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PRESENTACION.

La investigacion temprana de los sintomaticos respiratorios, es una de las pri é
actividades que se realizan para el control de la tuberculosis, ya que la realizagion de

supervisado, cortando asi la cadena de transmision.

Lo anterior es gracias al trabajo realizado por todos los ores de salud que
participan en la busqueda de casos de tuberculosis pul ar Dbaciloscopia positiva,

pero principalmente a todos los profesionales de la fo tlinico que realizan el
examen de baciloscopia, en cualquier labora oren y que aplican los

procedimientos técnicos administrativos estandarizados en el pais, lo que contribuye a
disminuir la prevalencia, incidencia y mortalidad g berculosis, lo cual impacta de
manera importante en la reduccion de la reza y de las necesidades vitales de las

v idad.

»

personas con tuberculosis, su famili

Cumpliendo con la funcién regulado ctora se ha elaborado el presente “Manual
de Procedimientos para e gnostico Bacteriolégico de la Tuberculosis por
Microscopia Directa”, di todos los profesionales de laboratorio clinico que
realizan baciloscopi propésito de contar con este Manual técnico-
administrativo, que la participacion en la deteccion de casos de tuberculosis

pulmonar bacilo sitiva y a los logros de los indicadores, para el control de esta
enfermedad @iew de salud publica en un futuro cercano.
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1. INTRODUCCION.

los casos, seguimiento de los resultados del tratamiento y verificacion de la ¢

los pacientes. En ese sentido los servicios de laboratorio son un comp

de la Estrategia STOP-TB (alto a la tuberculosis) principalmente en &

“Proseguir la expansion de un TAES de calidad y mejorarlo”;
solo puede hacerse en forma confiable demostrando la presencia del i@, por medio
de la microscopia o de los cultivos BAAR (bacilo alcohol é@

ente), por lo tanto
la seguridad y garantia de la calidad de los laboratorios de tuberculosis es determinante

en la eficacia del programa. @

Tomando en consideracion las condiciones ad de la red de laboratorios del

Ministerio de Salud, las técnicas a utilizar deben's cillas, realizables (por todos los
profesionales y técnicos de laboratorioglinico) y con alto grado de confiabilidad de

los resultados obtenidos; asi también oce que la capacitacion continua del

personal es esencial para mejorar |la

La estandarizacion de las basicas de bacteriologia de la tuberculosis es

necesaria para obtener n comparables y confiables en todo el pais; por tal
razon se ha elaborado e “Manual de Procedimientos para el Diagnostico
Bacteriologico de erculosis por Microscopia Directa”, la cual tiene como

rofesionales y técnicos de laboratorio sobre aspectos técnicos,

administrativa : imientos a ejecutar en la toma, envio, recepcion, registro,
estras y entrega de resultados para la bacteriologia de la
tubercul




2. OBJETIVOS.

2.1 GENERAL:

+ Proporcionar los lineamientos técnicos administrativos, para
casos de tuberculosis pulmonar, por medio de la Microscop

2.2 ESPECIFICOS:
e Cumplir con los Estandares aciones  Internacionales
proporcionados por OPS/OMS, en el co Bacteriolégico por Microscopia
Directa.

« Estandarizar el reporte de | s a nivel nacional.

» Proporcionar a los de laboratorio clinico las herramientas para el

diagndstico de la tu por Microscopia Directa.




3. MARCO CONCEPTUAL.

La Tuberculosis es una enfermedad transmisible, causada por un microorg

forma de bacilo llamado Mycobacterium tuberculosis. Cuando este mic
entra al cuerpo a traves del aparato respiratorio, se localiza principal
pulmones, pero puede raramente, localizarse en rifnones, huesos, a tivo,
ganglios linfaticos, sistema nervioso central, articulaciones o en cu ugar del
organismo a través de la via hematégena.

La transmisién de la enfermedad se produce gener&lmﬁghalaclén de este

bacilo, el cual es expulsado por un paciente con tu , al toser, estornudar,

hablar, cantar o por cualquier esfuerzo respiratorio.

Después de tres a cuatro semanas de adquiri celon, se producen lesiones en los

pulmones. La extension de la lesion depende del numero de bacilos inhalados, del

estado nutricional y de las defensas de |8 persona infectada. Si bien, son muchas las

personas que se infectan con el ba as de ellas desarrollaran la enfermedad.
Sintomas mas frecuentes de la
+ Tos persistente por m g semanas, con expectoracion, algunas veces con

estrias de sangre

&

+ Dolor en el pe
+ Pérdida del ito Yy perdida de peso.

a y a veces febriculas.

