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0 INTRODUCCIO

El control intern de la qualitat en el laboratori de microbiologia clinica consisteix
en un conjunt d'operacions realitzades pel personal que hi treballa per
comprovar el correcte funcionament dels medis de cultiu i dels reactius amb la
finalitat d'assegurar uns resultats correctes de l'aillament i identificacio dels
microorganismes i de l'antibiograma. El laboratori de microbiologia clinica ha de
detectar qualsevol error, analitzar-lo i corregir-lo.

1 OBJECTE | CAMP D'APLICACIO

L'objecte d'aquest document és proporcionar als laboratoris clinics unes
directrius per facilitar el control intern de la qualitat en bacteriologia i micologia
cliniques.

El camp d'aplicacio abasta tant els productes com els processos, €s a dir, els
medis de cultiu, els reactius, les identificacions, els antibiogrames
bacteriologics i micologics, i les tincions.

2 DEFINICIONS

A efectes d'aquest document s'apliquen les definicions segulents:

2.1 antibiograma: determinacio de la sensibilitat dels bacteris als antibiotics

2.2 escala de Mac Farland: terbolesa d'una suspensio de concentracio
creixent de bacteris

NOTA: El valor de 0,5 de I'escala de Mac Farland correspon a la
terbolesa d'una suspensié que conté 10™ entitats formadores de
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colonies per litre. La terbolesa de la suspensié es mesura per
turbidimetria.
2.3 estoc de referéencia: conjunt de soques obtingudes per resembra d'una
Unica soca de referencia

NOTA: Per treballar s'utilitzen subcultius de I'estoc de referéncia.
2.4 instruccio de treball:  document que descriu de forma concreta com es
duen a terme el conjunt d'operacions que cal fer en cada procés o lloc de
treball

2.5 lot d'un medi de cultiu:  conjunt definit d'un medi de cultiu homogeni en
quant a tipus, preparacio i qualitat, preparat en un mateix periode de temps i al
que se li ha assignat un numero d'identificacio
NOTA: Cada lot de medi de cultiu s'ha de sotmetre a un control intern de
la qualitat.
2.6 medi de cultiu: compost liquid, semisolid o solid, que conté components
naturals o sintétics, utilitzat per al creixement o la conservacio de
microorganismes

2.7 microorganisme: organisme que no pot ésser observat si no és amb l'ajut
d'un microscopi

NOTA: En aquest document amb aquest terme només s'inclou els
bacteris i els fongs microscopics.
2.8 registre: document que proporciona evidéencies d'activitats realitzades o de
resultats obtinguts

2.9 soca de control: microorganisme utilitzat per avaluar les caracteristiques
funcionals microbianes dels medis de cultiu

2.10 soca de referéncia: microorganisme definit al menys a nivell de génere i
especie, catalogat i descrit segons les seves caracteristiques

NOTA: Les soques de referencia esmentades en aquest document sén

les de I'American Type Culture Collection (ATCC;<http://www.atcc.org>).
2.11 subcultiu: cultiu obtingut de la sembra de microorganismes aillats en un
cultiu primari

3 MEDIS DE CULTIU

Els medis de cultiu s'han de controlar amb soques de control ben
caracteritzades pel propi laboratori 0 amb soques de control comercials. Cal
controlar l'esterilitat, I'idoneitat per al creixement microbia, aixi com la
selectivitat o capacitat inhibitoria i les caracteristiques bioquimiques.

3.1 Medis de cultiu preparats per l'usuari.

Cal controlar cada lot de medi de cultiu preparat per l'usuari i registrar la data
de preparacio, el nimero de lot, la quantitat, el metode d'esterilitzacio, el pH, la



data de caducitat i el nom de qui I'ha preparat.

Per a lots que no sobrepassin 100 plaques o tubs, les proves d'esterilitat es
realitzaran amb un 5% de cada lot; per a lots més grans s'empraran 10 plaques
o tubs. En ambdds casos s'incubaran durant 48 h a la temperatura a que han
de ser utilitzats i després 48 h a temperatura ambient.

Es comprovara I'aparenca del medi. S'’ha de rebutjar tot medi que presenti
signes de deshidratacio, terbolesa o contaminacio.

