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Resument: el laboratorio de microbiologia es un sistema complejo que implica muchos pasos para cada
actividad, requiere de diversas personas y cuyos resultados analiticos generados deben ser lo mds exac-
tos posible. De no ser asi, las consecuencias se pueden volver muy significativas, entre ellas, la realiza-
cion de procedimientos innecesarios al paciente, los retrasos en la obtencion de un resultado correcto y
la ejecucion de pruebas diagndsticas adicionales que se podian evitar. Estas consecuencias incrementan
los gastos, tanto en términos econémicos como en tiempo y esfuerzos del personal. La mayoria de las
técnicas analiticas implican diversos procedimientos que estdn sujetos a cierto grado de imprecision
y posibilidad de error. Por tal razon, es importante la realizacion de un control de calidad interno que
asegure que los productos finales o valores analiticos, que son producidos por un laboratorio, sean lo
suficientemente fiables y adecuados para la finalidad que persiguen. De esta manera, un laboratorio mi-
crobioldgico debe evaluar y documentar el desempefio de todos los aspectos de sus procedimientos, que
incluye la calidad de la muestra, la eficiencia de los reactivos y antisueros, las coloraciones, los medios
de cultivo, el funcionamiento de instrumentos o equipos, las cepas de referencia y la verificacion o vali-
dacion de los resultados obtenidos. El objetivo de este manuscrito es presentar una revision bibliogrdfica
sobre algunos elementos del laboratorio de microbiologia susceptibles de control de calidad interno,
como parte integral del trabajo diario del personal que labora en este.
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En la actualidad, los laboratorios de
microbiologia han ganado un lugar
importante en todos los campos de la cien-
cia. Las investigaciones microbioldgicas son
importantes para el diagndstico, el trata-
miento y la vigilancia de las enfermedades
infecciosas y para el establecimiento de
politicas relacionadas con la seleccion y el
uso de medicamentos antimicrobianos [1].
En la practica de la bacteriologia clinica se
procesan multiples muestras que necesi-
tan indicaciones y requisitos minimos para
su procesamiento. Ademas, se requiere de
operadores capacitados, ya que algunos
procesos son dificiles de automatizar y, tan-
to en la fase analitica como en la posana-
litica, existen problemas de interpretacion
de los resultados a causa de la presencia de
contaminantes o colonizacién con la micro-
biota normal, de los reportes, como los re-
sultados preliminares de la tincion de Gram
y cultivos en progreso, y en la aplicacion e
interpretacion de reglas de sistemas [2]. Por
lo tanto, el area de microbiologia se consi-
dera menos susceptible a los Sistemas de
Gestidon de la Calidad (QMS, por sus siglas
en inglés) que otras disciplinas del labora-
torio, que tienen objetivos Unicos y generan
resultados cuantitativos automaticos que
permiten el monitoreo estadistico y la cali-
dad de los resultados [3].

Los laboratorios de microbiologia, en su ac-
tividad diaria para el proceso de identifica-
cién bacteriana, deben elaborar y realizar
un proceso normalizado que utilice, de for-
ma secuencial, o simultdnea, un conjunto
de pruebas cuyo propdsito final sea la tipi-
ficacién del microorganismo y que incluyan
la mayoria de las bacterias de importancia
desde el punto de vista infeccioso [4]. Para
esto se deben monitorear, de forma per-
manente, los instrumentos y los equipos,
los medios de cultivo, los reactivos, las co-
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loraciones y las pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana empleados, al igual que el
personal involucrado en la generacién de la
informacion de utilidad clinica, para garanti-
zar un resultado 100% confiable.

La calidad de un laboratorio implica la apli-
cacion de parametros relacionados con la
exactitud, la fiabilidad y la puntualidad en
la entrega de los resultados analiticos ob-
tenidos. Si los resultados son inexactos, las
consecuencias pueden ser muy significati-
vas, entre ellas la aplicacion de tratamien-
tos innecesarios, inadecuados y sus posibles
complicaciones, los retrasos en la obtencion
de un diagndstico correcto y la realizacion
de pruebas diagnodsticas adicionales [5].

El control de calidad se define como el con-
junto de técnicas y actividades operaciona-
les para comparar los resultados obtenidos
con los requisitos especificados previamen-
te. El control de calidad interno permite de-
tectar errores aleatorios y sistematicos me-
diante la inclusiéon de muestras de control
de calidad en los ensayos realizados en el la-
boratorio, en el monitoreo de equipos y en
los procesos de auditoria [6]. Sin el control
de calidad los laboratorios clinicos no po-
drian mantener un grado de eficiencia, re-
producibilidad y confianza de los resultados,
de tal forma que contribuyan al diagndstico
y tratamiento de las diversas enfermedades
que padece el paciente [7].

Asi, cuando se detecte algun resultado ané-
malo, habra que investigar cudl ha sido la
causa, mediante un analisis retrospectivo
del ensayo y, una vez determinada, llevar a
cabo las acciones correctivas para eliminar
la fuente de error y las acciones preventivas
para que no vuelva a ocurrir. Todos los pro-
cedimientos y técnicas de control de calidad
que se ejecuten deben quedar registrados
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de manera detallada, donde se indique la
persona que las ha llevado a cabo, incluso
si se ha detectado alguna incidencia y las
acciones correctivas realizadas [8]. El ob-
jetivo de este manuscrito es presentar una
revision bibliografica sobre los elementos
importantes en los procesos de control de
calidad interno, como parte integral del tra-
bajo diario del personal que trabaja en el
laboratorio de microbiologia.

