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I. Introduccién

El Ministerio de Salud, implementa la actualizaciéon de documentos regulatorios que perm
potenciar el trabajo y estandarizar las técnicas que el personal de salud desarrolla con ¢

mejorar la calidad del servicio brindado a la poblacion.

El trabajo desarrollado en los laboratorios es importante no solo por su rol en el dia ico de
las enfermedades transmisibles como la tuberculosis, sino también en el contf lucién
del tratamiento de los pacientes, asi como la evaluacién epidemiologica ional. Tiene
como funcién principal, la deteccién de fuentes de infeccién tuberculosa métodos

vo, prueba

La eleccién de la técnica mas conveniente y su
resultados comparables a lo largo de todo el pais, a¢ ¢ facilitar la capacitacion asi como la

ampliacion de la cobertura.

El proposito de los presentes lineamientos, es proporcionar al personal de laboratorio clinico del

Sistema Nacional de Salud (SNS) y de ot @

. ., .. »
informacién sobre los procedimientos t€enico

. a0
tuberculosis. N



II. Objetivos
Objetivo general
Establecer los criterios estandarizados para la realizacion de las diferentes pruebas de laborat

clinico, a fin de contribuir al diagnostico, control y tratamiento oportuno de la tubercu

Objetivos especificos

1. Proporcionar al personal de laboratorio clinico los criterios técnicos ad

establezcan los procedimientos para la realizacién de las pruebas
calidad.

2. Estandarizar el informe de anilisis de las pruebas y su notificagio
diferentes sistemas de informacion en los niveles correspondie\ a

3. Fortalecer el cumplimiento de la normativa vigente dé ‘bioseguridad en el manejo y

proceso de las muestras como medidas de control dei para la proteccion del

personal de salud y del medio ambiente.

III. Base legal

Codigo de Salud:

Art. 40.- El Ministerio de Salud es el organis argado de determinar, planificar y ejecutar

la politica nacional en materia de sal cta ormas pertinentes, organizar, coordinar y

evaluar la ejecucion de las actividades re

Art. 41.- Corresponde al ministerio:
Numeral 4. «Organizar, regla rdinar el funcionamiento y las atribuciones de todos

los servicios técnicos y admini os de sus dependenciasy.

Art. 149.- Para el co

que, en forma inte

berculosis se dictaran las normas y se acordaran las acciones
ran por objeto la prevencion de la enfermedad, diagnostico,
localizacion y el a atamiento; control y rehabilitaciéon de los enfermos. Estas normas y

acciones seran b igatorias en todos los establecimientos de salud publicos y privados.

N
Reglamento Interio del Organo Ejecutivo
Art. ictar las Normas y técnicas en materia de salud y ordenar las medidas y
0 § que sean necesarias para resguardar la salud de la poblacion»
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IV. Ambito de aplicacién
Estan sujetos al cumplimiento de los presentes Lineamientos técnicos, el personal del:Siste
Nacional de Salud, incluyendo el Instituto Salvadoreno del Seguro Social, los establect t

de salud puablicos y otras instituciones proveedoras de salud, entre ellas centros penales.

V. Contenido técnico

Recoleccion de muestras

Para establecer un buen diagnoéstico de tuberculosis, se requiere una a@ oleccion de la
muestra clinica en relaciéon a calidad y cantidad, recolectada se recomendado,
correctamente identificado; conservada en las condiciones ueridas 'y transportada al
laboratorio en el tiempo oportuno, con el objetivo de asegura ilidad de resultados.

Muestra saliva Mucosa

Esputo
Es la muestra ideal para el

El envase debe cumplir las si

11



¢ Facil de rotular: lo que permitira una identificacidon indeleble o la colocacién de una vineta.

Recoleccion de la muestra

El personal de salud que da indicaciones para la recoleccion de la
muestra, debe rotular el frasco con la siguiente informacién: nombre
completo del paciente, nimero de identificacién correspondiente
del paciente (expediente, ficha familiar, afiliaciéon dependiendo de la
institucién o establecimiento de procedencia), tipo de muestra

(esputo, aspirado gastrico, etc), numero de muestra.

Para diagnostico dos muestras por sintomatico respiratorio.

La primera muestra tomada en el momento de la consulta, en ¢

que se identifica al

u casa, por la manana al

d, debe proporcionar las indicaciones al paciente:
Para obtener una muestra de esputo d Q
conocer lo siguiente:
1. Recolectarla en un area con/ven
encerrados como el bafo.
posible se deben despl
2. Evitar el uso de lapiz labial al momento de recolectar la muestra.
3. Enjuagarse la bo¢a ¢ a antes de dar la muestra, con el objetivo de eliminar restos
alimenticios.

4. Sonarse la antes de obtener la muestra para evitar que la secrecion nasal sea

proporciona
5. El paciente debe mspirar profunda y lentamente, luego retener por un instante el aire en
los' pulmenes, y después debe toser con fuerza y expectorar dentro del frasco que tiene

li to\ la.mano, repetir este proceso hasta obtener suficiente muestra (5 mililitros).

S

bien el frasco procurando que el esputo no contamine el exterior del mismo.

garlo al personal de salud.

12



Aspirado y lavado gastrico
¢ Nuamero de muestras: Se debe de considerar que los pacientes infantiles presentan lesione

que contienen escasos bacilos y por lo tanto es poco probable detectarlos, de aht

estar hospitalizado, ya que el procedimiento para el aspirado y/o lavado gastrico

antes de que el paciente despierte y que haya ingerido alimentos.

® Se emplea especialmente en diagnodstico de tuberculosis infantil y en casos es
adultos.
® Se recomienda utilizar esta muestra s6lo para diagndstico y no para con tamiento.

N

ora; a manana,

Utilizar el envase con las especificaciones descritas anteriormente.

® Se debe ingresar al paciente un dia antes y tomar la muestra a las
en ayunas antes de que despierte el paciente; dado que la in entos hace que la

expectoracion ingerida pase al intestino. El ayuno no debe ser demasiado prolongado y no
madre ante los lactantes).

¢ La muestra debe ser tomada por personal médi

de laboratorio.

contienen escasos bacilos y por lo tante

muestra contenga micobacterias a

Procedimiento

Aspirado gastrico: para estudioobacteriologico. (Ver apartado procedimiento para aspirado
gastrico de la Guia clinica pa cion pediatrica de Ia tuberculosis y la coinfeccion TB-
VIH)

a. Se debe ingresar al ia antes del procedimiento

b. Introducir una so trica (longitud y didmetro adecuado a la edad del paciente hasta
el estbmago), la no greso.

de fijacion de la sonda.

a manana, aspirar el contenido gastrico con jeringa (no debe ser menor
mililitros), en ayunas antes de que despierte el paciente; dado que la ingesta
¢ que la expectoracidn ingerida pase al intestino.

muestra en el envase con las especificaciones descritas anteriormente.

13



f. Rotular el frasco de acuerdo a lo descrito anteriormente para su envio al laboratorio clinico,
donde se procedera a estabilizar la muestra previo procesamiento.

g. Procesar muestra dentro de las cuatro horas siguientes de la recoleccion.

Si la muestra es menor de 5 mililitros, se debe realizar lavado gastrico.

® Introducir una sonda nasogastrica la noche anterior, fijar y marcar el punto de fij

® A las 5:00 am, sin despertar al paciente y en ayunas aspirar el contenido gastri
¢ Utilizar el mismo envase aconsejado para muestra de esputo. (En el labor:

estabilizar la muestra con bicarbonato). Anexo 1

¢ La cantidad minima recuperada debe ser de 5 a 10 mililitros. N

® Rotular la muestra como «aspirado gastrico».

® Procesar muestra dentro de las cuatro horas siguien \ recoleccién.  Si
excepcionalmente no es posible el procesamiento inme , debe conservarse en

refrigeracion (2 a 8 °C) por no mas de 24 horas

Estabilizacion de la muestra N\

Se realiza con bicarbonato de sodio en proporcion itro de bicarbonato al 10% para

dos mililitros de aspirado o contenido gastrico.Ver anex

Procedimiento

Lavado gastrico.
® Introducir a través de la sonda entre mililitros de agua destilada estéril o solucién
salina estéril, aspirar muy suavemeénte a jeringa para que la succioén no provoque dano.

® La cantidad minima recuperada ser de 20 mililitros.

¢ El material debe ser envia diatamente al laboratorio (en embalaje adecuado, en caso

de referencia a otro laberatorio), para que sea centrifugado y cultivado en las cuatro horas

siguientes a su obtencion.
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parte de la miccién (para disminuir la carga de contaminantes); recogiendo el segundo chorro

en el frasco (no menos de 50 mililitros) y descartando el resto de misma.

Es importante realizar cultivo debido a la frecuencia con que se encuentran otras micob

¢ Nuamero de muestras: minimo tres y maximo seis, en dias consecutivos.

® Frasco con capacidad de cien a ciento veinte mililitros, estéril y boca ancha

recoleccidn directa de la muestra, no menor de 50 ml.

® Conservacion: la muestra debe ser procesada inmediatamente porque e

viabilidad del bacilo. Si se debe transportar hasta otro laborat

inmediatamente

en cadena de frio.

Cuadro 1. Muestras extrapulmonares

fecta la

enviarse

Tipo de muestra

Cantidad requerida

Tipo de recipiente

Liquido De 1 a 3 mililitros por tubo (todos Tubo estéril con tapa
cefalorraquideo los que el médico crea conveniente, de rosca y cierre
segln las pruebas requeridas) a es para Xpert | hermético, capacidad
conservarla de | de 10 - 15 mililitros,
, por un tiempo | sin anticoagulante.
maximo de 7 dias.
En el caso de ADA las
uestras deben ser
v Imacenadas a menos 20
~ °C
Liquidos: ascitico, | De 2 a 3 mililitros bo s | Se debe procesar | Tubo estéril, tapdn
pericardico, los que el médico iente, | inmediatamente o | hermético de rosca
articular, médula | segin las pruebas r almacenarlo de 2 a2 8 °C con capacidad de 10 a
Osea, pleural, otros. | Uso  de u puede | Las muestras para ADA | 15 mililitros.
extraerse uso de una | deben ser almacenadas a
jeringa arinizada o, | menos 20 °C
go de extraido el
a jeringa, puede

un recipiente estéril y
s gotas de citrato de
0% o de oxalato de potasio
por cada 10 ml de muestra.
la. muestra de liquido
para  ADA  debe
aprovecharse la oportunidad de
investigar por BK vy cultivo el

s€a

sedimento de la muestra.

terial

Serd tomada por el personal médico,
la cantidad que éste considere
conveniente.

De 2 2 8 °C. Si es para
prueba ripida molecular el

maximo tiempo de

Utilizar frasco estéril.
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Agregar 1 o 2 mililitros de solucién | conservacion antes de su
salina o agua destilada estéril o la | procesamiento es de 7
cantidad requerida seglin el tamafo | dias.

de la muestra, para evitar la
desecacion. No agregar formol para
el estudio bacteriologico porque es
letal para el bacilo.

Pus

De 1 a 3 mililitros o de 2 a 4 | De2a8°C Utilizar fra
hisopos humedecidos previamente
con solucién fisiolégica o agua
destilada estéril.

2019.
Nota: La sangre y las heces no son muestras adecuadas para el diagndstico de tuberculos

actualmente son utilizadas por la red.

Recepcion, conservacion y transporte de las muestras

El personal del laboratorio que recibe las muestras debe:

a. Aplicar las medidas de bioseguridad.
b. Abrir la caja sobre una mesa en el area de s laboratorio o donde procesa la

muestra, inspeccionando st se han producido de
c. En caso de confirmar el derrame, retenerda muestra, desinfectar el exterior de los envases

utilizando algodén humedecido co @ orito de sodio al 0.5% y serd motivo de
rechazo

para los laboratorios cli 1ocrite.

e. Verificar que los fr erméticamente cerrados y que la informacién haya sido

>cimiento de salud
o de recibir una muestra directa del paciente, se debe insistir en las instrucciones

para la toma de la segunda muestra.
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Casos especiales

a. Si el laboratorio que recibe las muestras no realiza todas las pruebas solicitadas, debera

la muestra a su laboratorio de referencia en RIIS.

b. Los establecimientos que no tienen laboratorio no deben referir al paciente, se debe

c. En vacaciones largas, si los establecimientos de Fosalud captan ticO respiratorio,

deberan coordinar con el laboratorio clinico de segundo nivel de 16n de su red, la

recepcion y procesamiento de la muestra.

Conservacion de las muestras:

/

® Después de recibida la muestra, es necesari@ agilizar 10s procedimientos de montaje y

lectura.
¢ Las muestras que seran procesadas para cultivo °n ser conservadas de 2 a 8°C vy

procesadas entre los primeros 3 dias, si osible procesar las muestras durante el dia

deben de ser conservadas en refrigeracié maximo de 7 dias.

® Cuanto antes se procese la muest - serd la posibilidad de encontrar en ella el M.

tuberculosis. La temperatura a | transcurso del tiempo favorecen la multiplicacion

de los microorganismos que so usantes de contaminacién en los medios inoculados,

disparando asi los indices macion en los cultivos.

Transporte de las est

h

* El transporte se por lo menos, dos veces por semana, estableciendo los dias de la

s€mana €n

de salid: ?

® Las muestras que requieren procedimientos especiales como cultivo BAAR, pruebas

efectuaran regularmente los envios, el medio de transporte, el horario

, tipificacion, deben ser transportadas en cadena de frio y en triple embalaje.

. Triple embalaje para transporte de muestras.

17



® (Cada envio debe ser acompanado por las hojas de solicitud de examen correspondiente,
fuera del embalaje, con la informacién requerida y letra legible, especificando si es muestra
para diagnoéstico o para control de tratamiento en la que se indicarda el mes al
corresponde. En el caso de envio de muestras para cultivo BAAR y prueba molecu
ser acompanadas del libro de registro de envio de cultivo BAAR (PCT-11). (Anexo

Red de laboratorios
Es necesario contar con suficientes laboratorios que aseguren a los enfermes un ostico
rapido, preciso y accesible.

Los servicios de laboratorio son mas eficientes y potentes cuando se una red

nacional de laboratorios de tuberculosis que debe involucrar a laborat 2] st a nacional

de salud, incluyendo a los que prestan servicios en centros penitefi¢ia 0s laboratorios del

Seguro Social, laboratorios privados y de organizaciones no gubernamentales.

En El Salvador, al primer semestre del afio 2018 existen 21 or10s detallados asi: 188 del

it
\

Ministerio de Salud, 19 del Seguro Social, 1 de centrope ario y 5 del sector privado que

constantemente estan participando en la investigacié aticos respiratorios.

La conduccién de esta red debe estar integrada ¢ e programaciéon de decision del
PNTYER, el que a su vez, debe hacer las gestiones ne as para sostener la organizacién y el

funcionamiento de esta red de apoyo al diagnostico v control de tratamiento de la tuberculosis.

Métodos para diagnostico de osis
Baciloscopia
Esta técnica se basa en la propie que tienen las micobacterias de captar en su pared a la

fucsina fenicada (de color fucsi tenerla atin con la accién de decolorantes, como la mezcla

de acido y alcohol, propieda a como Aacido alcohol resistencia. Esta caracteristica se

debe al alto contenido e ticularmente del acido micdlico, que poseen en la pared

celular.

La baciloscopia deteeta del 70 al 80% de los casos, por lo que es recomendada en los paises con

€5Casos recurses economicos.

18




Cuadro 2. Equipo, materiales y reactivos para baciloscopias

Equipo:

Cantidades

Microscopio binocular.Ver anexo 6

1

Reloj marcador de tiempo 1
Materiales:
Mechero de alcohol. 1

Bandeja metalica o varilla para coloracién con soporte para liminas.

Frascos de vidrio ambar para colorantes de 1,000 mililitros

Frascos gotero tapa esmerilada vidrio dmbar de 100 mililitros

Gradilla para laminas.

Envases plasticos de 35-40 mililitros.

Pinza o asa metalica para antorcha.

Embudos plasticos.

Frascos lavadores de 250 mililitros 3

Caja de baquelita de 100 porta laminas 2
Materiales gastables:

Aplicadores de madera. 2 por BK
Lamina portaobjeto 3 x 1 pulgada esmerilada: 1 por BK
Plumén indeleble negro o azul. 1 por mes
Caja o pliegos de papel filtro. 2 por mes
Rollos de papel toalla o periddico. 2 por mes
Lapicero azul, negro y rojo. 3 por mes

Libro de registro de actividad o, (PCT- 4). 1 al ano o segin
necesidad
Paquete de fosforos. 3
Libreta de papel limp te 3
Galon de jabon ano 3
Algodén (lib 5
100 yardas 1

1 cada dos meses

dores N-95 o N-100 de BFE (filtro de eficiencia de filtracién

4 mensual

19



bacteriana)

Caja de guantes descartables 2 mensual
Gabacha descartables 20 mensual
Gorro 20 mensual
Lentes protectores 3

Reactivos:

Fucsina fenicada 0.3%, mililitros

Alcohol icido 3%, mililitros

Azul de metileno 0.1%, mililitros

Lejia comercial al 0.5% o Fenol al 5%, galon

Alcohol 90%, litro

Aceite de inmersién. (Indice de refraccién = 1.515-1.517. Viscosidad = 10
120), mililitros
Fuente: Equipo técnico Lineamientos técnicos para el diagndstico y control de 1
2019.

ota = 0.05 por BK

s por laboratorio clinico, MINSAL,

Las cantidades a solicitar de forma trimestral, semestral

cada establecimiento de salud y de la estructura organizativa institucional.

Lugar de trabajo y materiales

La baciloscopia puede ser realizada en
microscopio, con lente de inmersion
instalaciones simples en el labora

calidad y minimicen los riesgos.

Los requisitos minimos a ¢

ner, idealmente, extractor de aire para renovarlo una vez finalizado el

debe tener ventanas que permitan la circulacion de nuevo aire.

coneentracion del 5%).
trabajo para colocar las muestras que se reciban, y realizar los extendidos debe estar
ible cubierta con material liso y resistente a soluciones germicidas (férmica, acero

J

idable o materiales similares).
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® Ventilacién natural (a través de ventanas) o mecanica (mediante un extractor de aire) de
laboratorio, con un caudal aproximado de 6 a 12 cambios del volumen de aire de

laboratorio por hora. Si se trata de un extractor de pared, éste debe contar con una salid

exterior hacia un area poco transitada del servicio y a una altura de al menos 2
medio del piso. En todos los casos se debe asegurar que la corriente de aire no esté
la mesa en la que se preparan los extendidos.

® Paredes pintadas, sin descascaramientos y pisos lavables, que puedan ser desinfe s._con

hipoclorito de sodio al 0.5% (partiendo de una concentracion del 5%).

® Un lavabo con fuente de agua y desagiie, en el que se pueda lavar las realizar la
tincion.

® Una alacena para los reactivos, portaobjetos y demas materiales

*  Area para el microscopio. \

® Una mesa para escribir los informes y los registros del laborato

¢ Un lugar para almacenar los frotis.

Preparacion del extendido

ama. Nacional de Tuberculosis y
En des Respiratorias (PNTYER)/Laboratorio
ucC anVicente.

Antes de empezar el trabajo, técnicos deben lavarse las manos y colocarse el equipo de

proteccidn personal fequer

1 procesar, no debe ser superior a doce. Las laminas deben estar nuevas y

cesario desengrasarlas previamente con alcohol al 70%.

