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San Salvador, 5 de mayo de 2023

Ministerio de Salud

Acuerdo n.°1047

El Organo Ejecutivo en el Ramo de Salud

Considerando

Que la Constitucion de la Republica, en su articulo 65, determina que la salud de los
habitantes constituye un bien publico. El Estado y las personas estan obligados a velar
por su conservacion y restablecimiento;

Que el Reglamento Interno del Organo Ejecutivo, en el articulo 42, numeral 2), define
que compete al Ministerio de Salud: Dictar las normas y técnicas en materia de salud y
ordenar las medidas y disposiciones que sean necesarias para resguardar la salud de la
poblacion;

Que la Ley del Sistema Nacional Integrado en Salud, en los articulos 3 y 13 establecen
que “El Sistema”, esta constituido por las instituciones publicas y privadas que de manera
directa e indirecta se relacionan con la salud, siendo el Ministerio de Salud, el ente rector
del mismo, por lo que esta facultado para coordinar, integrar y regular el mismo;

Que con fecha 15 de octubre del afio 2019, se emitieron Lineamientos técnicos para el
Diagnodstico y Control de la Tuberculosis en el Laboratorio Clinico, cuyas disposiciones
técnicas requieren ser actualizadas para mejorar la toma de las diferentes pruebas de la-
boratorio clinico, a fin de contribuir al diagndstico, control y tratamiento oportuno de la
tuberculosis.

POR TANTO, en uso de las facultades legales, ACUERDA emitir los siguientes

Lineamientos técnicos para el diagndstico
y control de la tuberculosis en el laboratorio clinico



I. Introduccion

El Ministerio de Salud, implementa la actualizacion de documentos regulatorios que permitan
potenciar el trabajo y estandarizar las técnicas que el personal de salud, desarrolla con el fin de
mejorar la calidad del servicio brindado a la poblacion.

El trabajo desarrollado en los laboratorios, es importante no solo por su rol en el diagndstico de
las enfermedades transmisibles como la tuberculosis, sino también en el control de la evolucion
del tratamiento de los pacientes, asi como la evaluacion epidemiologica y operacional. Tiene
como funcidn principal, la deteccion de fuentes de infeccidn tuberculosa a través de métodos
como pruebas moleculares, cultivo, baciloscopia y prueba de flujo lateral para
lipoarabinomanano (LF-LAM).

La eleccion de la técnica mas conveniente y su estandarizacion permite la obtencion de
resultados comparables a lo largo de todo el pais, ademas de facilitar la capacitacion, asi como
la ampliacion de la cobertura.

El propdsito de los presentes lineamientos, es proporcionar al personal de laboratorio clinico del
Sistema Nacional Integrado de Salud (SNIS) y de otras instituciones prestadoras de servicios de
salud, informacion sobre los procedimientos técnicos aplicables para el diagndstico
bacteriologico de la tuberculosis.

II. Objetivos

General
Establecer los criterios estandarizados para la realizacion de las diferentes pruebas de laboratorio
clinico, a fin de contribuir al diagnodstico y control de la tuberculosis.

Especificos
1. Proporcionar al personal de laboratorio clinico los criterios técnicos administrativos que
establezcan los procedimientos para la realizacion de las pruebas con estandares de
calidad.

2. Estandarizar el informe de analisis de las pruebas y su notificacion oportuna en los
diferentes sistemas de informacion en los niveles correspondientes.

3. Fortalecer el cumplimiento de la normativa vigente de bioseguridad en el manejo y
proceso de las muestras como medidas de control de infecciones para la proteccion del
personal de salud y del medio ambiente.



III. Ambito de aplicacién

Estan sujetos al cumplimiento de los presentes lineamientos técnicos, el personal del Sistema
Nacional Integrado de Salud (SNIS).

IV. Red de laboratorios

Los servicios de laboratorio son mas eficaces, cuando se integran en una red nacional de
laboratorios de tuberculosis que debe involucrar a laboratorios del Sistema Nacional Integrado
de Salud, incluyendo a los que prestan servicios en centros penitenciarios, laboratorios privados
y de organizaciones no gubernamentales.

La conduccion de esta red debe estar integrada en el nivel de programacion de decision de la
Unidad de Prevencion y Control de la Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias (UPCTYER), la
que, a su vez, debe hacer las gestiones necesarias para sostener la organizacion y el
funcionamiento de esta red de apoyo al diagnostico y control de tratamiento de la tuberculosis,
en coordinacion con la Oficina de laboratorio clinico del MINSAL. Ver cuadro 1.

Cuadro 1. Numero de laboratorios que realizan diferentes metodologias (Estos se
ilustran por nivel de atencion en la figura 1)

Direccion
Método de Establecimientos Establecimientos General de Sector Total
diagnoéstico del MINSAL del ISSS Centros Privado
Penales
Baciloscopia 194 18 1 5 218
Cultivo Ogawa
Kudoh 3 0 0 0 3
Cultivo Loweinsten 6 2 0 0 10
Jensen
Prueba molecular
para TB 12 0 1 0 13
Prueba LF-LAM 20 0 0 0 20

Fuente: Seccidon de micobacterias — LNSP, 2021



Figura 1. Organizacion de la red para diagnodstico de tuberculosis

Vigilancia
Métodos de

referencia

Diagnéstico

Busqueda de casos
Diagnéstico

Tratamiento

Busqueda de casos
Diagnéstico

Tratamiento

Todas las pruebas
realizadas en el primer y
segundo nivel
Cultivos utilizando
medios liquidos
DST fenotipico
PDS 2da.linea

Segundo y tercer nivel de

Todas las pruebas
realizadas en el primer

Cultivos en medios
solidos
Prueba LF-LAM.

Referencia de

Miactrac

Reasbast@n de Primer nivel de atencion

muestras

* Solamente un establecimiento de primer nivel.

Fuente: adaptado del Documento Método de diagnéstico rapido para detectar

Operativo de la OMS sobre la tuberculosis, 2020

V. Contenido técnico

1. Baciloscopia

Microscopia de
frotis.

*Xpert MTB/RIF
Ultra.

Referencia de
muestras a otros
niveles

la tuberculosis; Manual

Esta técnica se basa en la propiedad que tienen las micobacterias de captar en su pared a la
fucsina fenicada (de color fucsia) y retenerla aun con la accién de decolorantes, como la mezcla
de acido y alcohol, propiedad conocida como acido alcohol resistencia. Esta caracteristica se
debe al alto contenido en lipidos, particularmente del acido micdlico, que poseen en la pared

celular.

La baciloscopia detecta del 70 al 80% de los casos, por lo que es recomendada en los paises con
€sCasos recursos economicos. La baciloscopia es utilizada para realizar diagnostico y control de
tratamiento; el equipo, materiales y reactivos que se utilizan para el procesamiento se enlistan en

el cuadro 2.
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Equipo, materiales y reactivos

Cuadro 2. Equipo, materiales y reactivos para baciloscopia

Descripcion Cantidades

Equipo
Microscopio binocular. Ver anexo 1 1
Reloj marcador de tiempo 1
Materiales
Mechero de alcohol. 1
Bandeja metalica o varilla para coloracion con soporte para laminas. 1
Frascos de vidrio dmbar para colorantes de 1,000 mililitros 3
Frascos gotero tapa esmerilada vidrio ambar de 100 mililitros 3
Gradilla para [dminas. 3
Envases plasticos de 35-50 mililitros. 1
Pinza o asa metalica para antorcha. 1
Embudos plasticos. 2
Frascos lavadores de 250 mililitros 3
Caja de baquelita de 100 porta laminas 2
Aplicadores de madera. 2 por BK
Lamina portaobjeto 3 x 1 pulgada esmerilada. 1 por BK
Plumon 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 actividades de laboratorio - PCT- 4 (anexo 2). 1 al afo o segun

necesidad

Paquete de fosforos. 2 por mes
Libreta de papel limpia lentes. 3 por mes
Galdn de jabon para manos. 1 por mes
Algodon (libras) 1 cada 3 meses
Lapiz grafito 1 cada dos meses

Equipo de proteccién personal
Respiradores N-95 o N-100 de BFE (filtro de eficiencia de filtracion bacteriana) 1 diario por persona
Caja de guantes descartables 3 mensual
Gabachas descartables 30 mensual
Gorro 30 mensual
Lentes protectores 3

Reactivos
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Fucsina fenicada 0.3%, mililitros 5 por BK
Alcohol acido 3%, mililitros 5 por BK
Azul de metileno 0.1%, mililitros 5 por BK
Lejia comercial al 0.5%, galdn 1 mensual
Alcohol 90%, litro 1 mensual
fnﬁﬁ[i]tﬁoie inmersion. (Indice de refraccion = 1.515-1.517. Viscosidad = 100-120), 1 gota = 0.05 por BK

Fuente: Equipo técnico. Lineamientos técnicos para el diagnéstico y control de la tuberculosis por el
laboratorio clinico, MINSAL, 2019.

Las cantidades a solicitar de forma trimestral, semestral o anual, dependera de la produccion de
cada establecimiento de salud y de la estructura organizativa institucional.

1.1. Recoleccion de la muestra

Para la baciloscopia, la muestra ideal es el esputo, por lo que cualquier otro tipo de muestra que
Nno sea esputo, debe ser procesada con pruebas moleculares o cultivo.

Se requiere una adecuada recoleccion de la muestra en relacion a calidad y cantidad,
recolectada en el envase recomendado, correctamente identificado; conservada en las
condiciones requeridas y transportada al laboratorio en el tiempo oportuno, con el objetivo de
asegurar la confiabilidad de resultados.

Es recomendable que se lleve el registro de la calidad de muestra recibida para realizar la
baciloscopia.

Saliva Mucosa Mucopurulenta Sanguinolenta

Fuente: Manual de capacitaciéon en Gene Xpert. Modulo 3: Toma y transporte de muestras de esputo.
OPS/OMS 2016

El envase debe cumplir las siguientes caracteristicas:
a) Plastico transparente: que permita observar el volumen y la calidad de la muestra sin
abrir el envase; para prevenir accidentes y facilitar su adecuado descarte.

b) Libre de particulas de polvo u otros contaminantes: no necesariamente estéril.

c) Boca ancha: para que el paciente pueda expectorar comodamente dentro del envase
sin contaminar el exterior.
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d) Tapa de rosca: a fin de asegurar un cierre hermético, que permita al menos dos vueltas
de cierre y reducir el riesgo de derrames durante el transporte.

e) Capacidad: de treinta y cinco a cincuenta milimetros de didmetro para que el paciente

pueda depositar el esputo con facilidad dentro del envase, sin ensuciar sus manos o las
paredes del frasco.

f) Facil de rotular: lo que permitird una identificacion indeleble o la colocacion de una
vifieta.

El personal de salud que da indicaciones para la recoleccion de la muestra, debe rotular el frasco
con la siguiente informacion: nombre completo del paciente, numero de identificacion
correspondiente del paciente [expediente, Documento Unico de Identidad (DUI), Sistema de
Informacion Penitenciaria (SIPE), Numero Unico Previsional (NUP), ficha familiar, afiliacion
dependiendo de la institucion o establecimiento de procedencial, tipo de muestra (esputo),
numero de muestra.

Para diagnostico, se deben tomar dos muestras por persona catalogada como sintomatico
respiratorio. La primera muestra tomada en el momento de la consulta al identificar al
sintomatico respiratorio. La segunda la debe recolectar el paciente en su casa, por la mafiana al
despertar (muestra matinal). Es mas probable que se eliminen bacilos en las muestras matinales.

Para control de tratamiento, dos muestras recolectadas por la mafiana, en dias consecutivos (ver
Norma técnica para la prevencion y control de la tuberculosis).

Para obtener una muestra de esputo de calidad, debe proporcionar las indicaciones al paciente:
a) Recolectarla en un area con ventilacion (preferentemente al aire libre) y no en lugares
encerrados como el bafio. En el caso de pacientes hospitalizados, en la medida de lo
posible se deben desplazar a un lugar ventilado.

b) Evitar el uso de lapiz labial al momento de recolectar la muestra.

c) Enjuagarse la boca con agua antes de dar la muestra, con el objetivo de eliminar restos
alimenticios.

d) Sonarse la nariz antes de obtener la muestra para evitar que la secrecion nasal sea
proporcionada como flema.

e) El paciente debe inspirar profunda y lentamente, luego retener por un instante el aire en
los pulmones, y después debe toser con fuerza y expectorar dentro del frasco que tiene
listo en la mano, repetir este proceso hasta obtener suficiente muestra (5 mililitros).

f) Cerrar el frasco procurando que el esputo no contamine el exterior del mismo.
g) Entregarlo al personal de salud.

h) La muestra recolectada deberd ser enviada lo mas pronto posible al laboratorio en triple
embalaje y en cadena de frio. (Ver anexo 3)

i) Si el establecimiento no cuenta con laboratorio, debe coordinar el trasporte y referir las
muestras segun su red, mientras tanto debe conservarlas en refrigeracion de 2 a 8°C por
un tiempo maximo de dos dias.
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1.2. Recepcidn, conservacion y transporte de las muestras

El personal del laboratorio que recibe las muestras debe:

a)
b)

Aplicar las medidas de bioseguridad.

Abrir la caja sobre una mesa en el area de recepcion de laboratorio o donde procesa la
muestra, inspeccionando si se han producido derrames.

En caso de confirmar el derrame, retener la muestra, desinfectar el exterior de los
envases utilizando algodén humedecido con hipoclorito de sodio al 0.5%, evaluar la
magnitud del derrame y emplear motivo de rechazo, si aplica.

Revisar el llenado completo y correcto del formulario de la solicitud del examen para
diagnostico y seguimiento de casos de tuberculosis (PCT-3) (anexo 4), que cumpla con
toda la informacion requerida y con letra legible de acuerdo a lo establecido en los
lineamientos técnicos para los laboratorios clinicos vigentes.

Verificar que los frascos estén herméticamente cerrados y que la informacion haya sido
escrita en el cuerpo y no en la tapa del mismo.

Cotejar la informacion de la vifieta del frasco con la informacion de la PCT -3

Notificar al servicio o establecimiento que refiere, si se han observado inconvenientes de
rechazo, utilizando el formulario de notificacion de muestras rechazadas descrito en el
POE de recepcion de muestras. Las muestras podran ser rechazadas segun los criterios
descritos en anexo 5. Motivo de rechazo de muestras.

La recepcion de muestras sera de acuerdo al horario de atencion del establecimiento de
salud que las procesa.

En caso de recibir una muestra directa del paciente, se debe insistir en las instrucciones
para la toma de la sequnda muestra.

Casos especiales

a)

b)

Si el laboratorio que recibe las muestras, no realiza todas las pruebas solicitadas, debera
enviar la muestra a su laboratorio de referencia de la red.

Los establecimientos que no tienen laboratorio, no deben referir al paciente, se debe
enviar las muestras cuanto antes, después de su obtencion (24 a 48 horas), si ho puede
evitarse que el traslado se retrase, las muestras deben refrigerarse o mantenerse en un
lugar lo mas fresco posible y protegidas de la luz, para evitar el desarrollo de
microorganismos contaminantes (no dejar transcurrir mas de 5 dias entre la recoleccion
del esputo y el procesamiento de la muestra); por lo que el laboratorio clinico, rechazara
toda muestra que excede los 5 dias de recolectada.

En vacaciones prolongadas, si los establecimientos de FOSALUD captan un sintomatico
respiratorio, deberan coordinar con el laboratorio clinico de segundo nivel de atencion
de su red, la recepcion y procesamiento de la muestra.

Procedimiento

Lugar de trabajo

La baciloscopia puede ser realizada en laboratorios de cualquier complejidad, que posean un
microscopio, con lente de inmersion en buenas condiciones, algunos insumos de bajo costo e
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instalaciones simples en el laboratorio. Deben seguir normas basicas sencillas que aseguren
calidad y minimicen los riesgos.

Los requisitos minimos a cumplir son:

a) El area de trabajo debe estar alejada de la entrada, para evitar corrientes de aire, asi
como el movimiento de personal alrededor, durante el procesamiento de las muestras.

b) Buena iluminacion.

c) La mesa de trabajo para colocar las muestras que se reciban, y realizar los extendidos
debe estar en lo posible cubierta con material liso y resistente a soluciones germicidas
(férmica, acero inoxidable o materiales similares).

d) Ventilacion natural de laboratorio (a través de ventanas) o mecanica (mediante un
extractor de aire), con un caudal aproximado de 6 a 12 cambios del volumen de aire del
laboratorio por hora. Si se trata de un extractor de pared, éste debe contar con una
salida al exterior hacia un area poco transitada del servicio y a una altura de al menos 2
metros y medio del piso. En todos los casos se debe asegurar que la corriente de aire no
esté dirigida a la mesa en la que se preparan los extendidos.

e) Paredes pintadas, sin desprendimientos y pisos lavables, que puedan ser desinfectados
con hipoclorito de sodio al 0.5% (Anexo 6)

f)  Un lavabo con fuente de agua y desague, en el que se pueda lavar las manos y realizar la
tincion.

g) Una alacena para los reactivos, portaobjetos y demas materiales.

h) Area para el microscopio.

i) Una mesa de trabajo para escribir los informes y los registros del laboratorio.

j)  Unlugar para almacenar los frotis.

1.3. Preparacion del extendido

Antes de empezar el trabajo, los técnicos deben lavarse las manos y colocarse el equipo de
proteccioén personal requerido. Cada serie de muestras a procesar, no debe ser superior a doce.
Las laminas deben estar nuevas y en buen estado, si es necesario desengrasarlas previamente
con alcohol al 70%.

Fuente: Unidad de Prevencién y Control de la Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias Laboratorio
Unidad de Salud San Vicente.
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Colocar sobre la mesa de trabajo una hoja doble de papel, humedecida con la solucion
de hipoclorito de sodio al 0.5%. Esta hoja de papel constituye el area contaminada,
porgue sobre ella deben realizarse las etapas mas peligrosas de todo el procedimiento,
desde la apertura y preparacion 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 ldmina portaobjeto, con lapiz de grafito
el mismo numero asignado de la boleta y al frasco; para el caso del ISSS la identificacion
de la [@mina se hara acorde al lineamiento institucional emitido por el centro de
referencia 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 solo el frasco de la muestra que se va a procesar, cerca del
mechero encendido, el cual estara 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 numero.

Quebrar el aplicador de madera en dos, utilizando el extremo astillado para mezclar y
tomar la particula util purulenta, este es uno de los pasos mas importantes para
aumentar la probabilidad de identificar los bacilos de tuberculosis mediante la
baciloscopia.

Si la muestra es saliva, se debe mezclar bien y colocar mayor cantidad de muestra.
(Anotar en la PCT-4 el tipo de muestra que se procesa).

Tomar la ldamina con los dedos en la parte correspondiente al numero. Colocar la
particula de muestra sobre la lamina, extendiéndola con el aplicador realizando
movimientos suaves circulares, tratando de dispersarla en forma homogénea en el
centro de la ldmina, dibujando un ovalo 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 realmente homogénea, es necesario tomar una particula de
muestra grande, eliminando el sobrante con el mismo aplicador. Nunca debe calentarse
la ldmina mientras se esta haciendo el extendido, pues se forman aerosoles, existiendo el
riesgo de infectarse a través de las vias respiratorias, también en el extendido se forman
circulos conceéntricos y precipitados granulosos, la pelicula pierde su homogeneidad
dificultando la lectura.

Al terminar el extendido, 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 procesadas solo deben ser descartadas después de la observacion
microscopica, colocandoles a cada frasco 10 gotas de hipoclorito de sodio al 0.5%.

Una vez secos los frotis, fijar la lamina con el extendido hacia arriba, pasandola
rapidamente sobre la llama tres veces, cuidando que no se caliente demasiado. El
extendido nunca debe ser calentado a la llama mientras esté humedo, pues el calor
fuerte altera la estructura de los bacilos y su posterior tincion, ademas puede generar
aerosoles.
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k) Colocar los extendidos en un soporte a medida que se van fijando y de inmediato
realizar la técnica de coloracion ya que algunos bacilos pueden permanecer vivos
después de fijados con calor hasta que se incorpora la fucsina.

) Al finalizar el trabajo, deben ser cuidadosamente descartados en el depdsito de material
bioinfeccioso, el papel, aplicadores y otros materiales utilizados.

Preparacion del extendido

1. Ordenar y enumerar las
muestras

-l

H L A s )
5. Depositar la

6. Extender la 7. Fijar el extendido

4. Seleccionary 3
mezclar la particula muestra en el muestra cuando esté totalmente
mas purulenta portaobjetos uniformemente (ver seco, pasando la lamina
anexo 7) rapidamente tres veces

sobre la llama del
mechero de arriba
hacia abajo

Fuente: Unidad de Prevencién y Control de la Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias /Laboratorio
Clinico, Unidad de Salud de San Vicente

Coloracion
El personal de laboratorio debe utilizar la técnica de Ziehl-Neelsen con los siguientes pasos:

a) ldentificar y filtrar los colorantes antes de utilizarlos.

b) Filtrar los colorantes en cantidad necesaria a utilizar.

c) Colocar la serie de laminas fijadas (no superior a 12) sobre la bandeja metdlica o varilla
que esta en el lavabo, con el extendido hacia arriba separadas una de otra como minimo
un centimetro y con el numero hacia el operador. No olvidar colocar las laminas de
control positivo y negativo de muestras conocidas, previamente preparadas.

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

e) Improvisando una pequefia antorcha (algodon impregnado con alcohol en una pinza),
pasarla lentamente por debajo de las laminas hasta que se produzca emision de vapores;
en este momento inician los 5 minutos de coloracion, cuando los vapores sean visibles
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dejar de calentar. Al cesar la emision de vapores se calienta nuevamente, se repite este
paso una vez mas hasta completar tres emisiones sucesivas. La fucsina no debe hervir (la
pared de los bacilos puede destruirse y colorearse inadecuadamente) y si disminuye por
evaporacion o derrame, hay que reponerla porque el extendido debe estar cubierto
constantemente durante el calentamiento.

Eliminar la fucsina, tomando el portaobjetos por el extremo numerado, inclinandolo
hacia adelante y lavar dejando caer una corriente de agua de chorro a baja presion sobre
la parte esmerilada de la [dmina (donde no hay extendido), la que escurrird suavemente
sobre la pelicula.

Cubrir la totalidad de la superficie del extendido con 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 considera 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 tefidas que no son
micobacterias.

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

Cubrir la totalidad de la superficie del extendido con azul de metileno y dejarlo que
actue por un minuto.

Lavar tanto el extendido como la cara inferior del portaobjetos.

Limpiar la parte posterior de la ldmina (donde no hay extendido), con un algoddn
humedecido con alcohol, para quitar los restos de colorante.

Colocar cada ldmina en la gradilla hasta que se seque a temperatura ambiente.

Los reactivos para coloracion seran proporcionados por el Laboratorio Nacional de Salud
Publica (LNSP), 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 8. Preparacion de
colorantes)

18



Tincién de Ziehl-Neelsen

2. Calentar hasta obtener 3
emisiones de vapor. Apagar
1. Cubrir con fucsina antorcha y esperar completar
5 minutos

6. Cubrir con
azul de metileno
durante 1 minuto

4. Cubrir con decolorante
durante 2 minutos

5. Lavar con agua
nuevamente

8. Limpiar la parte posterior 9. Secado al aire
7. Lavar con agua de la lamina

Fuente: Unidad de Prevenciéon y Control de la Tuberculosis y Enfermedades
Respiratorias /Laboratorio Clinico, Unidad de Salud de San Vicente.

Examen microscopico

Observacion microscopica y lectura del extendido.

La observacion microscopica debe cumplir principalmente dos objetivos:
a) Determinar si en el extendido hay BAAR.

b) Cuantificar el numero de bacilos por campo, si los hay.

Los bacilos acido alcohol resistentes tienen entre 1 y 10 micras de largo y 0.2 a 0.6 micras de
ancho. Con la coloracion de Ziehl Neelsen se observan como bastoncitos delgados, ligeramente
curvos, fucsia, destacandose claramente contra el fondo azul.

En la muestra de esputo pueden presentarse aislados, apareados o agrupados. Es muy dificil
distinguir el bacilo de la tuberculosis de otras micobacterias por examen microscopico. Algunas
micobacterias que no son M. tuberculosis, pueden aparecer como bastones muy largos o como
cocobacilos.
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Otros microorganismos pueden presentar distintos grados de acido alcohol resistencia, como:

Rhodococcus sp.

Nocardia sp.

Legionella sp.

Ooquistes de Cryptosporidium spp.
Ooquistes de Isospora spp.

Se pueden observar en forma de cocos, bacterias con formas variadas (pleomarficas), filamentos
que a veces estan cortados, o como esferas de gran tamario si se les compara con las bacterias.

Es importante considerar que resulta poco frecuente encontrar 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 algun microorganismo que no tiene forma de baston
debe consultar al supervisor.

Lectura de extendidos coloreados por Ziehl Neelsen:

a)
b)

c)

Depositar una gota de aceite de inmersion, sin tocar el preparado con el gotero.

Enfocar el extendido donde ha colocado la gota de aceite, con la lente 100 X de
inmersion.

Observar cada campo microscopico en superficie y profundidad, moviendo
permanentemente el tornillo micrométrico, antes de desplazarse al campo contiguo.
Sequir el recorrido en linea recta sistematicamente para recorrer el extendido, evitando
repetir la lectura de algunos campos. Ejemplo: de izquierda a derecha.

