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1.- INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Toda la informacion diagnostica que el laboratorio de Microbiologia puede
proporcionar, depende de la calidad de la muestra recibida. Una toma mal
realizada, pobremente recogida o mal transportada determinara un posible fallo
en la recuperacion de los agentes patdgenos, pudiendo inducir a errores
diagnosticos e incluso a un tratamiento inadecuado del enfermo.

El objetivo de este manual es realizar una puesta al dia de la recogida,
transporte y conservacion de las muestras microbioldgicas, segun las distintas

localizaciones y caracteristicas especiales de aquellas o de los microorganismos a
investigar.

2. NORMAS BASICAS GENERALES

2.1. Volante de peticion

Cada muestra debera ir acompafiada de un volante de peticion que debera
estar correcta, legible y completamente cumplimentado. En general, cada peticion
deberia suministrar al laboratorio la suficiente informacion para que la muestra
sea procesada convenientemente y puedan interpretarse adecuadamente los
resultados.

Todo volante de peticidn debera poseer las cinco areas siguientes:

1. Filiacion y datos administrativos: nombre y apellidos, sexo y edad
del paciente, médico solicitante, centro, servicio o consulta al que
pertenezca, numero de cama, numero de la seguridad social,
namero de historia clinica, etc.

2. Datos clinicos: fecha de comienzo de la enfermedad, diagndéstico de
presuncidn, estado inmunitario del paciente, etc. Estos datos son
de gran interés para orientar las técnicas que hay que seguir.

3. Datos de la muestra: fecha y hora de obtencién, naturaleza del
producto y exacta localizacion de la toma, asi como el
procedimiento de extraccion, o si se ha seguido alguna técnica
especial (puncidén transtraqueal, vesical, etc.).

4. Terapeutica seguida: antibioticos, que se han administrado y el
tiempo desde la ultima toma o inyeccion. Todas las muestras
deberian tomarse antes de empezar un tratamiento antibiotico.

5. Area para la solicitud: indicando claramente el tipo o tipos de
determinaciones que se desean; en caso de busqueda de un
microorganismo determinado, se indicaréa éste (M. tuberculosis,
L. pneumophila, etc.).



2.2. Obtencién de la muestra

En lineas generales, para cualquier localizacion es necesario:

1. Que la toma se efectle en el sitio exacto de la lesién con las maximas
condiciones de asepsia que eviten la contaminacién con microbios
ex0genos.

2. Que la muestra nunca se ponga en contacto con antisépticos o
desinfectantes.

3. Que latoma sea lo més precoz posible.

4. Son preferibles los productos purulentos frescos liquidos (recogidos con
aspiracion directa con jeringa) o tejidos sospechosos, a las muestras
tomadas con hisopos o torundas con algodon.

5. Se tomaran cantidades adecuadas.

6. Las muestras deben recogerse antes de la instauracién del tratamiento
antibidtico; cuando esto no es posible, se obtendran justo antes de la
administracion de la dosis del antimicrobiano o tras 48 horas de la
retirada del mismo.

2.3. Recogida de la muestra

Cada tipo de muestra requiere un material estéril para recogida e incluso
transporte de la misma.

2.4. Transporte

Todas las muestras deberian enviarse rapidamente al laboratorio para que
fueran procesadas antes de las dos primeras horas desde su recogida. Esta
situacion es vital en el caso de los LCR en meningitis agudas.

La mayoria de las bacterias resisten bien las temperaturas bajas, por lo que
las muestras pueden mantenerse unas horas en nevera, EXCEPTO: LCR,
Exudados, Heces y muestras para cultivo de Anaerobios.

En todos los casos los contenedores de las muestras deben estar
perfectamente cerrados e identificados con los datos de la muestra, persona a
quien pertenece, servicio solicitante y receptor.

Cuando la viabilidad de las bacterias es muy baja o la posibilidad de
desecacion de la muestra es grande, se usaran medios de transporte. Estos medios
pueden ser para bacterias aerobias 0 anaerobias, y aunque pueden conseguir
supervivencias de hasta 24 horas a temperatura ambiente, deben enviarse también
lo més rapidamente posible al laboratorio.



3. HEMOCULTIVOS

A. Material necesario

Frascos de hemocultivo.
Compresores de goma.

Jeringas y agujas de puncion 1V.
Gasas estériles.

Guantes de goma estériles.

Alcohol etilico o isopropilico al 70%.
Solucion Yodada.

B. Obtencion de la muestra

Retirar los tapones externos de los frascos.

Desinfectar los tapones de goma con alcohol etilico al 70%, dejandolo secar
al menos un minuto (no utilizar antiseptico yodado).

Eliminar cualquier gota de desinfectante residual con una gasa estéril antes
de la inoculacion de la sangre.