Prepara el extendido:

de hipoclorito de sodio al 0.5% o fenol al 5%. Esta hoja de papel constituye el area
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contaminada, porque sobre ella deben realizarse las etapas mas peligrosas de todo el
procedimiento, desde la apertura y preparacién del extendido hasta el cierre del frasco.
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 frascos por lo menos 20 minutos antes
de abrirlos.
Para cada muestra, numerar en el esmeril de una lamina portaobjeto con lapiz.de grafito el
mismo namero asignado de la boleta y el frasco; para el caso del ISSS la identificacion de la
lamina se hard acorde al lineamiento institucional emitido por el centro de réferencia de
control de calidad de baciloscopia. Se debe tener la precaucion de no tocar con los dedos la
parte destinada al extendido porque puede engrasarse.
Destapar cuidadosamente sélo el frasco de la muestra que se va a procesar, cerea del mechero
encendido, el cual estard colocado entre la persona y la muestra; como medio de proteccion;
el frasco se coloca, sobre el papel junto a la lamina correspondiente, comprobando que
ambos tengan el mismo namero.
Quebrar el aplicador de madera en dos, utilizando el extrémo astillado para mezclar y tomar
la particula atil purulenta, este es uno de lo§ pasos mas mmportantes para aumentar la
probabilidad de identificar los bacilos de tuberculesis mediante la baciloscopia.
Si la muestra es saliva se debe mezclar bien y colocat miayor cantidad de muestra; anotar en
la PCT-4 el tipo de muestra que se procesas
Tomar la lamina con los dedos enla parte corteéspondiente al ntmero. Colocar la particula
de muestra sobre la limina, extendiéndola eon el aplicador realizando movimientos suaves
circulares, tratando de dispersarla.en forma homogénea en el centro de la lamina, dibujando
un 6valo de 2 centimetros de largo por un centimetro de ancho, sin llegar a los bordes de la
lamina para evitar que el operador se contamine al manipularla.
Para que la pelicula sea realmeéiite homogénea, es necesario tomar una particula de muestra
grande, eliminando elisebrante ¢on el mismo aplicador. Nunca debe calentarse la lamina
mientras se esta hagiendo ¢l extendido, pues se forman aerosoles, existiendo el riesgo de
infectarse a través de 1a§ wias respiratorias, también en el extendido se forman circulos
concéntricos yprecipitados granulosos, la pelicula pierde su homogeneidad dificultando la
lectura.
Al terminar el éxtendido, se deben desechar los aplicadores en un recipiente con hipoclorito
de sodio al 0:5%, los extendidos se dejan secar a temperatura ambiente. Las muestras ya
proeesadas s61o deben ser descartadas después de la observacion microscopica, colocandoles a
cada frasco 10 gotas de hipoclorito de sodio al 0.5% o fenol al 5%.
Lina wez secos los extendidos fijar la lamina con el extendido hacia arriba, pasandola

rapidamente sobre la llama tres veces, cuidando que no se caliente demasiado. El extendido
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nunca debe ser calentado a la llama mientras esté htiimedo, pues el calor fuerte altera la

estructura de los bacilos y su posterior tincién, ademas puede generar aerosoles.

¢ Colocar los extendidos en un soporte a medida que se van fijando y de inmediato realiza
técnica de coloracidon ya que algunos bacilos pueden permanecer vivos después j

con calor hasta que se incorpora la fucsina.

® Al finalizar el trabajo, deben ser cuidadosamente descartados en el deposit

bioinfeccioso, el papel periddico, aplicadores y otros materiales utilizados.

Preparacion del extendido

1. Ordenar y enumerar las
muestras

6. Extender la muestra
uniformemente

7. Fijar el extendido cuando esté
totalmente seco, pasando la
lamina rapidamente tres veces
sobre la llama del mechero de
arriba hacia abajo.

Fuente: Programa Nacion Tul osis y Enfermedades Respiratorias (PNTYER)/Laboratorio Clinico, UCSF San Vicente.

4. Seleccionar y mezclar la
particula mas purulenta

Coloracion
Colorante fuscina feni al 0.3%

tificar y filtrar los colorantes antes de utilizarlos.
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Colocar la serie de laminas fijadas (no superior a 12) sobre la bandeja metalica o varilla que

esta en el lavabo, con el extendido hacia arriba separadas una de otra como minimo un

centimetro y con el nimero hacia el operador. No olvidar colocar las laminas de control

positivo y negativo de muestras conocidas, previamente preparadas.

Cubrir la totalidad de la superficie del extendido con fucsina fenicada.

Improvisando una pequefia antorcha (algodén impregnado con alcohol ensmna pinza),

pasarla lentamente por debajo de las laminas hasta que se produzca emision de wapores;

cuando estos sean visibles dejar de calentar. Al cesar la emision de vapores se calienta

nuevamente, se repite esto una vez mas hasta completar tres emisiones sucesivas. La fucsina

no debe hervir (la pared de los bacilos puede destruirse y colorearse dnadecuadamente) y si

disminuye por evaporacién o derrame, hay que reponerla porqué el extendido debe estar

cubierto constantemente durante el calentamiento. El tiempo que lleva el proceso es de

cInco minutos.

Eliminar la fucsina tomando el portaobjetos por el extrémo numerado, inclinindolo hacia

adelante y lavar dejando caer una corriente de agua.de chorro a baja presion sobre la parte

esmerilada de la lamina (donde no hay extendido), la" que escurrird suavemente sobre la

pelicula.

Cubrir la totalidad de la superficie del extendido @on alcohol acido por dos minutos

haciendo un movimiento de vaivén de modo que el alcohol vaya decolorando y a la vez

arrastrando suavemente la fucsina. Se comsidera decolorado el extendido cuando sus partes

mas gruesas conservan solo un ligero tinte rosado. Si las partes mas densas quedan mal

decoloradas, se pueden observar estructuras tefiidas que no son micobacterias.

Una vez eliminado el alcohol a@ido, lavar las laminas cuidando de no desprender la pelicula.

Coloraciéon de contraste:

© Cubrir la totalidad de la‘supérficie del extendido con azul de metileno y dejarlo un
minuto.

© Lavar tanto el extendido eomo la cara inferior del portaobjetos.

© Limpiar la parte posterior de la limina (donde no hay extendido), con un algodén
humedecid® con aleohol, para quitar los restos de colorante.

© Colocar ¢ada [amina en la gradilla hasta que se seque a temperatura ambiente.

Los reactives para €oloracion seran proporcionados por el Laboratorio Nacional de Referencia

(LNRJ; ya que cuenta con el control de calidad respectivo; en el caso del ISSS seran

proporcionados por el laboratorio de la Unidad Médica Atlacatl. (Anexo 7). Preparacion de

reactivos
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Tincion de Ziehl-Neelsen

2. Calentar hasta obtener 3
emisiones de vapor. Apagar

antorcha y esperar completar 5
1. Cubrir con fucsina filtrada minutos.

var con agua

6. Cubrir con azul
de metileno durante
1 minuto

4. Cubrir con decolorante

durante 2 minutos

8. Limpiar la parte posterior de la 9. Secado al aire
lamina

oscopica y lectura del extendido.

microscopica debe cumplir principalmente dos objetivos:

antificar el nimero de bacilos por campo, si los hay.
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Caracteristicas morfoldgicas del bacilo de la tuberculosis.

Los bacilos acido alcohol resistentes tienen entre 1 y 10 micras de largo y 0.2 a 0.6 micras d

ancho. Con la coloraciéon de Ziehl Neelsen se observan como bastoncitos delgados, ligerame
curvos, fucsia, destacandose claramente contra el fondo azul.

En la muestra de esputo pueden presentarse aislados, apareados o agrupados. Es
distinguir el bacilo de la tuberculosis de otras micobacterias por examen microscopi
micobacterias que no son M. tuberculosis, pueden aparecer como bastones muy dar como

cocobacilos.

Otros microorganismos pueden presentar distintos grados de acido alcohol Q 4, como:
® Rhodococcus sp.

®  Nocardia sp. \

* Legionella sp.

®  Ooquistes de Cryptosporidium spp.
*  Qogquistes de Isospora spp.

Se pueden observan en forma de cocos, bacterias as variadas (pleomorficas), filamentos

que a veces estan cortados, o como esferas de gran les compara con las bacterias.
Es importante considerar que resulta poco frecuente ¢ trar mas de diez microorganismos

acido alcohol resistente diferentes a M. tuberculosis en las muestras de esputo de los SR.

Cuando el personal de laboratorio observa al roorganismo que no tiene forma de baston

S

~

debe consultar al supervisor.

Lectura de extendidos color por Ziehl Neelsen
El personal de laboratorio deb

® Depositar una gota deaeeit inmersion, sin tocar el preparado con el gotero.

® Enfocar el extendid colocado la gota de aceite, con la lente 100x de inmersién.

Observar cada camp pico en superficie y profundidad, moviendo permanentemente el
tornillo micrométrico, s de desplazarse al campo contiguo. Seguir el recorrido en linea recta
sistematicamente. para tecorrer el extendido, evitando repetir la lectura de algunos campos.

Ejemplo: deii derecha.

N
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Fuente: Prégrama Nacional de Tuberculosis y
Enfermedades Respiratorias (PNTYER)

® Observar la calidad del extendido y de la coloracion. Si no fuesen

nuevamente la baciloscopia de esa muestra.
® Para el examen es necesario microscopio binocular con objetivo de i
oculares de aumento moderado.
* Examinar un minimo de 100 campos microscopicos. La lecturs acerse de manera
sistematica y estandarizada, ajustando levemente con el tornillo mi
® Después de haber observado un campo microscopico, Amina para examinar el
siguiente. De esta manera, ver todos los campos del 1do. El ntimero de campos

microscopicos que corresponde a la longitud del froti oximadamente.

® Se considera campo microscopico util, aquel observan elementos celulares de

origen bronquial (leucocitos, fibras mucosas y célu ampos en los que no aparezcan

dichos elementos, no deben contabilizarse en la lectura.

®  Se debe calcular el nimero de bacil campo.

e Al finalizar el examen, se deb objetivo de la lamina, retirarla y verificar la

identificacién con el nimero grabado en la lamina y anotar el resultado en el libro de registro

exo 8), posteriormente, se deben anotar los resultados
o de tuberculosis (PCT-3).

de actividades de laboratorio (P >
en la solicitud de examen bact
® Antes de examinar u
limpiar lentes o algodd

®  Posteriormente;

calidad.
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Cuadro 3. Informe de resultados de BK

; . Campos de
Ntmero de bacilos | ., ., .
inmersion Reporte Poblacion bacilar
encontrados
observados
No se observan BAAR . a
100 campos Negativo
en
Namero exacto de|b
De 1 a 9 BAAR en 100 campos bacilos observados en
los 100 campos
* De 0 - 1 BAAR por
100 campos +

campo en

De 1 - 10 BAAR por |50 campos

campo en

Mias de 10 BAAR por |20 campos

campo en
Fuente: Equipo técnico Lineamientos técnicos para el diagnéstico y control

SRS

a tuberculosis por laboratorio clinico, MINSAL,
Pablica. b: Wikimedia Commons. ¢, d y e: Manual para el

anual ¢
debe ¢

2019. a: Seccién Micobacterias, Laboratorio Nacional de

diagnostico bacterioldgico de la tuberculosis, OMS Parte 1t actualizacién de Baciloscopia, edicidon 2018.

* Para reportar una baciloscopia como positiva un; ¢ haber visualizado mis de 10 bacilos en los 100 campos

observados.

Todo resultado positivo, debe inf
salud correspondiente para inici
de los contactos.

Es responsabilidad del est

pruebas bacteriologicas

Cuadro 4. Causas ror en la baciloscopia
. S Falsos Falsos
Motivos N .. .
positivos negativos
A\ representativa del lugar de la lesién. X
Inhere .
Muestra inadecuada. X
mues
Mal conservada X
| Mala seleccion de la particula de muestra. X
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Defectos en la realizacién del extendido:

. Extendidos finos, gruesos o poco homogéneos. X

. Fijacién de extendido hiimedo o a temperatura su-
perior a 60 °C

Defectos en la realizacién de la coloracidn:
e  (Calentamiento deficiente o excesivo. X

®  Decoloracidon insuficiente

®  Precipitacién de cristales por uso de reactivos no filtra-

. . X
dos o calentamiento excesivo.
®  Decoloracién excesiva.
Inherentes al
Defectos en la lectura: \
operador
®  Uso de microscopios en mal estado X

®  Lectura de un nimero insuficiente de campos

®  Poca capacidad para diferenciar bacilos de artificios-de
coloracién.

e Observacién de un solo nivel del extendido

Transferencia de bacilos de un extendido @ ©
aceite de inmersion)

Confusién de muestras y/o extendidos.

Errores en trascripcién de resultados. X

Hay 1 a 9 bacilos en 100 campos

ol el

, | Limite de sensibilidad 5,00
Inherentes a la téc-

nica Especificidad: se detectan B
nos y nocardias.

Fuente: Equipo técnico Lineamientos técnicos Gstico y control de la tuberculosis por laboratorio clinico, MINSAL,

2019.

Cuadro 5. Indicadores oper e apoyo del laboratorio

Indicador Constr indicador Fuente

K de diagnoéstico + (M40 + M 42 + M 41)
BK de control de

Carga de trabajo
V.E. definir a nivel local

(M40 + M 42)
Concentraciéon tal de BK de diagnéstico/ SR M 40
baciloscopias nvestigados por el laboratorio

VE.2

Total de BK de diagnéstico positivas al | M40(BK+) + M42(BK+) X100
SR X100/Total de BK de diagnoéstico
realizadas al S.R

M40 + M42

VE. 5%




Total de BK de diagndstico realizadas al
N° de baciloscopias | S.R/*Total de casos BK(+) (nuevos y | Registro de actividades de laboratorio
realizadas por caso de retratamiento diagnosticados en el | (PCT-4)

laboratorio)

Porcentaje de BK de | Namero de BK de control de | pgq

control de tratamiento | tratamiento positivas x 100/Total de BK

positivas de control de tratamiento. VE.5-10%

Porcentaje de BK de 3 . .
Numero de BK de diagnoéstico positivas

de bajo grado x 100/ Total de BK de

diagnostico positivas.

diagnéstico positivas de Registro de activida; torio

(PCT-4)

bajo grado (positivas 1+

y contables

Fuente: Equipo técnico Lineamientos técnicos para el diagndstico y control de la tuberculosis
2019. \

* En el denominador serin tomados los casos diagnosticados, solo por baciloscopia, propios de su

laboratorio).

Interpretacion de indicadores de laboratorio:

* Carga de trabajo: mide el nimero total de bacile

® Concentraciéon de baciloscopias por S.R.: mide

promedio, por cada sintomatico respiratorio.

® Porcentaje de BK de diagnostico positiv el porcentaje de BK(+) del total de BK de
diagnostico realizadas.

® Nuamero de BK realizadas por caso: el nimero de BK realizadas para encontrar un

caso BK positivo, sea nuevo o d

® Porcentaje de BK de contrn iento positivas: permite identificar si la negativizacién

esta siendo adecuada al tra nt

® Porcentaje de BK de dia tico positivas de bajo grado (positivas 1+ y contables: permite
identificar si el diagno es temprano o tardio.

Cultivo N

Es el método bactériologico mas sensible y especifico de los conocidos en la actualidad, ya que
ntre 10 a 100 BAAR por mililitro en una muestra determinada, si se ha

pliendo los lineamientos, ademas permite estudiar los bacilos vivos por técnicas de
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Es un método de mayor complejidad y costo que la baciloscopia, cuyos resultados se obtiene

entre 20 y 60 dias después del procesamiento de la muestra.

Mediante el cultivo es posible incrementar la confirmaciéon de diagnéstico de tuberg %
aproximadamente 15 a 20% del total de casos y en 20 a 30% de los casos de tub 0$1s
pulmonar.

Entre los casos con tuberculosis extrapulmonar el aporte del cultivo al diag (0o es variable,

segin la localizaciéon de la enfermedad y aun con un resultado negativo.d % 70, es posible

que se establezca o se mantenga el diagndstico de tuberculosis. O

Su empleo esti indicado en los siguientes casos:
® Persona con dos baciloscopias negativas y con alta sospec ulosis pulmonar
* En nifios y niflas con sintomas y signos presuntivos:de tu lo
: \
® Sospecha de tuberculosis extrapulmonar
® Personas con VIH y que sospecha tuberculosis
® Baciloscopias con uno a nueve bacilos en cien cam

® Pacientes con diabetes mellitus

Indicaciones cultivo mas tipificacié
® Sospecha de fracaso.
® Pérdida en el seguimiento.

e Recaida.

¢ Contacto de tubercu

ogorresistente o cualquier patrén de resistencia del caso
indice.

* Antecedentes o al en centro penitenciario.

* Coinfeccién TB=VI

® No negativiza al segundo o cuarto mes de tratamiento.

* Migran i extranjero con sospecha de tuberculosis.

® Pacienté con tratamiento antituberculoso que no mejora clinicamente, aunque sus

e control sean negativas.
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Fundamentos de los procedimientos utilizados para el cultivo de Mycobacterium

tuberculosis.

El personal de laboratorio mediante el cultivo debe asegurar que los bacilos en las mue
los pacientes se multipliquen in vitro, hasta que se visualicen formando colonias en

solido, para ello en cada una de las etapas del proceso del cultivo, debe verificarse:

a) Persistencia del bacilo en muestra de la lesion
El personal de laboratorio para procesar la muestra de ion debe
tener en cuenta que:

La probabilidad de recuperaciéon aumenta proporcionalmente con la rz e siembre

la muestra de la lesion del paciente. \
® El tiempo de demora en la reproduccion del bacilo, ya que esta etapa es muy critica cuando
el nimero de bacilos es escaso o cuando el pH de stra es desfavorable para la

sobrevivencia del bacilo como en el caso de lavados gastr nas.

bra de muestras de esputo que
debido a que en algunos casos, se
han obtenido cultivos positivos reportados, hasta qu dias después de la recoleccion de la

muestra.

® Verificar factores claves como la expo 'luz solar, desecacién y el calor ya que son
condiciones micobactericidas. &
® Vigilar la conservaciéon de la mugstra previa al cultivo: de 1 a 5 dias, preservarla entre 2 a 8
°Cy de 6 a 15 dias a menos 70

Referencia de muestras Itivo

® Las Unidades Comunita

¢ Salud Familiar (UCSF) y los centros penitenciarios deben

e la muestra al laboratorio clinico de referencia de cultivo, de

os centros de atenciéon que no realizan cultivo, enviaran las muestras al

de cultivo ubicado en la unidad médica Atlacatl.

® Los laboratorios del SNS que realicen cultivos BAAR deben establecer coordinacion con el
acional de Referencia, para derivar los aislamientos que requieran ser

os o realizar la prueba de sensibilidad.

informes de los resultados de los cultivos deberan ser retirados por el establecimiento de
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salud que lo solicitd, por lo que debera estar pendiente del seguimiento de los mismos.

Eleccion del método de cultivo segiin los recursos disponibles
La eleccion del método a utilizar depende del presupuesto, entrenamiento del
equipamiento y de la asistencia técnica.

