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1.

Introduccion

En este informe, se presenta el resumen de las técnicas y procesos utilizados
en el Laboratorio de Microbiologia para el diagnédstico y tratamiento efectivo
de las enfermedades infecciosas. Estas actividades incluyen la preparacion
de medios de cultivo, el procesamiento de muestras clinicas, la identificacion
y la determinacion de su susceptibilidad a antibidticos de los distintos
microorganismos patégenos.

Justificacion

El Laboratorio de Microbiologia desempefia un papel fundamental en los
Institutos y Hospitales al proporcionar herramientas y resultados precisos
para la prevencion, deteccion y tratamiento de enfermedades infecciosas.
Las enfermedades infecciosas representan una importante causa de
morbilidad y mortalidad a nivel mundial, especialmente en los paises menos
desarrollados. La capacidad evolutiva de los microorganismos patogenos
para adaptarse y desarrollar resistencia a antibiéticos complica su tratamiento
y destaca la importancia de una identificacién precisa (Losa, 2022; ISID,
2019; Linoj et al., 2021).

Datos generales de la institucion en que se realiza el servicio

El Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia "Manuel Velasco Suarez"
(INNNMVS) es un organismo publico descentralizado de tercer nivel del
sector salud de México, dedicado a la investigacion, formacion y atencién
médica de alta especialidad para enfermedades del sistema nervioso. Es
considerado uno de los principales centros dedicados al estudio de las
ciencias neurologicas. Las tres principales divisiones de las neurociencias
clinicas: Neurologia, Neurocirugia y Psiquiatria, sus resultados han probado
que ese disefio fue la eleccidn correcta para el estudio integral de las
enfermedades cerebrales (INNN, 2024).

Mision:

Contribuir al bienestar y la equidad social en cumplimiento con el derecho de
proteccion a la salud a través de la innovacion cientifica, la excelencia
académica y, la calidad y seguridad de los servicios de salud en el ambito de
las ciencias neurologicas (INNN, 2024).

Vision:

Ser la Institucién Publica de Salud lider a nivel nacional y en América Latina,
en investigacion y difusién cientifica, en la formacion de capital humano y en
la promocion de habitos saludables y atencion médica integral en el campo
de las enfermedades del sistema nervioso (INNN, 2024).



Objetivos

Objetivo general

Desarrollar habilidades y competencias en el procesamiento y andlisis de
muestras clinicas, control de calidad y técnicas de laboratorio en el area de
Microbiologia para la identificacion de patdégenos.

Objetivos Particulares

1. Revisar los métodos de esterilizacion y preparacion de los medios de
cultivo empleados en el laboratorio; asi como verificar el control de calidad
en cada proceso.

2. Desarrollar competencias en el procesamiento y registro de muestras
clinicas, asi como en la generacion de informes mensuales precisos y
oportunos.

3. Identificar patégenos presentes en las muestras clinicas y establecer
su perfil de susceptibilidad antimicrobiana, asi como sus mecanismos de
resistencia, a través de métodos convencionales y moleculares.

4. Concluir en un resumen todas las actividades aprendidas y realizadas
en el servicio social.

Metodologia

5.1 Preparacion de medios de cultivo, manejo de esterilizacion de medios de
cultivo y control de calidad (4 semanas):

* Preparacién de medios de cultivo

* Esterilizacion de material de laboratorio

+ Control de calidad de medios de cultivo

* Control de calidad de limpieza de material de laboratorio

* Revision de medios de cultivo empleados en el laboratorio

5.2 Procesamiento y registro de muestras clinicas de acuerdo a su origen (8-
12 semanas):

+ Siembra y procesamiento de muestras clinicas

* Realizacion de tinciones de laboratorio y uso de microscopio

* Procesamiento de muestras seroldgicas

* Realizacion de pruebas moleculares FilmArray

» Toma de pruebas rapidas de COVID-19 e Influenza A/B

* Registro de muestras en bitacora

* Generacion de informe mensual

5.3 Identificacion de patégenos en muestras clinicas (8-12 semanas):

* Identificacion bacteriana por métodos convencionales y automatizados
*Determinacion de  susceptibilidad antimicrobiana por métodos
convencionales y automatizados



* Identificacion de mecanismos de resistencia
» Clasificacion de microorganismos por perfil de resistencia

5.4 Resumen todas las actividades aprendidas y realizadas (4 semanas):
* Elaboracién de reporte.

Actividades realizadas en el instituto

Mi servicio social inicialmente se basd en la teoria para aprender los
fundamentos de los estudios que se realizan en el laboratorio, el como
manejar los equipos y posteriormente la practica para realizar los
procedimientos correspondientes.

