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Presentacion

En El Salvador, al igual que en muchos paises del mundo, se
aplica la estrategia DOTS/TAES, para la prevencion y control
de la tuberculosis

Para garantizar la aplicacion de dicha estrategia, es necesario
que existan normas, manuales, guias técnicas y otros
documentos que le permitan al personal de salud tomar
decisiones oportunas y confiables.

En tal sentido y con el afan de apoyar los esfuerzos del personal
operativo, se pone a disposicion de éste el presente Manual
de Control de Calidad de la Red de los Laboratorios de
Tuberculosis, en el que se recopilay estandariza, todos los
aspectos del control de calidad.

Se espera que el Manual se convierta en una guia técnica para
el personal de la red de laboratorios del pais y asi asegurar
que el control de calidad se lleve acabo de forma eficiente en
todas sus etapas.

Es oportuno reconocer y agradecer al Proyecto Fondo Global,
el esfuerzo realizado en la reproduccién de este manual, a
todos los profesionales que han participado para lograr el
enriquecimiento del mismo, y desde luego a usted como
trabajador de salud que lo utilizara, para dar atencién y realizar
su trabajo con calidad, para el beneficio de la poblacion
salvadoreiia.

ATy DE 53
‘\('.Z;;,YE NCig

Dr. José Guillgrmo Maza Brizuela
Ministro de Salud
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S D

La tuberculosis, enfermedad prevenible y
curable, sigue constituyendo una importante
amenaza para la salud publica en el pais y
en la Regién de las Américas. Pese a que
hace varias décadas que se conocen drogas
y tratamientos eficaces, asi como las medidas
y procedimientos para su control, actualmente
presenciamos un resurgimiento de la
enfermedad en el ambito mundial.

Como un hecho sin precedentes, la
Organizacion Mundial de la Salud ha declarado
a la tuberculosis una "emergencia sanitaria
mundial" en 1993. Ante esta situacion, el
Programa Nacional de Prevencion y Control
de la Tuberculosis ha venido desarrollando
planes de accion para el efectivo control de
la tuberculosis en el pais, colaborando y
asesorando en actividades tendientes a la
vigilancia ininterrumpida de la enfermedad.
Dentro de estas actividades la seccion de
tuberculosis de La Unidad del Laboratorio
Central tiene como una de sus principales
funciones el control de calidad de la red de
laboratorios del pais.

En general este control debe identificar,
monitorear, evaluar y aprobar metodologias
relativas a todas las actividades desarrolladas

Introducciodn

de calidad de los laboratorios de tuberculosis
envuelve el monitoreo de las pruebas de
diagnaostico, los medios de cultivos, reactivos,
instrumentos, procedimientos, documentacion,
liberacion de resultados y competencia del
personal, para asegurar una adecuada
practica en el reconocimiento, aislamiento,
identificacion y caracterizacion del agente
etiologico y su correspondiente prueba de
susceptibilidad (cuando se haga necesaria
como guia de la terapia y para la vigilancia
epidemiolégica).

El control de calidad en el laboratorio tiene
como objetivo que el producto final del trabajo
tenga un grado aceptable de seguridad y de
conformidad con los limites establecidos.

Conociendo los elementos basicos que debe
poseer un programa de control de calidad
moderno, creemos que es de primordial
importancia elaborar un manual nacional que
pueda servir de guia al personal dedicado al
trabajo en los laboratorios de tuberculosis,
los cuales son parte de la disciplina del
laboratorio clinico, ciencia en constante
evolucion que debe marchar a la par del
progreso de la medicina moderna.



. Naturaleza, ambito

de aplicacion y

unidad ejecutora.

1) Naturaleza:

La Red Nacional de Laboratorios de
Tuberculosis desde el punto de vista de su
complejidad técnica esta constituida por tres
tipos de laboratorios: Tipo | o A que son los
que efectan baciloscopias, cultivos, pruebas
de sensibilidad y pruebas de identificacion de
micobacterias. (Unidad de Laboratorio central);
el Tipo Il o B que son los que realizan
baciloscopias y cultivos; y el Tipo Il o C que
son los que realizan sélo baciloscopias.

En la actualidad la red de laboratorios de
tuberculosis cuenta con lineamientos para la
supervisién de los laboratorios, una guia
técnica para el diagnéstico de tuberculosis
por microscopia directa y un manual de
procedimientos estandarizado y actualizado
para el laboratorio del nivel central, asi como
un programa de evaluacion externa del
desempefio el cual se envia una o dos veces
en el afio a la red de laboratorios del pais y
un control de calidad permanente, directo e
indirecto llevado a cabo por el personal de la
seccion de tuberculosis y por los supervisores.

Enmarcados en este contexto y conociendo
los elementos basicos que debe poseer un
control de calidad efectivo, se hace necesario

la elaboracion de un documento que recopile,
estandarice y ordene todos los aspectos del
control de calidad para que sirva de guia al
personal de la red de laboratorios de
tuberculosis del pais y de esta manera
asegurar que el control de calidad se lleve a
cabo en forma eficiente en todas sus etapas.

2) Ambito de aplicacion:

Estos lineamientos se aplicaran a los
diferentes procedimientos 0 ensayos que se
realizan en la red nacional de laboratorios de
tuberculosis para diagnosticar las infecciones
causadas por el Mycobacterium tuberculosis.

3) Unidad ejecutora.

La aplicacion del contenido de este manual
sera competencia del jefe de la seccién de
tuberculosis de la Unidad del laboratorio
central, él cual con el apoyo de todo el
personal de la seccion y los supervisores de
tuberculosis tendran a su cargo el monitoreo
y evaluacion en la red nacional de tuberculosis,
tanto del control de calidad directo como del
indirecto.



Objetivo general:

Establecer directrices estandarizadas para
asegurar la calidad en los procedimientos
realizados en la red nacional de laboratorios
de tuberculosis.

Objetivos especificos:
a) Velar por que la informacion generada por

los laboratorios de la red nacional sea
confiable, oportuna y reproducible.

Il. Objetivos

b) Monitorear el cumplimiento de los
procedimientos y metodologias
estandarizadas.

¢) Brindar al personal conceptos de calidad
gue sean incorporados en su rutina diaria.

d) Establecer recomendaciones generales
sobre la dotacion de equipos y condiciones
adecuadas para los laboratorios de
micobacterias.



I1l. Garantia de
calidad

Todas las organizaciones en general tienen
como uno de sus principales objetivos mejorar
la competitividad y para cumplir estos han de
implantar, programas y técnicas que fomenten
la mejora de la calidad de los productos o
servicios que ofrecen. Ademas, han de buscar
técnicas que mejoren también la productividad
de sus procesos.

La Garantia de Calidad, es un concepto un
tanto mas dificil de cuantificar que el control
de calidad, ya que su foco es el impacto de
las pruebas de laboratorio en el cuidado del
paciente. Este concepto incluye entrenamiento
y calificacion del personal, evaluacion de los
reportes, rapidez y seguridad diagndstica,
certificacion de los laboratorios, controles
externos, etc. El control de calidad y la garantia
de calidad son similares en sus propdésitos,
aunque su significado y su manera de
funcionar sean diferentes; sin embargo, ambos
conceptos deben desarrollarse
interactivamente durante un programa de
control de calidad.

El programa de garantia de calidad para la
red de laboratorios de tuberculosis debe ir

orientado a proporcionar confianza en que se
cumpliran los requisitos de calidad y debe
contener un proceso de vigilancia eficaz y
sistematico de todo el trabajo de laboratorio:
pre analitico, analitico y post analitico; debe
ser cotejado con las normas, las cuales
definen lo que se puede considerar como
pruebas aceptables. Incluir ademas la
incorporacion del Manual de Procedimientos,
validacion de metodologias y equipos,
evaluacion de los reportes, oportunidad en la
respuestas, desarrollo de ciclos de educacion
continuada que incorporen una cultura de
calidad en todo el personal que trabaja en
esta red, asi como elementos de bioseguridad
y un control sobre los reportes generados.

La implantacién de un sistema de garantia
de calidad efectivo trae consigo deteccion
temprana de los errores, la mejora de la
precision y la exactitud, el uso eficiente y
efectivo de los recursos, permite cumplir con
requerimientos de inspeccion y certificacion,
mide la productividad y permite el desarrollo
de procedimientos exactos y de manuales
CONCisos.




a) Definicion.

