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2. INTRODUCCION

La poblacién cada vez exige mayor calidad en Salud y principalmente en
la salud publica, y para poder cumplir con ello es necesario contar con
mecanismos eficaces que aseguren la calidad de la atencién de los usuarios de
la asistencia publica. Frente a eso es necesario que la seccién de Microbiologia
del Hospital Regional Coyhaique para su correcto funcionamiento cuente con un
adecuado y constante control de calidad sobre todo en las etapas operativas que
incluyen tinciones, reactivos y medios de cultivo, para de esta forma asegurar
una adecuada practica en el aislamiento, identificacion y caracterizacion de
agentes etiolégicos y su correspondiente prueba de susceptibilidad como una
guia de terapia para los Clinicos del Hospital Regional.

3. OBJETIVO:

e Asegurar la calidad técnica de los procedimientos analiticos que se
realizan en el laboratorio de microbiologia y medios de cultivos a utilizar.

4. RESPONSABLES:

RESPONSABLE

FUNCION

Jefe de Laboratorio Clinico

Velar por el cumplimiento de Ila
normativa.

Tecnodlogo Médico
Microbiologia, TM de turno

Conocer y aplicar la normativa descrita en
este protocolo

Cumplir con los requerimientos vy
exigencias que aplican a su area y se
describen en este protocolo.

5. ALCANCE

e Los controles de calidad interna seccién microbiologia deben aplicarse a
los procedimientos, técnicas y procesos ejecutados en la seccion.

6. EXCEPCIONES: N/A

7. TERMINOLOGIA

* Cepas ATCC: American type culture collection o (ATCC ®)
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8.

8.

8.

DESCRIPCIONES D ELAS ACTIVIDADES DEL PROCESO:

1. Equipos, reactivos y materiales:

Cepas ATCC y cepas propias puras.
Medios de cultivo preparados en placas.
Tubos con caldo

2. Control de calidad interno:

8.2.1. Control de calidad medios de cultivos comerciales:

Cada uno de estos medios de cultivo trae un inserto de control de calidad
donde se senala:
o Nombre del medio de cultivo
Fecha de elaboracion
Fecha de vencimiento
Condiciones de almacenamientos
Control de esterilidad
Control de desarrollo realizado con cepas ATCC, por el fabricante.

O O O O O

Estos registros se almacenaran en un archivador destinado a este fin, en
la misma seccion por el periodo de 1 afo.

Las placas de cultivo que se adquieren preparadas son:

Medio Cultivo Medio Cultivo Medio Cultivo
Agar Sangre Agar Chocolate Agar SS
Agar Mc Conkey Agar Thayer Martin Agar XLD
Agar Miiller Hinton Agar TCBS Medio Tioglicolato
Agar Sangre/Mc Conkey Agar Cromo Candida
Agar Saboreaud Agar Mc Conkey/Sorbitol

8.2.2. Control de Calidad de los Medios de Cultivo preparados en
el Laboratorio Clinico Hospital Regional Coyhaique:

Los medios que se preparan en la secciéon y que se utilizan para siembra
de muestras clinicas y aislamientos primarios son elaborados en
circunstancias particulares, en las cuales no existen medios comerciales

disponibles.

Los medios a preparar para diagnoéstico pueden ser los siguientes:
Agar TSI

Agar LIA

Agar MIO

Agar Citrato de Simmons

O O O O

W
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Agar Urea de Christensen
Agar Sangre

Agar MacConkey

Agar Muller Hunton

Agar SS

Agar XLD

Agar TCBS

Caldo Columbia

O O 0O O O O 0O O

8.2.3. Control de Esterilidad:

o Cada vez que se preparen nuevo stock de medios de cultivos se realizara
control de esterilidad a los medios y los datos se registraran en una ficha
técnica, almacenada en un archivador en la seccidn.

e FEl control de esterilidad se realiza seleccionando el 5% de los medios
preparados, los cuales se incuban a 35°C por 24 horas en atmosfera de
aerobiosis. Observar a las 24 horas los medios controlados:

Conformidad: No deben presentar ningun desarrollo de colonias de
microorganismos y los caldos deben estar totalmente transparentes
evidenciando que no hay desarrollo microbiano. Se vuelven a revisar a las 48
horas y se registra.

