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1. Introduccion.

Una de las herramientas mas importantes en la prevencion y control de la tuberculosis, es la
realizacion de los cultivos para el Aislamiento de los Bacilos Acido Alcohol Resistente, en
adelante cultivo BAAR, que permiten la identificacion etiologica, tratamiento y el control de la
enfermedad, ya que mejora la eficiencia en la deteccién, debido a su sensibilidad y
especificidad, por lo cual constituyen una herramienta indispensable para la identificacion del
Mycobacterium tuberculosis mediante cultivo, asi como para la vigilancia epidemiolégica de las

cepas resistentes y multidrogo-resistentes.

Los presentes Lineamientos técnicos establecen las disposicianes necesarias para la
realizaciéon y procesamiento de los cultivos de BAAR; se dete''ar s procedimientos para
incrementar la calidad del cultivo y la bioseguridad en el trabd 0. Ademas establecen el control,
vigilancia y monitoreo, aplicando los procesos que-<2rniten la garantia de calidad en la

realizacion de los cultivos BAAR.

Este instrumento técnico juridico permitira |a e tandarizacion a nivel nacional de las técnicas
necesarias para la realizacion de los cu'tivis' BAAR, por lo cual deben ser aplicados por el
personal de laboratorio clinico en_ic> establecimientos de la Red Integral e Integrada de

~

Servicios de Salud, en adelante RIS .



Il. Objetivos

Objetivo general.
Homologar las técnicas de aislamiento de Mycobacterium tuberculosis, realizadas en los
laboratorios en los establecimientos de la RIISS que procesan cultivos BAAR, a fin de contribuir

al diagnostico, control y tratamiento oportunos de las personas con tuberci'os’s.

Objetivos especificos
1. Proporcionar al personal de laboratorio clinico una herrzum.2nta técnica que establezca los

procedimientos estandarizados para la realizacién d="10s cultivos BAAR.

2. Incrementar la deteccion de casos y sobrevida n los pacientes inmunosuprimidos y de

dificil diagnéstico.

3. Establecer las disposiciones necesarias para el cumplimiento de las medidas de
bioseguridad en el manejo 22 .»s muestras y cultivos BAAR para la proteccién del

personal de salud y del m< dic ambiente.



lll. Base Legal.

Que de acuerdo a los Articulos 149, 150, 151 y 152 del Cdédigo de Salud los cuales
prescriben que para el control de la tuberculosis se dictaran las normas y se acordaran
las acciones que en forma integrada; tendran por objeto la prevencion de la enfermedad,
diagnostico, localizaciéon, el adecuado tratamiento, control y..rebavc’litacion de los
enfermos.

Que de conformidad a la Politica Nacional de Salud 2009-201" en su linea de accién
namero 8.2 especifica que el Sistema Nacional de Salud' gerantizara el derecho de la
poblacién a la atencidén integral a la salud mediante & ‘iviuades organizadas en planes y
programas orientados de acuerdo a criteric=. L *hblacionales, vulnerabilidad, riesgo,
morbilidad, mortalidad, solidaridad y equidad.

Que con base a los considerandos (ai ‘eriores y tomando en consideracion la
trascendencia en Salud Publica, que-tie. < la prevencién y control de la tuberculosis es
necesario emitir los Lineamientas: te shicos que contribuirdn en el diagnostico de las

poblaciones de dificil detecciérn.

IV. Ambito de aplicacién.

Estan sujetos al cuns, 'in‘ento de los presentes Lineamientos técnicos, el personal de los
laboratorios clinicos ‘e lus establecimientos de la RIISS.
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V. Marco Conceptual.

La baciloscopia es el examen que se realiza para la deteccion del bacilo de la tuberculosis en
adelante Th; se utiliza en los casos infecciosos, para evaluar la mejoria clinica del paciente,
hasta su curacion o detectar un posible fracaso al tratamiento. Sin embargo la baciloscopia tiene
una sensibilidad baja comparada con otro método diagnadstico, el cultivo BAAR la complementa.
Mediante el cultivo se ponen en evidencia bacilos viables presentes en escasa cantidad; se
pueden caracterizar para verificar la identificacion especifica del bacilo de fa Tb y conocer su

sensibilidad y patron de resistencia a los medicamentos antituberculosos.

Otros meétodos, aun no han logrado sustituir a la deteccion. identificacion y prueba de
sensibilidad dependientes del cultivo. Este puede ser realiz=dc 2n laboratorios con medianos

recursos y mantiene su posicion como método de referencia po: su precision.

El cultivo produce resultados tardiamente, sin embargo presenta mayor sensibilidad que la
baciloscopia, ya que puede evidenciar hasta u.. nuiimo de diez bacilos &cido alcohol resistente
presentes en una muestra, si es realizado 1 .orma correcta, permite detectar los casos antes

de que lleguen a ser infecciosos.

Mediante el cultivo es posibic. nicrementar la confirmacion de diagnostico de la Tb en
aproximadamente 15 a 20% ! total de casos y en 20 a 30% de los casos de Tb pulmonar. Si
se considera el tota'‘de  asus con diagnostico de Tb pulmonar confirmado bacteriolégicamente,
la baciloscopia detecw. “del 70 al 80% vy el cultivo del 20 al 30%. Entre los casos con Tb
extrapulmonar el aporte del cultivo al diagndstico es variable, segin la localizacién de la
enfermedad y aun con un resultado negativo del cultivo, es posible que se establezca o se
mantenga el diagndstico de Th.

Indicaciones de cultivo para el manejo de pacientes con Th.

Se deben indicar cultivos en los siguientes casos:

» Alta sospecha de Th con baciloscopia negativa.
e Tb infantil.

11



e Tb extrapulmonar.

» Personas con VIH y sospecha de Tb.

» Pacientes con baciloscopia de uno a nueve bacilos en cien campos.

» Fracaso al tratamiento.

e Abandono recuperado.

* Recaida.

« Contacto con un paciente con Tb multidrogoresistente.

* Antecedente o estancia actual en Centro Penintenciario.

» Coinfeccion Tb/VIH.

» Ausencia de negativizacion al segundo o tercer mes de tratamiento.

* Persona migrante nacional o extranjera con sospecha de Th.

» Caso cronico de Tb.

* Paciente sintomatico respiratorio en adelante SR, con c'anewes y con baciloscopia
negativa (Método de Ogawa-Kudoh).

» Paciente SR con una serie de baciloscopias negativa® pero con sospecha de Th, que

son contactos de pacientes con Tb en cualquiera ce, las formas. (Método de Ogawa-
Kudoh, anexo 5).

12



VI. Desarrollo del contenido.

Servicios de cultivo en la red de laboratorios.

Los laboratorios de las Unidades Comunitarias de Salud Familiar (UCSF), que realizan
baciloscopia deben establecer coordinacion con el laboratorio de la red mas cercana para
enviar las muestras que requieren ser cultivadas. Los laboratorios que realicen cultivos BAAR
deben establecer coordinacion con el Laboratorio Nacional de Referencia en adelante LNR,
para derivar los aislamientos que requieran ser identificados o realizar la prueba de sensibilidad.

Fundamentos de los procedimientos utilizados para el cultive: de  nlycobacterium
tuberculosis.

El personal de laboratorio mediante el cultivo debe asegurar que los bac 'os en las muestras de
los pacientes se multipliquen in vitro, hasta que se visualicen formadu colonias en un medio
sélido, para ello en cada una de las etapas del proceso del cultivo, e e verificarse:

a) Persistencia del bacilo en muestra de la lesién.
El personal de laboratorio para procesar la muestr: de 'a iesiébn debe realizar las siguientes
actividades:

* Tener en cuenta que la probabilidad de‘re ~uperacion aumenta proporcionalmente con
la rapidez con que se siembre la mues ra ue la lesion del paciente.

» Tomar en cuenta el tiempo de den: e 2n la reproduccién del bacilo, ya que esta etapa
es muy critica cuando el nUme o de bacilos es escaso o cuando el pH de la muestra
es desfavorable para la sobs=2\v ‘encia del bacilo como en el caso de lavados gastricos
y orinas.

* Investigar el retraso au. h.ya sufrido la siembra de muestras de esputo que contienen
alto numero de baci.»s (baciloscopia positiva), debido a que en algunos casos, se han
obtenido cultivas ¢ sitivos reportados, hasta quince dias después de la recoleccion de
la muestra:

» Verificar facto: =s claves como la exposicion a la luz solar, desecacion y el calor ya que
son condiciones micobactericidas.

* Vigilar condiciones tales como: temperaturas muy bajas, viabilidad, y los periodos de
tiempo de cultivo, ya que en los periodos cortos, puede ser preservada entre 2 a 4°C,
y en los periodos de tiempo largo a -70°C.
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b) Resistencia del bacilo a agentes contaminantes.
El personal de laboratorio para contrarrestar la resistencia del bacilo a los contaminantes debe

realizar las siguientes actividades:

Procesar las muestras de forma adaptada a la modalidad de tiempo de crecimiento del
bacilo de la Th, el cual se divide cada dieciocho a veinticuatro horas.