6.1 Preparacion de medios de cultivo, manejo de esterilizaciéon de medios de
cultivo y control de calidad (4 semanas):

Durante mi estancia en esta primer area, conoci, estudié y prepare los
distintos tipos de medios de cultivo (ver Anexo 1) y su utilidad para cada
muestra clinica que se recibe en el Laboratorio de Microbiologia, es decir,
identifique los medios que estan enriquecidos como lo es el agar Gelosa
Sangre (GS), el agar Gelosa Chocolate (GC), el caldo Tioglicolato, el caldo
Soya Tripticaseina; los medios nutritivos como el agar Mueller-Hinton; asi
mismo con los medios selectivos como el agar Dextrosa Sabouraud, el medio
Lowestein-Jensen, el medio MGIT, por ultimo los medios selectivos y
diferenciales que son el agar MacConkey, agar Salmonella-Shigella y
CHROMagar para levaduras.

Prepare las pruebas bioquimicas (ver Anexo 2) para Gram negativos (Agar
Hierro de Kligler, Citrato de Simmons, Lisina Hierro Agar, medio MIO, caldo
Malonato y Vogues-Proskauer), también realice la preparacion de las pruebas
para Gram positivos: caldo rojo de fenol y Agar bilis esculina (ver Anexo 3).

Al finalizar la elaboracion de todos los medios de cultivo se toma un control
de cadalote y se incuba durante 24 y 48 h, verificando cada 24 h el resultado,
se espera que no exista crecimiento de ningun microorganismo durante las
48 h de incubacion; de lo contrario revisar el ticket (ver Anexo 4) de la
autoclave (ver Anexo 5), para comprobar si la temperatura y presion se
mantuvieron constantes (121°C y 20 PSI) durante los 15 minutos de
esterilizacion, si los bioindicadores (Geobacillus stearothermophilus,
organismo de referencia aceptado (por la ISO y USP) para validar los
procesos de esterilizacion por calor humedo) fueron negativos (no presento
cambio de color después de 24 h de incubacidn), e indagar si todo el proceso
se realizo en condiciones de asepsia. El control de esterilidad se realiza sobre



el 5% del lote preparado, si presenta crecimiento, se rechaza el lote (Méndez,
Quintos & Herrera, s.f.).

Los medios de cultivo requieren llevar un control para verificar que el lote
realizado no se contamind durante el proceso de preparacion y almacenaje
(ver Anexo 6), la contaminacion también puede deberse al tiempo que pasan
en la mesa de siembra.

La preparacidon se realiza desde el pesaje del medio, la hidratacion, la
esterilizacion en autoclave, el plaqueo, el almacenaje, y el registro de cada
lote en la bitacora correspondiente.

La limpieza del material de vidrio es crucial para evitar la contaminacion de
los medios que van en tubo, y no exista un error al reportar algun resultado
por ello, los materiales de vidrio se esterilizan previamente en la autoclave,
su control se realiza en un tubo aleatorio de cada gradilla, con 3 gotas de azul
de bromotimol al 1% y verificar si vira de amarillo a azul/verde (Universidad
Catolica de Manizales, s.f.).

6.2 Procesamiento y registro de muestras clinicas de acuerdo a su origen
(4 semanas):

En el area de recepcion, analisis y procesamiento de las muestras clinicas
se evalua la apariencia, el como se tomo y el lapso de tiempo desde la toma
de muestra, puesto que, es crucial para determinar si el crecimiento en los
medios de cultivo es propio de la muestra o si puede deberse a una
contaminaciéon de la muestra. Todas las muestras que llegan al laboratorio
deben estar etiquetadas con los datos del paciente y entregar la solicitud
impresa (en la cual el médico ha indicado lo que se le debe de realizar a la
muestra que se entrega).