El control de calidad se define como la parte
de la gestion de la calidad orientada al
cumplimiento de los requisitos de calidad,
éste es uno de los tres procesos béasicos de
gestibn mediante los que se gerencia la
calidad. Los otros dos son la planificacién de
la calidad y la mejora continua.

El control de calidad en el laboratorio tiene
como objetivo, que el producto final del trabajo
tenga un grado aceptable de seguridad de
conformidad con limites ya establecidos.

b) Implantacion de un Programa de
control de calidad

Para implantar un programa de control de
calidad hay que seguir los siguientes pasos:

- Elegir qué controlar.

- Determinar las unidades

de medicion.
- Establecer el sistema de medicion.

- Establecer los estandares de

funcionamiento.
- Medir el funcionamiento actual.

- Interpretar la diferencia entre lo real y el
estandar.

V. Control de
calidad

- Tomar acciéon sobre la diferencia.

- Mejora continua.

Debido a que la mayoria de los resultados
en microbiologia son producto de
interpretaciones y evaluaciones de reacciones
bioquimicas de seres vivos, donde la
capacidad y experiencia del evaluador tienen
un gran valor, los calculos de coeficientes de
variacion y desviaciones estandares que son
parte de funciones analiticas, tienen poca
aplicacién en el laboratorio de microbiologia.
Es por ello que algunos expertos consideran
que el control de calidad en microbiologia es
mas un arte que una ciencia.

El programa de control de calida debe evaluar
y documentar el desempefo de todos los
aspectos de un procedimiento. Esto incluye
la calidad de la muestra, la eficiencia de los
reactivos, medios e instrumentos. El control
de calidad en resumen, es un elemento vital
en el laboratorio, ya que ayuda en la
confiabilidad de las pruebas, su
reproducibilidad, asegura la calidad de los
materiales, reactivos y equipos empleados,
mejora la auto confianza del personal, detecta
fallas que pueden reflejarse en el informe de
resultados y en general provee un entorno de
excelencia en todos los aspectos del trabajo.

El programa de control de calidad de
bacteriologia de la tuberculosis debe contar
con los siguientes elementos minimos:



Establecimiento del sistema de medicién. - Controles internos.

Estandarizacion de las metodologias. - Controles externos (indirectos y directos).

Manual de procedimientos. - Documentacion y control de resultados.

Evaluacion y capacitacion del personal.

c) Indicadores.

% de sintomaticos respiratorios examinados por el laboratorio.
Sintoméaticos examinados X 100 Valor esperado=5 - 7%
Total de consulta 1° vez [Jde 10 afios

indice de positividad en sintomaticos respiratorios.
Casos de Tb BK (+) X100 Valor esperado= 5%
# SR examinados por el laboratorio

Concentracion de baciloscopias por sintomético respiratorio.
Total de baciloscopias de diagndstico Valor esperado = 3
SR examinado por el laboratorio

Rendimiento técnico.
# de baciloscopias (+) de diagnéstico X 100 Valor esperado = >5 %
# Total de baciloscopias de diagnostico

% de casos con confirmacion bacteriologica.
Casos de Th. Pulmonar baciloscopia (+) X 100 Valor esperado = 60 — 70%
Casos de Tb pulmonar

% de pacientes sin confirmacion de diagndstico de laboratorio.
Casos no examinados por baciloscopia X 100  Valor esperado = 0%
Casos de Tb pulmonar

Numero de BK realizados por caso.
Total de BK de diagndstico realizados al S. R.
Total de casos BK positivos

% de falsos positivos.
# de laminas falsas (+) X 100 Valor esperado = 0.5 - 1%
Total de laminas positivas

% de falsos negativos.
Numero de laminas falsas (-) X 100 Valor Esperado de 0.5 -1 %
Total de laminas negativas



d) Sensibilidad y especificidad.

La sensibilidad, es la capacidad que se tiene de detectar las muestras verdaderamente
positivas.
La especificidad, es la capacidad de detectar muestras verdaderamente negativas.

La sensibilidad y la especificidad son valores porcentuales calculados a través de las siguientes
formulas:

. Muestras verdaderamente positivas
Sensibilidad = -- - X 100
Verdaderamente positivas + falsas negativas

Muestras verdaderamente negativas

Especificidad = X100

Verdaderamente negativas + Falsas positivas

Una prueba sera mas sensible cuando presente menos resultados falsos negativos y mas
especifica cuando presente menos resultados falsos positivos.

e) Valor predictivo

Valor predictivo positivo es la probabilidad de que un resultado positivo indique con exactitud
la presencia del agente etioldgico.

Valor predictivo negativo es la probabilidad de que un resultado negativo indique con exactitud
la ausencia del agente etiolégico.

Los valores predictivo positivos y negativos pueden ser expresados en valores porcentuales
y calculados a través de férmulas como las siguientes:

Valor Predictivo Positivo = Muestras positivas X 100
Muestras positivas + falsas positivas

Valor Predictivo Negativo = Muestras negativas X 100
Muestras negativas + falsas negativas

Los valores predictivo de una prueba varian de acuerdo con la prevalencia de la enfermedad
o infeccion. Cuanto mayor sea la prevalencia mayor seréa el valor predictivo positivo y por
consecuencia, menor el valor predictivo negativo. De esa misma forma, cuanto menor es la
prevalencia, menor serd el valor predictivo positivo y mayor el valor predictivo negativo.



V. Control de calidad en
la toma e identificacion

de la muestra

En términos de la efectividad del laboratorio,
nada es mas importante que la apropiada
seleccién, coleccion e identificacién de las
muestras clinicas; por ello todo el personal
gue tiene que ver con estas responsabilidades
debe comprender lo determinante que es el
mantenimiento de la calidad de la muestra,
en la evaluacion e informe de un espécimen
clinico. Es responsabilidad del laboratorio
proveer ésta informacién en forma clara y
debe estar contenida en los manuales de
procedimientos del laboratorio para que sea
facilmente incorporada en la metodologia de
trabajo de todas las personas involucradas
en esta actividad, por lo que debe también
estar siempre accesible a todo el equipo de
salud.

Las muestras utilizadas para la investigacion
del Mycobacterium tuberculosis pueden ser:
expectoracion, orina, liquido cefalorraquideo,
pleural, ascitico y otros, pus de cavidad abierta
y biopsias. La expectoracion es la muestra
por excelencia para el diagndstico de la
tuberculosis pulmonar en la cual se obtienen
resultados confiables con el examen
microscopico directo (Baciloscopia), todas las
demas muestras deben ser procesadas por
cultivo.

Debe controlarse la obtencion de una buena
muestra siguiendo los procedimientos
estandarizados tanto en la toma, el nimero

y la cantidad de muestra, como en el uso del
frasco. Una buena muestra de esputo es la
que proviene del arbol bronquial, recogida
después de un esfuerzo de tos y no
exclusivamente de la faringe o aspiracion de
secreciones nasales o de saliva solamente
(ver procedimiento N° 1).

Las normas del programa recomiendan
analizar tres muestras por cada sintomatico
respiratorio, ya que una sola muestra no es
conveniente debido a que la cantidad de
bacilos eliminados en los esputos es variable.
La primera muestra debe recolectarse durante
la primera entrevista, la segunda una muestra
matinal recolectada por el paciente y la tercera
durante la segunda entrevista.

El envase para recolectar la muestra debe
ser de plastico, transparente, de facil
rotulacién, con capacidad de 35 a 40 ml,
rigido de modo que no se aplaste durante el
traslado, tener boca ancha y tap6n de rosca
de modo que no permita derrames y
contaminaciones.

Para la identificacion de la muestra se debe
hacer en el cuerpo del envase y no en la
tapadera y la identificacion debe corresponder
a la de la solicitud de examen bacteriolégico
de tuberculosis PCT-3. Todos los laboratorios
haran la identificacion de la muestra siguiendo
el procedimiento estandarizado.



1) Control de calidad interno para
baciloscopia:

Este es un elemento indispensable dentro del
control eficaz de la tuberculosis y concierne
a todo el proceso; basicamente el control
interno de calidad para la baciloscopia debera
centrarse en la valoracion de cinco apartados:
1) Preparacion del extendido 2) Los reactivos
de latincion 3) EI procedimiento de la tincion
4) la lectura de la lamina y 5) informe del
resultado.

a- Control de calidad en la
preparacion del extendido.

