con el nifio en su regazo, un brazo alrededor del
tdrax, un brazo sosteniéndole la frente para estabilizar

la cabeza; con las piernas y rodillas se estabiliza la parte
inferior del cuerpo del nifio.

Inoculacion de LTGG con un hisopado nasofaringeo
a) Descongele los tubos de LTGG antes de utilizarlos.
b) Marque el tubo con la informacién apropiada del paciente y de la muestra.

¢) Obtenga un hisopado nasofaringeo del paciente utilizando un hisopo de
alginato de calcio.

d) Inserte el hisopo en el extremo (tope) del medio de LTGG en el tubo
descongelado.

e) Levante el hisopo suavemente y cortele la porcién del alambre (el mango) al
nivel superior del contenedor. Permita que la porcién terminal del hisopo (la
punta) que contiene el material de alginato de calcio gotee dentro del tubo.

+ Elimine el sobrante del mango en una solucién desinfectante o en un
contenedor para objetos punzantes.
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f) Cierre bien el tope de la tapa de rosca.

+ Opcional: silo desea, después de ajustar la tapa, llévelo al mezclador vortex a
alta velocidad durante 10-20 segundos.

g) Si es posible, congele la muestra inmediatamente, con el tubo en posicién
vertical a -70°C.

En algunos casos, el medio inoculado de LTGG se ha colocado en hielo por varias
horas antes de ponerlo a -70°C sin que se haya perdido la viabilidad de los
aislamientos de S. pneumoniae. El almacenamiento prolongado del LTGG
inoculado, a -20°C durante 8 semanas, resulta en una pérdida minima de
viabilidad de las cepas de S. pneumoniae y las indicaciones son que las cepas de
H. influenzae sobreviven tan bien como las de S. prneumoniae en LTGG [CDC,
datos no publicados, 2002]. No se dispone de datos para la recuperacion de N.
meningitidis a partir del LTGG. El almacenamiento a corto plazo del LTGG es
mejor a -70°C, aunque puede ser utilizado también el congelador a -20°C.

Recuperacion de las bacterias del LTGG

a) Saque el medio inoculado LTGG del congelador.

b) Deje descongelar el tubo a temperatura ambiente.

¢) Lleve al vortex cada tubo por exactamente 10 segundos.

d) Extraiga asépticamente una muestra de 50—100 ml del LTGG inoculado para
estriar en una placa para cultivo utilizando un asa estéril. (Si se trata de un
aislamiento de S. prneumoniae, es preferible un inéculo de 100-ml.)

1) El medio apropiado en placa para recuperar S. pneumoniae de una
muestra de hisopado nasofaringeo conservado en LTGG es el de agar
sangre de carnero (o caballo) al 5% + 5 pg/ml de sulfato de gentamicina.

+ (Sino se dispone de un medio que contenga gentamicina, intente
recobrarlo en una placa estindar de agar sangre.)

2) El medio apropiado en placa para recuperar H. influenzae de una muestra
de hisopado nasofaringeo conservado en LTGG es el de agar chocolate +
300 pg/ml de bacitracina.

+ (Sino se dispone de un medio que contenga bacitracina, intente
recobrarlo en una placa estandar de agar chocolate con suplemento.)

3) El medio de cultivo apropiado para recuperar N. meningitidis es el agar
sangre de carnero o agar chocolate al 5%.

e) Vuelva a congelar la muestra (el LTGG) tan pronto como sea posible; si el
tiempo se extiende por mds de unos minutos a temperatura ambiente, gudrdelo
en el frio (si es necesario, en un bano de agua helada).
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f) Evite, dentro de lo posible, las descongelaciones repetidas. Una via de reducir el
riesgo de descongelacion ciclica dentro del congelador es asegurar que los
criotubos se mantengan en el fondo de la bandeja y no al frente, ni en la puerta.

Si es necesario, los viales de LTGG inoculados pueden ser enviados a otros
laboratorios; las regulaciones para el embalaje y el embarque adecuado y seguro de
las muestras se incluyen en el Apéndice 12.
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APENDICE 6

Serotipificacion y Tipificacién de Quellung de
Streptococcus pneumoniae

a tipificaciéon de los neumococos aislados de pacientes con diversos sindromes

clinicos (por ejemplo, casos esporddicos de meningitis o neumonia) por

lo general no es necesaria. Sin embargo, en algunos estudios donde los
protocolos tienen por objeto evaluar la eficacia de la vacuna y la transmisién de
microorganismos, serd necesario seroagrupar y serotipificar los aislamientos de
neumococos. El sistema de tipificacién en un tablero de control serd suficiente para
identificar estos serotipos en la mayoria de los casos. Algunos estudios pueden
requerir pruebas completas para todos los tipos de neumococos, en cuyo caso se
enviardn los aislamientos a un laboratorio de referencia para identificar los 90
serotipos. La disponibilidad de Omnisuero (Statens Seruminstitut, Copenhagen,
Denmark), un conjunto de sueros (pools) de neumococos que reaccionan con
todos los tipos, proporciona a los laboratorios de microbiologia clinica un reactivo
de incalculable valor para la identificacion rdpida de neumococos.

La reaccién de Quellung se utiliza tradicionalmente para tipificar aislamientos de
neumococo y es el método de eleccion porque es ficil, rdpido, preciso y econémico.
Se produce una reacciéon de Quellung cuando un anticuerpo tipo especifico se une
al polisacarido capsular del neumococo y causa un cambio en el indice refractivo
de la capsula haciéndola aparecer “hinchada” y mds visible. Las cepas de

S. pneumoniae se tinen de azul oscuro con azul de metileno y estdn rodeadas por
un halo finamente delimitado, que representa el borde externo de la capsula; la luz
transmitida a través de la capsula aparece mds brillante que la célula neumocéccica
o que el fondo. Una célula, pares de células, cadenas y hasta grupos de células
pueden tener reacciones de Quellung.

En la mayor parte del mundo, cerca del 90% de todas las cepas de neumococos
aisladas de sangre o LCR pertenece a uno de los 23 diferentes tipos o grupos
representados en la vacuna neumocdccica de 23 valencias. Tradicionalmente, para
tipificar o agrupar estas cepas utilizando los antisueros diagndsticos convencionales
para neumococos se necesita un total de siete combinaciones de sueros y 21 tipos o
grupos de sueros. La mayoria de los laboratorios no tipifican los aislamientos de
neumococos, debido al gran ndimero de antisueros diagndsticos requeridos para la
tipificacion; se ha descrito un total de 90 tipos de neumococos diferentes y los tipos
que muestran una estrecha reaccion serolégica cruzada se agrupan. De los 90 tipos,
58 pertenecen a 20 grupos que contienen entre dos y cuatro tipos cada uno;
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se conoce comtinmente un total de 46 tipos o grupos de neumococos diferentes.”
El procedimiento presentado en este manual, sin embargo, describe un sistema
simple de tipificacién en tablero de damas, basado en 12 uniones de sueros (pools)
destinados a tipificar o agrupar la mayoria de los neumococos aislados de LCR o
sangre.

Preparacion de antigeno y tipificacion

El tipo y la condicién del cultivo que se recibe en el laboratorio determinaran el
procedimiento utilizado para preparar una suspension celular adecuada para
observar la reaccion de Quellung.

a) Inocule una placa fresca de agar sangre con un asa de inoculacion. Inocule
densamente cerca de un tercio de la placa y luego estrie el resto de la placa para
colonias aisladas. Invierta la placa de agar, coloquela en una jarra con vela o en
una incubadora de CO; e incube a 35°C durante 18 a 24 horas.

b) Haga un barrido de la superficie de la placa durante 18 a 24 horas utilizando un
asa estéril para el in6culo. Prepare una suspension celular de ligera a moderada
(aproximadamente igual a la densidad estandar de 0,5 en la escala de
McFarland) en 0,5 ml de salina fisioldgica. Se pueden observar reacciones de
Quellung 6ptimas cuando hay de 25 a 50 células visibles en un campo
microscépico.

¢) Ponga en una ldmina 3-5 pl del pool de antisuero de neumococo y 1-5 pl de la
suspension celular con un asa o micropipeta. (Asegtrese de no contaminar el
frasco de antisuero con la suspension de células.) Anada azul de metileno
acuoso de 0,3% en una cantidad equivalente a la cantidad de antisuero y mezcle
los liquidos en la lamina.

d) Cubra la mezcla con un cubre objeto de 22 mm’ e incube a temperatura
ambiente durante 10-15 minutos. Asegurese de que el liquido en la lamina no
se seque, 0 no serd posible leer la reaccion de Quellung.

e) Todas las reacciones de Quellung positivas aparecen como se muestra en la
Figura 77. La cédpsula se ve como un area clara que rodea la célula oscura (por
ejemplo, el drea clara entre la célula oscura y el fondo oscuro).

Cepas no reactivas

Si no se observa una reaccién de Quellung en uno de los pools con la suspension
celular en la placa de agar, inocule un tubo que contenga 1,0 ml de caldo de Todd-
Hewitt, suplementado con 2-3 gotas de sangre de carnero desfibrinada. Incube el

¥ Los sueros de factor monovalente para la identificacién de tipos en grupos no se discuten en este manual.
Sin embargo, los sueros se hacen especificos por multiples absorciones o por la induccién de tolerancia
inmunolégica para tipos de reaccion cruzada previa a la inmunizacién.
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FIGURA 77: Reaccion de Quellung

En una reaccién de Quellung, la cdpsula es a zona clara que rodea la célula oscura.

tubo a 35°C durante 1 a 3 horas o hasta que el caldo sobre la sangre se enturbie.
Una vez turbio, deben probarse una o dos asadas del cultivo del caldo (como se
describe arriba en los pasos c—¢). Si no se observa reaccién de Quellung en alguno
de los pools, habrd que repetir las pruebas de sensibilidad a la optoquina y de
solubilidad en bilis para reconfirmar la identificacién de la cepa como

S. pneumoniae.

Tipificacion o agrupacion de S. pneumoniae utilizando el sistema de
tablero de control

La prueba de reaccion de la cépsula se debe realizar utilizando cada uno de los
nueve pools tradicionales (A hasta I) sucesivamente, hasta que se observe una
reaccion positiva. Por lo general, la tipificacion se continda probando la cepa en
cuestioén con antisueros contra aquellos tipos individuales o grupos incluidos en el
pool de sueros que dieron una reaccién positiva. Sin embargo, el método del
tablero de damas descrito aqui contintia con la prueba para la reaccién positiva
con los pools de sueros (P a T). A continuacidn, se establece el tipo o grupo a partir
del patrén de reaccién utilizando una tabla con los tipos y grupos que entran en el
orden del tablero de damas rectangular (véase la Tabla 26, adaptada de los trabajos
de Serenson (1993) y Lalitha y cols (1999) [véase el Apéndice 15]).
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TABLA 26: Sistema de tablero de control para la tipificacion de Streptococcus pneumoniae

Grupo de sueros Tipo 0 grupo con nueva agrupacion b< Tipo o grupo no relacionado
existentes < P Q R S T con vacuna ¢
A 1 18* 4 5 2
B 19% 6" 3 8
C 7* 20 24%,31,40
D 9% 1% 16%,36,37
E 12% 10% 33* 21,39
F 17* 22* 27,32%,41*
G 29,34,35%,42,47*
H 14 23* 15% 13,28%
I 25,38,43,44,45,46,48

3 Los cinco sueros agrupados de P a T estan compuestos por cada uno de los 21 tipos relacionados con vacunas y/o grupos que
reaccionan con uno de esos sueros y con uno de los siete sueros agrupados de A hasta F mds H.

b Los 46 tipos de grupos se muestran en la tabla. (Los nimeros 26 y 30 no estan en uso.) Los asteriscos (*) indican grupos que
contienen los siguientes tipos:6,6A y 6B;7,7A,78,7Cy 7F; 9,9A,9L,9N y 9V; 10, 10A y 10F; 11, 11A,11B,11Cy 11F; 12,12Ay
12F;15,,15A,15B,15Cy 15F; 16, 16A y 16F; 17,17A y 17F; 18, 18A, 188, 18Cy 18F;19,19Ay 19B,19C,y 19F; 22,22A y 22F; 23,
23A,23By 23F; 24,24A y 24B; 28, 28A y 28F; 32,32A y 32F; 33,33B, 33B,33Cy 33F; 35,35A,35B y 35C; 41,41A y 41F; 47 y 47A.
Los tipos y/o grupos presentes en la actual vacuna de 23 polisacéridos pneumocdccicos se indican con letra en negrita.