Antes de utilizar los medios de cultivo es importante observar que no estén
contaminados, si alguno presenta crecimiento, se tiene que reportar al area
de preparaciéon de medios y se les menciona el lote y fecha en que se realiz6.

Los hemocultivos se reciben en frascos que contienen caldo de Soya
Tripticaseina, se les realiza la siembra cada tercer dia durante 5 dias. Al llegar
al laboratorio se incuban durante 24 h para posteriormente realizar su primer
siembra en agar GS y agar MacConkey, se leen las placas a las 24 h de
incubacion, de salir negativas se siembran nuevamente hasta completar sus
3 siembras, en caso de que alguna muestra tenga crecimiento, se observa si
las colonias se encuentran dentro de la estria y se les realiza una tincion de
Gram a la muestra del frasco y a la placa para ver si el microorganismo esta



presente en ambas muestras, de no ser asi se considera contaminacion de
la placa.

La siembra de estas muestras se recomienda sea en un lapso no mayor a las
siguientes 2 h después de la toma, y de ser posible el paciente o enfermera
que toma la muestra debe realizarlo en condiciones asépticas.

En el liquido cefalorraquideo (LCR) se observa su apariencia antes y después
de centrifugar. Si el LCR es de primera vez se toma un poco del sobrenadante
para la prueba de ADA (adenosina desaminasa), posteriormente se mezcla
el sobrenadante y el precipitado para sembrar en agar GS, agar GC, agar
MacConkey, agar Dextrosa Sabouraud, medio Lowestein-Jensen, caldo
MGIT y caldo Tioglicolato, se hace la tincion de Gram para identificar o
descartar la presencia de bacterias y hongos, la prueba de tinta china para la
identificacion de Cryptococcus (ver Anexo 7) y si es necesario la prueba de
aglutinacioén de Latex.

Si el LCR es de seguimiento unicamente se siembra en agar GC y caldo
Tioglicolato.

Los urocultivos se siembran GS (por estria masiva) y agar MacConkey.

Los coprocultivos se siembran en agar Shigella-Salmonella y MacConkey. La
Punta de Catéter Central (PCC) se siembra rodando de 3-4 veces en agar
GS.

Las muestras del Sistema de Derivacion Ventriculo-Peritoneal (SDVP)
unicamente se colocan en caldo Tioglicolato.

Las secreciones bronquiales se siembran en agar GC, agar GS y agar
MacConkey. Las heridas quirurgicas en agar GC, agar GS, agar MacConkey
y caldo Tioglicolato. Las secreciones diversas/biopsias en agar GC, agar GS,
agar MacConkey; en Sabouraud y Lowestein-Jensen mediante estria
ondulada. Los abscesos se siembran en condiciones tanto aerobias como
anaerobias y se les realiza tincion de Gram. En condiciones anaerdbicas, se
utilizan las placas de agar GS, agar GC y caldo Tioglicolato, que se incuban
durante 48 horas continuas. En condiciones aerobias se utilizan los mismos
medios que en las secreciones diversas.

Para las pruebas serolégicas, se debe identificar el tubo en el que esta la
muestra y esperar el tiempo correspondiente para centrifugar durante 10 min
a 3500 rpm y obtener el suero, dependiendo del test que se realizara es la
cantidad de suero que se agrega en los pocillos de la prueba (VIH, TP, HVC
y rosa de bengala).

El laboratorio también cuenta con pruebas para Clostridium difficile (se
realiza con heces) y prueba rapida de COVID e Influenza A/B (nasofaringea).

Sistema FILMARRAY (ver Anexo 8): Es un diagndstico molecular para el
diagndstico de enfermedades infecciosas causadas por virus, bacterias,
levaduras. Se realiza mediante PCR multiplex.



Se tiene una base para colocar los controles y el panel, al abrir el empaque
tiene que oirse un ruido que garantiza que se empaco correctamente.