Debe controlarse la técnica del extendido
siguiendo las indicaciones del procedimiento
estandarizado y con el cuidado que la muestra
forme una pelicula uniforme que cubra las
dos terceras partes de la lamina (ver
procedimiento N° 2).

b- Control de calidad de colorantes
para Zielh-Neelsen.

Cada vez que se prepare alguno de los
colorantes para la coloracion de Zielh-
Neelsen, se debe comprobar la capacidad de
tincién para los bacilos acido-alcohol-
resistente; realizando dicha coloracion a
extendidos preparados de muestras positivas

VI. Control de
calidad interno

y observando si existe buena coloracion del
bacilo y del material de contraste.

c- Control de calidad del
procedimiento de la tincion.

En cada serie de coloracion de Zielh-Neelsen,
se debe incluir un extendido preparado de
muestras positivas para verificar el proceso
de coloracion y la intensidad de la coloracion
de los organismos acido-alcohol-resistentes.
Las extensiones y tinciones se realizaran igual
gue en cualquier muestra clinica.

Los resultados deberan registrarse. Cuando
estos no sean correctos se debe revisar el
procedimiento y los reactivos.

d- Control de calidad en la lectura
de la muestra.

Durante la lectura de la muestra con el objetivo
100x, debe controlarse la calidad de la
muestra, del extendido y de la tincién (ver
procedimiento N° 3).

e- Control de calidad del informe
del resultado.

Este se encuentra desarrollado en el capitulo
XI de este manual.



2) Control de calidad interno del
cultivo del Mycobacterium
tuberculosis.

La calidad del medio de cultivo, consiste en
valorar el rendimiento del medio en la
recuperacién de micobacterias. Esto es
aconsejable hacerlo en cada nuevo lote de
medios preparados en el propio laboratorio.
Los medios comerciales deberan tener un
certificado de la calidad del mismo y, por ello,
en un principio, no seria necesario controlar
de nuevo este aspecto en el laboratorio.

Todos los laboratorios que realicen cultivo
para aislar el Mycobacterium tuberculosis,
deben cumplir con el siguiente control de
calidad.

a- Control de temperatura de las
estufas.

Debido a que la temperatura 6ptima para el
crecimiento de las micobacterias esta entre
35°C - 37°C, se hace indispensable mantener
una vigilancia constante de la temperatura de
las estufas en que se guardan los cultivos.
Este control debe hacerse en forma diaria a
primera hora de la mafiana, anotando en una
hoja de registro el valor (anexo N° 1).

2- estado del coagulador:

Cualquiera que sea el tipo de coagulador que
se use, debe mantener en su interior una
temperatura uniforme en un rango de 80°C
a 85°C. En algunas ocasiones los
coaguladores tienen una temperatura mas
alta cerca de sus paredes y los tubos de los
extremos sufren un sobrecalentamiento.
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c- Control de calidad del medio de
cultivo para Mycobacterium
tuberculosis.

Un medio que ha sido preparado siguiendo
correctamente las instrucciones establecidas
tendra una sensibilidad aceptable. (Ver
procedimiento No. 4)

Si en algun lote se encuentra disminucién
importante de la sensibilidad del medio, deben
controlarse:

- Esterilidad del medio. Esencial para poder
descartar que el crecimiento obtenido, es
realmente, de la muestra y no del propio
medio con posible contaminacion. Para el
control de esterilidad se debera de incubar
a 35° - 37° C durante 2 dias un tubo del
medio de cada nuevo lote que se inicie.

- Color del medio de cultivo, presencia de
deshidratacién y fecha de vencimiento.

- Limpieza de los tubos: antes de entubar el
medio es necesario estar seguro que los
tubos estan bien limpios. No basta que
estén estériles, porque los restos del medio
ya usados alteran la calidad del nuevo.

- Alcalinidad de los tubos: esto influye
desfavorablemente en la composicion del
medio, por ello al adquirir tubos hay que
asegurarse que sean de vidrio pH neutro.
Es frecuente también observar tubos
alcalinizados, (el medio adquiere color
blanco en la parte que esta en contacto con
el tubo) porque se lavan con soluciones
detergentes que tienen alta concentracion
de soda. Para evitar esto es necesario
enjuagarlos en una solucion al 1% de acido



clorhidrico y luego al menos dos veces en
agua destilada.

Calidad de los huevos: los huevos deben
ser frescos, al menos de una semana,
preferentemente de gallinas en cuya
alimentacion se incluye el pasto verde. Los
mas recomendados son los obtenidos en
granja.

Calidad de las sales y glicerol: deben
emplearse solo productos para uso
bacterioldgico.

Control de la balanza: debe ser
permanentemente controlada para obtener
el peso correcto de los productos utilizados.
Antes de ejecutar alguna operacion para
obtener el peso de algln reactivo, la balanza
debe ser calibrada con pesas patron

preferiblemente las de menor peso (200 mg)
para asegurar la sensibilidad de la balanza.

3) Control de calidad interno de la
prueba de sensibilidad

a- Control de calidad del medio con
drogas para las pruebas de
sensibilidad.

Cada nuevo lote de medio preparado con
drogas antituberculosas, debe ser controlado
en lo que se refiere a actividad de las drogas,
con el objeto de descubrir cualquier error
cometido. Se realiza una prueba de
sensibilidad a las drogas con la cepa patron
HRV37 ya que esta cepa tiene una sensibilidad
conocida.
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VIl. Control de
calidad externo

El control de calidad externo puede ser
indirecto o directo.

1) Control de calidad externo
indirecto.

Es aquel que se efectiua a distancia,
basandose en alguna de las siguientes
modalidades:

- Envio de laminas o muestras de resultado
conocido desde el evaluador al evaluado:
control de calidad externo indirecto
técnico de centro a periferia.

- Estudio simultaneo de la misma muestra en
la periferia y el centro: control técnico
simultaneo.

- Envio de laminas o muestras de resultado
conocido desde el evaluado al evaluador:
control de calidad externo indirecto
técnico de la periferia al centro. Esta
modalidad es la mas aceptable desde el
punto de vista operacional y constituye el
control de calidad técnico indirecto.

- Andlisis critico, cualitativo y cuantitativo, de
la informacion estadistica y de los indices
bacterioldgicos: control de calidad externo
indirecto administrativo.

El control de calidad indirecto técnico y

administrativo esta adquiriendo prioridad en

la mayoria de los paises. La sospecha de

12

deficiencias a partir de este tipo de control de
calidad debe determinar la necesidad de un
control de calidad directo.

a- Control de calidad externo
indirecto de la baciloscopia.

Consiste en la comparacion de resultados y
la evaluacion técnica indirecta de laminas de
baciloscopia preparadas por los laboratorios
en su trabajo de rutina. Los laboratorios de
nivel intermedio tendran bajo su cargo a su
red local, y el laboratorio central a los de nivel
intermedio (ver procedimiento N° 5). En esta
evaluacion se debe tener en cuenta:

- Calidad de muestra.

- Extendido.

- Coloracion.

- Concordancia cualitativa y cuantitativa de
lecturas.

b- Control de calidad externo de los
colorantes para zielh — neelsen.

Los laboratorios que preparan sus propios
colorantes y los que los compran a casas
comerciales, deberan enviar al Laboratorio
Central una muestra de los colorantes para
hacerle su respectivo control de calidad.



c- Control de calidad externo
indirecto de las pruebas de
sensibilidad.

Estas seran controladas por un Laboratorio
Supranacional de Referencia (Instituto
Nacional de Salud Publica de Chile), cada 3
0 4 afos a fin de descubrir posibles cambios
gue hayan pasado inadvertidos en la
modalidad del crecimiento de las cepas.

d- Control de calidad externo
indirecto administrativo.

Consiste en el andlisis y la evaluacion critica
cuantitativa y cualitativa de la informacién
estadistica mensual que deben entregar todos
los laboratorios que efectian técnicas
bacteriolégicas de la tuberculosis. Como esta
informacion puede variar en cada pais, se
destaca a continuacion el analisis de las
variables mas importantes.

- Oportunidad de la entrega de la informacion:
una irregularidad en el envio de la
informacion, puede indicar interrupcién de
las actividades 6 exceso de trabajo y falta
de tiempo para su envio.

- Correlacion cuantitativa y cualitativa con la
informacion de meses anteriores.

- Consistencia de actividades: si bien pueden
existir variaciones estacionales que
justifiquen altibajos en las actividades, ellas
pueden también deberse a problemas en
el servicio, tales como disminucion en la
bUusqueda de casos 6 deficiencias en el
laboratorio.