Cuadro 6. Equipo, materiales y reactivos segiin método

Método Petroff

modificado

Equipo:

>

Estufa o incubadora

>

Crondémetro

Equipo de proteccién personal X

Refrigeradora

Cabina de seguridad biolégica clase II tipo 2

Centrifuga Refrigerada

Materiales:

Mechero

Bandeja metilica inclinada

Dos tubos de medio de cultivos Léwenstein Jensen

Gradilla para laminas

Gradilla para tubos de 20 x 125 milimetros

Recipiente para descarte de desechos bioinfécciosos

Laminas porta objeto esmeriladas

KR XK X XXX
R IR T B Bl el el e

Aplicadores de madera

Basurero con tapadera y co ectivas bolsas plasticas (roja y

~
<

negra)

Jabén para lavado de man

Papel periddico

Plumén perma

Lapiz de grafito

R R R A e A A e
R R A A R A A e




Hoja de solicitud del examen (PCT-3) X X

Libro para registro de cultivo X X

Goteros estériles X

Gradilla para tubo cénico de 50 mililitros X

Dos hisopos de poliester o de algodén estériles de quince milimetros X

de longitud en promedio

Descarte de objetos punsocortantes X X

Reactivos:

Hipoclorito de sodio al 0.5% o fenol al 5% X

NaOH al 4% estéril X

Buffer fosfato pH 6,8 estéril X \

Agua destilada estéril X

Un tubo de vidrio estéril conteniendo tres mililitros de solucién de X

NaOH al 4% por cada muestra a procesar

Fuente: Equipo técnico, Lineamientos técnicos para el diagnostico erculosis en el laboratorio clinico,
MINSAL, 2019.

Las micobacterias son microorganismos aerobios estric r lo que las necesidades basicas de

nutrientes de las especies cultivables son en general sencillas: el glicerol o la glucosa como fuente

3

4

de carbono, y una sal de amonio como fuent 6geno. Aquellas muestras que provienen de

sitios no estériles (por ejemplo orina, es

Mediante la decontaminacién de la Stra iminan otros microorganismos que impiden el
desarrollo adecuado del bacilo.
La muestra debe homogenizars ec ente el esputo, con el fin de lograr su licuefaccién y

liberar el bacilo del moco, asi terial celular y tejido que puedan acompanarlo.

tras) deben descontaminarse previamente.

El empleo de deconta cuados ademas de homogenizar la muestra, permite la

destruccion de los gér s asoeiados, conservando la viabilidad del bacilo.

Método Ogawa
Debe utilizarse para esar esputos en laboratorios sin equipamiento adecuado o suficiente
para aplicar 1 e Petroff. Si no se dispone de cabina de seguridad bioldgica, deben

aplicarse la§ practicas y medidas de bioseguridad recomendadas para la realizaciéon de la

’

bacilo

nto

ocarse el equipo de proteccion personal.
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Preparar la mesa de trabajo.

Verificar los datos de la muestra del paciente con la PCT-3 y asignar el namero correlativo

Identificar los tubos con el medio de cultivo, con los datos correspondientes.
Proceder a hacer un extendido con la lamina ya identificada utilizando un palillo.
Abrir el envase. Elegir y recolectar con el hisopo las particulas atiles mucopur
esputo, adhiriéndolas al hisopo estéril. Cerrar el envase.

Sumergir el hisopo estéril en un tubo con tres mililitros de solucion d
durante dos minutos exactos.

Retirar el hisopo sin escurrir y sembrar con él un tubo con medio d
con movimientos de rotacidn y presion. Descartar el hisopo.
Repetir el procedimiento utilizando el mismo NaOH al 4% e 1 i do tubo en
medio de Ogawa.
Descartar los hisopos en un recipiente destinado a ser esterili ) el autoclave.
Colocar en bandeja inclinada los tubos inoculados, co
los tapones, e incubar a 36 °C.

A las 48 horas enroscar bien los tapones, revi ana hasta observarse crecimiento

o que cumplan las 8 semanas de incubacién.
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Flujograma del método de Petroff con Buffer Fosfatos

X mililitro de muestra + X mililitro de NaOH al 4.0%

!

Ajustar las tapas de los tubos y agitar
manualmente o con vortex cada 5 minutos, sin
sobrepasar los 20 minutos

!

Dejar actuar 15 minutos, agregar buffer fosfato pH
6.8 y mezclar cada uno de los tubos

!

Acomodar los tubos en la centrifuga y centrifugar
15 minutos a 3000 gravedades y temperatura de
25-35°C

!

Esperar 5 minutos despues del centrifugado

Ll

Descartar el sobrenadante y agregarde 4 a 5
gotas de agua destilada para resuspender el
sedimento

o

Homogenizar el sedimento e inocularlo en cada
medio de cultivo

!

Con la ultima gota de sedimento realizar el
extendido

1!

Incubar los tubos inoculados en bandeja inclinada,
a36°C

En un tubo cdénico
estéril de 50 ml

Hastada marca de
50 mililitros

Fuente: Equipe téenico Lineamientos técnicos para el diagnéstico y control de la tuberculosis en el laboratorio clinico,

MINSAL;2019.

Es importante recalcar que se debe asignar un dia de la semana para realizar la lectura y

revision de los cultivos.
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Método de Petroff modificado
® Debe utilizarse en la homogenizacién/decontaminacién del BAAR vy su inoculacién s

realiza en medios a bases de huevos con pH cercano al neutro.

® Es el mis conveniente, teniendo en cuenta la situaciéon de la mayor parte

laboratorios que realizan cultivo.

Procedimiento

El profesional de laboratorio debe de tener en cuenta que el tiempo dé con el

decontaminante no debe de exceder de los 30 minutos, de manera tal nalmente no

es posible procesar series de mas de 12 muestras.

Muestras pulmonares:

® En un tubo cdnico de 50 mililitros, estéril, transferir de 1 a ililitros de muestra.
® Proceder de la misma manera con las siguientes m
siguiente tubo si antes no se ha cerrado el anteri

® Agregar de 1 a 2 mililitros de NaOH al 4%

® Mezclar cada tubo, manualmente o con ay

completen 15 minutos, sin sobrepasar los 20 min
® Agregar buffer fostato pH 6.8, a cada hasta completar la marca de 50 mililitros y

mezclar hasta homogenizar.

¢ Centrifugar los tubos a 3,000 gr\ mperatura entre 25 y 35 grados centigrados

por 15 minutos.
¢ Dejar reposar 5 minutos, § isas de la centrifuga y llevarlas a la cabina de
seguridad biologica (C @

® Dentro de la CSB sac os de uno en uno, destapar y decantar el sobrenadante,

limpiando la boqui con un algodén humedecido con fenol al 5% o con
hipoclorito de s ; luego taparlo hasta completar la serie de 12 tubos.
® Volver a desta y re-suspender el sedimento con 4 o 5 gotas de buffer fosfato o

con agu

. Procedeéﬂa manera con los tubos restantes.

* Ino s con medio de cultivo Léwenstein Jensen (LJ), agregandoles de 4 a 5
gota@mento y dispersar de manera tal que quede en toda la superficie del medio.

o ma gota preparar el frotis para realizar una baciloscopia.

, r en bandeja inclinada los tubos inoculados, con el bisel hacia arriba, dejando

los tapones, e incubar a 36 °C.
las 48 horas enroscar bien los tapones, revisarlos cada semana hasta observarse

crecimiento o que cumplan las 8 semanas de incubacion.
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Flujograma del método Ogawa Kudoh

Adherir a un hisopo estéril las particulas utiles del esputo

—

Sumergir en un tubo con 3 ml de NaOH 4% durante 2
minutos exactos.
Tomar en cuenta que se debe utilizar un tubo por muestra

=

Inocular con movimiento de rotacién y presion el hisopo en
un tubo con medio de Ogawa acidificado

—

Sumergir en el mismo tubo con 3 mlde NaOH 4% un
segundo hisopo durante 2 minutos exactos

.

Inocular con movimientos‘de rotacion ¥ presion en un tubo
con medio de Ogawa acidificado

=

Incubar los tubos ingculados en bandeja inclinada, a 36°C

Fuente: Equipo técnico Lineamientos técnicos ‘para el diagnostico y control de la tuberculosis en el laboratorio clinico,
MINSAL, 2019

Muestras extrapulmonares

Las muestras de liquido cefalorraquideo, nodulos linfaticos, biopsias de otros tejidos y otros

liquidos, pueden requerir homogenizacion, concentracién o decontaminacion, previo a ser

procesadas para cultivos. Estos procedimientos se hacen de forma habitual pero dentro de una

cabina de seguridad biolégica tipo I1 A2 y en un laboratorio de contencion.

Procedimiento para liquido cefalorraquideo y otros liquidos

Inocular de 2 a 3 tubos de medio de Lowenstein Jensen con 3 a 5 gotas de muestra.
Dispersar sobre la superficie del medio.

Cologar en bandeja inclinada los tubos inoculados, con el bisel hacia arriba, dejando
flojos los tapones, e incubar a 36 °C.

A las 48 horas revisar en busca de contaminacién y si no se observa enroscar bien los
tapones, revisarlos cada semana hasta observarse crecimiento o que cumplan las 8 semanas
de incubacion. En caso de observarse contaminacién proceder a realizar la

decontaminacion con la técnica de Petroff modificada.
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Procedimiento para maceracion de muestras de tejidos tomadas por biopsia

Trasladar la muestra suavemente a un mortero estéril de porcelana u otro material
autoclavable, sin salpicar. Puede ser necesario el auxilio de una pinza estéril para realizar
esta operacidon. Descartar la pinza en el recipiente destinado a descartar pipetas de vidrio.
Agregar un mililitro 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/ €on tina pipeta
todo el material macerado, distribuirlo en los medios de cultivo identificades con el
namero de la muestra.

Si el tejido contiene contaminantes, recoger con una pipeta Pasteur o @otero todo el
material macerado, transferirlo al tubo de centrifuga identificado con elimtimero de la
muestra que estd siendo procesada, ubicar el tubo en el ordeén que lé corresponde en la
serie de muestras que seran descontaminadas para que sea procesado mediante la técnica
de Petroff.

Si se trata de una muestra normalmente estérilypeio.se ignora si fue tomado y mantenido
en esterilidad, utilizar la mitad del macerado para la siembra directa y el resto para
descontaminar.

Ubicar el mortero dentro del papel o bolsa dende fue previamente esterilizado y
descartarlo dentro del recipiente destinade a esterilizar en el autoclave el material que se
va a reciclar.

Inocular de 2 a 3 tubos de medio dé Lowenstein Jensen con 3 a 5 gotas de muestra.
Dispersar sobre la superficie del medio.

Colocar en bandeja inclinada los tubos inoculados, con el bisel hacia arriba, dejando
flojos los tapones, e incubara 36 °C.

A las 48 horas revisar €n busca de contaminacién y si no se observa enroscar bien los
tapones, revisarlos cada semana hasta observarse crecimiento o que cumplan las 8 semanas

de incubacidn.

Procedimiento para cultivo de muestra de orina

Procesartoda la muestra de la miccién o un minimo de 50 mililitros.

Centrifugar toda la muestra a 3000 gravedades por 15 minutos.(Elaborar cuadro de
equivalencia de RPM).

Decantar 10s sobrenadantes y depositar en un tubo cdnico de 50 mililitros todos los
sedimentos obtenidos.

Decontaminar con el método de Petroft.

Inocular de 2 a 3 tubos de medio de Lowenstein Jensen con 3 a 5 gotas de sedimento.

Dispersar sobre la superficie del medio.
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Colocar en bandeja inclinada los tubos inoculados, con el bisel hacia arriba, dejando

flojos los tapones, e incubar a 36 °C.

® A las 48 horas revisar en busca de contaminacioén y si no se observa enroscar.bien los

tapones, revisarlos cada semana hasta observarse crecimiento o que cumplan las 8 sémanas

de incubacidn.

Es importante recalcar que se debe asignar un dia de la semana para realizargla [eetura y

revision de los cultivos. En caso de que se identifique colonias sugestivas al® complejo

Micobacterium tuberculosis, referir al LNR, el aislamiento acompafnade de la hoja de

referencia de cepa, para su identificacion.

b.

Preparacion de las muestras para cultivo BAAR

Se debe procesar la totalidad de cada muestra para no ' perder.iaterial que pueda
contener bacilos. Procesar por separado cada muestra del mismo paciente, sin mezclarlas.
Esto incrementa la posibilidad de recuperar bacilos, en especial €n el caso que alguna de
las muestras se contamine. A la vez permite verifiearsi s¢ reitera el aislamiento a partir de
distintas muestras del paciente y asi resolver dudas que ocasionalmente se pueden
presentar en el diagnodstico de tuberculosis @ discernir si se esta frente a un caso de
micobacteriosis.

Se aplican distintos procedimientos antés de la siembra segin la consistencia, volumen y
contaminacidén de la muestra. El tipo de muestra predominante serd seguramente el

esputo producido por expectoracion espontaica.

Concentracion de muestras liquidas o semifluidas

El personal de laboratorio cem las niuestras de volumen menor a un mililitro debe:

Sembrar directamente ¥ 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 tube en €l orden que le corresponde en la serie de muestras que seran

descontaminadas para que sea procesado mediante la técnica de Petroff.

El personal de laberatorio 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
suavenicnte el contenido del envase dentro de los tubos.

Centrifugar quince minutos a 3000 gravedades.

Esperar que se detenga completamente la centrifuga.

R etirar los tubos cuidando de no re-suspender el sedimento, trasladarlos a la cabina. Dejar

reposar los tubos cinco minutos antes de abrirlos.
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Abrir el primer tubo centrifugado, descartar su sobrenadante 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 impregnado en hipoclorito de sodio al 1%, si se
hubiere salpicado la pared. Cerrar la tapa del tubo.

Proceder de igual forma con los siguientes tubos. No abrir el siguiente tubo/&in haber

cerrado el anterior.

Revision y lectura de las muestras cultivadas

Controlar peridédicamente los tubos inoculados.

Mantener los tubos en incubacién hasta las ocho semanas en el caso de medios de cultivo
a base de huevos.

Revisarlos bajo una fuente de luz que permita observar ¢on claridad hasta las colonias
mas pequenas.

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

Reportar si se detecta contaminacion.

Verificar si la siembra esta absorbida y el liguido se ha évaporado.

Registrar si quedan restos de hidroxido de s@dio en el in6culo, esto se verifica si los
medios a base de huevos se aclaran hacia un tono amarillento que los diferencia del resto
de los tubos con siembras.

Debe registrarse en el libro del laboratorio si se detecta contaminaciéon en toda la
superficie de un tubo del medio 86lido, descartar el tubo y continuar el proceso hasta
emitir un resultado.

El personal de laboratorio®débe producir de inmediato el informe para comunicar si
detecta contaminacién © pH imadecuado (viraje hacia al amarillo o verde intenso) en
todos los tubos sembrados ¢on la muestra de un paciente.

Toda muestra extrapulmonar, debe ser resguardada, un maximo de 3 a 5 dias, previo a la
verificacién que €l tubo 10 se haya contaminado.

Si la siembra €8td absorbida, ajustar la tapa para evitar la desecacion del medio.

Solicitar y progesar una nueva muestra del paciente, toda vez que sea posible, cuando se

ha detectado contaminaciéon o pH inadecuado del medio en todos los tubos sembrados.

Periodo de lectura a los siete dias pos siembra y luego una vez por semana:

Identificar tubos contaminados y proceder como se ha descrito anteriormente (Anexo 9).
Identificar los tubos con desarrollo del bacilo de laTB o de otras micobacterias.
Registrar el desarrollo en el momento en que se observa y seguir los procedimientos para
producir el informe con la menor demora posible.

Repetir la lectura cada semana hasta emitir un resultado.
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Seleccion de los cultivos positivos para identificacion (tipificacion)

Los cultivos en medios s6lidos deben reportarse de la siguiente manera:

Seleccionar los cultivos positivos para su identificaciéon y prueba de sensibilidad en

que el paciente pertenezca a grupos en riesgo y vulnerabilidad.
Derivar al LNR todos los tubos positivos, que requieren prueba de sensi

tipificacidn, en triple embalaje. Los cuales deben ir acompanados de la hoja

examen bacteriologico para tuberculosis.
Transcribir el resultado obtenido de los registros del laboratorio en , utilizando

la escala descrita en el cuadro 7, cuantificar los resultados positivos

Informar los cultivos positivos y los totalmente contaminados 1S 1a que son
detectados. \
Cuando la lectura es visual, informar los cultivos negativos al finalizar la octava semana

de incubacién de los medios a base de huevos.

Cuadro 7. Registro de resultados de cul

Registrar Si se observa gistrar Si se observa

Todos los tubos

inoculados 20 a 100 (Colonias

+ . separadas
colonias P )

Contaminado con

Mis de 100 | (Colonias

Negativo

- colonias separadas
Entre 1 y 19 colonias . .
M . Colonias (Colonias
en el total de medios +++ .
incontables confluentes)

sembrados.

co Lineamientos técnicos para el diagndstico y control de la tuberculosis en el laboratorio clinico,
16n Micobacterias de Laboratorio Nacional de Salud Pablica (LNSP)

scarte de tubos inoculados
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Descartar los tubos, resultantes de la lectura, en un recipiente donde seran esterilizados en

autoclave durante una hora a 121 °C.

Riesgo bioldgico inherente a los procedimientos

El personal de laboratorio respecto a la técnica del cultivo BAAR, debe: cuniplir
estrictamente las disposiciones de medidas de bioseguridad, durante la_agitagion 'y
centrifugacion de tubos los cuales generan aerosoles infecciosos; ya que el riesgo €s mayor

cuanto mayor sea la carga de bacilos que contenga la muestra.

Contaminacidén cruzada

El personal de laboratorio debe evitar situaciones que pueden' dar uma cemtaminacion
cruzada, entre ellas, la transferencia de microorganismos, de uma muestra a otra al ser
procesadas en serie en el laboratorio.

Son condiciones propicias para este tipo de contaminacién en el laboratorio: sobrecarga de
trabajo, alta frecuencia de muestras con baciloscopia positiva en la rutina, procedimientos

poco rigurosos, utilizacién de reactivos no alicuetados.

Organizacion del material y muestras del cultivo BAAR

El personal de salud debe sistematizar el trabajo para:

® Minimizar el riesgo bioldgico y de transterenieia de bacilos entre distintos materiales.

e Evitar errores en el procesamiento de 1a muestra.

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

® Repetir los procedimientessiemipre en el mismo orden en cada dia de trabajo.

®  Ordenar los envases de las miuestras, tubos y portaobjetos segiin su numeracion.

® Mantener todo el material erdénado durante todo el proceso.

Morfologia de las colonias

Las colonias <de  Mycobacterium tuberculosis son habitualmente rugosas, secas, sin
pigmentaciény con aspecto de migas de pan, ademas son de crecimiento lento.

Los medios solidos evidencian el desarrollo de las micobacterias con cierto retardo con
relaciéon a los liquidos, pero en cuanto se detecta el desarrollo es posible diferenciar las
colomias con earacteristicas de M. tuberculosis; si se tiene experiencia, es posible orientar con
miicho aclerto si se ha aislado el bacilo de la tuberculosis.

Cuando ¢l medio de cultivo estd muy hamedo, las colonias de cualquier micobacteria
aparecen lisas. Si las colonias se desarrollan lentamente, no tienen pigmentacion, son lisas,
péquenas o brillantes, se presenta la duda acerca si lo que se ha aislado es una micobacteria

ambiental.
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Sin duda alguna es una micobacteria ambiental si se detectan colonias de BAAR con algin
tipo de pigmentacion (desde ligeramente amarilla hasta anaranjada fuerte) o con abundante
desarrollo en medios a base de huevos durante la primera semana de incubacidn.
excepcionalmente Mycobacterium tuberculosis puede aparecer tan precozmente si

inoculo es muy alto.

Si se sospecha el diagndstico de micobacteriosis, se deben enviar al L
aislamientos obtenidos con distintas muestras del paciente. Estd fuera d : le este
lineamiento la identificaciéon de micobacterias diferentes a las del comp lycobacterium

tuberculosis.