Fuente: Unidad de Prevencion y Control de la
Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias

Observar la calidad del extendido y de la coloracion. Si no fuesen buenas, repetir
nuevamente la baciloscopia de esa muestra.

Para el examen es necesario un microscopio binocular con objetivo de inmersidon (100x)
y oculares de aumento moderado.

Examinar un minimo de 100 campos microscopicos.

Se considera campo microscopico util, aquel en el cual se observan elementos celulares
de origen bronquial (leucocitos, fibras mucosas y células). Los campos en los que no
aparezcan dichos elementos, no deben contabilizarse en la lectura.

Cuando no se encuentren bacilos acido alcohol resistente (BAAR), en 100 campos; se
debe hacer una nueva busqueda mas cuidadosa en otros 100 campos.

Se debe calcular el numero de bacilos vistos por campo.
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j) Al finalizar el examen, se debe separar el objetivo de la ldmina, retirarla y verificar la
identificacion con el numero grabado en la lamina y anotar el resultado en el libro de
registro de actividades de laboratorio (PCT- 4, anexo 2), posteriormente, se deben anotar
los resultados en la solicitud de examen bacterioldgico de tuberculosis (PCT-3) (anexo
4).

k) Antes de examinar un nuevo frotis, se debe limpiar el lente de inmersién con papel para
limpiar lentes o algoddn impregnado con alcohol al 70%.

) Posteriormente, se debe limpiar el aceite de la ldmina y guardarla para su envio al control
de calidad.

Informe de resultados

El numero de bacilos encontrados es muy importante como elemento de informacion, dada su
relacion con el nivel de contagio del paciente, la severidad de la enfermedad y la evolucion del
paciente bajo tratamiento. Por esta razon el informe debe ser cualitativo y cuantitativo; debe
reportarse en un maximo de 3 dias habiles desde el momento de recepcién de la muestra en el
laboratorio Lineamientos técnicos para los laboratorios clinicos, MINSAL,

Se deben sequir las pautas descritas en el cuadro 3 para la presentacion del informe de los
resultados:

Cuadro 3. Informe de resultados de BK
Campos de

inmersion Reporte Poblacion bacilar
observados

Nimero de bacilos

encontrados

No se observan BAAR en 100 campos Negativo

Numero exacto de
De 1a9BAARen 100 campos bacilos observados
en los 100 campos

* De 10 - 99 BAAR 100 campos +

De 1 - 10 BAAR por d g 20 -4
© PO 50 campos ++ v

campo en

Mas de 10 BAAR por

20 campos e t++
campo en

* Para reportar una baciloscopia como positiva una cruz (+), debe de haber visualizado mas de 10 bacilos en los 100
campos observados.

Fuente: Equipo técnico ‘“Lineamientos técnicos para el diagndstico y control de la tuberculosis por
laboratorio clinico, MINSAL, 2019”°. a: Seccién Micobacterias, Laboratorio Nacional de Salud Publica. b:
Wikimedia Commons. ¢, d y e: Manual para el diagndstico bacterioldgico de la tuberculosis, OMS Parte 1:

Manual de actualizacién de Baciloscopia, edicion 2018.
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Todo resultado positivo, debe informarse inmediatamente al personal del establecimiento de
salud correspondiente, para iniciar tempranamente el tratamiento del paciente y la identificacion
de los contactos. Las causas de error en la BK se describen en el cuadro 4.

Es responsabilidad del establecimiento de salud correspondiente, el retiro de los resultados de
pruebas bacterioldgicas solicitadas.

Cuadro 4. Causas de error en la baciloscopia

. Falsos Falsos
Motivos ... -
positivos mnegativos
Inheren- e No representativa del lugar de la lesion. X
tes ala e  Muestra inadecuada. X
muestra e Mal conservada X
Mala seleccion de la particula de muestra. X
Defectos en la realizacion del extendido:
e Extendidos finos, gruesos o poco homogéneos. X
e Fijacion de extendido humedo o a temperatura superior X
a 60 °C
Defectos en la realizacion de la coloracion:
e Calentamiento deficiente o excesivo. X
e Decoloracion insuficiente X
e Precipitacion de cristales por uso de reactivos no filtra- X
dos o calentamiento excesivo.
Inheren- e Decoloracion excesiva. X
tes al Defectos en la lectura:
operador
e Uso de microscopios en mal estado X
e Lectura de un numero insuficiente de campos X
e Poca capacidad para diferenciar bacilos de artificios de X X
coloracion.
e Observacion de un solo nivel del extendido X
e Transferencia de bacilos de un extendido a otro (varilla X
de aceite de inmersion)
e Confusion de muestras y/o extendidos. X
e Errores en trascripcion de resultados. X
e Hay1la9 bacilos en 100 campos X
Inh e Limite de sensibilidad 5,000 -10,000 bacilos/ml de X
n ereln- muestra
t(,es a. a e Especificidad: se detectan BAAR que pueden ser no pa- X
tecnica tégenos y nocardias.

Fuente: Equipo técnico Lineamientos técnicos para el diagnéstico y control de la tuberculosis por
laboratorio clinico, MINSAL, 2019.
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1.4. Indicadores de calidad

Cuadro 5. Indicadores operacionales de apoyo del laboratorio

Indicador

Carga de trabajo

Construccion del indicador

Numero de BK de diagnostico + numero de BK de
control de tratamiento

Fuente

(M40 + M 42 + M 41)
V.E.= definir a nivel local

. . . . ) M40 + M 42
Concentracion de Total de BK de diagnostico/SR investigados por el M 40
baciloscopia por S.R. laboratorio VE =2
M40(BK+) + M42(BK+) X100
Porcentaje de BK de Total de BK de diagndstico positivas al SR X 100/ M40(+ Mé)‘rZ ( :
diagnostico positivas Total de BK de diagnostico realizadas al SR VE = 5%

N¢ de baciloscopia
realizadas por caso

Total de BK de diagndstico realizadas al SR/*Total de
casos BK (+) (nuevos y de retratamiento
diagnosticados en el laboratorio)

Registro de actividades de
laboratorio (PCT-4)

Porcentaje de BK de
control de tratamiento
positivas

Numero de BK de control de tratamiento positivas x
100/Total de BK de control de tratamiento.

M 41(BK +) X 100
M41(BK + y neg)
V.E.=5-10%

Porcentaje de BK de
diagnostico positivas de
bajo grado (positivas +y
contables)

Numero de BK de diagnodstico positivas de bajo
grado x 100/Total de BK de diagndstico positivas.

Registro de actividades de
laboratorio (PCT-4)

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

establecimiento (tengan o no laboratorio).

Fuente: Equipo técnico Lineamientos técnicos para el diagnéstico y control de la tuberculosis por
laboratorio clinico, MINSAL, 2019.

Interpretacion de indicadores de laboratorio:

® Carga de trabajo: mide el numero total de baciloscopias realizadas

e Concentracion de baciloscopia por SR: mide el numero de baciloscopias

realizadas en promedio, por cada sintomatico respiratorio.

* Porcentaje de baciloscopias de diagndstico positivas: mide el porcentaje de

baciloscopias (+) del total de baciloscopias de diagndstico realizadas.

® Numero de baciloscopias realizadas por caso: se obtiene el numero de BK

realizadas para encontrar un caso baciloscopia positiva, sea nuevo o de retratamiento.

e Porcentaje de baciloscopias de control de tratamiento positivas:
identificar si la negativizacion esta siendo adecuada al tratamiento.
e Porcentaje de baciloscopias de

diagnodstico positivas

permite

de bajo grado

(positivas + y contables): permite identificar si el diagnodstico es temprano o tardio.
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2. Cultivo

Es el método bacterioldgico mas sensible y especifico de los conocidos en la actualidad, ya que
puede detectar entre 10 a 100 BAAR por mililitro en una muestra determinada, si se ha realizado
cumpliendo los lineamientos, ademas permite estudiar los bacilos vivos por técnicas de
identificacion.

Es un método de mayor complejidad y costo que la baciloscopia, cuyos resultados se obtienen
entre 20 y 60 dias después del procesamiento de la muestra.

Mediante el cultivo, es posible incrementar la confirmacion de diagndstico de tuberculosis en
aproximadamente 15 a 20% del total de casos y en 20 a 30% de los casos de tuberculosis
pulmonar.

Entre los casos con tuberculosis extrapulmonar el aporte del cultivo al diagnostico es variable,
segun la localizacion de la enfermedad y aun con un resultado negativo del cultivo, es posible

que se establezca o se mantenga el diagnostico de tuberculosis.

El cultivo para diagnéstico mas la tipificacion y sensibilidad esta indicado en los siguientes casos:

1. Alta sospecha de TB y dos baciloscopias negativas

2. Sospecha de tuberculosis infantil

3. Sospecha de tuberculosis extrapulmonar

4. Personas con VIH y con sospecha de TB

5. Fracaso

6. Pérdida en el sequimiento

7.  Recaida

8. Contacto de caso TB-MDR o TB-RR

9. Antecedente o estancia actual en centro penitenciario o bartolinas
10. Coinfeccion TB/VIH

11. No negativizan al segundo, cuarto o quinto mes de tratamiento
12. Baciloscopias con uno a nueve bacilos en cien campos

13. Migrante nacional o extranjero

14. Paciente con tratamiento antituberculoso que no mejora clinicamente, aunque las BK de

control sean negativas
15. Micobacteriosis
16. Personas con diabetes
17. Caso TB-RR, TB-MDR, TB-DR
18. Personal de salud
19. Poblaciones originarias
20. Poblacion en situacion de calle
21. SR con inmunodeficiencias
22. Otros (especificar)
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El personal de laboratorio, mediante el cultivo, debe asegurar que los bacilos en las muestras de
los pacientes se multipliquen in vitro, hasta que se visualicen formando colonias en un medio
solido, para ello en cada una de las etapas del proceso del cultivo, debe verificarse:

Persistencia del bacilo en muestra de la lesion
Se debe tener en cuenta que la probabilidad de recuperacion aumenta
proporcionalmente con la rapidez con que se siembre la muestra.

El tiempo de demora en la reproduccion del bacilo, ya que esta etapa es muy critica
cuando el numero de bacilos es escaso o cuando el pH de la muestra es desfavorable
para la sobrevivencia del bacilo como en el caso de lavados gastricos y orinas.

Verificar factores claves como la exposicion a la luz solar, desecacion y el calor ya que
son condiciones micobactericidas.

Vigilar la conservacion de la muestra previa al cultivo: de 1 a 5 dias, preservarla entre 2 a
8°Cyde6al5diasa- 20 °C.

2.1. Preparacion de medios de cultivo

Cuadro 6. Medios a base de huevos

Lowenstein . Ogawa Kudoh
Stonebrink Ogawa ..
Jensen (acido)

Fosfato monopotasico

KH, PO, g 24 35 6 12

Fosfato disodico 16

HNaz PO4 9 ’

Sulfato de magnesio

SOMg. 7H,0 9 0.24

Citrato de magnesio g 0.6 0.6
Solucion
salina Glutamato de sodio g 6 3

Piruvato de sodio g 6.25

L-asparagina g 3.6

Glicerol ml 12 36 24

Agua destilada c.s.p. ml 600 500 600 600
Huevos ml 1000 1000 1200 1200
Verde de malaquita 2% ml 20.0 20.0 36 24
pH aproximado 6.8 6.8 6.8 6.2

Fuente: Manual para el diagnéstico bacteriolégico de la tuberculosis Normas y Guia Técnica Parte II Cultivo.

OPS. 2008

El area debe estar limpia y libre de corrientes de aire, debera crearse un campo de trabajo con el
mechero y papel embebido con el desinfectante.
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Cuadro 7. Equipos y materiales para la preparacion de medios de cultivo

Descripcion Cantidad

Equipos

Balanza analitica 1
Mechero Bunsen 1
Agitador 1
Medidor de pH 1
Refrigerador 1
Reloj marcador de tiempo 1
Coagulador Depende de la cantidad de medio a preparar
Autoclave 1
Licuadora 1

Materiales
Espatula 1
Papel para pesar 1
Erlenmeyer para preparar la solucion de sales 1
Erlenmeyer para mezcla de sales y huevos 1
Erlenmeyer para solucion de verde de malaquita 1
Probeta para agua destilada 1
Probeta para huevos 1
Probeta para glicerol 1
Algodon Una b para 3 meses
Embudo de 200 mm de didmetro 1
Beaker para quebrar huevos 3
Gaza para forrar el embudo 4 yardas por cada lote preparado
Tubos de 20 x 150 mm Depende de la cantidad de medio a preparar
Dispensador de medio 1
Gradillas Depende de la cantidad de medio a preparar
Beaker para medir el pH (uno para cada buffer) 4
Varilla agitadora 1
Bolsas plasticas para almacenar el medio de cultivo Depende de la cantidad de medio a preparar
Magnetos de diferentes tamarios 2
Balon fondo plano para dispensar el medio de cultivo 2

Fuente: Seccidon de micobacterias - LNSP , Ministerio de Salud.
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Conservacion:

a)
b)

Las sales y los huevos deberan almacenarse a temperatura ambiente.

Preparar la solucion de verde de malaquita al 2% un dia antes cada vez que se prepare
medio de cultivo, protegiéndola de la luz para evitar su degradacion, asegurandose de su
completa disolucion.

Desarrollo del procedimiento:

Debera utilizarse gabacha y mascarilla para evitar contaminar el medio de cultivo.

Dia 1l
a)

=0 20T

Una vez pesadas las sales disolverlas en los 600 ml de agua destilada (para 1000 ml de

base de huevos).

Calentarlas suavemente hasta su disolucion total.

Agregar el glicerol.

Esterilizarlas en la autoclave por 15 minutos a 121 °C.

Dejar enfriar.

Preparar la solucion de verde de malaquita al 2%.

Limpiar y desinfectar los huevos. Deberan limpiarse de la siguiente forma:

e Mantenerlos en una mezcla de agua de chorro con detergente en polvo (agua
jabonosa) por un periodo de 15 minutos.

e Estregar uno a uno con un algodon embebido en agua jabonosa

e Enjuagar con abundante agua de chorro hasta eliminar por completo la espuma.

e Colocarlos en un recipiente limpio.

e Limpiar uno a uno con un algodoén embebido con una solucion de alcohol al 70%

e Colocarlos en un recipiente limpio y cubrirlos con papel toalla

Encender el coagulador previamente hasta lograr una temperatura interna de 85 °C.

Con las manos cuidadosamente lavadas, quebrar los huevos uno a uno, en un pequefio
beaker y observar que no se encuentre en mal estado.

Vaciar los huevos uno a uno en la probeta hasta completar un litro.

Verter los huevos en el vaso de la licuadora y mezclarlos a baja velocidad durante unos
segundos.

Filtrar el homogenizado de huevos haciéndolo pasar a un erlenmeyer a través de un
embudo cubierto con 4 capas de gaza estéril.

Agregar inmediatamente la solucion de verde de malaquita al 2%, lavando el frasco con
una porcion de la solucion de sales, verificando que no quede ningun grumo de verde
de malaquita.

Agregar la totalidad de la solucion de sales al homogenizado de huevo.

Mezclar en el agitador eléctrico (si cuenta con el equipo) o de forma manual hasta que el
medio se encuentre homogéneo.

Dispensar en cada tubo una cantidad suficiente como para que al inclinarlo en el estante
del coagulador forme un pico de flauta desde la base del tubo hasta unos 2 cm por
debajo del borde de la rosca.
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M) Tubos de 20 x 150 mm 10 ml

' Tubos de 20 x 125 mm 8 ml
2cm lcm

Identificar cada tubo con el hombre del medio de cultivo, numero de lote asignado y
fecha de vencimiento (el vencimiento para el medio de Loéwenstein Jensen, es de dos
meses).

Romper las burbujas que se hayan formado al dispensar el medio de cultivo.

Ubicar los tubos en el estante del coagulador de modo que se logre formar el pico de
flauta y cerrar el coagulador para evitar la pérdida de calor y dejar coagular por un
tiempo aproximado de una hora.

Separar 15 ml de medio y medir su pH.

Una vez coagulados, sacar los tubos del coagulador y colocarlos en una bandeja para
esperar a que se enfrien a temperatura ambiente.

Guardar los tubos en bolsas plasticas debidamente rotuladas con el numero de lote
correspondiente, en el refrigerador entre 2 °C a 8 °C con sus tapones bien ajustados
evitando la desecacion y contaminacion.

Registrar en el formulario para preparacion de medios de cultivo con la informacion
requerida (ver anexo 9).

Control de calidad de medios
La calidad de los lotes de medio de cultivo, es imprescindible para garantizar el desarrollo de los
bacilos, por lo que, a cada lote de medio, se le debera realizar un control de calidad.

2.2. Equipo, materiales y reactivos para cultivo

La eleccion del método a utilizar depende del presupuesto, entrenamiento del personal,
equipamiento y de la asistencia técnica.

Cuadro 8. Equipo, materiales y reactivos segiin método

Descrincién Método Petroff Ogawa
P modificado Kudoh

Equipo

Estufa o incubadora

Crondmetro

Equipo de proteccion personal

Refrigeradora

X | X| X | X

Cabina de seguridad bioldgica clase Il tipo 2

Centrifuga Refrigerada

X | X | X| X| X | X
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Materiales

Mechero

Bandeja metalica inclinada

Dos tubos de medio de cultivos

Gradilla para [dminas

Gradilla para tubos de 20 x 125 milimetros

Recipiente para descarte de desechos bioinfecciosos

Laminas porta objeto esmeriladas

Aplicadores de madera

X | X | X | X| X| X| X| X

X | X| X| X| X| X| X| X

Basurero con tapadera y con sus respectivas bolsas plasticas
(roja y negra)

>

>

Jabodn para lavado de manos

Papel

Plumon permanente

Lapiz de grafito

Lapicero

Papel toalla

Fosforos

Hoja de solicitud del examen (PCT-3)

Libro para registro de cultivo

X | X| X| X| X[ X| X]| X| X

Goteros estériles

Gradilla para tubo conico de 50 mililitros

X | X | X| X| X| X| X| X| X| X<X| X

Dos hisopos de poliéster o de algodon estériles de quince
milimetros de longitud en promedio

Descarte de objetos punzocortantes

Reactivos

Hipoclorito de sodio al 0.5%

NaOH al 4% estéril

Un tubo de vidrio estéril conteniendo tres mililitros de
solucion de NaOH al 4% por cada muestra a procesar

Buffer fosfato pH 6.8 estéril

X

Agua destilada estéril

X

Fuente: Equipo técnico, Lineamientos técnicos para el diagnéstico y control de la tuberculosis en el

laboratorio clinico, MINSAL, 2019.
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Recoleccion de la muestra

e Esputo: Ver proceso de recoleccion para baciloscopia.

¢ Otros tipos de muestras: Todas las muestras extrapulmonares deben procesarse a

través de prueba molecular y en aquellos casos en el que el resultado no sea
concluyente o la muestra sea de dificil recoleccion considerar procesarla por cultivo. En
el cuadro 9 se describe la cantidad requerida, almacenamiento, conservacion y el tipo de
recipiente a utilizar, segun el tipo de muestra a procesar.

Cuadro 9. Muestras extrapulmonares

Tipo de

Cantidad requerida

muestra

Almacenamiento y

conservacion

Tipo de

recipiente

Aspirado y 5-10 mililitros De 2 a 8 °C, sin sobrepasar las 24 horas. Frasco de tapdén de
lavado gastrico Estabilizar con bicarbonato de sodio (ver | rosca capacidad de 35 a
anexo 6) 50 ml
Lavadoy 5-10 mililitros De 2 a 8 °C, sin sobrepasar las 24 horas. Frasco de tapdén de
aspirado rosca estéril capacidad
bronquial de 35a 50 ml
Orina No menos de 50 mililitros, | De 2 a8 °C, sin sobrepasar las 24 horas. Frasco de tapdon de
recolectar la primera miccion de la rosca estéril, capacidad
mafiana, utilizando la técnica de de 35a 50 ml
medio  chorro,  previo
Recolectar de 3 a 6 muestras en
dias diferentes.
Liquido De 1 a 3 mililitros por tubo (todos | De 2 a 8 °C. No mas de 12 horas. Tubo estéril con tapa de

cefalorraquideo | los que el

requeridas)

médico
conveniente, segun las pruebas

rosca y cierre
hermético, capacidad
de 10 - 15 mililitros, sin
anticoagulante.

Liquidos: De 2 a 3 mililitros por tubo (todos | Se debe procesar inmediatamente o | Tubo  estéril, tapdn
ascitico, los que el médico almacenarlo de 2 a 8 °C. No sobrepasar las | hermético de rosca con
pericardico, conveniente, segun las pruebas | 24 horas. capacidad de 10 a 15
articular, requeridas) Utilizar anticoagulante, Citrato de sodio al | mililitros.
pleural, otros. 10% (3 gotas por cada 10 ml de muestra)
Tejidos y Serd tomada por el personal | De 2 a 8 °C. Sin sobrepasar las 24 horas. Utilizar frasco estéril.
material medico, la cantidad que éste | Agregar 1 o 2 mililitros de solucion salina o
resecado considere conveniente. agua destilada estérili o la cantidad
requerida segun el tamafio de la muestra,
para evitar la desecacion. No agregar
formol para el estudio bacteriologico
porque es letal para el bacilo.
Médula osea De 1 a 3 mililitros. De 2 a 8 °C. No mas de 12 horas. Utilizar frasco estéril.
Sangre 10 mililitros en sangre completa. De | De 2 a 8 °C. No mas de 12 horas. Tubo estéril con tapa
2 a 3 muestras tomadas en | Colocar 2 gotas de anticoagulante de de rosca y cierre
diferentes dias heparina. hermético, capacidad
de 10 - 15 mililitros, sin
anticoagulante.
Pus y | De 1 a 3 mililitros o de 2 a 4 | De2a8°C. Utilizar frasco estéril

secreciones hisopos humedecidos previamente
con solucion fisiologica o agua

destilada estéril.

Nota: Las heces no son muestras adecuadas para el diagndstico de tuberculosis, debido a las metodologias
que actualmente son utilizadas por la red.

Fuente: Equipo técnico Lineamientos técnicos para el diagndstico y control de la tuberculosis por
laboratorio clinico, MINSAL, 2019.

Manual de procedimientos para el estudio de tuberculosis y otras micobacterias. Instituto Nacional de
Microbiologia Carlos G. Malbran. Argentina, 1993.
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Recepcion, conservacion y transporte de muestras

Ver informacion citada previamente en baciloscopia.

Cuanto antes se procese la muestra, mayor serd la posibilidad de encontrar en ella el M.
tuberculosis. La temperatura ambiente y el transcurso del tiempo, favorecen la multiplicacion de
los microorganismos que son causantes de contaminacion en los medios inoculados,
disparando asi los indices de contaminacion en los cultivos.

Procedimiento

Lugar de trabajo
La estructura del laboratorio, la forma en que se asignan los espacios funcionales y su relacion
entre si, repercute de manera esencial en el flujo de trabajo y en la seguridad. Cada laboratorio
que realiza cultivo, debe hacer una evaluacion de riesgo de acuerdo a su infraestructura y
capacidad instalada.

Eleccion del método de cultivo segun los recursos disponibles

Las micobacterias son microorganismos aerobios estrictos, por o que las necesidades basicas
de nutrientes de las especies cultivables son en general sencillas: el glicerol o la glucosa como
fuente de carbono, y una sal de amonio como fuente de nitrdgeno. Aquellas muestras que
provienen de sitios no estériles (por ejemplo, esputos, orina), deben descontaminarse
previamente.

Mediante la decontaminacion de la muestra se eliminan otros microorganismos que impiden el
desarrollo adecuado del bacilo.

La muestra debe homogenizarse, especialmente el esputo, con el fin de lograr su licuefaccion y
liberar el bacilo del moco, asi como material celular y tejido que puedan acompanarlo.

El empleo de decontaminantes adecuados, ademas de homogenizar la muestra, permite la
destruccion de los microorganismos asociados, conservando la viabilidad del bacilo.

Consideraciones generales

a) De preferencia se debe procesar la totalidad de cada muestra para no perder material
que pueda contener bacilos.

b) Procesar por separado cada muestra del mismo paciente sin mezclarlas, esto incrementa
la posibilidad de recuperar bacilos, en especial en el caso que alguna de las muestras se
contamine. A la vez permite verificar si se reitera el aislamiento a partir de distintas
muestras del paciente y asi resolver dudas que ocasionalmente se pueden presentar en
el diagnostico de tuberculosis o discernir si se esta frente a un caso de micobacteriosis.

c) Evitar la contaminacion cruzada, ordenando de tal forma que al inicio queden las
muestras estériles, seguidas de las muestras contaminadas, y segun su motivo de
indicacion de diagndstico a control de tratamiento.

d) Aplicar distintos procedimientos antes de la siembra segun la consistencia, volumen y
contaminacion de la muestra. El tipo de muestra predominante, sera seguramente el
esputo producido por expectoracion espontanea.
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2.3. Método de Petroff modificado

Debe utilizarse en la homogenizacion/decontaminacion de muestras y su inoculacion se
realiza en medios a base de huevos con pH cercano al neutro.