¢ Sudoracion

El diagné e confirma por el examen microscopico directo del esputo (baciloscopia)
muestra en los casos de Tuberculosis extrapulmonar (para lo que
e el cultivo de BAAR, para confirmar el diagnoéstico).

miento usado actualmente en El Salvador para pacientes nuevos es a base de

2dicamentos principalmente combinados de 4 drogas {Isoniacida (H), Rifampicina (R),




Pirazinamida (Z) y Etambutol (E)} y de 2 drogas combinado {Isoniacida (H), Rifampicina
(R)}. Aungue en algunos casos se utilizan medicamentos individualizados.

En una amplia mayoria, los pacientes con baciloscopia positiva pasan al
baciloscopia negativa en los primeros 2 meses de tratamiento.

Para prevenir la enfermedad y lograr su disminucion en la com
importante el diagnostico oportuno y el tratamiento acortado estrictar
(TAES) de los pacientes tuberculosos baciliferos (infectantes). Tamik
fundamental de los programas para la prevencion de
vacunacion con BCG, quimioprofilaxis en condiciones a la educacion del

paciente y de su familia.

Todo lo anterior estd enmarcado en la estraté ( cuya finalidad es reducir
marcadamente la carga mundial de tuberculosis al afo 2015, en concordancia con
los Objetivos de Desarrollo del Milenio y las metas d& STOP-TB.




4. ORGANIZACION DE LOS LABORATORIOS DE BACTERIOLOGIA
DE LA TUBERCULOSIS.

La bacteriologia de la tuberculosis, constituye uno de los aspectos fundam

programa nacional de control de la tuberculosis, en estrecha relagic la
administracion, la epidemiologia y la clinica. Los servicios de diagnosti logico
ones del

programa, procurando la maxima cobertura posible sobre la base
sus actividades en los laboratorios de salud de la organizacid @

pais. K\

4.1 RED DE LABORATORIOS.

La red de laboratorios esta constituida por los &

les:
1- Nivel Superior: comprende el laboratoric de referencia nacional.

2- Nivel intermedio: constituido por los |aboratorios regionales.
3- Nivel local: representado por Ins@::ios de los establecimientos de salud.

Como parte de la amaniz& a las unidades de recoleccion de
muestras. .

Desde el punto de vista d %ad técnica, existen tres tipos de laboratorios,
segun OPS:
iloscopias, cultivos, pruebas de sensibilidad y pruebas de

2- Tipoll 6 baciloscopias y cultivos.
3- Tipo \' liza baciloscopias.
El na bicacion de los laboratorios de tipo | y |l seran determinados por el

r del programa. En todo laboratorio de un establecimiento de salud,
2 sea de complejidad minima 6 basica, se debera efectuar la baciloscopia, es

fSera un laboratorio de tipo lll.
Los establecimientos de salud que no cuenten con un laboratorio seran las unidades

encargadas de la recoleccion de muestras.




4.2 FUNCIONES GENERALES DE LA RED DE LABORATORIOS.

Es conveniente distinguir dos grandes grupos de funciones que se deben cul
red de laboratorios, las que tendran mayor o menor relevancia de acuerdo
del laboratorio de que se trate dentro de la organizacion.

1- Funciones técnicas: Que consiste en efectuar los examenes
asignados de acuerdo con los medios de que dispone, s
laboratorio, y servir de referencia a los niveles de menor,

Coordinar sus actividades con los niveles _superiores e inferiores, supervisar,
asesorar, capacitar y evaluar las agl acuerdo con las metas

programadas.




5. TOMA DE MUESTRAS.

En el diagnéstico de la tuberculosis suele centrarse la atencion en los problemas d
técnicas de microscopia, mientras que a menudo se pasa por alto el tem
obtencion de muestras adecuadas. Para asegurar gue los resultados sean &€
fiables es preciso que la toma de muestras sea adecuada en calid antidad,
colocada en el envase recomendado, bien identificada, debidame rvada y

N
\
5.1 ENVASE PARA EL ESPUTO:

Un requisito esencial para la toma de muestras apro ) envase. Estos deben
ser rigidos para evitar que se deteriore durante : er boca ancha, tapon de

transportada al laboratorio en el tiempo oportuno.

rosca que permita taparlos en forma hermetic ar derrames y contaminacion.

Para facilitar la eleccion de un envase se reco las especificaciones siguientes:

# Plastico -Transparente: para préwenir accidentes, facilitar su eliminacion,

observar el volumen y la calidad | & estra sin abrir el envase.

¢+ Boca ancha: (no menos de%e diametro), para que el paciente pueda
expectorar cmodamente de el envase sin contaminar el exterior.