Preparacion de materiales, medios y reactivos

Cuadro 8. Medios a base de huevos

Ogawa  Kudoh
Ogawa L.
(acido)
Fosfato
monopotasico KH, | g 6 12
Fosfato disdédico 1.6
HNa, PO, '
Sulfato de magnesio
Solucién SO Mg. TH,O
salina Citrato de Magnesio 0.6
Glutamato de sodi 6 3
6.25
3.6
12 36 24
600 500 600 600
Huevos ml | 1000 1000 1200 1200
ml | 20.0 20.0 36 24
6.8 6.8 6.8 6.2

0 de la carga de trabajo y de la incidencia de casos con bacteriologia positiva, el
nsual, trimestral o semestral del registro del laboratorio permite detectar errores
0s y sostenidos en el tiempo.

Ita de interés para controlar la calidad del cultivo, clasificar a los pacientes adultos que se

an diagnosticado con tuberculosis pulmonar confirmada bacteriolégicamente, en alguna
de las siguientes categorias:

a. Baciloscopia (+) y cultivo (+)
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b. Baciloscopia (+) y cultivo no realizado

c. Baciloscopia (-) y cultivo (+)

d. Baciloscopia (+) y cultivo (-)

e. Baciloscopia (+) y cultivo contaminado

t. Baciloscopia no realizada y cultivo (+)

Con el total de casos clasificados en cada una de estas categorias, se podran c3
siguientes indicadores:

Método de Petroff Seifiales de alarma

modificado y Ogawa Valor normal (%) Si es mucho mayor

Kudoh investigar

or

Aporte del cultivo al
diagnéstico bacteriologico de 20 A
tuberculosis. \

Porcentaje muestras BK(+)
Cultivo (-)

2-3 CyD No hay problema

Porcentaje de cultivos con
positividad menor a la de la 3
baciloscopia.

No hay problema

Porcentaje de tubos

. 3-5 G
contaminados

Errores de lectura de baciloscopias: «falsos negativos.

A Se estd investigando un alto porcentaje de e
pediatricos (no indica problema técnico de labora

de tuberculosis pulmonar poco avanzada, incluyendo

B Deficiente solicitud de cultivos (se estin

Excesiva demora entre la toma y proe

Baja velocidad o sobrecalentamie

D Errores de lectura de bacilosce

acion de verde de malaquita en el medio mas alto que lo normalizado

Concentracién d aminante mas baja que lo normalizado
F Escaso tiempo la muestra con el decontaminante;

Defectos ef

rocedimientos que requieren esterilidad (mal uso de mechero y/o de la cabina de
excesivo movimiento de gente en el area de trabajo, generacién de corrientes de aire por
bo de aire acondicionado, otros.)
on de decontaminante mas alta que lo normalizado

G po de exposicion de la muestra con el decontaminante

| para el diagndstico bacteriolégico de la tuberculosis, parte 2. El cultivo, OPS/OMS, 2008




Prueba rapida molecular mediante amplificacion de acido nucleico

Es una prueba molecular que detecta mutaciones en el gen rpoB que codific I
subunidad beta, del acido ribonucleico (ARN) polimerasa, del complejo M. Tuberc a

resistencia a rifampicina en menos tiempo (2 horas).

Se realiza en forma directa, es decir, a partir de muestras tanto pulmon: como

extrapulmonares, sin necesidad de esperar el resultado del cultivo.

Ventajas

N\

@ ct ropiada y
AP

MTB/RIE

¢ Es adecuado para todos los niveles de laboratorios con una i

con una carga de trabajo acorde a la capacidad de la maqui
® Detecta tanto tuberculosis como resistencia a rifampicina e

® Puede ser usada como prueba diagnostica independie

Desventajas
® Requiere suministro de electricidad estable ¢
® (Calibracién anual de los médulos.

* Ambiente con temperaturas entre 15 a

® La prueba no debe ser utilizada p
® La prueba de sensibilidad a dr

a otras drogas diferentes a rifs

Motivos para indicar la a rapida molecular mediante amplificaciéon de acido
nucleico
® SR con 2 bacil

deficiencias.
losis que no negativiza al 2do. o 3er. Mes.
amientos (recaida, fracaso, pérdida en el seguimiento)
Sospetha de tuberculosis extrapulmonares.
Contacto de caso TB/MDR.
1N0s.

Personal de salud.

Otros ( especificar).
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¢ Indicacién por resultado previo.

Estos motivos no aplican para muestras de materia fecal, orina o sangre y no deben se
procesadas en el a través de prueba rapida molecular mediante amplificacién de a
nucleico, debido a su poca utilidad.

Principios de la prueba

® Es una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real (amiplifi

deteccion al mismo tiempo).

® Sistema completo de control interno de los reactivos, por lo que no tiéne la dad de
utilizar controles externos positivos y negativos por separado.

e Ultrasonido integrado para la riapida lisis de la célula r el Acido
desoxirribonucleico (ADN).

® Los motores son dirigidos por el software para realizar el 0\1 de las valvulas y

accionadores hidraulicos acoplados.
¢ Cuenta con tecnologia de fluido inteligente, ya que 1 idos fluyen directamente por
micro valvulas y permite el uso de cantida i e los componentes de la

reaccion.

® Lainterpretacion de los resultados y analisis de ! ocurre de manera automatica.
Preparacion de la muestra

Esputo

® Abrir el frasco de esputo cuidadgsame

® Anadir directamente en el frasco ra, 2 volimenes de buffer para un volumen

de muestra (proporcién 2:1), 0 rmacién de aerosoles.

® Otra opcién en el caso dé muestras demasiado viscosas y/o que superen el volumen
recomendado es: diluir stra, colocando un aproximado de 2 ml de esputo en un
recipiente aparte con g c10n volumétrica.

* 1 mililitro de espu

ideal).

*  Para volumen

dad minima, pero de 3-4 mililitros es la cantidad requerida

ra mayor de 4 mililitros, serd necesario tomar una porcidén de

reactivo de n un segundo frasco, ya que cada frasco contiene una cantidad de 8

len el frasco y agite enérgicamente de 10 a 20 veces o utilice un
rtex durante 10 segundos como minimo.
a que la muestra se homogenice, mezclando cada 5 minutos por 15 minutos.
agitar nuevamente de 10 a 20 veces o utilice un mezclador vortex durante 10
egundos como minimo.

espués de homogenizada la muestra, esperar por 5 minutos e inocule 2.0 mililitros de la

muestra inactivada dentro del cartucho.
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Muestras concentradas

* Utlizaciéon de esputo procesado: se puede utilizar el sedimento resultante de
decontaminacion por el método de Petroft.

* LCR y otros liquidos: pueden ser procesados de una manera similar a la deles
embargo, la concentracién de la muestra por centrifugacién propor€io ejores

resultados en la prueba.

Se requiere un laboratorio con una cabina de seguridad bioldgica ara abrir las
camisas de la centrifuga y decantar el sobrenadante.
Procedimiento:

e Anadir 1.5 mililitros de buffer a 0.5 mililitros del s

descontaminado/concentrado, LCR o cualquie

e la muestra de esputo
do

veces o utilice un mezclador

e necesite el analisis.
® Cerrar la tapa del frasco y agite enérgicame

vortex durante 10 segundos como minimo.
® Incubar a temperatura ambiente por 10 minutos.
¢ Luego agitar nuevamente de 10 a 20 o utilice un mezclador vortex durante 10

segundos como minimo.

® Incubar a temperatura ambiente utos.

® Transcurrido el tiempo de la muestra debe estar liquida antes de ser

procesada.
® Verificar que se encuentra sifi grumos visibles.
® Después de homogeni estra, esperar por 5 minutos e inocule 2.0 mililitros del

sedimento o conce o del cartucho.

® Las muestra s necesitan ser homogenizadas usando mortero con pistilo.

® Estas pueden generar acrosoles por lo que las muestras deben ser procesadas en CSB.

N . .
* Cua e umen de una muestra es suficiente, el cultivo puede hacerse

e

simultaneamente.

uestra de tejido utilizando tijeras y pinzas estériles, y colocarla en un mortero.

2 mililitros de solucidn salina y con ayuda de un pistilo, comience a triturarlo
1 obtener una suspension homogénea.

ejar en reposo para que las particulas mayores sedimenten en el fondo (5-10 minutos).
Colocar 0.7 mililitros del sobrenadante en un tubo conico con tapa de rosca (aseglrese

que no se transfieran grumos de tejido).
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Anadir 1.4 mililitros del bufter.

Procesar como se describe para la realizacién de la prueba rapida molecular mediant
amplificacién de acido nucleico para muestras de esputo.

Inocular el cartucho con 2 mililitros de muestra inactivada.

Se recomienda también realizar un cultivo del sobrenadante de la muestra de teji Q

Preparacion del cartucho

Preparar el ntimero de muestras de acuerdo a la cantidad de modules s en el

equipo para la prueba rapida molecular mediante amplificacién @ aucleico (o
sea, solo los que se encuentren en funcionamiento).
Iniciar la preparacioén de las muestras dentro de los 30 minutos @-, e unl modulo esté
disponible. \

No abrir el cartucho hasta estar proximo a realizar la pr

Utilizar el cartucho dentro de 30 minutos después qu
Tomar el cartucho so6lo por los lados.

No tocar el codigo de barras o el tubo de r¢ parte trasera.
Identificar el cartucho con el nimero de m ribiendo al lado del cartucho o
pegue la etiqueta de identificacidn.
No poner la identificacion en la cubi | cartucho ni obstruya el codigo de barras
2D.

Abrir el cartucho y deposite 2 m

a muestra preparada usando la pipeta plastica
de transferencia (suministrada it).
Introducir la muestra cuidad ente.

Cerrar la tapa firmeme

Iniciar la prueba.

accidentalmente abierta y se encuentre humedo.
Se ha eai sacudido el cartucho después de haber agregado la muestra preparada.
de reaccidn en la parte posterior parece haber sido danado.
N\ artucho es para un solo uso, y no se puede volver a utilizar una vez que ha sido
scaneado.
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Cuadro 11. Equipo y materiales para prueba molecular

Equipo Materiales

Kits de cartuchos de la prueba olecular

Refrigeradora . . . L .
& mediante amplificacién de acido

Equipo para la prueba ripida molecular mediante
amplificacién de acido nucleico con computadora|Kits de cartuchos de calibra
(laptop o PC) y lector de codigo de barras

Aire acondicionado

Autoclave

Crondémetro

Equipo de proteccion personal

Fosforos

ipoclorito de sodio al 2%

Papel periddico

Fuente: Equipo técnico MINSAL,

Es recomendable que exista e red para establecer comunicacién con el proveedor

del equipo para correccion ntenimiento o fallo del equipo.

Inicio de la Prue
* El dispositivo ueba rapida molecular mediante amplificaciéon de acido
nucleico, ya debe de estar encendido (una pequefia luz azul aparece en el panel frontal).
® Iniciar sé en Windows como :

o \b suario: Cepheid, contrasefia: cphd.
® Hacer doble click en el icono «Gene Xpert Dx» en el escritorio.

¢ con la cuenta de usuario.

lick en «no» en el cuadro de didlogo «Gestion de Base de Datos» para empezar el
dia‘de trabajo.
acer click en Check Status para confirmar que todos los mddulos estan disponibles.

Hacer click en «Creat test».

Abrir una ventana solicitando escanear el codigo de barras del cartucho.
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Tomar el lector de cddigo de barras y escanear el codigo de barras del cartucho
manteniendo presionado el botén amarillo.
® Atencion: si el escaner no funciona se puede introducir manualmente el coédigo de ba a

escribiendo los nimeros que aparecen en las dos lineas del cartucho.

® Después de haber escaneado el cddigo de barras, aparecerd una ventana en
introducird el nombre de identificacién del paciente y la identificacid
muestra.

® De forma predeterminada, el software en pantalla muestra el tipo de pru

® El modulo donde se coloca el cartucho se selecciona automaticam
seleccionado de forma manual.

® Hacer click en start test.

® Abrir completamente la puerta del moddulo elegido r una luz verde

parpadeante por encima del médulo seleccionado.
® Insertar el cartucho cuidadosamente con el cddigo de cia adelante.

¢ Al cerrar la puerta del moédulo con el cartucho e lard automaticamente.

Manejo de desechos.
Se lleva a cabo siguiendo las normas vigen el pais para el manejo de desecho bioldgico
infeccioso.

Cuadro 12. Interpretacién de res e prueba molecular

Resultado del Equipo

MTB no detectado

MTB detectado resistenci

. . TB sensible a rifampicina
rifampicina no detectada P

MTB resistente a rifampicina.
MTB  detectado
rifampicina detectada

a | Solicitar una muestra adicional para realizar cultivo y PSD, para
determinar el perfil completo de resistencia a firmacos y confirmar
TB-MDR

Reportar tal como lo da el equipo y solicitar nuevas muestras para
a ) , . . . .
cultivo y para la prueba ripida molecular mediante amplificacién de

acido nucleico

No se reporta este resultado del equipo y repetir la prueba con la

misma muestra

invalido, error, no . o
No se reporta este resultado del equipo y solicitar nueva muestra

pert Dx System Operator Manual. Rev. C June 2012.

bilidad de la muestra ya inactivada
muestras inactivadas son estables a temperatura ambiente por 5 horas; si no es posible
rocesarlas pueden mantenerse hasta 12 horas en refrigeracién a temperatura entre 2 y 8

grados centigrados.
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Cada equipo debe ser monitoreado mensualmente usando el siguiente conjunto minimo de
indicadores para evaluar el uso adecuado:

¢ Nuamero de pruebas realizadas por mes.

® Nuamero y proporcién de MTB detectado, resistencia a RIF no detectada.

® Nuamero y proporciéon de MTB detectado, resistencia a RIF detectada.

® Nuamero y proporcién de MTB detectado, RIF indeterminada.

¢ Nuamero y proporciéon de MTB no detectado.

® Nuamero y proporcién de errores.

® Nuamero y proporcién de resultados invalidos.

® Nuamero y proporcién de ausencia de resultados. N\
Adenosin deaminasa \
Es una enzima que participa en el catabolismo de las purinas;la cataliza la deaminacién

de adenosina para formar inosina y amoniaco.

Su actividad fisiologica estd relacionada fun
diferenciacion linfocitica, por esta razon, su a@

inmunes mediados por células.

Su determinacion se realiza en liquidos cefalorraquideo, pleural, ascitico, pericardico,
peritoneal y sinovial, ya que su determi n suero sanguineo no tiene ningin valor

como ayuda diagnostica. v

Esquema 1: fundamet@ ueba adenosin deaminasa
ADA
Adenosi » Inosina + Amoniaco (NH3)

37 °C pH 6.5

H3 + Fenol Nitro prusiato + Hipoclorito Alcalino
O\ Indo fenol (Azul)
N

macion se basa en la cuantificacién del amoniaco (NH3), producido al poner en

atacto la adenosina (sustrato) con la adenosin deaminasa (ADA), presente en la muestra en
ondiciones adecuadas de pH, tiempo y temperatura. El amoniaco producido es directamente
proporcional a la cantidad de enzima presente en la muestra.

Condiciones de la muestra y sustancias que interfieren en los resultados
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de 1 miligramo por mililitro.

La heparina produce inhibicién de la enzima.

los eritrocitos.

Hemolisis: produce falsos resultados positivos por la concentracién de amonio

Utilizar como anticoagulante el oxalato de sodio o citrato de sodio a una concentraciéon

®  Muestras purulentas: produce falsos resultados positivos por la producciéon e
las bacterias colonizantes.
= La muestra es estable por 24 horas entre 2 a 8 °C y seis meses a menos 20 .°C
Cuadro 13. Equipo, materiales y reactivo para ADA
Equipo Material
Balén  volumétrico de 100 de  sodio
Espectrofotémetro mililitros, 500 mililitros, 100
mililitros
. Pipeta automaticas de 5 to acido de sodio
Medidor de Ph microlitros aH2PO4H20

” S Pipeta automitic
Balanza analitica o semianalitica . .
microlitros

Agua desionizada o agua destilada

Puntas plasticas o

Bano maria htimedo

Sulfato de amonio (NH4)25SO4

Mezclador Fr'a Seo8 dmbar de 3 y 1000 Fenol en cristales o liquido
mililitros
Tubo . de éril 13 x 100

Centrifuga O - * Nitroprusiato de sodio

(papel sellador)

Cocina o mechero

Hipoclorito de sodio

tubos 13 x

100 Hidréxido de sodio en lenteja

Adenosina pura

Refrigerador -

metros
Cronometro lenmeyer de 250 a 500 mililitros
Termoémetro

Patrones de Ph 4, Ph 7 y Ph 10

Fuente: Equipo técnico Line
MINSAL, 2019

ecnicos para el diagnéstico y control de la tuberculosis en el laboratorio clinico,

nto para la curva de calibraciéon de adenosin deaminasa.

Patron 1

1
anco 25 unidades/litro

Patr6on 111
75 unidades/litro

Patron 11
50 unidades/litro

100 micro litros

100 micro litros 100 micro litros

100 micro litros

bano maria a 37 °C por 60 minutos

ol Nitroprusiato 300 micro litros 300 micro litros

300 micro litros 300 micro litros

zclar bien inmediatamente cada tubo

300 micro litros 300 micro litros

ipoclorito Alcalino

300 micro litros 300 micro litros

Fuente: Equipo técnico MINSAL, 2019
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Procedimiento:
® Mezclar inmediatamente e incubar en bafio maria a 37 °C por 30 minutos.

= Leer la absorbancia a 628 nanoémetros o entre 620 y 650 nanémetros frente al blanco.

» QGraficar en papel milimetrado, ubicando la concentraciéon de los patr
unidades/litro, 50 unidades/litro y 75 unidades/litro sobre el eje de las
absorbancias correspondientes sobre el eje de lasY.

® Trazar una linea partiendo de cero que debera pasar por lo menos dos de/los untos
graficados, de lo contrario se debe de repetir la curva de calibracién.

= De persistir el error se debe preparar un nuevo lote de reactivos.

Curva de calibracién: microtécnica A

La curva de calibracion se realiza cada vez que se prepara un n de weactivos y su

finalidad es comprobar la linealidad del método. \

Ejemplo:
D.O.
\

0.6
0.4

0.2

25 0 75 /1

La curva de calibracién no 1liza para obtener la concentracion de las muestras, solamente

se utiliza para compro 1 ad del método.
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Cuadro 15. Procedimiento para procesamiento de muestras

Blanco reactivo Blanco ) Patron 11 Blanco Muestra
Adenosina muestra

Buffer Fosfato 1QO . - - 100 microlitros

microlitros
Solucién  de | - 100 - - 100
Adenosina microlitros
Patrén 11 - - 100 microlitros | -
Muestra B h - > . .

microlitros

Agua destilada > N > T > L. )

microlitros microlitros microlitros
Incubar a 37 °C por 60 minutos
Fenol 300 300 300 microlitros
Nitroprusiato | microlitros microlitros microlitros
Mezclar inmediatamente
Hipoclorito 300 300 300
Alcalino microlitros microlitros microlitros
Mezclar inmediatamente
Incubar en Bafo de Maria a 37°C por 30 minutos

osas. Manual de Procedimientos, Instituto
eferencia. Bogota D.C. Mayo de 2001.