No Aislar al bacilo de la Tb inoculando muestras directamente en placas con medios de
cultivo y seleccionando colonias por su morfologia. Con este procedimiento, los
microorganismos comunes acompafantes ocupan el medio de cultivo en pocas horas
impidiendo que aparezca el bacilo de la tuberculosis.

Realizar un tratamiento especial para aislar el bacilo de 2 .uberculosis u otras
micobacterias, si las muestras contienen microorganismds cumunes y no han sido
decontaminadas.

Homogenizar las muestras densas, como los esputos y eliminar la flora acompainante
mediante un proceso de decontaminacion, “ea.. ‘andolo generalmente con una base
fuerte como el hidréxido de sodio (NaOH).

Ser estrictamente preciso al preparar le sc1cion decontaminante y al controlar el tiempo
de contacto con ella, para preservar.!4 . ‘abilidad del bacilo de la Tb.

Disminuir en primer lugar, el tiemp 2 de contacto con el decontaminante, para incrementar
la recuperacion de cultivo BAA> en una muestra de investigacion.

Disminuir la concentraci¢» > NaOH y verificar que no resulte un aumento del porcentaje
de cultivos contaminac 2<s por arriba del 5% que es el nivel considerado aceptable.

Utilizar la técine - cnterior, en laboratorios que procesan muy cuidadosamente y sin
demoras las m. =stras el mismo dia en que son tomadas.

Asegurar la esterilidad durante todos los procedimientos de toma y procesamiento de la
muestra, ya que de otra forma, se perdera material valioso y de dificil obtencion por
contaminacion del cultivo.

Neutralizar la muestra decontaminada con NaOH y agregar una solucion acida gota a
gota hasta que vire un indicador de pH. Este proceso debe ser controlado muy
cuidadosamente, cualquier defecto o exceso de la solucién acida origina un pH acido

no apto para el desarrollo del bacilo.
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c) Concentracion de los bacilos.

El personal de laboratorio debe inocular un volumen de 0.1 a 0.5 mililitros de muestra en
cada tubo con medio de cultivo.

Sedimentar por centrifugacion para concentrar en ese inéculo la mayor parte de BAAR
presentes en una muestra.

La precipitacion debe ser suficientemente fuerte para evitar que se pierdan muchos
bacilos en el sobrenadante, que es descartado, y evitar de esta forma g'e la potencia del

cultivo para detectar bacilos sea escasa.

d) Requerimientos para el desarrollo del bacilo in vitro.

Nutrientes en los medios de cultivo:

Para aislar bacilos de Mycobacterium tuberculosis, el persoral de laboratorio debe utilizar un

medio que contenga glicerol como fuente de carbi ~0, sparagina y iones de amonio, como

fuente de nitrégeno y micronutrientes. Otro componente esencial para el desarrollo del bacilo es

la albamina, incorporada en los medios de cult ‘0 «=n el agregado de huevos de gallina.

Condiciones y tiempo de incubacion.

Para que el tiempo en el gu» <> detecta un cultivo positivo, sea efectivo, debe utilizarse
un meétodo de decontami. ac 3n enérgico, un medio de cultivo propicio para el crecimiento
y el indculo debe quea. ».~on pH balanceado.

La temperatura: . * n.ycobacterium tuberculosis se ha adaptado a la temperatura corporal
del hombre y € 1a oscuridad. Se multiplica mejor cerca de los 37°C, la velocidad de
desarrollo disminuye al alejarse de esa temperatura, muy dificilmente crece por debajo de
los 34°C y puede morir por encima de los 40°C. La luz solar (UV) es perjudicial para su
sobrevivencia.

El personal de salud para el tiempo de incubacion debe tomar en cuenta las
caracteristicas propias de algunas cepas del bacilo, de la cantidad de bacilos que haya
en la muestra, del tipo de lesion y del tiempo durante el cual se ha administrado

tratamiento antituberculoso al paciente.
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El tiempo en el que se detecta un cultivo positivo depende de lo enérgico del método de
decontaminacion aplicado, del pH al que haya quedado el in6culo luego del tratamiento,
de la riqueza del medio de cultivo y de que este contenga o no algun sensor que
evidencie el desarrollo antes de que se haga visible. Pero también depende de las
caracteristicas peculiares de algunas cepas del bacilo, de la cantidad d bacilos que haya
en la muestra de la lesion y del tiempo durante el cual se ha administrado tratamiento
antituberculoso al paciente.

Ademas debe tomarse en cuenta que los tiempos de incubacién ¢~ cada cepa son
variables ya que existen cepas de bacilos multirresistentes que s¢ muiiplican con mas
dificultad, parte de las muestras con baciloscopias 3+; evidencia, ~oesarrollo las primeras
semanas de incubacion en medios a base de huevos y las n 'iestras con escasos bacilos,
no detectables por baciloscopia, sus colonias crecer arliainente, aproximadamente
hasta ocho semanas después de la siembra en meriius (o base de huevos.

El bacilo es aerobio estricto y por eso debe« ‘'ea. r atrapada una atmosfera de oxigeno

dentro del tubo, vial, botella o placa.

f) Riesgo biol4gico inherente a los proce i, ientos

El personal de laboratorio resp>cto a la técnica del cultivo BAAR, debe cumplir
estrictamente las disposiciche.. de medidas de bioseguirdad, durante la agitacion y
centrifugacion de tubos< s cuales generan aerosoles infecciosos; ya que el riesgo es

mayor cuanto mayor.s. 2.'a carga de bacilos que contenga la muestra.

g) Contaminaciér cr. zada

El personal de laboratorio debe evitar las siguientes situaciones que pueden dar una

contaminacion cruzada:

Transferencia de microorganismos, de una muestra a otra al ser procesadas en serie
en el laboratorio.

Sobrecarga de trabajo, alta frecuencia de muestras con baciloscopia positiva en la
rutina, los procedimientos poco rigurosos, utilizacion de reactivos no alicuotados, son

condiciones propicias para este tipo de contaminacién en laboratorio.
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h) Cuantificacion del desarrollo de Mycobacterium tuberculosis

Para la cuantificacion del desarrollo en medios sélidos del bacilo se debe cuantificar la muestra

utilizando una escala semicuantitativa que es reproducible y que expresa la cantidad de bacilos

detectado permitiendo evidenciar variaciones significativas de esa cantidad. Por lo tanto es

indicativa del grado de avance y evaluacion de la enfermedad.

VII. Eleccion del método de cultivo segun los recursos disponibles

La eleccion del método a emplear debe resultar de un analisis riguroso y rec'iswa de:

El presupuesto regular y continuo del laboratorio en donde se pre.nue implementar el
cultivo.

El entrenamiento del personal y equipamiento del laboré.ic iio.

La asistencia técnica que tienen los equipos necesarius en el lugar donde se aplica el

método.

a) Método de Ogawa Kudoh.

El personal de laboratorio debe utilizar la té.nicx de la siguiente manera:

Para confirmar el diagnostico d~ 1. =sulmonar en casos con baciloscopia negativa por su
sensibilidad.

Para recuperar los baciic - ¢ esputos de pacientes baciliferos que requieren prueba de
sensibilidad.

Utilizar hisop:s p. ra tomar y procesar la muestra a sembrar y medios a base de huevo
con pH acido.

Genera riesgo bioldgico similar al de la baciloscopia pues no requiere centrifugacion de

suspensiones con bacilos.

b) Método de Ogawa Kudoh modificado.

Debe utilizarse s6lo para procesar esputos en laboratorios sin equipamiento adecuado o
suficiente para aplicar la técnica de Petroff. Si no se dispone de cabina de seguridad

17



biolégica, deben aplicarse las practicas y medidas de bioseguridad recomendadas para la
realizacion de la baciloscopia.

Requiere un hisopo estéril de quince milimetros de longitud en promedio y un tubo de
vidrio estéril conteniendo tres mililitros de solucién de NaOH al 4% por cada muestra a
procesar.

Abrir el primer envase. Elegir y recolectar con el hisopo las particulas utiles,
mucopurulentas del esputo adhiriéndolas al hisopo estéril. Cerrar el envase.

Sumergir el hisopo estéril en un tubo con tres mililitros de soluciérni e NaOH al 4%
durante dos minutos.

Retirar el hisopo sin escurrir y sembrar con él un tubo con med'i, Je Ogawa acidificado,
con movimientos de rotacion y presion. Repetir el procedi. »ierto con el segundo tubo,
utilizando el mismo NaOH al 4%.

Descartar el hisopo en un recipiente destinado a ¢er esterilizado en el autoclave.