Es el mas conveniente, por ser de bajo costo y se obtiene buena recuperacion del BAAR

El profesional de laboratorio debe de tener en cuenta que el tiempo de contacto con el
decontaminante no debe de exceder los 30 minutos, de manera tal que normalmente no
es posible procesar series de mas de 12 muestras.

Muestras pulmonares (ver anexo 10)

a)
b)

Utilizar el equipo de proteccion personal.

Colocar el material a utilizar y encender la cabina de seguridad bioldgica 5 minutos antes
de iniciar el procedimiento.

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

Identificar los tubos con el medio de cultivo, con los datos correspondientes.
En un tubo conico de 50 mililitros, estéril, transferir de 1 a 2 mililitros de muestra.

Proceder de la misma manera con las siguientes muestras de una en una. No abrir el
siguiente tubo si antes no se ha cerrado el anterior.

Agregar de 1 a 2 mililitros de NaOH al 4% a cada tubo.

Mezclar cada tubo, manualmente o con ayuda de un vortex, cada 5 minutos hasta que
completen 15 minutos, sin sobrepasar los 20 minutos.

Agregar buffer fosfato pH 6.8, a cada tubo, hasta completar la marca de 50 mililitros y
mezclar hasta homogenizar.

Centrifugar los tubos a 3,000 gravedades y temperatura entre 4 a 12 °C por 15 minutos.

Dejar reposar 5 minutos, sacar las camisas de la centrifuga y llevarlas a la cabina de
seguridad biologica (CSB).

Dentro de la CSB sacar los tubos de uno en uno.

Destapar y decantar el sobrenadante, limpiando la boquilla del tubo con un algoddn
humedecido con hipoclorito de sodio al 0.5% o alcohol al 70%, luego taparlo hasta
completar la serie de 12 tubos.

Volver a destapar el tubo y re-suspender el sedimento con 4 o 5 gotas de buffer fosfato
pH 6.8.

Proceder de la misma manera con los tubos restantes.

Inocular los tubos con medio de cultivo Lowenstein Jensen (LJ), agregando de 4 a 5
gotas del sedimento y dispersar de manera tal que quede en toda la superficie del medio.

Con la ultima gota, preparar el frotis para realizar una baciloscopia.

Colocar en bandeja inclinada los tubos inoculados, con el bisel hacia arriba, dejando
flojos los tapones, e incubar de 35 a 37 °C.

A 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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Muestras extrapulmonares

Procedimiento para liquido cefalorraquideo y otros liquidos estériles

a)
b)

Utilizar el equipo de proteccion personal.

Colocar el material a utilizar y encender la cabina de seguridad bioldgica, 5 minutos
antes de iniciar el procedimiento.

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

Identificar los tubos con el medio de cultivo, con los datos correspondientes.
Inocular de 2 a 3 tubos de medio de Loéwenstein 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 incubar de 35 a 37 °C.

A las 48 horas revisar en busca de contaminacion 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 contaminacion proceder a realizar la
decontaminacion con la técnica de Petroff modificada.

Las muestras de liquidos estériles de volumen menor a un mililitro deben sembrarse
directamente y en su totalidad distribuyéndolas en los tubos con medios de cultivo.

Las muestras de volumen mayor a cuatro mililitros deben:

Ser trasvasadas en su totalidad a un tubo conico de 50 ml volcando suavemente el
contenido del envase dentro del tubo.

Centrifugar quince minutos a 3000 gravedades.
Esperar que se detenga completamente la centrifuga.

Retirar el tubo cuidando de no re-suspender el sedimento, trasladarlo a la cabina. Dejar
reposar cinco minutos antes de abrir.

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 0.5%
o alcohol al 70%, si se hubiere salpicado la pared. Cerrar la tapa del tubo.

Proceder de igual forma con los siguientes tubos.
No abrir el siguiente tubo sin haber cerrado el anterior.

Inocular en los medios de cultivo

Las muestras de nodulos linfaticos, biopsias y otros liquidos, requieren homogenizacion,
concentracion o decontaminacion, previo a ser procesadas para cultivos. Estos procedimientos
se hacen de forma habitual pero dentro de una cabina de seguridad bioldgica tipo Il A2 y en un
laboratorio de contencion.
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Procedimiento para maceracion de muestras de tejidos tomadas por biopsia

a)

Trasladar la muestra lentamente a un mortero estéril de porcelana u otro material
autoclavable, sin salpicar. Puede ser necesario utilizar una pinza estéril para realizar esta
operacion. Descartar la pinza en el recipiente para material contaminado.

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 con una pipeta
todo el material macerado, distribuirlo en los medios de cultivo identificados con el
numero de la muestra.

Si el tejido contiene contaminantes, recoger con una pipeta transfer o gotero estéril todo
el material macerado, transferirlo al tubo de centrifuga identificado con el numero de la
muestra que esta siendo procesada, ubicar el tubo en el orden que le corresponde en la
serie de muestras que seran descontaminadas para que sea procesado mediante la
técnica de Petroff modificado.

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

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

Inocular de 2 a 3 tubos de medio de Léwenstein 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 incubar de 35 a 37 °C.

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

Procedimiento para cultivo de muestra de orina

a)
b)

Procesar toda la muestra de la miccion o un minimo de 50 mililitros.

Centrifugar toda la muestra a 3000 gravedades por 15 minutos. Decantar los
sobrenadantes y depositar en un tubo conico de 50 mililitros todos los sedimentos
obtenidos.

Decontaminar con el método de Petroff.
Inocular de 2 a 3 tubos de medio de Léwenstein Jensen con 3 a 5 gotas de sedimento.
Dispersar sobre la superficie del medio.

Colocar en bandeja inclinada los tubos inoculados, con el bisel hacia arriba, dejando
flojos los tapones, e incubar de 35-37 °C.

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

34



2.4. Método Ogawa — Kudoh

Debe utilizarse para procesar esputos en laboratorios sin equipamiento adecuado o suficiente
para aplicar la técnica de Petroff (anexo 11). Si no se dispone de cabina de seguridad bioldgica,
deben aplicarse las practicas y medidas de bioseguridad recomendadas para la realizacion de la
baciloscopia

Procedimiento

a) Utilizar el equipo de proteccion personal.

b) Preparar la mesa de trabajo.

c) Verificar los datos de la muestra del paciente con la PCT-3 y asignar el numero
correlativo.

d) lIdentificar los tubos con el medio de cultivo, con los datos correspondientes.

e) Proceder a hacer un extendido con la ldmina ya identificada utilizando un palillo.

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

g) Sumergir el hisopo estéril en un tubo con tres mililitros de solucion de NaOH al 4%
durante dos minutos exactos.

h) Retirar el hisopo sin escurrir y sembrar en un tubo con medio de Ogawa acidificado,
realizar movimientos de rotacion y presion. Descartar el hisopo.

i) Repetir el procedimiento utilizando el mismo NaOH al 4% e inocular el segundo tubo en
medio de Ogawa.

j)  Descartar los hisopos en un recipiente destinado a ser esterilizado en el autoclave.

k) Colocar en bandeja inclinada los tubos inoculados, con el bisel hacia arriba, dejando

flojos los tapones, e incubar de 35 a 37 °C.

A las 48 horas, enroscar bien los tapones, revisarlos cada semana hasta observarse
crecimiento o que cumplan las 8 semanas de incubacion.

Revision y lectura de las muestras cultivadas

Es importante recalcar que se debe asignar un dia de la semana para realizar la lectura y revision
de los cultivos. En caso de que se identifique colonias sugestivas al complejo Mycobacterium
tuberculosis u otras micobacterias, referir al LNSP, el aislamiento acompanado de la hoja de
referencia de cepa (anexo 12), para su identificacion.

Pasos:
a)
b)

Revisar periodicamente los tubos inoculados.

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

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

Verificar si se encuentran indicios de mala neutralizacion de la muestra.
Reportar si se detecta contaminacion.

Verificar si la siembra esta absorbida y el liquido se ha evaporado.
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Registrar si quedan restos de hidroxido de sodio en el indculo, esto se verifica si los
medios a base de huevos se aclaran hacia un tono amarillento, que lo diferencia del
resto de los tubos con siembras.

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

El personal de laboratorio debe producir de inmediato, el informe para comunicar si
detecta contaminacion o pH inadecuado (viraje hacia al amarillo o verde intenso) en
todos los tubos sembrados con la muestra de un paciente.

Toda muestra extrapulmonar, debe ser resguardada, un maximo de 3 a 5 dias, previo a la
verificacion que el tubo no se haya contaminado.

Si la siembra esta absorbida, ajustar la tapa para evitar la desecacion del medio.

Solicitar y procesar una nueva muestra del paciente, toda vez que sea posible, cuando se
ha detectado contaminacion o pH inadecuado del medio en todos los tubos sembrados.

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

a)

b)

c)

d)

Identificar tubos contaminados y proceder como se ha descrito anteriormente (anexo
13).

Identificar los tubos con desarrollo de complejo Mycobacterium tuberculosis 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.

Seleccion de los cultivos positivos para identificacion y prueba de sensibilidad

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

a)
b)

Seleccionar los cultivos positivos para su identificacion y prueba de sensibilidad.

Derivar al LNSP todos los tubos positivos, para prueba de sensibilidad y tipificacion, en
triple embalaje y cadena de frio. Los cuales deben ir acompafiados de la hoja de
referencia de cepas para prueba de sensibilidad y tipificacion. (Ver anexo 12) y la hoja de
solicitud de examen bacterioldgico para tuberculosis (PCT-3).

Transcribir el resultado obtenido de los registros del laboratorio en la PCT-3, utilizando la
escala descrita en el cuadro 10, cuantificar los resultados positivos.

Informar los cultivos positivos y los totalmente contaminados en el mismo dia que son
detectados.

Cuando la lectura es visual, informar los cultivos negativos al finalizar la octava semana
de incubacion de los medios a base de huevos.
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Cuadro 10. Registro de resultados de cultivo

Registrar Si se observa Registrar Si se observa

Todos los tubos
! Contaminado |inoculados con la + 20 a 100 Colonias
i muestra colonias separadas
contaminados
Sin d ol Colonias
Negativo in desarro o”uego Mis de 100 | separadas
de la inspeccion de 14+ .
colonias
la octava semana
de incubacion.
Colonias
confluentes
Elnimerode |Entrely19 .
colonias exacto | colonias en el total 4+ Colonias
de medios incontables
sembrados.

Fuente: Equipo técnico Lineamientos técnicos para el diagnéstico y control de la tuberculosis en el
laboratorio clinico, MINSAL, 2019/Seccion Micobacterias de Laboratorio Nacional de Salud Piuiblica (LNSP)

Descarte de tubos inoculados

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 cumplir estrictamente las
disposiciones de medidas de bioseguridad, durante la agitacion y centrifugacion de tubos los
cuales generan aerosoles infecciosos; ya que el riesgo es mayor cuanto mayor sea la carga de
bacilos que contenga la muestra.

Contaminacion cruzada

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

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

rigurosos, utilizacion de reactivos no alicuotados.

Organizacion del material y muestras del cultivo BAAR

El personal de salud debe sistematizar el trabajo para:
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a) Minimizar el riesgo bioldgico y de transferencia de bacilos entre distintos materiales.
b) Evitar errores en el procesamiento de la muestra.

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

d) Repetir los procedimientos siempre en el mismo orden en cada dia de trabajo.
e) Ordenar los envases de las muestras, tubos y portaobjetos segun su numeracion.

f)  Mantener todo el material ordenado durante todo el proceso.

Morfologia de las colonias

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

Los medios solidos evidencian el desarrollo de las micobacterias con cierto retardo con relacion
a los liquidos, pero en cuanto se detecta el desarrollo es posible diferenciar las colonias con
caracteristicas de M. tuberculosis; si se tiene experiencia, es posible orientar con mucho acierto
si se ha aislado el bacilo de la tuberculosis.

Cuando el medio de cultivo estda muy humedo, las colonias de cualquier micobacteria aparecen
lisas. Si las colonias se desarrollan lentamente, no tienen pigmentacion, son lisas, pequefias o
brillantes, se presenta la duda acerca si lo que se ha aislado es una micobacteria no tuberculosa.

Sin duda alguna es una micobacteria no tuberculosa si se detectan colonias de BAAR con algun
tipo de pigmentacion (desde ligeramente amarilla hasta anaranjada fuerte) o con abundante
desarrollo en medios a base de huevos durante la primera semana de incubacion. Muy
excepcionalmente Mycobacterium tuberculosis puede aparecer tan precozmente si el indculo
es muy alto.

Si se sospecha el diagndstico de Micobacteriosis, se deben enviar al LNSP todos los aislamientos
obtenidos con distintas muestras del paciente. Esta fuera del alcance de este lineamiento la
identificacion de micobacterias diferentes a las del complejo Mycobacterium tuberculosis.

2.5. Indicadores de calidad

Dependiendo de la carga de trabajo y de la incidencia de casos con bacteriologia positiva, el
analisis mensual, trimestral o semestral del registro del laboratorio permite detectar errores
sistematicos y sostenidos en el tiempo.

Resulta de interés para controlar la calidad del cultivo, clasificar a los pacientes adultos que se
hayan diagnosticado con tuberculosis pulmonar confirmada bacterioldgicamente, en alguna de
las siguientes categorias:

Baciloscopia (+) y cultivo (+)

Baciloscopia (+) y cultivo no realizado
Baciloscopia (-) y cultivo (+)

Baciloscopia (+) y cultivo (-)

m O O W

Baciloscopia (+) y cultivo contaminado
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F.  Baciloscopia no realizada y cultivo (+)

Con el total de casos clasificados en cada una de estas categorias, se podran calcular los
indicadores descritos en el cuadro 11.:

Cuadro 11. Indicadores de calidad de cultivo

Valor

Indicador Calculo segun categorias
esperado

3 — 5% en medios Libreta de
Porcentaje de contaminacion N° de tubos contaminados x 100 solidos registros de
N° total de tubos sembrados 8 — 10% en medios cultivos
liquidos
Relacion de resultados entre A x 100 >95 - 98% Libreta de
baciloscopia y cultivo: A+B+D+E registros de
Proporcion de muestras cultivos
baciloscopia positiva con cultivo
positivo
Aporte del cultivo al diagnostico C x 100 15-20% Libreta de
Total de Casos registros de
cultivos
Tiempo para emision de informes | N° de Informes emitidos a x 100 Al menos el 95% Libreta de
de muestras procesadas por término (< a 3 dias) registros de
cultivo en medio solido N° Total de informes cuando se utiliza Cultivos e
medio solido informe de
entrega de
resultados

Fuente: Manual para el diagndstico bacteriolégico de la tuberculosis, Normas y Guia Técnica Parte II Cultivo.
OPS. 2008

Cuadro 12. Interpretacion de indicadores

Seiiales de alarma

Método de Petroff modificado y = Valor normal

Ogawa Kudoh (%) Si es mucho mayor Si es mucho menor
investigar investigar

Aporte del cultivo al diagnostico
bacterioldgico de tuberculosis. 20 A ByC
Porcentaje muestras BK (+) Cultivo (-) 2-3 CyD No hay problema
Porcentaje de cultivos con positividad 3 CyE
menor a la de la baciloscopia. No hay problema
Porcentaje de tubos contaminados 3-5 F G

Errores de lectura de baciloscopias: «falsos negativos».
A | Se estd investigando un alto porcentaje de casos de tuberculosis pulmonar poco avanzada, incluyendo
pediatricos (no indica problema técnico de laboratorio).

B | Deficiente solicitud de cultivos (se estan investigando pacientes que no son SR)

39




muestras (excesiva concentracion y/o tiempo de contacto con el decontaminante).
Baja velocidad o sobrecalentamiento en la centrifuga

de malaquita, pH excesivamente acido)
Incubacion a temperaturas muy altas u oscilantes

D |Errores de lectura de baciloscopias: «falsos positivos»

E |Tendencia a asignar a la baciloscopia una positividad mayor a la real

Muestras conservadas sin refrigeracion

Demora entre la toma y procesamiento de las muestras
Concentraciéon de decontaminante mas baja que lo normalizado
Escaso tiempo de contacto de la muestra con el decontaminante;
Defectos en el proceso de esterilizacion

ventiladores o equipo de aire acondicionado, otros.)

Concentracion de decontaminante mas alta que lo normalizado
G | Excesivo tiempo de exposicion de la muestra con el decontaminante
Concentracion de verde de malaquita en el medio mas alta que lo normalizado

Fuente: Manual para el diagnéstico bacteriolégico de la tuberculosis. Normas y Guia Técnica Parte II Cultivo.
OPS. 2008

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

de los cultivos.

3. Pruebas moleculares

3.1. Xpert MTB/RIF Ultra

Es una prueba molecular que permite detectar acidos nucleicos del gen rpo B especifica del
complejo Mycobacterium tuberculosis y mutaciones asociadas con resistencia a rifampicina

Se realiza en forma directa, es decir, a partir de muestras tanto pulmonares como
extrapulmonares, sin necesidad de esperar el resultado del cultivo.

Principios de la prueba

a) Es una reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real (amplificacion vy
deteccion al mismo tiempo).

b) Sistema completo de control interno de los reactivos, por lo que no tiene la necesidad
de utilizar controles externos positivos y negativos por separado.

c) Ultrasonido integrado para la rapida lisis de la célula para liberar el Acido
desoxirribonucleico (ADN).

d) Los motores son dirigidos por el software para realizar el movimiento de las valvulas y
accionadores hidraulicos acoplados.
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Baja sensibilidad de los medios (falta de homogeneidad, sobrecalentamiento al coagular, exceso de verde

Descuidos en procedimientos que requieren esterilidad (mal uso de mechero y/o de la cabina de seguridad
bioldgica, excesivo movimiento de gente en el drea de trabajo, generacion de corrientes de aire por




Cuenta con tecnologia de fluido inteligente, ya que los liquidos fluyen directamente por
micro valvulas y permite el uso de cantidades minimas de los componentes de la
reaccion.

f) Lainterpretacion de los resultados y andlisis de los datos ocurre de manera automatica.
Ventajas

a) Es adecuado para todos los niveles de laboratorios con una infraestructura apropiada y

con una carga de trabajo acorde a la capacidad del equipo.

b) Detecta el Complejo M. tuberculosis y resistencia a rifampicina en el mismo cartucho.

c) Puede ser usada como prueba diagnostica independiente.
Desventajas

a) Requiere suministro de electricidad estable e ininterrumpida.

b) Calibracion anual de los moédulos.

c) Ambiente con temperaturas entre 15 a 30 °C.

d) Los cartuchos y reactivos deben ser almacenados entre 2-28 °C.

e) La prueba no debe ser utilizada para monitorizar el control del tratamiento.

f) La prueba de sensibilidad a drogas (PSD) es aun requerida para la deteccion de

resistencia a otras drogas diferentes a rifampicina.

Motivos para indicar la prueba molecular rapida

1.
2.
3.

10.
11.
12.
13.

SR con 2 BK (-) y con TB presuntiva
Persona con VIH con signos y sintomas sugestivos de TB

Personas privadas de libertad, o con antecedente; con signos y sintomas sugestivos
de TB

SR con diabetes.
SR con inmunodeficiencias

Caso TB que no negativiza al sequndo, cuarto o quinto mes de tratamiento; o en el
noveno mes, en caso de retratamiento.

Antes tratados (recaidas, fracasos, pérdida en el seguimiento)
Sospecha de TB extrapulmonar

Contactos de caso con TB-MDR, TB-RR O TB-DR

Nifios con TB presuntiva

Personal de salud

Otros (especificar)

Indicacion por resultado previo (en caso que el resultado de error o invalido, se
procesa la muestra nuevamente o se solicita nueva muestra).

El equipo, materiales y reactivos necesarios para realizar el procesamiento de las muestras, se
describe en el cuadro 13.
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Cuadro 13. Equipo, materiales y reactivos

Equipo Materiales

e Refrigeradora e Kits de cartuchos de la prueba rapida
e Equipo para la prueba rapida molecular molecular mediante amplificacion de
mediante amplificacion de acido nucleico con acido nucleico
computadora (laptop o PC) y lector de cddigo e Kits de cartuchos de calibracion
de barras e Reactivo inactivador para muestras
e Aire acondicionado (Buffer): frascos de 8 ml, 1 por prueba.
e Autoclave e Pipetas estériles del kit, descartables 1
e Crondmetro por prueba
e Vortex e Equipo de proteccion personal
¢ Cabina de seguridad bioldgica tipo Il A2 e Tubos conicos de 15 o 50 mililitros
(necesaria para muestras extrapulmonares) (opcional)
e Centrifuga a 3,000 gravedades Papel toalla
Algodon
Alcohol al 70%
Mechero
Fosforos
Hipoclorito de sodio al 0,5%
Papel

Buffer Fosfatos

Solucion salina fisioldgica estéril
Descarte para desechos bioinfecciosos
Mortero con pistilo estériles

Bisturi o tijera estéril

Pinza con garra estéril

Plumon o marcador permanente

Agua esterilizada

Bicarbonato de sodio al 1%

Fuente: Equipo técnico MINSAL, 2019

Recepcidn, conservacion y transporte de las muestras
Ver informacion citada previamente en baciloscopia y cuadro 9 en seccion de cultivo.

Preparacion de la muestra
Esputo
a) Abrir el frasco de esputo cuidadosamente.

b) Afadir directamente en el frasco de la muestra, 2 volumenes de buffer para un volumen
de muestra (proporcién 2:1), evitando la formacion de aerosoles

c) Sila muestra supera el volumen recomendado: pasar un aproximado de 2 ml de esputo a
otro recipiente, adicionar el buffer para lograr la proporcidon recomendada 2:1 (1 mililitro
de esputo es la cantidad minima, pero de 3-4 mililitros es la cantidad requerida ideal).

d) En el caso de muestras demasiado viscosas: mezclar bien (de preferencia en mezclador
tipo vortex) y esperar hasta que la muestra alcance la consistencia adecuada para ser
procesada.

e) Tapar y cerrar bien el frasco, agitar enérgicamente de 10 a 20 veces o utilizar un
mezclador tipo vortex durante 10 segundos como minimo.

f) Esperar a que la muestra se homogenice, mezclando cada 5 minutos por 15 minutos.
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g) Después de homogenizada la muestra, esperar por 5 minutos e inocule 2.0 mililitros de
la muestra inactivada dentro del cartucho.

Muestras concentradas
a) Utilizacion de esputo procesado: se puede utilizar el sedimento resultante de la
decontaminacion por el método de Petroff.

b) LCR y otros liquidos: pueden ser procesados de una manera similar a la del esputo; sin
embargo, la concentracion de la muestra por centrifugacion proporciona mejores
resultados en la prueba.

c) Se requiere un laboratorio con una cabina de seguridad biolégica (CSB) para abrir las
camisas de la centrifuga y decantar el sobrenadante.

d) A 0.5 mililitros del sedimento de muestra concentrada o decontaminada, afiadir 1.5
mililitros de buffer.

e) Cerrar la tapa del frasco y agitar enérgicamente de 10 a 20 veces o utilizar un mezclador
tipo vortex durante 10 sequndos como minimo.

f) Incubar a temperatura ambiente por 10 minutos.

g) Luego agitar nuevamente de 10 a 20 veces o utilizar un mezclador tipo vortex, durante
10 sequndos como minimo.

h) Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos.

i)  Transcurrido el tiempo de incubacién, la muestra debe estar liquida antes de ser
procesada.

j)  Verificar que se encuentra sin grumos visibles.

k) Después de homogenizada la muestra, esperar por 5 minutos e inocular 2.0 mililitros del
sedimento o concentrado dentro del cartucho.

Procesamiento de muestras extrapulmonares en cartucho Xpert MTB/RIF Ultra

Las guias actualizadas en el afio 2021 de la OMS establecen que la prueba Xpert MTB/RIF
ULTRA se puede utilizar para procesar muestras de LCR y muestras de tejido homogeneizadas
(es decir, biopsias de ganglios linfaticos u otros tejidos), heces (en nifios), orinas (en pacientes
VIH positivos) o muestras descontaminadas (si no se recolecta de manera estéril), si el cultivo se
realiza al mismo tiempo se mejora la sensibilidad de deteccion de los verdaderos positivos.

Las muestras deben transportarse y almacenarse entre 2 y 8 °C antes de su procesamiento.

Liquido cefalorraquideo

El método optimo para procesar LCR con Xpert MTB/RIF Ultra depende del volumen de la
muestra disponible para la prueba. Las muestras de LCR tefiidas con sangre y xantocromicas
pueden producir resultados falsos negativos debido a la inhibicion de la PCR, por lo que, en la
medida de lo posible, este tipo de muestra debe cultivarse a la par de la prueba molecular Xpert
Ultra.
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Si hay mas de 5 ml de LCR disponible para la prueba:

a)

b)

Transferir la muestra de LCR a un tubo de centrifuga conico y concentrar la muestra a
3,000 g durante 15 minutos.

Verter con cuidado el sobrenadante en otro tubo estéril. Asegurarse de dejar
aproximadamente 0.5 ml de sobrenadante en el tubo, para garantizar de que el
sedimento permanezca intacto.

El LCR concentrado debe decantarse en una cabina de seguridad biologica.

Resuspender el sedimento hasta un volumen final de 2 ml, agregando el reactivo de
muestra Xpert MTB/RIF Ultra.

Mezclar el sedimento con el buffer mediante agitacion con mezclador tipo vortex, para
garantizar que nada de la suspension quede en los lados o en el fondo del tubo.