¢ Tapa de rosca: a fi iegurar un cierre hermético y reducir el riesgo de

derrames durante el sporte.
+ Capacidad: de
¢ Facil de rotular: ue permitira una identificacion indeleble o la colocacién de

una vine




5.2 RECOLECCION DE LAS MUESTRAS.

El primer paso para asegurar la calidad de la baciloscopia consisté &

con claridad al Sintomatico Respiratorio, la importancia del examen, la ngé %
obtener una buena muestra de esputo y no saliva, la forma de
colectarla, como manipularla hasta entregarla en el laboratorio. %
Aunque M. tuberculosis puede causar enfermedades en casi %émano del
cuerpo, en los paises donde la prevalencia de tuberculosis a. del 85% de
los casos son pulmonares. \\

El esputo es la muestra ideal para el diagnosti rculosis pulmonar. Si se

sospecha de enfermedades extrapulmonare observan sintomas respiratorios

sera preciso tomar ademas de cualquier mu = material extrapulmonar; también

muestras de esputo.

Para obtener una buena muestra &Q necesario dar al paciente instrucciones
precisas. Cuando el paciente dos producir una muestra de esputo pueden
formarse aerosoles que cont@lus de la tuberculosis; por consiguiente, los
pacientes deben producir@e al aire libre o lejos de otras personas y no en
locales con poca ventilagi los servicios sanitarios.

Algunos paciente

presentarse directamente al laboratorio para el diagnostico,

por lo que es conveniente que el personal de laboratorio conozca el método correcto

para la ob nde'la muestra de esputo.

O



5.3 TOMA DE MUESTRAS DE ESPUTO.

PROCEDIMIENTO. O

1. Explicar al paciente la importancia de la toma de muestra de esputo.

2. Orientar al paciente que se enjuague la boca con agua antes.de la
muestra. Esto contribuira a eliminar restos alimenticios y eliminar lacion
bacteriana proveniente de la boca.

3. Indicar al paciente que debe sonarse las secreciones nas evitar que

estas sean dadas como muestra.
4. Elegir un lugar bien ventilado y que ofrezca . Puede ser una
habitacion ventilada y con acceso de luz natur algin lugar abierto no
concurrido por otras personas, como por_eje I patio del establecimiento
de salud. (son inadecuados los lugares y concurridos tales como
laboratorios, consultorios medicos, sala ara o0 bafos, ya que éste es el
proceso mas riesgoso entre todos los neces
muestra de esputo).
5. Entregar al SR el envase de

el numero de muestra corr

asco y no en la tapa.

uestra de esputo utilizando palabras conocidas en
, esputo, flema, charcha.).

aje sencillo y comprensible para que tome aire

las paredes y evitar llenar sus manos.
.Repetir tres veces los pasos 7, 8 y 9 para obtener una buena cantidad de
muestra.

11.Tapar bien el frasco.




12.Limpiar el exterior del envase con papel desechable.

13. Entregar el frasco al personal de salud asignado a recibir las muestras y
debe verificar que el frasco este bien cerrado.

5.4 CALIDAD DE LA MUESTRA.

La muestra de esputo proveniente del arb nfuial es la que asegura mayor

probabilidad de que se puedan observar los bacilos.

Una buena muestra tiene aproximad 3-5 ml, es generalmente espesa y
mucoide, puede ser fluida con pa la de material purulento, el color es variable
(blanco, amarillento, verdoso y \ sanguinolento). Las secreciones nasales,
faringeas o las salivas no son b estras para investigar tuberculosis, aunque es
conveniente examinarlas, D@e pre existe la posibilidad que contenga parte de la
expectoracion o bacilo s por la tos que hayan quedado en la boca, nariz o

faringe.

5.5 MOMENTOS COLECCION DE LAS MUESTRAS PARA

nmeubt)
N

Come @ 3siones causadas por la tuberculosis en los pulmones pueden drenar
ntermitentémente, es posible que una muestra sea negativa un dia determinado y

. al dia siguiente. Por eso, para realizar el diagnéstico deben recogerse 3

=stras de la siguiente manera:




+ La primera: En el momento de la consulta (al ser captado el SR) una muestra de
expectoracion recolectada en el mismo lugar, después de haber tosid
aclarado el fondo de la garganta, cumpliendo las indicaciones dad
miembro del personal de salud, en un lugar bien ventilado, (nunca e
independiente de la hora y de comida previa.

+ La segunda: Sera recolectada por el paciente en su casa al despe spor la
manana.

¢ |La tercera: Solicitada en el momento que el paciente @

muestra. N
\

NOTA: La primera y tercera muestra deben recole %o la supervision del

personal de salud.

a segunda

N\

5.6 MOMENTO DE RECOLECCION DE LAS PARA CONTROL DE
TRATAMIENTO.

Estas se solicitan al paciente una Qs de que finalice la fase de tratamiento
en la cual esta el paciente, para resultado en el momento que se realice el

U
cambio de fase de tratamiento’@ gue para determinar la conducta a seguiry se

solicitan al final del seg 0 y sexto mes para categoria | (se realizan 2
baciloscopias en dos di cutivos); y si el esquema es de ocho meses

(retratamiento) se to baciloscopias de control al final del tercero, quinto y

para baciloscopia deben transportarse al laboratorio cuanto antes

su obtencion (24 a 48 horas). Si no puede evitarse que el traslado se



muestra), por lo que el transporte debe realizarse dos veces por semana, teniendo en
cuenta todo lo anterior.