CLos grupos G e | no reaccionan con los tipos de vacunas, por lo tanto, no se incluyen en el sistema de tablero de control.

1 Se adaptd el tablero de Sarenson (1993) y LaLitha y cols. (1999)
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APENDICE 9

Muestras Fecales: Obtencion, Transporte y Suministros
para el Trabajo de Terreno

a informacién que se brinda en este apéndice tiene por objeto ayudar al

laboratorista a garantizar que la obtenciéon de las muestras y el subsecuente

transporte al laboratorio se hacen de manera correcta durante el trabajo en el
terreno.

Durante un brote, las muestras de heces o de hisopados rectales deben obtenerse
de entre 10 y 20 personas que cumplan los siguientes criterios:

+ Actualmente tienen diarrea acuosa (cdlera) o diarrea sanguinolenta (disenterfa)
+ La enfermedad se inicié menos de 4 dias antes del muestreo, y
+ No han recibido tratamiento antimicrobiano para la enfermedad diarreica.

Las muestras de fecales se deben obtener en los primeros estadios de cualquier
enfermedad entérica, cuando los agentes patdgenos estdn por lo regular presentes
en las heces en su mayor ntimero, y antes de que el tratamiento antibidtico se haya
iniciado (Tabla 31). Una excepcion a esta regla es el caso de las heces obtenidas de
pacientes con enfermedad febril: en el caso de fiebre tifoidea, el agente etioldgico,
Salmonella ser. Typhi, puede estar presente en las heces, en la maxima cantidad, en
la segunda y tercera semanas de la enfermedad.

Obtencion de muestra de heces

Las muestras de heces deben colectarse en recipientes limpios, sin desinfectantes ni
residuos de detergentes, y con las tapas bien cerradas y a prueba de derrames. Las
muestras no deben sacarse de panales, porque pueden contener residuos de
desinfectantes u otros contaminantes. Las muestras fecales no preservadas deben,
en lo posible, refrigerarse, y procesarse como méximo 2 horas después de haberlas
obtenido. Las muestras que no se pueden cultivar en un plazo de 2 horas después
de haberse obtenido, se deben colocar en medio de transporte y refrigerar
inmediatamente.
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TABLA 31: Obtencion y transporte de muestras fecales para el diagndstico de laboratorio

Cuando se toma la Cuando el paciente tiene diarrea, lo antes posible luego del comienzo de la
muestra enfermedad (preferiblemente dentro de los cuatro primeros dias) y antes de
comenzar el tratamiento con antimicrobianos.

Cudnto se debe obtener | Un hisopo rectal o aplicador de muestra fresca en un medio de transporte.

Medio de transporte (ary-Blair u otro medio de transporte conveniente (NO debe usarse glicerol salino
de tampdn para el transporte de muestras de V. cholerae).

Almacenamiento Refrigerar a 4°Csi los especimenes se recibiran en el laboratorio antes de las 48
después de la coleccion | horas o congelar a -70° C. Las muestras fecales de pacientes con sospecha de tener
clera pueden ser transportadas a temperatura ambiente y mantenidas por largo
tiempo si es necesario; sin embargo, se prefiere la refrigeracién.

Muestras fecales para el laboratorio

Transporte Tubos sellados o recipientes a prueba de pérdidas; colocar en un recipiente
hermético para proteger del hielo o hielo seco. Remitir en una caja aislada con
paquetes de congelacidn, hielo o hielo seco, para entrega al dia siguiente.

Medios de transporte para muestras fecales

En esta seccidn se proporciona informacion relativa a los medios apropiados para
el transporte de muestras fecales que se sospecha contienen Shigella, Vibrio cholerae
o Salmonella (incluido el serotipo Typhi). Una vez que las muestras de un brote de
enfermedad diarreica llegan al laboratorio, los laboratoristas deben seguir los
procedimientos para el aislamiento de Shigella o V. cholerae (Apéndice 10), segtin si
los informes recibidos indican que el brote parece ser disenteria o una enfermedad
parecida al célera. Las personas de quienes se sospecha que pueden tener tifoidea
presentardn por lo regular fiebre sin diarrea, por lo que los laboratorios no reciben
normalmente un gran ntimero de muestras fecales durante los brotes de tifoidea.
Sin embargo, hay veces en que se pueden enviar muestras fecales a un laboratorio
para el diagnoéstico de infeccion por S. Typhi (véanse los métodos de aislamiento
en el Apéndice 10).

Medio de transporte de Cary-Blair

El medio de transporte de Cary-Blair sirve para transportar muchos agentes
patdgenos entéricos bacterianos, incluidos aislamientos de Shigella, Salmonella y
Vibrio cholerae (Figura 81). La consistencia semisélida del medio de Cary-Blair
facilita el transporte, y el medio preparado puede ser almacenado a temperatura
ambiente por hasta 1 afo después de preparado. Debido a su alto pH (8,4), es un
medio de eleccion para el transporte y la preservacion de V. cholerae.

Otros medios de transporte

Otros medios de transporte similares al de Cary-Blair son los de Amies y de Stuart.
Ambos son aceptables para Shigella y Salmonella (incluida ser. Typhi), pero son
inferiores al de Cary-Blair para el transporte de aislamientos de V. cholerae.
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FIGURA 81: Medio de transporte semisdlido de Cary-Blair

Deje el hisopo en el tubo después de inocular el medio de Cary-Blair

El agua de peptona alcalina puede utilizarse para el transporte de V. cholerae, pero
este medio es inferior al de Cary-Blair y debe utilizarse solamente cuando el dltimo
no esté disponible. El agua de peptona alcalina no debe utilizarse si el subcultivo
va a demorarse mas de 6 horas desde el momento en que se obtuvo la muestra,
porque hay otros microorganismos que pueden crecer por sobre los vibrios
después de 6 horas.

El tampén (buffer) de salina glicerol (BSG), que es el medio de transporte que se
utiliza para Shigella, no es apropiado para transportar aislamientos de V. cholerae.
Las desventajas adicionales del tamp6n de salina glicerol son que este solamente se
puede utilizar 1 mes después de haber sido preparado y, por ser un medio liquido,
es mds dado a derramarse o desparramarse durante el transporte.

Colocacion de las heces en el medio de transporte

Si es posible, enfrie el medio de transporte durante 1 a 2 horas en un refrigerador o
caja nevera antes de utilizarlo. Se puede obtener una pequena cantidad de heces
insertando en ellas un hisopo de punta de algodén estéril o de poliéster y
rotdndolo. Si estan presentes mucus o detritus del epitelio intestinal, también debe
obtenerse una muestra en el hisopo. Para seguir el muestreo de las heces en el
hisopo:

a) Inserte inmediatamente el hisopo que contiene material fecal dentro del medio
de transporte.

b) Empuje el hisopo completamente, hasta el fondo del tubo del medio de
transporte.
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¢) Rompa la parte superior del palillo con los dedos y deséchelo.

d) Ponga nuevamente la tapa de rosca en el tubo del medio de transporte y ciérrela
bien.

e) Coloque el tubo en el refrigerador o en la caja nevera.

Obtencién de hisopados rectales

Algunas veces se obtienen hisopados rectales en lugar de muestras de heces. Los
hisopados rectales pueden obtenerse como sigue:

a) Humedezca el hisopo en medio de transporte estéril.
b) Inserte el hisopo por el esfinter rectal 2 a 3 cm (1 a 1,5 pulgadas) y rételo.

¢) Saque el hisopo del esfinter rectal y examinelo para estar seguro de que hay
material fecal visible en el hisopo. (Si no, repita el procedimiento con el mismo
hisopo.)

d) Inserte inmediatamente el hisopo en el medio de transporte en frio (como se
describe en la seccién anterior).

e) Ponga el tubo en un refrigerador o caja nevera.

El numero de hisopos necesarios dependerd del nimero de placas a inocular.

En general, si las muestras se van a examinar para detectar la presencia de mas
de un agente patégeno, sera necesario obtener al menos dos hisopos con heces
o rectales por paciente, y ambos hisopos deben ser insertados dentro del mismo
tubo de medio de transporte. Una vez que el hisopo estd colocado en el medio,
debe permanecer en el tubo hasta que sea procesado en el laboratorio.

Almacenamiento de las muestras en el medio de transporte

Si el medio que se va a utilizar para el transporte ha estado almacenado a
temperatura ambiente, se debe enfriar en un refrigerador o caja nevera, si es
posible, por 1 a 2 horas antes de utilizarlo. Se deben refrigerar las muestras
preservadas en el medio de transporte hasta que vayan a ser procesadas. Si las
muestras van a mantenerse mas de 2 o 3 dias antes de ser cultivadas, es preferible
congelarlas inmediatamente a —70 °C. Es posible recuperar agentes patogenos de
muestras refrigeradas hasta 7 dias después de haberlas obtenido. No obstane, el
rendimiento disminuye después del primer o segundo dia. La siembra rapida, la
refrigeracion o la congelacién de las muestras en Cary-Blair es especialmente
importante para el aislamiento de Shigella, la cual es mds frégil que otros
microorganismos entéricos. Las muestras de fecales de pacientes con célera ya
recogidas en el medio de transporte no necesitan ser refrigeradas a menos que
vayan a estar expuestas a temperaturas elevadas (por ejemplo, >40 °C).
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Muestras no preservadas

Cuando no se dispone de medio de transporte para las muestras, en el caso de

V. cholerae, otra posibilidad es embeber un pedazo de papel de filtro, gasa o
algoddn en heces liquidas y colocarlo en una bolsa pléstica. Se debe sellar la bolsa
herméticamente, de manera que la muestra pueda mantenerse himeda y no se
seque. Al anadir varias gotas de solucion salina estéril a la bolsa se puede ayudar a
prevenir que se seque la muestra. No es necesario refrigerar la muestra durante el
transporte, aunque puede hacerse si se desea. Este no es un buen método para
transportar especimenes de Shigella o Salmonella, y es menos eficaz que el
medio de transporte para la preservacion de microorganismos de V. cholerae.