Después de siete a ocho minutos de incubacion a temperatura ambiente, agitar la
muestra por segunda vez. Incubar de siete a ocho minutos adicionales (15 minutos en
total de incubacioén) a temperatura ambiente.

Etiguetar un cartucho Xpert MTB/RIF Ultra con el numero de identificacion de la
muestra.

Con una pipeta de transferencia nueva, transferir 2 ml de la muestra de LCR
resuspendida al cartucho Xpert MTB/RIF Ultra.

Cargar el cartucho en el instrumento Gene Xpert siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Si hay de 1 a 5 ml de LCR disponible:

a)
b)

)

Agregar un volumen igual de buffer al LCR.
Mezclar la muestra y el buffer con agitacion como se describio anteriormente.

Después de siete a ocho minutos a temperatura ambiente, agitar la muestra en un
mezclador tipo vortex por segunda vez.

Incubar durante siete a ocho minutos adicionales (15 minutos de incubacion total) a
temperatura ambiente.

Agregar 2 ml de la mezcla de la muestra directamente al cartucho Xpert MTB/RIF Ultra.

Cargar el cartucho en el instrumento Gene Xpert siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Si hay de 0.1 a 1 ml de LCR disponible:

a)
b)

Agregar suficiente buffer a la muestra de LCR para lograr un volumen final de 2 ml.

Mezclar la muestra y el buffer agitando en un mezclador tipo vortex como se describid
anteriormente.

Después de siete a ocho minutos a temperatura ambiente, agitar la muestra por segunda
vez. Incubar de siete a ocho minutos adicionales (15 minutos en total incubacion) a
temperatura ambiente.

Agregar los 2 ml de mezcla de muestra directamente al cartucho Xpert MTB/RIF Ultra.

Cargar el cartucho en el instrumento Gene Xpert siguiendo las instrucciones del
fabricante.
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Si hay menos de 0.1 ml de LCR disponible

Este es un volumen de muestra insuficiente para realizar pruebas con Xpert MTB/RIF Ultra, por lo
que es recomendable que la muestra solamente se cultive.

Ganglios linfaticos y otros tejidos (recoleccion estéril)

Todas las manipulaciones deben realizarse en una cabina de seguridad bioldgica

a)

Cortar la muestra de tejido en trozos pequefios en un mortero, homogeneizador o
triturador de tejidos estéril utilizando pinzas con garra, bisturis y tijeras (si se tienen
disponibles).

Agregar aproximadamente 2 ml de solucion salina estéril.

Triturar el tejido y solucion salina estéril con un mortero (u homogeneizador o triturador
de tejidos) hasta obtener una suspensién homogénea.

Colocar aproximadamente 0.7 ml de la suspension homogénea en un tubo coénico con
tapon de rosca estéril, utilizando una pipeta de transferencia.

Evitar transferir cualquier grumo de tejido que no se haya homogeneizado
correctamente.

Utilizar una pipeta de transferencia para duplicar el volumen de la muestra con el buffer
Xpert MTB/RIF Ultra (es decir, agregar 1.4 ml de buffer por 0.7 ml de suspension
homogénea).

Agitar el tubo vigorosamente de 10 a 20 veces o agitarlo en un mezclador tipo vortex
durante al menos 10 segundos.

Incubar el tubo con la preparacion de la muestra durante 10 minutos a temperatura
ambiente y luego agitar la muestra de nuevo, durante otras 10-20 veces o agitar en
mezclador tipo vortex durante al menos 10 segundos.

Incubar el tubo con la preparacion de la muestra a temperatura ambiente, durante 5
minutos mas.

Con una pipeta de transferencia nueva, transferir 2 ml de la muestra procesada al
cartucho Xpert MTB/RIF Ultra.

Cargar el cartucho en el instrumento Gene Xpert siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Para las muestras no recolectadas de manera estéril, el manual de la OMS sugiere una
decontaminacion/protocolo de concentracion similar al utilizado para el esputo.

Muestras de huesos (seguir instrucciones del macerado de tejido) y articulaciones

a)
b)

Obtener 1 ml de muestra purulenta y mezclar con 2 ml de buffer.

Agitar la muestra en el mezclador tipo vortex durante, al menos, 10 segundos, luego
incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos. Mezclar con mezclador tipo vortex
otros 10 segundos e incubar a temperatura ambiente durante cinco minutos.

Agregar 2 ml de la mezcla al cartucho Xpert MTB/RIF Ultra y cargar el cartucho en el
instrumento siguiendo las instrucciones del fabricante.
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Aspirados bronquiales o lavados bronco alveolares obtenidos por

fibrobroncoscopias
a) Descontaminar la muestra con NaOH al 4% (el mismo procedimiento realizado con el
esputo) y concentrar la muestra por centrifugacion a 3000 g durante 20 minutos.
Desechar el sobrenadante dejando aproximadamente 0.5 ml del sobrenadante y
resuspender el sedimento.

b) Agregar buffer en una proporcion de 2: 1 al sedimento re suspendido.

c) Mezclar la muestra y el buffer agitando con mezclador tipo vortex

d) Después de siete a ocho minutos a temperatura ambiente, realizar un segundo paso de
agitacion.

e) Incubar de siete a ocho minutos adicionales (15 minutos en total incubacion) a
temperatura ambiente.

f) Agregar 2 ml de la muestra tratada con el buffer al cartucho Xpert MTB/RIF Ultra y cargar
el cartucho en el instrumento siguiendo las instrucciones del fabricante.

Muestras de heces

(Recomendacion de las guias consolidadas de la OMS. Médulo 3: Diagndstico de tuberculosis)
En nifios con signos y sintomas de TB pulmonar, Xpert MTB/RIF Ultra, debe usarse como prueba
diagnostica inicial, para la deteccion de la TB y de la resistencia a la rifampicina en muestras de
esputo, aspirado nasofaringeo y heces en lugar de la baciloscopia, el cultivo y las PSF fenotipicas.

Método SOS (Simple one-step) de procesamiento de heces

En el método de procesamiento de heces SOS, se realiza un paso para liberar M. tuberculosis de
las heces. Las particulas se sedimentan por gravedad, y se supone que esto permite que los
bacilos de la TB floten en la parte superior de la solucion acuosa, debido a su pared celular
lipidica.

Requisitos de bioseguridad

En el método SOS de procesamiento de heces, estas se afiaden directamente al frasco de
reactivo para muestras que se proporciona en el kit Xpert; esto provoca la inactivacion inmediata
de las bacterias. Por lo tanto, el método SOS de procesamiento de heces, se puede realizar en
un espacio abierto y bien ventilado, con practicas adecuadas de reduccion de formacion de
aerosoles y el uso apropiado de equipo de proteccion personal.

Procedimiento

a) Antes de procesar las heces, se evalua la consistencia de la muestra mediante la escala de
heces de Bristol. (Ver figura 2.)
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Figura 2. Escala de Bristol de clasificacion de las heces

ESCALA DE BRISTOL
DE CLASIFICACION
DE LAS HECES

Trozos duros separados,

TIPO 1 ...... como nueces, que son dificiles

de evacuar

Heces con forma de salchicha,
TIPO 2 - pero con superficie abultada

Heces con forma de salchicha,
TIPO 3 - pero con superficie agrietada

Heces alargadas, como una
TIPO 4 d salchicha o una serpiente, de

textura lisa y blanda

— Pequefios fragmentos de consisten-
TIPOS5 = _ & - cia pastosa, con bordes definidas,
- que son faciles de evacuar

Fragmentos blandos y espon-

-
TIPO 6 -‘-I.- @  osos con bordes irregulares y

consistencia pastasa

Heces acuosas, sin trozos
TIPO 7 “} sdlidos, totalmente liquidas

Fuente: Practical manual of processing stool samples for diagnosis of childhood TB.Geneva: World Health
Organization; 2022. Licence: CC BY-NC-SA 3.0 IGO

b) En el caso de las heces con aspecto de tipo 1 a 5 en la escala de Bristol (heces consistentes),
se transfieren directamente 0,8 g de heces o una cantidad del tamafio de la ufia del pulgar del
recipiente que contiene la muestra de heces, al frasco con buffer usando una varilla de
madera o un aplicador. (Figura 3)
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Figura 3. Procesamiento de heces consistentes

Fuente: Practical manual of processing stool samples for diagnosis of childhood TB. Geneva: World Health
Organization; 2022. Licence: CC BY-NC-SA 3.0 IGO

c) En cuanto a las heces con aspecto de tipo 6 y 7 en la escala de Bristol (heces liquidas), se
extraen 2 ml de buffer del frasco de buffer y se descarta, se transfieren 2 ml de heces al frasco
de buffer con una pipeta de transferencia. (Figura 4.)

Figura 4. Procesamiento de heces liquidas

Extraer 2 ml de Extraer 2 ml de heces del Dos veces: agitar Transferir 2 ml de
reactivo para frasco de heces e 30 segundos sobrenadante "sin residuos”
muestras* del frasco introducirlos en el frasco de y dejar reposar al cartucho Xpert® Ultra.
de reactivo para reactivo para muestras. 10 minutos.
muestras* y
desecharlos.

Fuente: Practical manual of processing stool samples for diagnosis of childhood TB. Geneva: World Health
Organization; 2022. Licence: CC BY-NC-SA 3.0 IGO

d) Con todos los tipos de heces, el buffer se agita enérgicamente durante 30 segundos y luego
se incuba durante 10 minutos a temperatura ambiente.

e) Este paso se repite una vez.

f) Después de comprobar cuidadosamente que las particulas y los restos solidos se han
asentado, se transfieren 2 ml del sobrenadante del frasco de buffer al cartucho Xpert MTB/RIF
Ultra.
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g) A continuacion, el cartucho se introduce en el instrumento Gene Xpert.

h) El uso del instrumento Gene Xpert y la interpretacion de los resultados de la prueba se
realizan conforme a las instrucciones del fabricante.

Aspirados gastricos

Neutralizar 5 ml de aspirado gastrico con un volumen igual de bicarbonato de sodio
estéril al 1%.

Almacenar congelado en < -20 °C si la muestra no se va a analizar inmediatamente.

Descongelar la muestra (si se ha congelado previamente), homogeneizar y digerir en
NaOH al 4% y agitar durante 30 segundos.

Incubar la muestra durante 15 minutos a temperatura ambiente, segquido de
neutralizacion con Buffer fosfato, luego centrifugar a 3000 g durante 15 minutos.

Desechar el sobrenadante y resuspender el sedimento en 2 ml de buffer fosfato.

Para realizar la prueba en Xpert MTB/RIF Ultra, agregar 1.5 ml de buffer a 0.5 ml del
sedimento concentrado.

Mezclar la muestra y el buffer agitando con mezclador tipo vortex. Después de siete a
ocho minutos a temperatura ambiente, agitar la muestra por seqgunda vez.

Incubar de siete a ocho minutos adicionales (15 minutos en total incubacién) a
temperatura ambiente.

Afadir 2 ml de la muestra tratada con el buffer al cartucho Xpert MTB/RIF Ultra y
cargarlo en el instrumento siguiendo las instrucciones del fabricante.

Muestras de orina

Alternativa 1:

a)
b)

Obtener 1 ml de orina sin procesar y sin diluir.

Agregar el buffer en una proporcion de 2: 1 a la orina y mezclar vigorosamente o agitar
en mezclador tipo vortex .

Después de siete a ocho minutos a temperatura ambiente, agitar la muestra por segunda
vez.

Incubar la muestra durante siete a ocho minutos adicionales (15 minutos de incubaciéon
total) a temperatura ambiente.

Agregar 2 ml de la muestra tratada con el buffer, al cartucho Xpert MTB/RIF Ultra y
cargar el cartucho en el instrumento.

Alternativa 2:

a)
b)

Obtener 2 ml de orina sin procesar y sin diluir.

Centrifugar la orina a 3000 g durante 15 minutos, retirar el sobrenadante y resuspender
el sedimento en 0.75 ml de buffer fosfato.

Agregar el buffer en una proporcion de 2: 1 al sedimento de orina.

Mezclar la muestra y el buffer agitando con mezclador tipo vortex .
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Después de siete a ocho minutos a temperatura ambiente, agitar la muestra por segunda
vez. Incubar de siete a ocho minutos adicionales (15 minutos en total incubacion) a
temperatura ambiente.

Anadir 2 ml de la muestra tratada con el buffer al cartucho Xpert MTB/RIF Ultra y cargar
el cartucho en el instrumento siguiendo las instrucciones del fabricante.

Alternativa 3:

a)

Centrifugar de 2 a 20 ml de orina a 3000 g durante 15 minutos. Desechar el
sobrenadante, dejando aproximadamente 0.5 ml del sobrenadante y resuspender el
sedimento de la muestra de orina en 1 ml de buffer fosfato.

Agregar buffer en una proporcion de 2: 1 a la orina resuspendida.
Mezclar la muestra y el buffer en el mezclador tipo vortex.

Después de siete a ocho minutos a temperatura ambiente, realizar un sequndo paso de
agitacion con mezclador tipo vortex .

Incubar de siete a ocho minutos adicionales (15 minutos de incubacion total) a
temperatura ambiente.

Afadir 2 ml de la muestra tratada con el buffer al cartucho Xpert MTB/RIF Ultra y cargar
el cartucho en el instrumento siguiendo las instrucciones del fabricante.

Alternativa 4:

a)

Para orina congelada (volumen 30-40 ml), descongelar y centrifugar la muestra a 3000 g
durante 15 minutos.

Retirar el sobrenadante con cuidado asegurandose de retener el sedimento; dejando 1.0
ml de sobrenadante.

Tomar el sedimento y resuspenderlo en 0.75 ml del sobrenadante guardado.
Agregar buffer en una proporcion de 2: 1 a la orina resuspendida.
Mezclar la muestra y el buffer agitando con mezclador tipo vortex.

Después de siete a ocho minutos a temperatura ambiente, agitar la muestra por segunda
vez.

Incubar de siete a ocho minutos adicionales (15 minutos total de incubacién) a
temperatura ambiente.

Afadir 2 ml de la muestra tratada con el buffer al cartucho Xpert MTB/RIF Ultra y cargar
el cartucho en el instrumento siguiendo las instrucciones del fabricante.

Estabilidad de la muestra ya inactivada

Las muestras inactivadas son estables a temperatura ambiente por 5 horas; si no es posible
procesarlas, pueden mantenerse hasta 12 horas en refrigeracion a temperatura entre 2 y 8
grados centigrados.

Preparacion del cartucho

a)

Preparar el numero de muestras de acuerdo a la cantidad de modulos disponibles en el
instrumento Gene Xpert (o sea, solo los que se encuentren en funcionamiento).
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Iniciar la preparacion de las muestras dentro de los 30 minutos antes que un modulo
esté disponible.

Los cartuchos deben estar a temperatura ambiente al momento de usarlos, por lo que
debe esperar al menos 15 minutos luego de sacarlos de refrigeracion.

No abrir el cartucho hasta estar proximo a realizar la prueba.

Utilizar el cartucho dentro de 30 minutos después que haya sido abierto.
Tomar el cartucho solo por los lados.

No tocar el codigo de barras o el tubo de reaccion en la parte trasera.

|dentificar el cartucho con el numero de muestra, escribiendo al lado del cartucho o
pegar la etiqueta de identificacion.

No colocar la identificacion en la cubierta del cartucho ni obstruir el coédigo de barras
2D.

Abrir el cartucho y depositar 2 mililitros de la muestra preparada usando la pipeta plastica
de transferencia (suministrada en el kit).

Introducir la muestra cuidadosamente.

Cerrar la tapa firmemente.

m) Iniciar la prueba.

Cuidados

a) Evitar pipetear cualquier particula sélida de la muestra al cartucho.

b) Evitar la formacion de burbujas al pipetear la mezcla de la muestra al cartucho.

c) No utilizar el cartucho si la fecha de uso ha caducado, la tapa de cierre esta rota o ha
sido accidentalmente abierta, se encuentre humedo, se ha caido o sacudido el cartucho
después de haber agregado la muestra preparada.

d) Evitar usarlo si el tubo de reaccidn en la parte posterior, parece haber sido dafiado.

e) Cada cartucho es para un solo uso, y no se puede volver a utilizar una vez que ha sido

escaneado.

Inicio de la prueba

a)

O O

o
- = = =

)

El instrumento de la prueba molecular rapida mediante amplificacion de acido nucleico,
ya debe estar encendido (una pequefia luz azul aparece en el panel frontal).

Iniciar sesion en Windows como:

Nombre de usuario: Cepheid, contrasefia: cphd.

Hacer doble click en el icono «Gene Xpert Dx» en el escritorio.
Acceder con la cuenta de usuario.

Hacer click en «no» en el cuadro de didlogo «Gestion de base de datos» para empezar el
dia de trabajo.

Hacer click en « Check Status» para confirmar que todos los modulos estan disponibles.
Hacer click en «Creat test».

Abrir una ventana solicitando escanear el codigo de barras del cartucho.
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j) Tomar el lector de cddigo de barras y escanearlo manteniendo presionado el boton
amarillo, si el escaner no funciona se puede introducir manualmente el cédigo de barras
escribiendo los numeros que aparecen en las dos lineas del cartucho.

k) Después de haber escaneado el codigo de barras, aparecerd una ventana en la que se
introducira el nombre de identificacion del paciente y la identificacion (ID) de la muestra.

) De forma predeterminada, el software en pantalla muestra el tipo de prueba a realizar.

m) El moédulo donde se coloca el cartucho se selecciona automaticamente, pero puede ser
seleccionado de forma manual.

n) Hacer click en « start test».

0) Abrir completamente la puerta del moédulo elegido, el cual estara indicado por una luz
verde parpadeante por encima del modulo seleccionado.
p) Insertar el cartucho cuidadosamente con el codigo de barras hacia adelante.

q) Al cerrar la puerta del modulo con el cartucho, la prueba se iniciara automaticamente.

Es recomendable que exista un punto de red para establecer comunicacion con el proveedor del
equipo para correcciones, mantenimiento o fallo del equipo.

Manejo de desechos

Se lleva a cabo siguiendo las normas vigentes en el pais para el manejo de desecho bioldgico
infeccioso.

Informe de resultados

Cuadro 14. Posibles resultados de prueba molecular

Resultado del equipo Reportar

CMTB Not Detected CMTB No detectado

CMTB Detected Rif Resistance
Not Detected

CMTB Detected Rif Resistance | CMTB detectado resistencia a rifampicina detectada
Detected Solicitar una muestra adicional para realizar cultivo y PSD, para determinar
el perfil completo de resistencia a farmacos y confirmar TB-MDR y XDR

CMTB detectado resistencia a rifampicina no detectada

CMTB Trace Detected Rif | CMTB detectado trazas resistenlcia a rifa.m.picina indeterminada '
Reportar tal como lo da el equipo y solicitar nueva muestra para cultivo y
PSD

Invalid Invalido

No se reporta este resultado del equipo hasta repetir la prueba con la
misma muestra*

Error Error

No se reporta este resultado del equipo hasta repetir la prueba con la
misma muestra*

No resultado

No se reporta este resultado del equipo hasta repetir la prueba con la
misma muestra*

*Si persiste el resultado invalido, error, no resultado se reporta tal cual y se solicita nueva muestra.

Fuente: Manual del operador del equipo Gene Xpert.

Resistance Inderterminate

Not Result
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Como interpretar un resultado “Traza”

Traza significa que se han detectado niveles muy bajos de CMTB, por lo tanto, no se puede
detectar resistencia a rifampicina.

Este resultado es suficiente para iniciar tratamiento.

Indicadores de calidad

Cada equipo debe ser monitoreado mensualmente usando el siguiente conjunto minimo de
indicadores para evaluar el uso adecuado:
e Numero de pruebas realizadas por mes.

e Numero y proporcion de CMTB detectado, resistencia a RIF no detectada.
e Numero y proporcion de CMTB detectado, resistencia a RIF detectada.

e Numeroy proporcion de CMTB detectado, RIF indeterminada.

e Numero y proporcion de CMTB no detectado.

e Numero y proporcion de errores.

e Numero y proporcion de resultados invalidos.

e Numeroy proporcion de ausencia de resultados.

Cuadro 15. Estimacion de indicadores de desempeiio, prueba molecular Xpert
MTB/RIF Ultra

Valor

Indicador Calculo Fuente
Esperado

Numero y porcentaje Numero de CMTB detectado x 100 10%* Libro de

de CMTB detectado Numero de pruebas realizadas ° Registro de

Numero y porcentaje , Gene Xpert
N de CMTB detectado RR detectada x 100

de CMTB detectado tdmero de LR s deleciado nRdeleciada x No aplica

RR detectada Numero de CMTB detectado

Numero y porcentaje
de CMTB detectado
trazas RR
indeterminada

Numero de CMTB detectado trazas RR indeterminada
x 100 No aplica
Numero de pruebas realizadas

Numero y Porcentaje Numero de errores x 100 .
, . <3%

de Errores Numero de pruebas realizadas
Numero y porcentaje Numero de resultados invalidos x 100 .
- } . <1%

de resultados invalidos Numero de pruebas realizadas

Numero y porcentaje , .

Y Por J _Numero de sin resultados  x 100 o
de muestras sin . ) <1%
Numero de pruebas realizadas

resultado
Porcentaje de , . - o
. » Numero de informes emitidos a término x 100 Al menos
informes emitidos en , .
Numero total de informes 95%

tiempo oportuno

* Cuando se utiliza el método molecular cerrado en muestras pulmonares.

Fuente: Manual para el Diagndstico de la Tuberculosis Parte 4: Manual de Procedimientos de Evaluacién
Externa de Calidad de los Métodos Bacteriologicos aplicados al Diagnéstico y Control de Tratamiento de la
Tuberculosis. Febrero 2019.
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3.2. Xpert MTB/XDR

Es una prueba in vitro de reaccidén en cadena de la polimerasa anidada en tiempo real (PCR),
realizado en el instrumento Gene Xpert, para la deteccion del complejo Mycobacterium
tuberculosis ampliamente resistente a los medicamentos (XDR), detecta ADN en muestras de
esputo no procesadas, sedimentos concentrados preparados a partir de esputo o tubos de
cultivo en MGIT.

En muestras donde se detecta CMTB, el ensayo Xpert MTB/XDR también puede detectar
resistencia a isoniazida (INH), Etionamida (ETH), mutaciones asociadas a la resistencia a la

fluoroquinolona (FLQ) y mutaciones asociadas a farmacos inyectables de segunda linea (SLID)

El ensayo Xpert MTB/XDR esta diseflado para su uso como prueba refleja para una muestra, por
lo tanto, se debe tener una prueba Xpert MTB/RIF Ultra con un resultado de CMTB detectado.

No se puede realizar el ensayo Xpert MTB/XDR sin antes realizar Xpert MTB/RIF Ultra.

La prueba molecular XDR, se indicara en los casos siguientes:
a) Casos TB-RR

b) Antes tratados (recaidas, fracasos, pérdidas en el seguimiento)
c) Contacto de paciente TB-RR; TB-MDR
d) Pacientes que negativizan al sequndo mes de tratamiento, pero en el control posterior,

nuevamente presentan bacteriologia positiva.

e) Paciente que la PSD en medio solido o liquido resulte con resistencia a un farmaco.

Aspectos a considerar para la solicitud de muestras para estudio Xpert
MTB/XDR

a) Siempre antes de “correr” el cartucho Xpert TB XDR se debe de hacer un Xpert MTB/RIF
Ultra.

b) Referir siempre una nueva muestra al establecimiento que tiene disponible la prueba
Xpert MTB/XDR, acompariada del formulario PCT-3.

c) Ante resultados RR solicitar nueva muestra y enviar para la prueba Xpert MTB -XDR, esto
aplica para los establecimientos que no cuentan con dicha prueba

d) Y en el caso que el resultado de la prueba XDR sea CMTB no detectado, se reporta y se
debe solicitar nueva muestra para cultivo BAAR y PSD.

La muestra debe ser enviada en triple embalaje y en cadena de frio de 2 a 8 °C, después de su
obtencion en un tiempo de 24 a 48 horas como maximo.
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Cuadro 16. Consideraciones generales para prueba Xpert MTB/XDR, en los

establecimientos que realizan la prueba

Muestras a procesar*

Esputos, sedimentos de esputo

Tiempo para obtener resultados

90 minutos

Preparacion de la muestra

El mismo procedimiento para la prueba Xpert
MTB/RIF Ultra

Almacenamiento de muestras

Esputos sin procesar, temperatura ambiente hasta

7 dias
Sedimentos de esputo 2 a 8 °C hasta 7 dias

Muestras tratadas con buffer

Temperatura ambiente, 2 horas. 30 min.
2-8 °C, 4 horas.

Volumen minimo de muestra

Esputo sin procesar: 1.0 ml
Sedimento de esputo: 0.5 ml

Limite de deteccién

Esputo sin procesar: 136 UFC/ml
Sedimento de esputo: 86 UFC/ml

Materiales y reactivos

Los recomendados por el fabricante, segun la
metodologia

*Se han generado resultados validos con Xpert MTB/XDR utilizando cultivos positivos MTB de un MGIT.
Para probar aislados de MTB de las botellas de cultivo positivo MGIT, use al menos 1.0 ml de material de

cultivo.

Fuente: Manual de usuario Xpert MTB/XDR Cepheid. 2021

Cuadro 17. Blancos diana incorporados en el ensayo Xpert MTB/XDR para
identificar o inferir resistencia a los medicamentos.