8.2.4. Control de Crecimiento:

e Se realiza con cepas ATCC y cepas propias cada vez que se preparan los
medios de cultivos en nuestro laboratorio:

Agar Sangre Cordero 5%:
e Staphylococcus aureus ATCC 25923, 24hrs. Desarrollo de colonias con
beta hemolisis.
e Escherichia coli ATCC 25922, 24hrs. Desarrollo de colonias no
hemoliticas.

Agar McConkey:
e Escherichia coli ATCC 25922, 24hrs. Desarrollo de colonias lactosa
positivas.
e Pseudomona aeruginosa ATCC 27853, 24hrs. Desarrollo de colonias
lactosa negativas.

Agar SS:
e Salmonella sp., 24 hrs. Desarrollo de colonias lactosa negativa H2S
positivo.

e Escherichia coli ATCC 25922, 24 hrs. Desarrollo de colonias lactosa
positivo H2S negativo.

e Staphylococcus aureus ATCC 25923, 24hrs. No hubo desarrollo
bacteriano.

Caldo NacCl 6,5%
* Enterococcus faecalis ATCC 29212, 24 hrs. Buen desarrollo (caldo turbio).

» Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, 24hrs. Sin desarrollo microbiano
(caldo transparente).
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Agar TSI:

e Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, 24 hrs. Tubo color color rojo y
amarillo (K/A), produccion de gas, sin produccion de H2S.

e FEscherichia coli ATCC 25922, 24hrs. Tubo color amarillo (A/A), produccion
de gas, sin produccion de H2S.

e Pseudomona aeruginosa ATCC 27853, 24 hrs. Tubo mantiene el color del
medio (R/R) sin produccion de gas ni produccion de H2S.

e Proteus vulgaris ATCC 6380, 24 hrs. Produccion de HsS.

Agar LIA:
e Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, 24 hrs. Tubo color lila y amarillo
(K/A), sin descarboxilacion de lisina, sin produccion de H.S.
e Proteus vulgaris ATCC 6380, 24 hrs. Deaminacion de la lisina (R/A) y
producciéon de H,S.
e Salmonela sp, 24hrs. Produccion de H,S.

Agar MIO:
e Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, 24 hrs. Movilidad negativo, Indol
negativo y Ornitina negativo
e FEscherichia coli ATCC 25922, 24hrs. Movilidad positiva, Indol positivo y
Ornitina positivo.

Agar Urea Christensen:
e FEscherichia coli ATCC 25933, 24hrs. Urea negativa, tubo color amarillo
palido
e Proteus vulgaris ATCC 6380, 24hrs. Urea positiva, tubo color fucsia.

8.2.5. Control de Calidad de Sensidiscos:

Materiales:

Placas de agar Muller Hinton (adquiridas y/o preparadas en el Laboratorio)
Térulas estériles
Cepas ATCC:

o Staphylococcus aureus ATCC 25923

o Enterococcus faecalis ATCC 29212

o Pseudomona aeruginosa ATCC 27853

o Escherichia coli ATCC 25922

Se utilizan tablas CLSI vigentes.
Suero fisiologico para la emulsion
Sensidiscos.

Procedimiento:

a) Se prepara una emulsion bacteriana con una concentracion Mac Farlan
0,5 con la que se siembra la superficie del medio de cultivo en placa
MUeller Hinton.

b) Las placas con medio Miller Hinton deben tener un espesor uniforme de
aproximadamente 4 mm. La superficie del medio debe ser humeda, pero
sin gotas en la superficie o en la tapa de la placa.
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c)

d)

e)

f)

Conservacion de los sensidiscos mantener a temperatura de -20°C a 8°C,
segun las indicaciones del fabricante.

Los viales de sensidiscos con drogas b-lactaémicos deben ser almacenadas
congelados, excepto cantidades pequefias para el trabajo diario. Estas
cantidades de uso diario pueden ser refrigeradas por 3 semanas.

