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§INS El laboratorio clinico en atencion sanitaria,
éproceso clave o de apoyo?

El laboratorio clinico interviene en mas del 70% de las decisiones
médicas, de diagnodstico, tratamiento o prevencion, siendo parte
fundamental del diagnodstico y del enfoque terapéutico

Revista de Calidad Asistencial,2013 Volume 28, (4): 260-261
M. Salinas, M. Lépez-Garrigds, J. Uris, C. Leiva-Salinas

éSi el 70% de las decisiones

meédicas son con base en los
analisis del laboratorio clinico,
cuantas de esas son acertadas?




sINS Generalidades

El analisis de muestras en el laboratorio tiene tres
etapas las cuales requieren el minimo de errores
factibles en la practica:

e Fase pre-analitica: toma vy preparacion de muestras
e Fase analitica: analisis de muestras
e Fase post-analitica: entrega de resultados




SINS Fase pre-analitica
Toma y preparacion de muestras
La fase pre-analitica es fundamental para asegurar la calidad de los
resultados emitidos, ya que estos pueden estar influenciados por la

calidad de la muestra la cual incluye:
» tipo de muestra i i
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rotulado e identificacion de la muestra

conservacion y almacenamiento
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transporte de |la muestra en las condiciones apropiadas hasta su
analisis




SINS Criterios de rechazo de las muestras -1-

v Cuando no cumplen con la cantidad o volumen de la muestra.

v' Muestra mal rotulada
v Datos del usuario del servicio incompletos, no concordancia entre los datos de
la solicitud del examen y el rotulo de |la muestra, no hay claridad en los analisis
solicitados.

v' Muestra sin rotular o rotulada con letra ilegible o sin solicitud de andlisis.




SINS Criterios de rechazo de las muestras -2-

v' Muestras recolectadas en recipientes no aptos para el tipo
de analisis
o Muestras en tubos o frascos no estériles y cuyo
procesamiento requiera esterilidad (en
microbiologia)
o Muestras sin el medio de transporte adecuado

v" Muestras que no cumplen con las condiciones de embalaje
y transporte
o Enviadas y recibidas fuera del rango de temperatura
establecido por cada laboratorio

o Muestras derramadas.
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SINS | Fase prganalltlca.
Consecuencia de una muestra inadecuada

1. Afecta directamente la atencion del paciente
2. Influye en las decisiones terapéuticas
3. Impacta en el control de la enfermedad (brotes)

4. Afecta la duracion de estancia hospitalaria del paciente, los costos
hospitalarios y de laboratorio

5. Influye en la eficiencia del laboratorio

CID 2013:57 (15 August) ® Baron et al
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sINS Errores encontrados en la fase pre- analitica,
analitica y post-analitica

Division Number of Number of Number, frequency Number, Number, frequency of
sample requested tests of preanalytical error frequency of postanalytical error
analytical error
Inpatients 230938 1847504 77273-66.39 26305-22.6 12792-10.99
Outpatients 72928 583424 22422-61 9226-25.1 5110-13.9
Total 303866 2430928 99695-65.09 35531-23.2 17902-11.68

La mayor frecuencia de errores en los resultados se encuentra
en la fase preanalitica

Abdollahi A, Saffar H, Saffar H. Types and Frequency of Errors during Different Phases of
Testing At a Clinical Medical Laboratory of a Teaching Hospital in Tehran, Iran. North
American Journal of Medical Sciences. 2014;6(5):224-228. doi:10.4103/1947-2714.132941.




= Toma de muestras para el diagndstico de meningitis
sINS

Ante un caso sospechoso de meningitis bacteriana, la toma de |la muestra (fluidos
corporales estériles) debe estar basada en el juicio clinico y de acuerdo con el
protocolo interno de cada institucion hospitalaria) y debe efectuarse por personal

capacitado.

Se extrae el liquido cefalorraquideo
de entre dos vértebras




SINS

Liquido cefalorraquideo LCR
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SINS

v’ Desinfectante de la piel: segin protocolo interno de cada
institucion hospitalaria (alcohol del 70% , solucién de
yodo, clorhexidina)

v’ Guantes estériles
v’ Gasa estéril

v’ Mdscara quirurgica
v Venda adhesiva

v Aguja de puncién lumbar: de calibre 22/89 mm para
adultos y 23/64 mm para los nifios

v Tubos estériles con tapdn de rosca
v’ Jeringa y aguja
v Contenedor de transporte

v’ Instrucciones para la puncion lumbar

Kit para la obtencion de LCR

CDC — WHO. Laboratory Methods for the Diagnosis of Meningitis
Caused by Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae,

and Haemophilus influenzae.