Preparacion de las muestras para embarque

Los tubos de muestra deben marcarse claramente con el nimero de la muestra, y si
es posible, el nombre del paciente y la fecha de obtencién. Escriba los nimeros en
la porcién opaca del tubo de la muestra utilizando un marcador indeleble. Si el
tubo no tiene una parte opaca, escriba la informacién en un pedazo de cinta
adhesiva y péguelo bien en el recipiente de la muestra. La informacién del paciente
se debe registrar en una planilla (o modelo de registro); se debe enviar una copia
con las muestras y la otra debe permanecer con quien las envia. (La Figura 82 es
un modelo de planilla para registrar los datos).

Si se va a embarcar un paquete por aire, deben seguirse las regulaciones de la
Asociacién Internacional de Transporte Aéreo (IATA, siglas en inglés) presentadas
en la publicacién Regulaciones de materiales peligrosos; estas regulaciones
(actualizadas en el 2002) se resumen en el Apéndice 12 “Embalaje y Embarque de
Muestras Diagndsticas y Sustancias Infecciosas.” Atn si el paquete se va a enviar
por otros medios, estas regulaciones ofrecen lineamientos excelentes para empacar
todos los materiales infecciosos o con gran posibilidad de ser infecciosos.

Muestras refrigeradas

Las muestras refrigeradas se deben transportar al laboratorio en una caja aisladora
con paquetes refrigerantes congelados o hielo. Si se utiliza hielo mojado, los tubos
o recipientes deben ponerse en contenedores impermeables (por ejemplo, bolsas
plasticas) que puedan sellarse bien para proteger las muestras del hielo derretido.

Muestras congeladas

Las muestras congeladas se deben transportar en hielo seco y se deben observar las
siguientes precauciones:

+ Coloque los tubos en recipientes o envuélvalos en papel para protegerlos del
hielo seco. El contacto directo con el hielo seco puede partir los tubos de cristal.
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+ Si las muestras no se han puesto en recipientes a prueba de filtracion, protéjalas
de la exposicion al didéxido de carbono sellando las tapas de rosca con cinta o
pelicula plastica o sellando los tubos en una bolsa pléstica. El diéxido de
carbono puede disminuir el pH del medio de transporte y afectar de forma
adversa la supervivencia de los microorganismos en la muestra.

+ Asegtirese de que la caja nevera esté llena de hielo seco, al menos, un tercio de
su capacidad. Si las muestras se van a enviar por aire y se utilizan mas de 2 kg
de hielo seco, puede que las aerolineas tengan disposiciones especiales. Las
aerolineas aceptan paquetes con menos de 2 kg de hielo seco.

+ Ponga la direccién clara en el paquete, incluido el nombre y el nimero de
teléfono del remitente, asi como el nombre y el ndmero de teléfono del
laboratorio destinatario.

+ Escriba en letras mayusculas: EMERGENCY MEDICAL SPECIMENS; CALL
ADDRESSEE ON ARRIVAL; HOLD REFRIGERATED (o “FROZEN’, seguin sea
el caso). (En espafiol: MUESTRAS MEDICAS DE EMERGENCIA; AL LLEGAR,
FAVOR DE LLAMAR AL DESTINATARIO; MANTENGASE REFRIGERADO
[0 “CONGELADQ”, segun el caso]).

+ Asegtirese de que todas las marcas y formularios estén colocados correctamente
en la parte exterior del paquete, tal y como lo requiere la IATA (Tabla 36,
Apéndice 12).

Suministros de laboratorio para brotes de enfermedad diarreica

En caso de epidemia, es importante que los laboratorios locales que estdn en una
region propensa a brotes de enfermedad diarreica dispongan de los suministros
necesarios para trabajar. Los laboratorios de distrito tienen requerimientos de
suministros distintos de los laboratorios regionales o nacionales de referencia.

Las Tablas 32 y 33 contienen listas de suministros para examinar muestras e
identificar aislamientos de brotes sospechosos de disenteria y célera,
respectivamente. Las listas de suministros brindadas son para que el laboratorio de
distrito obtenga y dé transporte a 50 muestras; el laboratorio regional procese 100
muestras, y el laboratorio de referencia central o nacional identifique (y realice la
prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos, si procede) 500 aislamientos.

Se puede obtener mas informacion sobre la funcion del laboratorio en
epidemias de disenteria y célera en el manual publicado en 1999 por los Centros
para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC), con el apoyo de la
Organizacién Mundial de la Salud: Laboratory Methods for the Diagnosis of
Epidemia Dysentery and Cholera, que estd disponible en inglés y en francés. Otra
fuente 1til de informacién es la publicacién de la Organizacién Mundial de la
Salud de 1997: Preparacion y respuesta a una epidemia de enfermedad diarreica:
entrenamiento y prdctica—Manual del participante.
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APENDICE 7

Prueba de Susceptibilidad a los Antimicrobianos por
Microdilucién en Caldo

caldo es un proceso complejo y su preparacion constituye un desafio, por su

costo. Sin embargo, cuando se lleva a cabo adecuadamente, los resultados se
pueden interpretar con facilidad. Se pueden probar diferentes bacterias en
diferentes formas (por ejemplo, utilizando tanto agar como diluciones seriadas del
agente antimicrobiano en caldo). Las pruebas de CIM para aislamientos de
Neisseria meningitidis se deben realizar por microdilucion en caldo cuando no se
dispone del Etest®. La preparacion cuidadosa y el control de calidad son
extremadamente importantes para la exactitud de las pruebas de CIM.

I-a prueba de concentracién inhibitoria minima (CIM) por agar o dilucién en

Este manual de laboratorio recomienda el uso de la tira de gradiente
antimicrobiano Etest® para la prueba de CIM. Sin embargo, si hubiera un gran
numero de aislamientos que requieren pruebas de susceptibilidad, en términos de
costo-beneficio es mejor ordenar y utilizar paneles de CIM comerciales. Las
concentraciones estandar o las diluciones de agentes antimicrobianos utilizados en
las pruebas de CIM se muestran en la Tabla 27.

N. meningitidis: Prueba de concentracion inhibitoria minima por
microdilucion en caldo

Cuando se desarrolla la prueba de CIM por microdilucién en caldo, hay que
confirmar la identificacién de los aislamientos como N. meningitidis, hacer un
subcultivo fresco, preparar una suspension equivalente de turbidez estdndar de 0,5
en la escala de McFarland y utilizar esa suspensién estandarizada para inocular el
panel de agentes antimicrobianos. Después de la incubacidn, se leen, registran e
interpretan los resultados.

Examen preliminar

Examine los aislamientos y confirme que son N. meningitidis antes de la prueba de
CIM.

a) Examine la pureza de las placas al recibir el aislamiento(s).
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TABLA 27: Concentraciones estandar de agentes antimicrobianos (diluciones) para la prueba de concentracion inhibitoria minima

Valores de concentracion estandar* Observaciones
0,001 pg/ml
0,002 pg/ml Nota: Diferentes combinaciones de microorganismo-
0,004 pg/ml antimicrobiano requieren pruebas con diferentes
0,008 pg/ml rangos de c.oncentraqones de agentes
antimicrobianos.
0,016 ig/mi Nota: Las tiras de gradiente antimicrobiano para
0,032 pg/ml pruebas de concentracion inhibitoria (CIM) a menudo
0,064 pg/ml incluyen las concentraciones estandares presentadas
0,125 pg/ml aqui'y también concentraciones a intervalos entre los
' estandares.
0,25 pg/ml ) )
Nota: Cuando estan presentes valores inter-
0.5 pg/ml dilucionales: mida y registre los resultados de
1,0 ug/ml acuerdo a la interseccion del crecimiento de la
2,0 pg/ml elipse con la tira de la prueba, como lo describe el
fabricante. Para interpretar los resultados, aproxime
4,0 ug/ml e .
la medicion interdiluciones por encima del valor
8,0 pg/ml estandar proximo de la concentracion CIM. (Por
16,0 pg/ml ejemplo, un Etest® de CIM de 0,096 debe ser
32,0 pg/ml registrado como 0,096 pg/ml, pero interpretado
64,0 pg/ml como 0,125 pg/ml para el informe final.)
128,0 pg/ml
256,0 pg/ml

* Corrientemente las concentraciones estandares también se llaman “diluciones”

b) Con un asa desechable estéril, toque la superficie de una colonia

c)

morfolégicamente similar a N. meningitidis. Estrie en una placa de agar
chocolate, marque la placa e incube a 35°C en 5% de CO; durante 18 a 22
horas. Se puede poner una bandeja de agua poco profunda en el fondo de la
incubadora o una toalla de papel humedecida en la jarra con la vela en
extincion, porque los aislamientos de N. meningitidis crecen bien en una
atmosfera humeda.

Examine la placa de agar chocolate después de incubar para aislar colonias
morfolégicamente similares a N. meningitidis.

d) Lleve a cabo una prueba de oxidasa con las colonias morfolégicamente

sospechosas utilizando el método del hisopo: toque suavemente con un hisopo
estéril una colonia sospechosa, teniendo cuidado de no tomar la colonia entera,
de manera que si es positiva a la oxidasa, quede suficiente para que se pueda
estriar para un subcultivo. Usando una pipeta Pasteur estéril, tome una pequefia
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cantidad del tubo de reactivo de oxidasa de Kovac® y coloque una gota sobre el
crecimiento colectado en el hisopos; si se vuelve purpura, la reaccién es positiva
para N. meningitidis y esas colonias especificas inmediatamente deben ser
subcultivadas con un asa estéril en una placa de agar chocolate. Marque la placa
e incube a 35°C en 5% de CO, durante 18-22 horas. Use colonias aisladas de
esa placa para montar las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos.

=> Si la prueba de oxidasa es negativa, el aislamiento no corresponde a
N. meningitidis; eliminelo adecuadamente.

Preparacion del inéculo

a) Prepare una suspension del cultivo tocando con un aplicador estéril de punta de
algodon la superficie de varias colonias morfoldgicamente similares, aisladas en
la placa de subcultivo de agar chocolate, incubada durante 18 a 22 horas en 5%
de COy a 35°C.

b) Sumerja el aplicador en un tubo que contenga caldo estéril de Mueller-Hinton.
Frote el aplicador ligeramente contra las paredes del tubo para desprender una
pequena cantidad del crecimiento dentro del liquido. Tape el tubo y mezcle.

¢) Ajuste la turbidez del in6culo a una turbidez estandar de 0,5 en la escala de
McFarland. Si la turbidez es mds alta que la estdndar, diluya con caldo hasta
igualar a la turbidez estandar, la cual serd de 1x108 UFC/ml aproximadamente.
(La preparacién de la turbidez estdndar de 0,5 de McFarland se describe en el
Apéndice 2.)