Los viales de sensidiscos que no hayan sido abiertos deben ser sacados
del refrigerador o congelador, 1 0 2 horas antes de ser usados para igualar
su temperatura a la temperatura ambiente. Después de esto abrir.
Utilizar sensidiscos solo si estan dentro de su fecha de uso, no usar fuera
de plazo de expiracion.

g) Antibidticos usados en Control de Calidad segun cepa ATCC

Staphylococcu Enterococcus Escherichia coli Pseudomona
S aureus faecalis ATCC 25922 aeruginosa
ATCC 25923 ATCC 29212 ATCC 27853
Cefoxitina Gentamicina alta Ampicilina Gentamicina
carga
Rifampicina Septrin Cefazolina Ciprofloxacino
Clindamicina Nitrofurantoina Imipenem
Eritromicina Gentamicina Meropenem
Gentamicina Ciprofloxacino Piperacilim/tazobacta
m
Ciprofloxacino Septrin Cefotaxima
Septrin Amikacina Ceftazidima
Vancomicina Piperacilina/tazobact Amikacina
am
Ampicilina/sulbactam
Ceftazidima
Imipenem
Meropenem
Cefotaxima

h) Incubar las placas a 35°C por 24 hrs. en estufa de aerobiosis.

8.2.6. Interpretacion de los resultados de la prueba de difusidén

en disco:

Las tablas de la CLSI indican los criterios para interpretar los didmetros
de zona para categorizar los niveles de susceptibilidad de los
microorganismos a diferentes antimicrobianos.

Las tablas CLSI deben ser las vigentes, ya que periddicamente pueden
sufrir modificaciones.

Las cepas de control de calidad deben ser probadas con el procedimiento
estandar del método de difusion, utilizando los mismos materiales y
metodos que se utilizan cuando se tratan muestras de pacientes.

Los limites aceptables de las pruebas de difusién para una combinacion
droga-cepa control se presentan en las tablas CLSI.

m@m
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e Este control se realizaréd cada cambio de lote de placas de agar Muller
Hinton o cada 6 meses de no haber cambio de lote, dejando registros en
el cuadernillo destinado a este fin que se guardara por 1 afio en la seccion
para luego ser enviado a bodega por un periodo total de 5 afios.

e El andlisis de resultados se realizara inmediatamente para cada una de
las cepas controladas, con el fin de aplicar medidas correctivas en caso
de no obtener los resultados esperados.

8.2.7. Control de Test Inmunocromatograficos:

e El control de test inmunocromatograficos se realizara por cada lote de kit
implementado en la seccion de microbiologia del Hospital Regional
Coyhaique. Se verificard 1 test de cada prueba, utilizando el buffer de
corrida que esta incluido en cada kit.

e En el caso de los test inmunocromatograficos que incluyan control
positivo, la técnica se controlara solo con el control positivo del kit.

8.2.8. Control de Tinciones:

e Para el control de tincidon de Gram se utiliza lamina Gram Slide de BD y se
realiza 1 vez por semana.

e Los resultados se registraran en la planilla correspondiente, la cual sera
almacenada durante 1 afio dentro de la seccion.

8.2.9. Control de Temperatura:

e Diariamente se realizara lectura de refrigeradores, congeladores y estufas
de cultivo.

e Los rangos de temperatura en los que se deben encontrar los equipos
sera:
o Estufas: de acuerdo a procedimientos (ejemplo 36°C).
o Refrigeradores: entre 4°-8°C
o Congeladores: -20°/-30°C, si se guardan cepas.

8.2.10. Control de Calidad Externo:

e Manejo de los resultados del programa de evaluacion externa de la calidad
(PEEC).

o Identificacion bacteriana (segiin PEEC area de bacteriologia ISP)
e El laboratorio de acuerdo a su complejidad debe registrar el puntaje

obtenido en la identificacién bacteriana que corresponde a la concordancia
de género y especie de las cepas evaluadas.
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El laboratorio frente a no conformidades debe revisar el listado de
verificacion adjunto con los resultados, y aplicar acciones correctivas
pertinentes.

o Documentar acciones correctivas

o Indicar si corresponde aplicar acciones preventivas y cuales seran.

o Mantener los registros correspondientes.

Concordancia del método de susceptibilidad (segun PEEC &rea de
Bacteriologia ISP).