Localizar por palpacion la vena que se va a puncionar. Debe utilizarse una
vena distinta para cada extraccion. Cuando no haya venas accesibles puede
realizarse la extraccion de sangre arterial.

Desinfectar con alcohol etilico o isopropilico al 70% una zona de piel de
unos 10 cm de diametro. Se comenzara por el centro y se iran haciendo
circulos concéntricos hacia el exterior. Dejar que se seque durante un
minimo de 30 segundos.

Repetir el paso anterior aplicando una solucion yodada, dejandolo secar
durante 30 segundos si se trata de tintura de yodo al 1-2% y durante 60
segundos si se utiliza povidona yodada al 10%.

En pacientes alérgicos al yodo, repetir la operacién utilizando alcohol al
70% y dejandolo secar durante 60 segundos.

Extraer la sangre sin tocar en ningin momento el campo desinfectado. Si
fuera necesario palpar nuevamente la vena se utilizaran guantes de goma
estériles o se desinfectaran los dedos de la misma manera que la piel del
paciente. Si se requiere una segunda venopuncion debera cambiarse la
aguja.

Introducir la sangre en los frascos, primero en el frasco de anaerobios
evitando que entre aire en dicho frasco. Mover los frascos para que la
sangre y el medio de cultivo se mezclen. Introducir los frascos a 37°C.

C. Volumen de la muestra

Como norma general lo mas adecuado es que la sangre mantenga una
proporcion 1:10 con el medio de cultivo.
La cantidad de sangre a introducir en cada frasco viene determinada por el



modelo utilizado en el hospital:

- Adultos y nifios mayores: obtener de 10-20ml por toma para inocular
ambos frasco (frasco para cultivo de aerobios + frasco para cultivo de
anaerobios).

- En prematuros y nifios pequefios: obtener de 0.2 a 5ml de sangre a
repartir entre ambos frascos especiales para Pediatria.

C. Numero de muestras y momento de la extraccion

En general se recomienda extraer tres hemocultivos por paciente, previos al
tratamiento antimicrobiano.

En caso de sepsis y endocarditis subaguda las extracciones se reparten en
24 horas y en caso de que los hemocultivos sean negativos, obtener tres
muestras mas al dia siguiente.

El comienzo de obtencion de hemocultivos debe demorarse el menor tiempo
posible desde el inicio de la fiebre o de los escalofrios.

El intervalo entre las extracciones en general debe ser de unos 30 minutos,
si bien recientemente la American Society for Microbiology ha
recomendado la conveniencia de extracciones simultaneas en diferentes
puntos anatémicos.

D. Transporte

Deben enviarse al laboratorio lo mas rapidamente posible. Hasta su envio
mantener a 35-37°C; cuando esto no sea posible, mantener a temperatura
ambiente. Nunca refrigerarse ni congelar.

E. Observaciones

No son adecuadas las muestras obtenidas a través de catéter. Estas
muestras solo deberian utilizarse en el caso de sospecha de sepsis asociada a
catéter, siempre que en el laboratorio se pudieran hacer cultivos
cuantitativos de sangre (ésta técnica aun no esta disponible en el Hospital).
Consultar siempre con el Laboratorio de Microbiologia ante la sospecha de
una bacteriemia por microorganismos “inhabituales” o “de dificil
crecimiento”.

En caso de sospecha de determinados microorganismos (Brucella spp,
Neisseria gonorrhoeae,...) 0 de endocarditis, indicarlo claramente en la
peticion.




4. UROCULTIVOS

4.1. ORINA OBTENIDA POR MICCION MEDIA.

A. Material necesario

e Gasas estériles.

e Jabon neutro.

e Recipiente de boca ancha con tapa de rosca hermético y estéril.
e Bolsas de plastico o colectores estériles para nifios.

B. Obtencion de la muestra

e La muestra iddnea es la primera miccion de la mafiana, ya que permite
la multiplicacién de bacterias durante la noche

- Técnica para mujeres:

e La paciente debe quitarse la ropa interior.

e Se lavara las manos cuidadosamente con agua y jabon, las enjuagara
con aguay las secara con una toalla limpia.

e Se separaran los labios mayores y menores, y los mantendra
separados en todo momento hasta que se haya recogido la orina.

e Con una gasa enjabonada se lava bien la vulva pasandola de delante
hacia atras, se repetira el proceso un total de 4 veces.

e Enjuagar cuidadosamente con agua hervida para eliminar los restos
de jabén.

e Se indicara a la paciente que orine desechando los 20-25 primeros
mililitros, tras lo cual y sin interrumpir la miccion, se recogera el
resto de la orina en el recipiente.

e El frasco debe sujetarse para que no tome contacto con pierna, vulva
0 ropa del paciente. Los dedos no deben tocar el borde del frasco o su
superficie interior.