Validacion
y verificacion de
métodos microbioldgicos

Tanto los métodos de ensayo como los la-
boratorios que realizan los analisis deben
asegurar al maximo la fiabilidad de los re-
sultados. Esto implica que, ademds de re-
unir los criterios técnicos que aseguren su
validez, deben ser realizados con una serie
de garantias que permitan obtener resulta-
dos comparables, independientemente del
laboratorio que los ejecute. En este sentido,
el empleo de métodos de referencia, reco-
nocidos y aceptados, es la herramienta mas
eficaz para obtener estas garantias [9].

Es necesario, entonces, que se implemen-
te la evaluacién y validacién de métodos y
resultados. La evaluacion es un proceso sis-
tematico y amplio en el que se comparan di-
ferentes sistemas concebidos para cumplir
la misma funcidn o funciones similares. Las
evaluaciones en el campo de la microbio-
logia incluyen la comparacién de distintos
métodos disefiados para detectar el mismo
marcador o diana, la comparacién de dife-
rentes medios de cultivo para aislar el mis-
mo organismo o la comparacidn de distintos
instrumentos con la misma funcién. En la
validacion se aporta la documentacion que
indique que una prueba diagndstica o un
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aparato estan funcionando de acuerdo con
las especificaciones del fabricante [10].

Dado que en el campo microbiolégico
se producen situaciones diferenciadoras
importantes, respecto de otros campos,
como las mutaciones de algunos microor-
ganismos, el uso de métodos que no son
definitivos y el hecho de que diferentes mi-
croorganismos pueden actuar de la misma
manera en cuanto a los resultados fenotipi-
cos obtenidos en el crecimiento in vitro, o
mediante una prueba bioquimica determi-
nada, es necesario comprobar y verificar la
validez de los procedimientos y resultados
a través del uso de cepas de referencia de
microorganismos suministrados por una co-
leccién nacional o internacional reconocida
[9,11], aligual que el control de calidad de la
muestra clinica y el monitoreo de los reacti-
vos, las coloraciones, los medios de cultivo,
las pruebas, los instrumentos y los equipos
usados para la identificacion microbioldgica
[12], como se describira a continuacion.

Calidad
de la muestra clinica

Toda la informacion diagnéstica que el la-
boratorio de microbiologia puede propor-
cionar depende de la calidad de la muestra
recibida. Una toma de la muestra mal rea-
lizada, pobremente recogida o mal trans-
portada, determinara un posible fallo en la
recuperacion de los agentes patdgenos, lo
que puede inducir a errores diagndsticos e
incluso a un tratamiento inadecuado del en-
fermo [13]. Si el laboratorio no recibe una
muestra apropiada no puede dar un infor-
me de utilidad clinica y, en muchos casos,
puede confundir y alejar al clinico del verda-
dero agente etioldgico de la enfermedad, lo
que da lugar a pérdidas econdmicas, mala
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utilizacién de recursos por aumento en los
costos hospitalarios y del laboratorio, im-
pacto en el tratamiento y control de las in-
fecciones, duracion de la hospitalizacion v,
lo mas grave, a errores diagndsticos de gran
impacto en el prondstico y la seguridad en la
atencion de los pacientes [14,15].

Debido a que la interpretacion de los resulta-
dos en microbiologia depende completamen-
te de la calidad de la muestra enviada para el
analisis, el manejo de la muestra no se puede
dejar al azar y se debe asegurar que llegue al
laboratorio lo mas rapido posible después de
su recoleccién, ya que los microorganismos
pueden crecer, multiplicarse o morir rapida-
mente cuando existe una indebida recolec-
cion, transporte y conservacion [16].

Para asegurar el diagndstico correcto del
patégeno existen normas basicas para la
recoleccién correcta de las muestras bio-
légicas. Las muestras se deben obtener en
el periodo donde haya mayor excrecion del
agente infeccioso y del sitio representativo
de la infecciéon, en cantidad suficiente, sin
gue se contaminen con tejidos, secreciones
adyacentes o microbiota normal, por lo que
se deben utilizar las maximas condiciones
de asepsia [13,17-19]. En la tabla 1 se lis-
tan algunos sitios de infeccion y las posibles
fuentes de contaminacién con microbiota
saprofita, que se deben tener en cuenta
para una adecuada toma de la muestra.

También se deben establecer los periodos
Optimos para recolectar la muestra, de
acuerdo con el proceso natural de la enfer-
medad y del microorganismo involucrado;
esto para aumentar las posibilidades de re-
cuperar el agente etiolégico. Ademas, se de-
ben utilizar recipientes de recoleccion y me-
dios de transporte adecuados para asegurar
el aislamiento de los microorganismos. En lo
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Tabla 1. Sitios de infeccidn y sus posibles
fuentes de contaminacién con microbiota
saprofita

Sitio de infeccién Fuente de contaminacion

Vejiga Uretra y perineo

Sangre Sitio de puncion

Cuello uterinoy Vagina

endometrio

Fistula Tracto gastrointestinal
Oido medio Microbiota del conducto

auditivo externo

Cornetes nasales Nasofaringe

Infecciones subcu-
taneasy heridas
superficiales

Piel y mucosas

Tracto respiratorio
superior

Cavidad oral y nasofaringe

Tomado de Manual prdctico de bacteriologia clinica (p.12)
por J. Velasco y colaboradores, 2008, Mérida, Venezuela:
Publicaciones Vicerrectorado Académico, CODEPRE. Co-
pyright© 2008 por Universidad de Los Andes Vicerrectorado
Académico, CODEPRE y los autores [18].

posible, la muestra se debe obtener antes de
instaurar una terapia antimicrobiana, o antes
de introducir cualquier modificacion en esta,
debido a que se disminuye la posibilidad de
recuperar el agente infeccioso implicado.
Cuando la viabilidad de los microorganismos
es muy escasa, o la posibilidad de deseca-
cién de la muestra es grande (lo que favo-
rece la destruccidn bacteriana) y la toma de
la muestra no se puede realizar en el mismo
laboratorio de procesamiento, se deben usar
medios de transporte especificos (p. ej. Cary
Blair, Stuart o Amies), que tienen un pH re-
gulado y agentes reductores para la recupe-
racion de bacterias anaerobias y la viabilidad
de la mayoria de los patégenos [13,17-19].