Fuente: Bacteriologia del M. tuberculosis y de Micobacteria
Nacional de Salud. Subdireccién de Epidemiologia y Laboratorio N

Leer la absorbancia a 628 nanémetros (o e 620 — 650 nandémetros) llevando a cero con

agua destilada.
Registrar cada una de las lecturas de o8 tu cesados, incluyendo la del blanco reactivo.
Si no se posee equipo para micwéic - puede duplicar los volimenes. Esto no implica

c16n durante la incubacidn.

cambio en los calculos finales.

R ecomendaciones

® Tapar los tubos para eyi

® Mezclar cada tubod ente después de agregar el hipoclorito alcalino.

® Registrar todas

¢ La absorbanéi
0.040 na

reactiy

el Blanco reactivo contra el blanco de agua destilada no debe ser mayor de

dmet en caso contrario revisar la limpieza del material utilizado y los
rtar contaminacion.
¢ Cuando la absorbancia de la muestra sea mayor a 1.0, diluya de 2 a 5 veces con agua

el ensayo y multiplicar el resultado final por el factor de dilucidn.

ara encontrar la concentraciéon de ADA en unidades/litro
= A- B x50 = ADA en unidades/litro

C
Doénde:

A = (Abs. muestra) — (Abs. blanco muestra)
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Fuente: Bacteriologia del M. tuberculosis y de Micobacterias

Nacional de Salud. Subdirecciéon de Epidemiologia y Laboratorio Nacio

B = (Abs. blanco Adenosina) — (Abs. blanco reactivo)
C = (Abs. patron) - (Abs. blanco reactivo)
50 = es la concentracion del patrén II utilizado. Si se utiliza los patrones.I o

multiplicar por 25 o 75 respectivamente.
Abs = Absorbancia

Cuadro 16. Niveles compatibles con tuberculosis

Liquido Niveles de compatibilidad

Liquido pleural Por encima de 32 unidades/litr

Liquido cefalorraquideo Por encima de 5 unidad

Liquido pericardico Por encima de 96 unidade

Liquido peritoneal Por encima

Liquido ascitico Por en

losas. Manual de Procedimientos, Instituto
de Referencia. Bogota D.C. Mayo de 2001.

Preparacion de reactivos

Preparacion del Buffer fosfatos (50 "kg): pH 6.5)

Pesar el fosfato dibasico de sodi y 12H,O  5.62 gramos.

Pesar el fosfato acido de sodio NaH,PO,H,O 4.73 gramos.

Usar agua desionizada o estilada hervida durante 10 minutos.

Disolver en un balén a@a a una, las sales y completar a 1,000 mililitros con agua
desionizada.

Comprobar el p .

0.
Rotular y almaeenar a 8 °C en frasco ambar.

Disolver y a
Medir ¢ P de 14 solucion buffer; si no tiene el 6.5 ajustarlo con gotitas de hidroxido de
sodi ~0 acido clorhidrico al 1N.

%
le por 2 meses
adre de sulfato de amonio (15 Milimoles - mmol)

@ ,982 gramos de sulfato de amonio (NH,),SO,
Disuelva en un balén y complete a 1,000 mililitros con el agua desionizada. Depositar en
n frasco ambar y rotular.

Es estable por 1 ano

Solucion fenol 106 milimoles, nitroprusiato 0.17 milimoles
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® Pesar 5 gramos de fenol en cristales.
® Pesar 0.025 gramos de nitroprusiato de sodio.
¢ Disolver en un balén aforado y complete a 500 mililitros con agua desionizada.
® Rotular y guardar en frasco ambar, de 2 a 8 °C.
Es estable por 2 meses.

Soluciéon de hipoclorito alcalino [11 milimoles de hipoclorito de sodio 5
milimoles de hidroxido de sodio (NaOH)]|
® Pesar 2.5 gramos de hidroxido de sodio y agregar 300 mililitros de agua de

® A la preparacion anterior agregar 8.2 mililitros de hipoclorito de sod
500 mililitros con agua desionizada y mezclar.
* Guardar en un frasco ambar a temperatura entre 2 a 8 °C.

“

Es estable por 2 meses.

Solucion buffer de adenosina (21 Milimoles de adenosina ilimoles de fosfato, pH 6.5)
® Colocar 5 mililitros de buffer fosfatos 50 milimole

gramos de adenosina.

o de vidrio, agregar 0.056

¢ Calentar en bano maria hasta disolver y en amente en el chorro de agua fria
para evitar el desprendimiento de amonio.
¢ Completar el volumen (10 mililitros) ¢ ffer fosfatos y rotule el tubo.

Nota: Preparar en el momento de usar.

»
Preparacion de patrones para la curva de €alibracion
Patrén I: Tome 0.25 mililitros de
mililitros con buffer fosfatos en

160n madre de sulfato de amonio y complete a 100

6n aforado de 100 mililitros que equivale a 25 unidades
por litro.

Patron II: Tome 0.50
mililitros con buffe

a solucién madre de sulfato de amonio y complete a 100

bal6én aforado de 100 mililitros, que equivale a 50 unidades
por litro.

Patrén I1I: Tome mulilitros de soluciéon madre de sulfato de amonio y complete a 100
mililitros fosfatos en balon aforado de 100 mililitros, que equivale a 75 unidades

por litr

N
dad

bersonal de laboratorio debe cumplir en todo momento las medidas basicas de
seguridad para evitar el riesgo de infeccidn, esto se logra mediante la organizacion en el
abajo, la concentracidn, el estado de alerta, y la implementacion de medidas de precaucion

muy simples y de poco costo.
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Es importante recordar que en el momento que se esta frente al paciente sintomatico
respiratorio, es el mayor riesgo de infectarse por aspiraciéon de nicleos de gotas conteniendo
BAAR.

Informacién y control médico del personal de laboratorio.

® Los trabajadores de salud infectados con VIH u otra enfermedad inmungsupresora, con
tratamientos prolongados con medicamentos inmunosupresores (como corticoides) o
trabajadores con diabetes no deben trabajar en areas de riesgo.

® Los que padecen enfermedades pulmonares cronicas deben contar con autorizacion de su
médico para ser incorporados a las tareas del laboratorio de tubérculosis.

® Son necesarias las reuniones periddicas con todo el personal dée laberatorio, destinadas a
recordar las medidas de bioseguridad, analizar si se estan cumpliendo con regularidad,
dilucidar las causas de los accidentes que pudieran habérse producido y realizar las
correcciones que fueran necesarias en la rutina de trabajo.

® Cuando el personal presente sintomas respiratorios por mas de quince dias, deberd pasar
consulta médica, y disponer de examenes, entre ellos: baciloscopia, radiografia de torax,
prueba rapida molecular mediante amplificac¢iéon de acido nucleico y cultivo de
muestras pulmonares.

® En cada seccidon deben estar expuestas las norinas basicas de bioseguridad especificas para
cada tipo de tarea.

® El personal debe informar a sujefe inmediato cualquier accidente de trabajo.

® Realizar evaluacion médica,por lo menos una vez al ano, de los trabajadores de salud de
las areas de mayor riesgoide transmision de M. tuberculosis y otras infecciones respirato-

rias.

Precauciones generales durante el procesamiento de muestras para el diagnostico

de tuberculosis:

® Aplicar todas las medidas 10gicas para evitar la generaciéon y movimiento de aerosoles que
son el vehiculo prncipal de transmision de bacilos.

* Manipular el material potencialmente infeccioso en areas alejadas de la circulacion general.
Restringir €l acceso al laboratorio de personal ajeno al area de trabajo para evitar
moviniientos, corrientes de aire, distracciones y exposicion de personas no involucradas.

® No utilizar ventiladores ni acondicionadores que generen movimientos de aire en el
momiento de manipulacion de material potencialmente infeccioso, mientras se esta
trabajando.

e Al finalizar la tarea y antes de poner en funcionamiento ventiladores y aires

acondicionados, desinfectar las superficies de mesas donde se realizaron los extendidos y
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donde se colocaron recipientes con material potencialmente infeccioso, se recomienda no
permitir el ingreso de personas ajenas a esta actividad durante media hora como minime
y luego ventilar para eliminar vapores de cloro o fenol.

No barrer ni limpiar superficies en seco, utilizar siempre un trapeador humede. Neo
encerar. No levantar polvo al limpiar.

No ubicar en el area de trabajo objetos innecesarios (adornos, plantas, floreres.y Otros) ni
sacar registros o elementos alli utilizados.

Cuando se estan procesando muestras utilizar siempre gabacha descartable o gabachon, de
manga larga con pufio comprimido y cerrada, sobre la gabacha blan¢a, para proteger de
las sustancias quimicas, colorantes y salpicaduras accidentales con muestras:

Utilizar respiradores N-95 o N-100, el cual debe cumplir las nofmas dé la NIOSH. deben
ser de uso personal. Pueden ser reutilizados siempre y cuando sé conserven en un lugar
seco y no adquieran humedad, ni se deformen; para que no sé humedezcan no guardarlos
dentro de envolturas plasticas. El tiempo de uso s@ recomienda como maximo una
semana, pero si esta en perfecta condicion.

Utilizar guantes descartables para manipularnaterial potencialmente infeccioso, lo mismo
para limpiar derrames y manipular desinfectantes.

Lavarse las manos antes y después del uso de guanteés ¥ siempre que sea necesario, no tocar
instalaciones, material de escritorio o eguipo del laboratorio con los guantes puestos.

Dentro del area de procesamiento ‘de muestras no se debe: beber, comer, fumar,
magquillarse, utilizar ufias acrilicas, introdugirse en la boca elementos, utilizar anillos, joyas

o bisuteria, incluyendo el relojgeelular u otro dispositivo electronico.

Recomendaciones generales en el area de trabajo.

El area de trabajo debe amantenerse limpia, ordenada, con suficiente luz (natural o
artificial) y buena yentilacion.

En caso de accidente, que se derrame una muestra en el piso o en la mesa de trabajo,
colocar hipoglorito de sodio al 0.5% o fenol al 5%, cubrir con papel absorbente y
empapar cuidadosamente el papel. Dejarlo durante treinta minutos antes de limpiar el
area. Luégo descartarlo como material bioinfecciosos.

Tode material €ontaminado: laminas portaobjetos, frascos recolectores de muestras, y
otros; antes de salir del laboratorio deben recibir tratamiento de decontaminacidn;
deseartando el material adecuadamente.

Ningtin equipo de proteccion personal sustituye el cuidado, orden y precaucion que debe
tener cada técnico al realizar su trabajo.

S1 se produce una herida cortante o punzante en el momento en que se estd
manipulando muestras, extendidos, o material descartado, el personal debe lavarse las

manos o la zona afectada de inmediato con abundante agua y jabodn, aplicando
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inmediatamente alcohol etilico al 70%. Si el accidente fuese con una muestra positiva se

debe consultar con el médico, para determinar si es necesario el uso de quimioprofilaxis.
® Sise produce una salpicadura que afecte el ojo con material potencialmente infeccio

un reactivo, se debe lavar con agua destilada o solucion fisiologica estéril utihizando

recipiente estéril.

® Si se produce contacto con un acido concentrado, lavar la zona y ropa 2

abundante agua.
® Comunicar al jefe de laboratorio luego de tomar las medidas descritasiy an Q a fecha

del accidente, en el formato respectivo.

N

Limpieza de mesas de trabajo:

\

Las mesas de laboratorio se deben desinfectar con hipoclorito de sodio al 0.5%, o alcohol al

70%, antes y después de la rutina de trabajo. La desinfecci as mesas debe ser hecha por

el personal técnico, no debe dejarse esta tarea al personal

Las diluciones de lejia deben prepararse cada d as liberan cloro en forma gaseosa

ya que ¢

con lo que se debilita su potencial germicida tra rido ¢l tiempo, ademas las soluciones de

hipoclorito de sodio son inactivadas en presencia de grandes cantidades de materia organica.

Area de preparacién de medios reactivos

En esta area se requiere: mesa, etro coagulador y refrigerador con capacidad
suficiente para almacenar los m tivos que necesitan ser mantenidos a temperatura
entre 2 a 8 °C

@ereulosm segtn el riesgo y pruebas a realizar

Las tareas con distin 1 e riesgo deben ser ubicadas convenientemente para que se

Tareas de laboratorio de

a accidentes.
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Cuadro 17. Niveles de precaucion, actividades de laboratorio asociadas vy

evaluacion de riesgos en los laboratorios de tuberculosis

* Nivel de riesgo

del laboratorio de
tuberculosis

Actividades del laboratorio

Evaluaciéon del riesgo

Bajo riesgo

Recepcion de muestras, baciloscopia directa
del esputo; preparacién de muestras para
cartucho de

utilizarlas  en un prueba

automatizada de amplificacién de acidos
nucleicos (como la prueba ripida molecular

mediante amplificacién de acido nucleico)

Bajo riesgo de generacion de
aerosoles infeccioso$ a partir de las
muestras; baja concentracion de
particulas infec€iosas

Riesgo moderado

Concentraciéon  de  muestras  para la
inoculacién en medios de cultivo primarios;
antibiograma directo (por ejemplo, ensayos de

sonda en linea en esputo tratado)

Riesgo moderado de @éneracion de
aerosoles infecciosos a partir de las
muestras; moderada concentracion
de particulas infecciosas

Alto riesgo
(laboratorio de
contencién de
tuberculosis)

Manipulacién ~ de  cultivos  para | la

identificacién; antibiogramas o emsayos de

sonda en linea en aislados cultivados,

procesamiento de muestras, . lectura = de

cultivos, esterilizacién y/o desinfeccion de

material potencialmente infeccioso.

Alfo riesgo de generacion de
aetosoles infecciosos a partir de las
muestras; alta concentracién de

particulas infecciosas

Fuente: Equipo técnico. MINSAL, 2019

*E nivel de riesgo se refiere a la probabilidad de que alguna persona del laboratorio sea infectada por M.

tuberculosis como resultado de los procediniiéntos realizados en el laboratorio.

R ecomendaciones:

® Seleccionar para estas areas.mesas, sillas, armarios, estantes y mobiliario que puedan ser

decontaminados con hipoclerite de sodio al 0.5% o alcohol al 70%; este mobiliario debe

permanecer en el area, para evitar contaminacion.

impermeable gue resista la accion de los decontaminantes.

Si se dispone solamente de mobiliario de madera, debe ser pintado con pintura

® Para permifir la limpieza y desinfeccion, se debe dejar espacio alrededor de muebles,

equipos y.no se debe almacenar material directamente sobre el piso.

En lazona de tiesgo mediano deben ingresar el material de vidrio reciclado, medios de

cultivo y redctivos necesarios para el procesamiento de muestras.

Debe seér de acceso restringido al personal técnico y administrativo ajenos al area.

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 de aire y con ventiladores

y extractores de aire.
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Debe contar con un panel de vidrio en puerta que permita vision desde afuera.
Superficies de pisos, paredes, techo y mesas de material no poroso, lisas y selladas;
cubiertos con materiales y pinturas que resistan el tratamiento con solucidn /de
hipoclorito de sodio al 0.5% y eventualmente con fenol al 5%.

Debe ser de facil acceso al area de decontaminacién de materiales.

Debe contar con excelente illuminacidn, agua corriente, gas y electricidad.

Debe contar con un lavabo para hacer coloraciones y otra para el lavado de manos
(preferentemente ubicada cerca de la salida del area).

Debe contar con mobiliario necesario para realizar los procedimientds técnicos.

Espacio suficiente para ubicar el equipo necesario.

Aire acondicionado independiente.

Sistema de extraccion de aire. Cada extractor debe ser ubicado @ la miayor altura posible,
en la pared opuesta a la puerta de ingreso y deben expulsar €l aire hacia un area abierta,
no transitada, lejos de edificios ocupados.

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

La cabina de seguridad bioldgica clase I, tipo A2, filtra y retiene a los bacilos que pueden
quedar suspendidos en las operaciones de mayor riesgo. Debe estar ubicada en un lugar
donde la circulacion de personal sea lasindispensable y lejos de puertas y ventanas que se
abran. Conviene dejar un espacio de aproximadamente treinta centimetros libres
alrededor del equipo para poder aceeder durante las tareas de control y mantenimiento.
Cuando se utilizan cabinas de séguridad bioldgica, no es indispensable tener un sistema
de extraccidon de aire, aungue logicamente es conveniente. La extraccidon puede ser
realizada por la misma cabifia mientras esta en funcionamiento, expulsando el aire a través
del ducto hacia el exterior. El técnico que la instale debe asegurar que no exista
recirculacion de aige hacia €l interior del laboratorio por ese ducto.

Las centrifugas de mesa deében estar a una altura comoda para que pueda verse el rotor y
para operar sii dificultad.

Las areas de mayor siesgo deben contar con lamparas de luz ultravioleta ya que son utiles
para completar la desinfeccion de superficies cercanas y de mayor riesgo de

contaminacion.

Area de esterilizacion de material contaminado

En ella s¢ ubican los autoclaves utilizados para decontaminar: muestras, sobrenadantes que

deben ser desechados, y el material de vidrio utilizado (potencialmente) infeccioso que debe

ser teciclado (tubos, pipetas, otros); debe reunir las siguientes caracteristicas:

Facilmente accesible desde el area de procesamiento de muestras, de manera que no sea

necesario transportar el material contaminado a grandes distancias o a través de escaleras
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o 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.

¢ El material a ser reciclado y las muestras deben seguir un recorrido en una uGmica
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 bielogico debe
descartarse 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 que debe estar ubicada en formia comtigua a la de
esterilizacién de material.

® En el area de lavado y reciclado de material de vidrio se requiere lavabo y amesas amplias,
autoclave y estufa (preferentemente de esterilizacion)s Referitse a  Manual de

bioseguridad en el Iaboratorio de tuberculosis, 2013. Organizagion Mundial de la Salud.

Supervision y control de calidad.

Para supervisar es preciso contar con técnicas Operativas estindares. La supervision implica
observacidn, coordinacidn, correccidn, ensehanza, estimulo y evaluacion de la competencia
técnica de las actividades del personal que se desempena en el area de tuberculosis de los

laboratorios, con el propdsito que el trabajo sea realizado en forma eficiente.

Es un proceso educativo reciproco, permanente, regular y planificado, que permite desarrollar
los conocimientos y la capacidad del personal, crear actitudes respecto al trabajo y contribuir
a mantener la eficacia de una red de servicios organizados, en este caso, los laboratorios que

efectiian técnicas bacteriologieas de tuberculosis.

Métodos de superyision
a) Procedimientos indirectos
Son aquellos,que sé efecttan a distancia, basados en algunas de las siguientes modalidades:

* Envio de muestras o laminas de resultado conocido por el nivel supervisor al supervisado,
para comparar los resultados.

e _Envio de laminas del trabajo habitual desde el nivel local al nivel intermedio o al nivel
superior para comparar los resultados y evaluar la aplicaciéon de la técnica baciloscopica.
Esta ‘modalidad es la mas aceptable desde el punto de vista operacional y constituye la
supervision técnica indirecta.

¢ Control de calidad externo de los medios de cultivo comparando la sensibilidad de los

medios preparados por la red y la del laboratorio nacional de referencia.
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* Control de calidad externo de la prueba rapida molecular mediante amplificacion de
acido nucleico, comparando la concordancia, sensibilidad y especificidad de las prueb
realizadas por la red.

® Control de calidad interno de la prueba Adenosin deaminasa con relectura de muestras
reportadas como positivas.

e El anilisis critico, cuantitativo y cualitativo de la informacion estadistica.

b) Procedimientos directos

regular y oportuna; por las limitaciones de tiempo, movili

del supervisor.