Chapter 5: Collection and Transport of Clinical Specimens

Second edition (2011)




§INS Obtencidn y transporte del LCR

s . , , , A Se extrae el liquido cefalorraquideo
Es un procedimiento invasivo y sélo debe ser de entre dos vértebras

realizada por personal experimentado y en
condiciones asépticas

N\ J

Si se sospecha meningitis bacteriana, el LCR es |a
mejor muestra clinica a utilizar para el

aislamiento, identificaciéon y caracterizacién de los
agentes etiolégicos

N\ J




Puncion lumbar

v’ Si es posible, se deben recoger tres tubos (1 ml cada uno) de LCR para
estudio citoldgico, quimico y microbioldgico.

v' El primer tubo (que podria contener la contaminacién de la sangre de la
puncién lumbar) no debe ser el tubo enviado al laboratorio de
microbiologia.

A) H paciente descansa de lado con las rodillas
flexionadas y la espalda arqueada para separar

las vértebras lumbares. El paciente debe estar
cubierto con pafios quirdirgicos, y el drea
circundante a la espina lumbar debe haber sido
desinfectada.

B) Elespacio entre las vértebras lumbares L3 y L4 se
palpa con los dedos cubiertos con guantes
estériles.

v' La puncidon deberd hacerse lo antes posible, una vez que se establece la
sospecha clinica y, preferiblemente, antes de instaurar el tratamiento
pocs s, ‘ antimicrobiano. Sin embargo, no debe retrasar la instauracién del

S e tratamiento antibidtico

() Eltrocar espinal es dirigido cuidadosamente ’
entre los procesos espinosos, a través de los

El transporte de la muestra al laboratorio del hospital debe realizarse lo mas pronto posible, a
temperatura ambiente o conservada a 35-37°C. No debe tardar mas de 1 hora partir del
momento de la obtencién de la muestra.




sINS Recomendaciones

v No refrigere o exponga a frio extremo, calor o luz solar la muestra del LCR.

v'Si se sospecha que la meningitis es ocasionada por Neisseria meningitidis y el procesamiento se
demora algunas horas, se recomienda incubar el LCR (con la tapa de rosca suelta) a 35°C en una
atmosfera de 5% CO,.

v'Si no es posible transportar el LCR al laboratorio en el mismo dia, se debe inocular el LCR con en
un medio de Trans-aislamiento (T-1) e incubarlo toda la noche a 35°C.

v El medio T-I es un medio bifasico que es util para el cultivo primario de LCR agentes de dificil
crecimiento. Este medio se puede utilizar como medio de crecimiento o de transporte.

CDC — WHO. Laboratory Methods for the Diagnosis of Meningitis
Caused by Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae,

and Haemophilus influenzae.

Chapter 5: Collection and Transport of Clinical Specimens
Second edition (2011)
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Procesamiento del LCR

Transporte al laboratorio Transporte al laboratorio Para pruebas m0|eCU Ia res
<1 hora T se recomienda:
Muestra de LCR
Volumen: 500 pl de LCR

\ 4 v completo

<1 hora ~1 hora Conservacion: Mantener

la muestra refrigerada de
X - 4-8 °C méaximo por 4 dias
Centrifuga a Inocule medio
1000 xG trans-aislamiento 0 almacenar a -20 °C.
por 10 a 15 minutos (T-D)
| \
A4
Sobrenadante Sedimento Incube toda la noche
l (35°Cen CO2)
Aglutinadon [ l
de latex Subcultivo a agar
chocolate y agar sangre
Coloracion de Cultivo primario en de carnero
. Gram agar chocolate y agar
OMS. Manual de Laboratorio para la sangre de camero

Identificacion y Prueba de Susceptibilidad a los
Antimicrobianos de Pat6genos Bacterianos de
Importancia para la Salud Publica en el Mundo




SINS

Hemocultivos
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§INS Obtencion y transporte de hemocultivos

* EIl hemocultivo posee baja sensibilidad diagndstica y solo un
pequeno porcentaje resultara positivo (menos de 20%).