Se cuenta con el panel para Meningitis/encefalitis (por medio de LCR sin
centrifugar) y Neumonia (secrecion bronquial): Se coloca la muestra de
acuerdo a las indicaciones para cada uno, se llena el panel para
posteriormente leer el cédigo de barras con el equipo y colocar el numero de
muestra_#expediente y nombre del paciente. El resultado se tiene en
aproximadamente 1:30 h.

El registro de muestras se realiza en las bitacoras “Bacteriologia”;
‘Hemocultivos®;  “VIH, TP, HCV”, “COVID E INFLUENZA%;
‘FILMARRAY”;"ROSA DE BENGALA”; “AISLAMIENTO XDR Y KPC” y
“CEPARIO” con los datos de la solicitud.

El Informe mensual se entrega cada inicio de mes antes del dia 5, que se
obtiene revisando las bitacoras antes mencionadas, se cuenta el total de
muestras recibidas del mes anterior, se diferencia entre cada muestra segun
el origen, en positivos, negativos y totales, y el tipo de microorganismo que
se identifico también se cuentan las pruebas serolégicas (VIH, TP, HVC y
Rosa de Bengala), Clostridium difficile, COVID e Influenza, y los analisis de
FILMARRAY, vy los aislamientos KPC (carbapenemasa de Klebsiella
pneumoniae), XDR (por sus siglas en inglés extensively drug-resistant) por
paciente.

6.3 Identificacidon de patdogenos en muestras clinicas (8-12 semanas):

En esta area lo primero que se realiza es la lectura de las placas que se
sembraron el dia anterior. Es importante observar detenidamente el tipo de
estria, morfologia microscopica (tincion de Gram (ver Anexo 9)) y
macroscopica, la identificacion de la placa (numero y tipo de muestra, que
coincida con el registro de la bitacora y solicitud que se entregd junto con la
muestra), si es de 24 o0 48 h, si hay halos de hemodlisis, la coloracion de las
colonias.

Si hubo crecimiento en placa (aerobios) se confirma con el resultado del caldo
Tioglicolato (solo en las muestras que requieren este medio).

Cuando se identifican bacilos Gram negativos, lactosa negativa (en
MacConkey o Salmonella-Shigella) se les hace la prueba de oxidasa; para
identificar cocos Gram positivos se les realiza la tincion de Gram y se les hace
la prueba de catalasa con peroxido de hidrogeno (H,0,) para diferenciar entre
los positivos (Staphylococcus) y negativos (Streptococcus); a las levaduras
sélo se les realiza tincion de Gram.



Los urocultivos y coprocultivos se leen unicamente a las 24 h y se desechan.
El LCR (1ra vez y seguimiento), secreciones bronquiales, secreciones
diversas/biopsias, PCC, heridas quirdrgicas, abscesos (condiciones
aerobias) se leen a las 24 y 48 h. Para SDVP si hay crecimiento en
tioglicolato, se realiza tincibon de Gram y se siembra en agar GC vy
MacConkey (para Gram negativos).

Las placas de agar se incuban como maximo 48 h, el caldo Tioglicolato se
incuba 24 h y se deja maximo 7 dias a temperatura ambiente, el agar
Dextrosa Sabouraud maximo 4 semanas a temperatura ambiente, el medio
Lowestein-Jensen se incuba durante 8 semanas, el medio MGIT se incuba
por 8 semanas, en el tiempo que tiene cada medio debe de revisarse
constantemente para confirmar o descartar crecimiento de bacterias,
micobacterias, hongos (unicelulares y filamentosos).

En los urocultivos se busca que el agar GS (siembra por estria masiva),
presente una cuenta bacteriana 2100,000 de UFC/mL (#colonias x el calibre
del asa) para procesarla (Sinawe & Casadesus, 2023). En los coprocultivos
unicamente se buscan Gram negativos, lactosa negativa y los que tienen
produccion de H,S (Devkota, 2020). En las PCC se necesitan mas de 15 UFC
(IMSS, s.f.). En las secreciones bronquiales se requiere un crecimiento = 10°
UFC/mL para considerarlo positivo (Pérez & Santillan, 2024), para las demas
muestras se debe de confirmar el crecimiento en agar GS, GS y caldo
Tioglicolato, en el agar MacConkey si hay crecimiento de Gram negativos
lactosa positiva 0 negativa se trabajan. Si hay crecimiento de levaduras en
las secreciones bronquiales se siembran en CHROMagar solo para la
identificacion de acuerdo a la pigmentacion que presente después de las 24h
de incubacién (Brigham and Women's Hospital, 2023; Chromagar, 2025).