Es indispensable, entonces, que todo labo-
ratorio de microbiologia tenga un manual
de toma, recoleccidon y manipulacién de la
muestra clinica, actualizado con base en las
ultimas evidencias disponibles y en el que
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se detalle: tipo de muestra apropiado para
cada caso, forma de recoleccién de la mues-
tra, condiciones de transporte hacia el labo-
ratorio (tiempo de transporte ideal, tipo de
envase para la recoleccion de la muestra y
temperatura de transporte) y conservacion
de la muestra [16,17,20].

Reactivos
de identificacion

Un elemento fundamental en el trabajo dia-
rio de laboratorio lo constituyen los reactivos,
tanto comerciales como de preparacion do-
méstica, que son utilizados para la caracteriza-
cién de los microorganismos. Estos reactivos
merecen una especial atencién, ya que fallas
en su funcionamiento pueden generar identi-
ficaciones equivocadas. Por ello, se recomien-
da realizar controles diarios, o cada vez que
se use el reactivo, con las cepas de bacterias
adecuadas, y seguir estrictamente las indica-
ciones en cuanto al almacenamiento, la me-
todologia de uso y el tiempo de lectura [21].

Se consideran como reactivos del laboratorio
de microbiologia, entre otros, los discos con
reactivos o con antimicrobianos, los reactivos
preparados internamente y los estuches o
sistemas comerciales que incorporan una va-
riedad de medios, sustancias bioquimicas y re-
activos, o cualquier combinacién de estos. Es
indispensable que todos los reactivos (inclui-
das las soluciones stock o de reserva), diluyen-
tes y otros liquidos de suspension estén bien
preparados y que tengan un funcionamiento
Optimo para garantizar unos resultados con-
fiables [22].

Para cada reactivo debe existir una ficha
técnica de elaboracién, que incluya el con-
trol de esterilidad y de funcionamiento ade-
cuado, al igual que un registro en el que se
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indique la fecha de preparacién, la valida-
cion realizada y las personas responsables.
Todos los reactivos deben estar etiquetados
con sus componentes, la indicacién (ensa-
yo microbiolégico para el que se utiliza), la
concentracion, las condiciones de conserva-
cion, la fecha de preparacién o de recons-
titucion y la fecha de caducidad o periodo
recomendado de almacenamiento, los con-
troles que se deben utilizar y los criterios de
aceptabilidad, el plany la frecuencia de con-
trol, las limitaciones de su uso o de interpre-
tacion, la descripcion del tipo de lectura de
los resultados y el método de lectura. Para
el control de todos los reactivos se deben
utilizar cepas de referencia, conservadas de
acuerdo con las recomendaciones de los fa-
bricantes, e incluir un microorganismo que
produzca una reaccion positiva y otra nega-
tiva por cada control [8,23].

Los estuches comerciales se deben com-
prar solamente de casas fabricantes renom-
bradas y almacenarlos como lo indican las
instrucciones. Estos se deben utilizar segun
lo recomendado y cualquier modificacion
al procedimiento se debe considerar como
una modificacion al método; por lo tanto,
requiere de validacidn estandar. Al abrir un
estuche por primera vez se debe comprobar
la fecha de caducidad, para asegurar que
continla siendo valido; ademas, la fecha en
la que fue abierto debe ser rotulada en la
caja o contenedor. Los estuches comerciales
se suministran, generalmente, con los con-
troles que se deben utilizar en cada ocasion.
Es recomendable que los reactivos comer-
ciales sean analizados, de forma inmediata,
cuando se abre un nuevo lote o vial, y llevar
un registro de su funcionamiento [23].

En la tabla 2 se listan algunos reactivos usa-
dos en el laboratorio de microbiologia y los
resultados del control de calidad esperados.
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Reacciones esperadas

Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae

Kovacs (Indol)

Coagulasa Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis

Catalasa Staphylococcus aureus
Streptococcus spp.

Oxidasa Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli

Pyr Enterococcus faecalis

Strptococcus agalactiae

Escherichia coli
Enterobacter aerogenes

Rojo de metilo

Escherichia coli
Enterobacter aerogenes

Voges-proskauer

Positiva: anillo fucsia o rojo
Negativa: anillo amarillo

Positiva: formacion de coagulo
Negativa: no formacion de coagulo

Positiva: formacion inmediata y soste-
nida de burbujas
Negativa: no formacién de burbujas

Positiva: color rosado o purpura
Negativa: no cambio de color

Positivo: color rojo cereza oscuro
Negativo: color amarillo o naranja

Positiva: anillo color rojo
Negativa: anillo anaranjado

Positiva: color rojo o fucsia
Negativa: incoloro

Tomado y modificado de Procedimiento control de calidad interno analitos cualitativos del drea de bacteriologia (p. 29-30) por
Gobierno de Chile, Instituto de Salud Publica, 2009 [24]; y Koneman Diagndstico microbioldgico. Texto y atlas color por W.C.
Winn y colaboradores, 2008, Buenos Aires, Argentina: Editorial Médica Panamericana. Copyright© 2008 por Editorial Médica

Panamericana [25].