- Técnica para hombres:

e Lavado de manos con agua y jabon.

e Retraer completamente el prepucio, que se mantendra asi en todo
momento, hasta que se haya recogido la orina.

e Limpiar el glande con jabon neutro.

e Eliminar los restos de jabdn enjuagandolo con agua hervida.

e Se pedira al paciente que orine desechando los primeros 20-25
mililitros para, sin interrumpir la miccion, recoger el resto de la
orina en recipiente esteril.



- Técnica para nifios:

e En nifios y nifias mayores la orina se recogera de forma similar a los
adultos.
e En nifios y nifias m&s pequefos, la orina se recogeréa en colectores o
bolsas estériles especialmente disefiadas para ellos de la siguiente
forma:

a

Lavado cuidadoso de los genitales y area perineal igual que en los

adultos.

Colocar la bolsa de plastico o el colector.
Vigilar la bolsa cada 30 minutos y tan pronto como el nifio haya
orinado, deben retirarse y enviarse al laboratorio para su

procesamiento.

Si la miccion no se ha realizado en una hora, se repite la

operacion colocando una nueva bolsa.

C. Volumen minimo de la muestra

Recomendaciones sobre el volumen de orina

Determinacioén

Volumen (ml)

Comentarios

BACTERIAS 0.5-1 PRIMERA ORINA DE LA MANANA
HONGOS > 20 PRIMERA ORINA DE LA MANANA
MICOBACTERIAS >20 PRIMERA ORINA DE LA MANANA
TRES DIAS CONSECUTIVOS
ANAEROBIOS 1 ASPIRADO SUPRAPUBICO,
ENVIAR EN UN SISTEMA DE
TRANSPORTE PARA ANAEROBIOS
PARASITOS ORINA DE 24 HORAS

D. Transporte y conservacion

e La orina debe llegar al laboratorio en el plazo de una hora. Cuando esto no
sea posible debe refrigerarse a 4°C durante un tiempo maximo de 24 horas.
El laboratorio debe controlar el transporte, garantizandose el que las
muestras han sido refrigeradas desde el momento de su toma, siendo
admisible, si no puede garantizarse el transporte correcto, la utilizacion de
algun conservante (acido borico al 2% o el sistema comercial con borico-
formiato).
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D. Observaciones

En pacientes ingresados con imposibilidad de recoger la muestra por si
mismos, se realizard sondaje vesical por personal sanitario experto con
las medidas asépticas oportunas.

Para la investigacion de anaerobios es necesario que la orina se obtenga
por puncion suprapubica.

Para la busqueda de micobacterias, la orina se recoge de la forma
descrita anteriormente durante tres dias consecutivos. En este caso el
volumen de orina debe ser 100-150ml. y se elegird preferentemente la
primera miccion de la mafiana. Cuando se sospecha la presencia de
hongos el volumen sera superior a 20ml. y en el caso de parasitos se
recogera la orina de 24 horas.

4.2. ORINA VESICAL

Es la orina obtenida por puncién suprapubica o por cistoscopia. La
puncién suprapubica requiere un buen conocimiento de la técnica y de
las precauciones que hay que adoptar, con rigurosa asepsia, descartando
problemas de hemostasia y con la vejiga palpable y previa desinfeccion y
anestesia local; se puncionara ésta a 1.5cm. de la sinfisis pubiana, en la
linea media, estando el paciente en decubito supino, con una jeringa de
10ml. y con aguja larga (calibre 19) se aspira el contenido vesical (Fig.
1). En caso de orina obtenida por puncion suprapubica se enviara al
laboratorio lo antes posible en la misma jeringa de la extraccion, tras
expulsar el aire de su interior y con la aguja pinchada en un tapon de
goma estéril, indicando en volante adjunto, procedencia de la muestra o
técnica empleada para su recogida (dato importante a la hora de valorar
el recuento de colonias).
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¢ Indicaciones: evidencia clinica del cuadro urinario con recuentos bajos o
nulos, neonatos y lactantes, cateterizacion contraindicada o dificultosa,
bldsqueda de anaerobios y urocultivos repetidos con dos 0 mas bacterias.

4.3. ORINA DE PACIENTES CON CATETER PERMANENTE

A. Material necesario

e (Gasas.

e Alcohol 702 o solucion yodada.
e Jeringa o aguja estéril.

e Recipiente estéril.

B. Obtencion de la muestra

e Se limpiaréa el catéter con una gasa humedecida en alcohol o solucion
yodada.
e Dejamos secar unos minutos.

e Pinchar directamente con la aguja el catéter, por la zona desinfectada,
aspirando entre 3-5ml.