Control de calidad indirecto de las bacilosc
Es un procedimiento que realizan en conjunto los distiitos niveles de la red de laboratorios,

tiene como objetivo elevar y mantener idad de trabajo. No tiene caricter punitivo

(aplicacion de sanciones) y se basa e aracidén y evaluacién técnica indirecta de

laminas de baciloscopia preparadas en eldia a dia correspondiente al trabajo que se realiza en

cada laboratorio. Los aspectos a en cuenta en esta evaluacidon son: el extendido, la
coloracidn, la calidad de la mu concordancia cualitativa y cuantitativa de las lecturas
microscopicas.

El control de calidad
16n producida por el laboratorio es precisa, reproducible y oportuna.
® Establecer unsistéma de alarmas que permite prevenir, descubrir y corregir errores.
* Resulta mas e ara detectar y asistir a los casos de tuberculosis para controlar la

enferm
N

idad interno

able del area de tuberculosis en el laboratorio debe establecer un sistema de
egulares y continuos de los puntos criticos. Es un compromiso que se debe asumir

ada laboratorio que realiza bacteriologia de la tuberculosis.

control de calidad interno comprende:

¢ Evaluaciéon de materiales, equipos y reactivos.
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Desempenio del personal.

Procedimientos estandarizados.

Informes precisos y oportunos.

Oferta y aplicacion adecuada de los métodos diagnosticos.

Rendimiento de los métodos diagnosticos para detectar casos.

Seguimiento de los resultados obtenidos.

Medidas correctivas a aplicar cuando la imprecision del resultado excéde imites

considerados aceptables o se producen demoras evitables.

Preparacion de laminas para el control interno de la coloracion N\

El personal debe cumplir los siguientes procedimientos:

Preparar extendidos de muestras positivas y negativas, trat ente con 10 gotas

de hipoclorito de sodio al 0.5% por lo menos durante.m hora. Preparar con ellas
tantos extendidos como sean necesarios, para que ser utilizados durante dos

meses. Guardarlas en cajas con separaciones, dis

ldamina negativa y otra positiva. Registrar el resultado de este control de calidad en la
PCT- 4. (anexo 8).
Comprobar que los BAAR se wean e intensamente coloreados con fucsina y
que la coloracién de fondo se if del color esperado y que ofrezca buen

contraste.

Si se detectan defectos, repefit el control con otros extendidos para descartar un posible

error en la técnica de tineid ersiste el defecto, investigar la causa de error. Si se

realizan mas de diez scopias por dia, se debe repetir el control arriba descrito
(coloracién de un S1tlvo y uno negativo) una vez por semana.

Si se realizan de diez baciloscopias por dia se deben incluir los frotis positivo y
negativo com@ control diariamente.

Control dedegistros & indicadores de la calidad de trabajo:
. N L. , o
® Verifi u uestras estén siendo procesadas en el dia en que fueron recibidas o al

dia siguiente. Si el laboratorio no puede hacer baciloscopias todos los dias o si recibe
centros periféricos, verificar que no transcurran mas de cinco dias desde que
tras fueron tomadas hasta que son procesadas e informadas.
olar que los resultados de las baciloscopias se estén entregando regularmente como
aximo tres dias habiles después de procesada la muestra.

erificar que los resultados sean recibidos por personal responsable del sistema de salud.
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® Comprobar que hayan sido derivadas para cultivo las muestras que lo requieren, de

acuerdo a lo establecido en la normativa.

Analizar y mantener un registro de los siguientes indicadores:
® Concentracion de baciloscopia por sintomatico respiratorio.
® Positividad de baciloscopia de diagnéstico.

¢ Nuamero de baciloscopias realizadas por caso.

Si estos valores se alejan significativamente de los habituales, se deben in causas.

® Sucesion de resultados positivos en uno o unos pocos dias de detectan,
investigar si se ha producido contaminacién cruzada (transfere desde una
muestra altamente positiva a las siguientes) \

® En el caso en que detecten anormalidades y no puedan identificadas las causas,

consultar al laboratorio de referencia.

Supervision técnica indirecta de la baciloscopi

Consiste en el envio de laminas desde el labor ocal (supervisado) al laboratorio

supervisor (centro de referencia de contrel.de calidad de baciloscopia); se basa en la

comparacion de resultados y la evaluacid plicacidn de la técnica baciloscopica en las

laminas preparadas por los laboratori 1jo de rutina. Los laboratorios de los centros
de referencia de control de calidad )ajo su supervision a la red local y el laboratorio

nacional de referencia a los centros de encia de control de calidad.

Conservaciéon y envio de las

¢ Todos los laboratori tian baciloscopias deben conservar durante un mes la

totalidad de las 1 ivas y negativas.

eben ser enviadas en orden correlativo en los primeros cinco dias
habil 3 siguiente (segin calendarizaciéon) cumpliendo las indicaciones del

instrugtivo para el llenado del envio de control de calidad indirecto de baciloscopia.

\
uacion de resultados de supervision de cada lamina.

acer la supervision de cada lamina se evaluara:

¢ (Calidad de muestra: mucopurulentas, mucosa o saliva.
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¢ Extendido: fino, grueso, homogéneo, no homogéneo y tamano adecuado. (Ver anexo 12.
Calidad de extendido y coloracion de laminas)

® Coloracion: buena (sin precipitados o cristales de fucsina), buena con objeciones. (falta d
decoloracion y con presencia de cristales de fucsina); deficiente.

® Concordancia de los resultados: especificidad, sensibilidad, concordancia, discord: @

Toda la informacién generada en la supervision técnica indirecta debe ser co a los
laboratorios supervisados mediante la elaboracién de un informe.

Supervision administrativa indirecta

Consiste en el analisis y la evaluacién critica cuantitativa y cua e nformacién

\

estadistica mensual para poder evaluar:

® Correlacion cuantitativa y cualitativa con la informaci anteriores.

Proporcion de baciloscopias para diagndstico y para el el tratamiento.

ciloscopias para diagnostico.

1sos diagnosticados.

Es conveniente, que el equipo del progra serculosis del nivel local, efectie un analisis
global de la informacién mensual p las relaciones pertinentes entre las diversas
actividades: localizacién de cas s bacteriologicos, notificacioén, pacientes en

tratamiento, entre otros.

Durante la super

Interno y exter

| control de calidad interno de cultivo deben realizarse las siguientes acciones:

® Una rutina de trabajo con un sistema de controles regulares y continuos de los

puntos criticos.
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Evaluar materiales, equipos, reactivos, el desempeno del personal, los procedimientos,
la precision y oportunidad de los informes, la aplicacion adecuada del cultivo y e
rendimiento del cultivo.

Proporcionar el seguimiento de los resultados de los controles de calidad.

Aplicar las medidas correctivas cuando la  imprecision del resultado ex a

limites considerados aceptables o se producen demoras evitables.

Aspectos esenciales a tomar en cuenta cuando se realiza el control de calidad no en

medios de cultivo:

Coloracion del medio de cultivo: el color en tubos de un mism resentan

distinta intensidad de verde y que evidencian mala homog o uos en los
tubos. Un verde muy oscuro evidencia exceso de vef
acido. Medios muy amarillentos pueden indicar defecto de verde de malaquita o pH

muy alcalino.

extraidos al azar del equipo de coagulacic

adecuados para hacer repiques.

excesiva y por lo tanto h
indicadores de mala homo
Sensibilidad del medio:

El LNR debe realiza
todos los lotes de

determinar co

Existen dos forma ¢ se puede llevar a cabo el control de calidad interno de los lotes

preparados por orios de TB.

ontrol se realiza con una cepa pura H37RV del M. tuberculosis, de al
s sembrada.

de la suspension bacilar.
con una asa bacterioldgica estéril el total de colonias del cultivo a ~ procesar y

olocar en el frasco estéril con tapa de rosca que contiene las perlas de vidrio.
gitar en el vortex durante 2 minutos con el fin de obtener un homogenizado de la cepa

a estudiar.

¢ Adicionar aproximadamente 2 mililitros de agua destilada estéril.
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® Agitar nuevamente por 30 segundos.

® Dejar reposar 20 minutos sin mover

®* En un tubo de 20 x 125 milimetros agregar 1.0 mililitro de agua destilada estéril, cor
pipeta de transferencia o con la pipeta de 1 mililitro adicionar 0.5 mililitros de 1a susp Q
si6n bacilar al tubo.

® Agregar gota a gota hasta lograr una turbidez igual a la del tubo de la escala de
land ntmero 1, para obtener una suspension de 1mg/ml de masa bacilar.

Preparacién de diluciones

® Tomar 6 tubos con 9 mililitros de agua destilada estéril, marcados se mente desde
10-1 hasta 10-6

® Con una pipeta estéril descartable, tomar 1mililitro de la suspe
al tubo 1 de Mc Farland de la cepa en estudio y agregar al
10-1.

® Mezclar con el agitador por 30 segundos la dilucion btener una suspension
homogénea.

® Con una nueva pipeta estéril descartable, to la dilucién 10-1 y agregar

al tubo identificado como 10-2 en la misms? antes.

® Mezclar con el agitador por 30 segundos la'd 0-2, para obtener una suspension
homogénea.
¢ Continuar asi usando cada vez una nu ipeta, hasta preparar las diluciones 1073107

102y 10

Siembra de las diluciones bacilares

® (Colocar en cada una de las

rresponden a las dilucio N 0'6, ademas de las dos diluciones a sembrar segiin co-
rresponda.
® Antes de sembrar agi

e  Sembrar 0.2 milili

identificada ¢

30 segundos cada una de las diluciones.

pl) en cada tubo de medio de la suspensiéon 107 de la serie

medio, lue el mismo procedimiento para las series 107°

Incubacién. - N\
® Después de sembrar el inoculo realizar el proceso de distribucién sobre toda la superficie

cada uno de los tubos por sus extremos con el pulgar y el indice de la misma

anteniéndolo en posiciéon horizontal y haciéndolo rotar suavemente para
que la suspension sembrada se distribuya sobre toda la  superficie del medio. Este pro-

edimiento es de gran importancia para distribuir el in6culo homogéneamente sobre la
superficie del medio, de este modo se obtiene un desarrollo de colonias que facilita el re-
cuento.
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® Colocar los tubos en una bandeja de acrilico levemente inclinados y llevar a incubar a 37
°C con las tapas sin ajustar.

® Marcar las bandejas con la fecha de siembra y lecturas a los 21 y 35 dias, registrando €li-
chas lecturas en el formulario para registro de control de calidad de medios de ¢ultivo.

2. En los laboratorios de la red que preparan medios de cultivo el control de sensibilidad
consiste en sembrar regularmente las muestras de esputo para diagndstico con
baciloscopia positiva aunque el cultivo no sea necesario para el paciente. ia positividad
del cultivo (en escala de cruces) debe ser igual o mayor a la positividad dela baciloscopia
(también en escala de cruces).

Los resultados de control de sensibilidad pueden evaluarse como satistactorios hasta los

veinte dias de incubacion. Cuando los resultados no sean satisfactorios, se identificara el
material sembrado en él, desde que fue puesto en uso. S¢ anularin 16§ resultados
negativos que se obtengan con ese lote y se repetiran’ los eultivos que quedaron

comprometidos.

Esterilidad

Observar esterilidad absoluta, después de incubae guatro tibos de cada nuevo lote al azar, a
37 °C durante cuarenta y ocho horas y luego de dejatlos €uarenta y ocho horas adicionales a

temperatura ambiente.

Registro de la preparacion, recepeion y ¢onsumo de medios de cultivo.

Todos los laboratorios de la red.que preparan medios de cultivo deben llenar el formulario
para mantener un registro actualizado que permita individualizar lotes deficientes y para

descartarlos, evaluar la calidad de los miismos y cuantificar el consumo del laboratorio (anexo
13).

El responsable deli drea uma. vez al mes controlard que se estén cumpliendo los
procedimientos adécuados en la preparacion, conservacion de reactivos y medios; ademas

debera controlat el proceso de esterilizacion usando indicadores de temperatura.

Controliinterno de la calidad de los registros

El responsable del area de tuberculosis de cada laboratorio debe:

e Disponer de un profesional no involucrado en la realizacién e informe del cultivo, para
que revise los datos y resultados consignados en los informes elaborados ese dia, los
cuales deben coincidir exactamente con los registrados en el libro del laboratorio. Esto
puede ser realizado por el responsable del laboratorio, en el caso en que ¢l mismo no
procese e informe muestras.

®  Verificar que se procesen las muestras los dias establecidos en la rutina de trabajo para

acido resistente y que no se detecten demoras mayores a los tres o cinco dias de tomadas
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las muestras.
® Derivar los aislamientos de los pacientes que lo requieran, para identificacién y prueb
de sensibilidad, de acuerdo a lo establecido en los presentes lineamientos técnicos.

®  Garantizar el control de calidad interno de los resultados del cultivo.

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

a) Si la muestra ha sido tomada para control de tratamiento:

® En este caso, el resultado puede reflejar simplemente que el pacie

bacilos muertos o no viables lo que indicaria que el tratamiento &

b) Si la muestra ha sido tomada para diagnostico: \

® En este caso, se debe verificar si este tipo de resultado s ite 'y simultineamente se
investigara si la sensibilidad del lote del medio en uso res si la concentracién del
decontaminante y el tiempo de tratamiento con ¢l son | rmalizados, y st la temperatura
de la estufa de incubacién no excedi6 el limite ae ble. | tratarse también de un error

en la obtencién o trascripcion de la informae de la historia de tratamiento del

paciente.

Muestra contaminada.

El personal de laboratorio debe inve

Si transcurrié un tiempo excesivo el momento de la toma y el procesamiento, se

reorganizard el transporte de muest corregird la rutina de trabajo del laboratorio

segiin corresponda.

Al repetirse la contamina en muestras del mismo paciente, se procedera a utilizar

técnicas mas enérgic econtaminacién para investigar muestras sucesivas de ese

individuo.

Si persiste la co i6n de muestras derivadas por un mismo servicio, se procedera a
as oportunos y en condiciones apropiadas.

erilidad de los reactivos, el proceso de decontaminacién, se haran las

icas en caso de detectarse de acuerdo a la normativa vigente.

aso que se detecte que el problema se asocia a un operador.

ando hay un incremento inusual del nimero o frecuencia de cultivos positivos en un

corto periodo de tiempo, se debe investigar la posibilidad de que haya existido
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contaminacidn cruzada y por lo tanto falsos resultados positivos de cultivos.

Se debe investigar la posibilidad de que haya existido contaminacién cruzada y por lo tante
falsos resultados positivos de cultivos.
Verificar que los pacientes involucrados no tienen clinica compatible con tuberculosis; para

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 €arga dé 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 €on €seaso nimero de
colonias. Si, ademas, se constata que resultaron positivos solo los cultivos dé muestras que han
sido descontaminadas, se sospecha que la transterencia fue realizada mediante las soluciones o

instrumentos utilizados durante el proceso de decontaminacion.

Analisis de la demora en la entrega de informies.

Mas del 95% de los resultados deben haber sido entregad®s dentro de los sesenta y tres dias
de tomada la muestra. Verificar que un porcentaje similar de los cultivos positivos hayan sido
informados dentro de las cuarenta y ocho horas de detectado el desarrollo. Es necesario
confirmar que los resultados hayan sidé recibidos por el encargado del Programa de
Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias en el establecimiento respectivo.

En caso contrario, identificar la(s) e¢tapafs) en la(s) que se produce(n) la demora: lectura de
cultivos, registro de resultados, @critura del informe, entrega del resultado. Reorganizar

consecuentemente la actividad.

Control de calidad externo

El Salvador cuenta/¢om una red de laboratorios de tuberculosis establecida y organizada, en la
que algunos laboraterios de nivel intermedio también realizan cultivo. En ese sentido el
LNR centraliza ¢l contiol de calidad de los medios elaborados en la red y analiza el aporte

del cultivo al diagndstico de la tuberculosis.

El personal de laboratorio debe asegurar la calidad de los registros de:

® (Ingreso y procesamiento de muestras y de derivaciones al laboratorio de referencia.
®  Resultados bacteriologicos.

¢ Resultados de evaluacion de la calidad de medios de cultivo y reactivos.

o Temperatura de los equipos.

Mediante el analisis de la informacion registrada, es necesario evaluar:
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La organizacion y agilidad del trabajo.
Resultados falso positivos o negativos, contaminacion.
Rendimiento del cultivo para el diagndstico de casos de tuberculosis.

Precision, claridad y agilidad para el informe de resultado.

Control de calidad de la prueba ripida molecular mediante amplificaciéon de dcide nu

Monitoreo del indicador de calidad

Cada cartucho contiene controles internos (control de procesamiento de la

muestra y el control de verificacién de sonda).
Los controles positivos y negativos pueden ser procesados de acuerdo
las directrices locales.

Registrar los resultados de las muestras de control, solucionar

resultado inesperado y monitorear tendencias en el tiempo

Cepas de control deben ser aislados clinicos bien caracterizados (fenotipica
y genotipicamente).

Monitorear rutinariamente indicadores de cali

El monitoreo rutinario de indicadores de cali (indicadores de desempefio) es un

elemento clave en la garantia de cali ara cualquier prueba de diagndstico y es
también un requisito de ISO. A

Cada laboratorio donde se realiza fa prueba rapida molecular mediante amplificacion
de acido nucleico, debe rec analizar los indicadores de calidad mensualmente.

Cualquier cambio inexplicablé en los indicadores de calidad (como el aumento de las
tasas de error, el cambig sa de positividad de MTB o la tasa de resistencia a RIF o

cambio significativo_e volumen de pruebas realizadas) debe ser documentado e

investigado.
Las tasas de er erior a un umbral predeterminado (por ejemplo 5%) deben ser
investigadas.

indi ¢ calidad deben ser revisados por el responsable del area de tuberculosis

laboratorio, y siempre deben estar vinculadas a las acciones correctivas si se

0 de indicadores estandar de calidad se debe utilizar para todos los laboratorios

alizan las pruebas rapidas moleculares mediante amplificacién de acido

e establecera un sistema de emisidon centralizada de los indicadores de calidad.
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¢ La documentacidon de las acciones correctivas y mejoras posteriores/ normalizacién de

los indicadores de laboratorio después de la adopciéon de medidas correctivas e

importante.
Control interno de ADA Q
El control interno para adenosin deaminasa se realiza con muestras positivas, cua e

almacenan en alicuotas congeladas, de valores conocidos.

Las muestras positivas de referencia son utilizadas cada vez que se proce tras y curva

N

de calibracion.

\

i6n documentada.

Sistema de gestion de calidad en tuberculosis

El sistema de calidad se construye fundamentalmente con infor

Los documentos que identifican los procesos, procedimi nstrucciones, especificaciones
as personas en la realizaciéon
cciones y las pruebas, reducir los
errores relacionados con la mala comunicacidn, red as variaciones en los productos y

minimizar las fluctuaciones en el desempefio. En su conjunto constituyen una guia que

establece claramente las expectativas. con 1 0 al trabajo que se debe realizar.

»
En vista de lo anterior, el laboratori &ulosis debe contar con:
1

¢ Procedimientos operativos OEs) de las técnicas y procedimientos realizados
en la rutina diaria.
® Formularios para el re temperaturas de incubadoras y refrigeradoras.
¢ Formularios para re e uso de cabinas de seguridad bioldgica, prueba rapida
molecular 1ante amplificaciéon de acido nucleico, coaguladores para medios
10s, balanzas, medidores de pH.

istro de elaboracion del medio de cultivo.
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Sistema de registro
El registro del laboratorio se utiliza para documentar los resultados del examen microscopico
de las muestras; también aporta informacién que integrada a la producida por o “

laboratorios, es til para evaluar la situacién epidemioldgica.