Microdilucion en caldo

a) Retire un nimero suficiente de placas congeladas para pruebas de CIM y déjelas
descongelar por 30 minutos aproximadamente.

b) Anada 2 ml del inéculo ajustado a 38 ml de agua destilada estéril.
¢) Mezcle bien.

d) Ponga la suspension dentro de la bandeja de inoculacién desechable e inocule
las bandejas de CIM descongeladas.

e) Incube las bandejas de CIM durante 18 a 22 horas en 5% de CO; a 35°C.

“ Algunos laboratorios pueden utilizar otro reactivo, como el de Gordon y MacLeod (1% (p/vol) dimetil-p-
dihidroc lo fenilendiamina (“reactivo de dimetil”), para la prueba de oxidasa. El reactivo de dimetil es mds
estable que el de tetrametil (reactivo de Kovac), pero la reaccién con el de dimetil es mds lenta que con el de
tetrametil. Si el laboratorio esta utilizando el reactivo de dimetil, la reaccion se reconoce por el cambio de
color a azul en el papel de filtro (no parpura, como con el reactivo de tetrametil); con el reactivo de dimetil
tomara de 10 a 30 minutos para obtener una reaccién positiva.
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Lectura de los resultados de la prueba

Use el siguiente aislamiento de S. pneumoniae, ATCC 49619, como cepa de control
de calidad para la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos de

N. meningitidis. Los puntos de corte de la CIM para S. pneumoniae ATCC 49619
con los agentes antimicrobianos apropiados para el tratamiento de las infecciones
con N. meningitidis se presentan en la Tabla 4 del capitulo de N. meningitidis.

a) Leay registre los resultados del control de calidad.

b) Si todos los agentes antimicrobianos estan controlados, lea las pruebas de
CIM vy note algunos puntos finales rezagados.

Registre toda la informacién en un formulario estandar. En la Figura 13 se incluye
un modelo de planilla para registrar los resultados de la susceptibilidad a los
antimicrobianos de los aislamientos de N. meningitidis. Hasta 2002, el NCCLS no
habia definido los puntos de corte para las cepas de N. meningitidis; la
interpretacion de la susceptibilidad de una cepa incluye la relacién del sitio de la
infeccion, la dosis y la farmacocinética del agente antibacteriano (por ejemplo,
similar a los criterios de interpretacién que se pueden utilizar cuando se realizan
pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos en otros organismos sin puntos
de corte definidos), como se describieron anteriormente en el Capitulo V sobre las
pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos de N. meningitidis.
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APENDICE 8

Obtencion de Muestra y Aislamiento Primario de
Neisseria gonorrhoeae

a representacion esquematica del aislamiento e identificacién presuntiva de

N. gonorrhoeae se presenta en la Figura 19. Para fines de tratamiento es

apropiado utilizar una identificaciéon presuntiva; sin embargo, para tener
certeza de que hay infeccién por N. gonorrhoeae, se debe llevar a cabo una serie de
pruebas bioquimicas y enzimaticas de confirmacién.

Las cepas de N. gonorrhoeae son altamente susceptible a las condiciones
ambientales adversas; son susceptibles al calor y al frio extremos y a la desecacion.
Los cultivos de N. gonorrhoeae siempre deben ser incubados entre 35°C y 36,5°C en
atmosfera humeda y enriquecida con COj;. Las condiciones que afectan el
crecimiento de los aislamientos de N. gonorrhoeae se resumen en la Tabla 28.

Obtencion de la muestra y transporte

Las muestras para el aislamiento de N. gonorrhoeae se pueden obtener de sitios
expuestos durante el contacto sexual (por ejemplo, del tracto genital, uretra, recto y
de la orofaringe) o de la conjuntiva de los neonatos infectados durante el parto.
Los detalles de la obtencién y el transporte de las muestras se presentan en la Tabla
29. Las muestras también se pueden obtener de las gldndulas de Bartolino, de las
trompas de Falopio, del endometrio, de la sangre, del liquido articular, de las
lesiones de la piel o del contenido géstrico de los neonatos. Los métodos para el
aislamiento de cepas de N. gonorrhoeae de estos sitios menos comunes no estan
incluidos en este documento (en un manual de procedimientos de microbiologia
médica habrd instrucciones completas). Las muestras para cultivo no se deben
transportar en hisopos secos, sino deben inocularse directamente en los medios.

El mejor método para aislar N. gonorrhoeae es inoculando las muestras
directamente en un medio nutritivo e incubando las placas inmediatamente
después entre 35°C y 36,5°C en una atmdsfera humeda enriquecida con CO,
durante 18 a 24 horas. Las muestras de los sitios con flora normal (por ejemplo,
muestras anogenitales u oro/nasofaringeas) se deben inocular en un medio
selectivo como el Thayer Martin modificado (TM), Martin Lewis (ML) o medio
GC-Lect®. Las muestras de otros sitios pueden ser inoculadas en un medio no
selectivo, tal como agar chocolate GC (por ejemplo, agar base GC, hemoglobina y
1% de suplemento definido de crecimiento, como se describe en el Apéndice 2).
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TABLA 28: Condiciones que afectan el crecimiento de Neisseria gonorrhoeae

Condiciones

Observaciones

Temperatura

Los aislamientos de N. gonorrhoeae son sensibles a temperaturas extremas de frio y
calor,y requieren incubacién entre 35°Cy 36,5°C

Atmésfera

Las cepas de N. gonorrhoeae requieren atmdsfera incrementada de (0 (3% — 5% (05)
para el aislamiento primario. Algunas cepas requieren obligatoriamente (0,, mientras
que otras cepas pierden este requerimiento en los subcultivos. Debe usarse una
incubadora de C0; o un recipiente con la vela en extincién. Habrd que volver a
encender la vela cada vez que el frasco se abra para afadir placas (Nota: los vapores
de velas perfumadas pueden ser téxicos para las bacterias; por tanto, solo se debe

usar velas sin perfume.)

Humedad

N. gonorrhoeae es extremadamente sensible al secado, y debe ser incubada en una
atmosfera himeda. Para obtener esta atmdsfera se coloca una bandeja plana con agua
en el fondo de la incubadora o una toalla de papel humedecido en el frasco de la vela.
Es necesario reemplazar la toalla de papel humedecida diariamente para evitar el
crecimiento de mohos que puedan contaminar los cultivos. El frasco de la vela debe
descontaminarse periédicamente.

Medio de crecimiento

Los aislamientos de N. gonorrhoeae son microorganismos exigentes, que requieren
suplementos para el crecimiento. El medio de crecimiento recomendado para

N. gonorrhoeae es un medio base de GC que contiene un 1% de suplemento definido
(IsoVitaleX o el suplemento definido de Kellogg)

Tiempo

Las cepas de N. gonorrhoeae normalmente sobreviviran 48 horas en cultivo, pero los
aislamientos deben ser subcultivados cada 18 a 24 horas para obtener maxima
viabilidad. Se debe usar un cultivo de 18 a 24 horas para inocular cualquier

prueba a partir de cultivo.

Almacenamiento

Para el almacenamiento a largo plazo, las cepas de N. gonorrhoeae deben ser
suspendidas y congeladas en un medio como caldo de tripticasa soya con un
contenido de 15% de glicerol. Las suspensiones se congelan en nitrégeno liquido o
en un congelador de -70°C. Las cepas no sobreviven mas de un tiempo corto (unas
semanas) a-20°C

Materiales de hisopo

Los aislamientos de N. gonorrhoeae son sensibles a algunos materiales empleados
en los hisopos.

Si el crecimiento gonocdccico es ralo, considere la posibilidad de que el material
del hisopo sea toxico. Algunos algodones no tratados pueden ser téxicos para

N. gonorrhoeae, como puede ser el aplicador de madera si estd en contacto con las
bacterias por un periodo largo. Sin embargo, los laboratoristas no deben usar solo
hisopos hechos de materiales sintéticos por dos razones:

1. amenudo, los hisopos sintéticos no absorben facilmente el liquido; y,

2. los hisopos sintéticos tienen aplicadores plésticos flexibles. Cuando estos se
aprietan contra la pared de un tubo o placa para extender el liquido, pueden rociar
la suspension, lo cual puede causar infecciones adquiridas en el laboratorio. Por lo
tanto, los laboratoristas que trabajen con hisopos flexibles deben usar gafas
protectoras de seguridad.
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Si las muestras tienen que ser transportadas al laboratorio local desde el punto
donde se obtuvieron, y los medios inoculados no se pueden incubar antes de
transportarlos, es mds importante trasladar las placas inoculadas en una atmosfera
enriquecida con CO; que incubarlas entre 35°C y 36,5°C. La inoculacién de los
medios puede llevarse a cabo a temperatura ambiente en atmdsfera enriquecida
con CO; en jarras con la vela en extincion u otro sistema generador de CO;, por
hasta 5 horas, sin una pérdida de viabilidad apreciable. No obstante, si la muestra
se va a llevar a un laboratorio distante, debe ser incubada durante 18-24 horas
entre 35°C y 36,5°C en una atmdsfera hiimeda enriquecida con CO; antes de
transportarla. Cuando la muestra tiene que ser transportada a laboratorios
distantes, se pueden inocular frascos de trans-crecimiento o cufas de agar que
contengan un medio selectivo o no selectivo de gonococo en sistemas de
transporte tales como placas de Jembec® (las cuales contienen un sistema
generador de CO»). Se deben enviar todas las muestras inoculadas a los
laboratorios en un plazo de 24 a 48 horas de haberse obtenido para recobrar al
mdximo los aislamientos de gonococo.

Los medios de transporte nutritivos o medios tampoén (buffer) no nutritivos,
semisolidos (por ejemplo, medios de Stuart o Amies), han sido utilizados para
transportar muestras en hisopos a los laboratorios. Aunque los aislamientos de
gonococo pueden sobrevivir en estos medios por 6 a 12 horas, la viabilidad
disminuye rapidamente, por lo tanto, después de 24 horas no pueden recobrarse
los aislamientos. Ademds, debido a que la muestra puede estar diluida en el medio
de transporte, recobrar el aislamiento de medios de transporte semisé6lidos puede
ser mds dificil que hacerlo de medios s6lidos de agar. Cuando se dispone de
sistemas generadores de CO; comerciales con cierre de cremallera (zipper)

(tal como Jembec®), ya no se recomienda que se transporten las muestras para
aislamiento de N. gonorrhoeae en medio de transporte semisélido.

Condiciones de incubacion

El aislamiento primario de N. gonorrhoeae requiere de una atmésfera
enriquecida en CO;. Aunque algunas cepas pierden este requerimiento para crecer
en subcultivo, hay otras que si tienen un requerimiento obligatorio de CO; que no
se pierde en el subcultivo. Si se tiene que procesar un gran numero de muestras, se
deben utilizar incubadoras de CO». Si no hubiera disponible una incubadora de
COy, las placas de cultivo se pueden incubar con sistemas comerciales generadores
de CO; (que producen una concentracion de 3%—-5% de CO») o en jarras con la
vela en extincién.

Para utilizar una jarra con la vela en extincién:

a) Coloque las placas que van a ser incubadas dentro de la jarra y ponga una vela
pequena en el fondo de la jarra, al lado de las placas. (La vela puede ponerse
encima de las placas, pero solo si la tapa de la jarra no es de pléstico, ya que esta
puede derretirse o producir gases toxicos cuando se expone a la llama.)
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b) Encienda la vela y tape la jarra. La llama se autoextinguira rdpidamente.