3.1.1 Temps de caducitat dels medis de cultiu prepa  rats per l'usuari

Diferents factors poden afectar al bon estat dels medis de cultiu. Uns venen
determinats per les condicions al moment de la preparacié, com ara la
utilitzacié de sang de més de 5 dies, I'addicié a més de 50°C de sang o altres
ingredients labils al calor, un volum inadequat de medi en els tubs o plaques o
el sobreescalfament al moment de la esterilitzacid. Altres depenen de les
condicions d'emmagatzematge, com ara una temperatura incorrecte, la
sobreexposicio a la llum, o la conservacié en bosses obertes.

3.1.1.1 Temps de caducitat per a plaques guardades en bosses de plastic
tancat a (2-8) °C (10 plaques per bossa):

« 20 setmanes per a plaques que continguin entre 251 40 g de medi de
cultiu;

+ 6 setmanes per a plaques de 150 mm amb 18 a 20 g dels medis
seguents: agar amb sang, medis de cultiu amb suplements esteérils, agar
amb xocolata, agar de Mueller-Hinton;

« 12 setmanes per a medis de cultiu amb suplements esterils: agar amb
sang, quan la sang no és d'ovella, agar amb sang d'ovella per a cultius
d'anaerobis, agar amb sang d'ovella per a aillaments selectius;

+ 8 setmanes per agar selectiu per Brucella spp., agar amb sang de conill i
medi selectiu per Campylobacter spp.

3.1.1.2 Temps de caducitat per a tubs amb tap, guardats a (2-8) °C

+ 18 mesos per als medis de cultiu amb brou i medis de cultiu solids sense
suplements estérils;

« 12 mesos per als medis de cultiu amb brou i medis de cultiu solids amb
suplements estérils;

+ 6 mesos per als medis de cultiu solids amb sang o serum.

3.1.2 Comprovacio6 del creixement dels microorganism es en els medis de
cultiu preparats per l'usuari 0 medis comercials de Is que no es té
documentacio escrita referent als controls de la qu alitat als que han estat
sotmesos.

L'inocul utilitzat és una suspensio de 3 a 5 colonies de la soca a provaren 1 0 2



mL de brou de tripticasa de soja a una terbolesa de 0,5 unitats de I'escala de
McFarland, que equival a una concentracio d'entitats formadores de colonies
de 10M/L.

La capacitat nutritiva d'un medi de cultiu s'avalua sembrant una dilucié de
I'inocul al 1:100 en NaCL 0,15 mol/L o aigua desionitzada esterils, i sembrant-
ne 0,01 mL per aconseguir un creixement de 10 entitats formadores de
colonies per placa. La capacitat inhibitoria d'un medi de cultiu selectiu s'avalua
sembrant 0,01 mL d'una dilucié al 1:10 del inocul en NaCL 0,15 mol/L o aigua
desionitzada estérils per aconseguir un creixement de 10° entitats formadores
de colonies per placa. Una vegada sembrades les plaques s'incuben a les
condicions habituals.

A la taula 1 es mostren les soques recomanades per al control dels medis de
cultiu.

3.2 Medis de cultiu comercials

Per als medis de cultiu comercials no és necessari comprovar si el fabricant
realitza el control de la qualitat. No obstant aixo0, el fabricant ha d'incloure un
document que en certifiqui la qualitat i el laboratori ha de registrar aquesta
informacio.

4 REACTIUS | ANTISERUMS

Els antiserums i els reactius es controlaran a l'inici de cada lot segons les
recomanacions dels fabricants, i durant el seu Us una vegada al mes, com a
minim. Si son utilitzats per identificar s'han de provar amb un microorganisme
que doni una reaccié positiva i un altre que doni una reaccié negativa.

Els reactius que es fan servir ordinariament, com ara els utilitzats per les proves
de la catalasa, la coagulasa, I'oxidasa o la B-lactamasa, s'han de controlar
diariament. Altres, com els discs amb bacitracina, optoquina, ONPG (galactosid
d'ortonitrofenil), o els que contenen els factors de creixement per a
Haemophilus spp.: X (corresponent a hemina),V (corresponent a NAD), s'han
de controlar setmanalment.

Els reactius que es fan servir per identificar micobacteris o fongs, s‘han de
controlar amb soques de control que donin reaccions positiva i negativa cada
vegada que s'utilitzen. Vegeu la Taula 2.

5 TINCIONS

Totes les solucions colorants, ja siguin comercials o de preparacié propia, s’han
de controlar.

Les tincions de Gram, Kinyoun i Ziehl-Neelsen s'han de controlar



setmanalment. Les tincions de fluoresceéncia , cada vegada que s'utilitzen.
Vegeu la Taula 3.