El laboratorio debe poder investigar en sus registros:

¢ Sintomaticos respiratorios examinados.

® Muestras recibidas y referidas para baciloscopia, prueba rapida molecu diante
amplificaciéon de acido nucleico, ADA, cultivo, prueba de sensibili ificacion.
* Resultado de las diferentes pruebas bacteriologicas de cada pacien A\
¢ Casos diagnosticados y controlados.
® Reactivos e insumos recibidos y consumidos. \
Los laboratorios de la red deben contar con los siguiente \entos estandarizados por el

PNTYER:

¢ Norma nacional de prevencioén y control de

® Lineamientos técnicos para el diagnostico
laboratorio clinico vigente.

® Libro para el llenado del envio del co calidad indirecto de baciloscopia.

®  Solicitud de examen bacteriologico @ losis (PCT- 3).

® Registro de actividades de laboratos - 4).

® Libro de registro de envio de IVOS (PCT-11).

Los laboratorios que realiza pruebas deben de contar con:

* Registro de resultado a prueba ripida molecular mediante amplificaciéon de
acido nucleico (

® Registro de cul to (anexo 15)

® Registro depr ipificacién (anexo 16)

minacion de adenosin deaminasa (anexo 17)

ser conservados por lo menos durante cinco afios.

la documentacion es critica para analizar resultados, evaluar y planificar

umentos técnicos juridicos del Programa de control de Tuberculosis, estar completos y

onitener informacion confiable y consistente.
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VI. Disposiciones generales

a) Obligatoriedad

Es responsabilidad del personal técnico y administrativo que labora en las RIIS de

Nacional de Salud, dar cumplimiento a los presentes Lineamientos técnicos, caso co

aplicaran las sanciones establecidas en la legislacién administrativa respectiva.

b) De lo no previsto
Todo lo que no esté previsto en los presentes Lineamientos técnico

peticién de parte, por medio de escrito dirigido a la Titular de est

fundamentando la razén de lo no previsto, técnica y juridicamente:

\

c) Derogatoria
Déjase sin efecto los Lineamientos técnicos para el Jtico bacteriologico de Ia
tuberculosis por microscopia directa, primera edi .y Lineamientos técnicos

para el cultivo BAAR, primera edicion, 2016.

d) Anexos
Forman parte de los presentes lineami tientes anexos:
Anexo 1. Preparacién de bicarbonato. N
Anexo 2. Solicitud de examen bacteriolo de tuberculosis (PCT-3).
Anexo 3. Motivo para rechazo de tras.

r

Anexo 4.Triple embalaje para muestras.
Anexo 5. Registro envio de ¢ (PCT-11).
Anexo 6. Microscopio.

Anexo 7. Preparacién d S.

Anexo 8. Registro d idades de laboratorio (PCT-4).
onias contaminantes.

calidad y consumo de medios de cultivo.
o de resultados de prueba Xpert MTB/RIE

.Vigencia:

os presentes Lineamientos técnicos entraran en vigencia, a partir de la fecha de

oficializacion por parte de la Titular.
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San Salvador, a los quince dias del mes de octubre de dos mil diecinueve.

F o
Dra. Ana del Carmen Orellana
Ministra de Salud
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VIII. Abreviaturas y siglas

ADA:
ADN:
BAAR:
BK:
CSB:
LNR:
MDR:
M-40:
M-41:
M-42:
OPS:
PCR:

PNTYER:

PSD:
RPM:
RR:
SNS:
SR:
TB:

TB-MDR:
UCSF: Unidad com

V.E:

Adenosin deaminasa.

Acido desoxirribonucleico.

Bacilo acido alcohol resistente.

Baciloscopia.

Cabina de seguridad biologica.

Laboratorio nacional de referencia.
Multidrogorresistente.

Primera muestra del sintomatico respiratorio.
Baciloscopia de control de tratamiento.
Baciloscopias sub - secuentes.
Organizacioén Panamericana para la Salud. 4 2
Cadena de polimerasa en tiempo
Programa Nacional de Tubercule edades Respiratorias.
Prueba de sensibilidad a drogas.
Revoluciones por minuto
Resistencia a rifamp
Sistema nacional d

Sintomatico res

Tuberculosi

ud familiar.

unodeficiencia humana
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Anexo 1. Preparacion de bicarbonato de sodio al 10%.

- Pesar 10 gramos de bicarbonato de sodio.
- Colocarlo en un frasco volumétrico de 100 mililitros.
- Disolver el bicarbonato con agua destilada, afora ca.

- Proceder a esterilizar en autoclave y guarda en frasco
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Anexo 2. Solicitud de examen bacteriolégico de tuberculosis

(PCT-3)
MIMETERD DE AL LG
PROORAME NACIOMAL DE TLEBERCULOSES v ENFERMEDADES RESPIFATORLAS
SOUCITUD DE EXANEN BEACTERICLOGICD DE TUBERCULDSE (PCT-3)
Pt sdeddn, ulin 2na

E:staibi g miesnio: Feoha v bora de nesapaldn e la muscir an sl
Hombre: H? g
Procedencia: Comsuita Ext _ Emergenda Hospital e oon Ot
CempocMl__ 0 O F____ 3o de resgo F vuinerabldadT
DrecCion Exact
Municipio: Depior
Tieo de meesia EEFUTO __ OTRA __  Especiicarn,
Fedma de Indicadin CESD PRy serEmils  neiralam

*Grupes de resgo ¥ vainerabildad: Pemonas oon Dlsbetes < EPOC 3
Imuncauprmide ; rabajador de salud L, prvade de iertad L,
indigeniz <, aicohalico ', drogodependlents <, migrante <, otms 1

Reral Cromica (IRC) £, WIH 45,
, contacin de TE-MOR <%, adulto mayor 4,

EXAMEN
BE PARES DIAGHOSTICO EN 8. R. MAS TIPFFICACION Y SENSIBILIDAD:
e[ [ ] £.1 Fracaso —
5 7 Pérdids en & seguimisns
CULTIVO PARA DIAGHOSTICO: ‘ Fl.:mhhm %
1. Al sospecta de TE y 2 BH (-3 [ ‘ ' Contacdin de caso TE-MOR —1
2. Bmpecha g bcrososks infanil — 7. Anfscedent= o astancia achu &n Centm
3. Bospecha de TE extrapul monar e —
4_ Perzona con WIH y com scspecha de TE “ & i :I
10 B can 1 2 % bacies &n 100 campos —— B Mo negathiz & 27, 4% o Inicio del St mes de it [
I 11. Migrani= racional o extranjen: :|
1Z Pacieni= con S0 Anthubemmuioso gue no meoms
clinicamsnie, aungue sus BE demontoiseanneg. [ |
—1 13, Caso crénico de ubemuinsis —1
—1 15. Caso RR o MOR —1
—
1 BACTERIOLOGLA CONTROL DE TRAT AMIENTO
—1 pacioscorly [ ] da [
— cuetve: [
MESDETTO. 22O 30 20 59 B0 T
—1
I:I oo 1S 110 AP & Om o
DRDGASH < R+« Z 4 E& 5 &
L1 Kn< v ELO CsO MmO Pold o0
1 Dinsenaciones

Ef ol Frotive di indined on e de Bleied ¢ ntecedentn, pof T sublines’ & sl oy cale pinlencnio o Sene e osdie de fabel sl pivid S8
Flowtad Tardo o la Folosodn da gada [T T T
Patan: S vl s e Baea ik de L e mean pare i oroeba Sshe oldgeta, ctac s Lo,
My vk o il bsdorme da kos resu iledeos @9 culevo e Sadid e ko 30, 48 ¢ 80 dlas y ronca an e
(B3 vt vty cha il e i e b b ot ok e bl Petingd ) Aedepliecile

Mombre v fma del collekands: Eullo




REZULTADC EM EL LABORATORIC
PRUEEAL BACTERICLOGICAS PARA BL DIAGNOETICO ¥ EESUIMIENTD DE CAEDE DE TUBERCULCES

1. Baclloscopla:
iR muesta Posttvo: [ | Megatvec [ | WP de backios observados en 100 canipie . |

23 muestra Positivee [ | Megativee | N°. de baciios obsenvados en 100@mposs [0 ]

2. Prusba XPERT MTB/RIF: Negaten: [ | mvasco: [ | e ]
MTBsansbieaRf [ | MTBressteniea Ry, [ |MTSsenshildadindeternineds [ |
Cisenyaciones:

3. Cultvo: Postvor [ | Megatve [0 Conaminade: [ ]

4. Resultado de dpiftcachon:

5. Resultacs o senslbllidad:

Homibre deds P oREalESDonsable dal resutado y sl

Fecha de resitiisdes
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Anexo 3. Motivo de rechazo de muestras

Motivo de rechazo de muestras

Muestra mal rotulada

Muestra sin rotular

Solicitud ilegible

io ilegibles

Solicitud incompleta

pleto de formulario PCT-3
e: Fecha y hora de recibido
oratorio, Motivo de solicitud de

Muestra inadecuada

ita no corresponde a la prueba
indicada

Muestra derramada

Muestra no cumple la ¢
transporte

arte o la totalidad de la muestra se haya
derramado fuera de su contenedor
primario

de | Cuando no cumpla las condiciones de
triple embalaje y cadena de frio

Nacional de Salud Pablica.
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Anexo 4.Triple embalaje
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Anexo 5. Libro de registro de envio de cultivos BAAR (PCT-11

MIMISTERIC
PROGRAMA NACIONAL DE TUBERCULOSIS ¥
LIBRO DE REGISTRO DE ENVIO DE CULTIVOS BAAR (FCT- 1)

MINISTERIO
DE SALUD

DE SALUD

'3

RESPIRATORIAS

REGION:
ESTABLECIMIENTO DE SALUD: ko
FROFESHONAL RESPONSABLE -
o = Tedate THERe b G Focha o
e | o | emion | tormereden | mcdesns recepein oo Riuteado o
N Normbre cel pacents Eaa | Drwocion compiwacel | oo e ol | 1aboradrio de 0 omia bt te [y preveeese)
ety reterenca referea
in 2 3 ] o) [} L m {m {13
¥ Motive de indicaciin de Gene Xpert MTIVRIF: 1S R con 2 BK [ y con T i3 infantl, 3 4=V con sospecha de TB,
presuntva, 2 Persora con VI, 3. Prvados de lberad o antecederte 4. 5 R con 8- Cai TBAH,
dabetes. 5. 5. Rmmthmummﬂi'ei‘ 12- Pacierie e
mes de 2o, 7. Fetataméenios. (ecaida, fracaso, pérdida en o 13, Caso Aft o MOR. Cuando o cultvo es.
mﬁnmnmmmmmhn ¥ 5l es0 a0 nuevD, retratamiento o drogormesistents. NOTA: Cuando un laboratono refiera cepas para
Personal de saud 12 Otros

PROGRAMA NACIO
INSTRUCTIVO PARA EL LLENA

El presente libro de registro de envio de cultivos BAAR
de informacién oficial del Programa Nacional de
Respiratorias de £ Salvador, el cual debe ser adecuada

En este libro debe registrarse & envio y resultados
Xpert MTB/RIF, confirmacion de capas, que s& &1

Separar ka inf i6n cada mes y

REGION:
Anotar el nombre de la region a la que p

SIBASE
Anotar &l nombre del SIBASI ¢o

ESTABLECIMIENTO DE 5

3 (eolumna 9) y siempre que

D81S ¥ ENFERMEDADES RESPIRATORIAS

REGISTRO DE ENVIO DE CULTIVOS BAAR (PCT-11)

4. DIRECCION COMPLETA DEL PACIENTE:
Anotar la direcciin de dencia del pach
seguimiento de ésie.
iﬂDICACmDEGENEXPERTm:cmﬁuwmﬁmum
realizar prusba Gene Xpert MTB/RIF y anotar motive de indicacion, segin PCT - 3.

6. MOTIVO DE INDICACION DEL CULTIVO:
En esta columna anctar el motive por el cual ha sido indicado ef cultive (ver indicaciones
#nla parte de abajo de la matriz)

7. FECHA DE ENVIO AL LABORATORIO DE REFERENCIA:
Anotar el dia, mes y afio en que fue enviada la muestra al laboratorio comespondiente,
segun red establecida ¥ ConoCida por odos.

en forma completa para facilitar el

8. HNOMBRE DEL LABORATORIO AL CUAL SE ENVIA:
Nwdmmddmdemwwﬁnmhm(ﬁ
Laboratono Hadonal de Hospital de San Migusl, otro)

‘9. NOMBRE DE QUIEN RECIBE LA MUESTRA EN EL LABORATORIO:
La persona que recibe la muestra debe anotar su nombre completo.

10, FECHA DE RECEPCION DE RESULTADO:
Anotar 1a fecha exacta en que & recibe el
dela prueba Xpert MTB/RIF o confirmacion de crecimiento de cepa.

11. NOMBRE DE LA PERSONA QUE RECIBE LOS RESULTADOS:
Anotar &l nombre completo de la persona que recibid o resultades de la prusba.

12. RESULTADO:

Anotar & resultado de la prusba Xpert MTB/RIF, ésta pusde sar: Negativo,
Indeterminado, Emor, MTB sensible a Rif., MTB resistente a Rif., thﬁndderni'nda
regisirar el resutado del eullve (pesitivo, negativo, contaminads,  olros)

13. RESULTADO DE SENSIBILIDAD:
Anoctar el resultado de sensibilidad, si existiera en el reporte.

del cultive BAAR o

ﬁommﬂmm para cultivo BAAR, prueba Gene Xpert MTB/RIF o referencia de cepas, levar la PCT - 11 para que se registre ¢l nombre de la persona que recibe
se retiren los resultados del cultivo, mummammmnmimmnmmmmqmmmmmm
{wll.rnrnﬂj Emdoecdunmdebumwlbmdupurmpumqueuhqemd pruebas diagnosticas

donde se realizan las

87



=¥ . | MINISTERIO
ot DE SALUD

GOBIERNO DE
EL SALVADOR

Anexo 6. Microscopio

Es el instrumento fundamental en el trabajo de microscopia directa del laboratorio.
Su funcién principal es magnificar los objetos dentro del campo microscopico a u
que pueda ser visto por el ojo humano.

El microscopio que se utiliza en el laboratorio para el examen microscopico s
baciloscopias, es el microscopio compuesto de campo claro.

El microscopio de campo claro, consta de parte mecanica y optica.
0. Parte mecanica:
Base o soporte del microscopio, platina, carro mecanico, torni etrico, tornillo

micrométrico, brazo. \

I. Parte optica:
Oculares, objetivos, condensador, fuente de luz, prismas (de

ubo binocular.)

Oculares

i Brazo
Revolver

- Carro mecanico
Objetivos

. Macromeétrico
Platina
Micrométrico
Lampara Condensador
Base
nte: Programa Nacional de Tuberculosis. Ministerio de Salud
Uso cor icroscopio:

\

® Revisar queé la fuente de iluminacién esté bien regulada y centrada.

ar que las lentes, y otras superficies que transmiten luz estén bien limpios.

ar la luz, el condensador y el diafragma a fin de que llegue un haz de luz potente a

lente del objetivo.
Colocar adecuadamente el portaobjetos en la platina.

¢ Girar los tornillos de ajuste lentamente hasta que la imagen se vea clara.
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Al utilizar el objetivo 100x bajarlo lentamente hasta que entre en contacto con el aceite

de inmersién, girar el tornillo micrométrico de ajuste fino para enfocar.

Cuidados

Verificar su buen estado 6ptico y mecanico.
Colocar una cubierta plastica o de tela preferentemente para protegerlo de

No debe estar ubicado en un sitio donde existan vibraciones o esté expuest tancias

quimicas O COrrosivas.

Evitar que los objetivos de uso seco y la platina entren en ¢ el aceite de

inmersion, si esto sucede se deben limpiar inmediatamente.

Para quitar el aceite del objetivo de inmersién, debe utilizarse pa nte o algodén con

alcohol al 70%.

Al término de cada jornada de trabajo, se debe lim dosamente, en especial el

objetivo de inmersién y dejarlo con papel ; para eliminar el exceso de

aceite.

Al cambiar el microscopio de lugar, se debe to brazo para no arrastrarlo, evitando

dafios posteriores.

Cada microscopio debe ser idadosamente y dar el mantenimiento

indicado; de observar algiin defec eterlo a revision por el técnico competente.

El poder de resoluciéon microscopio dependera de su buen uso y

mantenimiento. @

\}é\

<

89



. @ » | MINISTERIO

Mgt DE SALUD

GOBIERNO DE
EL SALVADOR

Anexo 7. Preparacion de reactivos
1) Fucsina fenicada 3%.
® Tres gramos de fucsina basica.
¢ Cien mililitros de alcohol de 95°.
¢ 55 mililitros de fenol acuoso.*
Se agita y se agrega agua destilada hasta completar un litro, se deja repos horas
y se filtra.
(*) Fenol acuoso: 100 gramos de fenol cristalizado y 10 mililit

calienta en bafio de Maria hasta completa disolucion, luego se enfi

tilada, se

2) Azul de metileno 1%.

® 1 gramos de azul de metileno.
¢ 100 mililitros de alcohol de 95°.
® Se disuelve por agitacién y se agrega agua
reposar veinticuatro horas y se filtra.

mpletar un litro. Se deja

3) Solucion decolorante

00  mililitros de acido clorhidrico para analisi
970 mililitros de alcohol de 95°.
Con una pipeta: Se deja escurrir

Conservacion
Los colorantes deben consgtva ascos de color ambar por un tiempo no mayor de un
mes.
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Anexo 8. Registro de actividades de laboratorio (PCT-4)

Programa Nacional de Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias
Registro de actividades de laboratorio (PCT- 4)

* * %

* *
. » | MINISTERIO
| DESALUD
GOBIERNO DE
EL SALVADOR

Ministerio de Salud

<

Region: SIBASI:
Establecimianto de salud: Mes: AR
Laboratorista encargado del programa:
Fecha de Ficha ge o A
; Himers | Baclescopia :
N X Procedencia HNombaes Edad | Semo : BE de conirol de Observaciones
necep. en precesa ¥ apelidos : 5
[il] =] [E] ] ] LI I L] (00 INCEL T I ICEE 2 D i [i]
M{F|ta|2da| tra | 2da | 200 #io.
Ministerio de Salud
sinal de Tuberculosis y Enfermedades Respiratori
ado del registro de actividades de laboratorio [PCT 4)
a) El presente libro de registno M*: anotar el nimero correlative de los Iniciar con e ndmers 1 el registro de

de laboratorio (PCT-4), es
de  informacion uﬁm

o 19 cada mes vy
para hacer los consolidados
B y trimestrales.

el nombre de la region a la
ece el establecimiento.

BASI: Anotar el nembre comespondiante.

tablecimiento de salud: Anotar & nombre
el establecimiento de salud comespondiente.

Laboratorista encarnawa del programa:
Anotar el momibre laboratorista
responsable del llenado dﬁl libro,

6)

T

B)

pacientes.

Fecha de recepcion en laboratorio:
Anotar con niomeros la fecha en que se
recibe la muesira en el laboratorio.

Fecha de pr Ia
Mmmumuuélnmuom

Procedencia: Anctar la direecibn exacta
de la residencia del paciente, en forma
compléta, para facilitar &l seguimiento, i
éste resulta ser caso positive de TB.

En caso que las muesiras sean referidas
o otro establacimiento escribir 21 nombre
el i donde pr *

Hombres y apellidos: Escriba con letra
legible ¥ de manera completa los nombres
y apellidos del paciente, tal como aparece
&n PCT-3, para facilitar su seguimiento.