Coloraciones

Aunque los microorganismos vivos se
pueden observar directamente en mues-
tras frescas en el microscopio dptico, la
mayoria de las veces es necesario tefiir-
los con colorantes para que sea mas facil
su identificacién. Ademas, la presencia de
ciertas estructuras, asi como su reaccion a
determinadas técnicas de coloracién, per-
mite clasificar a las bacterias en diferentes
grupos y acercarse al diagndstico microbio-
l6gico. El advenimiento de las tinciones, a
mediados del siglo xix fue, en gran parte,
responsable de los principales avances que
se tuvieron en la microbiologia y en otros
campos del diagndstico microscépico du-
rante los ultimos cien afios. Las coloracio-
nes, y en especial la tincion de Gram, se
han convertido en una herramienta basica
para el diagndstico preliminar y presuntivo
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de los agentes infecciosos, y una valiosa
guia de orientacidn diagndstica [26].

Las tinciones son frecuentes en el drea de
microbiologia y otras areas del laborato-
rio como hematologia, andlisis de orina,
citologia, histologia y parasitologia. En mi-
crobiologia se utilizan con frecuencia tin-
ciones permanentes, como la naranja de
acridina, la hematoxilina férrica (para los
parasitos fecales) y la tincion cromosémi-
ca de Giemsa (para Plasmodium spp.). La
tinciéon de Gram se utiliza para la identifi-
cacioén de bacterias, levaduras y otros ele-
mentos presentes en las muestras clinicas,
como células epiteliales y leucocitos poli-
morfonucleares neutrdéfilos. Las tinciones
acidorresistentes son especialmente im-
portantes para el diagndstico preliminar
de las micobacterias, puesto que su creci-
miento tarda varias semanas [5].
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Cabe anotar que la tincidon de Gram es una
de las mas utilizadas universalmente debido
a lo econdmica, sencilla y eficaz que resulta
[27]. Esta tincion, en microbiologia clinica,
resulta de gran utilidad, ya que a partir de
muestras clinicas directas, provenientes de
sitios estériles, se puede saber de mane-
ra rapida las caracteristicas de la muestra
y hacer una diferencia de los potenciales
microorganismos causantes de la infeccidn
[28]. Ademas, esta coloracion resulta ser la
carta de navegacion del microbidlogo, que
orienta el diagndstico del agente infeccioso
y, en algunos casos, por su alta sensibilidad
y especificidad, se convierte en una prueba
diagnoéstica importante de infecciones como
las del tracto urinario en lactantes y recién
nacidos [29-31], la vaginosis bacteriana en
mujeres [32,33] y la uretritis gonocdcica en
hombres [34-36]; por lo que es considerada
la coloracion estandar de referencia en el la-
boratorio de microbiologia.

Las tinciones utilizadas en el laboratorio de
microbiologia permiten el diagnéstico opor-
tuno y sugerente de los agentes implicados
en las enfermedades infecciosas, por lo que
pueden ser determinantes en la decisidn
del tratamiento inicial, lo que las convierte
en herramientas elementales, vigentes y de
uso universal. Por tal razdn, es importante
practicar la tincion adecuada de acuerdo
con el agente infeccioso que se sospecha y
el tipo de muestra a procesar [37].

La concentracion de las soluciones de tin-
cién, debido al efecto de la evaporaciéon de
los solventes o las variaciones introducidas
en los métodos recomendados, puede afec-
tar los resultados de las tinciones para di-
ferenciar los microorganismos, de acuerdo
con su reaccion a la tincion de Gram y su
morfologia, y a coloraciones especiales para
la tincion de capsulas, esporas, entre otros.
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Especificamente, la tincién de Gram se pue-
de ver afectada en su interpretacion ya que,
a pesar de su sencillez, existen bacterias de
un mismo género que se pueden observar
en la misma muestra como Gram positivas y
Gram negativas de forma simultdnea, evento
denominado “tincién Gram variable”, lo cual
se produce secundario al estrés del creci-
miento de la bacteria debido a la alteracion
en la cantidad de nutrientes, en la tempera-
tura, el pH o la concentracion de electrolitos
disponibles en el medio de cultivo del que es
realizada la coloracion, o bien, porque, por
ejemplo, algunas especies de Bacillus y Gard-
nerella vaginalis a menudo se tiflen Gram
negativos o Gram variables, a medida que los
cultivos envejecen, o debido a la estructura o
cambios en la pared celular relacionados con
pérdida de la viabilidad [25,38].

Por lo anterior, las tinciones se deben com-
probar todos los dias de uso con cepas de
control de calidad que presenten resultados
positivos y negativos para cada tincion, a fin
de garantizar que sus reactivos estan activos
y en buen estado, ademas, que ofrecen los
resultados esperados. Por ejemplo, para el
control diario de la tincién de Gram se reco-
mienda el uso de cepas de Staphylococcus
aureus y de Escherichia coli del American
Type Culture Collection (ATCC) [21].

Todos los resultados de control de calidad
se deben registrar siempre que se analicen.
Las tinciones también se deben examinar en
busqueda de precipitaciones o formacién de
cristales, y para comprobar si hay contami-
nacién bacteriana; de ser asi, es recomen-
dable la filtracidn de los tintes. Un manteni-
miento y cuidado atento de las existencias y
de las diluciones de analisis de las tinciones
constituye un componente primordial en un
sistema que ofrezca buena calidad en los
analisis de microscopia [5].
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Medios de cultivo

Desde la época de Robert Koch hasta hoy
dia se ha incrementado enormemente el ar-
senal de medios de cultivo con que cuentan
los microbidlogos para la identificacion mi-
crobiana. La expansion de la microbiologia a
otras areas ha sido la responsable directa de
tal incremento, donde ha pasado de la me-
dicina hacia la agricultura y las industrias de
alimentos y farmacéutica. Dado que los me-
dios de cultivo constituyen una herramienta
fundamental en los laboratorios de microbio-
logia, realizar pruebas de control de calidad
de estos es vital para comprobar si cumplen
con sus especificaciones y si la metodologia
empleada para su preparacién es satisfacto-
ria [39].