El laboratorio debe registrar el puntaje obtenido en la concordancia del
método de susceptibilidad.

El laboratorio frente a No Conformidades debe revisar el listado de
verificacion adjunto y aplicar acciones correctivas:

o Documentar acciones correctivas.

o Si corresponde aplicar acciones preventivas y cuales seran.

o Mantener los registros correspondientes.
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9. ANEXOS:

Anexo 1: Registro Control de Calidad de Medios de Cultivo Esterilidad

Facha de Emisidn:

REGISTRO CONTROL DE CALIDAD DE

MEDIQS DE CULTIVO PREPARADRQOS Revisidn:
ESTERILIDAD
SERVICIO SALUD AYSEN Fecha de revision:
HOSPITAL REGIONAL
| COYHAIQUE
Seccidn Microbivlogia PROCEDIMIENTO CONTROL DE CALIDAD PAGINA
Medio de cultive Lote Facha de Fecha Fecha Control Control Observacionss
vencimiento | preparacién | Incubacion | esterilidad esterilidad
24 horas 48 horas
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Anexo 2.- Registro Control de Calidad Medios de Cultivos Crecimiento
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REGISTRO CONTROL OE CALIDAD DE
MEDIOS DE CULTIVO PREPARADOS

CRECIMIENTO

Fecha de Emision:

Revisidn:

Fecha de revisidn:

Seccidn Microbiologia

PROCEDIMIENTCO CONTROL DE CALIDAD

PAGINA

Medio de cultivo

Lote

Facha de
vencimiento

Fecha
preparacion

Fecha
Incubacion

Cepa testeada | Control
crecimiento
24 horas

Observaciones

e =,
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Anexo 3: Registro Control de Calidad de Medios de Cultivo Bateria
Bioquimica

Fecha de Emisidn:

Gobierno
de Chile

REGISTRO CONTROL DE CALIDAD
MEDIOS DE CULTIVOS PREPARADOS Revision:
BATERIAS BIOQUIMICAS

Fecha de ravision:

SERVICIO SALUD AYSEN

HOSPITAL REGIONAL

COYHAIQUE

Seccién Microbiolopia PROCEDIMIENTO CONTROL DE CALIDAD PAGINA

Medio Cultivo Lote Fechade Fecha Fecha 112]314]5] 6| Observaciones
vencimiento | preparacién incubacion

Cepa 1.- Kiebsiella pneumoniae 700603 Cepa 2.- Escherichia coli 25922 Cepa 3.- Pseudoming geruginosa 27853 Cepa 4.- Proteus vulgaris 63080

Cepa 5.- Saimonelia Typhimurium Tubo 6.- control esterilidad

W
e
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Anexo 4: Registro de Control de Calidad Sensidisco.

. Fecha de Emisidn:
Gobierno
de Chile
REGISTRO CONTROL DE CALIDAD Revisidn:
SENSIDISCOS
Escherichia coli
SERVICIO SALUD AYSEN ATCC 25922 Fecha de revision:
HOSPITAL REGIONAL
| COYHAIQUE
Seccion Microbioiogia PROCEDIMIENTO CONTROL DE CALIDAD PAGINA
TM. siembra Fecha AM z";g _;f ) }3’}9 T™. Observaciones
siembra i a2 2 ectura

F/M: NITROFURANTOINA] AN: AMPICILINA, h: GENTAMICINA, CF: CEFAZOUNA. SXT: SEPTRIN

. Fecha de Emisidn:
Gobierno
de Chile
REGISTRO CONTROL DE CALIDAD Rewvisidn:
SENSIDISCOS
Escherichia coli
SERVICIO SALUD AYSEN ATCC 25922 Fecha de revisién:
HOSPITAL REGIONAL
| COYHAIQUE
Seccidn Microbiolo‘fl PROCEDIMIENTO CONTROL DE CALIDAD PAGINA
T siembra Fecha SAM MEM P LAz el CTX AN F1IZ 1 TM. Observaciones
) 1924 | 2835 | 2632 | 2532 | 2938 | 2835 | 926 | 2430
siembra o) i e ey it S . o | leCtura