Toda muestra para baciloscopia, debe ir acompafnada de su respectiva
“Solicitud de examen bacteriologico de tuberculosis PCT- 3 (ver anexo 7)

que lo realizara, dentro de las primeras 24 a 48 horas
recolectada y mientras se envia conservarla en refrigeracic

12




6. OTROS TIPOS DE MUESTRAS.

Como M. tuberculosis puede infectar casi cualquier érgano del cuerpo, el
podria recibir una variedad de muestras extrapulmonares, como: liquidos

tejidos, pus, orina y otros.

Las ventajas de la microscopia en estas muestras son |
remitirlas para su cultivo. La baciloscopia se realiza con el sedi $

N
centrifugada previamente durante 30 minutos a 3.000 rpm,
uestra

que sea hecha directamente en el laboratorio que cultiva Ia&

conveniente

6.1 Toma de muestra de orina para cultivo BAAF

La muestra obtenida de la primera miccion 1ana es la mas recomendada,

previa higiene externa y el paciente debe rect menos de 50 ml del segundo

chorro de la primera miccion de la manana (se desecha la primera parte para disminuir

la carga de germenes contaminantes). una frecuencia se suelen encontrar en

»
las muestras de orina micnbactex tas, por lo que cuando se trata de
sis urinaria, debe recurrirse al cultivo.

investigacion para diagnostico d

Debe re a que la baciloscopia positiva del sedimento de orina no

es diagnodstico concluyente de tuberculosis, por cuanto existen
s saprofitas en el tracto urinario, que pueden producir resultados
S positivos, por lo que el diagnostico debe ser completado con cultivo y

13




6.2 Toma de aspirado gastrico y lavado gastrico.

Generalidades:
+ Numero de muestras: al menos tres.

¢ Se emplea especialmente en nifos que no saben expectorar y en paci n
problemas mentales; para detectar bacilos en el esputo ingerid se
encuentran en el estdmago.

+ Se recomienda utilizar esta muestra solo para diagnostico y ntrol del

tratamiento.

N
+ Se introduce una sonda de longitud y diametro adecuad
hasta el estomago. K

+ Se utiliza el envase aconsejado para esputo.

el paciente

¢ Se debe Ingresar al paciente una nog omar la muestra a las 5 a.m.

antes de que despierte el paciente Inas; dado que la ingesta de
alimentos hace que la expectoracion ingerida pase al intestino. El ayuno no debe

ser demasiado prolongado y no d a ber estimulo alimenticio que aumente la

enfermeria. Para evitar d ras en el procesamiento, la toma de estas muestras

debe ser programad@j o con el personal del laboratorio.

tiene valor relativo; por un lado los pacientes infantiles

acidez gastrica (ejemplo: pur Je la madre ante los lactantes).
¢ Estas muestras deben EQ por personal médico experimentado o de

e contienen pocos bacilos y por lo tanto es poco probable

sible que la muestra contenga micobacterias ambientales

iento Aspirado Gastrico para estudio bacteriolégico.

sar sonda nasogastrica la noche anterior, fijar y marcar el punto de
fijacion.

+ A las 5 a.m. sin despertar al paciente, aspirar el contenido gastrico muy

suave, con jeringa para no provocar dano.

14




+ Depositar el aspirado en un frasco limpio, en el laboratorio se procede a
estabilizar la muestra con bicarbonato.

¢ Procesar la muestra dentro de las 4 horas siguientes a la recoleccian. O

¢ Sila muestra es menor de 5 ml realizar lavado gastrico.

b) Procedimiento Lavado Gastrico.

+ Una vez que la sonda esta en el estdmago y no se pudo obile spirado
gastrico es necesario introducir a través de la sonda 50 ml de
agua destilada estéril o solucion salina estéril y ente muy
suave con jeringa para que la succion no p no. Colocando el

material en un frasco limpio y de tamafo ade

+ La cantidad minima recuperada debe ser de
+ Rotular la muestra como lavado gastico
El material debe ser enviado inmec nte al laboratorio, ya que debe

ser cultivado durante las 4 horas siguientés a su obtencion.

El material neutralizado con NfO de sodio puede conservarse en
N i -

refrigeracion no mas de 24 ho e pudo procesar inmediatamente, esto

solo en casos especiales.

stras: todas las que el médico crea conveniente. Cuanto
mayor |la cantidad de muestras procesadas, mayor es la posibilidad de

ril de 10 -15 ml de capacidad, con tapa de rosca y cierre hermético.
s necesario el uso de anticoagulante.
s conveniente procesar el material inmediatamente o almacenarlo a 4° C por

un tiempo no mayor de 12 horas.