Es importante tener en cuenta que en el caso
de los medios de cultivo deshidratados la
calidad depende del ambiente de almacena-
miento, especialmente después de abrir un
nuevo recipiente. La pérdida de la calidad de
estos medios se manifiesta por un cambio
en las caracteristicas de flujo del polvo, pér-
dida de la homogeneidad, apelmazamiento,
cambios de color, entre otros. Todo medio
de cultivo deshidratado que haya absorbi-
do humedad o muestre signos manifiestos
de cambio en la apariencia fisica se debe
desechar. De esta manera, cada vez que se
utilice un medio deshidratado se debe ha-
cer una evaluacién visual del contenido para
verificar el aspecto, las condiciones fisicas y
el cumplimiento de los criterios minimos de
rendimiento para obtener un andlisis micro-
bioldgico fiable [40]. Para los medios que son
preparados por el laboratorio de microbiolo-
gia la evaluacion se debe realizar para cada
lote que se prepare antes de su uso rutina-
rio; para los medios comerciales se realiza la
verificaciéon del rendimiento en cada nuevo
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numero de lote y, cada vez que se abre una
nueva serie, se deben verificar sus caracteris-
ticas con el uso de cepas control especificas,
dependiendo del tipo de medio [5,24].

Los procedimientos de control de calidad
proporcionan la confianza de que los medios
no se han contaminado antes de su uso y que
cumplen con las caracteristicas minimas para
el crecimiento del microorganismo inocula-
do. En todos los casos, ya sean medios ad-
quiridos o realizados en el centro de analisis
microbioldgico, se deben comprobar atenta-
mente aspectos como la apariencia, el aspec-
to, la dureza, la profundidad del agar, el pH,
el cumplimiento de las caracteristicas para
el crecimiento microbiano, la capacidad de
reaccion, entendida como la capacidad para
ofrecer los resultados bioquimicos adecua-
dos, la selectividad y su vida util; esta Ultima
se verifica reteniendo suficientes alicuotas
de los medios para repetir los controles en la
fecha de vencimiento.

Un aspecto muy importante para evaluar es
la esterilidad del medio de cultivo después
de su preparacion, la cual es comprobada
mediante la incubacién de una alicuota del
5% de cada lote preparado, a una tempera-
tura de 37 °C £ 1 °C, por un espacio de 24 y
48 horas. En caso de evidenciar contamina-
cion se debe rechazar el lote preparado. Es
importante mantener registros minuciosos
de los medios que se preparan en el labora-
torio. Se debe mantener un registro diario
que documente la fecha y el nombre de la
persona que realizd la preparacion, nombre
del medio y del fabricante, nUmeros de lote y
de serie asignados, el color, la consistencia, la
apariencia, los resultados del analisis de cre-
cimiento y el pH [22,23].

El control de calidad interno de los medios
de cultivo producidos internamente se debe
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Medios de cultivo Organismo control

Reaccion esperada

Agar chocolate Haemophilus influenzae

Neisseria gonorrhoeae

Agar sangre Streptococcus pneumoniae
Streptococcus agalactiae

Enterococcus spp.

Escherichia coli
Enterococcus faecalis

Agar MacConkey

Agar manitol salado Staphylococcus aureus

Escherichia coli

Citrato Simmons Klebsiella pneumoniae

Escherichia coli

Hektoen Escherichia coli
Salmonella spp.
Shigella spp.

Agar SS Escherichia coli

Salmonella spp.

Fenilalanina desaminasa  Proteus spp.

Escherichia coli

Crecimiento
Crecimiento

Hemdlisis alfa
Hemdlisis beta
No produce hemdlisis

Colonias rosadas
No crecimiento

Colonias amarillas
No crecimiento

Color azul oscuro del medio
No crece/cultivo color verde

Colonias anaranjadas brillantes
Colonias verde azuladas con centros negros
Colonias transparentes sin produccion de H,S

Colonias rosadas
Colonias incoloras con H,S

Aparicion inmediata de color verde intenso
No cambio de color

Tomado y modificado de “Control de la Calidad para un Laboratorio de Microbiologia” por M.L. Herrera & M. Campos, 2005, Rev
Meéd Hosp Nac Nifios, 40, p. 12. Copyright© 2005 por Scielo [21]; y Recomendaciones sobre el aseguramiento de la calidad de
medios de cultivo y reactivos (p. 31-34) por C. Miranda y colaboradores. En: Recomendaciones generales para el control de calidad
interno en Microbiologia Clinica por Grupo Colaborador GEGMIC (ed), 2004, Madrid, Espafia: SEIMC [41].

realizar mediante la inoculacién de un mi-
croorganismo de control verificado, con com-
portamiento conocido, tanto para reacciones
positivas como para negativas, tipo ATCC y
que se haya preservado y subcultivado de
acuerdo con las pautas del proveedor [23].

En la tabla 3 se listan algunos medios de cul-
tivo y la reaccidn esperada al realizar el con-
trol de calidad de estos.

Pruebas de susceptibili-
dad antimicrobiana

En los laboratorios de microbiologia clinica
la identificacion microbiana y la determi-
nacion de la sensibilidad de los microorga-
nismos a los antibidticos son tareas con un
gran impacto en el manejo del paciente in-
fectado. Los métodos utilizados para la de-
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terminacién de la sensibilidad se basan en
un estudio fenotipico, en el que se observa
el crecimiento de los aislamientos bacteria-
nos en presencia del antibidtico a estudiar.
Entre los métodos utilizados para esta eva-
luacidn se incluyen el de dilucidn en agar,
la macro y microdilucién en caldo, las tiras
reactivas con un gradiente de antibidtico (E-
test) y la difusion en agar (método de Kirby-
Bauer) [42].