Farmaco Blanco diana

inhA promotor

capreomicina

katG
Isoniazida fabGl1
oxyR- ahpC region intergenetica
Etionamida inhA promotor
Fluoroquinolonas gﬁg
Amikacina, kanamicina, rrs

eis promotor

Fuente: Manual de usuario Xpert MTB/XDR Cepheid. 2021
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Cuadro 18. Posibles resultados de la prueba Xpert MTB/XDR

Drogas Resultado

INVALID/ERROR/NO RESULT

N/A MTB DETECTED

MTB NOT DETECTED

Low INH Resistance DETECTED
INH Resistance DETECTED a
INH Resistance NOT DETECTED
INH Resistance INDETERMINATE
Low FLQ Resistance DETECTED
FLQ Resistance DETECTED

FLQ Resistance NOT DETECTED
FLQ Resistance INDETERMINATE
AMK Resistance DETECTED
Amikacina AMK Resistance NOT DETECTED
AMK Resistance INDETERMINATE
KAN Resistance DETECTED
Kanamicina KAN Resistance NOT DETECTED
KAN Resistance INDETERMINATE
CAP Resistance DETECTED
Capreomicina CAP Resistance NOT DETECTED
CAP Resistance INDETERMINATE
ETH Resistance DETECTED

ETH Resistance NOT DETECTED

Isoniazida

Fluoroquinolonas

Etionamida?®

Etionamida® no dara indeterminado por disefio de ensayo
Fuente: Manual de usuario del Xpert MTB-XDR

4. Prueba LF-LAM para deteccion de antigeno de
lipoarabinomanano

4.1 Principios de la prueba

LF-LAM es una prueba mediante inmunocromatografia para la deteccion cualitativa del antigeno
LAM a partir de micobacterias en muestras de orina humana. El LAM es un componente
lipopolisacarido importante de la pared celular externa de las micobacterias. En las personas con
infeccion por el VIH y enfermas de gravedad, la TB puede diseminarse a diversos 6rganos.

Puesto que el LAM es filtrado por los rifiones, es detectable en la orina, particularmente en
pacientes con infeccion por el VIH en fase avanzada y TB diseminada.

La deteccion del LAM en la orina indica un cuadro grave, que requiere tratamiento inmediato.
Ademas, en pacientes inmunodeprimidos con TB, la respuesta inmunitaria habitual no logra
contener a los bacilos debido al nivel bajo de linfocitos CD4 y al deterioro de la respuesta del
paciente; por lo tanto, los bacilos de TB pueden ser degradados y excretados por procesos
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corporales normales. En ambos casos, el antigeno micobacteriano LAM puede estar presente en
la orina, lo que posibilita su deteccion para el diagnostico.

La prueba utiliza anticuerpos policlonales altamente purificados, para capturar moléculas de LAM
(el antigeno diana) con un analisis de inmunoadsorcidon enzimatica de tipo "sandwich” de flujo
lateral.

La muestra se agrega a la tira reactiva y el flujo capilar desplaza el antigeno LAM a través de la tira
de modo que:
a) Se una aun anticuerpo conjugado con oro coloidal para formar un inmunocomplejo

b) El flujo capilar desplaza el inmunocomplejo mas alld de la ventana de control y la
ventana del paciente donde es capturado por un anticuerpo anti-LAM fijado a la
membrana de nitrocelulosa,

c) La presencia de LAM sera confirmada por la marca de oro coloidal.

Una banda gris violacea en la ventana del paciente indica un resultado positivo, y muestra que el
antigeno micobacteriano LAM, esta presente en la muestra en el limite de deteccion de la
prueba o por encima de él.

Si no hay ninguna banda visible, el LAM no esta presente, o posiblemente lo esté por debajo del
limite de deteccion y, por lo tanto, se presume que el resultado es negativo.

Se ha agregado una ventana de control para garantizar la validez de la prueba; debe haber una
linea visible en dicha ventana en todas las pruebas. La banda de control utiliza un anticuerpo con
especificidad por el oro coloidal.

Criterios de seleccion a quienes ira dirigida la prueba
a) Toda persona VIH confirmada en estado critico, alta sospecha de tuberculosis pulmonar
o extrapulmonar y que no pueda producir esputo.

b) Pacientes con prueba positiva al VIH, independientemente de los signos y sintomas de
tuberculosis (pulmonar o extrapulmonar) y que tiene recuento de CD4 menor o igual a
200 células/ pl o estadios 3y 4 de la OMS.

c) Personas con VIH positivos que estan gravemente enfermos con sospecha de TB y que
no puedan dar una muestra de esputo.

d) Toda persona con VIH y que presenta un cuadro agudo de una o varias infecciones
oportunistas que haya abandonado la terapia antirretroviral y a quienes se les sospecha
tuberculosis.

No se utilizara en los siguientes casos:
a) Casos de TB en tratamiento antituberculosis con o sin tratamiento antirretroviral

b) Pacientes con tratamiento por infeccion latente por tuberculosis (ILTB)

Suministros necesarios para las pruebas

El kit de prueba LF-LAM contiene las tarjetas de pruebas, una tarjeta de escala de referencia y un
prospecto con instrucciones.
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Otros elementos requeridos para las pruebas, pero que no se incluyen en el kit son:

a)
b)

c)

Recipiente estéril para la obtencion de la muestra de orina

Pipeta u otro dispositivo que permita transferir con precision 60 pl de orina (podria ser
una micro pipeta calibrada de 100 pl de puntas con filtro)

Crondmetro

4.2 Procedimiento

El procedimiento basico se muestra en el anexo 14.

Es importante usar la tira reactiva dentro de las dos horas posteriores a la retirada de la ldmina
protectora. Si se analiza mas de una muestra, asegurarse de etiquetar correctamente cada tira
reactiva, para que se pueda vincular correctamente a la muestra de cada paciente.

Los materiales que no se utilicen en la prueba deben retirarse de la mesa de trabajo y la mesa se
debe limpiar con desinfectante.

Para garantizar la exactitud de la prueba, es importante sequir un flujo de trabajo organizado con
respecto a la realizacion de las pruebas y los tiempos.

Los pasos basicos son:

a)

b)

Retirar la ldmina protectora de cada tira reactiva necesaria y asegurarse que estén debi-
damente etiquetadas para la muestra de cada paciente.

Agregar 60 pl de orina a la almohadilla destinada a la muestra utilizando una pipeta de
precision u otro dispositivo.

Esperar 25 minutos y luego leer los resultados. Los resultados son estables durante 35
minutos. No leerlos pasados los 35 minutos.

Comprobar los resultados con la tarjeta de escala de referencia, incluida en el kit de la
prueba.

Lectura e interpretacion

La prueba incorpora una ventana de control que actua como una medida de control de
calidad interno. Para que la prueba sea valida, debe ser visible una banda de control en la
ventana correspondiente, cada vez que se realiza una prueba. Ver figura 5.

Si la banda de control no es visible, la prueba no es valida y la muestra debe analizarse
nuevamente.

Se incluye una tarjeta de escala de referencia en cada kit para ayudar a interpretar y cla-
sificar los resultados.

Para que la prueba se considere positiva, debe haber una banda gris violacea visible en la
ventana de control y en la ventana del paciente.

La intensidad de color de la banda del paciente, debe ser similar o mas oscura que cual -
quiera de las bandas positivas en la tarjeta de escala de referencia.

Las bandas del paciente y de control pueden diferir en intensidad, pero ambas deben
estar presentes para que un resultado positivo de la prueba sea valido.
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) Las diferentes intensidades de color en la tarjeta de referencia, se vinculan a una clasifi-
cacion de positividad, en la que el grado 1 es el menos intenso y representa la concen-
tracion mas baja de LAM.

m) Aungue no se trata de una prueba cuantitativa, en general la intensidad de la banda se
correlaciona con el nivel de LAM en la muestra.

n) Los niveles bajos de LAM que estan cerca del limite de deteccion pueden ser dificiles de
interpretar. Ver figura 6.

0) LF-LAM estd considerada como una prueba de diagndstico que puede usarse en combi -
nacion con las pruebas existentes para el diagndstico de la TB asociada al VIH como
complemento del criterio clinico, no debe usarse como una prueba de reemplazo o de
triaje.

p) Si la prueba resulta negativa y persiste la sospecha de tuberculosis se sugiere la utiliza -
cion de métodos de diagnostico molecular recomendado por la OMS. Todos los pacien -
tes con signos y sintomas de tuberculosis pulmonar que pueden producir esputo, deben
enviar al menos una muestra de esputo para Xpert MTB/RIF Ultra, como prueba de diag -
nostico inicial.

Figura 5. Procedimiento de control interno de calidad para garantizar la validez
de la prueba.

Banda de = —
control

Banda del = et
paciente

Positivo Megativo Invalido Invalido

Fuente: Directrices consolidadas de la OMS sobre la tuberculosis. Médulo 3: diagndstico - diagndstico
rapido para la deteccion de tuberculosis, actualizacion 2021.
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Figura 6. Ejemplo de intensidad de banda poco clara o equivoca que a veces se

observa y que dificulta la interpretacion de los resultados.

Alere Determine™ TB LAM Ag
Reference Scala Card

= NO use |a tarjeta después de la fecha de caducidad

Positivo Negativo

-
> N | .
o
2 T

Fuente: Directrices consolidadas de la OMS sobre la tuberculosis. Moédulo 3: diagnéstico - diagnéstico

rapido para la deteccion de tuberculosis, actualizaciéon 2021.

Los métodos diagnosticos seran indicados segun corresponda, cumpliendo algoritmo
diagnostico, descritos en anexo 15.

5. Bioseguridad

Los presentes lineamientos incorporan un enfoque de evaluacion de riesgos, de acuerdo al
Manual de bioseguridad en el laboratorio de tuberculosis de la OMS (2012).

Practicas de trabajo seguras
Los laboratorios presentan numerosos peligros para el personal, y no todos son inmediatamente
evidentes. Las practicas de trabajo sequras estan disefiadas para:
a) Reducir el riesgo de infeccion o lesiones para la persona, sus compafieros de trabajo vy la
comunidad
b) Menos del 20% de las infecciones adquiridas en el laboratorio se pueden atribuir a un ac-
cidente reconocido. El resto no tiene una causa identificable, pero la formacion de aero-
soles es la mas probable.

Pilares de la bioseguridad

La bioseguridad tiene tres partes claves para la manipulacion de bacilos de TB de manera segura:
a) Contencion primaria
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Practicas de trabajo seguras, para minimizar los derrames y la creacion de aerosoles in-
fecciosos, equipos idoneos, utilizados y mantenidos correctamente

b) Secundaria
Infraestructura y disefio para apoyar las actividades primarias
c) Terciaria

Edificios para albergar el laboratorio y sus actividades.

La combinacion de los tres es necesaria para manipular los bacilos de TB con seguridad. Sin em -
bargo, la practica de trabajo segura (figura 7), es esencial.

Figura 7. Practica de trabajo segura

Edificio TERCIARIA
I"fraes.tmft"ra SECUNDARIA
y disefio
..!If'. Illlli\
e PRIMARIA
S 4

Fuente: Manual de seguridad en el laboratorio. Ediciéon global Organizacién Panamericana de la Salud, 2022

Actividades generadoras de aerosoles

Son las actividades que aumentan el riesgo de produccion de aerosoles debido a la fuerza
mecanica del procedimiento. Los aerosoles se producen mas facilmente a partir de fluidos
menos VisCOoSOs.

a) Elesputo suele ser viscoso y es mas dificil que genere aerosoles.

b) Los cultivos liquidos son fluidos y por lo tanto, generan aerosoles mas facilmente.

Algunos ejemplos son agitacion vorticial, centrifugado, mezclado, pipeteo.
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Las tareas con distinto nivel de riesgo deben ser ubicadas convenientemente para que se
direccione el material potencialmente infeccioso desde un area de riesgo mediano, a otra de
mayor riesgo (ver cuadro 19). Esta ultima area, debe estar muy bien separada y alli se intensificara
la extraccion de aire, los cuidados en el trabajo cotidiano, las medidas de contencion del riesgo y
de contingencia para accidentes.

Cuadro 19. Niveles de precaucion, actividades de laboratorio asociadas vy

evaluacion de riesgos en los laboratorios de tuberculosis

Nivel de riesgo

Actividades en el

. Evaluacion del riesgo
laboratorio

Riesgo bajo de generar aerosoles

Microscopia directa del esputo; | infecciosos durante la
Riesgo bajo preparaciéon de muestras para la | manipulacion de muestras;
prueba Xpert MTB/RIF Ultra concentracion baja de particulas

infecciosas.

Riesgo moderado

Procesamiento y concentracion de
muestras para inoculacion en | Riesgo moderado de generar
medios de cultivo primarios; | aerosoles infecciosos de las
pruebas moleculares directas en | muestras; baja concentracion de
esputo procesado mediante una | particulas infecciosas.

prueba con sondas lineales.

Riesgo alto de generar aerosoles
infecciosos de los cultivos;
concentracion alta de particulas
infecciosas.

. Manipulacion de cultivos para
Riesgo alto identificacién, PSF fenotipicas o
LPA en cultivos.

Fuente: Manual de seguridad en el laboratorio. Edicién global Organizacion Panamericana de la Salud,

2022

Informacién y control médico del personal de laboratorio

a)

Las personas inmunodeprimidas, tienen un riesgo mucho mayor de progresion de la in-
feccion a la enfermedad. Los factores de riesgo incluyen coinfeccion por el VIH, diabe -
tes, quimioterapia, desnutricion, consumo de tabaco y enfermedades cronicas, pero no
se limitan a ellos.

Un trabajador de laboratorio inmunodeprimido, tiene un mayor riesgo que la infeccion
por TB progrese a enfermedad. Se debe obtener un certificado médico antes de trabajar
en un laboratorio de TB que realice cultivos y pruebas de sensibilidad a farmacos (PSF).

Apenas 10 bacilos acido resistentes son suficientes para establecer la infeccion. Trabajar
con un gran numero de bacilos acido resistentes y realizar procedimientos generadores
de aerosoles, aumenta en gran medida el riesgo de infeccidn por TB.

Cuando el personal presente sintomas respiratorios por mas de quince dias, debera pa-
sar consulta médica, y disponer de examenes, entre ellos baciloscopia, radiografia de to-
rax, prueba molecular Xpert MTB/RIF Ultra y cultivo de muestras pulmonares.

En cada seccion, deben estar expuestas las normas basicas de bioseguridad especificas
para cada tipo de tarea.

El personal debe informar a su jefe inmediato cualquier accidente de trabajo.
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g) Realizar evaluacion médica de los trabajadores de salud, de las dreas de mayor riesgo de
transmision de M. tuberculosis 'y otras infecciones respiratorias., por lo menos una vez al
afo.

5.1. Equipos de protecciéon personal

a) El equipo de proteccion personal (EPP) proporciona una barrera fisica para minimizar el
riesgo de exposicion a aerosoles, salpicaduras e inoculacion accidental.

b) ElEPP debe usarse en todo momento dentro del laboratorio.

c) El EPP mal ajustado, inadecuado o usado de forma incorrecta es menos eficaz y puede
crear una falsa sensacion de seguridad.

d) La eleccion del EPP depende del tipo de trabajo que se realice y del riesgo que se quiera
minimizar.

e) Todos los EPP deben ser suministrados por el laboratorio.

f) Los articulos de EPP deben ser desechables y no reutilizables.

g) El personal no debe llevar a casa ningun EPP para lavar, eliminar o usar fuera del labora-
torio.

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 desinfeccion de las mesas, debe ser hecha por el
personal técnico, no debe dejarse esta tarea al personal de limpieza.

Las diluciones de lejia, deben prepararse cada dia, ya que éstas liberan cloro en forma gaseosa
con lo que se debilita su potencial germicida transcurrido el tiempo, ademas las soluciones de
hipoclorito de sodio son inactivadas en presencia de grandes cantidades de materia organica.

Cabina de seguridad biologica

Las malas técnicas de uso de una cabina de seguridad bioldgica, expondran a una posible
infeccion.

Las acciones que realice el operador, siempre deben complementar el funcionamiento de la
cabina de seguridad bioldgica. La contaminacion cruzada, se previene con el uso de practicas de
trabajo seguras (ver figura 8).

Solo se debe permitir que un trabajador opere la cabina de seguridad bioldgica, mas de una
persona, dafara la cortina de aire frontal y permitira que se liberen aerosoles.

Cuando la cabina de seguridad bioldgica es pequefia, no habra suficiente espacio para mantener
todos los materiales necesarios dentro de ella. En ese caso, guardar los articulos limpios en una
mesa, para que sean facilmente accesibles sin interrumpir el trabajo.

La tarea que se esté realizando, determinard qué elementos se necesitan dentro de la cabina de
seguridad biologica. El almacenamiento de articulos adicionales en dicha cabina, aumenta el
riesgo de contaminacion cruzada.
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Figura 8. Zona de trabajo seguro

Zona de trabajo seguro

A Rejilla frontal
B Rejilla trasera
[l Zona de trabajo seguro

Fuente: Manual de seguridad en el laboratorio. Edicion global Organizacion Panamericana de la
Salud, 2022

La cabina de seguridad biologica clase |l, 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 la indispensable y lejos de puertas y ventanas que se abran. Conviene
dejar un espacio de aproximadamente treinta centimetros libres, alrededor del equipo para
poder acceder durante las tareas de control y mantenimiento.

Cuando se utilizan cabinas de seguridad bioldgica, no es indispensable tener un sistema de
extraccion de aire, aunque légicamente es conveniente. La extraccion puede ser realizada por la
misma cabina mientras esta en funcionamiento.

Consideraciones generales

a) Seleccionar para laboratorios de tuberculosis, mesas, sillas, armarios, estantes y mobilia -
rio que puedan ser decontaminados con hipoclorito de sodio al 0.5% o alcohol al 70%;
este mobiliario debe permanecer en el area, para evitar contaminacion.

b) Para permitir la limpieza y desinfeccidn, se debe dejar espacio alrededor de muebles y
equipos.

c) No se debe almacenar material directamente sobre el piso.

d) En la zona de riesgo mediano, deben ingresar el material de vidrio reciclado, medios de
cultivo y reactivos necesarios para el procesamiento de muestras.

e) Debe ser de acceso restringido al personal técnico y administrativo ajenos al area.
Los requerimientos minimos para la etapa de mayor riesgo son:

a) Muros integros desde el piso hasta el techo, de manera que el aire no salga de esta area
cuando la puerta esté cerrada.
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Puertas y ventanas con cierre hermético para evitar filtraciones de aire y extractores de
aire.

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, cu -
biertos con materiales y pinturas que resistan el tratamiento con solucion de hipoclorito
de sodio al 0.5%.

Debe ser de facil acceso al area de decontaminacion de materiales.
Debe contar con excelente iluminacion, agua corriente, gas y electricidad.

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

Debe contar con mobiliario necesario para realizar los procedimientos técnicos.
Espacio suficiente para ubicar el equipo necesario.
Aire acondicionado independiente.

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

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

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

Las areas de mayor riesgo, deben contar con lamparas de luz ultravioleta ya que son uti-
les para completar la desinfeccion de superficies cercanas y de mayor riesgo de conta-
minacion.

Area de esterilizacidon de material contaminado

En ella se ubican los autoclaves utilizados para decontaminar: muestras, sobrenadantes que
deben ser desechados y el material de vidrio utilizado (potencialmente) infeccioso que debe ser
reciclado (tubos, pipetas, otros); debe reunir las siguientes caracteristicas:

a)

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 es-
caleras o ascensores. Lo ideal es que esté en un cuarto contiguo al area de procesa-
miento 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 unica direc -
cion, de la siguiente manera: area de ingreso, area de procesamiento y area de decon-
taminacion.

Posterior a la esterilizacion, el material desechable que no genera riesgo bioldgico,
debe descartarse segun lo establecido en la normativa institucional vigente.

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

En el area de lavado y reciclado de material de vidrio se requiere lavabo y mesas
amplias, autoclave y estufa (preferentemente de esterilizacion). Referirse a Manual de
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bioseguridad en el laboratorio de tuberculosis, 2022. Organizacion Panamericana de la
Salud.

6.Control de calidad

Supervision y control de calidad

La supervision debe contar con técnicas operativas estandares. Para su realizacion es importante
tomar en cuenta lo siguiente; observacion, coordinacion, correccion, enseflanza, 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.

Debe ser un proceso educativo reciproco, permanente, regular y planificado, que permita
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 efectuan técnicas bacteriologicas de tuberculosis.

Métodos de supervision

a) Procedimientos indirectos

Son aquellos que se efectuan a distancia, basados en algunas de las siguientes modalidades:
a) Programa de evaluacién externa de calidad

b) Envio de muestras o laminas de resultado conocido por el nivel supervisor al supervisa-
do, para comparar los resultados.

c) Envio de ldminas del trabajo habitual desde el nivel local al nivel intermedio o al nivel su -
perior para comparar los resultados y evaluar la aplicacion de la técnica baciloscopica.
Esta modalidad es la mas aceptable desde el punto de vista operacional y constituye la
supervision técnica indirecta.

d) Control de calidad externo de los medios de cultivo comparando la sensibilidad de los
medios preparados por la red y el Laboratorio Nacional de Referencia.

e) Control de calidad externo de la prueba molecular Xpert MTB RIF Ultra comparando la
concordancia de las pruebas realizadas por la red.

f)  Elandlisis critico, cuantitativo y cualitativo de la informacion estadistica.

b) Procedimientos directos

Estos procedimientos se basan en la visita facilitadora por funcionarios del nivel superior y
regional a los servicios locales, lo que constituye la supervision técnica y administrativa directa,
permitiendo que ésta sea mas rapida, efectiva, para la toma de decisiones in situ. Sin embargo,
desde el punto de vista operacional, resulta dificil de llevar a cabo en forma regular y oportuna;
por las limitaciones de tiempo, movilizacion y factibilidad de cobertura del supervisor.
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Control de calidad indirecto de las baciloscopias

Es un procedimiento que realizan en conjunto los distintos niveles de la red de laboratorios,
tiene como objetivo elevar y mantener la calidad de trabajo. No tiene caracter punitivo
(aplicacion de sanciones) y se basa en la comparacion y evaluacion técnica indirecta de ldminas
de baciloscopia preparadas en el dia a dia correspondiente al trabajo que se realiza en cada
laboratorio. Los aspectos a tomar en cuenta en esta evaluacion son: el extendido, coloracion,
calidad de la muestra, concordancia cualitativa y cuantitativa de las lecturas microscopicas.

El control de calidad permite:
a) Evaluar si la informacion producida por el laboratorio es precisa, reproducible y oportuna

b) Establecer un sistema de alarmas que permite prevenir, descubrir y corregir errores

c) Resulta mas eficaz para detectar y asistir a los casos de tuberculosis para controlar la en -
fermedad.

Control de calidad interno

El responsable del area de tuberculosis en el laboratorio debe establecer un sistema de controles
requlares y continuos de los puntos criticos. Es un compromiso que se debe asumir en cada
laboratorio que realiza bacteriologia de la tuberculosis.

El control de calidad interno comprende:
a) Evaluacion de materiales, equipos y reactivos

b) Desempefio del personal

c) Procedimientos estandarizados

d) Informes precisos y oportunos

e) Ofertay aplicacion adecuada de los métodos diagnosticos

f)  Rendimiento de los métodos diagndsticos para detectar casos

g) Seguimiento de los resultados obtenidos

h) Medidas correctivas a aplicar cuando la imprecision del resultado excede los limites con -
siderados aceptables o se producen demoras evitables.

Preparacion de laminas para el control interno de la coloracion
El personal debe cumplir los siguientes procedimientos:

a) Preparar extendidos de muestras positivas y negativas, tratadas previamente con 10 go-
tas de hipoclorito de sodio al 0.5%, por lo menos durante media hora. Preparar con ellas
tantos extendidos como sean necesarios, para que puedan ser utilizados durante dos
meses. Guardarlas en cajas con separaciones, disefladas para guardar extendidos, o den -
tro de una caja envueltas en papel suave, bien acondicionadas en un lugar seco.

b) Controlar la calidad de la coloracidon en cada serie de extendidos a colorear, tifendo una
ldmina negativa y otra positiva. Registrar el resultado de este control de calidad en la
PCT- 4. (anexo 2).

c) Comprobar que los BAAR se vean completa e intensamente coloreados con fucsina y
que la coloracion de fondo sea uniforme, del color esperado y que ofrezca buen
contraste.

d) Sise detectan defectos, repetir el control con otros extendidos para descartar un posible
error en la técnica de tincion. Si persiste el defecto, investigar la causa de error. Si se
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realizan mas de diez baciloscopias por dia, se debe repetir el control arriba descrito
(coloracion de un extendido positivo y uno negativo) una vez por semana.

e) Si se realizan menos de diez baciloscopias por dia se deben incluir los frotis positivo y
negativo como control cada vez que realice la coloracion

Control de registros e indicadores de la calidad de trabajo:

a) Verificar que las muestras 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
muestras de centros periféricos, verificar que no transcurran mas de cinco dias desde
que las muestras fueron tomadas hasta que son procesadas e informadas.

b) Controlar que los resultados de las baciloscopias se estén entregando regularmente
como maximo tres dias habiles, después de procesada la muestra.

c) Verificar que los resultados sean recibidos por personal responsable, en las diferentes
instituciones, del Sistema Nacional Integrado de Salud (SNIS).

d) Comprobar que hayan sido derivadas para prueba molecular, cultivo y PSD las muestras
que lo requieren, de acuerdo a lo establecido en la normativa o al algoritmo diagnaostico.

e) Analizar y mantener un registro de los indicadores. Si estos valores se alejan significativa -
mente de los habituales, se deben investigar las causas.

f)  Sucesioén de resultados positivos en uno o unos pocos dias de trabajo. Si se detectan, in -
vestigar si se ha producido contaminacion cruzada (transferencia de bacilos desde una
muestra altamente positiva a las siguientes)

g) En el caso en que detecten anormalidades y no puedan ser identificadas las causas, con-
sultar al laboratorio de referencia.