C. Transporte y conservacion

e Puede enviarse en la jeringa o pasar la orina a un recipiente estéril. Si no
puede llevarse al laboratorio inmediatamente, se debe refrigerar a 4°C o
utilizar tubos con conservante (acido borico al 2%) .

D. Observaciones

e Como regla general se considera que la sonda vesical no es una muestra
adecuada y que esta justificado rechazar su procesamiento.
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5. TRACTO GASTROINTESTINAL

5.1. HECES

A. Material necesario

Recipiente de boca ancha para recoger las heces, tipo orinal, bacinilla o
cufia. No es necesario que esté estéril, s6lo es preciso que esté limpio. No
contendra restos de jabones, detergentes, desinfectantes o iones metalicos.
Recipiente estéril de boca ancha y cierre hermético para enviar la muestra.
Puede ser vélido el empleado para recoger orinas, aunque es preferible
utilizar un recipiente que tenga espatula para tomar la muestra de heces.
Medios o sistemas de transporte para heces. Se emplean sélo si la remision
de la muestra se retrasa. Existen sistemas comerciales para bacterias (Cary-
Blair o modificaciones o solucién de glicerol tamponado) o para parasitos,
SAF (acetato sddico/acido acético/formalina).

Espatulas, cucharillas o depresores.

B. Obtencion de la muestra

Si son formadas o pastosas se toma una porcion del recipiente donde hayan
sido emitidas y se transfieren al sistema elegido para el envio al laboratorio.
Se seleccionan zonas donde haya sangre, moco o pus.

No son validas las muestras contaminadas con orina. No debe utilizarse
para la recogida papel higiénico, porque suelen tener sales de bario que
inhiben algunas bacterias enteropatdgenas.

C. Volumen minimo

Heces formadas o pastosas: al menos 1 6 2g; para virologia afiadir de 2 a 4g.
mas. Muestras del tamafio de una nuez son muy adecuadas pues permiten
realizar la mayoria de las investigaciones posibles.

Heces liquidas: entre 5y 10ml.

D. Transporte y conservacion

Para el estudio bacteriologico es suficiente enviar la muestra en un
recipiente estéril si se va a procesar en el plazo de 1 6 2 horas después de su
emisién. En caso contrario se remite en un sistema de transporte para
bacterias. En ambos casos se mantiene en refrigeracion hasta el
procesamiento, para evitar el sobrecrecimiento de la flora normal que
puede enmascarar o destruir a los enteropatogenos. El frio puede afectar la
viabilidad de Shigella spp. Para el estudio de toxinas de C. difficile, la
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muestra se puede mantener hasta 48 horas en refrigeracion; congelada a -
20°C se puede mantener indefinidamente. Este tipo de muestras,
preferiblemente sin medio de transporte, es indispensable para: el examen
en fresco, el ensayo de las toxinas de C. difficile, deteccion por
concentracion de huevos o parasitos y estudios viroldgicos.

Es preferible enviar las muestras para estudio virologico sin medio de
cultivo, pues este diluye las particulas virales disminuyendo la sensibilidad.
Si su envio se retrasa mucho es necesario utilizar un medio de transporte.
Se enviaran en recipientes colocados en hielo.

Para el estudio de parasitos, enviar una muestra pequefia en un medio de
transporte para parasitos.

E. Observaciones

Las muestras para coprocultivo, deberan tomarse antes de la
administracion de antimicrobianos o agentes antidiarreicos. Es conveniente
también evitar, sobre todo para estudios parasitologicos la utilizacion
previa de antiacidos y laxantes oleoso, asi como de los compuestos
habitualmente utilizados para estudios radiologicos digestivos (bario,
bismuto).

Indicar siempre el juicio diagndstico de presuncion y si el paciente es menor
de un afio.

Solicitar las investigaciones especiales explicitamente (C. difficile, C.
perfringens, etc.).

Si con la primera muestra no se detecta la presencia de enteropatdgenos, es
necesario enviar en los dias siguientes, dos tomas adicionales. En general,
para los estudios parasitolégicos, se deben enviar tres muestras tomadas en
diferentes dias.

F. Muestras inadecuadas

Heces emitidas anteriores a dos horas y que no hayan sido refrigeradas.
Las tres tomas realizadas el mismo dia.

5.2. HISOPOS RECTALES

A. Material necesario

Hisopos rectales con medio de transporte y sin medio de transporte.
Guantes.
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B. Obtencion de la muestra

En general debe desaconsejarse su uso, aunque hay que recurrir a él si no se
puede disponer de heces, como en neonatos o adultos debilitados. Se ha
demostrado eficaz en el aislamiento de Neisseria gonorrhoeae, Campylobacter
spp. , Shigella spp., C. difficile, especialmente en el hospital y en portadores
anales de Streptococcus pyogenes, Enterococos Resistentes a la Vancomicina,
Enterobacterias productoras de Betalactamasas de espectro ampliado (BLEA)
y Acinetobacter multirresistentes. No es vélido para la busqueda de antigenos.
Para realizar la toma se introduce el hisopo sobrepasando un poco el esfinter
anal y se rota para hacer la toma de las criptas anales, dejar 10 a 30 segundos
para que se absorban los microorganismos y retirar.