Todo lo que contenga o se destine a poner un microorganismo debe de estar
rotulado con el numero de la muestra.

Una vez identificados los microorganismos existen dos formas de trabajo para
identificarlos y saber su susceptibilidad o resistencia a los antibioticos:

Técnica manual: Para determinar la especie de microorganismos Gram
negativos y Gram positivos, se utilizan diversas pruebas y técnicas.

En el caso de los Gram negativos, se emplean pruebas bioquimicas y
sistemas API 20E (ver Anexo 10). Las pruebas bioquimicas implican sembrar
el microorganismo con un asa bacterioldgica de pico, mientras que el API 20E
requiere la preparacion de un inéculo al 0.5 McFarland y el seguimiento del
protocolo de llenado de los pocillos. Ambas pruebas se incuban a 36.5 °C
durante 24 horas y se adicionan reactivos antes de la lectura. Después de



obtener el cdodigo de APl 20E se busca en el libro para identificar el
microorganismo.

Alos Gram positivos que son capaces de producir la enzima catalasa (enzima
que descompone el H,0, y libera H,0 + O, ) se les hace la prueba en caldo
rojo de fenol para distinguir entre Staphylococcus aureus y Staphylococcus
coagulasa negativa (ECN) . A los microorganismos catalasa negativa se les
realizan pruebas de acuerdo a su hemodlisis para determinar si son
microorganismos de la microbiota o patégenos infecciosos, la prueba con
optoquina es para los alfa hemoliticos, la de bacitracina para los beta
hemoliticos, mientras que la de Agar bilis esculina es para los gamma
hemoliticos (se diferencia entre Streptococcus spp. y Enterococcus).

La prueba de sensibilidad para Gram negativos y Gram positivos es por
antibiograma (ver Anexo 11):

Se prepara el inéculo a 0.5 McFarland, en el agar Mueller-Hinton (excepto en
algunos microorganismos de dificil crecimiento, en esos casos se procesan
en agar GS y de ser necesario en condiciones anaerobias), se realiza la
siembra de tipo alfombra para después colocar los sensidiscos
correspondientes para Gram positivos 0 negativos, se incuba por 24 h. La
lectura se realiza midiendo los halos de inhibicion de crecimiento para
determinar si es Sensible, Intermedio o Resistente de acuerdo a la guia CLSI.

Técnica automatizada: Con ayuda del equipo VITEK 2 (ver Anexo 12) y el
densichek. Con 3 mL solucién salina para el equipo, hacer un inéculo del
microorganismo en cuestion, se tiene que estar dentro del rango de 0.5-0.63
McF para Gram positivos y negativos, para levaduras en el rango de 1.802.2
McF, hacer la dilucién en 3 mL de solucion con 145 pL (Gram -) y 230 uL
(Gram + y levaduras) en el in6culo mas concentrado colocar la tarjeta de
identificacion y en el de menor concentracion la tarjeta de sensibilidad.
Colocar las muestras en el equipo e iniciar el proceso, registrar la muestra
con los datos del paciente en la computadora del equipo; al dia siguiente el
equipo ya tiene la identificacion y la Concentracion Minima Inhibitoria de los
antibiéticos que requiere cada microorganismo (de acuerdo a la guia CLSI
2025).

Si la susceptibilidad del microorganismo en cuestion es XDR (tienen
sensibilidad a 1 o 2 familias de antibidticos), se le realiza una serie de
procedimientos como la macro dilucion con colistina (a 0, 2 y 4 yg/mL), se
congela y registra en la bitacora “cepario”, la prueba de Carba 5 y solo en el
equipo VITEK 2 se corre la tarjeta AST-N403 para estos tipos de
microorganismos.

Cuando un microorganismo presenta resistencia a algun carbapenémico, se
les hace la prueba Carba 5 (ver Anexo 13) en donde se determina la
carbapenemasa que tienen (OXA, VIM, NDM, IMP y KPC).