Supervision técnica indirecta de la baciloscopia

Consiste en el envio de laminas desde el laboratorio local (supervisado), al laboratorio supervisor
(centro de referencia de control de calidad de baciloscopia); se basa en la comparacion de
resultados y la evaluacion de la aplicacion de la técnica baciloscopica en las laminas preparadas
por los laboratorios en su rutina de trabajo. Los laboratorios de los centros de referencia de
control de calidad, tendran bajo su supervision a la red local y el Laboratorio Nacional de
Referencia a los centros de referencia de control de calidad.

Conservacioén y envio de las ldminas’

Todos los laboratorios de la red que realizan BK deben conservar adecuadamente la totalidad de
las ldminas procesadas, incluidas las l@minas utilizadas en el control de calidad interno de la
coloracion. Para ello, se debe proceder de la siguiente manera:
a) Quitar el aceite de inmersion, luego de examinar los extendidos, dejando el portaobjeto
en posicion vertical sobre un papel absorbente hasta la mafiana siguiente.

b) Luego apoyar suavemente la cara del portaobjetos que tiene el extendido de las mues-
tras sobre otra tira de papel absorbente. Nunca intentar remover el remanente de aceite
por frotado del extendido.

c) No se debe rotular en el extendido, el resultado de su lectura.

! Manual para procedimientos de evaluacidn externa de calidad pag. 35
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d) Guardar los extendidos en cajas porta [dminas en el mismo orden en que fueron proce-
sados, sin separar los positivos de los negativos.

e) Sino se dispusiera de cajas especiales, los extendidos pueden ser guardados en cajas de
carton envueltos individualmente en papel, en paquetes que agrupen los de un dia o de
una semana, rotulados con la fecha, en el orden en que se realizaron. No poner en este
rotulo el resultado de la lectura de cada una de las ldminas.

f) Conservarlos en un lugar fresco y seco para evitar los efectos del calor y la humedad
sobre la coloracion.

g) Para aquellos laboratorios en los que el muestreo de las ldminas sea realizado sobre un
periodo en el afio (por ej. un mes de cada trimestre), el laboratorio deberd conservar las
[dminas al menos 2 meses después de haber sido reportadas, para el caso que el labora -
torio supervisor les solicite las laminas para su relectura.

h) Los laboratorios que han sido seleccionados deberan continuar conservando las [dminas
de cada mes dentro del trimestre correspondiente, dado que, en caso que su desempe-
Ao no fuera aceptable, es posible que les sean solicitadas las ldminas procesadas durante
otro mes del mismo afio/trimestre.

i) Para su envio al laboratorio supervisor, acondicionar la totalidad de los mismos en una
caja para envio agregando una copia del formulario para control de calidad indirecto de
baciloscopias debidamente lleno con la informacion acerca de si las ldminas correspon -
den a una muestra de diagnostico o de control de tratamiento. (Ver anexo 16)

6.1. Evaluacion de resultados de supervision de cada lamina

Cuadro 20. Clasificacion de los extendidos segun caracteristicas de la muestra,
extendido y coloracion

Calidad de la muestra (s0lo para extendidos de esputo coloreados por ZN

Mucopurulenta La mayoria de los campos presenta leucocitos, ademas de mucus
Mucosa La mayoria de los campos presenta mucus y muy aislados leucocitos
Saliva En la mayoria de los campos se observan células epiteliales, escaso mucus y

muy escasos leucocitos

Calidad del extendido

Bueno Al ojo desnudo del supervisor, el extendido ocupa 2-3 cm de largo por 1-2 cm
de ancho. Estda homogéneamente distribuido y la coloracion de contraste no
es intensa. Microscopicamente, la mayoria de los campos presenta cantidad
suficiente de material, de manera que al mover el enfoque micrométrico a una
amplificacion de 800- 1000x se observan entre 1y 3 niveles.

Fino La mayoria de los campos microscépicos presenta escaso material.

Grueso Al ojo desnudo del supervisor, la apariencia de la ldmina es de color azul o
marrén oscuro (segun el colorante de contraste que se emplee).
Microscopicamente, la mayoria de los campos presenta abundante material y
al mover el enfoque micrométrico a una amplificacion de 800-1000x se
observan mas de 3 niveles. Al ojo desnudo del supervisor, la apariencia de la
ldmina es de color azul o marrén oscuro (segun el colorante de contraste que
se emplee). Microscopicamente, la mayoria de los campos presenta abundante
material y al mover el enfoque micrométrico a una amplificacion de 800-
1000x se observan mas de 3 niveles.
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No homogéneo Presenta zonas finas y zonas gruesas.

Calidad de la coloracion (sélo para extendidos tefiidos por ZN que no han sido

recoloreados antes de la relectura)

Buena Se pueden leer 100 campos microscopicos con coloracion buena en todo el
extendido. Se considera que los campos microscopicos tienen tincion buena
cuando la coloracion de fondo no presenta artefactos rojo fucsia (precipitados
o cristales de fucsina) y el contraste es de color azul claro. En algunos casos, se
acepta que la coloracion de fondo presente una leve tonalidad rosa. Si se
observan bacilos, estos deben aparecer de color rojo fucsia intenso.

Buena con Se pueden leer 100 campos microscopicos buenos, a pesar de que en el resto

. . e del extendido se encuentren campos con cristales o precipitados de fucsina.
cristales/precipitad

os de fucsina)

Buena (con falta de | Se pueden leer 100 campos microscépicos buenos, a pesar de que en el resto
del extendido se encuentren campos con decoloracion insuficiente

loraciéon ., .
decoloraci6 ) (coloracion de fondo rosa intensa).

Deficiente La presencia de cristales/precipitados o la falta de decoloracidon no permiten
leer correctamente al menos 100 campos microscopicos.

Fuente: Manual Para el Diagndstico Bacterioldgico de la Tuberculosis. Parte 4: Manual de Procedimientos de
Evaluacion Externa de Calidad de los Métodos Bacterioldgicos Aplicados al Diagndstico y Control de
Tratamiento de Tuberculosis/Programa “Fortalecimiento de la Red de Laboratorios de Tuberculosis en la
Region de las Américas” Lima: Oras - Conhu; 2019.

Toda la informacion generada en la supervision técnica indirecta debe ser comunicada a los
laboratorios supervisados mediante la elaboracion de un informe (anexo 17).

Supervision administrativa indirecta
Consiste en el analisis y la evaluacion critica cuantitativa y cualitativa de la informacion
estadistica mensual para poder evaluar:

a) Correlacion cuantitativa y cualitativa con la informaciéon de meses anteriores.

b) Proporcion de baciloscopias para diagnodstico y para el control del tratamiento.

c) Variaciones en la proporcion de resultados positivos en las baciloscopias para diagnosti-
co.

d) Relacion entre baciloscopias de diagnostico positivo y casos diagnosticados.

e) Correlacion entre baciloscopias de control de tratamiento y casos en tratamiento.

Es conveniente, que el equipo del programa de tuberculosis del nivel local, efectue un analisis
global de la informacion mensual para establecer las relaciones pertinentes entre las diversas
actividades: localizacion de casos, examenes bacteriologicos, notificacion, pacientes en
tratamiento, entre otros.

La supervision es una actividad prioritaria en la Unidad de Prevencion y Control de la
Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias, a fin de mantener la calidad y eficiencia de la red de
laboratorios que efectuan técnicas bacteriologicas de tuberculosis, y es una responsabilidad
esencial de todos los niveles de gestion.

Durante la supervision son requeridos los registros y los resultados de control de calidad interno
y externo, por lo que deben estar disponibles.
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Control de calidad del cultivo BAAR

El encargado de laboratorio de tuberculosis, es el responsable de establecer y analizar los
resultados de los controles internos y externos, y de realizar las correcciones necesarias cuando
se detectan deficiencias.

Control de calidad interno de cultivo
Aspectos esenciales a tomar en cuenta cuando se realiza el control de calidad interno en
medios de cultivo:

a) Color del medio de cultivo: el color en tubos de un mismo lote que presentan distinta
intensidad de verde y que evidencian mala homogenizacion o residuos en los tubos. Un
verde muy oscuro evidencia exceso de verde de malaquita o pH muy acido. Medios muy
amarillentos pueden indicar defecto de verde de malaquita o pH muy alcalino.

b) Consistencia: si el medio se desintegra facilmente, la temperatura de coagulacion no es
suficiente. Esto puede ser constatado golpeando sobre la mano uno o dos tubos extrai-
dos al azar del equipo de coagulacion. Los tubos con poca consistencia no son adecua -
dos para hacer repiques.

c) Textura/homogeneidad: evitar la formacion de burbujas al dispensar y si aparecen luego
de coagular, es posible que el medio haya estado sometido a temperatura excesiva y por
lo tanto haya perdido calidad. Tampoco deben verse grumos, indicadores de mala ho-
mogenizacion.

d) pH: valores de pH menores a 6.5 pueden afectar la calidad del medio.

e) Esterilidad: observar la esterilidad absoluta, después de incubar cuatro tubos de cada
nuevo lote al azar, a 35 a 37 °C durante cuarenta y ocho horas y luego dejarlos cuarenta
y ocho horas adicionales a temperatura ambiente.

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

Los resultados de control de sensibilidad pueden evaluarse como satisfactorios 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. Se anularan los resultados negativos que se
obtengan con ese lote y se repetiran los cultivos que quedaron comprometidos.

Registro de la preparacion, recepcion y consumo 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 mismos y cuantificar el consumo del laboratorio (anexo 18).

El responsable del area una vez al mes controlara que se estén cumpliendo los procedimientos

adecuados en la preparacion, conservacion de reactivos y medios; ademas debera controlar el
proceso de esterilizacion usando indicadores de temperatura.
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Control interno de la calidad de los registros

El responsable del area de tuberculosis de cada laboratorio debe:

a)

d)

Disponer de un profesional no involucrado en la realizacion 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 él mismo no
procese muestras y emita informe de resultados.

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 toma -
das las muestras.

Derivar los aislamientos de los pacientes que lo requieran, para identificacion y prueba
de sensibilidad, de acuerdo a lo establecido en los presentes lineamientos técnicos y al-
goritmo diagnostico.

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

7. Sistema de registro

El registro del laboratorio se utiliza para documentar los resultados del examen bacteriologico
de las muestras; también aporta informacion que integrada a la producida por otros laboratorios,
es util para evaluar la situacion epidemioldgica.

El laboratorio debe poder investigar en sus registros:

a)
b)

Sintomaticos respiratorios examinados.

Muestras recibidas y referidas para baciloscopia, prueba molecular rapida mediante am-
plificacion de acido nucleico, cultivo, prueba de sensibilidad y tipificacion.

Resultado de las diferentes pruebas bacterioldgicas de cada paciente.
Casos diagnosticados y controlados.

Reactivos e insumos recibidos y consumidos.

Los laboratorios de la red deben contar con los siguientes instrumentos estandarizados por la
Unidad de Prevencion y Control de la Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias:

a)
b)

Norma técnica de prevencion y control de la tuberculosis.

Lineamientos técnicos para el diagnostico de la tuberculosis a través de pruebas de la-
boratorio clinico vigente.

Libro para el llenado del envio del control de calidad indirecto de baciloscopia.
Solicitud de examen bacterioldgico de tuberculosis (PCT- 3).

Registro de actividades de laboratorio (PCT- 4).

Libro de registro de envio de cultivos BAAR (PCT-11) (anexo 19).

Los laboratorios que realizan otras pruebas deben de contar con:

a)

b)

Registro de resultados de prueba molecular rapida mediante amplificacion de acido nu-
cleico (anexo 20)

Registro de cultivos de esputo (anexo 21)
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c) Registro de pruebas de tipificacion y prueba de sensibilidad (anexo 22).

Los registros deben ser conservados por lo menos durante cinco afos.
La precision en la documentacion es critica para analizar resultados, evaluar y planificar
apropiadamente las actividades.

El personal de salud al llenar los instrumentos de registro debe cumplir lo establecido en los
instrumentos técnicos juridicos del Programa de control de tuberculosis, estar completos y
contener informacion confiable y consistente.
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VI. Disposiciones finales

a) Obligatoriedad

Es responsabilidad del personal técnico y administrativo que labora en el Sistema Nacional
Integrado de Salud, dar cumplimiento a los presentes lineamientos técnicos, caso contrario se
aplicaran las sanciones establecidas en la legislacion administrativa respectiva.

b) De lo no previsto

Todo lo que no esté previsto en los presentes lineamientos técnicos, se debe resolver a peticion
de parte, por medio de escrito dirigido a la Titular de esta Cartera de Estado, fundamentando la
razon de lo no previsto, técnica y juridicamente.

c) Derogatoria
Dejase sin efecto los Lineamientos técnicos para el diagnostico y control de la tuberculosis en el
laboratorio clinico, de octubre de 2019.

VII.Vigencia

Los presentes lineamientos técnicos entraran en vigencia, a partir de la fecha de oficializacion
por parte del Titular.

Ministro de

balud ad honorem
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VIII . Abreviaturas y siglas

ADN:
AMK:
BAAR:
BFE:
BK:
CAP:
CMTB:
CSB:
DGCP:
DR:
DUI:
EPP:
ETH:
FLQ:
FOSALUD:
INH:
ISSS:
KAN:
LCR:
LNSP:
M-40:
M-41:
M-42:
MDR:
MINSAL:

M. tuberculosis:

NUP:
OMS
PCT:
PCR:
UPCTYER:
POE:
PSD:
RIIS:
RPM:
RR:
SLID:
SIPE:

Acido desoxirribonucleico

Amikacina

Bacilo acido alcohol resistente

Filtro de eficiencia de filtracion bacteriana
Baciloscopia

Capreomycina

Complejo Mycobacterium Tuberculosis
Cabina de seguridad bioldgica
Direccion General de Centros Penales
Drogorresistente

Documento Unico de Identidad

Equipo de proteccion personal
Ethionamida

Fluorogquinolona

Fondo Solidario para la Salud

Isoniazida

Instituto Salvadorefio del Seguro Social
Kanamycina

Liquido cefalorraquideo

Laboratorio Nacional de Salud Publica
Primera muestra del sintomatico respiratorio
Baciloscopia de control de tratamiento
Baciloscopias sub - secuentes
Multidrogorresistente.

Ministerio de Salud

Mycobacterium tuberculosis

Numero Unico Previsional
Organizacion Mundial de la Salud
Programa de Control de la Tuberculosis

Cadena de polimerasa en tiempo real

Unidad de Prevencion y Control de la Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias

Procedimiento operativo estandarizado
Prueba de sensibilidad a drogas

Redes Integrales e Integradas de Salud
Revoluciones por minuto

Resistencia a rifampicina

Drogas inyectables de segunda linea

Sistema de Informacion Penitenciaria



SNIS:
SR:
TB:

TB-MDR:
TB-XDR:

V.E:
VIH:
XDR:
ZN:

Sistema Nacional Integrado de Salud
Sintomatico respiratorio

Tuberculosis

Tuberculosis multidrogorresistente
Tuberculosis extremadamente resistente
Valor esperado

Virus de inmunodeficiencia humana
Extremadamente drogorresistente

Ziehl Neelsen
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X. Anexos
Anexo 1. Microscopio

Es el instrumento fundamental en el trabajo de microscopia directa del laboratorio.

Su funcion principal es magnificar los objetos dentro del campo microscopico a un tamafio que
pueda ser visto por el ojo humano.

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

El microscopio de campo claro, consta de parte mecanica y optica.

1. Parte mecanica:

Base o soporte del microscopio, platina, carro mecanico, tornillo macrométrico, tornillo
micromeétrico, brazo.

2. Parte Optica:
Oculares, objetivos, condensador, fuente de luz, prismas (dentro del tubo binocular.)

Oculares

Cabezal

. Brazo
Revolver

o Carro
Obietivos

Platina Macrométrico

Micrométrico

Lampara Condensador

Base

Fuente: Unidad de Prevencion y Control de la
Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias, LNSP
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Uso correcto del microscopio:

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

b) Asegurar que las lentes, y otras superficies que transmiten luz estén bien limpios.

c) Ajustar la luz, el condensador y el diafragma a fin de que llegue un haz de luz potente a
la lente del objetivo.

d) Colocar adecuadamente el portaobjetos en la platina.

e) Girar los tornillos de ajuste lentamente hasta que la imagen se vea clara.

f) Al utilizar el objetivo 100x bajarlo lentamente hasta que entre en contacto con el aceite
de inmersion, girar el tornillo micrométrico de ajuste fino para enfocar.

Cuidados

a) Verificar su buen estado 6ptico y mecanico.

b) Colocar una cubierta plastica o de tela preferentemente para protegerlo del polvo.

c) No debe estar ubicado en un sitio donde existan vibraciones o esté expuesto a sustan-
cias quimicas o corrosivas.

d) Evitar que los objetivos de uso seco y la platina entren en contacto con el aceite de in-
mersion, si esto sucede se deben limpiar inmediatamente.

e) Para quitar el aceite del objetivo de inmersion, debe utilizarse papel lente o algoddn con
alcohol al 70%.

f) Al término de cada jornada de trabajo, se debe limpiar cuidadosamente, en especial el
objetivo de inmersion y dejarlo con papel lente o algodon; para eliminar el exceso de
aceite.

g) Al cambiar el microscopio de lugar, se debe tomar del brazo para no arrastrarlo, evitando
dafos posteriores.

h) Cada microscopio debe ser manipulado cuidadosamente y dar el mantenimiento indica-

do; de observar algun defecto, debe someterlo a revision por el técnico competente.

El poder de resolucion del microscopio dependera de su buen uso y mantenimiento.
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Anexo 2. Registro de actividades de laboratorio (PCT-4)

Ministerio de Salud

Unidad del Programa de Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias

Registro de actividades de laboratorio (PCT- 4)

Region: SIBASI:
Establecimiento de salud: Mes: Ano:
Laboratorista encargado del programa:
Fechade | Fecha de Némero | Baciloscopia Tipo de
N° | recep.en | procesa Procedencia Nombres y apellidos | Edad | Sexo « ot BK de control de trammienta e 9 Observaciones
: comrelative diagnéstica mucstra
laboratonio miento
() 2y 3 4) (5) (6) 0] (8) & (10) (1 (12) (13) (14) (15) (15) (17)
M| F | T | 2da | T | 2da | 2do. | 4w fito, 9na. | Owo

Ministerio de Salud

Unidad del Programa de Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias
Instructivo para ¢l llenado del registro de actividades de laboratorio (PCT - 4)

a)  El presente libro de registro de actividades
de laboratorio (PCT-4), es un instrumento
de informacion oficial de la Unidad del
Programa de Tuberculosis v Enfermedades
Respiratorias de El Salvador, el cual debe
ser adecuadamente llenado v conservado.

b) Se  considera  Sintomitico  Respiratorio
mvestigado a la persona mayor de 10 anos
que presenta tos con expectoracion por 13
dias o mis de evolucion, que es captado en
la consulta externa, emergencia,
hospitalizacién,  centros  penales,  por
proveedores no PNT o en la comumdad y
se le ha examinado al menos una muestra
de esputo.

¢) En este libro deben registrarse todos los
sintomidticos respiratorios nvestigados por
¢l laboratorio.

d) Separar  la  informacién
totalizarlo  para  hacer los
mensuales y mimestrales.

cada  mes v
consolidados

Region: Anotar ¢l nombre de la region a la
que pertenece el establecimiento.
SIBASI: Anotar el nombre correspondiente.

Establecimiento de salud: Anotar el nombre
del establecimiento de salud correspondiente.

Laboratorista encargado/a del  programa:
Anotar ¢l nombre del laboratorista responsable
del llenado del libro.

1

2)

3)

9

)
7

8)

N®: Anotar el nimero correlativo de los
pacientes.

Fecha de recepeidon en laboratorio: Anotar
con nimeros la fecha en que se recibe la
muestra en el laboratono.

Fecha de procesamiento: Registrar la fecha
en que se procesd la muestra.

Procedencia: Anotar la direccion exacta de
la residencia  del  paciente, en  forma
completa, para facilitar el seguimiento, si
este resulta ser caso positvo de TB,

Si las muestras son refendas de otro
establecimiento, escribir el nombre  del
establecimiento de donde proceden.

Nombres y apellidos: Escriba con letra
legible v de manera completa los nombres v
apellidos del paciente, tal como aparece en
PCT-3, para facilitar su seguimiento,

Edad: Anotar la edad del paciente en anos.

Sexo: Marcar con unma X ¢l
correspondiente,

SCXO

Nuomero correlativo: Anotar los nimeros
en forma correlativa, de acuerdo al orden
de entrega de la muestra del paciente. No se
deben reperir los niimeros ni utilizar letras.
Recordar que para diagnostico son dos
baciloscopias v para control de tratamiento
también son dos baciloscopias por paciente
(en cada control) v cada una tiene que Hevar
un numero diferente,

Imciar  con ¢l nimero 1 el
baciloscopias  de  cada  mes,
correlativo hasta el final del mes,

registro de
siguiéndolo  en

Los nameros correlaivos  no  deben  ser

necesariamente  comsecutivos  para Un Iismo
paciente. Ejemplo:
José Antonio Pérez Gomez 1 5
Juana Luisa Belerin Garcia 2 3

9 y 10) Baciloscopia diagnostica: Anotar el
resultado de las muestras con color rojo, s es
positivo, v el nimero de cruces (+) (++) (+++),
si se observa de 1 a 9 bacilos, registrar el nimero
de bacilos observados ¢, 2b, 5b; si ¢l resultado es
negativo escribir “N” con cualquier color de
lapicero, en la casilla segin corresponda (Ira. o
2da.) muestra.

11,12, 13, 14 y 15) Baciloscopias de control de
tratamiento: Anotar el resultado de baciloscopias
de control de tratanuento de los casos (al 2do.,
4to., bto., Yno. v otro mes de tratamiento), con
color rojo si es positivo v el niimero de cruces, o
registrar ¢l namero de bacilos observados de 1a %
bacilos; si es negative escnbir una N7 con
cualquier otro color de lapicero, en la casilla
correspondiente.  Cuando  sea  retratamiento
anotarlo en observaciones.

16) Tipo de muestra: Esputo (es la muestra dada
de forma espontinea por ¢l pacient

17) Observaciones:  Registrar  la calidad  de
muestra que se ha procesado o cualquier otra
informacién aue se considere importante.
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Anexo 3.Triple embalaje

AGJA
DESTILADA
USP PARA INYECCION

Extirily libre de P"“EI“
S0 Inysctablol

vayLs3ad
| vnov

a0

Fuente: Unidad de Prevencion y Control de la Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias,

LNSP

1. Envase primario: contiene la muestra

2. Envase secundario: contiene el frasco con la muestra
3. Envase terciario: contiene el envase secundario

4. Cadena de frio: termo con paquetes refrigerantes en el cual se ubica el envase terciario.
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Anexo 4. Solicitud de examen para diagnostico y seguimiento de
casos de tuberculosis (PCT-3)

MINISTERID
DE SALUD

Mimisterio de Salud
Umidad del Programa de Tuberculosis v Enfermedades Respiratorias
Solicitud de examen para diagndstico y seguimiento de casos de tuberculosis (PCT-3)
Fecha edicion, 2022

Establecimiento: Fecha y hora de recepeidn de la muestra en el laboratorio:

MNombre: N de DUL Edad:

Procedencia: Consulta Ext. Emergencia Hospitalizacion Ortro N® de exp.

Sexor M F____ Grupo de niesgo y vulnerabilidad*:

Direccion exacea: Tel:

Municipio: Depro Arca: U B

Tipo de muestra: ESPUTO OTRA Especificar

Fecha de indicaciom: Caso nuevo sensible , retratamiento sensible . drogorresistente

*Grupos de riesgo y vulnerabilidad: Personas con diabetes &, EPOC O, Hipertension €, Entermedad Renal Crénica (ERC) <, VIH €, mmunosuprimido
&1 paciente con TB-RI o TB-MDR €, contacto de TB-MDR o TB-RR <, mrabajador de salud <. poblacién infantl <, privade de libertad <. adulto
mayoer <, poblacion en sitwacion de calle <, aleohalico <., drogodependiente <. mugrante <. poblaciones orginarias <>, otros <.