- Proporcion de baciloscopias para
diagnéstico y para control de tratamiento.

- Variacion en la proporcién de positividad en
las baciloscopias de diagnéstico: un
aumento en la proporcion puede significar
una busqueda muy dirigida; una disminucién
puede significar un aumento excesivo del -

trabajo en el laboratorio con escaso
rendimiento.
- Relacion entre baciloscopias de diagnostico
positivas y casos diagnosticados.
- Relacion entre baciloscopias de control de
tratamiento y casos en tratamiento.
Es conveniente que el equipo del nivel
intermedio efectle un analisis global de la
informacién mensual del programa para
establecer las relaciones pertinentes entre las
diversas actividades: localizacion de casos,
exdmenes bacterioldgicos, notificacion,
enfermos en tratamiento, etc. No se deberia
requerir ninguna informacion que no se vaya
a analizar y comunicar adecuadamente.

2) Control de calidad externo directo.

Consiste en la visita a los laboratorios de la red

para observar directamente las condiciones de

trabajo y los procedimientos técnicos y

administrativos. Por su contacto personal es

mas rapida y efectiva y permite adoptar decisiones

en el terreno ( ver procedimiento N° 6).

Su utilizacién puede seguir las siguientes

prioridades:

- Discrepancias o deficiencias técnicas
reiteradas en un laboratorio, detectadas por
control de calidad externo indirecto técnico.

- Errores u omisiones importantes y repetidos,
cuya existencia se sospeche por el control
de calidad externo indirecto administrativo.

- Laboratorios que recién implementan la
técnica de la baciloscopia o cuando se
incorporan personas recién capacitadas.

- Actividad regular y periddica.

Si el control de calidad se lleva a cabo en

forma sistemética, es recomendable

programarla con anticipacion y en lo posible
en coincidencia con las visitas del equipo de

tuberculosis o de otros equipos de salud, a

fin de aprovechar mejor los recursos de

movilizacion (anexo N° 2).
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a- Control de los aspectos generales
del laboratorio.

En este control se deben observar los

siguientes aspectos:

-Local: independiente o incluido en el

laboratorio general, deben observarse las

condiciones generales de trabajo y la
disposicién para efectuar la bacteriologia en
las mejores condiciones, suficiencia o no de
espacio, iluminacion, ventilacién, instalaciones
de luz, agua, gas, movimiento de personas,
condiciones de asepsia, orden y aseo.

- Personal: categoria profesional,;
conocimientos sobre el Programa Nacional
de Prevencion y Control de la Tuberculosis
(PNCT); dedicacion exclusiva o parcial a la
bacteriologia de la tuberculosis; suficiencia
o no de horas de labor; actitud ante la visita
de control y observancia de las medidas de
bioseguridad.

- Materiales y Equipos: estado y uso de
microscopio, autoclave, camara o estufa de
cultivo, agitador, centrifuga, esterilizador de
asas, coagulador, refrigerador, provision de
envases, laminas, aplicadores, frascos de
reactivos, etc.

- Medidas de Bioseguridad:

Del personal: baciloscopia en caso de
sintomas respiratorios; radiografia de térax
en los establecimientos donde exista el
equipo.

Del ambiente: determinacién del area
contaminada, uso de antisépticos, uso de
gabacha, guantes y mascarilla para trabajos
en el area contaminada.

- Organizacion interna: disponibilidad de
manuales técnicos o de normas de
procedimientos.

- Coordinacion con otros servicios: lugar de
procedencia de las muestras, condiciones de
recepcion, indicacion al enfermo sobre la toma
de muestras, lugar sefialado para la toma,
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tiempo de entrega de resultados, recepcion
de resultados, conservacion de muestras,
sistema de derivacién de muestras para
efectuar técnicas mas complejas.

b- Aspectos técnicos.

Baciloscopia: en general es conveniente
observar todas las etapas de la técnica:
- Muestra: sistema de recoleccion, envase,

cantidad, calidad, nUmero, identificacion,
tiempo transcurrido entre la recepcién de la
muestra y la ejecucion del extendido, calidad
de las laminas.

Extendido: eleccion de la particula util,
identificacion de laminas, grosor, tamafio y
homogeneidad del extendido.
Coloracion: estado de los reactivos,
procedimiento de coloracion, calentamiento
de la fucsina, lavado, decoloracién y
coloracion de fondo.

- Lectura e informe: técnica de observacion;

namero de campos observados; informe
segln normas.

Conservacion de ladminas positivas y
negativas para el control de calidad indirecto.
Analisis de control de calidad de
baciloscopias previas.

3- Aspectos administrativos.

- Sistema de registro: libro de registro de
actividades de laboratorio (PCT-4), llenado
completo de los datos, numeracion
correlativa mensual de examenes,
comparacion de la informacion con el PNCT
(anexo N° 3).

- Resultados de laboratorio: oportunidad de

la entrega de resultados al paciente, al
medico o a la enfermera. Estos se haran a
las 72 hrs después de haber recibido la
muestra.

- Informacion estadistica: entrega oportuna



de la informacion, interpretacion adecuada
de los datos solicitados, analisis cualitativo
y cuantitativo de la informacion, correlacion
con los datos del programa.

- N6bmina de casos positivos: entrega oportuna
a enfermeria; una vez realizado el
diagnostico.

- Verificacion de la disponibilidad de manuales
de procedimientos administrativos para los
laboratorios de bacteriologia de la
tuberculosis.

Para ejercer este control externo es preciso
tener normas técnicas y operacionales
establecidas, en las que se haya capacitado
al personal; y tener estimaciones cuantitativas
de las actividades a realizar por los
establecimientos de salud.

El control de calidad directo es una actividad

prioritaria en el PNCT, para poder mantener

la calidad y constituye una responsabilidad
esencial de los niveles central e intermedio
de los mismos.

3) Evaluacion de los resultados del
control de calidad

a- Evaluacion de los resultados del
control de calidad indirecto.

- Una vez realizado el control de calidad se
elaborara un informe, en el cual se detallaran
las laminas revisadas y su resultado; el
namero total de laminas enviadas por el
laboratorio controlado y el nimero de
laminas revisadas. Se detallara una pequefia
evaluacién de las laminas y las
recomendaciones en caso que fuera
necesario.

- Si se constata un porcentaje importante de
laminas con defectos técnicos (muestra,
extendido o coloracién), se debe hacer
notar en observaciones, sugiriendo la

probable razon del error, sus consecuencias
y la forma de solucionarlo.

- Si se observa tendencia a informes
cuantitativos de lecturas mas bajas o mas
altas que las del laboratorio evaluador, se
debe hacer notar.

En caso de observar discordancias cualitativas
(falsos positivos 0 negativos), se debe releer
minuciosamente la lamina en un ndmero
mayor de campos, procurando agotar las
posibilidades de error. Si al cabo de esta
segunda lectura, persiste la diferencia, se
guardard la ldmina, o bien se enviaréa al
laboratorio supervisado.

b- Evaluacién general del control
de calidad indirecto.

Es conveniente evaluar cada seis meses o
anualmente los resultados del control técnico
indirecto para cada servicio, de acuerdo al
siguiente esquema:

# de laminas enviadas por el establecimiento
# de laminas controladas

# de laminas negativas controladas
# de laminas falsas negativas

# de laminas positivas controladas
# de laminas falsas positivas

% de Falsos positivos % de Falsos negativos

Valor de error considerado como aceptable
= 0.5 - 1%. Es conveniente diferenciar los
errores falsos negativos de acuerdo a que
sean:Ldmina con 1 -4 Bacilos Alcohol Acido
Resistentes y es reportada negativa; a
diferencia de lamina positiva +, ++ 0 +++y
es reportada como negativa, siendo en esta
dltima el error mayor. En el primer caso, se
puede esperar un alto porcentaje de
discordancia, mientras que en el segundo
caso la coincidencia de ambas lecturas debe
ser en un 100%.Toda la informacion generada
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en el control indirecto técnico debe ser
comunicada inmediatamente al encargado
del PNCT en los servicios de salud.

c- medidas correctivas a seguir
frente adiscordancias y deficiencias
técnicas encontradas en el control
de calidad indirecto.