15




d) Liquidos ascitico, pericardico, articular, medula 6sea y otros.

La obtencion de estos materiales esta reservada al personal medico.
Numero de muestras: todas las que el médico considere conveniente.

Tubo estéril, de capacidad adecuada para la cantidad de la muestra.
Puede agregarse tres gotas de anticoagulante como citrato de i (o}
EDTA, por cada 10 ml de muestra.

4°

+ Es conveniente procesar el material inmediatamente o al C por
un tiempo no mayor de 12 horas. N\
O

e) Liquido Pleural.

* + ¢+ »

Toda vez que se tomen muestras de liquido ple investigacion de ADA,

se debe aprovecharla oportunidad d r baciloscopia y cultivo

el precipitado de la muestra.

f) Biopsias y material resecado.

+ La obtencion de estos materiale

»

¢En el caso de biopsia®"

aservada al personal médico.
2ndometrio, la muestra debe consistir
preferentemente en raspatio erino; tomado durante la primera fase del
ciclo menstrual o en Jdo de ovulacion.

+ Utilizar envase est

+ Agregar 10 ucion fisiologica o agua destilada esteril para evitar la
desecacia
+ No ag rmol a la muestra utilizada para estudio bacteriolégico

es |etal para el bacilo.

dio histopatolégico la muestra debe ser preservada en formol al

terial debe ser enviado inmediatamente al laboratorio para su cultivo, o

N\ conservado en refrigeracion y protegido de la luz hasta su envio.

16




g) Pus.
+ Utilizar envase estéril.
¢ Es preferible no usar hisopos para evitar la desecacion. Er

utilizarlos, antes de la toma de muestra deben ser humedecidos
fisiolégica o agua destilada estéril.

+ La muestra debe ser enviada inmediatamente al laborato
cultivo o ser conservada en refrigeracion y protegida
envio.

17




7. RECEPCION, CONSERVACION Y TRANSPORTE DE LAS
MUESTRAS.

7.1 Recepcion de los pacientes:

+ La recepcion de los pacientes que entregan sus muestras debe
en un lugar del establecimiento de salud que sea ventilado.

sala de espera; genera riesgo de transmision de luberculosis en el

establecimiento de salud a otros pacientes y al pe

Para facilitar la identificacion oportuna de los gas:

de esputo producidas por los SR deben s ladas y entregadas en cualquier

hora del dia, en el momento mas adecu: ara el paciente, mientras el

establecimiento de salud esté abierto.
El laboratorio debe recibir las mues@ toda la jornada de atencion al paciente.

El examen debe ser realizado conla | remura posible, dentro de una rutina logica
de trabajo.

En el momento de @ muestras, se deben completar los siguientes
procedimientos:

+ Comprobar los envases de las muestras estén claramente identificados en
SCO, no en la tapa y cerrados herméticamente.

stén acompanados por el formulario de solicitud de baciloscopia

la calidad de la muestra a través de las paredes del envase, sin
. Si se trata de saliva o secrecion nasal es conveniente recibirla
porque, aun cuando no sea una muestra de buena calidad, puede contener
bacilos.

+ |Insistir en las instrucciones al paciente para la toma de la segunda y tercera

muestra.

18




+ Después de recibida la muestra, es necesario agilizar los procedimientos en
todo lo posible. Cuanto antes se procese, mayor sera la posibilidad de enco

en ella M. tuberculosis por baciloscopia o cultivo. La temperatura a
transcurso del tiempo favorecen la multiplicacion de los gérmenes habi
arbol respiratorio y de la boca, que desnaturalizan las proteinas.d

dificultan la eleccion de la particula util y favorecen la destruccion de

7.2 Conservacion de las muestras:

Si las muestras de esputo no van a ser procesadas en el diz conservadas

en refrigeracion, si no se cuenta con refrigerador, ubi@arlas €n un lugar fresco y

protegidas de la luz.

7.3 Transporte de las muestras:

+ Cuando el establecimiento de salud no cu on laboratorio, su personal debe

conocer a qué laboratorio debe e s muestras, cuando y como.
+ Es recomendable que el t hecho, por lo menos, dos veces por
semana. Se deben estable s de la semana en los que se efectuaran

regularmente los envios &l me e transporte, el horario de salida y de llegada.

¢ Silos envios no se h armente es conveniente que el laboratorio que va
a recibir las muestra vertido previamente.
¢ Para el transportie baciloscopias debe utilizarse la caja de metal

proporcionada po programa de tuberculosis. Estas cajas se descontaminan
do con solucion de hipoclorito de sodio.

ara diagnostico (12, 2% 6 3%) o para control de tratamiento en la cual se indicara
el mes al que corresponde.
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¢ Los formularios deben ser enviados en un sobre, fuera de la caja que contiene
los envases de las muestras.