* Cuando resulta positivo, permite:

v'Identificar con seguridad el agente etioldgico de la infeccion

v'Determinar la circulacion de serogrupos/serotipos circulantes y

perfiles de sensibilidad antimicrobiana




SINS Variables que afectan la sensibilidad
) de los hemocultivos

v El ndmero de hemocultivos
v'Antes de iniciar tratamiento antibidtico

v'El tipo de medio de hemocultivo utilizado que permita inhibir o
neutralizar las propiedades bactericidas de la sangre

v El volumen de cada recoleccidn

o Ninos: 1 -2 ml de sangre (dilucion 1:10-1:20)
o Adultos: 5 - 10 ml de sangre (dilucion 1: 5a 1:10)

7 gy

Es importante:
e Sequir las recomendaciones del fabricante



I~ Toma de muestra para hemocultivos -1-
SINS P

Materiales necesarios

v’ Desinfectante de la piel: alcohol al 70% vy solucién de yodo siguiendo el
protocolo interno de cada institucion hospitalaria

v Guantes estériles, gasa estéril, venda adhesiva, algoddn, torniquete, jeringa,
aguja calibre para nino y adultos, contenedor para autoclave resistente a los
pinchazos, portador de transporte

v’ Botellas de hemocultivos comerciales

Si en un laboratorio se presentan hemocultivos

contaminados, con una frecuencia mayor al 5 % se
debe revisar el procedimiento de la venopuncion




SINS Toma de muestra para hemocultivos -2-

1. Preparacion de la piel

Después de localizar la vena, limpiar la zona de venipuncién
con alcohol al 70% durante un minimo de 30 segundos.

Aplicar una solucion de yodo (1-2% de tintura de yodo durante
30 segundos) en circulos concéntricos desde el punto de Y
puncién cubriendo un érea circular de unos 5 cm de didmetro.

Para pacientes alérgicos al yodo, limpiar con alcohol durante
60 segundos.

Dejar que la zona se seque al aire antes de realizar la
venipuncion. No volver a palpar la vena.

0%




SINS Toma de muestra para hemocultivos -3-

2. Preparacion de los frascos

Revisar la superficie de los frascos, el medio, y el sensor. A
continuacién comprobar que el medio esté transparente y el
sensor estd intacto y es de color azul-verdoso. No utilizar el
frasco si el sensor estd amarillo.

» Eliminar el precinto protector superior.
Nota: el tapdn de caucho no esta estéril y debe ser desinfectado.

« Desinfectar el tapdn de caucho con alcohol al 70% o una
solucion de yodo.

» Dejar secar 1 minuto antes de inocular.




a Toma de muestra para hemocultivos -4-
SsINS p
3. Venipuncion e inoculacion del frasco

Para obtener la muestra e inocular los frascos, se puede usar uno de estos dos métodos:
» Aguja y jeringa
* Extraer la cantidad apropiada.

* Inocular directamente los frascos, usando las marcas de la jeringa como gufa para
introducir el volumen correcto.

0
» Extraer directamente con el sistema de extraccion de hemocultivos BacT/ALERT: capuchon de

extraccion y adaptador interior para toma de muestras en tubo.

4. Utilizando las lineas 5. Si se necesitara

1. Conectar el capuchdn adaptador al conec- 2. Realizacion de Ve- 3. Colocar el capu- 6. Después de com-

tor luer del sistema de extraccion de nipuncién. Cuando

hemocultivos. la aguja esta colo-
cada en la vena,
asegurarla con un
esparadrapo o
mantenerla en su
posicion.

chdn adaptador en
el tapén de caucho
del frasco de he-
mocultivo
BacT/ALERT y pre-
sionar hacia abajo
para introducirlo y
obtener el flujo
sanguineo. Sujetar
el capuchon adap-
tador en el frasco.

indicadoras de lle-
nado de la etique-
ta, obtener la canti-
dad de sangre
requerida. Cambiar
el capuchon adap-
tador del frasco ae-
robio al frasco
anaerobio (si fuera
necesario) y conti-
nuar con la toma

mas sangre para
realizar otras prue-
bas, colocar el
adaptador interior
en el capuchdn y
sujetarlo en su po-
sicion. Esto hace al
capuchén compati-
ble con cualquier
tubo de extraccion
en vacio (tipo vacu-

de muestra. taineri.

pletar la extraccion
del hemocultivo,

quitar el capuchdn
adaptador del fras-
co de hemocultivo
?/ entonces retirar
a aguja de la vena
del paciente.




§INS Procedimiento y transporte de hemocultivos

v'Después de la inoculacion, girar la botella varias veces para mezclar

v'Transportar al laboratorio de microbiologia de inmediato (margen de 2 horas)

v'Los hemocultivos deben ser protegidos de temperaturas extremas (<18 °C o >37
°C)

v'Realizar los sub cultivos en los medios adecuados

v'Los frascos de hemocultivo inoculados NO se deben colocaren el refrigerador

v'La sangre no puede ser transportada antes de ser colocada en una botella de
cultivo de sangre debido a que las jeringas no contienen ningun anticoagulante
y la sangre se coagula en pocos minutos.