La repeticidn de discordancias de alto grado
(+, ++, +++/ negativo) debe ser motivo de
un inmediato readiestramiento de la persona
responsable de las baciloscopias, ya sea por
un control directo o por pasantia en el
laboratorio evaluador.El hallazgo de
discrepancias 6 deficiencias técnicas en un
laboratorio local, debe determinar de manera
prioritaria que se cumpla en él un control de
calidad directo, en el cual se hara una revision
detallada de todas las etapas de los procesos
para determinar las causas que originaron las
discordancias. La causa mas frecuente que
origina las discrepancias o deficiencias
técnicas es la falta de acuciosidad y
readiestramiento del personal, por lo que el
evaluador debera proponer su adiestramiento
a las autoridades correspondientes. Cuando
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se encuentre una discordancia debe solicitarse
al laboratorio, al cual se le hace el control de
calidad, que revise sus registros, a fin de
descartar errores de identificaciéon o
trascripcion. En caso de corresponder a una
“discordancia comprobada”, se solicitara
comunique la novedad al responsable del
programa en su servicio, a fin de revertir las
indicaciones si asi fuera necesario.

d- Evaluacion del control de calidad
directo.

La evaluacion del control de calidad directo
se hace promoviendo una reunion con las
personas involucradas, para presentar las
anomalias en base a los puntos observados
durante la visita efectuada y discutir las
posibles soluciones en comun acuerdo, para
gque estas tengan mayor posibilidad de ser
implementadas.

Posteriormente se hara un informe que
contenga las observaciones encontradas,
las posibles soluciones y recomendaciones.
De este informe se enviara copia a las
autoridades pertinentes segun jerarquias
establecidas y al jefe del laboratorio visitado.



VIll. Condiciones de
trabajo y personal

a) Lugar de trabajo

El lugar donde se realicen los andlisis para
Mycobacterium tuberculosis debe tener
suficiente iluminacion, ventilacion,
instalaciones de energia eléctrica, agua, gas,
lugar para la circulacion de las personas; todo
esto en condiciones de orden, aseo, libre de
polvo y humedad; es importante que el
ambiente sea propicio para la concentracion
en el trabajo sin factores que distraigan la
atencion. El laboratorio para baciloscopia
debe incluir por lo menos tres espacios, uno
bien iluminado para la preparacion y tincion
del frotis, uno para la microscopia y uno para
el registro y almacenamiento. Este espacio
debe contar: con un lava manos, un lava
trastos, una silla de laboratorio ergonémica
cuya altura se pueda regular, tres mesas de
facil limpieza con superficies impermeables
y resistentes a acidos y alcalis, una dividida
en dos para la preparacién del frotis y para
la tincion, la segunda para el examen
microscopico y la tercera para el registro y
almacenamiento de frotis.

Cuando se haga cultivo de Mycobacterium
tuberculosis es necesario poseer ademas de
lo anterior un area adecuada para la cabina
de bioseguridad clase Il tipo A, una mesa

firme para la centrifuga, una centrifuga con
rotores o cestillos de seguridad que proteja
de los aerosoles, una estufa bacterioldgica,
un coagulador y aire acondicionado
independiente sin recirculacién de aire.
Se deben usar simbolos que indiquen sobre
el peligro de contaminacion biolégica y tener
a la mano los equipos de proteccion individual
y colectiva.

Programa de limpieza

El programa de limpieza es similar al del
laboratorio general de microbiologia. Sin
embargo, la limpieza de las mesas u otras
zonas donde se manejen cultivos de
micobacterias se deberia realizar con lejia
comercial al 10% , fenol al 5% o etanol al 70%
en superficies metdlicas. Otros desinfectantes
no destruyen de forma tan eficaz las
micobacterias.

b) Personal.

Los recursos humanos desempefian un papel
trascendental en los laboratorios y por tanto
debe considerarse como un aspecto prioritario
la planificacion de los mismos y su desarrollo.
Se debe procurar la actualizacién permanente
del personal para evitar los errores que ocurren
por falta de informacién y se debe mantener
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registro apropiado de las actualizaciones y
capacitaciones de cada persona.

El personal que realice pruebas para el
diagnostico de la infeccion del Mycobacterium
tuberculosis debe ser personal técnico
calificado y debe tener el debido entrenamiento
especifico en las pruebas que va a realizar,
para poder obtener un buen desarrollo en su
trabajo, también debe tener el conocimiento
del riesgo que enfrenta en la manipulacion
de las muestras, y de esta manera poder
aplicar las medidas de bioseguridad
correspondientes.

Cuando se contrate personal nuevo, se debe
tener definida la descripcion del puesto de
trabajo para el que se requiere, para poder
tener el perfil de la persona incluyendo la
educacién y experiencia requerida. Una vez
seleccionado el candidato debe darsele una
fase de induccion y entrenamiento.
Los profesionales para cumplir con la funcién
de evaluador de la calidad de los laboratorios
de tuberculosis deben tener los siguientes
requisitos:

1. Conocimiento sélido y actualizado, sobre
los aspectos técnicos y operacionales del
PNCT en general y de las actividades
bacteriolégicas en particular; de la realidad
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de la regién, de las caracteristicas de la
poblacién y del manejo administrativo.

2. Experiencia en el terreno: conocer las
condiciones en las que se ha de
desempefiar quien deba realizar el trabajo
en los Servicios de Salud.

3. Interés por el trabajo que va a realizar.
4. Buenas relaciones interpersonales.

5. Flexibilidad y experiencia para analizar
los problemas y plantear medidas
correctivas adecuadas, préacticas y
sencillas.

6. Sensibilidad a las necesidades en cada
situacion.

7. Experiencia que le permita advertir
situaciones que no son las habituales.

8. Disponer de tiempo y movilidad para
desplazarse a los niveles locales.

Los evaluadores més calificados son aquellos
gue han tenido experiencia de trabajo en
todos los niveles de laboratorios de la red; y
seran quienes mejor interpreten las realidades
y necesidades.



Un programa de mantenimiento preventivo
es esencial para asegurar la exactitud y
longevidad del equipo del laboratorio. El Jefe
del laboratorio es responsable por el programa,
recayendo en el jefe de la seccién la
responsabilidad primaria en su area de trabajo.
Puede en algunos casos relegar la
responsabilidad en el departamento de
biomédica de la institucion o coordinar con la
casa suministrante del equipo, el programa
de mantenimiento.

El laboratorio debe tener instrucciones del
uso del equipoy estar incluidos en el manual
de operacion, deben ser redactados en forma
claray en el idioma de los usuarios, inclusive
debe incluir la documentacion del
entrenamiento del personal. Cada equipo
debe contener un manual que incluya las
precauciones de seguridad y los
procedimientos de limpieza y cuidado del
instrumento. Este manual ademéas debe
contener instrucciones basicas para resolver
problemas menores y un récord de incidencias,
gue incluya el tipo de problema, los pasos
tomados para resolverlo y la accién correctiva
para evitarlo en el futuro.

Tambien es necesario cumplir los siguientes
aspectos:

Calibracion del Instrumento : Los equipos que
requieren un exacto nivel de precision para
obtener un resultado seguro, requieren de
una calibracion periédica. La fecha de la
calibracion, frecuencia y resultado, deben ser

IX. EQUIPO

mantenidos en un libro récord dentro del
laboratorio.
Control de calidad del equipo: Todo equipo
debe ser evaluado por un programa de control
de calidad en base a las instrucciones del
proveedor y las regulaciones internas del
laboratorio. Debe mantenerse un libro récord
de todo lo realizado al respecto, con el nombre
del instrumento, fecha, resultado y
comentarios.

El chequeo periédico recomendado es
importante para minimizar el dafio o la
necesidad de servicio y reparacion, en el
siguiente equipo

a) Microscopios :

Cuidados y mantenimiento diario, mensual,

semestral

1. Limpieza del aceite de objetivos,
condensador, etc.

2. Apagar la fuente de luz.

3. Colocar cobertor contra el polvo.

4. Limpieza de ocular, condensador y
diafragma con liquido de limpieza de lentes.

5. Limpieza y ajuste del sistema optico.

Limpieza y ajuste del sistema luminico.

7. Limpieza y lubricacion del sistema
mecanico.

@»

b) Refrigeradoras

1- Control diario de la temperatura.
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2- Mantener la temperatura entre 4° C y
8° C.

3- Utilizar refrigeradoras que no hagan
escarcha.

4- No colocar medios de cultivo aun
ligeramente calientes.

5- Evitar abrir con frecuencia la puerta de la
refrigeradora.