Siempre para el envio deben considerarse tres condiciones importantes:
+ Proteger del calor excesivo y de la luz solar.
+ El riesgo de derrame.
+ No remitir a los pacientes a otra unidad solo para recole S stras de
esputo.

N\

7.4 Recepcion en el laboratorio que hace la bacil
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Desinfectar el exterior de
hipoclorito de sodio al 0.5 %
transporte. Si el derra

n producido pequenos derrames durante el

asivo desinfectar toda la caja.

+ Comprobar que las tén bien identificadas.

¢+ |avarse las manos | quitarse los guantes.

+ Notificar al senvi€io envio las muestras, si se han observado inconvenientes
especialme e calidad, cantidad de los esputos y en la forma de envio.

ndo se esta realizando de manera correcta.

recibe las muestras no realiza cultivo, debera tener establecida la
conexiGnies laboratorio de referencia que si lo realice y organizado el transporte
ente al menos dos veces por semana. Se deben establecer los dias de la
los que se efectuaran regularmente los envios, el medio de transporte y el
de salida y de llegada.

s envios no se hacen regularmente, es conveniente que el laboratorio que va a

recibir las muestras sea advertido previamente.
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7.5 Razones para enviar muestra para cultivo:

+ Pacientes con alta sospecha de tuberculosis pulmonar cuyas bacilusa@

seriadas son persistentemente negativas.

Para diagnéstico de tuberculosis infantil. b
Para confirmacion de diagnéstico de tuberculosis extrapulmonar.

Casos de VIH positivo y sospecha de tuberculosis.

Sospecha de fracaso o abandono recuperado. Z
N

Paciente que recae por tratamiento.

Contacto de tuberculosis MDR confirmado.

*+ * * ¢+ + * + »

\
Antecedentes de estancias previas en centros penilﬁ :
Paciente que no negativiza al segundo o tercer i tamiento.
N\
Es conveniente que la baciloscopia de

@ ras extrapulmonares, lavados
gastricos y bronquiales, sea realizada en el laboratario que va a procesar el cultivo.

Los establecimientos de salud recibiran @cicns especiales para enviar a cultivo

las muestras necesarias en el caso que ice un estudio para vigilar la resistencia
»

a drogas antituberculosas. \
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8. EQUIPOS, MATERIAL Y REACTIVOS NECESARIOS.

EQUIPO. O

1. Microscopio binocular.

2. Mechero de alcohol.
3. Reloj marcador de tiempo. @
MATERIALES.
. Varilla de coloracion. A\
Bandeja metalica. \O
Caja de metal con tapadera para descarte. \

Aplicadores de madera. :
Lamina portaobjeto 3 x 1 pulgada esmeril \

Frascos de vidrio ambar para colorant

—

Plumdn indeleble.

Gradilla para laminas.

Do NGO RAE ON

Envases plasticos de 40 ml.

10.Papel filtro. \Q
11.Embudos plasticos.
12.Papel toalla o periddico.

13. Lapicero azul.
14.Lapicero rojo.

15.Libro de registio torio. (PCT 4).

16.Fosforos.

19. Algodoén.
N

rascos lavadores.
ascarillas N-95, 1860 BFE.
24.Guantes descartables.
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REACTIVOS.
1. Fucsina fenicada. 0.3%

. Alcohol acido 3% O
Azul de metileno 0.1%
Lejia comercial al 0.5 % o Fenol al 5 %.

Alcohol 95°.
Aceite de inmersion. (indice de refraccion = 1.515-1.517. Vis 0-120)

o o s w N

8.1 EL MICROSCOPIO. O
El microscopio es el instrumento fundamental del el laboratorio.

Como el ojo humano no puede ver los objetos tro menor que 0.1 mm,

las bacterias individuales solo pueden ¢ on un microscopio. La funcion

del sistema de aumento de la lente de scopio es magnificar los objetos
dentro del campo microscopico a un tamafng que pueda ser visto por el ojo

humano. Ademas de la funcion d @ cion, intervienen otros dos factores de

gran importancia: el contraste ion. Para poder ver un objeto mediante

~

un microscopio, aquel debe en cierta medida con el medio que lo rodea

ada clara, el microscopio debe poseer un poder

€5 son la microscopia de campo claro y la microscopia de fluorescencia.
icroscopia de campo claro, la luz atraviesa los bacilos y la variacion del
lor debido a la tincion permite ver la forma de los organismos.

ara el examen de los frotis tefidos se recomienda utilizar un microscopio

binocular (es decir un microscopio con dos oculares).
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8.1.1 Uso del microscopio.

+

*

*

Revisar que la fuente de iluminacion esté bien regulada y centrada.

Asegurar que las lentes, y otras superficies que transmiten luz estén bi
Ajustar la luz, el condensador y el diafragma a fin de que llegue un |
potente a la lente del objetivo.