C. Transporte y conservacion

e Muestras con medio de transporte (Stuart, Cary-Blair, para anaerobios en
el caso cultivo de C. difficile): < 24 horas conservadas a temperatura
ambiente.

e Muestras sin medio de transporte: envio inmediato al laboratorio.

D. Observaciones

Son validas las referentes a las heces.

E. Muestras inadecuadas

e Hisopos rectales secos.
e Hisopos con heces cuando se busquen bacterias distintas a enteropatdgenos.

5.3. MUESTRAS DIGESTIVAS ALTAS

5.3.1. ASPIRADOS

e Lavado gastrico, aspirado duodenal.

A. Material necesario

e Tubo de lavado gastrico.
e Recipientes estériles de boca ancha, tubo de tapdn de rosca, tubo de vacio.
e Medio de transporte para parasitos.
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B. Obtencion de la muestra

Lavado gastrico: ( ver tema de muestra para estudio de micobacterias).
Aspirado duodenal: para la basqueda de Giardia intestinalis, Strongyloides
stercoralis, Ascaris lumbricoides. Introducir el tubo a través de la boca hasta
alcanzar el duodeno y aspirar; para la busqueda de G. intestinalis es
necesario llegar a la tercera porcion del duodeno. Como método alternativo,
existe la posibilidad de la cdpsula duodenal, (ver toma de muestra para
estudio de parasitos). El cultivo de esta muestra so6lo tiene interés para
estudio de sobrecrecimiento bacteriano.

C. Volumen minimo

De 0.5 a 3ml en el aspirado duodenal.

D. Transporte y conservacion

En un recipiente estéril de boca ancha, tubo de vacio o tubo de tapon de
rosca, si se envia y procesa rapidamente. Si hay demora en el transporte o
procesamiento, se debera enviar en un medio de transporte con formalina
al 5% o SAF.

Mantener las muestras a temperatura ambiente.

5.3.2. BIOPSIA Y MUESTRAS OBTENIDAS POR ENDOSCOPIAS

A. Indicaciones

Biopsia esofagica: candidiasis e infecciones por CMV y HSV (actualmente
no se realizan cultivos de Virus).

Biopsia gastrica y duodenal: Helicobacter pylori.

Biopsia de intestino delgado: G. intestinalis, Cryptosporidium,
Microsporidium.

B. Material necesario

Endoscopio y material complementario.

Tubos esteriles de tapon de rosca.

Tubos de transporte con medio para parasitos.

Tubos de transporte con medio para virus (cuando haya cultivo virologico).
Tubos con solucidn salina para muestras pequefias.
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C. Obtencion de la muestra

Introducir por la cavidad oral el endoscopio y recoger la biopsia mediante
pinzas, cepillado reiterado o lavado (25-30ml de solucion salina), con
posterior aspiracion del material.

En sospecha de infeccion por H. pylori es fundamental obtener varias
muestras tanto de la base como de los cuatro cuadrantes del margen de la
Glcera, sin olvidar la biopsia de la mucosa antral.

5.4. OTRAS MUESTRAS DIGESTIVAS BAJAS

En este apartado se incluyen la biopsia rectal empleada para la deteccion

de Entamoeba histolytica, el HVS y Balantidium coli, y las muestras tomadas por
sigmoidoscopia para la deteccion de E. histolytica, micobacterias y colitis
seudomembranosa por C. difficile y S. aureus, Schistosoma y Cryptosporidium.

A. Material necesario

Sigmoidoscopio, rectoscopio y material complementario.
Pipetas.

Tubos de tapdn de rosca estériles con o sin solucion salina.
Tubo de transporte para anaerobios.

B. Obtencion de la muestra

Biopsia rectal: emplear pinzas para tomar muestras de las lesiones o de la
mucosa rectal posterior a unos 7-10 cm del esfinter anal.

Sigmoidoscopia: toma con pinzas o con pipeta: para la busqueda de
parasitos se realizan después de la defecacion normal o 2-3 horas después
de una defecacion conseguida con laxantes.

C. Transporte y conservacion

En tubo de tapdn de rosca. Si la muestra es pequefia o se va a dilatar el
envio se emplearan tubos con solucién salina para evitar la desecacion.