6- No guardar alimentos en refrigeradoras
para muestras clinicas.

c) Incubadoras

[EY
1

Controlar diariamente la temperatura de
las incubadoras y anotar en una hoja
control.
2- Observar el termorregulador por cualquier
alteracion en su posicion preestablecida.
3- El jefe de seccidén debe ser notificado
cuando una incubadora falla al no mantener
el rango de temperatura aceptable.
5- Todas las incubadoras deben limpiarse
mensualmente y llevar un récord de
mantenimiento preventivo.

d) Centrifugas :

1- Verificar que los tubos no tengan rajaduras.

2- Verificar que no existan restos de vidrio o
liquido dentro del porta tubo o las copas.

3- Limpieza de cualquier derrame.

4- Limpieza externa.

5- Desinfeccion del deposito del rotor.

6- Chequear por balance apropiado.

7- Asegurar que la centrifuga esté sobre una
superficie plana.

8- Verificar el interior de los porta tubos.

9- Siempre que sea posible utilizar tubos de
plastico.

e) Autoclaves :

1- Examinar el récord de temperatura y

20

presion.

2- Utilizar indicadores de esterilizacion.
3- Chequear el nivel de agua.

4- Usar indicadores biolégicos de esterilidad.
5- Chequear la vélvula de seguridad.
6- Limpiar el interior y exterior.

7- Limpiar la pantalla de temperatura.
8- Limpiar el drenaje y sellos.

f) Cabina de bioseguridad .

1- Apagar la ldAmpara ultravioleta antes de
comenzar a trabajar.

2- Encender el flujo laminar 15 minutos antes
de utilizarlo.

3- Observar que no se obstruye el flujo de
aire.

4- Sihay derrame dentro de la cabina, limpiar
con un desinfectante apropiado o alcohol
al 70%.

5- Evitar el uso de mecheros de flama dentro
de la cabina.

6- Llevar un control de la medida del flujo de
aire.

7- Llevar un control de la calibracion del flujo
de aire.

8- Llevar un control del cambio de los filtros.

9- Compruebe los sistemas de alarma de
funcionamiento.

10- La superficie interior de la mesa de trabajo
de la cabina, puede ser cultivada
semanalmente para detectar
contaminacion.

11- Desinfectar la cabina antes y después de
utilizarla.

12- No utilizar las cabinas bioldgicas para
hacer mezclas de sustancias quimicas y
viceversa.

13- Cuando trabaje en la cabina, evite la
entrada brusca de aire y el uso innecesario
de las puertas del area (anexo N° 4).



Los documentos son testimonios que asumen
cualquier forma, (Manuales, registros, formatos
etc. pueden ser por escrito o electronicos) a
través de ellos se prueba, se establece o se
hace constar algo; la documentacion es
importante por que podemaos establecer por
medio de ella que los procesos se hagan de
la misma manera, facilita el entrenamiento
del personal, permite rastrear o reconstruir
un proceso para identificar donde ocurrio el
problema y corregirlo.

Todos los documentos que se emitan para el
personal de laboratorio deben de ser revisados
y aprobados antes de ser liberados para su
uso, y estaran disponibles en los lugares
donde son necesarios. Es conveniente que
se determine cada cuanto se revisara la
documentacion para su actualizacion y que
se establezca su estructura, de manera que
todos los documentos se redacten con el
mismo estilo.

a) Manual de procedimientos.

Este documento es un conjunto de
instrucciones que describe cada uno de los
procesos que se realizan y la manera como
se realizan. Esta descripcion debe ser muy
clara y minuciosa, de forma que cualquier
persona calificada siguiendo las instrucciones
del manual, sea capaz de realizar cualquier
proceso con la seguridad que el resultado
final sera de calidad.

X. Documentos
de calidad

Todo los laboratorio de la red de tuberculosis
del pais debe tener su manual de
procedimientos de tuberculosis, el cual
contiene las instrucciones escritas de los
procedimientos que se hacen en ese
laboratorio y debe indicar la Gnica manera en
gue se deben realizar estos procedimientos.

b) Protocolo de trabajo.

Los protocolos de trabajo son documentos
gue establecen el orden de las muestras ha
ser analizadas y registran los datos resultantes
durante la ejecucién del analisis, de modo que
cualquier técnico pueda interpretar con ellos
el resultado, por ello es importante que se
llene en el momento de ejecutar las pruebas
y que contenga: identificacion de la prueba a
realizar, la identificacion de las muestras, la
fecha de realizacion de la prueba, criterio para
interpretar los resultados, nombre y firma del
responsable del desarrollo de las pruebas.
Los protocolos son documentos que deben
encontrarse limpios sin borrones ni manchones
pues son documentos con valor legal, que
posibilitan el rastreo de los datos en caso de
auditoria o de acciones legales.

c) Registros.
Son documentos que presentan resultados

obtenidos o proporcionan evidencia de
actividades desempefiadas. Los laboratorios
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de la red de tuberculosis que realicen pruebas
para la deteccién del Mycobacterium
tuberculosis deben registrar todas las
actividades realizadas y estos registros deben
garantizar la trazabilidad de todos los
procesos, asi mismo ser elaborados de tal
manera que proporcionen la evidencia
necesaria de conformidad con los requisitos
de calidad, por lo que se debe implementar
un proceso especifico para la correccion de
errores en los registros ya que el error no
puede ser borrado, hacerse ilegible o alterado;
el procedimiento que puede utilizarse es el
de trazar una linea roja sobre el error de modo
gue todavia se leay a la par se coloca el dato
corregido; cuando los registro se llevan en
medios electrénicos las correcciones deben
hacerse de tal forma que se evite la pérdida
de los datos originales. Los registros deben
ser llenados en el momento en que se hace
la actividad, lo mas comun es que se haga
sobre papel, pero puede también haber
registros electronicos.

En el laboratorio de tuberculosis se llevan
diversos registros como el registro de
temperaturas y el registro de actividades de
laboratorio PCT— 4 (anexo N° 1y N° 3).
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Es importante recalcar que desde el punto
de calidad lo que no sea registrado no existe
0 no se ha hecho. Todos los registros deben
ser legibles y estar almacenados y retenidos
de tal forma que sean facilmente recuperables
y en lugares que provean un ambiente
apropiado para prevenir su dafio, deterioro
0 pérdida.

Los registros deben ser conservados y
retenidos por un periodo apropiado, no inferior
a tres afios.

d) Formatos

Los formatos aparecen habitualmente como
anexos a otros documentos, contemplan los
espacios donde habra que registrarse los
resultados de la realizacién de una actividad
concreta, se utilizan para solicitar analisis o
para la emision de resultados, una vez que
contenga los datos escritos estos formatos
pasan a ser registros.

En los laboratorios de la red de tuberculosis
se utilizan diferentes formatos: (anexos:
N° 1, N° 3y N°b5).



El resultado final de la evaluacion de una
muestra clinica luego de cumplir con todas
las etapas de investigacion, es el informe final
que implica una identificacion etioldgica.

En todo informe final debe prevalecer el
concepto de rapidez y seguridad diagnéstica.
Los resultados deben ser reportados en forma
clara, objetiva, sin ambigliedad y ser
revisados y evaluados antes de su envio con
el fin de minimizar potenciales errores u
omisiones del informe final, tomando en
cuenta el valor que éste reporte tendra en la
evaluacion, tratamiento y el seguimiento de
la salud del paciente.

Forma de reporte:

XIl. Liberacion
de resultados

El laboratorio debe tener procedimientos
establecidos para corregir errores cuando
estos se produzcan.

El laboratorio de tuberculosis tiene para el
reporte de sus resultados los siguientes
formatos estandarizados:

a) Reporte de resultado de

baciloscopia.

El nimero de bacilos es muy importante como
elemento de informacién, pues tiene relacion
directa con el grado de contagio del paciente,
asi como con la severidad de la enfermedad.

NUMERO DE BACILOS | CAMPOS DE IMERSION| FORMA DE
ENCONTRADOS OBSERVADOS REPORTE

No se observan BAAR 100 campos Negativo

O — 1 BAAR x campo 100 campos Positivo +

1 — 10 BAAR X campo 50 campos Positivo + +

> de 10 BAAR x campo 20 campos Positivo +++
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Si en una lamina se observan de 1 a 4 BAAR
en 100 campos, se recomienda:

- Ampliar la lectura a otros 200 campos.

- Si con esta lectura no se encuentran mas
BAAR, hacer otro extendido de la misma
muestra.