Inclinar los tubos inoculados en la forma descri.»

c) Método de Petroff

Debe utilizarse en la homogenizaciaon, ‘econtaminacion del BAAR y su inoculacion se
realiza en medios a bases de ki 2vus con pH cercano al neutro.
Es el mas conveniente, teriei 1o en cuenta la situacion de la mayor parte de los

laboratorios que realizan ¢ :tavo (anexo 4).

Decontaminacién ; <ol sentracion por el Método de Petroff.

Verificar que la primera serie de muestras a decontaminar no supere la capacidad del
rotor de la centrifuga. Tener en cuenta que el tiempo de contacto con el decontaminante
no puede exceder en total los treinta minutos, de manera que normalmente no es posible
procesar series de mas de doce muestras. Operar con serenidad y con movimientos
suaves pero ininterrumpidamente, para evitar que el tiempo de contacto con el

decontaminante se prolongue.
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Abrir el primer envase conteniendo una muestra de esputo. Trasvasar todo su contenido
en el tubo de centrifuga que le corresponde, con un movimiento muy suave y seguro, 0
transferirlo con un gotero.

Tapar el envase y el tubo de centrifuga.

Proceder de la misma manera con las siguientes muestras, una por una. No abrir un
envase ni un tubo de centrifuga sin haber cerrado antes los anteriores.

Agregar NaOH 3.5% hasta duplicar el volumen de la muestra.

Dejar actuar el decontaminante por veinte minutos, agitando manugii. 2nte cada cinco
minutos.

Neutralizar con HCI 1N y con NaOH al 2% a cada muestra.

Verificar que todos los tubos estén cerrados herméticament=.

Trasladar la gradilla conteniendo los tubos hasta la cetrituga y ubicar cada tubo dentro
de un portatubos del rotor y balancear con = tcae de igual volumen en la posicion
opuesta. Sino se encuentran dos tubos de  ru#l volumen, se debe ubicar en frente
un tubo con el volumen necesario de agic destilada para nivelar y luego tapar el rotor
con la tapa de bioseguridad.

Centrifugar quince minutos a 3000-¢ra 'edades de 25 a 35°C.

Dejar reposar los tubos cinco M. 'tos luego de detenida la centrifuga.

Abrir la tapa de la ceritLya. En caso de sospechar o comprobar algun derrame
dentro del contenedor de tubos, se debe esterilizar en el autoclave con su tapa de
seguridad; de lo ‘ccotrario, se debe retirar muy cuidadosamente, tratando de no
resuspender ! s:dimento, trasladarlo tapado, junto con la gradilla a la cabina y
destaparlo. Retirar los tubos y ubicarlos en orden segin su numero en la gradilla con
cuidado de no resuspender el sedimento.

Comprobar que los procedimientos hayan sido realizados con agilidad suficiente como
para que el tiempo total de contacto con el decontaminante no exceda los treinta minutos.
Abrir cada tubo, descartar suavemente el sobrenadante dentro del recipiente destinado a
este fin, sin salpicar ni mojar la parte exterior del tubo. Limpiar el exterior del tubo con

papel toalla 0 algoddon impregnado en hipoclorito al 1% o fenol al 5%, si eventualmente
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se moja la pared, descartar el papel toalla o algodon dentro de la bolsa destinada a

descartar tubos.

Proceder de igual forma con todos los tubos centrifugados. No abrir el siguiente tubo sin

haber cerrado previamente el anterior.

Comprobar el cierre hermético de las tapas de todos los tubos manipulados.

Inoculacion de los medios de cultivo.

El personal de laboratorio para la inoculacion debe:

Abrir el primer tubo de centrifuga y descartar el sobrenadante.

Agregar con un gotero cuatro a cinco gotas de agua destilada €. il al sedimento.
Homogenizar el sedimento, sembrando entre 0,2 y 0,5 ml (.29 a cinco gotas) en cada
tubo con medio de cultivo identificado con el numero.' de ia muestra. Cerrar el tubo de
centrifuga.

Colocar una gota del sedimento homogeniz 4o en un porta objeto para realizar el
extendido

Proceder de igual forma con cada tubo ~onteniendo las muestras procesadas. No abrir
un tubo sin haber cerrado el anter.>r. Descartar el gotero utilizado con cada muestra
antes de pasar a la siguiente.

Acondicionar el material desu »auo a ser esterilizado en el autoclave.

Asegurar el cierre herméw~0 de la tapa de cada tubo de centrifuga y ubicar dentro del
recipiente destinaco 1 esterilizar en el autoclave el material a reciclar, el recipiente
conteniendo »s . obrenadantes, morteros, pinzas, goteros y tubos utilizados para
procesar muestras.

Dejar la cabina de seguridad funcionando durante cinco minutos para purgar el
aire contaminado, apagar el flujo laminar y encender la luz ultravioleta durante treinta
minutos.

Apagar la luz ultravioleta y sacar el material contaminado para ser esterilizado en el
autoclave.

Limpiar la cabina de seguridad y decontaminar con papel toalla o algodén impregnado

en etanol al 70% o fenol al 5%, la superficie de trabajo dentro de la cabina, sus paredes
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laterales y la ventana, luego depositar el papel toalla o algodén en el recipiente

conteniendo material para esterilizar en el autoclave y descartar.

Incubacién de los tubos inoculados.

Inmediatamente después de terminada la siembra y acondicionado el material a
esterilizar en el autoclave, trasladar la gradilla conteniendo los tubos con siembras hacia
la mesa donde se encuentran la(s) bandeja(s).

Tomar el primer tubo inoculado, distribuir la siembra en toda la sup=rficie del medio
sélido, aflojar ligeramente el cierre de la tapa para permitir intercc mui0 de gases y la
absorcion de la siembra, ubicar el tubo en la bandeja inclinada.

Proceder de igual forma con cada tubo en el que se hayan r»a.izado siembras.

Trasladar y ubicar la bandeja a la estufa de incubacicn 235 a 37°C. Verificar que los
tubos queden con su “pico de flauta” hacia arribha, sin posibilidad de girar sobre si
mismos, y la siembra bien distribuida en toda ‘< * su jerficie.

Ubicar las bandejas en la estufa de acuerd=.al numero correlativo, facilitando su revisién
durante el seguimiento de los cultivos y'. 2gisiro de resultados.

Verificar que las bandejas no so.re.algan de los estantes, que los tubos estén
perfectamente contenidos en si's .undejas, y que estas no se sobreponga, para evitar
accidentes graves.

Decontaminacién de area..C¢ trabajo y equipos.

Decontaminar con i, ou.orito de sodio al 1% o fenol, las mesas del laboratorio utilizadas,
el rotor y los < astc © ae la centrifuga.

Quitarse los gua.tes revirtiéndolos y colocarlos en el recipiente con material a esterilizar
en el autoclave y desechar.

Lavarse las manos.

El material potencialmente contaminado asi acondicionado debe ser esterilizado en el
autoclave durante una hora a 121°C.

Realizar la lectura e informe de resultados de las baciloscopias realizadas al cultivo
BAAR.

Segquir los pasos detallados en el respectivo Manual de procedimientos.
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VIIl. Actividades del Cultivo BAAR segun el riesgo.

En lo que se refiere a las tareas internas del laboratorio se debe:

Agrupar tareas segun el nivel de riesgo.

Encontrar la mejor ubicacién posible para cada categoria de tareas en el espacio

disponible.

Establecer una organizacion que asegure una ruta l6gica, sin obstrucciones y segura del
material mas peligroso.

Las tareas con distinto nivel de riesgo deben ser ubicadas convenic 2tmente para que se
direccione el material potencialmente infeccioso desde un ar¢a (‘2 riesgo mediano a otra
de mayor riesgo. Esta Ultima area debe estar muy bien s2p xreua, y alli se intensificara la
extraccion de aire, los cuidados en el trabajo cotidiai. 2. las medidas de contencion del

riesgo y de contingencia para accidentes.

El riesgo se divide en tres niveles, las a“tin'dades que debe realizar el personal de

laboratorio se describen a continuacion:

a) Tareas de bajo riesgo.

Las tareas de muy bajo riegro hiologico deben ser seleccionadas para no exponer

innecesariamente al persona' yue .as realiza y cuidar el ambiente y deben ser las siguientes:

Administracion _del’ la. oratorio, preparacion y almacenamiento de materiales, reactivos,

medios de cui. ‘0.

Lavado y reciclado de material de vidrio que peridodicamente se esteriliza en autoclave.
Deben ser realizadas en areas “limpias” donde no ingresan pacientes, muestras, cultivos
positivos, ni elementos utilizados en el area de procesamiento de muestras sin que antes
hayan sido esterilizados.

Deben ser centralizadas por unidades que asistan no so6lo al diagnostico de Tb sino a
varios servicios del laboratorio.