Cuando la llama de la vela se apaga por falta de oxigeno, se ha generado una
atmosfera de ~3% a 5% de CO,. El vapor de las velas perfumadas puede ser toxico,
por lo que es importante utilizar una vela no perfumada en la jarra. Vuelva a
encender la vela cada vez que se abra la jarra para anadir mas placas.

Las cepas de gonococo también requieren mas humedad para crecer bien. La
humedad se mantiene en las cdimaras de incubacién colocando una bandeja de
agua al fondo de la incubadora de CO; o con toallas de papel humedecidas no
muy mojadas puestas en el fondo de la jarra con la vela en extincién. No es
necesario reponer las toallas himedas cada vez que se abre la jarra con la vela en
extincion, sin embargo, se deben cambiar las toallas al menos una vez a la semana,
para asegurar que no se conviertan en una fuente de contaminacion,
especificamente de mohos.

No se espera que los aislamientos de gonococo sobrevivan en cultivo por >48
horas, aunque algunos aislamientos pueden sobrevivir por 72 a 96 horas. Los
aislamientos se deben subcultivar cada 18 a 24 horas para mantener maxima
viabilidad. De la misma manera, los aislamientos que son almacenados por
congelacién o liofilizacién deben también ser subcultivados después del rescate del
cultivo inicial, al menos una vez antes de ser utilizados para inocular las pruebas.
Las pruebas diagndsticas requieren organismos viables y las pruebas de
susceptibilidad a los antimicrobianos tienen que ser inoculadas solo con cultivos
que hayan estado sembrados entre 18 y 24 horas.

Consideracion para los cultivos que se reciben en el laboratorio hacia el
fin de la semana

Hay veces en que un cultivo ha estado creciendo pero no se ha llevado a cultivo
puro al fin de la semana; o se ha recibido una cuna de cultivo al final de la semana
y no hay personal disponible por varios dias para hacer las pruebas de laboratorio.
En estos casos, la mejor forma de recuperar los aislamientos de gonococo es
sacando el crecimiento fuera del medio de cultivo, evitando los contaminantes
visibles, y prepararlo para un almacenamiento a corto plazo (como se describe en
el Apéndice 11). Congele el aislamiento en caldo de glicerol tripticasa soya y derrita
después el cultivo al inicio de la siguiente semana de trabajo, cuando estén
disponibles los recursos para las pruebas (el Apéndice 11 también incluye métodos
para cultivar aislamientos a partir de cultivos congelados.) Aunque preparar y
almacenar el aislamiento en un congelador por solo dos dias puede parecer mucho
trabajo, esto ayuda a recuperar las cepas de N. gonorrhoeae mejor que si se deja
crecer en su medio original durante el fin de semana y se trata luego de recuperar
de la cuna original.

Los hisopos de muestras primarias recibidos en el fin de semana deben ser
sembrados en medio apropiado para el sitio de obtencion de la muestra (véase la
Tabla 29) y colocados en una incubadora a 35°C-36,5°C en una atmoésfera himeda
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enriquecida en CO;. Aunque el microorganismo podria no ser viable al dia
siguiente de trabajo, ain podria hacerse una coloraciéon de Gram y una prueba de
oxidasa para identificar presuntamente el crecimiento en la placa de cultivo
(porque ninguna de estas pruebas de diagndstico presuntivo requiere crecimiento
viable).

Cultivo: Inoculacién y aislamiento de la muestra

a)

Lleve las placas de medio selectivo o no selectivo a temperatura ambiente
(segtn el sitio anatomico de obtencién de la muestra; véase la Tabla 29).

b) Inocule la muestra en las placas ya a temperatura ambiente utilizando el

<)

método de inoculacién de la estria en “Z’ (véase la Figura 78). Incube las placas
inoculadas entre 35°C y 36,5°C en una atmosfera himeda enriquecida en
CO; durante 18 a 24 horas.

Examine las placas después de la incubacién. Los aislamientos de

N. gonorrhoeae producen diferentes tipos de colonias, cuyo didmetro varia de
0,5 a 1,0 mm. En cultivos primarios, la mayoria de las colonias tendrd 0,5 mm
de didmetro, aunque puede haber algunas pocas colonias de 1,0 mm. En la
Tabla 30 se describe la morfologia de las colonias tipicas y una fotografia de
esta se presenta en la Figura 79.

Si después de 24 horas de incubacién se observan colonias, use un asa de
inoculacion para obtener un cultivo denso de algunas colonias y estrie el
crecimiento en una placa de agar chocolate GC para obtener un cultivo puro.
Incube la placa entre 35°C y 36,5°C en una atmoésfera himeda enriquecida en
CO; por 18 a 24 horas.

Nota: Si solamente se presenta una o dos colonias en la placa de aislamiento
primario, estrie una porcién en una placa de agar chocolate GC para subcultivo,
pero también vuelva a estriar cada colonia sobre una pequena seccién de la
placa de aislamiento primario. Incube ambas placas a 35°C-36,5°C en una
atmosfera humeda enriquecida en CO, durante 18 a 24 horas. Si la colonia del
subcultivo en placa de agar chocolate GC crece bien, se puede desechar la placa
de aislamiento primario.

Si no se observa ninguna colonia en la placa del aislamiento primario después
de las 24 horas de incubacidn, vuelva a incubar la placa y examinela después de
otras 24 horas (después de un total de 48 horas). Si todavia no se observa
crecimiento en la placa de aislamiento primario, se debe repetir este paso. Si no
se encuentran colonias presentes después de un periodo total de incubacién de
72 horas, debe informarse que en la muestra “no se ve crecimiento”

Si las colonias presentan morfologia tipica de N. gonorrhoeae (Figura 79), continte
con una coloraciéon de Gram o una coloracién simple (coloracion de azul de
metileno de Loeffler) para la morfologia celular.
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TABLA 30: Morfologia colonial de los aislamientos de Neisseria gonorrhoeae y especies relacionadas (en medios selectivos para
gonococo)

Especies Comentarios

N. gonorrhoeae + Las colonias son de apariencia similar sobre medios gonocécicos selectivos y no
selectivos: rosado-carmelita y traslicido, de 0,5—1,0 mm de didmetro, consistencia
lisa y mérgenes definidos.

- colonias de 0,5 mm que tienden a ser convexas en elevacion
- colonias de 1,0 mm que tienden a ser poco convexas en elevacion

+ (Cepas fastidiosas de N. gonorrhoeae producen colonias atipicamente pequefas,
de“punta de alfiler” (~0,25 mm de didmetro), comparadas con otras cepas
gonocdccicas menos especiales.

N. meningitidis « Las colonias son de apariencia similar sobre medios gonocécicos selectivos y no
selectivos: rosado-carmelita y traslticido, de consistencia lisa y mérgenes definidos.

+ Las colonias son cominmente mds grandes y més planas que las de N. gonorrhoeae
(1,0— 2,0 mm para colonias de N. meningitidis vs.0,5—1,0 mm para N. gonorrhoeae).

+ Las colonias de cepas de serogrupos encapsulados A y C pueden ser mucosas.

N. lactamica +Las colonias son de apariencia similar a las de N. gonorrhoeae sobre medios
N. cinerea gonocdcicos selectivos y no selectivos: rosado-carmelita y traslticido, de 0,5-1,0 mm
N. polysaccharea de didmetro, poco convexas en elevacion, consistencia lisa y mérgenes definidos.
K.denitrificans - Las colonias de N. lactamica pueden tener un pigmento amarillento.

- Las colonias de N. cinerea pueden tener un pigmento carmelitoso.
N. subflava biovars + Las colonias son comtinmente de 1,0-3,0 mm de didmetro, opacas, y pueden tener
N.sicca pigmento amarillo (especialmente biovars . subflava).
N.mucosa - Las colonias de N. subflava bv. perflava y N. mucosa son convexas y brillantes.

- Las colonias de N. subflava bv.subflava y flava van de poco convexas a planas con
una superficie mate y pueden tener una consistencia ligeramente quebradiza.

- Las colonias de N. sicca pueden adherirse a la superficie del agar y arrugarse con
una incubacién prolongada

M. catarrhalis + Las colonias son comtinmente de 1,0-3,0 mm de didmetro, opacas, de consistencia
seca, y de color rosado-carmelita.

- Las colonias pueden ser movidas intactas sobre la superficie del medio con un
asa de inoculacion.
- Las colonias se desintegran en pedazos cortos y gruesos cuando se rompen con un asa.

Coloracion de Gram (o coloracion simple con azul de metileno de Loeffler, safranina o verde
malaquita)

Aunque los aislamientos de N. gonorrhoeae son diplococos gramnegativos
caracteristicamente con forma de grano de café aplanado, debido a la forma en que
se dividen las células, pueden aparecer también como tétradas o racimos con la
coloracion. En la Figura 80 se presentan imédgenes de los resultados de una
coloracioén de Gram tipica y de una coloracién simple de azul de metileno de
Loeffler. La coloracién de Gram se describe en el Apéndice 4 (“Aislamiento e
Identificacién Presuntiva de Agentes Bacterianos de Sitios Normalmente
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FIGURA 78: Estriacion de una placa con un hisopo, con muestra para aislamiento primario de Neisseria gonorrhoeae : Método de
inoculacion de “estria en 2"

2.Con una aguja de inoculacién
estéril, haga un patrén en“zigzag”

1.Haga una sola e
cruzando la estria inicial

estria alo largo del
centro de la placa

3.Las colonias aisladas crecerdn a lo largo de las
estrias primaria y secundaria. El nimero de colonias
dependerd del nimero de células en la muestra.
Podria haber solo una o dos colonias presentes.

Estériles.”). Las extensiones para la coloracién de Gram se pueden preparar de una
muestra en hisopo, de las colonias individuales en el medio del cultivo primario o
del cultivo puro.

Cuando se utiliza coloracién de Gram, debe tenerse en cuenta que las células en
racimos pueden aparecer de color oscuro aun después de una decoloracion
apropiada. Esto se debe a la retencién del cristal violeta en el racimo, que podria
llevar a interpretar erréneamente algunas células gramnegativas como
grampositivas. Sin embargo, los intentos repetidos de decoloraciéon de los racimos
pueden resultar en una sobredecoloracién de Gram, la cual puede llevar a
interpretar falsamente como gramnegativos algunos microorganismos
grampositivos. La division de las células de gonococo puede hacer que estas se
extiendan en racimos, por lo tanto, como se hizo notar anteriormente, su
coloracién puede ser técnicamente dificil. Como resultado, cuando la coloracion
se realiza especificamente para detectar gonococos, en algunos casos podria ser
preferible hacer una coloracién simple con azul de metileno de Loeffler (u otra
coloracion, tal como safranina o verde malaquita) para revelar la informacién
acerca de las caracteristicas morfoldgicas de la célula y su agrupacion.