6 ANTIBIOGRAMES

El control intern de la qualitat per a I'antibiograma consisteix en aplicar-lo a una
soca de control de la que es coneix la sensibilitat enfront dels antibiotics. El
resultat sera correcte si també ho son el medi de cultiu emprat, els antibiotics i
la lectura del grau d'inhibicio del creixement.

Més endavant s'indiquen les soques de control que s'utilitzen tant per al metode
de difusié com per al métode de dilucid.

Per a cada soca de control es segueix el mateix procediment i s'utilitzen els
mateixos antibiotics que per a les soques aillades de mostres de pacients.

Per al control de la qualitat de I'antibiograma per al metode de dilucid, cal afegir
una placa o tub amb medi, sense inocular com a material de control d'esterilitat.

A més, cal afegir una placa o tub sense antibiotic per controlar el creixement
correcte, i també cal controlar la puresa de I'inocul sembrant-ne una placa que
s'incuba 18 hores.

Les soques de control es conserven sembrades en agar amb tripticasa de soja
0 en agar amb xocolata si sbn més exigents, a (4-8) °C i es subcultiven cada
setmana per assegurar-ne la conservacio. Si es poden congelar o liofilitzar, es
poden conservar mes temps.

Per fer un antibiograma amb una de les soques de control, cal primer fer-ne
una sembra en placa d'agar per obtenir colonies ben aillades i recents.

6.1 Métode de difusio en disc
Es fara amb les segiients soques:

Escherichia coli ATCC 35218

Pseudomona aeruginosa ATCC 27853
Staphylococcus aureus ATCC 25923

Enterococcus faecalis ATCC 29212

Haemophilus influenzae ATCC 49247 o ATCC 49766
Neisseria gonorrhoeae ATCC 49226

Streptococcus pneumoniae ATCC 49619

Si més d'un halo d'inhibicio de 3 proves consecutives surt fora dels intervals
permesos s'ha de revisar el procediment.

Frequiéncia dels controls:




El control s'ha de fer cada dia que es fa un antibiograma. Ara bé, si el laboratori
té constancia escrita que durant 30 dies consecutius els resultats han estat
correctes, pot fer-los setmanalment. Tot i aixi, es obligat fer un control de la
qualitat de I'antibiograma cada vegada que es comenca a utilitzar un lot nou
d'antibiotics.

Si es fa setmanalment i un resultat esta fora de control, s'haura de tornar a fer
diariament fins que es resolgui el problema i s'en documentin els resultats.

El diametre dels halos d'inhibicié de referencia per catalogar la sensibilitat en
una de les tres categories:sensible, resistent o intermedi sén els publicats al
document del Comite Nacional de Normes de Laboratori Clinic dels Estats
Units (<http://www.nccls.org>).

6.2 Métode de dilucio
Es fara amb les seglients soques:

Escherichia coli ATCC 35218

Pseudomona aeruginosa ATCC 27853
Staphylococcus aureus ATCC 29213

Enterococcus faecalis ATCC 29212

Haemophilus influenzae ATCC 49247 o ATCC 49766
Neisseria gonorrhoeae ATCC 49226

Streptococcus pneumoniae ATCC 49619

Dos 0 més resultats consecutius fora de l'interval recomanat en 20 controls
consecutius obliga a revisar el procediment.

Frequiéncia dels controls:

El control s'ha de fer cada dia que es fa un antibiograma, pero pot fer-se
setmanalment sempre i quan el laboratori tingui documentacio escrita que
demostri uns bons resultats durant 30 dies consecutius.

Ineludiblement cal fer-lo cada vegada que es comenca a utilitzar un nou lot de
tubs o de plaques de dilucié.

Si es fa un cop a la setmana i hi ha un resultat fora de control, s'haura de tornar
a fer diariament fins que es resolgui el problema i se'n documentin els resultats.

La lectura dels resultats es contrastara amb la realitzada per algd més expert i
no es pot acceptar una diferencia superior a +1 dilucio.

Els procediment i els intervals de les concentracions minimes inhibitories sén
els recomenats pel Comité Nacional de Normes de Laboratori Clinic dels Estats
Units.



8 ANNEX
MANTENIMENT DE LES SOQUES DE CONTROL

Les soques de control utilitzades poden ser procedents de mostres de pacients,
soques comercials ben caracteritzades o soques de I'American Type Culture
Collection. Es poden utilitzar durant més o menys temps atenent a les
condicions de conservacio.