Independiente del método utilizado las
pruebas de susceptibilidad antimicrobia-
na se basan en la evaluacion in vitro de la
capacidad que tienen los antibidticos o los
agentes antimicrobianos de inhibir el creci-
miento bacteriano. El resultado final de las
pruebas de susceptibilidad esta influencia-
do por multiples factores, lo que hace nece-
sario el monitoreo constante de los procedi-
mientos aplicados en su ejecucion mediante
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un programa de control de calidad interno,
que considere aspectos como la densidad
del indculo, la temperatura de incubacion,
la composicién de los medios de cultivo
preparados o comprados y los contenidos
de los discos con antimicrobianos. De esta
forma, la precisidon y exactitud del método
pueden ser controladas mediante el uso de
cepas bacterianas de referencia, cuyos pa-
trones de susceptibilidad son conocidos, y
la aplicacién de un procedimiento estanda-
rizado que incluya todas las etapas de la eje-
cucién del antibiograma tal como se realiza
en la rutina [43].

El indculo bacteriano es una parte funda-
mental en las pruebas de sensibilidad anti-
microbiana; por esta razon, se recomienda
el uso de un indculo estandarizado con una
turbidez al 0,5 de la escala de McFarland.
Este estandar de turbidez se debe conser-
var a temperatura ambiente y en oscuridad.
En cuanto al control de calidad del medio
de cultivo es recomendable el uso del agar
Muller-Hinton, el cual es altamente repro-
ducible para los ensayos de susceptibilidad
antimicrobiana, tiene bajo contenido de
inhibidores que afectan las tetraciclinas,
las sulfonamidas y la trimetoprima/sulfa-
metoxazol y permite el crecimiento de mi-
croorganismos no fastidiosos. Entre las ca-
racteristicas minimas que debe tener este
agar estdn una profundidad de 4 mm y un
pHentre 7,2y 7,4 [44].

La cantidad de cationes divalentes, prin-
cipalmente del calcio y el magnesio, en el
agar Miller-Hinton es otra variable que se
debe controlar, ya que puede afectar los re-
sultados con los aminoglucdsidos, las tetra-
ciclinas y la colistina. Cuando se encuentran
en exceso reducen la zona de inhibicién de
estos agentes, mientras que si su contenido
es escaso pueden inducir un aumento in-
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aceptable en el tamafio de dicha zona. Por
otra parte, la cantidad de timina y timidina
también se debe tener en cuenta pues pue-
de alterar los resultados de las sulfonamidas
y la trimetoprima, al producir una falsa sen-
sibilidad o una falsa resistencia [44]. De esta
manera, para controlar las concentraciones
de timina/timidina se utiliza la cepa de En-
terococcus faecalis ATCC 29212 y el disco
de trimetoprima/sulfametoxazol, y para
las concentraciones de cationes la cepa de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 vy el
disco de gentamicina [21,45].

El Instituto de Estandares Clinicos y de Labo-
ratorio (CLSI, por sus siglas en inglés) reco-
mienda el uso de cepas ATCC de referencia
y genéticamente estables para el control de
calidad de las pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana, de manera que se pueda
garantizar que el sistema de prueba estd
funcionando de forma adecuada, especifi-
camente en lo que respecta a la viabilidad
del indculo y el funcionamiento de los anti-
microbianos. Cabe anotar que los didmetros
de los halos de inhibicidn, para definir una
bacteria como sensible o resistente, deter-
minados por el CLSI para el control de ca-
lidad, son validos solo cuando se realiza el
método de susceptibilidad correspondiente
al método estandar de referencia del CLSI, o
alguno que haya demostrado un desempe-
flo comparable a este [45].

Las cepas ATCC basicas recomendadas por el
CLSI para el método de difusidn son Esche-
richia coli ATCC 25922, Staphylococcus au-
reus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 y Enterococcus faecalis ATCC
29121, entre otras, las cuales se seleccionan
de acuerdo con el grupo de antimicrobiano
a evaluar y el aislado clinico que vaya a ser
sometido a prueba de susceptibilidad. Cabe
anotar que el control de calidad para cada
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antimicrobiano se debe realizar de manera
diaria o cada vez que el laboratorio realice
la prueba de susceptibilidad hasta obtener
20 lecturas; si estas lecturas son correctas
(dentro del rango de lectura esperado) se
puede pasar a una frecuencia semanal [45].

Equipos de analisis
microbioldgico

La calidad de un andlisis microbioldgico de-
pende, entre otros factores, del buen uso
y funcionamiento de los equipos utilizados
para este fin. Es fundamental que todos
los equipos que resulten criticos para los
ensayos de microbiologia dispongan de
un plan de actividades de mantenimiento,
verificacién y calibracién. Estas actividades
estan encaminadas a asegurar que los po-
sibles errores detectados en los equipos
sean subsanados, asi como que el error
asociado a los equipos sea asumido por el
laboratorio (por ejemplo, la calibracion de
la estufa, el termociclador, la verificacion y
la calibracién de balanzas, entre otros ) [9].

El laboratorio debe contar con los equi-
pos necesarios para la correcta ejecucion
de los ensayos y disponer de un inventario
actualizado de los equipos en uso. Cuando
se recibe un equipo nuevo se debe com-
probar que cumple con las especificacio-
nes previstas; ademas, verificar la docu-
mentacion que lo acompafie y su estado
[46]. La documentacion necesaria para
cada equipo debe incluir: a) ficha del equi-
po con la descripcidn y el codigo interno
asignado al mismo, el nombre, la marca, el
modelo, el nimero de serie, el nUmero de
inventario de la institucion, la localizacion
habitual, los datos del fabricante, la fecha
de recepcion y de puesta en servicio, el
procedimiento de validacién, verificacion y
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mantenimiento, y su periodicidad; ademas
de las precauciones de bioseguridad, b) un
manual del equipo, que junto con las ins-
trucciones de uso y mantenimiento deben
estar disponibles para el personal del labo-
ratorio autorizado, c) registros de cada una
de las revisiones realizadas: mantenimien-
to preventivo y correctivo, periodicidad
de la inspeccidn y fallas del instrumento;
ademas, se debe incluir un apartado de
correccién de fallas y acciones correctivas
efectuadas y d) instrucciones de uso del
instrumento, redactadas en forma clara y
en el idioma de los usuarios, en las que se
incluyan las precauciones de seguridad, los
procedimientos de limpieza, cuidado del
instrumento y acciones correctivas [46,47].