A continuacidn se presentan los métodos para desarrollar una coloraciéon simple
con azul de metileno de Loeffler (o safranina o verde malaquita):
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FIGURA 79: Morfologia tipica de colonia de Neisseria gonorrhoeae
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FIGURA 80: Coloracidn de Gram tipica y extension con coloracion simple de Neisseria gonorrhoeae

‘5“1’;5 ‘-.}.r.«?l
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A. Coloracion de Gram (de muestra clinica)

e T Sar -

DRAPY TN

.

B. Coloracion de Loeffler de azul de metileno (de cultivo puro)

Las flechas apuntan a los diplococos gramnegativos rodeados de neutrdfilos polimorfonucleares en una coloracion de Gram
tipica de una extension de N. gonorrhoeae en una muestra clinica (A). La formacién caracteristica de las células como granos
de café aplastados también se identifica facilmente si se usa una tincion simple tinicamente, como azul de metileno de
Loeffler o la safranina (b, coloracién simple de cultivo puro).
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a) Con un asa de inoculacién o hisopo estéril, toque en la placa de aislamiento
primario una colonia representativa con morfologia tipica de gonococo. La
ventaja de utilizar un hisopo estéril para la preparacion de esta extension es que,
después de preparar la extension, se puede hacer una prueba de oxidasa
directamente con lo que queda de crecimiento en el hisopo.

b) Prepare en una lamina limpia una extension fina de una colonia sospechosa en
una gota de agua (como si fuera para una coloracion de Gram).

¢) Caliente para fijar la extension (como si fuera para una coloraciéon de Gram).

d) Cubra la extensién con colorante de azul de metileno (o safranina o verde
malaquita) por 30 a 60 segundos.

e) Enjuague y seque con papel.

f) Observe la extension coloreada al microscopio de luz, con lente de inmersion
(con aceite).

g) Registre los resultados.

Si la colonia y la morfologia celular son caracteristicas de N. gonorrhoeae, contintde
probando con la prueba de oxidasa. Los métodos para la prueba de oxidasa se
presentan en el capitulo de Neisseria gonorrhoeae: “Confirmacién de la
identificacién y Prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos.”

Confirmacion del cultivo puro de la placa de aislamiento primario

Es 1til volver a incubar la placa de aislamiento primario y las placas de
subcultivo de agar chocolate GC durante 24 horas después de seleccionar las
colonias que parezcan ser N. gonorrhoeae, para determinar si hay colonias de
microorganismos contaminantes que no fueron visibles hasta después de las
primeras 24 horas. Las colonias de estafilococos (cocos grampositivos, negativos a
la oxidasa), por ejemplo, pueden ser un tanto translticidas después de 24 horas de
incubacion, pero a las 48 horas habrdn formado colonias blancas, opacas, que se
pueden distinguir facilmente. Las colonias de estreptococos (cocos grampositivos,
negativos a la oxidasa que aparecen frecuentemente como diplococos) pueden
crecer también en muestras para gonococos: las colonias de estreptococos serdn
muy pequenas después de 24 horas de incubacién, pero deben verse con claridad
después de 48 horas de incubacidn, y pueden estar rodeadas por una zona de
a-hemdlisis.

La identificacién de colonias puras de N. gonorrhoeae es frecuentemente mds facil
después de las 48 horas de incubacion entre 35°C y 36,5°C en una atmosfera
humeda y enriquecida en CO,. Las colonias pueden duplicar su tamarno entre

24 y 48 horas, y forman colonias tipicas cuyas caracteristicas se pueden ver mas
rapidamente. Repita la coloraciéon de Gram (o una coloracién simple de azul de
metileno de Loeffler) y una prueba de oxidasa para confirmar que el aislamiento
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corresponde a diplococo gramnegativo, positivo a la oxidasa, con la morfologia
tipica de rifén o frijol; si el cultivo no es puro, las colonias con morfologia tipica
de gonococos deben estriarse nuevamente sobre una pequena seccion de la placa
del aislamiento primario, e incubarla a 35°C-36,5°C en atmoésfera himeda,
enriquecida en CO; durante 24 horas, como se describié en este apéndice en la
parte del aislamiento primario. Una vez que se haya confirmado que el cultivo es
puro y corresponde a N. gonorrhoeae, contintie con la confirmacién de la
identificacién y la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos (Capitulo VI) o
la preservacion y el almacenamiento del aislamiento para uso futuro (véase el
Apéndice 11). Siempre se debe confirmar que los aislamientos son puros antes de
almacenarlos.
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prueba de susceptibilidad a los
antimicrobianos, 310
suministro de laboratorio para brotes de,
303, 304-308¢, 309
Dilucién en agar. Véase Agar, método por
dilucién
Dinucleé6tido de adeninnicotinamida. Véase
Factor V
Disco, prueba por difusién en. Véase
Prueba por difusion en disco
Disenteria, 131
muestras fecales en el laboratorio para
brotes de enfermedad diarreica, 303,
306-308t, 309
Véase también Shigella spp.y S.
dysenteriae
Dorset, medio de huevos, 216, 322-323
Doxiciclina, 152, 164

E

Embalaje y embarque de sustancias
infecciosas y muestras diagnosticas
Véase Regulaciones de embalaje y
embarque de sustancias infecciosas y
muestras diagnosticas
Enfermedad meningocécica
N. meningitidis, 33
riesgo de epidemia, 33
Enoxacino, 143-144
Enterobacteriaceae spp., 157, 158
Enzima-substrato, prueba. Véase Prueba de
enzima-substrato
Equipo de proteccién, 180-181
Eritromicina
S. pneumoniae, 66
V. cholerae, 152, 164
Espectinomicina, 69, 105¢, 106t, 109¢
Estreptococo viridans o hemolitico, 50-52
Estreptomicina, 144
Etest®, gradiente antimicrobiano en tiras,
24f, 26-28f, 353
almacenamiento de las tiras, 64, 107
H. influenzae, 16, 22
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N. gonorrhoeae, 104-109

N. meningitidis, 42, 44-46, 47-48
precision, 23, 59, 64

S. pneumoniae, 57, 63—66

F

Factor de crecimiento

V, 7, 8f, 12-14, 121, 14f, 15f

X, 7, 8f, 12-14, 12t, 14f, 15f
Fiebre de origen desconocido, 237
Fiebre entérica, 111
Fiebre tifoidea, 111, 112
Fluoroquinolona

fiebre tifoidea, 112

H. influenzae, 29

N. gonorrhoeae, 69, 91

N. meningitidis, 46

Shigella, 144
Formalina, 38
Fuentes de medios y reactivos preparados,

232,233-235t

Fuerza centrifuga relativa, 259, 260f
Furazolidona, 152, 164

V. cholerae, 163t, 165t, 168f

G

GC, medio de prueba de susceptibilidad, 99,
197-198
Gonococo, agar chocolate, medio. Véase
Agar chocolate GC
Gonococo, medio de susceptibilidad. Véase
GC, medio de prueba de
susceptibilidad
Gonococo, medio selectivo, 198—199
Gordon y MacLead, reactivo, 34n, 71n, 222
Gram
diagnostico presuntivo de meningitis
bacteriana por coloracién, 259-265
prueba por coloracién. Véase Prueba por
coloracién de Gram
Greaves, solucion de, 217
Guantes, 180-181

H

Haemophilus aphrophilus, 12t
Haemophilus haemolyticus, 12t, 13, 15, 202

Haemophilus influenzae, 7-31
almacenamiento y condiciones, 199
liofilizacién, 324-325
por congelacién, 324
por periodos cortos, 322-323
recuperacion de un almacenamiento,
325-326
antisueros, 9
crecimiento, requerimientos, 12¢
cultivo, 9-10, 200, 202
enfermedades causadas por, 7
factor V, 5, 8f, 1213, 12t, 14f, 15f
factor X, 5, 8f, 12-13, 12¢, 14f, 15f
identificacién
en el liquido cefalorraquideo,
259-267
hisopados nasofaringeos, 269-273
medios, 192-193
presuntiva, 247, 251f, 253f, 254,
rapida, 7
reacciones hemoliticas, 15-16
representacién esquematica, 8f
requerimiento de factores de
crecimiento, 7, 9, 12—15, 12¢
serotipificacion, 7-10, 9n
suspension, caracteristicas, 10
placas Quad ID, 13-14, 15f
pruebas de susceptibilidad a los
antimicrobianos
f3-lactamasa, 18, 29-30, 189
concentracion inhibitoria minima,
16, 22-23, 24f, 25-26f, 27f, 28f
control de calidad, 18-19, 185
medios, 16, 19, 189, 200, 213
por difusién en disco, 16-18, 19-21,
20f
por la tira de gradiente, 16, 22-23,
24f, 25, 26f, 28f
notificacion e informacion, 17f, 31
seleccion de las pruebas, 16
suspension, caracteristicas, 19-20, 23
vigilancia, 22, 29-30
serotipos, 7, 9
subcultivo, 247
vacunas, 7
vs. H. haemolyticus, 16
Haemophilus parahaemolyticus, 12t
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Haemophilus parainfluenzae, 12t

Haemophilus paraphropilus, 12t

Hafnia spp., 137

Hemina. Véase Factor X

Hemocultivos, 245-246

Hielo seco, embalaje y etiquetado de las
muestras, 342-343

Hisopado nasofaringeo, muestras, 269—273

Hucker, modificacién de, reactivos, 220-221

IATA. Véase Asociaciéon de Transporte
Aéreo Internacional
Identificacion
de frascos de hemocultivos positivos, 246
de muestras fecales, 309-311
en el liquido cefalorraquideo, 259-267
H. influenzae, 7-16, 251f, 252f, 254, 255f
N. gonorrhoeae, 70-90
N. meningitidis, 248f, 250, 251f, 254-255,
256f
antisueros, 34—40
presuntiva, 247-257
S. pneumoniae, 50-57, 248f, 250, 251f,
252f, 255-256, 257f
S. Typhi, 113-120, 249f, 256, 258f
Shigella, 132-141
V. cholerae, 152—-162

J
JEMBECS®, placas, 217

K

Klingella denitrificans, 76t, 77, 79f, 80, 83, 86

Kirby-Bauer, prueba. Véase Prueba de
Kirby-Bauer

Kovac, prueba de oxidasa de. Véase Prueba
de oxidasa de Kovac

L

Laboratorios
de referencia
propésito, 5, 93
recomendaciones de la OMS, 1, 5, 310
recursos e inversiones, 2, 5-6, 63

procedimientos y practicas
adquisicién de medios y reactivos, 187
control de calidad de los medios y
reactivos, 183—186
obtencién de liquido cefalorraquideo y
transporte, 241-244
obtencién de muestras de sangre y
transporte, 237-241
preparacién de medios y reactivos,
187-188
procesamiento de muestras fecales,
309-319
respuesta a los brotes de enfermedad
diarreica, 303, 308¢
vigilancia de la resistencia a los
antimicrobianos, 22, 29-31, 46, 63,
66—67,71,93-94, 163
Véase también Antimicrobianos,
pruebas de susceptibilidad;
Identificacién y Pricticas
de seguridad en el laboratorio de
microbiologia
Lavado de manos, 176
Lejia, 179
Liofilizacién, 321-322, 324-325, 327, 330
Liquido
articular, 268
cefalorraquideo
aglutinacion por latex, 259
coloracién de Gram, procedimiento,
259-265
cultivo, 265-267
obtencién y transporte, 241-244
procedimientos primarios de
laboratorio, 259
del oido medio, 268
pleural, 267
Loeffler, coloraciéon azul de metileno,
221-222