Todos los resultados se reportan en su bitacora correspondiente y en la
bitacora en donde estd el registro de todas las muestras (excepto
hemocultivos).

Resultados y conclusiones

Durante mi servicio social en el INNNMVS, comprendi la importancia,
fundamento y funcionamiento del laboratorio de Microbiologia.

A través de mis rotaciones por las distintas areas, adquiri conocimientos
tedricos y practicos avanzados en metodologias propias de este tipo de
Laboratorios.

Mi participacion en el procesamiento de las muestras, el manejo de equipos
especializados, la identificacion y determinacion de los microorganismos
estuvo bajo la supervision del personal profesional del Laboratorio, me
permitid desarrollar habilidades al momento de realizar las técnicas
esenciales para el laboratorio. La aplicacion de otras metodologias para la
identificacion de microorganismos amplié mi conocimiento y experiencia. En
conclusién, durante estos 6 meses reforcé mi capacidad de analisis y
resolucion de situaciones complejas en el Laboratorio.

Esta experiencia cumplié con los objetivos propuestos al inicio del servicio
social. En la ultima area, ya con la informacion y experiencia previa de las
areas anteriores entendi el fundamento de cada detalle al momento de la
preparacion de medios de cultivo, la siembra, e incluso de los tiempos de
cada muestra.

Recomendaciones y aporte a la sociedad

Para aprovechar al maximo la experiencia en el Laboratorio de Microbiologia,
recomiendo a los futuros pasantes revisar los fundamentos y teoria de los
equipos que utilizaran durante su estancia.

También es importante mantener una comunicacién asertiva con todo el
personal, actuar con ética y confidencialidad al tratar los datos de cada
paciente.

Durante el transcurso del servicio social es fundamental retroalimentarse
constructivamente y mantenerse informado sobre aquellos aspectos
relevantes, observar criticamente todos los procesos realizados en cada
area, siguiendo los protocolos y las normas rigurosamente.

Si surge alguna duda, es mejor preguntar para evitar errores. En caso de
errores, notificar al personal encargado para encontrar soluciones y
minimizar riesgos.



El servicio social en el Laboratorio de Microbiologia contribuye directamente
a prevenir, identificar y proporcionar diagnésticos precisos para brindar un
tratamiento efectivo al paciente, evitando un incremento en la resistencia
antimicrobiana. Durante mi estancia apoye a brindar resultados sobre los
microorganismos Y la susceptibilidad antimicrobiana.
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https://www.ucm.edu.co/sig/wp-content/uploads/docs/macroprocesos_apoyo/gre/gre-pr-12.docx#:~:text=Aplica%20para%20todo%20el%20material%20de%20vidrio%20reutilizable%20previamente%20lavado.&text=1%2DSeleccionar%20material%20de%20cada,Tubos%2C%20pipetas%2C%20placas%E2%80%A6)&text=3%2D%20Ante%20la%20ausencia%20de,de%20gotas%20en%20las%20paredes.&text=Si%20se%20observa%20presencia%20de,repetirse%20el%20proceso%20de%20lavado.&text=1%2D%20A%C3%B1adir%202%20ml%20de,de%20Petri%E2%80%A6%E2%80%A6etc).&text=3%2D%20Cambio%20a%20color%20azul,Positivo%20para%20residuos%20de%20detergentes.&text=4%2D%20Sin%20Cambio%20de%20color,Negativo%20para%20residuos%20de%20detergente.&text=Se%20adiciona%20la%20frecuencia%20de,en%20el%20material%20de%20vidrio.&text=Se%20revis%C3%B3%20y%20ajust%C3%B3%20por,Versi%C3%B3n%202%20%2D%20Enero%202019
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK557569/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK557569/

10. Anexos

Anexo 1. Preparacién y medios de cultivo




Anexo 3. Caldo rojo fenol de manitol y bilis esculina

Anexo 4. Ticket impreso de la autoclave
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Anexo 5. Autoclave







Anexo 8. Equipo FilmArray
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Anexo 9. Identificacion de morfologia microscoépica
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Anexo 10. API 20E

Aneg(o 11. Antibiograma
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