En el &rea de lavado y reciclado de material de vidrio se requiere lavabo y mesas

amplias, autoclave y estufa (preferentemente de esterilizacién).
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En el &rea de preparacion de medios de cultivo y reactivos se requiere: mesa, balanza,
pH-metro, coagulador y refrigerador con capacidad suficiente para almacenar los medios
y reactivos que necesitan ser mantenidos a temperatura cercana a los 4°C.

El lavado, reciclado de material, preparacién de medios y reactivos pueden ser ubicados
en un mismo laboratorio de ser necesario y si el espacio es suficiente para albergar

ambas actividades.

b) Tareas de riesgo medio.

El personal de salud en el riesgo mediano debe seguir lo siguiente:

Ingresar las muestras.

Examen microscopico de los extendidos.

Se debe seleccionar para estas areas mesas, sillas. « ‘marios, estantes y mobiliario que
puedan ser decontaminados con solucion de i cicrio de sodio.

Si se dispone solamente de mobiliario de . =dera, debe ser pintado con pintura
impermeable que resista la accion de los.c >c. ntaminantes.

Para permitir la limpieza y desinfecc.in, se debe dejar espacio alrededor de muebles,
equipos y no se debe almacenar rateral directamente sobre el piso.

En esta zona de riesgo mediz: 2 ¢.zben ingresar el material de vidrio reciclado, medios de
cultivo y reactivos necesaii s Lara el procesamiento de muestras.

Deben recibirse en €' rizsgo mediano las muestras verificando su consistencia y la

identificacion da'a< <r vases de la muestra con las solicitudes.

c) Tareas de mayor riesgo

En esta etapa el personal de laboratorio debe realizar las siguientes actividades:

Procesar las muestras y aislamientos de Mycobacterium tuberculosis.
Esterilizar el material potencialmente infeccioso.

Para las areas dedicadas a estas tareas también se requiere mobiliario e instalaciones

gue puedan ser decontaminados con solucién de hipoclorito de sodio al 0.5 %.
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En esta etapa el area donde seran procesadas las muestras debe estar contiguo al area
de ingreso de material, y preferentemente antecedido por una antecamara.

Debe ser de acceso restringido al personal técnico y personal del laboratorio.

Los requerimientos minimos para la etapa de mayor riesgo son:

Muros integros desde el piso hasta el techo, de manera que el aire no salga de esta area
cuando la puerta esté cerrada.

Puertas y ventanas con cierre hermético para evitar filtraciones e aire y brindar
seguridad contra actos de vandalismo.

Debe contar con un panel de vidrio en puerta que permita viciu »desde afuera.
Superficies de pisos, paredes, techo y mesas de material ;0 coroso, lisas y selladas,
cubiertos con materiales y pinturas que resistan .. el ~ratamiento con solucion de
hipoclorito de sodio y eventualmente con fenol al 5%

Debe ser de facil acceso al &rea de decontamii. >cicn de materiales.

Debe contar con excelente iluminacioén, aguic corriente, gas y electricidad.

Debe contar con un lavabo para hace: coloraciones Yy otra para el lavado de manos
(preferentemente ubicada cerca de«'a . aiida del area).

Debe contar con dos mesas fui.> para la preparacion de frotis y otra para la lectura de
cultivos).

Espacio suficiente para uc.car una centrifuga, estufa de incubacién, refrigerador amplio
(preferentemente ¢os uno para material limpio y otros para muestras y aislamientos) y
cabina de sey, ride d bioldgica.

Aire acondicionado independiente.

Debe contar con un sistema de extraccion de aire. Cada extractor debe ser ubicado a la
mayor altura posible, en la pared opuesta a la puerta de ingreso y deben expulsar el aire
hacia un area abierta, no transitada, lejos de edificios ocupados.

Al elegir el sistema de extraccion de aire se debe considerar que debe renovar el aire al
menos seis veces por hora.

La cabina de seguridad biolégica filtra y retiene a los bacilos que pueden quedar

suspendidos en las operaciones de mayor riesgo.
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La cabina de bioseguridad debe estar ubicada en un lugar donde la circulacion de
personal sea la indispensable y lejos de puertas y ventanas que se abran. Conviene
dejar un espacio de alrededor de treinta centimetros libres alrededor del equipo para
poder acceder durante las tareas de control y mantenimiento.

Cuando se utilizan cabinas de seguridad biologica, no es indispensable tener un
sistema de extraccion de aire, aungque légicamente es conveniente. La extraccion puede
ser realizada por la misma cabina mientras est4 en funcionamiento, expulsando el aire a
través del ducto hacia el exterior. El técnico que la instale debe asegurar que no exista
recirculacion de aire hacia el interior del laboratorio por este dueic

Las centrifugas de mesa deben estar a una altura comoda pa ». que pueda verse el
rotor y para operar sin dificultad.

El personal debe protegerse con batas de uso exclusive  ara esta area, que se pondran
al ingresar y deben quitarse al terminar sus tareas y salir. ES necesario entonces
organizar un area de percheros Yy estante  pe a ordenar la ropa de trabajo en la
antecamara, separando la ropa limpia de la.1tilizada.

Las &reas de mayor riesgo deben cor. ar con ldmparas de luz ultravioleta ya que son
Utiles para completar la desinfecciin le superficies cercanas y de mayor riesgo de

contaminacion.

IX. Area de esterilizacion de m.terial contaminado

Es el area en la cual o= wdican los autoclaves utilizados para decontaminar muestras,

sobrenadantes que- de. 21 ser desechados y el material de vidrio utilizado con material

(potencialmente) infecc uso que debe ser reciclado (tubos, pipetas) y debe reunir las siguientes

caracteristicas:

Debe ser facilmente accesible desde el area de procesamiento de muestras de manera
gue no sea necesario transportar el material contaminado a grandes distancias o0 a
través de escaleras/ascensores. Lo ideal es que esté en un cuarto contiguo al area de
procesamiento de muestras, comunicado por una puerta distinta a la de ingreso de

muestras y material.

25



« El material que debe ser reciclado y las muestras deben seguir un recorrido en una
Unica direccién, de la siguiente manera: area de ingreso, area de procesamiento y area
de decontaminacion.

» Posterior a la esterilizacion, el material desechable que no genera riesgo biolégico debe
procederse a su descarte aplicando los instrumentos técnicos juridicos vigentes.

» El material de vidrio reciclable, esterilizado y sin riesgo, debe ser trasladado al area de
lavado/preparacion/esterilizacion la cual debe estar ubicada en forma contigua a la de

esterilizacion de material.

X. Toma, recepcion, conservacion y transporte de las muestra.

* Las normativas concernientes a bioseguridad, momento/1c ... Ge recoleccion y numero
de muestras a recolectar segun la localizacién de 'a lesion, han sido descritas en el
respectivo Manual de procedimientos de Tb pori. =1c~copia directa.

» El personal de laboratorio debe: facilitar, agilizc. ~1a recepcion de muestras, preservar,
asegurar su correcta identificacion, reqist-ai en el libro del laboratorio, la bioseguridad
durante su manipulacion y de ser heccsario el embalaje de las muestras para su
transporte.

* En particular, es preciso ter=r nresente que para el cultivo se deben realizar las
siguientes actividades: “~ro.esar las muestras de contenido gastrico y las
extrapulmonares lo ras, pronto posible a la recoleccién. Se debe establecer una
coordinacion coniu ta entre el personal del laboratorio y el equipo médico que toma las
muestras.

* Las muestras deben mantenerse en refrigeracion a 4°C hasta el momento de su
procesamiento si inevitablemente deban transcurrir mas de veinticuatro horas desde la
recoleccion hasta la siembra.

» El personal de laboratorio no debe agregar a las muestras fenol, formol o solucién de
formaldehido.

« Deben ser evitados algunos anestésicos que tienen actividad antimicrobiana y por lo
tanto esta situacion debe darse a conocer a los equipos médicos que toman biopsias y
siguen procedimientos indicados para estudios histopatolégicos.
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XI. Organizacion del material y muestras del Cultivo BAAR.

El personal de salud debe sistematizar el trabajo para:

Minimizar el riesgo biolégico y de transferencia de bacilos entre distintos materiales.
Evitar errores en el procesamiento de la muestra.

Permitir la trazabilidad de la muestra durante los procedimientos en caso que se
presenten dudas sobre los resultados.

Repetir los procedimientos siempre en el mismo orden en cadz. dia de trabajo.
Ordenar los envases de las muestras, tubos y portaobjetos segin su aumeracion.

Mantener todo el material ordenado durante todo el proceso.

a) Preparacion de las muestras para cultivo BAAR.

Se debe procesar la totalidad de cada muestra hara no perder material que pueda
contener bacilos. Se debe ademds, procesa - pc - separado cada muestra del mismo
paciente, sin mezclarlas. Esto incrementa.. la ‘posibilidad de recuperar bacilos, en
especial en el caso que alguna de las n. '‘escas se contamine. A la vez permite verificar si
se reitera el aislamiento a partir de" ‘is.'‘ntas muestras del paciente y asi resolver dudas
gue ocasionalmente se pueder. L ~sentar en el diagndstico de tuberculosis o discernir si
se estéa frente a un caso de 1 ic. acteriosis.