La norma UNE-EN-ISO 15189:2007 exige
que el laboratorio disponga de un progra-
ma de validacién, verificacion y manteni-
miento para los equipos que puedan influir
significativamente en los resultados de los
ensayos [48]. Después de la validacion ini-
cial, los periodos de validacién o verifica-
cion (comprobacién en el dia a dia de que
un equipo cumple con sus especificacio-
nes) se establecen en funcién de la natura-
leza del equipo, sus condiciones de uso, la
historia previa del equipo y las recomenda-
ciones del fabricante [49]. El mantenimien-
to permite que un equipo esté en condicio-
nes de uso adecuadas y puede ser de tipo
correctivo o preventivo. El mantenimiento
en los equipos, como bafios termostaticos,
estufas, refrigeradores, cabinas de seguri-
dad bioldgica y microscopios, consiste en
la limpieza, la inspeccion de posibles dafios
y la comprobaciéon general. Se deben esta-
blecer y conservar los registros del man-
tenimiento efectuado en los que conste la
actividad realizada, cuando y quién la ha
efectuado [50].
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Cepas de referencia

Para demostrar la trazabilidad el laboratorio
debe utilizar cultivos de referencia de mi-
croorganismos obtenidos de una coleccién
nacional o internacional reconocida, o de
una organizacion aprobada por un organis-
mo de acreditacidon. Teniendo en cuenta
que cada aislamiento microbiano es, con
una alta probabilidad, distinto de otro ais-
lamiento de la misma especie, cuando se
quiere realizar cualquier trabajo microbiol6-
gico en condiciones estandar, reproducibles
en cualquier momento y lugar, es necesario
efectuar el control de calidad con cepas de
referencia reconocidas, siendo las mas im-
portantes las brindadas por el American
Type Culture Collection (ATCC) de Estados
Unidos [9].

El laboratorio debe elaborar un procedi-
miento interno en el que se describan las
etapas de reconstitucion de las cepas, el
medio a utilizar, la produccién de cepas de
reserva y de trabajo, las pruebas bioquimi-
cas a aplicar, concretando cuales y cuando,
y el modo y el tiempo de almacenamiento
de todos los tipos de cepas (reserva y traba-
jo). Las tres fases de produccién de las cepas
(reconstitucién, reserva y trabajo) deben es-
tar codificadas y registradas de manera que
haya trazabilidad de las cepas de trabajo a
la original [9].

Las cepas de referencia recomendadas en
microbiologia varian segun las exigencias
de las pruebas analiticas a realizar. De esta
forma, para los estudios de sensibilidad se
recomiendan las cepas ATCC, o las equiva-
lentes de otras colecciones como las pro-
puestas por el CLSI. Para el resto de pruebas
se pueden utilizar las cepas ATCC recomen-
dadas por otros estamentos, o bien, aisla-
dos clinicos correctamente caracterizados.
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Debe existir un registro documentable de
la recepcion de las cepas de referencia, en
el que se anote la fecha de llegada, condi-
ciones de llegada, controles realizados, mé-
todo de conservacion y numero de viales
y personal responsable. Las cepas de refe-
rencia se deben reconstituir y someter a los
controles de pureza y ensayos bioquimicos
gue sean necesarios; ademas, ser cultiva-
das en los medios apropiados una unica
vez para obtener las cepas de reserva y las
cepas de trabajo. Las cepas de reserva se
deben conservar mediante una técnica que
mantenga las caracteristicas deseadas de
las cepas de referencia, como la liofilizacién,
la ultracongelacién (-70 °C), la conservacion
en nitrégeno liquido, entre otras [41].

Aseguramiento
de la calidad

El laboratorio de microbiologia clinica re-
quiere, para su correcto funcionamiento, un
adecuado y constante control de calidad de
todas las etapas del procesamiento de las
muestras clinicas, desde la recoleccién has-
ta la elaboracion del informe escrito. El ase-
guramiento de la calidad dentro del labora-
torio de analisis clinico tiene como finalidad
identificar, monitorear, evaluar y aprobar
metodologias relativas al cuidado del pa-
ciente, para garantizar un resultado veridico
y confiable. En este contexto, el control de
calidad en microbiologia comprende el mo-
nitoreo de los medios de cultivo, reactivos,
instrumentos y procedimientos, como ya
fue descrito previamente en esta revision;
ademas del personal involucrado en la ge-
neracion de la informacion de utilidad clini-
ca, de manera que resulte confiable [12].

Un programa de aseguramiento de la ca-
lidad también debe incluir un manual de
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procedimientos para la validacion de meto-
dologias y equipos, el desarrollo de cursos
de educacién continua, elementos de bio-
seguridad y una supervision de los repor-
tes generados [21]. De igual manera, para
garantizar una adecuada atencion médica a
los pacientes con patologias infecciosas se
deben implementar medidas de control de
calidad interno y externo por parte de los
laboratorios, las cuales deben abarcar todas
las fases del proceso analitico, ya que gra-
cias a ellas se detectan errores sistematicos
o aleatorios, con la consiguiente posibilidad
de introducir, si procede, las medidas co-
rrectivas adecuadas [51].