Si es poden liofilitzar o congelar, es poden utilitzar per un periode superior a 1
any. Per congelar una soca, cal sembrar-la en agar amb sang o en brou de
tripticasa de soja, als que s'haura d'afegit 15% de glicerol , en tubs de plastic o
de vidre, que portaran escrits la data de congelacié i el codi del
microorganisme. La congelacio s'ha de fer com a minim a —50 °C si es vol
conservar 12 mesos i a —70 °C si es vol conservar indefinidament. Una soca de
control descongelada no es pot tornar a congelar.

Per recuperar una soca de control previament congelada, nomeés cal fer un
subcultiu en medi solid després de descongelar-la. Una soca de control
conservada per congelacié només es pot subcultivar dues vegades.

Una vegada a I'any caldra comprovar la viabilitat de les soques de control
conservades indefinidament.

Si no es possible liofilitzar o congelar les soques de control, sembrades en agar
de tripticasa de soja a 4 °C es poden conservar fins a sis mesos. Per a bacteris
mes exigents, com ara Staphylococcus spp., Streptococcus spp., cal afegir al
medi 1 mL de serum de cavall. Els bacteris anaerobis es conserven sembrats
en un medi de brou de carn sense glucosa, | es guarden a temperatura
ambient.

Haemophilus spp, es conserva dues setmanes sembrat en tub inclinat d'agar
amb xocolata.

La recuperaci6 de les soques es fa subcultivant-les sobre medi solid.

TAULA 1. SOQUES RECOMANADES PER AL CONTROL DE MEDIS DE

CULTIU
MEDI MICROORGANISME RESULTAT
Pseudomonas
aeruginosa Creixement
Agar amb sang Streptococcus Creixement
pneumoniae Inhibicio
Haemophilus influenzae
Medi selectiu per a Campylobacter jejuni Creixement

Campylobacter spp. Staphylococcus Inhibicio



Agar amb xocolata

Medi de Thayer-Martin

Agar selectiu per a Clostridium

difficile

Brou de carn picada

Agar amb bilis esculina

Agar selectiu per a Gardnerella

spp.

Agar de Hektoen

Agar de MacConkey

Agar per a proves de motilitat /

indol / lisina

Agar per a proves de motilitat /

indol / ornitina

Agar selectiu per a Salmonella -

Shigella

Brou de selenit

epidermidis
Escherichia coli

Neisseria gonorrhoeae
Haemophilus influenzae

Neisseria gonorrhoeae
Staphylococcus
epidermidis
Escherichia coli
Candida albicans
Neisseria sicca

Clostridium difficile
Clostridium perfringens
Escherichia coli
Bacteroides fragilis

Clostridium perfringens
Bacteroides fragilis

Eenterococcus faecalis
Streptococcus
pyogenes

Gardnerella vaginalis
Proteus mirabilis

Salmonella typhimurium
Shigella flexneri
Escherichia coli
Enterococcus faecalis

Proteus mirabilis
Escherichia coli
Salmonella typhimurium
Enterococcus faecalis

Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae

Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae

Salmonella typhimurium
Shigella flexneri
E.nterococcus faecalis
Escherichia coli

Salmonella typhimurium
Escherichia coli
Shigella sonnei

Inhibicié parcial

Creixement
Creixement

Creixement
Inhibicio
Inhibicio
Inhibicio
Inhibicio

Creixement
Inhibicio
Inhibicio
Inhibicio
Creixement
Creixement

Ennegriment del
medi
Medi no ennegrit

Creixement
Inhibicié
Creixement
Creixement
Inhibicié parcial
Inhibicié parcial
Creixement
Creixement
Creixement
Inhibici6
Motilitat+ Indol+
Lisina-

Motilitat- Indol-
Lisina+
Motilitat+ Indol+
Ornitina+
Motilitat- Indol-
Ornitina-

Colonia incolora,
centre negre
Colonia incolora
Inhibicio
Inhibici6 o color
rosa

Creixement
Inhibicié parcial
Creixement



Agar amb citrat

Brou de tioglicolat

Brou de tioglicolat amb
vitamina K i hemina

Brou amb triple sucre i ferro
(TSI)

Brou amb urea

Agar amb xilosa, lisina i
desoxicolat (XLD)

Agar amb CIN

Medi de Lowenstein-Jensen

Medi selectiu micologic amb
ciclohexamida i cloranfenicol

Agar de Sabouraud amb
dextrosa

Agar amb eosina i blau de
metile (EMB)