Se aplican distintos proct dii .ientos antes de la siembra segun la consistencia, volumen y
contaminacion de !=.i.westra. El tipo de muestra predominante sera seguramente el

esputo produrido 0:expectoracion espontanea.

b) Concentracidon de muestras liquidas o semifluidas:

b.1) El personal de laboratorio con las muestras de volumen menor a un mililitro debe:

e Sembrar directamente y en su totalidad las muestras distribuyéndolas en los tubos
con medios de cultivo. Sembrar 0.5 mililitros por tubo con medio sélido, para que pueda
ser absorbido.

» Ubicar el tubo en el orden que le corresponde en la serie de muestras que seran

decontaminadas para que sea procesado mediante la técnica de Petroff.
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b.2) El

personal de laboratorio con las muestras de volumen mayor a cuatro mililitros
debe:

Trasvasar el volumen total de cada muestra a uno o mas tubos de centrifuga volcando
suavemente el contenido del envase dentro de los tubos.

Centrifugar quince minutos a 3000 gravedades.

Esperar que se detenga completamente la centrifuga.

Retirar los tubos cuidando no resuspender el sedimento, trasladarlos a la cabina.
Dejar reposar los tubos cinco minutos antes de abrirlos.

Abrir el primer tubo centrifugado, descartar su sobrenandate en el recipiente
dedicado a este fin con un movimiento suave, sin salpicar,/sIn tocar la boca del frasco.
Limpiar el exterior del tubo con un algodén impregnads 0 “.poclorito de sodio al 1%,
si se hubiere salpicado la pared. Cerrar la tapa dei" 1bo.

Proceder de igual forma con los siguientesiu. as »*o0 abrir el siguiente tubo sin haber
cerrado el anterior.

Trabajar el sedimento como se explicd €1 1. Método de Petroff.

Maceracion de muestras de ten.do .omadas por biopsia.

Trasladar la muestra suaveme2te a un mortero estéril de porcelana u otro material
autoclavable, sin salpiccs 1 uede ser necesario el auxilio de una pinza estéril para
realizar esta operacion. Descartar la pinza en el recipiente destinado a descartar
pipetas de vidrio.

Agregar un . ililro de agua destilada y arena estéril dentro del mortero, disgregar el
tejido presionando con la mano del mortero y homogenizar el tejido.

Si el tejido es normalmente estéril y ha sido tomado con asepsia, recoger con una
pipeta todo el material macerado, distribuirlo en los medios de cultivo identificados con
el numero de la muestra.

Si el tejido contiene contaminantes, recoger con un gotero todo el material macerado,
transferirlo al tubo de centrifuga identificado con el numero de la muestra que esta

siendo procesada, ubicar el tubo en el orden que le corresponde en la serie de
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muestras que seran decontaminadas para que sea procesado mediante la técnica de
Petroff.

Si se trata de un material normalmente estéril pero se ignora si fue tomado y mantenido
en esterilidad, utilizar la mitad del macerado para la siembra directa y el resto para
decontaminar.

Ubicar el mortero dentro del papel o bolsa donde fue previamente esterilizado y
descartarlo dentro del recipiente destinado a esterilizar en el autoclave el material que

se va a reciclar.

C) Revisidn y lectura de las muestras cultivadas.

El personal de laboratorio debe realizar las siguientes actividades.

Control visual periédico de los cultivos.
Mantener los tubos en incubacion hasta las ocho-<ei>anas en el caso de medios de
cultivo a base de huevos. Revisarlos bajo ura 1t e de luz que permita observar con

claridad hasta las colonias mas pequenfas, reali. i1do las siguientes actividades :

c-1) Periodo de lectura dos-tres dias pos. tieinbra.

Verificar si se encuentran indicios'Je mala neutralizacién de la muestra.

Reportar si se detecta contatn. acion.

Verificar si la siembra estA «<>sorbida y el liquido se ha evaporado.

Registrar si quedan..r.stos de hidroxido de sodio en el in6culo, esto se verifica si los
medios a base « » ..uevos se aclaran hacia un tono amarillento que los diferencia del
resto de los tub. =-con siembras.

Debe registrarse en el libro del laboratorio si se detecta contaminacién en toda la
superficie de un tubo del medio sélido, descartar el tubo y continuar el proceso hasta
emitir un resultado.

El personal de laboratorio debe producir de inmediato el informe para comunicar Si
detecta contaminacion o pH inadecuado (viraje hacia al amarillo o verde intenso) en

todos los tubos sembrados con la muestra de un paciente. (Ver anexo 12).
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Se debe volver a incubar el bacilo de la Tb en la parte no contaminada, si se detectara
contaminacion sélo en un area pequefia de la superficie de un medio sélido, para dar
oportunidad a que desarrolle.

Si la siembra estd absorbida, ajustar la tapa para evitar la desecacion del medio.
Solicitar y procesar una nueva muestra del paciente, toda vez que sea posible, cuando
se ha detectado contaminacion o pH inadecuado del medio en todos los tubos

sembrados.

c-2) Periodo de lectura a los siete dias post siembra y luego una vez e semana:

Identificar tubos contaminados y proceder como se ha descrit¢ i >teriormente.

Un tubo contaminado tardiamente puede enmascarar el dcza=allo de Mycobacterium.
tuberculosis, por lo que antes de descartarlo remitirlo al'LI 2.

Identificar los tubos con desarrollo del bacilo de Ia T'x0,de otras micobacterias.

Registrar el desarrollo en el momento en quc se observa y seguir los procedimientos
para producir el informe con la menor demoi > posible.

Repetir la lectura cada semana hasta en. ‘ir un resultado.

d) Seleccién de los cultivos positive » para identificacion.

Los cultivos en medios solidos debe. reportarse de la siguiente manera:

Seleccionar los cultivea pcritivos para su identificacion y prueba de sensibilidad.

En el caso en que¢ ¢ laboratorio no realice la identificacion o prueba de sensibilidad,
derivar al LN, »acu ndicionando el o los tubos positivos como se detalla en el Manual de
procedimientos respectivo.

Enviar todos los aislamientos obtenidos con distintas muestras del paciente con el fin de
verificar si todos corresponden al mismo microorganismo.

Transcribir el resultado obtenido de los registros del laboratorio en la PCT-3, utilizando la
escala anteriormente descrita, cuantificar los resultados positivos. Informar los cultivos

positivos y los totalmente contaminados en el mismo dia que son detectados.
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* Cuando la lectura es visual, informar los cultivos negativos al finalizar la octava semana

de incubacién de los medios a base de huevos.

Descarte de tubos inoculados.

Descartar los tubos en un recipiente donde seran esterilizados en autoclave

durante una hora a 121°C, antes de ser reciclados..

Morfologia de las colonias.

Descartar los tubos en un recipiente donde seran esterilizasos en autoclave
durante una hora a 121°C, antes de ser reciclados.

Las colonias de Mycobacterium tuberculosis son ha9i.'aimente rugosas, Sin
pigmentacion, y secas si se ha absorbido bien en el mzdio la humedad propia de
la muestra y las soluciones utilizadas para proceza 'a

Los medios solidos evidencian el desarrcllu e las micobacterias con cierto
retardo con relacion a los liquidos, pe » er cuanto se detecta el desarrollo es
posible diferenciar las colonias con caracieristicas de M. tuberculosis con lo que,
Si se tiene experiencia, es posit = c.ientar con mucho acierto si se ha aislado el
bacilo de la Tb.

Las colonias de Mycoba<te “.m tuberculosis resistentes a la isoniacida son mas
planas y lisas. Cuar'o » medio de cultivo estd muy humedo, las colonias de
cualquier micoba.te, a aparecen lisas. Entonces si las colonias desarrollan
lentamente, ra =rien pigmentacion, son lisas, pequefas o brillantes, se presenta
la dud« ac rearde silo que se ha aislado es una micobacteria ambiental.

Sin dude. “alguna es una micobacteria ambiental si se detectan colonias de
BAAR con algun tipo de pigmentacion (desde ligeramente amarilla hasta
anaranjada fuerte) o con abundante desarrollo en medios a base de huevos
durante la primera semana de incubacion. Muy excepcionalmente Mycobacterium

tuberculosis puede aparecer tan precozmente si el inéculo es muy alto.
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Si se sospecha el diagnéstico de micobacteriosis, se deben enviar al LNR
todos los aislamientos obtenidos con distintas muestras del paciente. Est4 fuera
del alcance de este lineamiento la identificacion de micobacterias diferentes a

las del complejo Mycobacterium tuberculosis.