Edad: Anctar la edad del pacienta en
afios,
Sexo;

Marcar con wna X el sexo
ente.

NGmero correlativo: Anotar los nOmMenss
en forma correlativa, de acuerdo al orden
de entrega de la muestra del paciente. No
aa deben repetir los nimercs ni utiizar
latras.

Rﬂw M para diagndstico son dos

baciloscopias de cada mes, siguéndolo en
comrelativo hasta el final del mes,

Los ndmeros comalativos no deban  sar
oS para un mis

paciente. Ejemplo;
José Antonioc Pérez Gomez 1 5
Juana Luisa Beltran Garcia 2 3

% y 10) Baciloscopia diagnostica: Anotar e
resultado de las MuSsras con colol rojo, si es
positive, v & nimero de eruces (+) (++) (+++), 8i
& observa de 1 a 9 bacilos, registrar el numero
de bacilos cheservados ej. 2b, 5b; si el resultado
es negativo escribir *“N° con cualquier color de
lapicera en la casilla segin corresponda (ira. o
2da.) muestra.

11, 12, 13, 14 y 15) Baciloscopias de control
de tratamiento: Anotar el resultlade de
baciloscopias de oontrol de tratamiento de casos
{(al 2do., 4to., Bto., 9no. u oo mes de
uwwm} con color rojo si es positive y el
nimearo de cruces, o registrar &l ndmers de
bacilos cobservados de 1 a 9 bacilos, si es
négativo escribir una *N° con cualquier otro color
de lapicero, en la casilln correspondiente.

16) Tipe de muestra: Espute (es la muesta
dada de forma espentanea por el paciente).

17) Observaciones: Registrar la calidad de
muestra que se ha procesado o cualquisr
otra  informacién que se  considere
impaortants.
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Anexo 9. Caracteristicas de colonias contaminantes

Las colonias contaminantes pueden presentar las siguientes carac @
pigmentadas, cremosas, lisas.

N

. Seccién de tuberculosis — Laboratorio Nacional de
Publica.
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Anexo 10. Hoja de referencia de cepas para prueba de sensibilidad y
Version 2018

Establecimiento que envia:

Teléfono de laboratorio:

Nombre del paciente:

Registro: Edad:

Tipo de muestra: Fecha de envio: N
Numero de cultivo: Medio utilizado: L]

Motivos de indicacién: I:I \

Fracaso

Pérdida en el seguimiento

Recaida

Contacto de caso TB-MDR X

Antecedente o estancia actual en centro penitenciario

Coinfeccion TB/VIH

No negativiza al 2do. o 4to. mes de tratamiento

Migrante nacional o extranjero

Paciente con tto. que no mejora clinicamente, au

Caso crénico de tuberculosis

Caso RR o MDR

Otros

Nota: queda a criterio de la secci6 erculosis del LNR, realizar la prueba de sensibilidad a

cepas de muestras extrapulmonares.
Todos los campos son de llenado

Resultado de cultivo:
Resultado de BK:
Fecha de siembra:

Fecha de crecimiento:

Cepa de crecimiento:l

Responsables:
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Anexo 11. Envio de control de calidad indirecto de baciloscopias

Ministerio de Salud
Programa Nacional de Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias

Instructivo para el envio del control de calidad indirecto de baciloscopia

Region: SIBASI:
Establecimiento:
Mes de envio: Fecha de envio:

Total de laminas enviadas:

Total de laminas negativas enviadas:
Total de liminas positivas enviadas:
Total de SR de diagndstico examinados: Total de SR de diagndstic
Total de pacientes en control de tto. examinados: Total de pacientes. en ¢

n° de cada Baciloscopia
Resultado

por cruces

lamina diagnostica SR

ositiva .
p Observaciones

1ra. 2da. 9no Otra

) Ministerio de Salud ) )
Programa Nacional de Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias
Instructivo para el envio del control de calidad indirecto de baciloscopia

Regioén: anotar el nombre de la region a la que corresponde el establecimiento de salud



SIBASI: registrar el nombre del SIBASI correspondiente.
Establecimiento: escribir el nombre del establecimiento de donde se estd enviando el control de calidad.
Mes de envio: anotar el mes en que fueron vistas las laminas en el nivel local.

Feﬁha.de envio: registrar ]13 fecha en que £S5 3 enviando el control de ce%lidad; dejlemplo si se estan enyia
as laminas vistas en ¢l establecimiento de salud durante el mes de enero, la techa 'dél mes de envio/estara ¢
los primeros cinco dias del mes de febrero.

T(I,téll de.lémlinas, e viacL s: anotar e nﬁl}lecfos absolutos elbtot 1 de ldminas que esta enviandg a
calidad; ejemplo: s1 el establecimiento de salud procesd 300 baciloscopias en un mes determinado,
liminas enviadas serd 300.

}otal dg lﬁminas negativas enviadas: en nimero absoluto _regisirar el total de laminas que el
e salu a reportado como negativas en su PCT-4; ejemplo s1 de 300 amfoscop1
establecimiento de salud reporto 250 negativas, este serd el nimero absoluto registrado e
negativas enviadas (250).

ota} de laminas positivas enviadas: en nl'émero ab%olu.io registrar ¢l total de laminas'q imiento
e salud a reportado como positivas (incluye de 1 a 9 bacilos) €n su PCT-4; ejemplo iento de
salud de 300 baciloscopias procesadas, reporto 50 positivas, este serd el nimero absol do en total de
laminas positivas enviadas

Tgtal de S.R de diagnodstico examinados: Colocar el nimero de SR de di
laboratorio.

Total de S.R con BK (+): colocar el ntimero de S.R examinados en el labora
Total de pacientes en T(H)trol de tratamiento examinados: cologa
tratamiento examinados en el laboratorio.

Total de pacientes en conlgrol de tratafniento con_BK (+):
tratamiento examinados en el laboratorio con al menos una BK (+).
N°_de cada lamina positiva: regist,ll'ar los niimeros correlativos de
en la PCT-4 como tal;'ejemplo la Baciloscopia 3, 15, 35, 45, 46, 150,
las que se reportardn en esta columna.

Resultado por cruces: registrar el nimero dg cruces corres
color 10jo) opel nimero de Bacilos observados E:l a9b.)

[T .

](%%g?sdcﬁpsi? Rd.iagn()stica SR: con una “x” marcar si la 1am itiva corresponde a la primera (1ra.) o segunda

) 0s una BK (+).
cro de pacientes en

numero de pacientes en

omo positivas y reportadas
adas como positivas, estas son

Baciloscopia control de tratamiento: con una “x” marc
9no u otro mes de tratamiento.

Observaciones: ariotar c alqtu‘,e cos 1relevant]e3 por ejemplo
otro aspecto que le sea de utilidad al responsablé del centro
Nombre c}el profesional que prfpar;') el eny
persona de laboratorio que prepard el envio para &

0. Bo. a:lel Jefe de laboratorio: anotar
e calidad.

ina positiva corresponde al 2do, 4to, 6to,
conVIH, nombre del paciente, o cualquier
e referencia Xe control de ca?u’ﬁd. d

a el _(()11181-01 de calidad: anotar el nombre de la
de calidad.

de laboratorio, que revis6 el envio para el control

control de calidad de baciloscopia.
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Anexo 12. Calidad del extendido y coloracion de laminas

Homogéne No homogéneo

Tamaiio adecuado

Fuente: Seccién de micobacterias — Laboratorio Nacional de Referecia.
Minsal
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calidad y consumo de medios de cultivo
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Control d
Fechas on m ¢ Control de Sensibilidad
N° esterilidad
de Tubos PH Elab. Desarrollo a 20 dias Desarrollo a 60 dias
lote preparados ciZnOI:- re Se comenzd Se Se detectd Cepa muestra (colonias) (colonias)
cepcidn a utilizar termind desarrollo sembrada Lote Lote Lote Lote
P referente preparado referente preparado

Fuente: Seccién de tuberculosis — Laboratorio Nacional de Referenca. Ministerio de Salud.
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Anexo 14. Registro de resultados de prueba Xpert MTB/RIF

timimaric o Sad

Peograms Hcions ds

Lasamiors Muciorml da A slsrmncin - Secckin da Tubsrulosis
REGISTRO DE RESULTADCE DE FRUEBA XPERT MTERIF

g SIBASE
rp— e
o oy T =
BT By [ T a8 i DR TN B
o | e bonte i puciere | 40 e - N o
1 1 ] [] [ [] T [] ¥ K ] b ] ] 3
& . A B o 3B B, i e i 3 srtmosdents, i 8 B oo deews, 8 = e TH B, o i e e

TR, P RO R, iR . S

Region: Colocar el nombresde e pertenece el laboratorio que

procesa la prueba Xpert MTE

SIBASI: Colocar el nombre del SIE
prueba Xpert MTE/RI

al que pertenece el laboratorio que procesa la

nombre del establecimiento de salud al que
3 la prueba Xpert MTE/RIF.

Establecimiento d
pertenece el lak

esponden las pruebas Xpert MTB/RIF.
orresponden las pruebas de Xpert MTE/RIF.

ealizadas: Escribir el namero de las pruebas iniciando de 1 en
=n diciembre de cada afio.

ion en laboratorio: Anotar la fecha en que se recibe la muestra
0. Utilizar el formado DD/MM/AAAA.

de procesamiento: Registrar la fecha en que es procesada la muestra.
a de resultado: Anotar la fecha en que se obtiene el resultado de la muestra.

as promedio: Anotar el tiempo (en dias) que transcurre desde que se recibe la
estra hasta que se obtiene el resultado.

&.

7. DUI: Registrar el nimero del Documento Unico de Identidad.

Nombre del paciente: Anotar el nombre completo del paciente, sin abreviaturas.

8. Edad: Anotar la edad del paciente.

9, Sexo: Checar en la casilla correspondiente, segin corresponda, el sexo del
paciente.

10. VIH: Anotar “R™ si el paciente es reactivo, “NR” si es no reactivo y “ND” si se
desconoce la informacion.

. R e s TCS, T P, 11, P e ) 1 100 o) 11, BRSO, B R s

Ministerio de Salud

rograma Nacional de Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias
boratorio Macional de Referencia — Seccion Tuberculosis
Instructivo para el registro de resultados de prueba Xpert MTB/RIF

11. Tipo de muestra: Escribir si la muestra recibida correspende a esputo, liquide
pleural, de aspirado gastrico, otros.

12. Motivo de indicacion: Colocar el nimero gue corresponde al motivo de
indicacion de la prueba, de acuerdo a los motivos descritos abajo de la matriz; en
el caso del motive 12 “Otros”, en columna de observaciones especificar el motivo
por el cual se ha indicade la prueba.

13. Segundo motivo de indicacién: Registrar un segundo motivo de indicacion de
la prueba, silo hubiere.

14, Establecimiento: Escribir el nombre del establecimiento de salud que esta
solicitando la prueba. Colocar iniciales HN, UCSF, CP, 1555, UM antes del nombre
del establecimiento, Ej.: HN Santa Ana, UCSF Barrios, CP Cluezaltepeque.

15. Municipio: Anotar el municipio al que pertenece el establecimiento de salud
que solicita la prueba.

16. Namero correlativo de muestra: Anotar el nimero en forma correlativa, de
acuerdo al orden que ha establecido el laboratorio.

17. Resultado prueba Xpert: Registrar el resultado obtenide de la prusba Xpert
(negativo, MTE detectado resistente a rifampicina, MTE detectado sensible a
rifampicina, MTB detectado resistencia indeterminada, nimerc de error, PCR
inactivado.

18. Cuantificacion de resultado: Se clasificara la reaccion por el ndmero de ciclos
términos (CT) requeridos para alcanzar el resultado positivo y la cantidad de ADN
en la muestra: alta menos de 16 ciclos, medio de 16 a 22 ciclos, baja de 23 a 28
ciclos, muy baja mas de 28 ciclos

19. Sonda mutada en RR: Registrar la o las sondas que presentaron la mutacion,
en el caso de ser resistente. Ej.: sonda A, B, C, Do E.

20. Observaciones: Anotar cualguier informacion, del paciente, que se considere
importante y necesaria.
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Anexo 15. Registro de cultivos de esputo
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Ministerio de Salud

2l de Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias
Nacional de Referencia — Seccion de Tuberculosis

ivo para el Registro de cultivos de esputo

&5 un instrumento de
osis y Enfermedades

El presente libro de Registro de
informacion oficial del Programa
Respiratorias de El Salvador,
conservado.

Laboratorio de o
pertenece el laborato

2 del establecimients de salud al que
= cultivos.

el cual =e esta realizando el registro.

¢ Anctar &l nimero comelativo de las muestras de 1 a finito
a de recepcion nivel local: Anoctar la fecha en que la muestra fue

tibida en el laboratorio de nivel local. Colocar fechas utilizando & formato

MiaA

echa de recepcion LMR: Registrar la fecha en que la muestra es recibida
en el Laboratorio Nacional de Referencia.

Fecha recepcion TB: Anctar la fecha en que la muestra es recibida en la
seccion de tuberculosis.

5. Medio de cultivo: Anctar el método que se utiliza para realizar el culiivo
(Lowenstein - Jensen, Ogawa Kudoh)

6. Fecha procesamiento: Registrar la fecha en la que es procesada la
muestra

7. Establecimiento: Anotar el nombre del establecimiento de donde
procede la muestra para cultivo, colocar iniciales HN, UCSF, CP, 1555, UM
antes del nombre del establacimiento, Ej.: HN Santa Ana, UCSF Barrios.

8. Mombre del paciente: Anotar el nombre y apellides completos del
paciente (sin abreviar) a quien pertenece la muestra para cultivo.

9. DUI: Registrar el nimero de Documento Unico de Identidad del paciente
10. Edad: Anotar la edad del pacients en afios completos.

11. Tipo de muestra: Registrar el tipo de muesira a la que se le procesara
el culfivo.

12. Sexo: Marcar con una X, segln coresponda, &l sexo del paciente.

13. Motivo de indicacidn: Caolocar el ndmero que caresponde al motive de
indicacion del cultivo, segin PCT — 3.

14. Resultado de BK: Anotar el resultado de la BK que comesponde a la
muestra gue se utilizé para el cultivo (#, ++, +++, Sbaar)

15. Resultado cultivo: Anotar el resultade del cultive (+, ++ +++ 11
colonias).

16. Tubos contaminados: Registrar el nimero de tubos contaminados.

17. Fecha resultado cultive: Anotar la fecha en que s obtiensn los
resultades del cultive

18. Tipificacion: Registrar el resultado de la fipificacion.

19. Calidad de muestra: Registrar la calidad de la muesira (saliva,
mucosa, mucopurulenta, sanguinolenta).

20. Observaciones:
necesaria.

Anotar toda la informacidon gque se considere
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Anexo 16. Registro de pruebas de tipificacion

MINISTERIO DE SALUD
LABORATORIO NACIONAL DE REFERENCIA
SECCION DE TUBERCULOSIS

REGISTRO DE TIPIFICACIONES

IFLL’HJ‘-\DL RECEPCION LNR: FECHA INGRESO TB: FECHA DE INGRESO TIPIFICACION: I
N* CEPA | CRITERIO DE INGRESO NOMBRE DE PACIENTE VIH ESTABLECIMIENTO EXPEDIENTE | EDAD DIRECCION N CORELATIVO
TIPIFICACION: RESPONSABLE:

FECHA DE IDENTIFICACION: CRECIMIENTO:
OBSERVACIONES: CONTROL H37 Rw: FECHA:
PRUEBA: LOTE:

IF-LL'HAL)L RECEPCION LNR: FECHA INGRESO TB: FECHA DE INGRESO TIFIFICACION: I
N* CEPA | CRITERIO DE INGRESO NOMBRE DE PACIENTE VIH ESTABLECIMIENTO EXPEDIENTE | EDAD DIRECCION N CORELATIVO
TIPIFICACION: RESPONSABLE:

FECHA DE IDENTIFICACION: CRECIMIENTO:
OBSERVACIONES: CONTROL H37 Rv: FECHA:

PRUEBA: LOTE:
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Anexo 17. Solicitud para la determinaciéon de adenosin deaminasa (ADA).

MINISTERIO DE SALUD
PROGRAMA NACIONAL DE TUBERCULOSISY ENFERMEDADES RESPIRATORIAS
SOLICITUD PARA LA DETERMINACION DE ADENOSIN DEAMINASA (ADA)
COMO APOYO DIAGNOSTICO DE TUBERCULOSIS

ADA/002
Diagnéstico: Servicio:

1) Fecha de toma de muestra / /20,

2) Fecha de recepcién de muestra en laboratorio de referencia: /

3) Nombre completo del paciente:

4) N° de exp: 5) Edad: 6) Sexo: F

(Establecimiento que refiere)
7) Domicilio del paciente:
8) Institucion o establecimiento de salud que solicita la determinacién:
9) Nombre del solicitante:
10) Regién: 11) SIBASI:
12) Tipo de muestra: a) Liquido pleural ]

¢) Liquido pericardico 1quid [ ]
N° de muestra: 1° E 3° (si se indica 2°°Q <pli ) l:|

13) Resultados de Baciloscopia Directa (BKD) (de liquidos especiales areib
a) Positiva b) Negativa ). No se realizo
14) Resultad(%'udio de Biopsia: a) No

Reporte microscopico y conclusion diagnosticarde resulta &

~—
15) Resultado de cultivo BAAR de liquido: a) Pos \ b) Negativo ¢) Pendiente resultado l:|
d) No se realizd Observacion: s l:|

Positivo ’—bj—F\I egativo l:|

16) Resultado de cultivo BAAR de macerad:
Observacion:
Valores d\eﬁﬁerllcia: Liquido pleural u/l

d) Pendiente resultado
Qiente resultado |:| l:|

¢) Pendiente resultado d)
17) Valor de ADA: l:|

LCR. u/l
Liquido pericardico u/l
Liquido peritoneal u/l
Otro u/l

18) Resumen aspectos rele S

Sello y firma de soli
Fecha de realizacién:

Sello y firma de quien realiza la determinacién

Ministerio de Salud
Programa Nacional de Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias
structivo de llenado de solicitud para la determinacion de adenosin deaminasa (ada).

ada/002
Diagnésti el diagnoéstico presuntivo del paciente.

0

R egistrar la fecha de recepcion de la muestra en el laboratorio de referencia.

otar el nombre del servicio que solicita el examen.

echa en que se ha tomado la muestra.

pondrin de manera entendible los dos nombres y dos apellidos del paciente
Colocar el nimero de expediente del paciente

scribir la edad del paciente.

6) Marcar con una “X” el sexo correspondiente.

7) Registrar el domicilio del paciente de forma completa.



8) Colocar el nombre de la institucién o establecimiento de salud de donde se solicita la determinacion.
9) Anotar el nombre del médico solicitante

10) Se llenard con el nombre de la Regidn a la que corresponde el establecimiento de salud, si p
contrario dejar en blanco.

11) Anotar el SIBASI al que corresponde el establecimiento, si procede, caso contrario dejar en blang

14) Marcar con una “X” segtin corresponda, o llenar con el reporte del resultado de biopsia.
15) Marcar con una “X” el resultado correspondiente o la observacion necesaria.
16) Marcar con una “X” el resultado correspondiente o la observacion necesaria.
17) Anotar el valor correspondiente del ADA segtin lo realizado y su valor de referenc
18) Registrar aspectos relevantes considerados que podrian orientar sobre algunos
NOTA: el original enviarlo al laboratorio de referencia y la copia ubicarla en el
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