Klebsiella pneumoniae
Escherichia coli

Staphylococcus aureus
Bacteroides fragilis

Clostridium perfringens
Clostridium novyi
Bacteroides levii
Bacteroides vulgatus

Salmonella typhimurium
Escherichia coli
Pseudomonas
aeruginosa

Proteus mirabilis
Escherichia coli

Salmonella typhimurium
Salmonella flexneri
Escherichia coli
Streptococcus faecalis

Yersinia enterocolitica
Pseudomonas
aeruginosa
Escherichia coli
Proteus mirabilis
Enterococcus faecalis

Mycobacterium
tuberculosis
Mycobacterium kansasii
Mycobacterium
scrofulaceum
Mycobacterium
fortuitum
Mycobacterium
intracellulare
Escherichia coli

Trichophyton
mentagrophytes
Candida albicans
Aspergillus niger
Escherichia coli

Trichophyton
mentagrophytes
Candida albicans
Escherichia coli

Salmonella typhimurium
Enterococcus faecalis
Escherichia coli

Creixement blau
Cap canvi de color

Creixement
Creixement

Creixement
Creixement
Creixement
Creixement

Alcali / Acid-SH, -
gas

Acid / Acid -gas
Alcali / Alcali
Color rosa

Cap canvi de color

Col. vermella -
centre negre
Colonia vermella
Colonia groga
Inhibicio
Colonies centre
vermell
Inhibicio
Inhibicio
Inhibicio
Inhibicio

Creixement
Creixement
Creixement
Creixement
Creixement
Inhibicio

Creixement
Inhibicié parcial
Inhibicié parcial
Inhibicié

Creixement
Creixement
Inhibicié
Creixement
Inhibicid
Creixement



Agar de Chapman

Agar CLED

Agar de Todd Hewitt

Brou / Agar amb tripticasa de
soja

Medi per oxidacio o
fermentacié de glucosa

Staphylococcus aureus
Staphylococcus
epidermidis

Proteus mirabilis

Staphylococcus aureus
Escherichia coli
Proteus vulgaris

Streptococcus
pyogenes
Enterococcus faecalis

Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Streptococcus
pyogenes

Pseudomonas
aeruginosa

Klebsiella pneumoniae
Moraxella osloensis

Creixement
(grogues)
Creixement
(vermelles)
Inhibicié parcial
Creixement (groc
fort)

Creixement (groc)
Creixement

Creixement
Creixement

Creixement
Creixement
Creixement

Oxidacio
Oxidacio,
fermentaci6
Cap canvi

TAULA 2. SOQUES RECOMANADES PER EL CONTROL DE REACT IUS

TEST MICROORGANISME RESULTAT
Resisténcia a la Streptococcus pyogenes Zona d'inhibicid
bacitracina Streptococcus agalactiae

Prova de la catalasa

Staphylococcus aureus

Streptococcus pyogenes Negatiu

Prova de la
coagulasa

Prova de 'ONPG

Staphylococcus aureus
Staphylococcus
epidermidis

Escherihia coli

Positiu
Negatiu

Proteus mirabilis Negatiu

Sensibilitat a

Streptococcus

Cap zona d'inhibicié
Positiu (bombolles)

Positiu (groc)

Zona d'inhibici6 >16

; . pneumoniae e
I'optoquina , Cap zona d'inhibicio
Enterococcus faecalis

Pseudomonas "
o : Positiu (blau)
Prova de I'oxidasa aeruginosa

Escherichia coli

Discs amb factors
XV, XV

Deteccio de Staphylococcus aureus

Haemophilus influenzae

Negatiu

Blactamasa Haemophilus influenzae Negatiu

Creixement al voltant dels
factors XViV

Positiu (vermell)



TAULA 3. SOQUES RECOMANADES PER EL CONTROL DE LES T INCIONS

TINCIO MICROORGANISME RESULTAT
Escherichia coli Bacils gramnegatius
Gram : .
Staphylococcus aureus Bacils grampositius
Kinvoun Mycobacterium tuberculosis Bacils de color rosa
y Escherichia coli Bacils de color blau
. Mycobacterium tuberculosis Bacils de color rosa
Ziehl-Neelsen - . )
Escherichia coli Bacils de color blau
. Escherichia coli Bacils fluorescents
Taronja d'acridina
Staphylococcus aureus Cocs fluorescents
Auramina Mycobacterium tuberculosis Bacils fluorescents
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