XIl. CONTROL DE CALIDAD

a) En el control de calidad interno deben realizarse las siguientes 2-ciones:

El encargado de laboratorio de mico bacteriologia, es =i iesponsable de
establecer y analizar los resultados de los controles 'n.xrmos y de realizar las
correcciones necesarias cuando se detectan deficier -ies

Debe utilizar en la rutina de trabajo un sistema ¢'2 ~ontrules regulares y continuos
de los puntos criticos.

Debe realizar la evaluacion de: materi. 'es, 2quipos, reactivos, el desempefio del
personal, los procedimientos, la precision y oportunidad de los informes, la
aplicacion adecuada del cultivo y =l iendimiento del cultivo.

Debe proporcionar el seguimic 1t -de los resultados de los controles de calidad.
Debe aplicar las medic'as ~Correctivas cuando la imprecision del resultado

excede los limites cc 2si .erados aceptables o se producen demoras evitables.

b)Aspectos esenciales-2 ~mar en cuenta cuando se realizan el control de calidad

interno en medios de “uiivo:

Los controles son necesarios cuando se prepara el medio en el laboratorio verificandose lo

siguiente:

En el aspecto debe tomarse en cuenta el color en tubos de un mismo lote que
presentan distinta intensidad de verde y que evidencian mala homogenizacion o
residuos en los tubos. Un verde muy oscuro evidencia exceso de verde de
malaquita o pH muy acido. Medios muy amarillentos pueden indicar defecto de

verde de malaquita o pH muy alcalino.
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« En la consistencia debe tenerse en cuenta que: si el medio se desintegra
facilmente, la temperatura de coagulacion no es suficiente. Esto puede ser
constatado golpeando sobre la mano uno o dos tubos extraidos al azar del equipo
de coagulacién. Los tubos con poca consistencia no son adecuados para hacer
repiques.

* En cuanto a la textura/lhomogeneidad debe evitarse la formacion de burbujas al
dispensar y si aparecen luego de coagular, es posible que el medio haya
estado sometido a temperatura excesiva y por lo tanto hava.oerdido calidad.
Tampoco deben verse grumos, indicadores de mala homogei. zacion.

* El LNR debe realizar el control de sensibilidad para d~i.<tar problemas graves
sembrando una dilucion 1/10.000 de wuna sispension de bacilos de
Mycobacterium tuberculosis con turbidez igra.rda a la de una suspension
comparada con la escala McFarland N° 1 cor.eniendo 1 mg/ml. Inocular 0,2
mililitros en cada uno de cinco tubos d¢ meu o de un lote anterior, y en cinco tubos
del lote nuevo, tomados al azar. Si_el numero de colonias obtenidas en el lote
recién preparado (o recién adqu ‘dc)-es significativamente menor al obtenido con
el lote tomado como referenci . . sensibilidad es inadecuada.

* Los laboratorios que prenc 21 medios de Lowenstein Jensen en el pais, deben
realizar un control < e :ensibilidad que consiste en sembrar regularmente las
muestras respirat ‘ie. > de diagndstico con baciloscopia positiva aunque el cultivo
no sea necesa. n.para el paciente. La positividad del cultivo (en escala de cruces)
debe ser . ucl-0 mayor a la positividad de la baciloscopia (también en escala de
cruces).

» Debe observarse esterilidad absoluta, después de incubar cuatro tubos tomados
de cada nuevo lote al azar, a 37°C durante cuarenta y ocho horas y tampoco

luego de dejarlos cuarenta y ocho horas adicionales a temperatura ambiente.
Registro de elaboracion o recepcion, control y consumo de medios de cultivo.

» Todos los laboratorios de la red que preparan medios de cultivo deben llenar el

formulario para mantener este registro que permite individualizar lotes deficientes
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y descartarlos, seguir la calidad de los mismos y cuantificar el consumo del

laboratorio, este formulario se presenta en el anexo 10.

Para medios a base de huevos, a los veinte dias de incubacién se podra decidir si
el control de sensibilidad proporciona resultados satisfactorios. En caso contrario,
se identificard el material sembrado en él, desde que fue puesto en uso, se
anularan los resultados negativos que se obtengan con ese lote y se repetiran los
cultivos que quedaron comprometidos.

El responsable del area una vez al mes controlara que se-c te/i cumpliendo los
procedimientos adecuados en la preparacion, conservaco. Qe reactivos y medios;
ademas debera controlar el proceso de esteriliza~icn. usando indicadores de

temperatura.

d) Control interno de la calidad de los re_isti s.

El responsable del laboratorio debe:

Disponer de un profesional ¥ 1. volucrado en la realizacion e informe del cultivo,
los datos y resultados con.‘anados en los informes elaborados ese dia coincidan
exactamente con I2s =yistrados en el Libro del Laboratorio. Esto puede ser
realizado por el<re.~onsable del laboratorio en el caso en que él mismo no
procese e infol »e muestras.

Verificar . 1\e~se procesen las muestras los dias establecidos en la rutina de
trabajo | ~ia &cido resistente y que no se detecten demoras mayores a los tres
dias de tomadas las muestras.

Que hayan sido derivados para identificaciébn y prueba de sensibilidad los

aislamientos de los pacientes que lo requieran, de acuerdo a lo establecido en los

presentes Lineamientos técnicos.

Control interno de los resultados del cultivo.

» Muestra con baciloscopia positiva 'y con cultivo negativo.
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El personal de laboratorio debe investigar:

Si la muestra ha sido tomada para control de tratamiento. En este caso, el resultado
puede reflejar simplemente que el paciente esta eliminando bacilos muertos o no viables
lo que indicaria que el tratamiento es efectivo.

Si la muestra ha sido tomada para diagnostico. En este caso, se debe verificar si
este tipo de resultado se repite y simultAaneamente se investigara si la sensibilidad del
lote del medio en uso resultdé buena, si la concentracion del decontaminante y el tiempo
de tratamiento con él son los normalizados, y si la temperatura~de la estufa de
incubacion no excedio el limite aceptable. Puede tratarse tambic.. uc un error en la
obtencion o trascripcién de la informacion acerca de la hisu.ria de tratamiento del
paciente.

Muestra contaminada.

El personal de laboratorio debe investigar:

Si transcurrié un tiempo excesivo entre el.momento de la toma y el procesamiento, se
reorganizara el transporte de muestras > sc-corregira la rutina de trabajo del laboratorio

segln corresponda.

Si se repite la contaminaciori »n .nuestras del mismo paciente, se procedera a utilizar
técnicas mas enérgicas fde decontaminacion para investigar muestras sucesivas de ese
individuo.

Si se repite corta 2acion de muestras derivadas por un mismo servicio, se procedera
a coordinar los »nvios mas oportunos y en condiciones apropiadas.

Se verificara la esterilidad de los reactivos y el proceso de decontaminacién y se haran
las correcciones técnicas en caso de detectarse de acuerdo a la normativa vigente.

Se reentrenara al técnico o profesional que haya procesado las muestras contaminadas
en caso en que se detecte que el problema se asocia a un operador.

Incremento inusual del numero o frecuencia de cultivos positivos en un corto periodo de
tiempo.

Se debe investigar la posibilidad de que haya existido contaminacion cruzada y por lo

tanto falsos resultados positivos de cultivos.
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Verificar que los pacientes involucrados no tienen clinica compatible con Tb.
Que no se repita el aislamiento a partir de otra muestra de estos pacientes.

Investigar cuando una o varias muestras resultaron con un cultivo con escasas colonias y
fueron procesadas inmediatamente después de una muestra con alta carga de bacilos
(baciloscopia positiva).

Estos hallazgos sustentan la sospecha de que existio transferencia de bacilos de la
muestra con alta carga bacilar a las otras que resultaron con escaso numero de
colonias. Si, ademas, se constata que resultaron positivos solo los cuiii ‘os de muestras
gue han sido decontaminadas, se sospecha que la transferencia fie vealizada mediante
las soluciones o instrumentos utilizados durante el proceso de d2. ataminacion.
Dependiendo de la carga de trabajo y de la incidencia Ze-2asos con bacteriologia
positiva, el analisis mensual, trimestral o semestral dci \ 2gistro del laboratorio permite
detectar errores sistematicos y sostenidos en el tierapo.

Resulta de interés para controlar la calidad de cu .ivo, clasificar a los pacientes adultos
gue se hayan diagnosticado con Tb pulmorar confirmada bacteriol6gicamente, en alguna
de las siguientes categorias:

a. Baciloscopia (+) y cultivo (+)

b. Baciloscopia (+) y cultivo no q2a.zado

c. Baciloscopia (-) y cultivo (-}

d. Baciloscopia (+) y culiivn ()

e. Baciloscopia (+) y+=u..vo contaminado

f. Baciloscopa nu redlizada y cultivo (+)

Con el total de casos clasificados en cada una de estas categorias, se podran calcular
los siguientes indicadores: C X 100 / a+b+c+d.