EXAMEN SOLICITADO

5:( PARA DIAGNOSTICO ENS. R. CULTIVO PARA DIAGNOSTICO, Y SEGUN
m [ J2a[ ] ALGORITMO, TIPIFICACION Y SENSIBILIDAD:
PRUEBA MOLECULAR RAPIDA MTB/RIF I Alta sospecha de TB y 2 BK () —
I S con 2 BK (-) v con TB presuntiva —/ 2 b:t_wpct'lm de tuberculosis infantil —
3 Persona con VIH —— 3. Sospecha de TB extrapulmonar —
3. Prvado de hibertad, o antecedente® — 4. Persona con VIH y con sospecha de TH —
5.1 Fracaso —
4. S I& con diabetes — oy . —
5. S R conimmunodeficiencias —1 5.2 Perdida en el seguimiento
o e o 5.3 Recaida —
. Caso TB que no negativiza al 2%, 47, 5 mes de tro. —1 f. Cortacta de caso TB-MDIL o TB-RRL —
o 4% mes, en caso de retratamiento 7. Antecedente o estancia actual en centro —4
7. Antes tratados (recaidas, fracasos, pérdida —— penitenciario o bartalinas*
en el seguimiento) 8. Coinfeccién TB/VIH —
8. Sospecha de TB extrapulmonar — 9. No neganviza al 2°, 4° o 5to mes de tto. —
Y. Contacto de caso TB/MDIR o TB/RR** — 10, BK con 1 a9 bacilos en 100 campaos —1
10, Nifios v nifias con TH presuntiva —/ 11. Migrante nacional o extranjero I
11, Personal de salud — 12, Paciente con tto. atituberculoso que no mejora —
12, Ontros (especificar)***: clinicamente, aunque I BK de control sean neg,
13, Indicacién por resultado previo — 13, Micobacteriosis —
14. Personas con diabetes —1
15, Caso TB-RR., TB-MDR, TB-DR —/
BACTERIOLOGIA CONTROL DE TRATAMIENTO 16. Personal de salud —
BACILOSCOPIA: 1ra. — 2da. 17. Poblaciones onginarias —
18, Poblacion en situacion de calle —/
CULTIVO: ] 19, SR con inmunodeficiencias —1
MESDETTO: 200 30 40 50 60 7°0 0O 20. Otros (especificar)
90 1008 117 ¢ 12° O Owo O
PRUEBA MOLECULAR RAPIDA MTB/XDR
DROGAS: H & R & Z ¢ EO | Casos TB-RR. —
Kn O I_-"" C BO GO Mx®O Pro® CRO Am O 2. Antes tratados (recaidas, fracasos, pérdidas en el seguimiento)—]
Observaciones. 3.Contacto de paciente TB-RR; TB-MDR —
4. Pacientes que negativizan al segunde mes de tratamiento, [
*En el motivo de indicacion privado de libertad o antecedente, por favor pero en el control posterior, nuevamente presentan
subrayar si esti en centro penitenciario o tene antecedente de haber sido bacteriologia positiva.
privade de libertad. Tanto en la indicacion de prucba molecular como de cultvo. 5.Paciente que la PSD en medio sélido o liquido —
** Marcar con un circulo ¢l caso que corresponda, resulte con resistencia a un Brmaco

**K En otros anotar si el paciente se encuentra en bartolina,
Mota: 81 el paciente tiene mis de un motive de indicacién, checarlas todas.

Mo olvide que el informe de los resultados de cultivo se darid a los 30, 45 o 60 dias y nunca antes.

El establecimiento de salud que indica la prucha deberi retirar la respuesta

MNombre y firma del solicitante:

Sella
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USO EXCLUSIVO PARA RESULTADOS DE LABORATORIO

PRUEBAS PARA EL DIAGNOSTICO Y SEGUIMIENTO DE CASOS DE TUBER CULOSIS

1. Baaloscopa:

Tra. muestra Posiivo [ | Negativo l:l N de baalos observados en 100 campos l:l
2da. muestra Posiive [ | Negatvo 1 N de bacilos observados en 100 campos L 1

2. Prueba molecular rapida MTB/RIF; CMTE No detectado 1 Invalido 1 Error [
CMTB Detectado® RR no detectada T CMTB Detectado R detectada ]
CMTB Detectado RIC indeterminada [ No resultado ]

CMTRB Trace** Detectado RIR indeternninada ]
* Para ¢l Xpert Ultra el MTB detectado puede ser: alto [ medioT™ bajo (1 muy bajo [ Marque ¢l que corresponda

** Un resultado “Traza™ sigmhbca que se han detectado miveles bajos de MTB, pero no se ha detectado resistencia a RUIF.

3. Cultive: Positivo: [ | Negativo: [ | Contaminado: [ ]

4. Resultado de tipithcacion:

5. Resultado de sensibilidad:

Farmacos de primera linea

Farmacos de segunda linea

6. Prucba molecular rapida MTB/XDR N/A: INVALID/ERE.OR/NO RESULT

INH: Low INH Resistance DETECTED [ MTB DETECTED KAN: KAN Resistnce DETECTED O
INH Resistance DETECTED O MTB NOT DETECTED KAN Resistince NOT DETECTED O
¢ NOT DETECTED  [] KAN Resistance INDETERMINATE - [

INH B esist

lot-

INIH Resistance INDETERMINATE [ AMK: AMK Resistance DETECTED

FLQ: Low INI Resistance DETECTED I:‘ AME Foesist INDETERMIMNATE CAP: CAP Resistance DETECTED |:|
FLC} Resistince DETECTED | CAP Besstance NOT DETECTED O
FLQ) Resistmce NOT DETECTED O ETH: ETH Resistance DETECTED CAP Resistance INDETERMINATE O

O
O
U
O
AMK Resistance NOT DETECTED [ ]
l
O
O

FLO Resistince INDETERMINATE D ETH Resistance NOT DETECTED

Calidad de la muestra: Saliva ] Mucoide [_] Mucopurulenta 1 Sanguinolenta 1

Observaciones:

Nombre, firma y sello de la persona responsable del resultado:

Nombre y firma de Visto Bueno:

Fecha de resultado: Sello mnstitucion:
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Anexo 5. Motivo de rechazo de muestras

Motivo de rechazo de muestras

Muestra mal rotulada

Nombre y/o apellido no coincide

Identificacion de muestra ilegible

Muestra sin rotular

No tenga nombre ni apellido

Solicitud ilegible

Datos en formulario ilegibles

Solicitud incompleta

Llenado incompleto de formulario PCT-3
Especialmente: Fecha y hora de recibido en el

laboratorio, Motivo de solicitud de examen

Muestra inadecuada

Muestra no corresponde a la prueba indicada

Muestra derramada

Parte o la totalidad de la muestra se haya
derramado fuera de su contenedor primario.
(Evaluar la magnitud del derrame para rescatar la

muestra y procesarla)

Muestra no cumple la condicion de transporte

Cuando no cumpla las condiciones de triple

embalaje y cadena de frio

Fuente: Seccion de Tuberculosis — Laboratorio Nacional de Salud Publica.
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Anexo 6: Preparacion de reactivos

,Preparacion de lejia:

Utilizar la formula: Vi x Ci= Vf x Cf - Vi= Vf x Cf
Ci

Doénde:

Vi = Volumen inicial

Ci= Concentracion inicial

Vf= Volumen final

Cf= Concentracion final

Ejemplo: Preparar 500 ml de solucion desinfectante al 0.5% de hipoclorito de sodio, partiendo
de hipoclorito comercial al 10%

Vi= 500 ml x 0.5%
10%
Vi= 25 ml
Se deben agregar 25 ml de hipoclorito comercial al 10% y aforar hasta 500 ml de agua destilada,
para realizar una solucion desinfectante al 0.5%

Preparacion de buffer fosfato

Fosfato disdédico anhidro NHa; g 946
Solucién 1

Agua destilada c.s.p ml 1000

Fosfato monopotasico KH,PO, G 9.08
Solucién 2

Agua destilada c.s.p ML 1000

e Preparar la solucion 1y la 2, calentando ligeramente cada una por separado hasta lograr
completa disolucion de las sales.

e Mezclar igual volumen de la solucidn 1y 2
e Controlar el pH

e Para procesar muestras, fraccionar el buffer asi preparado en botellas o frascos conteniendo
no mas de 200 ml cada uno.

e Esta cantidad es adecuada para el procesamiento de 12 muestras
o Esterilizar las botellas en autoclave 15 minutos a 1 atmdsfera
e Rotular con el nombre del buffer y fecha de preparacion.

e Guardar en heladera

Preparacion de bicarbonato de sodio al 10%.

e Pesar 10 gramos de bicarbonato de sodio.

e Colocarlo en un frasco volumétrico de 100 mililitros.

o Disolver el bicarbonato con agua destilada, aforando hasta la marca.

e Proceder a esterilizar en autoclave y guardar en refrigeracion en frasco limpio.
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Anexo 7. Calidad del extendido y coloracion de laminas

Fino

Grueso

No homogéneo

Homogéneo

Tamafio adecuado

Fuente: Secciéon de micobacterias — Laboratorio Nacional de Salud
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Anexo 8. Preparacion de colorantes

1) Fucsina fenicada 3%.
e Tres gramos de fucsina basica.
o Cien mililitros de alcohol de 95%.

e 55 mililitros de fenol acuoso. *

Se agita y se agrega agua destilada hasta completar un litro, se deja reposar veinticuatro horas y
se filtra.

(*) Fenol acuoso: 100 gramos de fenol cristalizado y 10 mililitros de agua destilada, se calienta en
bafio de Maria hasta completa disolucion, luego se enfria.

2) Azul de metileno 1%.
e 1gramos de azul de metileno.
e 100 mililitros de alcohol de 95°.

e Se disuelve por agitacion y se agrega agua destilada hasta completar un litro. Se deja reposar
veinticuatro horas y se filtra.

3) Solucidén decolorante
30 mililitros de acido clorhidrico para analisis.

970 mililitros de alcohol de 95°2.

Con una pipeta: Se deja escurrir por las paredes el acido clorhidrico en el matraz que contiene el
alcohol, luego se agita nuevamente.
Cada vez que los colorantes se utilizan deben filtrarse previamente.

Conservacion

Los colorantes deben conservarse en frascos de color ambar por un tiempo no mayor de un
mes.
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Anexo 9. Formulario de preparacion de medios de cultivo sin

farmacos

Formulario de preparacion de medios de cultivo sin farmacos

Seccidon de micobacterias

Preparacion soluciéon de medios para L6wenstein—ﬂ:|:n

[ Jawa

[]

Stonebrink
Fecha de
1 (o]
Reactivos Cantida Marca N° de caducida Balanza
d lote
d
Fosfato monopotasico anhidro — KH, PO, Analltl_ca—
Sartorius

Sulfato de magnesio — Mg-SO,47H,O Analitica-Sartorius
Fosfato Disodico (HNa2PO4) Analitica-Sartorius
Citrato de magnesio — CioHi1oMgz044-14H,0 Analitica-Sartorius
L-Asparagina — C4HsN.OsH,O Analitica-Sartorius
Glutamato de Sodio (C3H803) AND
Piruvato (CH3COCO2Na) AND

_ Analitica-
Glicerol (ml) — CsHgOs Sartorius
Agua destilada (ml)
Volumen de huevos totales
Verde de malaquita C48H50N404- Analitica-
2C2H204 Sartorius
Agua destilada (ml)
No. de lote: pH:
Tiempo de coagulacidn: Te:

Fecha de preparacion de medio:

Fecha de preparacion sales:

Fecha de caducidad del medio:

Control de calidad:

Responsables sales:

Responsables medio:
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Anexo 10. Flujograma del método de Petroff con buffer fosfatos

Agregarigual cantidad de
NaoH al 4% a la muestra

Enun tubo canico estéril m /\ l ﬁ
=

de 50 ml Colocar X ml de
muestra, sin sobre pasar
los 5 ml de muestra i)

e,
I

Mezclarcon vortex © manual cada 5 minutos
Sin sobrepasarlos 20 minutos

Acomodar los tubos en
la centrifugay
centrifugar15 minutos a
3000 gravedadesy
temperaturade 4-12°C

Agregar Buffer Fosfatos pH
6.8 hasta la marca de 50 ml
y mezclarel tubo

Esperars min.

Después del . .

centrifugado.
Descartar # - (ST P
sobrenadante y =t
re suspender el V4
sedimento /

Homogenizar el sedimento e
inocularlo en cada medio de cultivo

Con la dltima gota de sedimento
realizar el extendido

Incubarlos tubos inoculados en
bandeja inclinada, a 36 °C

Fuente: Seccion de micobacterias — Laboratorio Nacional de Salud Pablica
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Anexo 11. 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 de

I NaOH al 4% por muestra

Sin escurrir el hisopo

Inocular con movimiento de rotacion y presion
el hisopo en un tubo con medio de Ogawa.

Sumergir en el mismo tubo con 3 ml de NaoH
4% un segundo hisopo durante 2 minutos
exactos

Inocular con movimiento de rotacion y presion
el hisopo en otro tubo con medio de Ogawa.

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

Hacer frotis para coloracion
de Ziehl Nelseen

Fuente: Seccidon de micobacterias — Laboratorio Nacional de Salud Publica
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Anexo 12. Hoja de referencia de cepas para prueba de sensibilidad y

tipificacion. Version 2022

LABORATORIO NACIONAL DE SALUD PUBLICA
MIMISTERIO SECCION MICOBACTERIAS

DIE SALLUI HOJA DE REFERENCIA DE CEPAS

Lo evclusive de S

PARA PRUEBA DE SENSIBILIDAD/TIPIFICACION e e
Edicidn 2022
ESTABLECIMIENTO QUE ENVIA:
TELEFONO DE LABORATORIO:
MOMEBRE DEL PACIENTE:
REGISTRO: EDAD: VIH: FECHA DE ENVIO: -
TIPO DE MUESTRA: NUMERO DE CULTIVO:

MOTIVOS DE INDICACION

ALTASOSPECHA DE TB Y 2 BK (<)

SOSPECHA DE TUBERCULOSIS INFANTIL

SOSPECHA DE TUBERCULOSIS EXTRAPULMOMNAR

PERSOMNA COMN VIH ¥ 505PECHA DE TUBERCULOSIS

FRACASD

PERDIDA EN EL SEGUIMIENTO

RECAIDA

CONTACTO DE CASOTB MDR O TB RR

ANTECEDENTE O ESTANCIA ACTUAL EN CENTRO PENITENCIARIO O BARTOLINAS

COINFECCION TE/VIH

MO MEGATIVIZA AL 2°, 4° O 5° MES DE TRATAMIENTO

BKCOMN 1 A 9 BACILOS EN 100 CAMPOS

MIGRANTE NACIONAL O EXTRANIERO

PACIENTE CON TTO. QUE NO MEJORA CLINICAMENTE, AUNQUE SUS BK DE CONTROL SEAN NEGATIVOS.

MICOBACTERIOSIS

PERSDMNA CON DIABETES

CASDTE MDR O TE RR

PERSDMNAL DE SALUD

POBLACIONES ORIGINARIAS

POBLACION EN SITUACION DE CALLE

OTROS:

RESULTADO DE BACILOSCOPIA DE CULTIVO:

RESULTADO DE CULTIVO: FECHA DE CRECIMIENTO: FECHA DE SIEMBRA:
CEPA DE CRECIMIENTO: LENTO [ | RéPiDO: [ |

MEDIO UTILIZADO: U || ok [ ]

RESULTADO DE XPERT MTB/RIF:

CALIDAD DE LA MUESTRA: Sal'lua[ ] Mucusal:l Muccpurulental:l S.Enguinolenta:l Mo aplica I:l

* TODOS LOS CAMPOS SON DE LLENADO OBLIGATORIO. SERA MOTIVO DE RECHAZO EL LLENADO INCOMPLETO DE LOS CAMPOS.

RESPOMSABLES:
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Anexo 13. Caracteristicas de colonias contaminantes

Las colonias contaminantes pueden presentar las siguientes caracteristicas: pigmentadas,
cremosas, lisas.

Fuente: Seccidon de micobacterias — Laboratorio Nacional de Salud Publica.
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Anexo 14. Procedimiento para LF-LAM

Preparar la prueba 2 Agregar la muestra
Separar una tira del lado derecho de Agregar s0 plde orinaen la
la tarjeta y retirar la lamina protectora almohadilla para la muestra

Leer los resultados 4 Verificar los resultados
Esperar 25 minutos y luego leer los resultados Comparar los resultados con

la tarjeta de escala de referencia
==  Unea  Reactva Noreactia invilida r"_a

Comtrol Alere Dotermine™ TE LAM &g
Reference Scala Card
= Sorerg L L. B SR S a  vriera del cace
- ol it
= i i o iy mrsiacio . Sificil e definir corsude o proopecic.
I s Commare b tarjis en b ol el kF s e B o dewcia
el
Pacianta = A Lo by bt et che i e e oarorrdan
= Penkivn [r——

Fuente: Lineamientos técnicos para el uso de la prueba de Lipoarabinomanano (LAM) como apo-
yo diagnéstico en pacientes con VIH y sospecha de tuberculosis. UPCTYER/MINSAL San Salva-
dor, El Salvador, afio 2020.
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Anexo 15. Algoritmo para el diagnostico y seguimiento de casos de

tuberculosis

[ Persona con signos y sintomas sugestivos de tuberculosis, en poblacién general ]

!

| Evaluacion clinica, indicar 2 BK de esputo o prueba molecular ripida 11 |

|

'

}

| BE resultado positive |

Prucha molecular

Algoritmo 1. Diagndstico y seguimiento de casos de tuberculosis en poblacién en general

ELALUALOR,

-
| |BKcon lado negal

!

Ingresar come caso y dar
tratamiento segin norma.
Si se realizd diagnistico solo con
BE, enviar muestra para prucha
molecular, cultive y PSD

| descarth TB. Dar educacidn en salud

__| Evaluacidn clinica, no persisten sintomas, se ‘

Persisten sintomas sugestivos de TH; evaluacion
«clinica, enviar 2 muestras de esputo para prueba
molecular y cultive BAAR ¢ indicar rayos X u otros

métodos diagnisticos disponibles en 11 y 111 nivel
(biopsia pulmonar, broncoscopia, entre otros), segiin
el caso clinico.

_'| Cultive BAAR, tipificacion y sensibilidad |

]

!

)

Invilido, error, no
resultado

Enviar nueva muestra
para prucha molecular
<ultivo y PSD o dar
seguimicnto al cultive
si ya fue enviado

CMTBE® no
detectado

CMTHB detectado
Trazat RR

indeterminada

!

i persiste resultado,

evaluacién clinica y

esperar resultado de
«cultive y PSIY

Evaluacién clinica,
wvalorar inicio de
rAtAMiEnts COms Casn
clinicamente
diagnosticada.

Si inicia tratamiento
ENVIAT Mmucstra para
cultivo, tipificacion y
sensibilidad o dar
seguimiento al cultivo
si ya fue enviado

Iniciar
tratamiento.
Enviar
muestra para
cultivo o dar
seguimicnio
a resultado de
cultive y
PSID, si ya foe

enviado

(1) Segim disponibilidad de proebas
(2) Complejo Mycobacterium wherculosis

(3) Trazasigmifica que se han detectado niveles muy bajos de CMTB, por lo

tanta no se puede detectar resistencia a rfimpicing

CMTE detectado CMTB detectado
RR no d o RR detectada

Tomar nueva muestTa para
prucha molecular XDR v
refierir a clinica de resistencia
[para imiciar tratamiento para

TB drogorresistente

]

Reeferencia a nivel local para
supervision de ratamicnto y

del caso en
Ingresar como coordinacién con clinica de
caso y dar Tesistencia
tratamiento
SeEan norma Dar - 2 resuliad

de cultive tpificacion y
sensibilidad, si fue enviado

]

L]

| Positivo

MINISTERIC
IHE SALLTY

| | Negativo | Contaminado
i |
Ingresar comao Evaluacion b
«<aso TH y dar tto. clinica, se clinica y enviar
segin norma descarta TH I ——
‘ educacién en
salud
Sepuimicnto a
resultados de tpif,
¥ sensibilidad
Reesistencia a Sensible &
farmacos de Ira y/o firmacos
2da linca
Referencia a clinica de Conﬁ_mlar
tratamiento

Tesistencias para
prescripeién de tio,
para TH
drogorresistente

segiin morma

Fuente: Unidad de Prevencién y Control de la Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias/Seccion

de micobacterias - LNPS
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vulnerabilidad

[ Persona con signos y sintomas sugestivos de tuberculosis, pertencce a grupo de riesgo o vulnerabilidad ]

!

Algoritmo 2. Diagnéstico y seguimiento de casos de tuberculosis en poblacion con riesgo o

diabetes mellitus u otras ini

de TB-RI o TB-MDR, personal de salud, migrantes, poblaciones originarias, poblacion en

( Antes tratados (tecaida. fracaso, pénllda en ¢l seguimiento), poblacion pedidtrica, persona privada de libertad, personas con VIH*, personas con J

smncnSﬂ de calle, pacientes con BE(+) al segundo mes de tratamiento, caso “Otros™.

‘ Evaluacion clinica; sospecha de TB, indicar 2 muestras de esputo: una para prueba molecular y una para cultivo y PSIY ‘

| Prueba

Jacul |

Invilide, crror, no CMTE no CMTB detectado
Tesultado e Traza BB
l indeterminada
Enviar nueva Ewvaluacion clinica,
muestra para valorar inicio de Iniciar
prueba molecular rALAMICTNG Comin tratamicnto.
caso clinicamente: Dar segnimicnio
l diagnosticado y dar a resultado de
seguimiento al cultivo y PSD
Si persiste resultado de cultivo,
resultado, tipificaciom y
evaluacion clinica sensibilidad y a la
¥ esperar resuliado evolucion clinica.
e cultive ¥ PSD

* Enviar prueha LE-LAM, segin algoritmo de descarte de TB en personas
con VIH con sospecha de TB. Guia clinica para la atencion de las
personas con coinfeccidn TH/VIH

4| Cultivo BAAR, tipificacion y sensibilidad |
I
CMTB detectado CMTB detectado | Positivo | | Negative | Contaminado
KR no detectada R detectada l &
Ingresar comao Evaluacion Hvalucitn
waso TH y dar tio. climica, s¢ lini .
Tomar nueva muestra para . «linica y enviar
prucba molecular XDR y SCgin norma :imma ™ nueva muestra
referir a clinica de resistencia ‘ m;ﬁ::’dn on
pminidalmmum.' B0 para Sl:gln o2
TH drogormesistente (Tt T
y sensibilidad
Referencia a mivel local para
snpe:nnalén de tratamiento y ‘Pocsistencia a Sensiblea
del caso en firmacos de Ira y/o firmacos
I courdm' acion con clinica de =
npresar coma Tesistencia l
caso, dar 4
tratamiento. i ) _ Continuar
TR Y Dar seguimiento a resultados 55 e clinics tratamiento
sepuimicnto al PR Y Tesistencias para "
Bl de cultive tipificacion y reseripcisn de o, sCEin norma
cultivo y PSI I LT P I,I:_}1 o
drogorresistente

Fuente: Unidad de Prevencién y Control de la Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias/Seccion

de micobacterias - LNPS
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:ﬂ-.‘ TS TR
"eos" | DIERALLEY

hlgnritm-::- 3. ]}iagnf)stiru de casos de tuberculosis cxtmpulmnnar

[ Persona con signos y sintomas sugestivos de tuberculosis ]
!

Sospecha de TB extrapulmonar
}

| TH presuntiva en poblacion general o en grupos con nicsgo o yulnerabibidad |

!

Evaluacatn clinica y caviar muesteas para pricha molecular ¥ cialtive DAAR de igjido o liguidos ¢
histobogia de tejidos sepin regidn anatimica afectada, de acuerdo 3 valoracion clinica

Culivo Cultivo Cultivo Prucha
W"lm'"' %'m contaminade mlimlu
[ar Eduscaciin Evaluacion clinica, dar Yer posibles
tratamicnio en salud y scgmimicnts 3 resubtado resiltados y
sCpli Bofina buscar otra e prucha molecular y conducts 8
patalogia comsiderar dar scguir on
tratamicnto algariemo 1 a2

Fuente: Unidad de prevencion y Control de la Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias/Seccion

de micobacterias - LNPS
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Algoritmo 4.Vigilancia de la resistencia a firmacos antituberculosis

MINISTEIRIE)
I}E SALLAY
Todos los pacientes con diagnostico de tuberculosis con bacteriologia positiva J
[ Obtener 2 muestras para investigacion de resistencia por PDS molecular ripida y fenotipica 1
Molecular 1 Fenotipica
CMTB no CMTR detectado CMTR detectado CM_IT,:; R ° |
detectado R detectada RR no detectada e -
! ! | { T ]
Informar el resultado y Caltivo Cultive Cultivo
Repottar solicitar nueva muestra para Positivo Negative contaminado
estudio de TB-XDR ; ‘ *
I P8 INH, R, . Evaluacién
J ‘ ‘ J ‘ ‘ Lix, Mfx, Eto 5 i clinica, dar
Xpert Kpert Xpert Xpert Kpert Xpert segnlrm;mg a
MTB/XDR MTB/XDR ljf MTB/XDR MTBE/XDR MTB/XDR Ll l;’ =
detectado detectado NEB XJd)R detectado derectado detectado e S prueba
Resi ia No Pesi ; LEEEann A ia ISL Tesi ia Fto e Resistencia a PDS molecular y
detectada INH Reesistencia FQL deteciada d d T FQL o a INH, Sensible considerar dar
R, Lix, Mfx, Eto iratmiento
l e forma
Reportar y solicitar individual Repotiar
Reportar nueva tra para PDS
fenotipica para ‘_I
Bdg/Del/LizAClz
Fuente: Seccion de mucobacterias - LNSP
Reportar

de micobacterias - LNPS

Fuente: Unidad de Prevencién y Control de la Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias/Seccién
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Anexo 16. Envio de Control de calidad indirecto de baciloscopia

.