Girar el tornillo de ajuste grueso para alejar el objetivo de la platin
Rotar el portacbjetivos para ubicar un objetivo de poco 6 10x)
directamente sobre el condensador.

N
Colocar el portacbjetos en la platina de modo que el s est
\

debajo del objetivo.

rectamente

Mirar la platina desde el costado para determi distancia hay entre el

portaobjetos y el objetivo. Girar lentamente de ajuste grueso para
acercar el extremo inferior del objetivo 2 do que se toquen.
Ajustar la intensidad de la luz para que seg e pero no incémoda cuando se

mira por el ocular. Esto puede lograrse modificando la intensidad de la lampara,

utilizando filtros oscuros, o o el diafragma o el condensador.
Generalmente es suficiente am agma.
Mientras se mira por el ocular, ntamente el tornillo de ajuste grueso para

alejar el objetivo de la I cabo de unas pocas vueltas, el frotis debe

aparecer en foco.
Girar el tornillo deaij hasta que el frotis se vea mas claramente.

girar el portaobjetivos para seleccionar una lente de

Mirar desde
mayor aume urar que la lente no toque el portacbjetos. El frotis debe

en foco. El enfoque optimo puede lograrse girando el

la lente con aceite de inmersion, girar el portaobjetivos para que la
ssté ubicada sobre el frotis. Poner una gota de aceite de inmersion en el
tis. (No tocar el portaobjetos con el cuentagotas de aceite; dejar caer

bremente la gota sobre el frotis).




*

Bajar la lente de inmersion de 100x para que entre en contacto con el aceite.
Desplazar lentamente la lente de inmersion hacia arriba hasta que apare
imagen del frotis. Girar el tornillo de ajuste fino para enfocar.

8.1.2 Cuidados del microscopio.

*

*

Verificar si tiene partes rotas o dafadas.

El microscopio como instrumento de precision debe samente
conservado tanto su aspecto éptico como mecanico.

Cuando no se usa debe estar siempre guardado en - 0 del polvo

con una cubierta plastica o de tela. \
Debe estar ubicado en un sitio donde ; reactivos quimicos,

emanaciones de gases corrosivos o vibracione

Evitar que caiga aceite de inmersion sabr
Los objetivos para uso en seco no dek en contacto con el aceite de

inmersion, si esto sucede se deben limpiar inMediatamente.

Para quitar el aceite del objetivo sion debe utilizarse papel especial para
lentes, un pano de seda o a& i
de

El microscopio nunca d

e ' rse y si se observa algun defecto debe
someterse a una revisio u canico competente.
rabajo, limpiar cuidadosamente, especialmente el

Al téermino de cada j
objetivo de inmersio

pio de lugar, se recomienda tomarlo del brazo para no

rlo con algodén o papel absorbente; para evitar el

0 danos posteriores.
pio darle cuidado y mantenimiento adecuado.
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9. LUGAR DE TRABAJO Y MATERIALES.

La baciloscopia puede ser realizada en laboratorios de cualquier complejidad
posean un microscopio con lente de inmersion en buenas condiciones, INSUMC

bajo costo e instalaciones simples de laboratorio. Deben seguirse nor
sencillas que aseguren calidad y minimicen los riesgos.

Es recomendable que el area de trabajo sea exclusiva, pero no siemp ible. Si
se debe compartir un area del laboratorio, es necesario un sitio
preferentemente alejado de la entrada, para evitar corrientes de ait imiento de

También es muy recomendable realizar los extendidos loraciones en un horario
especial, en el momento de menor trabajo en el labora ‘
Los requisitos minimos del laboratorio son: A\

¢ Buena iluminacion.

personal alrededor durante el procesamiento de las muestra o\

+ \entanas o extractor para renovar el aire u z finalizado el trabajo.

+ Pisos lavables, que puedan ser d@adus con solucion de hipoclorito de

sodio.
¢+ Una mesa para colocar s que se reciban, para realizar los
extendidos y en lo posiblé cu con material liso y resistente a soluciones
germicidas (férmica, idable o materiales similares).
En caso de no mnta@e tipo de mesa se puede utilizar bandejas o cubrir la

para el microscopio.
a para escribir los informes y los registros del laboratorio.

RESPECTIVO.
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10. PREPARACION DEL EXTENDIDO.

previamente.
Inmediatamente glle recibe una muestra, se numera en el cuerpo del envase, asi
como la orde

solucion de hipoclorito de sodio al 0.5% o fenol al 5 %. Esta hoja de
pel constituye el area contaminada, porque sobre ella deben realizarse las
etapas mas peligrosas de todo el procedimiento, desde la apertura del envase y
preparacion del extendido hasta el cierre del envase.
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2. Colocar las muestras sobre la mesa de trabajo en el area delimitada en linea
horizontal. Si las muestras han estado en movimiento, dejar reposar los env.
durante 20 minutos antes de abrirlos.