El cultivo es mas sensible que la baciloscopia, se espera que su aporte al diagnéstico de
las formas pulmonares del adulto sea por lo menos de un 20% de los casos con
confirmacién bacteriologica.

Relacién entre resultados de baciloscopias y cultivos.
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» Las muestras investigadas para diagndéstico con resultado de baciloscopia positivo deben

tener normalmente resultado de cultivo positivo. El grado de positividad del cultivo (en

escala de cruces) debe normalmente ser igual o mayor al de la baciloscopia (también en

escala de cruces). Mas de un 3%, de muestras cuyo resultado de cultivo tenga un grado

de positividad menor al de la baciloscopia es motivo de investigacion.

e Analizando el resultado de las muestras de esputo

puede calcular.

» Porcentaje de muestras baciloscopia (+) cultivo (-) =

D X 100/ a+b+c+c

» [Esta proporcion deberia ser muy baja; alrededor del 2- 3% , de lo cor. zario investigar

fallas técnicas.

* Contaminacion.

investigadas para diagnostico se

» Expresada como porcentaje de tubos contaminados cubic-el total de tubos sembrados,

no debe superar el 3- 5% si se utiliza el métodn e Fetroff en la tabla 1:

Tabla No. 1 Método 2~ Petroff

Método Petroff Valor Sei. les ue alarma
normal | <3 <> mucho mayor Si es mucho menor investigar
(%) investigar
Aporte del cultivo al 20 A ByC
diagnéstico bacteriologico. de
tuberculosis.
Porcentaje muestras B+C- -3 CyD No hay problema
Porcentaje de cultivos<c T3 CyE No hay problema
positividad menorala . ~la
baciloscopia.
Porcentaje de tubos 3-4 F G

a Errores de lectura de baciloscopias: “falsos negativos”.

incluyendo pediatricos (no indica problema técnico de laboratorio).

A Se esta investigando un alto porcentaje de casos de tuberculosis pulmonar poco avanzada,

B Deficiente solicitud de cultivos ( se estan investigando pacientes que no son SR)
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. Excesiva demora entre la toma y procesamiento de las muestras
decontaminacién muy enérgica de las muestras (excesiva concentracion y/o tiempo de contacto con
el decontaminante).

Baja velocidad o sobrecalentamiento en la centrifuga

. Errores de lectura de baciloscopias: “falsos positivos”
. Tendencia a asignar a la baciloscopia una positividad mayor a la real
. Muestras conservadas sin refrigeracién

Demora entre la toma y procesamiento de las muestras
Concentracién de decontaminante mas baja que lo normalizado
Escaso tiempo de contacto de la muestra con el decontaminante;

Defectos en el proceso de esterilizacion

f  Concentracion de decontaminante mas alta que lo normalizado

Excesivo tiempo de exposicion de la muestra con el decontaminante

©

Concentracién de verde de malaquita en el medio mas alta que lo non. ali-ado

Fuente: Programa Nacional de Tuberculosis y Enfermedades Respirateiias, 2012

Andlisis de la demora en la entrega de informes.
Mas del 95% de los resultados deben haber - <'dc entregados dentro de los sesenta y tres
dias de tomada la muestra. Verificar que uti »orcentaje similar de los cultivos positivos hayan
sido informados dentro de las cuarenti y ocho horas de detectado el desarrollo. Es necesario
confirmar que los resultados hayan . dc iecibidos por el encargado del Programa Nacional de
Tuberculosis y Enfermedades Re_nirutorias en el establecimiento respectivo.
* En caso contrario, idetificar la(s) etapa(s) en la(s) que se produce(n) la demora: lectura
de cultivos, regzisi o de resultados, escritura del informe, entrega del resultado.

Reorganizar cc *se cuentemente la actividad.

Control de calidad externo.
En paises con una red de laboratorios establecida y organizada en la que algunos
laboratorios de nivel intermedio también realizan cultivo, el LNR centraliza el control de
calidad de los medios elaborados en esa red y analiza el aporte del cultivo al diagndstico de
Th.

El personal de laboratorio debe asegurar la calidad de los registros de:
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* Ingreso y procesamiento de muestras y de derivaciones al laboratorio de referencia
» Resultados bacteriol6gicos

* Resultados de evaluacion de la calidad medios de cultivo y reactivos

* Temperatura de los equipos

* Mediante el analisis de la informacion registrada, es necesario evaluar

» La organizacion y agilidad del trabajo

* Resultados falso positivos 0 negativos, contaminacion

* Rendimiento del cultivo para el diagnostico de casos de tuberculosi®

» Precision, claridad y agilidad para el informe de resultado.

Xlll. DISPOSICIONES GENERALES

A. Sanciones por el incumplimiento.

Todo incumplimiento a los presentes Lineamientos tec dices, serd sancionado de acuerdo a lo
prescrito en la normativa administrativa pertinente.

B. De lo no previsto.

Lo que no esté previsto en los presentes l.ea.nientos técnicos, se debe resolver a peticion de
parte, por medio de escrito dirigido al Tiwuler de la Cartera de Estado, fundamentando la razén
de lo no previsto técnica y juridicar 2n.».

C. Anexos.

Forman parte de los preseltes Lineamientos técnicos, los anexos siguientes:

Anexo 1: Cuadro £u:. nai2dvo entre Métodos de procesamiento de Cultivo BAAR.
Anexo 2: Entrenam. »n0 del Personal que procesa muestras para Cultivo BAAR.
Anexo 3: Actividades Previas a la Muestra.

Anexo 4: Método de Petroff.

Anexo 5: Procesamiento del Cultivo.

Anexo 6: Método de Ogawa-Kudoh.

Anexo 7: Hoja de referencia de cepas de tuberculosis.

Anexo 8: Cultivo de Léwenstein- Jensen.

Anexo 9: Pasos para el ordenamiento de las muestras y material a utilizar.

Anexo 10: Control de Calidad y Consumo de Medios de Cultivo.
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Anexo 11: Flujograma para el informe de resultados de Cultivo BAAR.

Anexo 12: Registro de Resultados.
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D. VIGENCIA

Los presentes Lineamientos técnicos entraran en vigencia a partir de la fecha de su

oficializacion por parte de la Titular.

San Salvador, a los veintiocho dias del mes de abril de dos mil catorce.

~7
~

)
R

Maria Isabe "Rodriguez
Mirn tra de Salud
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Programa Nacional de Enfermedades Respiratorias
y Tuberculosis

Anexo 1
Cuadro comparativo entre métodos de procesamiento de Cultivo BAAR

Requerimientos

Método de Medio(s) de cultivo Equipamiento Pt Prc 'lp-,_;sto
decontaminacién necesarios centrifuga y |
cabina de
segurida¢
biol6g ¢
Ogawa-Kudoh A base de [Pueden sit | 0 o--memmemeeee-- B| Bajo
NaOh 4% huevos, prepé. doo

acidificados g7 ei
(Ogawa) | labcratorio a

partir de una

Petroff Allseje [ormula Adecuado yB| Bajo-intermedio
NaOH 3.5% nuc.os, simple con buen
HCL 1N [ reutros No ' funcionamien
(Léwenstein- dependientes to verificado
Jensen) de insumos
0 equipos
de una
marca

determinada

* Fuente: Manual para el diagnéstico bacteriologico de la Tuberculosis. Parte 2 Cultivo, OPS 2008.
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Entrenamiento del Personal que procesa muestras para Cuv’tivi. b.\AR

El personal que procese muestras debe estar entrenado en:

Procedimiento:

* Riesgos, forma de transmision de la tuberculosis

* Higiene

* Uso de ropa de proteccion

* Manejo de material (potencialmente) infacc 9s>

e Operaciones para evitar la formacion.u. acrosoles

* Organizacion del laboratorio, flujo 'Ye material y del aire
* Operaciones a realizar en el.=a. 2 de accidentes

* Operacidén y mantenimiei *o 'e los equipos de laboratorio
* Buenas practicas de lc>=ratorio

» Operaciones ~n e teunildad

* Importancia de Iu s resultados para el manejo de casos

* Importancia de los resultados para el Programa de control de

tuberculosis

Fuente: Manual para el diagndstico bacterioldgico de la Tuberculosis. Parte 2 Cultivo, OPS 2008.

44



Ministerio de Salud

Ministerio de Salud
Direccion de Regulacion y Legislacion en Salud
Programa Nacional de Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias
Anexo 3

Actividades Previas a la muestra

Muestra Actividades
Muestras que contienen flora normal

Esputo Decontaminacion/homogenizc.si6..

Hisopados Desprendimiento del ma‘er 2l cin.agua
destilada, decontamircic.»; método de
Kudoh, cuando es gas.. '2)

Contenido gastrico, orina, sangre Centrifugacifin s. 2l volumen total es mayor a
menstrual 4 ml, deconte Nine.cion
Biopsia de intestino Desintegr2cidn en mortero, decontaminacion

Muestras normalmente estériles, t. ma.as asépticamente.