M

McFarland, turbidez estandar, 226-231
Medios

abreviaturas, 189

adquisicién, 187

agar acidométrico, 189-190

agar bismuto sulfito, 113, 190-191
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agar cistina tripticasa, 40, 41f, 83-85,
194-195

agar chocolate, 193-194, 247

agar chocolate GC, 196-197

agar desoxicolato citrato, 113, 195

agar desoxicolato xilosa lisina, 215-216

agar entérico de Hektoen, 201-202

agar hierro de Kligler, 202-203

agar hierro lisina, 204

agar hierro triple azuicar, 202-203

agar infusién de corazon, 152, 159,
200-201

agar infusion de corazén con sangre de
conejo, 201

agar MacConkey, 204-205

agar Martin-Lewis, 205

agar Mueller-Hinton, 206-207

agar sangre, 8f, 35f, 50, 51f, 52f, 65, 113,
191

agar sangre de caballo, 202

agar SS, 210

agar Thayer-Martin, modificado, 205

agar tiosulfato citrato sales de bilis
sacarosa, 211-212

agar triptona soya, 213-214

agua de peptona alcalina, 190, 318

Amies, 216

buffer, salina fosfato, 209

caldo de silenio, 210-211

caldo de Todd-Hewitt, 212

caldo Gram negativo, 199-200

caldo para hemocultivo, 192

caldo triptona soya, 213-214

Cary-Blair, 216

control de calidad, 183-185

de motilidad, 206

de Stuarts, 216

de transporte de leche descremada
triptona glucosa gliceroe, 217-218

Dorset, huevos, 216

JEMBECS®, placas, 217

para la prueba de Haemophilus, 10, 18, 200

polisacaridos, 209-210

preparacion, 187-188

prueba de susceptibilidad GC, 197-198
salina fisioldgica, 209

selectivo para gonococo, 198-199
solucién de Greaves, 217

sulfito indol motilidad, 211
suministradores, 232, 233-235¢
trans-aislamiento, 218-219, 265-266,
266f
trans-crecimiento, 218
urea, 119, 135¢, 137, 138f, 214-215
Véase también cada medio por su
nombre especifico
Médula ésea, muestra, 267
Meningitis
epidemias, 33, 36
H. influenzae, 7,9
hemocultivos, 237
N. meningitidis, 33
resistencia a los antimicrobianos, 42
S. pneumoniae, 49
Metronidazol, 144
Microdilucién en caldo, 279-282
Etest®, comparacion, 22, 64
N. meningitidis, 42
S. pneumoniae, 57, 64
Moraxella catarrhalis, 77, 80, 83
identificacion, 85
Motilidad agar, prueba de. Véase Prueba de
agar motilidad
Muestras fecales
funcién del laboratorio, 309
manejo en brotes de enfermedad
diarreica, 309
funcién del laboratorio, 309
suministros del laboratorio, 303,
304-308¢
medios de transporte, 298-300
obtencién, 297-300
planilla para el registro, 302f
preparacién para embarque, 301-303
procesamiento por el laboratorio,
309-310
S. Typhi, recuperacién, 311-312
Shigella, recuperacién, 313-317
V. cholerae, recuperacién, 317-319

N
NCCLS, xx, 2, 16, 16n, 46n, 57n, 93n, 121n,
142n
H. influenzae, control de calidad de la
prueba de susceptibilidad a los
antimicrobianos, 21t
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N. gonorrhoeae, métodos recomendados,
90, 91, 92-93, 94, 99
N. meningitidis, control de calidad de la
prueba de susceptibilidad a los
antimicrobianos, 46
S. pneumoniae, control de calidad de la
prueba de susceptibilidad a los
antimicrobianos, 59, 60t,
63, 66
S. Typhi, prueba de susceptibilidad a los
antimicrobianos, 124
V. cholerae, control de calidad de la
prueba de susceptibilidad a los
antimicrobianos, 164, 169
Neisseria cinerea, 76t, 80, 83, 84f
Neisseria elongata, 76t, 77
Neisseria flavescens, 76t
Neisseria gonorrhoeae, 69-110
caracteristicas clinicas, 69
condiciones de incubacién, 285-288
cultivos, 70, 196-198, 221, 283, 284t, 289
enfermedades causadas por, 69
identificacion, 74, 209, 221, 225, 283, 294
coloracién de Gram, 290-294, 293f
control de calidad, 78t, 185
errOnea, 74
presuntiva, 70-73, 72f
procedimiento, 72f, 75
produccién de acido, 76t, 78t, 83-85,
84f
prueba de catalasa, 76t, 78t, 77-80, 79f
prueba de enzima-substrato, 77, 78t,
85, 86f
prueba de oxidasa, 71-73, 73f
prueba de produccién de polisacirido,
76t, 78t, 81-83, 82f
prueba de reduccién de nitrato, 76t,
78t, 85-90, 89f
prueba de resistencia a la colistina, 80
prueba de superoxol, 77-80, 78t, 79f
pruebas bioquimicas y enzima-
substrato, 76t, 77
infeccién en la uretra, 74
infeccién neonatal y pedidtrica, 69
obtencién de la muestra y transporte,
283, 286287t
almacenamiento del medio y
condiciones, 285, 326-328

transporte del medio, 285
pruebas de susceptibilidad a los
antimicrobianos
{2 lactamasa, 94, 97-99
clasificacion de los resultados, 92
concentracion inhibitoria minima, 90,
91, 105t, 108, 109¢, 110
control de calidad, 91, 99, 100f, 104,
108, 185
con reactivo liquido de nitrocefina,
98-99, 95¢
criterios de interpretacion, 92-93, 105t
106t, 108
indicacién para repetir las pruebas, 108
informacién y notificacién de las
pruebas, 70, 100f, 110
medio, 99, 197-198
métodos, 90-91, 97-99
morfologia, 290, 290t, 292f
penicilina-tetraciclina, fenotipo de
resistencia, 96
por difusion en disco, 90, 99-104, 103f
por gradiente antimicrobiano, 104-109
resistencia, 69-70, 91
vigilancia, 70, 94, 97
subtipos, 96
transmision, 69

Neisseria lactamica, 76t, 77, 80, 83, 84f, 85
Neisseria meningitidis, 33—48

cultivo, 34, 194-195, 218-219, 265-266
enfermedades causadas por, 33
identificacién, 36, 77, 83, 85, 225
confirmacién de la identificacidn,
3348
en liquido cefalorraquideo, 259-267
estuches comerciales, 40—42
obtencién de hisopados nasofaringeos,
269-270
para azucares rapidos, 42
presuntiva, 248, 249f, 251f, 251t,
254-255, 256f
procedimiento, 34, 35f
proteina de membrana externa, 34
prueba de oxidasa, 34-36, 37f
prueba de produccién de é4cido, 76¢
prueba de resistencia a la colistina, 76t,
80
prueba de superoxol/catalasa, 76t
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prueba de utilizacion de carbohidratos,
35, 40, 41f
serogrupos, 36—40
suspension, caracteristicas, 38, 39f
infecciones adquiridas en el laboratorio,
175
medidas de precaucién, 34, 245
medios de transporte y almacenamiento,
216
almacenamiento por congelacion, 324
liofilizacion, 324-325
por periodos cortos, 322-323
recuperacién de un almacenamiento,
325-326
potencial epidémico, 33
prueba de susceptibilidad a los
antimicrobianos
concentracion inhibitoria minima, 42,
44-46, 47-48, 47t, 279-282
control de calidad, 4648, 185
informacién y registro de los
resultados, 43f, 48
medios, 46
métodos, 42
por microdilucién en caldo, 42
por tiras de gradiente antimicrobiano,
42,44-46,47-48
suspension, caracteristicas, 40, 47
vigilancia, 46
serogrupos, 33, 36
subcultivo, 247
vacuna, 34
Neisseria mucosa, 76t, 84f
Neisseria polysaccharea, 76t
Neisseria sica, 76t
Neisseria subflava, 76t, 80, 83
Neisseria weaveri, 77
Neumonia, 237
H. influenzae, 7
obtencién y transporte de hemocultivos,
237
S. pneumoniae, 49
Nitrato, prueba de reduccién. Véase Prueba
de reduccién de nitrato
Nitrocefina, prueba. Véase Prueba de
reduccidn de nitrocefina
Nitrofuronas, 144
Nomégrafo, 259, 260f

Norfloxacino
Shigella, 143—144
V. cholerae, 152

0

Objetos punzantes, 176-177

Ofloxacino, 105t, 106t, 109t

Optoquina, prueba. Véase Prueba de
susceptibilidad a la optoquina

Organizacién de la Aviacién Civil
Internacional, 332

Organizacién Mundial de la Salud,
recomendaciones, 1, 5, 63, 310

Orina, muestra, 267-268

Otitis media, S. pneumoniae, 49

Oxacilin, 58t, 60t, 61

Oxidasa, prueba. Véase Prueba de oxidasa

P
Penicilina
N. gonorrhoeae, 69, 94-96, 95t, 105t, 106t
N. meningitidis, 42, 43f, 46, 47t
S. pneumoniae, 60t, 61, 63
Peroxido de hidrégeno (H20O3), en prueba
de superoxol/catalasa, 77-80
Pivmecilinam, 143
Placas de JEMBEC®, 217
Placas Quad ID, 1315, 15f
Polisacéridos, prueba de produccién de
Véase Prueba de produccion de
polisacaridos
Practicas de seguridad en el laboratorio de
microbiologfa
acceso al laboratorio, 176
accidentes, 180
aerosoloes, 177
autoclave, 178
comer, beber o fumar, 176
descontaminacion en derrames, 179—-180
desinfectantes, 179
disposicion de materiales contaminados,
178
fiebre tifoidea, prevencion, 111
lavado de manos, 176
limpieza, 177, 178
objetos punzantes, 176-177
pipeteo con la boca, 176
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précticas en instalaciones de GBN-2, 175
prevencion de incendios, 178-179
referencias de bioseguridad, 181
refrigeradores, mantenimiento, 178
reglas generales, 178
transporte de materiales de riesgo
bioldgico, 79
vacunacién del personal, 245
vestimenta y equipo de proteccion,
180-181
Preparacién de medios y reactivos, 187-188
Prevencién de incendios, 178-179
Proteus spp., 137, 159, 204
Providencia spp., 137, 159, 204
Pruebas
de agar motilidad, 206
control de calidad, 206
S. Typhi, 118-119
Shigella, 135, 135t, 137, 138
de catalasa, 72f, 77, 78t, 79f
de concentracion inhibitoria minima
H. influenzae, 16, 22-23, 24f, 25-26f,
27, 28f
N. gonorrhoeae, 90, 105t, 107, 109¢t, 110
N. meningitidis, 42, 44-46, 47-48, 47t,
279-282
S. pneumoniae, 57, 58, 63—66
de enzima-substrato, 72f, 77, 78t, 85, 86f
de Gram, por coloracién
liquido cefalorraquideo, 259-265
H. influenzae, 8f
N. gonorrhoeae, 71-73, 72f
N. meningitidis, 35f
reactivos, 220-221
S. pneumoniae, 52f
S. Typhi, 113, 114f, 115f
V. cholerae, 156, 156t, 159
de Kirby-Bauer, 16-17
de la cuerda
reactivos, 226
V. cholerae, identificacién, 156, 157f
de oxidasa
reactivos de Gordon y MacLead, 34n,
71n, 225
N. gonorrhoeae, 71-73, 73f
N. meningitidis, 34-36
reactivo, 208
V. cholera, 155-156, 156t