El envio debe ser inmediato y la conservacion adecuada; si se sospecha C.
difficile emplear medio para transporte de anaerobios. Para la busqueda de
parasitos se envia inmediatamente al laboratorio o en su defecto las
muestras tomadas con pipeta se incluiran en fijador.
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6. TRACTO RESPIRATORIO

6.1. TRACTO RESPIRATORIO SUPERIOR

6.1.1. Faringo-amigdalino
6.1.2. Nasofaringe
6.1.2. 1. Escobillonaje nasofaringeo
6.1.2.2. Aspirado nasofaringeo
6.1.3. Nasal
6.1.4. Senos paranasales

6.2. TRACTO RESPIRATORIO INFERIOR

6.2.1. Esputo, Esputo inducido

6.2.2. Aspirado traqueobronquial

6.2.3. Puncién transtraqueal

6.2.4. Muestras obtenidas a traves de fibrobroncoscopia
6.2.5. Muestras obtenidas por abordaje percutaneo

6.3. MUESTRAS EXTRAPULMONARES
6.3.1. Liquido pleural

6.3.2. Biopsia pleural
6.3.3. Hemocultivo

6.1. TRACTO RESPIRATORIO SUPERIOR

6.1.1. FARINGO-AMIGDALINO

e Se investigara rutinariamente la presencia de Streptococcus beta-hemolitico
del grupo A (S. pyogenes).

e [Esta muestra también podra utilizarse para la deteccidbn de Neisseria
gonorrhoeae, A. haemolyticum, C. diphteriae y H. influenzae (Epiglotitis).

A. Material necesario

e Depresor lingual.
e Torunda de Dacron con y sin medio de transporte de Stuart-Amies.

B. Obtencion de la muestra

e Bajo vision directa, con la ayuda de un depresor lingual, se tocara con una
torunda en todas las partes con exudado, membranas o inflamacién. Se

18



deben frotar las criptas tonsilares y la faringe posterior. No tocar nunca la
mucosa oral, lengua o Gvula.

C. Numero de muestras

e Cultivo: es suficiente con una torunda de Dacron.

e Deteccion de Antigeno: una torunda sin medio de transporte.

e Cultivo + Deteccion de Antigeno: dos torundas una de ellas sin medio de
transporte.

D. Transporte y conservacion

e Muestras sin medio de transporte: <2 horas a temperatura ambiente.
e Muestras con medio de transporte: < 24 horas conservadas a temperatura
ambiente.

E. Observaciones

e En las sospechas de difteria deberdn mandarse porciones de membrana,
una torunda faringea, y una torunda nasofaringea por via pernasal.
e Este tipo de toma esta contraindicada en pacientes con epiglotis inflamada.

6.1.2. NASOFARINGE
6.1.2.1. ESCOBILLONAJE NASOFARINGEO
Es la muestra indicada para la investigacion de portadores de Neisseria

meningitidis y aislamiento de Bordetella pertussis.

A. Material necesario

e Torundas flexibles de alginato calcico o de Calgiswab (para B. pertussis) con
y sin medio de transporte de Stuart-Amies.

B. Obtencion de la muestra

e Pasar la torunda a traves de la nariz suavemente, hasta llegar a la
nasofaringe. Hay que mantener la torunda cerca del septum y suelo de la
fosa. Rotar la torunda durante 5 segundos y extraerla.
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C. Numero de muestras y/o volumen

e Es suficiente una torunda.

D. Transporte y conservacion

e Muestras sin medio de transporte: <2 horas a temperatura ambiente.
e Muestras con medio de transporte: < 24 horas conservadas a temperatura
ambiente.

E. Observaciones

e Ante la sospecha de B. perthusis, contactar antes de la toma de la muestra
con el laboratorio de Microbiologia

6.1.2.2. ASPIRADO NASOFARINGEO
Es la muestra indicada para la investigacion de Neisseria meningitidis,

Bordetella pertussis, Corynebacterium diphteriae, Streptococcus pyogenes y Virus
Respiratorio Sincitial.

A. Material necesario

e Tubo aspirador de Teflon o jeringa y catéter.
e Contenedor estéril de cierre hermético.

B. Obtencion de la muestra

e Aspirar el moco, pasando el tubo de teflén o un catéter conectado a una
jeringa por via pernasal, de igual forma que la torunda.

C. NUmero de muestras y/o volumen

e Volumen entre 0.5-1ml.

D. Transporte y conservacion

e Envio en < 15 minutos a temperatura ambiente.
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E. Observaciones

e Ante la sospecha de C. diphteriae, A. haemolyticum y B. perthusis, contactar
antes de la toma de la muestra con el laboratorio de Microbiologia.

6.1.3. NASAL
Es la muestra indicada para la investigacion de portadores de

Staphylococcus aureus.

A. Material necesario

e Torunda de alginato calcico con y sin medio de transporte de Stuart-Amies.
e Solucion salina estéril.