Liquidos tomados por puncion pleural, Conu fugacion si el volumen total es mayor a
cefalorraquideo, médula 6sea, liquido v 1dlilitro.

pericardico, liquido sinovial, articular, pus

,sangre

Biopsia de tejido pleural, ganglionar;” »en..al, Desintegracion en mortero.
0seo0, entre otros.

Fuente: Manual para el dizy.. ~t. 2 bacteriolégico de la tuberculosis: Cultivo, OPS, afio 2008.

*Cuando no se estd segurc e | (asepsia, se puede dividir la muestra en dos partes iguales.

Decontaminar y sembrar una.parte el dia en que se recibe. Verificar al dia siguiente si se contamind el medio de cultivo.
Si no se contamind, sembrar directamente la segunda parte. Si se contamind, decontaminar y sembrar la segunda parte.
Alternativamente, se puede sembrar una mitad de la muestra directamente y la otra decontaminada,

simultineamente en el dia en que se recibe. fuente(la misma del cuadro).



Ministerio de salud
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Anexo 4

Flujograma del Método de Petroff

X ml de muestra + Xml
NaOH al 3.5%

Ajustar las tapas de los tubeo ag. \r manualmente

[

L.

| L iar actuar quince minutos

Acidificar con HCL 1N

Ministerio de Salud

’ e \/\/\
EL SALVADOR

uuuuuuuuuuu JANCLUIR
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Neutralizar con NaOH al 2%

Acomodar los tubos en la centrifuga

+ centrifugar quince min a 3000 gravedad a 25-35°

Dejar reposar cinco minutos + controlar que el tiempo total

con el NaOH al 3.5% no debe < abre_asar los treinta min

' Descartar el sobrenadante
[

Agregar de 4 a 5 gotas de agua destilada estéril
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Dejar reporsar tres minutos

Homogenizar el sedimento e inocularlo
en cada medio de cultivo

Realizar e. ~xte.idido

—

‘ Incubar los tubos a 35-37°C

Fuente: Programa Nacional de Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias, 2012.
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Anexo 5
Procesamiento del Cultivo
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Anexo 6
Método de Ogawa-Kudoh

Adherir a un hisopo estéril las particulas utiles |
del esputo J

Sumergir en un tubo con 3 ml duv Ma'JH 4% durante 2 minutos

InC ~ui »con el hisopo en un tubo con medio de

Ogawa acidificado

Repetir este procedimiento en un segundo tubo

Incubar de 35 a 37 °C

EL SALVADOR
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Anexo 7

HOJA DE REFERENCIA DE CEPAS DE TUBERCU OC 5

ESTABLECIMIENTO QUE ENVIA:

FECHA DE ENVIO: No. DE MUESTK,

CULTIVO DE: DIAGNOSTICO () FRACASO (', Ab~NDONO RECUPERADO ( )
RECAIDA () CENTRO PENAL () TUBERCU_OSIS EXTRAPULMONAR ()

NO NEG AL 2° MES DE TRATAMIEN" 2 (', “NO NEG. AL 3° MES DE TRATAMIENTO( )

NOMBRE: - No REGISTRO:
EDAD: S=X0. VIH:
TIPO DE MUESTRA: FECHA DE SIEMBRA:

FECHA DE CRECIMIENTO:

RESULTADO DE BACILOSCOPIA DE LA MUESTRA:

RESPONSABLE:

Fuente: Programa Nacional de Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias, 2012.
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Anexo No. 8

Cultivo de Lowenstein-Jensen %

1. Micobacteria ambiental cromégena.
2 .Micobacteria ambiental de rapido desarrollo.
3. Micobacteria ambiental de lento desarrollo.

4. Myocobacterium tuberculosis.
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Anexo 9

Pasos para el ordenamiento de las muestras .y eI nterial a utilizar:
Lavarse las manos. Colocarse guantes desechables
Ordenar todas las muestras que seran cultivadss se_0n su namero.
Numerar para cada muestra un tubo estéril. Puede s_r necesario mas de un tubo en el caso de
orinas y contenidos gastricos.
Por cada muestra, numerar dos tubos caoii *aua medio de cultivo a utilizar.
Ubicar en cada columna de la gredula ‘el material correspondiente a una muestra, delante el
tubo de la muestra y detrads los~ bc = con medio de cultivo. Ordenar el material correspondiente
de izquierda a derecha, segi:» la rumeracion correlativa.
Preparar y numerar uri po.:aobjetos para realizar una baciloscopia por muestra. Ordenar los
portaobjetos segun /Su numeracion y mantenerlos separados uno del otro al menos por un
cm. de distand’a du ante todo el proceso, incluso durante la tincion.
Ubicar dentro de 1. cabina de seguridad todo el material necesario. Conviene tener una lista
escrita de este material para no olvidar ningin elemento.
Los envases con las muestras ordenados segun su humeracion.
La(s) gradilla(s) conteniendo los tubos para la muestra y los medios de cultivo ordenados.
Los portaobjetos para la baciloscopia ordenados.
Una gradilla conteniendo los tubos con el decontaminante y reactivos para la neutralizacion.
Un mortero estéril, untubo con tapa de rosca conteniendo arena estéril.

Una pinza estéril para cada muestra de tejido e hisopado recibido.
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Goteros estériles con su bulbo para dispensar el decontaminante.

Pipetas estériles de 5a 10 ml.

Uno o dos recipientes de polipropileno y/o acero inoxidable, autoclavables, conteniendo
hipoclorito 0.5 % , con capacidad suficiente para contener el descarte del material contaminado
durante la rutina de trabajo.

Algodon, un frasco lavador con hipoclorito 1% para limpiar bocas o paredes de los tubos en
caso necesario y otro frasco lavador con fenol 5% para limpiar eventuales derrames o
salpicaduras de mayor magnitud.

Una bolsa desechable y autoclavable, con capacidad suficiente para d«sci “ta. los tubos de
centrifuga de plastico que se utilizan en un dia de trabajo.

Ubicar cerca de la cabina un recipiente de polipropileno o acero inoxiucbic con tapa, para el
autoclavado del material que sera desechado, el cual debe tener cups.cidad suficiente para dos
condiciones: 1) Contener los tubos de centrifuga que se descet<n dentro de la bolsa, papeles y
algoddn que eventualmente fueran utilizados y 2) El recipiente con sobrenadantes
herméticamente cerrado, pinzas, morteros, y eler: 1tos accidentalmente salpicados con material
potencialmente patégeno.

Mantener al lado de la centrifuga tubos de'«n. mo tipo de los utilizados para procesar las
muestras, en un nimero igual a la mitad.u. los portatubos que tiene el rotor en uso, y un frasco
dispensador con agua destilada o etar.0! 1 0° para equilibrar los tubos impares.

Debe contarse con bandejas de« ce 2 inoxidable que permitan inclinar los tubos sembrados.
Ubicar cerca del mechero y ¢ ! le.zabo todos los elementos necesarios para la fijacién y tincion de
los frotis.

Todos los procedimi¢ N s que siguen hasta finalizar la siembra de las muestras, deben ser
realizados cGi. 'as ¢ guientes precauciones:

Observar lo descrio en el apartado de bioseguridad del presente Lineamiento Técnico, Manual de
procedimientos de bioseguridad para los laboratorios clinicos y en el Manual de procedimientos
para el diagnostico bacteriolégico de la tuberculosis por microscopia directa.

Encender la cabina de seguridad biol6gica, permitir que se establezca el flujo laminar de aire y

evitar alterarlo.
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Control de Calidad y Consuma de Medios de Cultivo
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Anexo 11

Flujograma para la Informacién de Resultados de Cultiv » £E.ZAR

Seleccién de cultivos (+) para su idevditi_.~cién 'y

prueba de sensibilidad por labora’o; o «. nivel local

~r

Referencia a LNR “i‘a nivel local no se realizé la prueba
de sensibilidad

Enviar a LNR los aislamientos obtenidos y verificar si

pertenecen a un mismo microorganismo

56



Transcribir los resultados en la PCT-3

Informar los resultados negativos, al finalizar la 8v:

Sem. de incubacidén en los medios a base de hx o
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ANEXO 12

REGISTRO DE RESY''."ADOS.

UNIR, CRECER, ,INCLUIR

REGISTRAR

SI 52 CBSERVA

Contaminado

‘1.udos los tubos inoculados con la muestra
contaminados

Negativo

Sin desarrollo luego de la inspeccién de la
octava semana de incubacion.

El ndmero de ¢ 'onic s exacto | Entre 1 y 19 colonias en el total de medios

sembrados.

+ 20 a 100 colonias

++ Mas de 100 (colonias separadas)
colonias

+++ Colonias (colonias confluentes)
incontables

EL SALVADOR
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