9370339

v'Incubar a 35-37 °C (tiempo depende del patégeno a estudiar)

£ 10




sINS Tiempos de incubacién recomendados

5 a 7 dias para gérmenes comunes
14 dias para hongos
42 dias en medio de cultivo especial para TBC

De 7 a 14 dias para anaerobios




SINS

Necropsia
Analisis microbiologicos
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SINS

Necropsia
Analisis microbiologicos

Las muestras de LCR se deben obtener antes de la generacion de
fenomenos cadavéricos tardios en donde ocurre la putrefaccion
cadavérica (maximo 3 dias después de la muerte), con el fin de
evitar contaminaciones.

Importante: las muestras de LCR se deben ser enviadas en
recipientes esteriles sin formol, ya que el tratamiento con formol
fragmenta y altera el ADN. e N




§INS Necropsia

Analisis microbiolégicos

Cultivo bacteriologico

* En microbiologia clinica el cultivo bacteriano es la técnica de
referencia o "gold standard"; no obstante, en microbiologia
forense no siempre se ha considerado como util, dado el elevado
grado de contaminacion de las muestras, que suele deberse a la
falta de asepsia durante la toma.

No obstante, la recuperacion de un agente bacteriano patogeno confirma la causa de
muerte. Por ello, se considera que en microbiologia forense no se debe prescindir del cultivo,
sino que este debe complementarse con técnicas moleculares y antigénicas.

.



SINS Necropsia- Analisis microbiolégicos
Manejo inicial de muestras para estudios histopatologicos (tejido encefalico)

Las muestras de tejido como biopsias o especimenes quirurgicos deben ser
manejadas cuidadosamente, con el fin de evitar |la ocurrencia de artificios que
interfieran en el analisis microscopico, para ello deben tomarse en cuenta las

siguientes recomendaciones:

o Deben evitarse las maniobras de pinzamiento que determinan la aparicion de
artificios morfoldgicos por compresion, que dificultan el estudio microscépico

o Las muestras para estudio de microscopia Optica convencionales deben ser
colocadas inmediatamente después de su obtencion en la solucion fijadora
(formol al 10%) con el fin de evitar la aparicion de cambios por autolisis que
dificultan el estudio

= La proporcion adecuada para una optima preservacion tisular es de 10 volumenes de
fijador por volumen de tejido (10:1).

R

Fuente: Grupo de Patologia INS BAS

_ _ ‘
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SINS Transporte de muestras

Laboratorio Centinela » Laboratorio Nacional de Referencia

<>Casos excepcionales (brotes)

* Las muestras de sangre, LCR y liquido pleural
v'Para cultivo no se deben refrigerar ni congelar durante el transporte
v'Para PCR se deben enviar refrigeradas de 4-8 2C

* La muestra debe ir correctamente identificada e incluir una ficha epidemiolégica

* Triple empaque

Identificar la caja con los datos del remitente y el destinatario.

* La caja debe indicar el tipo de material bioldégico que contiene




§INS Transporte de cultivos

Lab Centinela ™ Lab Nacional de Referencia

<>Las cepas a temperatura ambiente y en medio de transporte amiés con carbdn activado
con su respectiva hoja de envio de aislamiento para su confirmacion y serotipificacion.

. " s
Cultivo puro 18 - 24h de incubacion
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sINS Embalaje de muestras clinicas y cultivos para confirmacion

Recipiente primario (a prueba de
filtraciones y derrames)

Tapadera _
e Eltransporte debe cumplir con las condiciones impermeable ™ Pieza de sujecion
s e . . . . _ L (espuma o esponja)
minimas de bioseguridad para reducir los posibles Material de |
. . ., envasado ——— Lista detallada de los
riesgos de contaminacion. absorbente cpmponentes del
contenido (registro de la
muestra)
* Deben ser transportados en cajas segun las
normativas IATA y rotuladas con etiquetas que Envase secundario_—— _ Embalaje exterior
. .. . . . L, . (a prueba de filtraciones 4 rigido
identifiquen la presencia de Sustancia bioldgica - y derrames) !
Designacion oficial

de transporte (PSN)

1™ Namero ONU (UN
Number)

Categoria B

Etiquetas del remitente
y del destinatario

Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis




EINS Comentarios finales

* Es importante seguir las pautas adecuadas de bioseguridad durante la
manipulacion de muestras clinicas potencialmente infecciosas con el fin
de mantener un ambiente de trabajo seguro para los pacientes, y los
trabajadores de la salud.

* Los resultados de laboratorio dependen fundamentalmente de Ia

toma, conservacion y condiciones de mantenimiento y transporte de |la
muestra a analizar.
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Muchas gracias!!!
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