- Si la lectura de este segundo extendido no
modifica el resultado del anterior, la muestra
debe informarse como negativa, registrar el

Forma de reporte:

hallazgo de 1 a 4 BAAR, en el libro de
registro de actividades de laboratorio PCT-
4 y solicitar nueva muestra. Es conveniente
hacer cultivo de este tipo de muestra.

b) Reporte de resultado de cultivo
de Mycobaterium tuberculosis

El reporte de resultado del cultivo debe ser
semicuantitativo, para lo cual se emplea el
siguiente parametro:

No se observan colonias

Negativo

Si hay menos de 20 colonias

NUmero total de colonias

De 20 a 100 colonias +
Mas de 100 colonias separadas ++
Colonias confluentes +++
Cultivo contaminado C

Se debe realizar frotis y coloraciéon de Zielh-
Neelsen de las colonias que no tienen
morfologia tipica de Mycobacterium
tuberculosis, de observarse BAAR se
procedera a hacer la prueba de tipificacién.

c) Reporte de resultado de prueba
de sensibilidad a las drogas.

Se cuentan las colonias desarrolladas en cada
uno de los tubos con droga, indicando el
ndmero de mutantes resistentes a cada droga.
La relacion entre el nUumero de mutantes
resistentes a la droga y el nimero de bacilos
sembrados multiplicado por 100 es igual al
porcentaje de resistencia a la droga.
Comparando este porcentaje con la proporcion
critica establecida para esa droga se determina
si la cepa es sensible o resistente.
Los resultados para las pruebas de
sensibilidad a las drogas deben leerse a los
30 y 40 dias, la lectura de los 30 dias solo
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debe ser definitiva a aquellas drogas a las
cuales la cepa ha sido clasificada como
resistente. La lectura a los 40 dias es la
definitiva para las drogas a las cuales es
sensible. Se reporta en el formato solicitud
de examen bacteriolégico de tuberculosis
PCT-3, Sensible o Resistente.

d) Reporte de laidentificacion
de micobacterias.

La tipificacion de las micobacterias involucra
muchos aspectos como son: el aspecto
microscopico, las caracteristicas del cultivo,
fotocromogenicidad, y prueba de la Niacina.
Los cultivos Niacina positiva se reportan como
Mycobacterium tuberculosis.

Los cultivos Niacina negativa se clasificaran
segun sus caracteristicas diferenciales. El
laboratorio de referencia podra realizar otras
pruebas para obtener una mayor
diferenciacion dentro de cada grupo.



Las infecciones con Mycobacterium
tuberculosis constituyen un peligro probado
para el personal de laboratorio, asi como para
otras personas que puedan estar expuestas
a aerosoles infecciosos en el laboratorio. Se
ha informado que la incidencia de tuberculosis
en el personal de laboratorio que trabaja con
Mycobacterium tuberculosis es tres veces
mayor que la de quienes no trabajan con el
agente.

a) Riesgos de laboratorio

Los bacilos de tuberculosis pueden
presentarse en el esputo, en los fluidos de
contenido gastrico, en el fluido cerebroespinal,
en la orina y en lesiones de varios tejidos. El
peligro més importante que se encuentra es
la exposicién a aerosoles generados en el
laboratorio. Los bacilos de tuberculosis pueden
sobrevivir en muestras fijadas con calor.

Debido a la baja dosis de Mycobacterium
tuberculosis necesaria para producir una
infeccion en humanos y en algunos
laboratorios a la alta tasa de aislamiento de
organismos acidorresistentes de muestras
clinicas; los esputos y otras muestras clinicas,
deben considerarse potencialmente
infecciosas y deben ser manipuladas con la
precaucién correspondiente.

Xll. Biloseguridad

b) Precauciones Recomendadas

Para las manipulaciones de muestras clinicas
acidorresistentes, se recomiendan las
practicas, el equipo de contencién y las
instalaciones del Nivel de Bioseguridad 2.
Todas las actividades en las que se trabaje
con cepas de Mycobacterium tuberculosis
como los cultivos, pruebas de sensibilidad e
identificacion de micobacterias, deben
realizarse en un Gabinete de Seguridad
Biologica Clase Il. La coloracion de
acidorresistencia se puede realizar en forma
segura en la mesa, tratando previamente la
muestra, con un volumen equivalente al 10%
de solucién de lejia comercial

Nota: Las pruebas en piel con el derivado de
proteina purificada (PPD) en personal de
laboratorio con pruebas previas negativas en
piel se pueden utilizar como procedimiento de
control.

c) Actividades de mayor riesgo.

- Trasvasar suspensiones bacilares con
pipeta.

- Centrifugar liquidos que puedan contener
bacilos.

- Descarte del liquido sobrenadante después
de la centrifugacion.
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- Destapar tubos después de centrifugar o
agitar.

- Agitar a mano o en agitador mecénico
tubos con liquido que  probablemente
contienen bacilos.

- Desintegrar tejidos en morteros.

- Destapar envases con muestras.

- Preparar el extendido.

- Toda actividad que genere aerosoles.

d) Precauciones del trabajo.

Para todas las actividades técnicas del
laboratorio de tuberculosis, debe utilizarse
gabacha de manga larga y preferentemente
cerrada por delante.

Desinfeccion frecuente de las manos, lavado
con abundante agua y jabén y secado con
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toalla de papel.

Es conveniente usar mascarilla descartable
de material de espesor adecuado, para que
sirva de barrera de proteccion.

En el laboratorio no se debe comer, beber,
fumar, peinarse o aplicarse cosmeéticos.
Los liquidos nunca se pipetean con la boca
y en su lugar se emplearan pro-pipetas.
Cuando se centrifuguen tubos con material
inféctante nunca abrir la tapa hasta que pare
completamente la centrifuga.

Hacer las pruebas de mayor complejidad en
cabina de bioseguridad.

En caso de accidente se debe avisar
inmediatamente al responsable del laboratorio
y registrar los nombres de personas afectadas,
del material del accidente y la fecha en que
ocurrio.



XI1ll. Procedimientos

Procedimiento N° 1
Toma de muestra de esputo.

Debe instruirse al paciente a que inspire
profundamente y que una vez retenido por
un instante el aire en los pulmones, lo lance
violentamente hacia fuera por un esfuerzo de
tos. Debe repetir esta operacion hasta obtener
a lo menos 3 esputos, depositandolos dentro
del envase que se le ha entregado, evitando
gue se escurra por sus paredes exteriores.

Se recomienda no dejar transcurrir mas de 7
dias entre la recoleccién y el examen de la
muestra, conservandola siempre en
refrigeracion o en un lugar fresco y protegida
de laluz. En el transporte de las muestras
se consideran 3 aspectos importantes:

El envase para la recoleccion de la muestra,
debe llenar las siguientes caracteristicas:
rigido para evitar que se aplasten durante el
traslado, tener boca ancha, transparente, tapon
de rosca que permita taparlo en forma
hermética para evitar derrames vy
contaminacion, capacidad de 35 — 40 ml,
plastico y facil de rotular. La rotulacion se hara
en el cuerpo del envase y no en la tapadera.

¥y

calor excesivo.

- protegerlas del

- protegerlas de la luz solar.

- acondicionarlas de forma tal que no haya
riesgo de que se derramen.
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Procedimiento N° 2
Preparacion del extendido.

Se toma la l[amina con los dedos indice y
pulgar, en el tercio correspondiente al nimero.
Se coloca la particula sobre la lamina, cerca
de la linea hecha con el plumon o lapiz grafito,
se homogeniza o mezcla la muestra
extendiéndose hasta el extremo opuesto para
lograr una pelicula uniforme que cubra las
dos terceras partes de la lamina. Para que
esta pelicula o placa sea realmente
homogénea, es necesario tomar una particula
grande eliminando el sobrante con el mismo
aplicador. Nunca debe calentarse la lamina
mientras se esta haciendo el extendido pues
se forman aerosoles, existiendo el riesgo de
infectarse a través de las vias respiratorias,
ademas en el extendido se forman circulos
concéntricos y precipitados granulosos, la
pelicula pierde su homogeneidad dificultando
la lectura.

Terminado el extendido se desechan los
aplicadores en un recipiente con lejia
comercial. Se cierra el envase y se coloca
una segunda linea en el mismo orden de la
linea de trabajo detras de las que aun no se
han procesado. Los extendidos se colocan
en la parte superior de la gradilla para que
sequen a temperatura ambiente. Los envases
con las muestras ya procesadas soélo deberan
ser descartados después de la observacion
microscoépica, colocandoles a cada frasco
fenol al 5% 0 lejia comercial al 10%.
Una vez secos los extendidos se fija la lamina,
pasandola rapidamente sobre la llama tres
veces, con el extendido hacia arriba.
Se colocan los extendidos en la parte inferior
de la gradilla a medida que se van fijando y
se lleva con las laminas al sitio de coloracion.