SAR: AMPICILINA/SULBACTAM. MEM: MEROPENEM.  164P: IMIPENEM. CAZ: CEFTAZIDIMA. L1P: CIPROFLOXACING  CTX: CEFOTANIMA, AN: AMIKACINA PTZ: PIPERACIUNA/TAZOBACTAM.
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o Fecha de Emision: f
i Gobierno
e de Chile :
REGISTRO CONTROL DE CAUDAD Revisidn:
SENSIDISCOS
Enterococcus faecalis
SERVICIO SALUD AYSEN ATCC 29212 Fecha de revisidn:
HOSPITAL REGIONAL
COYHAIQUE
Seccidn Microbiologia PROCEDIMIENTO CONTROL DE CAUDAD PAGINA
TM. siembra Fecha siembra 57X GN1Z0 TM. lectura Observaciones
<20 mm 1633 mm

S DG SEPIRIN

. Fecha de Emision:
Gobierno
de Chile
REGISTRO CONTROL DE CALIDAD Revisidn:
SENSIDISCOS
Pseudomona aeruginosa
SERVICIO SALUD AYSEN ATCC 27853 Fecha de revision:
HOSPITAL REGIONAL
| COYHAIQUE
Seccidn Microbiologia PROCEDIMIENTO CONTROL DE CALIDAD PAGINA
TM. siembra Fecha oM AN | OMEM | OMP | OP | CAZ | CIX | T2 M, Observaciones
) 1723 | 2026 | 2733 | 2028 | 2532 | 2228 | 1822 | 2532

Gk GENTAMICINA,  AN: AMIKACINA.  MEM: MEROPENEM.  IMP: IMIPENEM.  Cif: QPROFLOXACING.  CAZ: CEFTAZIDIMA.  CTX: CEFOTAXIMA. mwxmxuummcrmj

W
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REGISTRO CONTROL DE CALIDAD

SENSIDISCOS

Staphylococcus aureus

ATTC 25923

Facha de Emision:

Revisidn:

Fecha de revisidn:

Seccidon Microbiologia PROCEDIMIENTO CONTROL DE CALIDAD PAGINA
TM. siembra | Fecha STX A VA < £ d FOX M | TM. lectura Observacionss
) 2432 | 2634 | 12y | 2e30 | 2230 2230 | 229 | 1wy
siembra mm mm mm mm mm mm mm mm

STX: SEPTRIN, RA: RIFAMPICINA.  VA: VANCOMICINA.

CC: CUNDAMICINA. - E: ERITROMICINA. - (IP: CIPROFLOXACING.  FOX: CEFOXITINA,  GM: GENTAMICINAY]

h

Manual de Control de Calidad Interno Seccién Microbiologia

15



it

SERVICIO SALUD AYSEN
HOSPITAL REGIONAL COYHAIQUE

?%ﬂ Gobierno
%eia, de Chile

<%

Anexo 5: Registro Control de Calidad Test Inmunocromatograficos

Gobierno
de Chile

REGISTRO CONTROL DE CALIDAD
TEST INMUNOCROMATOGRAFICOS

Fecha de Emision:

Revisign:

Fecha de revisidn:

SERVICIO SALUD AYSEN
HOSPITAL REGIONAL
Seccidon Microbiologia PROCEDIMIENTO CONTROL DE CALIDAD PAGINA
Test Lote Fecha de Fecha fecha Resultado Observaciones
inmunocromatografico apertura vencimiento | verificacion

W
Manual de Control de Calidad Interno Seccion Microbiologia
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Anexo 6: Registro Control de Calidad Tincién de Gram

SERVICIO SALUD AYSEN
I HOSPITAL REGIONAL

REGISTRO CONTROL DE CALIDAD
TINCION DE GRAM

Fecha de Emision:

Revisidn:

Fecha de revision:

| COYHAIQUE
Seccion Microbig!ogfa PROCEDIMIENTO CONTROL DE CALIDAD PAGINA
Fecha Lote Gram Fecha vencimiento | Lote Tincién | Fecha Vencimiento |  Resultado Observaciones
Slide Gram Slide de Gram Tincion de Gram pey e

e

Manual de Control de Calidad Interno Seccién Microbiologia

17