3. Para cada muestra numerar una lamina portaobjeto siempre en el es la
lamina. Debe ser el mismo numero asignado de la boleta y el ffas Ina vez
numerada se coloca frente al envase correspondiente. ( utilizar
laminas esmeriladas y en ese caso se marcaran con lapiz g esmeril de
la lamina.). Durante esta etapa se debe tener la preca Jjcar con los
dedos la parte destinada al extendido porque puede

4. Destapar cuidadosamente solo el envase de a que se va a procesar,

cerca del mechero encendido, el cugs ado entre la persona y la

muestra, como medio de proteccion; 2 se coloca en el centro de la
mesa de trabajo, sobre el papel junto a la a correspondiente, comprobando
que ambos tengan el mismo nu divide el aplicador de madera en dos,
utilizando la parte astillada a particula util, constituida por la parte
purulenta de la muestra, p &mycr seguridad de contener bacilos. Si se

tas se mezcla con los aplicadores y se utiliza

observan varias particul
una porcion de la

ine al manipularia.

que esta pelicula sea realmente homogénea, es necesario tomar una
articula grande eliminando el sobrante con el mismo aplicador. Nunca debe

calentarse la lamina mientras se estd haciendo el extendido pues se forman
aerosoles, existiendo el riesgo de infectarse a traves de las vias respiratorias,




ademas en el extendido se forman circulos concéntricos y precipitados

granulosos, la pelicula pierde su homogeneidad dificultando |a lectura.

La seleccion de la particula mas purulenta de la muestra es uno de los pas
importantes para aumentar l|la probabilidad de identificar los cas

tuberculosis mediante la baciloscopia directa de esputo.

6. Al Terminar el extendidc desechar los aplicadores en ipiente con

desinfectante. Cerrar el envase y colocar una segund smo orden

de la linea de trabajo, detras de las que adn n procesado. Los

frasco hipoclorito de sodio al 0.5% o f
7. Una vez secos los extendidos se fija la lam pasandola rapidamente sobre la
llama tres veces, cuidando que no@ente demasiado con el extendido hacia

arriba.
8. Colocar los extendidos en porie a medida que se van fijando y llevarlos al
sitio de coloracion.

9. Al finalizar el trabajo, riddico, que constituye el area contaminada y los
aplicadores usado r cuidadosamente descartados en el deposito de

material bioinfi S0,

Los extendidos ser coloreados de inmediato, ya que algunos bacilos
pueden permanecer vivos después de fijados con calor hasta que incorporan la
AN
N

fucsina.

establecimiento.




PREPARACION DEL EXTENDIDO. O

| ORDENAR LAS MUESTRAS @
N
ol

MARCAR LOS PORTAOQOBJ

DEPOSITAR LA MUESTRA EN EL
FORTAOBJETOS

EXTENDER LA MUESTRA UNIFORMEMENTE

FIJAR EL EXTENDIDO CUANDO ESTE
TOTALMENTE SECO, PASANDOLO
RAPIDAMENTE TRES VECES SOBRE LA LLAMA
DEL MECHERO DE DERECHA A IZQUIERDA.
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La técnica aconsejada es la de Zielh Neelsen.

1:

11. COLORACION.

Filtrar e identificar los colorantes antes de utilizarlos.

pequena antorcha, pasandola lenta

produzca emision de vapores; cuando eslos Sean visibles se deja de calentar.

Al cesar la emision de vapores s ta nuevamente, se repite esto una vez
mas hasta completar tres emisi esivas. La fucsina no debe hervir (la
pared de los bacilos pued %SE y colorearse mal) y si disminuye por
evaporacion o derramey hay reponerla porque el extendido debe estar
cubierto constanteme el calentamiento. El tiempo que lleva el proceso
es de 5 minutos.

Eliminar la tomando el portaobjetos por el extremo numerado,

nina entre el pulgar y el indice; hacer un movimiento de vaivén de modo que el
Icohol vaya decolorando y a la vez arrastrando suavemente la fucsina. Cuando
el alcohol acido adquiere coloracion roja se elimina en la misma forma como se

hizo con la fucsina y si el extendido conserva un tinte rosado en sus partes mas
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gruesas, se decolora nuevamente. Se considera decolorado el extendido

cuando sus partes mas gruesas conservan solo un ligero tinte rosado. Silas

partes mas densas quedan mal decoloradas, se pueden observar ba
tefidas de color rojo que no son micobacterias.
El tiempo de decoloracion es de 2 minutos.

Una vez eliminado el alcohol acido, lavar nuevamente las laminas eon

después de la coloracion con fucsina, cuidando de no despre @ el

N

5. Coloracion de contraste. Cubrir la totalidad de la & el extendido con

azul de metileno y dejarlo _un 1 minuto.
Lavar tanto el extendido como la cara infér objetos, procediendo en la
o cada lamina en la gradilla de

biente, conservando siempre el
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