B. Obtencion de la muestra

e Empapar el hisopo con solucién salina esteril.

e Introducirlo aproximadamente 2 cm dentro de la nariz.

e Rotar la torunda contra la mucosa nasal, extraer e introducir dicha
torunda en la otra fosa y repetir el proceso anterior.

C. NUmero de muestras

e Es suficiente una torunda.

D. Transporte y conservacion

e Muestras sin medio de transporte: <2 horas a temperatura ambiente.
e Muestras con medio de transporte: < 24 horas conservadas a temperatura
ambiente.

E. Observaciones

e Los microorganismos encontrados en fosa nasal no tienen por que ser los
mismos que se aislan en el seno en caso de sinusitis, por lo que los cultivos
de exudados nasales no sirven para el diagndstico etioldgico de las sinusitis
y no pueden sustituir nunca a la puncién del seno.
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6.1.4. SENOS PARANASALES

Se realiza puncién-aspiracion de los mismos, lo que requiere un especialista
en O.R.L. o personal especializado en dicha técnica.

A. Material necesario

e Povidona yodada al 10%.

e Contenedor estéril de cierre hermético.
e Medio de transporte para anaerobios.
e Solucidn salina estéril.

e Material quirdrgico de O.R.L.

B. Obtencion de la muestra

e Desinfectar el lugar de la puncion con povidona yodada al 10%.

e Introducir una aguja en el antrum maxilar por debajo del cornete inferior,
0 en el seno frontal por debajo del marco supraorbital del ojo.

e Aspirar el liquido del seno. Cuando no se obtenga liquido, instilar 1ml de
suero salino estéril y aspirarlo nuevamente.

e Inyectar una parte de la muestra en un medio de transporte para
anaerobios y el resto introducirlo en un contenedor estéril o dejarlo en la
propia jeringa.

C. Numero de muestras y/o volumen

e Seintentard obtener al menos 1ml de muestra.

D. Transporte y conservacion

e Muestras sin medio de transporte: < 15 minutos a temperatura ambiente.
e Muestras con medio de transporte: < 24 horas conservadas a temperatura
ambiente.
6.1.5. CAVIDAD ORAL
Es la muestra indicada para el diagnoéstico de “Candidiasis” o de la “Angina

de Vincent”.

A. Material necesario

e Torundas de algoddn con y sin medio de transporte de Stuart-Amies.
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B. Obtencion de la muestra

e En primer lugar, previamente a la toma, el paciente se enjuagara la boca
con agua.

e Frotar o raspar las lesiones con una torunda de algodén para eliminar las
secreciones y restos celulares y se tirara la torunda usada.

e Con una segunda torunda, se realizara otra toma sobre las lesiones
previamente raspadas, que sera la que se envie para cultivo.

C. Numero de muestras y/o volumen

e Es suficiente una torunda.

D. Transporte y conservacion

e Muestras sin medio de transporte: < 2 horas a temperatura ambiente.
e Muestras con medio de transporte: < 24 horas conservadas a temperatura
ambiente.

6.2. TRACTO RESPIRATORIO INFERIOR

6.2.1. ESPUTO, ESPUTO INDUCIDO

En las condiciones habituales de la clinica diaria, no es una muestra
representativa de la situacion existente en el tracto respiratorio inferior por su
mezcla con secreciones procedentes de todo el arbol traqueo-bronquial y con la
flora saprofita de la orofaringe. No obstante es un método facil y rapido cuya
utilidad o relacion entre resultado obtenido y verdadera etiologia depende en gran
medida de su correcta obtencion, control de calidad antes de iniciar su
procesamiento, tipo de agente que se pretenda detectar y valoracion adecuada del
resultado.

A. Material necesario

e Frasco estéril de boca anchay cierre hermético.
e Suero fisiologico estéril al 3-10% y nebulizador.

B. Obtencion de la muestra

e El paciente previamente se enjuagara la boca o hara gargaras con agua.
e Obtener el esputo tras una expectoracion profunda, preferentemente
matinal.
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e De no producirse expectoracion espontanea, puede inducirse la misma con
nebulizaciones de suero fisioldgico estéril (25ml de solucion salina estéril al
3-10%), siendo util ademas realizar un drenaje postural o fisioterapia
respiratoria.

C. Numero de muestras y/o volumen

e Essuficiente una muestra.
e Volumen > 1ml.

D. Transporte y conservacion

e A temperatura ambiente < 2 horas.
e Refrigerado a 4°C < 24 horas.

E. Observaciones

e Es preferible realizar la toma antes de instaurar el tratamiento antibidtico.
e [Esta muestra no sirve para cultivo de anaerobios.

e Losesputos seran rechazados si no alcanzan la calidad suficiente.