de oxidasa de Kovak
N. gonorrhoeae, 71-73, 72f, 73f
N. meningitidis, 34-36, 35f, 37f
reactivo, 225
V. cholerae, 155—156
de produccién de acido, 8385
N. gonorrhoeae, 72f, 75f, 76t, 78t,
83-85
N. meningitidis, 76t, 78t, 85
Véase también Prueba de utilizacion
de los carbohidratos
de produccién de polisacaridos, 72f, 76t,
78t, 81-83, 82f, 209-210
de reduccion de nitrato
mecanismo, 85-90
N. gonorrhoeae, 72f, 75f, 78t, 85-90, 89f
reactivos, 222-223
de reduccién de nitrocefina
H. influenzae, 29, 289
N. gonorrhoeae, 98-99
preparacion de reactivos, 223-224
de resistencia a la colistina, 75f, 76t, 78t,
80
de solubilidad en bilis, 52t, 54—56
de superoxol, 77-80, 79f
N. gonorrhoeae, 72f, 75f, 77, 78t, 79f
de susceptibilidad a la optoquina, 50-53,
50n, 52f, 53f, 56
de susceptibilidad GC, 99, 197-198
de utilizacién de los carbohidratos
N. meningitidis, 35f, 40, 41f
N. gonorrhoeae, 41t
de Widal, 112
por difusién en disco
H. influenzae, 16, 19-21
N. gonorrhoeae, 90, 99-104, 103f
S. pneumoniae, 57, 60—63
S. Typhi, 121, 122-128
Shigella, 141-142, 144-150
V. cholerae, 162, 165—-170

Puncién lumbar, 242-243, 243f
Pseudomonas spp., 157

Quaid Id, placas, 13-15, 15f
Quinolonas, resistencia, 112
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R

Reactivos
adquisicién, 187
coloracion de Gram (modificacion de
Hucker), 220-221
coloracién azul de metileno de Loeffler,
221-222
control de calidad, 186-187
desoxicolato de sodio, 226
fabricantes y suministradores,
232-233-235t
nitrocefina, 223-225
oxidasa, 225-226
preparacion, 187-188
prueba de reduccién de nitrato, 222-223
Referencia, laboratorios
propésito, 5, 93
recursos e inversiones, 2, 5-6, 63
recomendaciones de la OMS, 1, 5, 310
Refrigeracion, equipo, 178
almacenamiento por congelacién, 321,
324, 326-327, 329
Regulaciones de embalaje y embarque de
sustancias infecciosas y muestras
diagnosticas
clasificacion de las muestras, 333
coordinacién con el destinatario, 309, 344
de muestras para diagndsticos, 333,
341-342, 342f
de sustancias infecciosas, 333, 339-340,
341f
etiquetado y marcas requeridas, 334-339¢
organizaciones de regulacién, 331-332
reglamentacion sobre mercancias
peligrosas, 333, 343-344
transporte, 331
utilizacién de hielo seco, 342—-343
Requerimientos de factores de crecimiento
H. influenzae 7, 8f, 12-15, 12t, 14f
V. cholerae, 152
Rifampina. Véase Rifampicina
Rifampicina
N. meningitidis, 42, 43f, 47, 47t
S. pneumoniae, 66

S

Salina fisioldgica, 209
Salmonella Enteritis, 111
Salmonella Paratyphi, 111, 118¢, 119
Salmonella-Shigella, agar, 210
Salmonella Typhi, 111-129
almacenamiento de los aislamientos,
328-330
diagnostico de la fiebre tifoidea, 112
fiebre tifoidea, mortalidad y morbilidad,
111
huésped, 111, 202
identificacién, 210, 215-216
medio de cultivo, 195
medio de urea, 119
muestras de heces, 309-310, 311-312
notificacion y registro, 113, 115f
presuntiva, 249f, 254, 258f
procedimiento, 113, 114f
prueba de motilidad, 118-119
pruebas de agar hierro, 116-117, 117f
serologfa en ldmina, 119-120, 120f
infecciones adquiridas en el laboratorio,
175, 245
morbilidad y mortalidad por fiebre
tifoidea, 111
prueba de susceptibilidad a los
antimicrobianos
actividad in vivo, 121
agentes antimicrobianos, 121¢
control de calidad, 124-125, 185
interpretacién estandar, 125¢, 126-128
medio, 122, 124-126, 190-191
método, 121
notificacién y registro, 113, 115f, 127f
por difusién en disco, 122128
procedimiento, diagrama, 123f
pruebas adicionales, 122
transmision, 111
vacunas, 112
Sangre
desfibrinada, 188
obtencién y transporte de muestras,
237-241
Selenito, caldo, 210-211
Shigella spp., 131-150
almacenamiento de los aislamientos,
328-329
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antisuero, 140
boydii, 140

caracteristicas clinicas de la infeccién, 131

dysenteriae
caracteristicas clinicas, 131
identificacién, 140t, 205, 216
en muestras fecales, 309—310
serolégica, 137-141, 140t
flexneri, 131, 135, 140t, 195, 204, 316f,
317f
identificacion, 204, 215
aglutinacion, 141, 141f
en muestras de heces, 309-310,
313-317
medio de urea, 137
medio selectivo, 195
métodos, 132
procedimiento, 131, 133f
prueba de agar hierro, 132, 136f
prueba de agar motilidad, 135-137,
138f
registro, 134f
seroldgica, 134-141
infecciones adquiridas en el laboratorio,
175
prueba de susceptibilidad a los
antimicrobianos, 141-142
agentes antimicrobianos para el
tratamiento y las pruebas, 143—144,
143t
control de calidad, 148, 185
documentacién e informacién, 142,
146, 149
eficacia in vivo, 144
fuentes de error, 148, 150
lineamientos generales, 143—144
medio, 144
preparacion del in6culo, 145
procedimiento, 145-146
vigilancia, 142
recuperacién de las heces, 309-310,
313-317
sonnei, 131, 140t
subgrupos y clasificacion de serotipos,
131, 140t
Silica, gel, paquetes, 323

Sodio, reactivo. Véase Reactivo desoxicolato

de sodio

Solucién de Greaves, 217
SS agar. Véase Agar SS§
Streptococcus pneumoniae, 49-67

almacenamiento y medios de transporte,
216
a largo plazo, 326
liofilizacion, 324-325
por congelacién, 324
por periodos cortos, 322-323
recuperacién de un almacenamiento,
325-326
cultivos, 50, 51f, 212, 218-219
descripcién, 49
enfermedades causadas por, 49
identificaciéon, 50
de susceptibilidad a la optoquina,
50-53, 53f, 56
en el liquido cefalorraquideo, 259-267
estuches comerciales, 56
hisopados nasofaringeos, 269-270
presuntiva, 247-248, 248f, 251f, 252f,
255-256, 257f
prueba de solubilidad en bilis, 56-57
serotipificacion y tipificacién de
Quellung, 56-57, 275-278, 278t
vs. Estreptococo viridans, 50-53
poblacién susceptible, 49
pruebas de susceptibilidad a los
antimicrobianos
concentracion inhibitoria minima, 57,
63—-66
control de calidad, 59, 185
cultivos, 50, 51f, 212, 218-219
diagrama de flujo, 52f
documentacién e informacion, 58f, 67
serotipificacion vy tipificacion de
Quellung, 56-57, 275,278, 278t
medios, 59, 61
métodos, 57
por difusién en disco, 57, 61-63
por tiras de gradiente antimicrobiano,
57, 63-66
vigilancia, 49, 63, 6667
subcultivo, 247
vacunas, 49

Stuarts, medio. Véase Medio de Stuarts
Subtipos, caracterizacién, 96-97
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Sulfito indol motilidad. Véase Medio sulfito
indol motilidad
Sulfonamida
H. influenzae, 19
N. meningitidis, 42, 46
S. pneumoniae, 59
Shigella, 144
V. cholerae, 164
Superoxol, prueba. Véase Prueba de
superoxol

T

Tetraciclina
N. gonorrhoeae, 69, 94-96, 95t, 105t, 106¢
S. pneumoniae, 66
Shigella, 145
V. cholerae, 152, 163t, 164, 165t, 168
Tiosulfato citrato sales de bilis sacarosa,
211-212
Tipificacién de Quellung de Streptococcus
pneumoniae, 275-277, 278t
Tood-Hewitt, caldo, 212
Trans-aislamiento, medio, 218-219,
265-266, 266f
Trans-crecimiento, medio, 218
Transporte, medios, 216-219, 270-273, 285,
298
Trimetoprima-sulfametoxazol
H. influenzae, 17f, 18, 21t
N. meningitidis, 43f, 47t
S. pneumoniae, 58f, 59, 60t, 61, 65
S. Typhi, 112, 1214, 125, 127f, 128
Shigella, 143, 1431, 146, 147f, 1481, 149f,
150
V. cholerae, 152, 163t, 164, 165t, 168f
Triple azicar, agar hierro. Véase Agar
hierro de Kligler y Agar hierro triple
azucar
Turbidez esténdar de McFarland, 226-231

)

Vacunas
H. influenzae, 7
N. meningitidis, 34
para el personal de laboratorio, 245
S. pneumoniae, 49
S. Typhi, 112

Vancomicina, 66
Venipuntura, 239-241, 240f
Vestimenta, proteccion, 180-181
Vibrio cholerae, 151-171
almacenamiento, 328-330
enriquecimiento en agua de peptona
alcalina, 318
identificacién
coloraciéon de Gram, 159
documentacion, 154f
en muestras de heces, 309-310,
313-317
medio de cultivo, 152, 211
métodos, 152, 155, 156t
microscopias, 159
presuntiva, 159—-160
procedimiento, 153f
pruebas de agar hierro, 157-159, 158f
prueba de la cuerda, 156
prueba de oxidasa, 155
respuesta a la epidemia, 159
serologica, 159-162
identificacion geogriéfica, 151
infecciéon adquirida en el laboratorio, 175
pruebas de susceptibilidad a los
antimicrobianos
agentes recomendados, 163, 163¢
consideraciones especiales, 164
control de calidad, 169-170, 185
fuentes de error, 169-170
indculo, preparacion, 166
medios, 165-166, 189—190
procedimiento, 166-167
registro y notificacién de los datos,
167-169, 168f, 170-171
vigilancia, 163
serogrupos y biotipos, 151, 159
Vigilancia en los laboratorios. Véase
Laboratorio, vigilancia de la
resistencia a los antimicrobianos
Viridans, estreptococos, 50-53

W
Widal, prueba. Véase Prueba de Widal

z
Zing, polvo, 8687, 223
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