Control
de calidad interno

Para finalizar, el control de calidad interno
es una parte importante del laboratorio que
se puede lograr a través de intervenciones
debidamente documentadas y validadas en
las etapas preanalitica, analitica y posanali-
tica. La implementacién del control de cali-
dad interno no garantiza un trabajo libre de
errores, pero detecta y controla la aparicién
de los mismos [52]. El programa de control
de calidad interno se debe reflejar en un
documento donde queden consignados, de
manera detallada, todos los procedimientos
y técnicas que se lleven a cabo, los resulta-
dos correspondientes y la persona que las
ha elaborado; en caso de que se detecte al-
guna incidencia también debe quedar regis-
trada, asi como las posibles acciones correc-
tivas realizadas. Cuando se manifieste algun
resultado andmalo es necesario investigar
cudl ha sido la causa, mediante un examen
retrospectivo del ensayo y, una vez determi-
nada, realizar las acciones correctivas perti-
nentes para eliminar la fuente de error, asi
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como las acciones preventivas para que ho
vuelva a ocurrir [8].

En este sentido, el Instituto Nacional de Sa-
lud de Colombia, con base en la norma 1SO/
IEC 17025, que plantea programas de ase-
guramiento de la calidad de los laboratorios
para generar resultados técnicamente vali-
dos, plantea al aseguramiento de la calidad
(quality assurance) como el conjunto de
actividades planificadas y sistematicas para
asegurar que los productos o servicios sean
satisfechos [53]. Entre estas actividades se
encuentran la medicién sistematica de los
procesos, la comparacién con estandares,
el seguimiento de los procesos, entre otras.
Estas actividades contribuyen a la preven-
cion de los errores y que los datos del con-
trol de la calidad sean analizados; en caso
de no satisfacer los criterios predefinidos se
deben aplicar las acciones planificadas para
corregir el problema y evitar consignar re-
sultados incorrectos [54].

Evaluacion
externa de la calidad

Para terminar, la evaluacidon externa de la
calidad se define como un sistema para
comprobar, de forma objetiva, el rendi-
miento del laboratorio por medio de una
agencia o instalacidn externa. Los labora-
torios individuales pueden utilizar la eva-
luaciéon externa de la calidad para detectar
problemas en las practicas del laboratorio,
lo que permite la aplicacion de las medidas
correctivas pertinentes. La participacién en
la evaluacion externa de la calidad ayudara
a evaluar la fiabilidad de los métodos, ma-
teriales y equipos, y a evaluar y supervisar
la influencia de la formacion del personal
involucrado [5].
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En los laboratorios que realicen andlisis re-
lacionados con la salud publica la evalua-
cién externa de la calidad puede ayudar a
garantizar que, durante las actividades de
supervision, los resultados procedentes de
diferentes laboratorios sean comparables.
La participacién en el programa de evalua-
cion externa de la calidad proporciona datos
e informacidn utiles para la comparacion del
rendimiento, y los resultados entre diferen-
tes centros de analisis emiten advertencias
tempranas de los problemas sistematicos
asociados a estuches de reactivos u opera-
ciones, proporcionan pruebas objetivas de
la calidad de los analisis, indican las zonas
gue necesitan mejorar e identifican las ne-
cesidades de formacién del personal del
laboratorio. Por lo tanto, la evaluacion ex-
terna de la calidad ayuda a clientes como
médicos, pacientes y autoridades sanitarias
para asegurar que el laboratorio produzca
resultados fiables [5].

Conclusiones

El programa de control de calidad, para los
analisis cualitativos y cuantitativos, es esen-
cial para garantizar la exactitud y la fiabili-
dad de las pruebas realizadas por el labo-
ratorio clinico. Por lo tanto, el laboratorio
debe establecer un programa que supervise
todos los andlisis de control de calidad y te-
ner politicas y procedimientos, por escrito,
gue debe seguir todo el personal del labo-
ratorio.

El programa de control de calidad interno en
el laboratorio de microbiologia asegura que
la informacién es exacta, adecuada y repro-
ducible, y permite alertar a los profesiona-
les del laboratorio sobre posibles resultados
insatisfactorios que pueden y deben ser co-
rregidos. De igual manera, cada laboratorio
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debe participar en programas de control de
calidad externo organizados por organismos
oficiales o comunidades cientificas, y debe
documentar los procedimientos utilizados
para la evaluacién de los resultados obte-
nidos y la adopcién de medidas correctivas.

Mediante el uso de practicas de control de
calidad un laboratorio es capaz de encontrar
y corregir fallas en los procesos analiticos de
un laboratorio, antes de que los resultados
del paciente sean entregados potencialmen-
te incorrectos, garantizado asi la calidad de
los reportes, la seguridad de los pacientes y
la confiabilidad que el clinico deposita en el
laboratorio.
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Abstract: The microbiology laboratory is a complex system, which involves many steps for each activity
and different people, and where analytical results must be as accurate as possible. If the results are
inaccurate, the consequences can be significant, including the performance of unnecessary procedures,
delays in obtaining a proper result and implementation additional diagnostic tests that could be avoi-
ded. These consequences increase spending both economics terms as time and efforts of the staff. Most
analytical techniques involve several procedures that are subject to some degree of imprecision and
possibility of error. Therefore, it’s important to apply an internal quality control that ensure that finished
products or analytical values which are produced by a laboratory are sufficiently reliable and appro-
priate to the objective pursued. In this way, a microbiological laboratory must assess and document the
performance of all aspects of its procedures that includes the quality of the sample, the efficiency of
reagents and antisera, the staining, the culture media, the operation of instruments or equipment, the
strains of reference, and the verification or validation of the results obtained. The aim of this manuscript
is to present a literature review about some elements of microbiology laboratory that are susceptible of
internal quality control, as an integral part of the daily work of the staff working in this one.

Key words: quality control, culture media, staining and labeling, reagents, equipment.
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