¢ No se afiadira a la muestra ninguna sustancia conservadora ni antiséptica.

6.2.2. ASPIRADO TRAQUEOBRONQUIAL

De valor analogo al del esputo por su contaminacién con flora orofaringea.

A. Material necesario

e Sonda de aspiracion.
e Contenedor estéril de cierre hermético.

B. Obtencion de la muestra

e No emplear anestésicos en su obtencion por el poder bactericida de los
mismos.

C. NUmero de muestras y/o volumen

e Volumen >2ml.
e Essuficiente una muestra.
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D. Transporte y conservacion

A temperatura ambiente < 2 horas.
Refrigerado a 4°C < 24 horas.

E. Observaciones

Los resultados obtenidos con esta muestra en paciente traqueostomizados
deben interpretarse con cautela, debido a la colonizacion que se produce en
las 24 horas siguientes a la traqueotomia.

6.2.3. PUNCION TRANSTRAQUEAL

A.

Material necesario

Guantes, pafios y gasas estériles.

Alcohol etilico o isopropilico al 70%.

Alcohol yodado al 1-2% o un yodoéforo al 10% como Povidona yodada.
Solucién salina.

Jeringas estériles.

Agujay cateter n® 14-16 (de subclavia).

Anestésico local (lidocaina al 1-2% con adrenalina).

Contenedor estéril de cierre hermético.

Medio de transporte para anaerobios.

Obtencion de la muestra

Desinfeccidn de la piel con alcohol yodado o Povidona yodada.

Introduccion del catéter por puncion a través de la membrana
cricotiroidea.

Inyectar solucién salina y aspirar.

C. NUmero de muestras y/o volumen

La maxima cantidad de aspirado posible.

D. Transporte y conservacion

Muestras sin medio de transporte: < 15 minutos a temperatura ambiente.
Muestras con medio de transporte: < 24 horas mantenidas a temperatura
ambiente.
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e Las muestras para cultivo de hongos o Micobacterias es mejor conservarlos
a 4°C <24 horas.

E. Observaciones

e Util en el diagnostico de anaerobios.

e Util en enfermos graves que no expectoran o lo hacen con esputos de
calidad insuficiente.

¢ Indicado ante neumonias que responden mal al tratamiento empirico y
neumonia nosocomial.

e No aconsejable en enfermedad obstructiva crénica ni en enfermos
hospitalizados durante largo tiempo, ya que pueden encontrarse muy
colonizados. Contraindicado en hipoxia severa y trastornos de coagulacion.
Posibles complicaciones como enfisema subcutaneo o hemoptisis.

6.2.4. MUESTRAS OBTENIDAS A TRAVES DE FRIBROBRONCOSCOPIA

En términos generales las muestras obtenidas por fribrobroncoscopia, salvo
el cepillado bronquial por catéter telescopado, son muestras contaminadas en
mayor o menor grado con flora orofaringea y por lo tanto no validas para cultivo
de anaerobios.

A. Material necesario

Material especifico para broncoscopia.

Contenedor estéril de cierre hermético.

Tubo esteril con 1ml de solucion Ringer o suero fisiologico estéril.
Material de corte estéril.

B. Obtencion de la muestra

e BROCOASPIRADO (BAS)
Recogida de  secreciones  respiratorias a través de
fribrobroncoscopio, pudiendo introducirse de 3 a 5ml de suero
fisiologico previo a la aspiracion.

e CEPILLADO BRONQUIAL POR CATETER TELESCOPADO (CBCT)

Cepillado de la mucosa bronquial del I6bulo afectado a través de un
fribrobroncoscopio mediante un cepillo telescopado protegido por un
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doble catéter ocluido distalmente para evitar la contaminacién de
vias altas.

e LAVADO BRONCOALVEOLAR (BAL)

Lavado de un segmento pulmonar (I6bulo medio o lingula) previo
anclado del broncoscopio, introduciendo de 20 a 50ml de suero
fisioldgico.

Indicado especialmente en procesos pulmonares intersticiales.

De escasas complicaciones, pero no obvia la contaminacion
orofaringea cuyo problema puede disminuirse si se inserta un tubo
endotraqueal para pasar el broncoscopio.

e BIOPSIA TRANSBRONQUIAL (BTB)
Obtencion de tejido pulmonar mediante técnica broncoscopica.

Posible contaminacién de la pinza de biopsia.
Complicaciones: neumotdrax, hemorragia.

C. NUmero de muestras y/o volumen

e BASY BAL:>1ml.
e CBCT: remitido en 1ml de solucion Ringer o suero fisioldgico.
e BTB: la maxima cantidad posible.

D. Transporte y conservacion

e A temperatura ambiente < 2 horas.
e Refrigera