L : @ L MINISTERIO
Ministerio de Salud fewet | DESALUD

Unidad del Programa de Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias L SAVADCT
Instructivo para el llenado del libro de registro del control de calidad indirecto de baciloscopia

40 08 SALUD

Region: anotar el nombre de la regién a la que corresponde el establecimiento de salud

SIBASI: registrar el nombre del SIBASI correspondiente.

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

Fecha de envio: registrar la fecha en que se esta enviando el control de calidad; ejemplo si se estan enviando las laminas
vistas, en el establecimiento de salud, durante el mes de enero, la fecha del mes de envio estara entre los primeros cinco
dias del mes de febrero

Total de laminas, de diagnéstico, enviadas: anotar en numercs absolutos del total de laminas de diagnostico que estan
enviando a control de calidad; ejemplo: si el establecimiento de salud procesd 300 baciloscopias en un mes determinado, el
total de laminas enviadas sera 300.

Total de laminas, de control de tratamiento, enviadas: registrar la cantidad total de laminas de control de tratamiento
enviadas para control de calidad.

Total de laminas de diagnostico positivas, enviadas: en numero absoluto registrar el total de laminas que el
establecimiento de salud a reportado como positivas (incluye de 1 a 9 bacilos) en su PCT-4; ejemplo, si el establecimiento de
salud de 300 baciloscopias procesadas, reporto 50 positivas, este sera el numero absoluto registrado en total de laminas
positivas enviadas (50).

Total de liminas de control de tto. positivas, enviadas: Anotar la cantidad de liminas de control de tratamiento, positivas, enviadas.

Total de laminas de diagnéstico negativas enviadas: en numero absoluto registrar el total de laminas, de diagnastico, que
el establecimiento de salud ha reportado como negativas en su PCT-4; ejemplo si de 300 baciloscopias procesadas, el
establecimiento de salud reporto 250 negativas, este sera el numero absoluto registrado en total de laminas negativas
enviadas (250).

Total de laminas de control de tto. negativas, enviadas: Registrar el total de laminas de control de tratamiento, negativas que
el establecimiento envia para control de calidad.

Nuamero y porcentaje de laminas de diagnostico, con mala calidad de muestra: Anotar el numero de laminas enviadas que
tienen mala calidad de muestra, tambien anotar el porcentaje de estas.

Total de S.R de diagnostico examinados: colocar el numero de S.R de diagnostico examinados en el laboratorio
Total de S.R con BK (+): colocar el numero de S.R examinados en el laboratorio con al menos una BK (+).

Total de pacientes en control de tratamiento examinados: colocar el numero de pacientes en tratamiento, examinados en
el laboratorio.

Total de pacientes en control de tratamiento con BK (+): colocar el numerc de pacientes en tratamiento, examinados en
el laboratorio con al menos una BK (+).

Tiempo de respuesta del laboratorio en el informe de resultados de la BK: Anotar el tiempo que transcurre desde la
recepcion de la muestra en el laboratorio, hasta la entrega de resultados de la BK.

N° de cada lamina positiva: registrar los numeros correlativos de laminas vista como positivas y reportadas en la PCT-4
como tal; ejemplo: la baciloscopia 3, 15, 35, 45, 46, 150, fueron reportadas como positivas, estas son las que se reportaran
en esta columna.

Resultado por cruces: registrar el nimero de cruces correspondientes a cada lamina positiva +, ++, +++ (en color rojo) o
el numero de bacilos observados (1a 9 b))

Baciloscopia diagnéstica SR: con una “X" marcar si la lamina positiva corresponde a la primera (Ira.) o segunda (2da.) del
SR.

Baciloscopia control de tratamiento: con una "X marcar si la lamina positiva corresponde al 2do, 4to, 6to, 9no u otro mes
de tratamiento.

Observaciones: anotar cualguier cosa relevante, por ejemplo: paciente con VIH, nombre del paciente, o cualquier otro
aspecto que le sea de utilidad al responsable del centro de referencia de control de calidad.

Nombre del profesional que preparo el envio para el control de calidad: anotar el nombre de la persona de laboratorio
que preparo el envio para el control de calidad, persona responsable de area (quien proceso la muestra).

Vo. Bo. del jefe de laboratorio: anotar el nombre del jefe de laboratorio, que reviso el envio para el control de calidad.

Sello: colocar el sello del laboratorio que esta enviando el control de calidad de baciloscopia.
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Region:

Ministerio de Salud
Unidad del Programa de Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias

Control de calidad indirecto de baciloscopias

Establecimiento:

SIBASI:

. @: MINISTERIO
tewet | DESALUD

GOHILERNY 13
EL SALYADCIR,

Mes de envio:

Total de liminas de diagnostico, enviadas:

T'otal de Liminas de diagnostico positivas, enviadas:

Total de Liminas de diagndstico negativas, enviadas:

Fecha de envio:

Total de lanunas, de control de tto., enviadas:

T'otal de liminas de control de tto. positivas, enviadas:

Total de liminas de control de tto. negativas, enviadas:

Nimero v porcentaje de liminas de di;lgu(nliu), con mala calidad de muestra: N°© Ui

Total de SR de diagnéstico examinados:

Total de pacientes en control de tto. examinados:

Tiempo de respuesta del laboratorio en el informe de resultados de la BK:
(Desde la recepcion de

Total de SR de diagnostico con BK (+):

Total de pacientes en control de tto. con BK (+}):

a muestra hasta la entrega de resultados)

e aciloscopia .
Ned Bacil pi .
S, Baciloscopia control de
cada Resultado . Edad del | diagnostica . .
.. Nombre del paciente i . tratamiento Observaciones
limina | por cruces paciente SR
positiva 1ra. 2da. | 2do 4to 6to | 9no | Otra

Nombre del profesional que prepard el envio para el control de calidad:

Vo. Bo. del jefe de laboratorio:

Sello:
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Anexo 17. Informe de resultado control de calidad indirecto de
baciloscopias

Ministerio de Salud
Control de calidad indirecto de baciloscopias

Realizadas en la red de laboratorios clinicos de tuberculosis

Establecimiento:
Region: SIBASI:

Baciloscopias correspondientes mes: afo:

Nuamero de baciloscopias enviadas:

Nuamero de baciloscopias supervisadas:

Fecha de recepcion:

Resultados de calidad de muestra, extendidos y coloracion

Resultado % | Valor esperado

Muestras de esputo con calidad adecuada

Extendidos buenos

Coloracion buena

Discordancias encontradas:

Observaciones:

Recomendaciones:

Nombre y firma de responsable:

Sello: Fecha de reporte:
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Anexo 18. Control de calidad y consumo de medios de cultivo

NO
de
lote

Tubos

prepa
rados

PH

Control
Fechas de Control de sensibilidad
esterilidad
Desarrollo a 20 dias Desarrollo a 60 dias

., Se , Cepa . .
Elaboraciéon ; Se Se detectd (colonias) (colonias)

., comenzd L, muestra
o recepcion . terminé | desarrollo Lote Lote Lote Lote

a utilizar sembrada
referente | preparado | referente | preparado
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Anexo 19. Libro de registro de envio de cultivos BAAR (PCT-11)

Ministerio de Salud

Unidad del Programa de Tuberculoss

Enfermedades Respiratorias

Libro de registro de envio de cultives BAAR (PCT- 11)

Roegion: SIBASI: Establecimiento de salud:
Profesional responsable: afo:
ek i - o
Mativa Nambre de s Fewliud Feesuliadia de
. . ) e de : Resuliada de
N Naumbre del paciente Edad secepeidnde | pemona que rec Sructa ] ;
rucha malecular resultada = s reiltados e | Cuive sensib
MTE/RIE S
T @ & 0 &l ] E ) {10y (i (12) (13)

* Motive de indicacion de proeba moleeular MTB/RIE 158, con 2 BK [ v
con TH presunava, 2. Persona con VIH, 3, Privacko s libertad o antecedente, 4. 5.
R

29 4% B mes de o, o 9 n

de TH, 5.1. Fr

bartolius, 8. Con

ceiin THY

1 duabetes, 5. 5. B con mnmmodeficencis, 6. Crso TH que no negitivie al

de retratarniento, 7. Antes tratsdes i trat

recaicla, fracaso, péndida en el se
Comcia de cisa TB-MDR o TB/RR,

Personal de silod, 12 Otros fespecifi

guimiento, 8. Sospecha de TH exmpulmonar,

Mifios con TB presuntiva, 11

3, 13 Indicacsén por resultado previo,

o, 5.2 Pirdids en el s

H, %. No negativa al 2%, 4% & 57 mes de tratanuente, 100 BE con 1a % bacilos en 100 campos

sstuberculoss que mo megors <l

Cuande el cultivo e pars control de tratamicnto, anetar “control de we." o sl es: case nuevo, retratan

#* Motive de indicacion de cultivo: 1 Al sopecla de TB y 2BK £), 2 Sospecha de TH infinel, 3. Sospechs de TB extrapulmonar, 4., Persons con VIH y con sospecha

. 5.3 Wecaida, 6. Contacte de case TE-MDR o TR/RR, 7. Anweedente ¢ estancia actual e centro penabencuns o

A1 Migrante meioml o extrngero, 12, Paciente
i, 14, Persona con diabetes, 15, Caso TE-RR o TH-

e, aungue las BE de control sear Micabat

MDR, 16, Personal de salud, 17 Poblacsones ongmaris, T8 Poblaciéo en atscién de calle.

o o drogorresistente. NOTA: Cuando un aboratorio refiera

cepas para confirmacn, registrar en columea (6) ks referenes de ellas.

M

Unidad del Progr

sterio de Salud
1 de Tuberculosis y E

ifermedades Respiratorias

Instructivo para el llenado del libro de registro de envio de cultivos BAAR (PCT-11)

El presente libro de regisro de envio de culuves BAAR (PCT - 11), es un
trumento de informacion oficial de la Umdad del Programa de Tuberculosis y
Enfermedades Respiratorias de El Salvador, el cual debe ser adecuadamente lenado v
conservado.

En este ibro debe registrarse el envio v resultados de todos los culuvos BAAR, prueba
molecular MTB/RIF y confirmacidn de cepas que se envian a los haboratorios de
reference.

Separar la informacion cada mes v totalizarlo para hacer el consolidado trimestral,

Reegion: Anotar el nombre de la region a la que pertenece el establecimiento.

BASL Anotar el nombre del SIBASI correspondiente,

Establecimiento de salud: Anotar el nombre del establecimiento de salud responsable
de la informacidon.

Ano: Anotar el ano durante el cual se estd reabizando el registro.

Profesional responsable: Anotar el nombre del profesional responsable del lenado del
libro. (En establecimientos con laboratono serin los profesionales de laboratono los
dos  del llenado  de las columnas  correspondientes al  envio; en los
establecimientos sin laboratorio serd responsabilidad  del médico o personal de

enfermeria encargados del programa).
1. N Ubicar el nimero que le corresponde al paciente, segiin orden correlativo.
2. MNombre del paciente: Escribir con letra legible los nombres v apellidos completos

del paciente, para Gcilitar su seguimiento. (Pueden tomarse mds de una linea para
escribir el nombre completo)

3. EDAD: Anotar la edad del paciente en anos.

MNota: Siempre qu
(columm %) y siempre que se retren los resultados del cultivo, también Tle
columnas deberin ser llenadas por una persona que mabaje en el laboratorio donde se

se envié muestta para cultive BAAR, prueba molecular MTB/RIF o refe

rencia de cepas, Tle
- este libro pam anotar la fec
izan las pruchas diagndsticas,

4. Direccion completa del paciente: Anotar la direccion de procedencia del paciente,
de forma completa para Gcilitar el seguimiento de éste.

5. Indicacion de prueha molecular MTB/RIF: Checar st la muestra que se envia es
para real prueha molecular ripida MTB/RIF v anotar el motive de indicacion,
segiin PC (ver indicaciones en la parte de abajo de la marriz),

6. Motive de indicacion del cultivo: En esta columna anotar el motvo por el cual ha
sido indicado el culuvo (ver indicaciones en la parte de abajo de la macriz).

7. Fecha de envio al laboratorio de referenciz Anotar el dia, me
enviada la muestra al laboratorio correspondiente, segin red establecida.

¥ oano en que fue

8. Nombre del laborawrio al cual se envia: Anotar el nombre del iboratorio de
referencia al cual se envia la muestra. (B Laboratorio Macional de Salud, laboratorio
Hospatal de San Miguel, 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: Anowr la fecha exacta en que el
establecimiento recibe el resultado del cultivo BAAR o de la prueba molecular
MTB/RIF o confirmaciin de crecimiento de cepas.

11. Nombre de la persona que recibe los resultados: Anotar ¢l nombre completo de
la persona que recibid los resultados de la prueba.

12, Resultado: Anotar el resultado de la prueba molecular MTB/RIF, ésta puede ser:
CMTB no detectado, CMTB detecado RE no detectada, CMTB detecrado BR
detectada, CMTB detectado R indeterminada, invilido, error, no resultado;
registrar el resultado del culavo, el cual puede ser: positivo, negativo, contamin:
micobacteriosis, olros)

13, Resultado de sensibilidad: Anotar el resultado de sensibilidad, si existiera en el
reporte.

rla PCT = 11 para que se registre el nombre de la persona que recibe la muesera
a (columna 10) ¥ nombre de la persona que recibe los resultados (colummna 11). Eseas dos
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Anexo 20. Registro de resultados de prueba Xpert MTB/RIF Ultra

Ministeric de Salud
Unidad del Programa de Tuberculosiz y Enfermedades Respiratorizs

Registro de resultados de prueba molecular ripida MTB/RIF

Regidn: SIBASI:
Establecimiento de salud: Mes: Afio:
. S Nime | Remiode | s .
Fecha de Frcka Dax . . . . . Cuantficacic | Sy Suoda N
srmoreainete | oo | oo | Mo e pacicmie DUt Edad T viH Eaabiccimicnin s _,,T,d:__.‘ Farral R Obecriacio
[ F] E ] 5 & 7 B B 1 1a 15 1 17 18 1 20

* Motive de indicacién de procka molocalar cipids MTB/RIF: 1 S5 con 2HK () y con TH presuntiva, 2. Permna com VIH, 3. Privade de Hoestad o antecedenis, 4.5 1, con disbeter, 5. 5 1L con inmunodeficioncs, 6. C
. 9. Comsmctn de con TR/MDI o THRR. 10, Mifin con TH prensmtiva, 11 Feannal de sdud, 12, © =

retratzmicso, 7. Anto tradoe {recids, Fracess, péndids o ol s 1. 8 Scapecha de TR

Mi

57 mer die trammaetn o S, men o cun de

H quc na nogativin
. 13. Indicacsie por rorkado provie.

wsterio de Salud

Unidad del Programa de Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias

Instructivo para el registro de resultados de prueba molecular MTB/RIF

Regitn: Colocar el nombre de la region a la que pertencee el liboratorio que procesa
la proeba molecular MTB/RIF.

SIBASI: Colocar €] nombre del SIBASI al que pertenece el laboratorio gue procesa la
prueba molecular MTB/RIF.

Establecimiento de Salud: Colocar el nombre del establecimiento de salud al que
pettenece el laboratorio que procesa la proeba molecular MTB/RUIE.

Mes: Colocar el mes al que corresponden las pruebas moleculares MTB/RIF.
Aifio: Colocar el afio al que corresponden las pruebas moleculares MTB/RIF.

1. N® de pruebas realizadas: Escribir el nimero de las proebas realizadas, iniciando de
1 en enero y finalizando en diciembre de cada ano.

2. Fecha de recepeidn en laboratorioe Anotar la fecha en que se recibe la muestra en
el laboratorio. Utilizar el formado DDSMMSAAAN

3. Fecha de procesamiento: Registrar Is fecha en que es procesada la muestra.
4. Fecha de resultador Anotar la fecha en que se obtiene el resultado de la muestra

5. Dias promedio: Anotar el tempo (en dias) que tanscurre desde que se recibe la
muestra hasta que se obuene el resultado.

6. Nombre del paciunm: Anotar €l nombre rmnplnm del paciente, sin abreviaturas.
T. DUl R
#. Edad: Anotar la edad del paciente.

wrar el nimero del Documento Unico de Idenudad, del paciente.

9. Sexo: Checar en l casilla, segln corresponda, €] sexo del paciente.
100 VIH: Anotar "R si el paciente es reactivo, "NR" sl es no reactivo y "ND" si se
d

sseonoce la informacion.

i : Escrbir st la muestra recibida corresponde a espuro, liguide
11. Tipo de muestra: Escrabar s la muestra recibida corresponde a 1o, liquido
pleural, de aspirado ghsrico, otros.

12, Motive de indicacidn: Colocar el nidmero que corresponde al motive de
indicacion de la prueba, de acverdo a los motivos descritos abajo de la matriz; en el
caso del motive 12 “Cwros”, en columna de observaciones especificar el motivo por
el cual se ha indicado la prucha.

13. Segundo motive de indicacion: Registrar un segundo motvo de indicacion de
la prueba, si lo hubiere.

14. Establecimiento: Eseribir el nombre del establecinuento de salud que esth
solicitando la prueba. Colocar iniciales HN, UCSE, CP, 1555, UM antes del
nombre del establecimiento, Ej.: HN Santa Ana, UCSF Barros, CP Quezalepeque.

15. Municipio: Anotar el mumicipio al que pertenece ¢l establecimiento de salud
que solicita la prueba.

16. Nimero correlativo de muestra: Anotar el nimero en forma correlatva, de
acuerdo al orden que ha establecido el laboratorio.

17. Resulado prueba molecular: Regiscrar el resultado obtenido de la prueba
molecular (negativo, CMTB detectado BRI no detectada, CMTE detectado B
detectada, CMTE detectado RR indeterminada, CMTB no detectado, invilido,
error, no resultado.

18. Cuantificacion de resultado: Se clsificard la reaccidn por el nimero de ciclos
términos (CT) requerides para aleanzar el resultado positivo y la canndad de ADN
en la muestra: alta menos de 16 ciclos, medio de 16 a 22 ciclos, Iuj-.l de 23 a 28
ciclos, muy baja mis de 28 ciclos

19. Sonda mutada en RR: Regstar la o las sondas que presentaron la mutacion,
ente. Ejcsonda A, B, C, Do E.

en el caso de ser re

20. Observaciones: Anotar cualgquier informacion, del paciente, que se considere
Lmportante y necesaria.
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Anexo 21. Registro de cultivos de esputo

Laboratorio de cultivo:

Ministerio de Salud
Unidad del Programa de Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias
Laboratorio Nacional de Referencia - Seccion de Micobacterias

REGISTRO DE CULTIVOS DE ESPUTO

Nombre del profesionl

Mes: Afio:
Fecha de Medio Sexo : . Fecha ]
Ne o Fecha Fecha Fecha N ) Tipode | 52 | Morivo de | Resslado de | Ressieate Tubas N Calidad de rvacionss
comehutiva | PP WVE | iin INR | recepain T8 | % | proceamisnta Fassblecimiento Wombee def paciente ot Faad muestra | g | g | indicacien BE ultive | contaminador | "0 | Tipificdin | O
local cultive cultive
T Z 3 T 5 3 7 E 5 i T H EE} T S 3 7 & 10

Motivo de indicacion de cultivo: 1- Alia sospecha de T8 y 2 BK negatas, 2- Tuberculosis infantil, 3- Tuberculosis extrapuimonar. 4- VIH con sespecha de TB, 5.1- Fracaso, 5.2- Pérdida en el seguimiento, 5.3- Recaida, B- Contacio de caso TB-MDR o TB-RR, 7- Antecedente o estancia actual en
centro penitenciario, 8- Cainfeccion TBVIH, - No negaivza @ 2°. 4° o 5 mes de tratamiento, 10- BK con 13 § bacios en 100 campos. 11- Migrante nacional o extranyero, 12- Paciente con tratamiento antiuberculoso que no meora clinicamente, aunque sus BK de control sean negativas, 13-

Micobacteriosis 14- Persona con disbetes, 15- Caso TE-RR o TE-MDR. 16- Personal de salud, 17- Poblacionss criginarias. 18- Poblacién en sinuacidpn de calle.

Ministerio de Salud
Unidad del Programa de Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias
Laboratorio Nacional de Referencia — Seccién de Micobacterias

Instructivo para el Registro de cultivos de esputo

El presente libro de Registro de cultivos de esputo, es un instrumento de
informacion oficial del Programa Macional de Tuberculosis y Enfermedades
Respiratorias de El Salvador, el cual debe ser adecuadamente llenado y
conservado.

En este libro deben registrarse los resultados de todos los cultivos de esputo
que se reciben en los laboratorios de referencia.

Laboratorio de cultivo: Anotar el nombre del establecimiento de salud al que
pertenece el laboratorio de referencia de cultivos.

Profesional responsable: Anotar el nombre del profesional responsable del
llenado del libro.

Mes: Anotar el mes durante el cual se estan reciblendo las muestras para
cultivo.

Afo: Anotar el afio durante el cual se esta realizando el registro.

1

N° Correlativo: Anotar el numero correlativo de las muestras de 1 a finito
durante el afio.

Fecha de recepcioén nivel local: Anotar la fecha en que la muestra fue
recibida en el laboratorio de nivel local Colocar fechas utilizando el
formato DD/MM/AA

Fecha de recepcion LNR: Registrar la fecha en que la muestra es recibida
en el Laboratorio Nacional de Referencia.

Fecha recepcion TB: Anotar la fecha en que la muestra es recibida en la
seccion de tuberculosis.

Medio de cultivo: Anotar el método que se utiliza para realizar el cultivo
(Lowenstein - Jensen, Ogawa Kudoh)

Fecha procesamiento: Registrar la fecha en la que es procesada la
muestra

7. Establecimiento: Anoctar el nombre del establecimiento de donde
procede la muestra para cultivo, colocar iniciales HN, UCSF, CP, ISSS, UM
antes del nombre del establecimiento, Ej.: HN Santa Ana, UCSF Barrios.

8. Nombre del paciente: Anotar el nombre y apellidos completos del
paciente (sin abreviar) a quien pertenece la muestra para cultivo.

9. DUI: Registrar el numero de Documento Unico de Identidad del
paciente

10. Edad: Anotar la edad del paciente en afios completos.

11. Tipo de muestra: Registrar el tipo de muestra a la que se le procesara
el cultivo.

12. Sexo: Marcar con una X, segun corresponda, el sexo del paciente.

13. Motivo de indicacion: Colocar el nimero que corresponde al motivo
de indicacién del cultivo, segun PCT - 3.

14. Resultado de BK: Anotar el resultado de la BK que corresponde a la
muestra que se utilizé para el cultive (+, ++, +++, Sbaar)

15. Resultado cultivo: Anotar el resultado del cultivo (+, ++, +++, 11
colonias).

16. Tubos contaminados: Registrar el nimero de tubos contaminados.

17. Fecha resultado cultivo: Anotar la fecha en que se obtienen los
resultados del cultivo

18. Tipificacién: Registrar el resultado de la tipificacidn.

19. Calidad de muestra: Registrar la calidad de la muestra (saliva,
mucosa, mucopurulenta, sanguinolenta).
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Anexo 22. Registro de pruebas de tipificacion y prueba de sensibilidad

Fecha de recepcion LNSP:

LABORATORIO NACIONAL DE SALUD PUBLICA - SECCIGN DE MICOBACTERIAS

Edicidn noviembre 2021

Fecha ingreso Micobacterias:

Fecha de ingreso PDS:

No. de cepa Criterio Nombre del paciente Tipo de muestra VIH Establecimiento Expediente Edad Correlative PDS
TIPIFICACION
Fecha de siembra de | Fecha de crecdmiento de | Medio utilizado para Catalasa T" ambiente Catalasa 68° C Reduccidn de Nitratos KL Ziehl Neelsen Fecha tipificacian Responsable
cultivo cultivo cultivo
PRUEBA DE SENSIBILIDAD
Fecha de siembra PDS:
Fecha de lectura 21 dias: No de Lote medio con farmaco:
Dilucidn | Contral 1 | Contrel2 | Promedio Isaniacida (1) Ritamgicina (Rif) Maxifloxacing (Mfx) Levafloxacina [Lfx) Etionarmida (Eto)
No de % Resultada No de % Resultada No de % Resultado No de % Resultado No de % Resultado
cobonizs colonias colonias cobonias colonias
1073
10*
10°
Fecha de lectura 42 dias:
Dilutidn | Contral1 | Contrel2 | Promedio Isaniacida (1) Rifampicina (Rif) Maxifloxacina (Mfx) Levafioxacina [Lix) Etionamida (Eta)
No de % Resultado Ko de % Resultado Ho de % Resultado No de % Resultado Ko de % Resultado
colonias colonias colonias colonias colonias
103
10
10*
RESULTADO
Resultado BK de Cultivo Tipificacién:
Resultado de Cultivo Sensibilidad primera linea | R
Resultado Xpert MTB/RIF Sensibilidad segunda linea Mfx Lfx Eto
Calidad de la muestra Fecha de resultado: Responsable:
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