Nota. La lejia al 10% es semejante al
hipoclorito de sodio al 0.5% siempre que la
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lejia esté entre el 6 y el 4% como lo indica el
manual de bioseguridad.

Procedimiento N° 3
Técnica de lectura.

Para el examen microscopico, lo mas
conveniente es un microscopio binocular con
objetivo de inmersién (100x) y un ocular de
aumento moderado.

Examinar un minimo de 100 campos
microscoépicos. La lectura debe hacerse de
manera sistematica y estandarizada. Empezar
la lectura del frotis en el centro del extremo
izquierdo de la lamina, ajustando levemente
con el tornillo micrométrico.

Después de haber examinado un campo
microscépico, mover la lamina en forma
longitudinal, para examinar el siguiente campo
hacia la derecha. De esta manera, examinar
todos los campos microscoépicos, desde el
principio hasta el fin de la longitud central del
frotis. El nimero de campos microscopicos
que corresponde a la longitud del frotis es de
100 aproximadamente.

Se considera campo microscépico 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 resistentes (BAAR), en 100 campos;
se debe hacer una nueva busqueda mas
cuidadosa en otros 100 campos. Mover la
lamina unos milimetros hacia atras y leer una
segunda longitud del mismo (de derecha a
izquierda).

Los bacilos tuberculosos se observan como
bastoncitos delgados y rojos, ligeramente
curvos, mas o menos granulosos, aislados,



pareados o en grupos, destacandose
claramente contra el fondo azul. Calcular el
numero de bacilos vistos por campo.

Al finalizar el examen, separar el objetivo de
la lamina, retirarla y verificar la identificacién
con el nimero grabado en la lamina y anotar
el resultado en el protocolo de trabajo (solicitud
de examen bacterioldgico de tuberculosis PCT-
3 0 pasarlo directamente al libro de registro de
actividades de laboratorio (PCT-4).

Antes de examinar un nuevo frotis, limpiar el
lente de inmersion con un papel para limpiar
lentes.

Limpiar el aceite de la lamina y guardarla
hasta su envio para control de calidad, al nivel

Este resultado se compararé con el patrén
normal de desarrollo de las suspensiones
107 y 100 de Ia cepa HRV37 y en base a
ello se juzgara la sensibilidad del medio en
estudio.

El control del rendimiento o eficiencia del
medio debera realizarse en cada nuevo lote
fabricado en el laboratorio.

En el control de esterilidad no se debera
observar crecimiento en el medio.
En el control de eficiencia se debera constatar
crecimiento de M. tuberculosis.

Cuando estos no sean correctos se deberian
llevar a cabo nuevos controles. Las medidas
correctivas podrian incluir la realizacion

Procedimiento N° 4
Determinacion de la sensibilidad del
medio de cultivo.

El procedimiento recomendado es el siguiente:
Se controlaran 10 tubos tomados al azar, de
cada partida. Sembrar una primera serie de
cinco tubos, cada uno con 0.2 ml de una
suspension 10° dela cepa estandar HRV37.

Sembrar una segunda serie también de cinco
tubos, cada uno con 0.2 ml pero con una
suspensién 105 de Ia misma cepa.
Incubar por 30 dias a 37° C vy leer los
resultados contando las colonias desarrolladas
en cada tubo.

de nuevas pruebas adicionales que
determinen el problema del medio. En
los medios fabricados en el laboratorio
habria que revisar el procedimiento de
preparacién y los reactivos utilizados.

Procedimiento N° 5

Control externo indirecto de la
baciloscopia.

a) Conservacion y envio de las
laminas.

- Todos los laboratorios que efectian
baciloscopias deben conservar durante
un mes la totalidad de las laminas positivas
y negativas.

- Para conservar las laminas se debe quitar
el aceite de inmersién con papel
absorbente. Una vez limpias revisar la
numeracion 6 identificacion y guardarlas.

- Las laminas deben ser enviadas en los
primeros 5 dias del mes siguiente, al
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laboratorio evaluador, acompafiadas de
un listado en donde se indique: nimero
total de laminas revisadas en el mes; el
namero de la laAmina y su resultado. Si
éste fuere positivo se indicaré el nimero
de cruces. (Ejemplo: En los primeros 5
dias del mes de febrero se enviara la
totalidad de laminas realizadas por el
laboratorio durante el mes de enero).

- Cada laboratorio debe de ser supervisado
mensualmente; para garantizar una
calidad estable.

- Cada laboratorio regional de control de
calidad de baciloscopia, enviara al
Laboratorio Central el total de las ldminas
gue le ha releido al nivel local (laminas
positivas y negativas); en los primeros 5
dias del mes siguiente, para su respectivo
control de calidad.

Lectura de ldminas por el laboratorio
evaluador.

- La lectura debe efectuarse de acuerdo a
las normas; y desconociendo el
resultado del laboratorio evaluado.

- Ellector debe tener amplia experiencia en
lectura de baciloscopias.

- Segun el numero de laminas recibidas del
laboratorio evaluado y la capacidad de
lectura del laboratorio evaluador, se revisara
la totalidad de las laminas o s6lo una parte.

En este Gltimo caso, se examinaran las
positivas y, entre éstas, preferentemente
las de menor cuantia de positividad (+ 6
++) y la mayor cantidad de negativas que
sea posible. No es conveniente establecer
una proporcion fija.

Reporte

Una vez leidas las laminas debe elaborarse
el informe, en el cual se pone: el nUmero total
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de laminas releidas y su resultado, el nimero
total de ldminas enviadas por el laboratorio
evaluado y el numero de laminas releidas; se
detalla la evaluacion de las laminas y las
recomendaciones cuando fuera necesario,
sugiriendo las posibles causas del error, sus
consecuencias y la forma de solucionarlo.

Procedimiento N° 6
Control externo directo.

El control de calidad externo directo se debe
planificar tomando en cuenta la importancia
de los procesos y las areas que se quieren

controlar, asi como el resultado de controles
anteriores y debe asegurarse la objetividad

e imparcialidad.

Debe darse aviso previo al laboratorio sobre
la fecha y objetivos de la visita de control de
calidad a fin de evitar desencuentros y falsas
impresiones.

Al llegar al establecimiento, debe reunirse
primero con el director y jefe del laboratorio
del establecimiento visitado, para informar
sobre los objetivos de la visita.

En lo posible contactar con los encargados
del programa de control de tuberculosis en
ese establecimiento, a fin de conocer sobre
la metodologia de la localizacién y relaciones
con el laboratorio.

En el laboratorio debe observar los siguientes
aspectos:

a) Aspectos generales: Local, personal,
Materiales y equipos medidas de
bioseguridad, organizacién interna y
coordinacién con otros equipos de trabajo.

b) Aspectos Técnicos: Muestra, extendido,
coloracién, lectura y reporte, archivo de
laminas para el control directo.



c) Aspectos administrativos: Sistema de
registros, liberacién de resultados, informacién
estadistica, nbmina de casos positivos.
Una vez concluida la visita es conveniente
realizar una reuniéon con el personal
involucrado, para compartir la informacion
reunida, discutir los hallazgos y sefalar
acciones preventivas y correctivas asi como
puntos de mejora.

Hacer un informe final para dar a conocer al
director de la institucién e involucrados sobre
los resultados de la visita de control de calidad,
puntualizando sobre la calidad con que se
realizan las tareas asi como las
recomendaciones.

Dar seguimiento cuando se encuentren puntos
no conformes para ver que se implementen
las medidas correctivas.
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X1V Glosario

AEROSOLES:
Suspencién en medio aéreo.

ASEPSIA:
Ausencia completa de microorganismos
Vivos.

BAAR:
Bacilo acido — alcohol resistente.

BARRERA DE PROTECCION:
Son equipos, instrumentos e instalaciones
gue contribuyen a guardar la bioseguridad

BK:
Baciloscopia.

CALIDAD:
Requisitos que se cumplen para satisfacer
las necesidades de los clientes.

CERTIFICACION:

Reconocimiento publico, que se obtiene
mediante una auditoria de tercera, de que
un laboratorio cumple los requisitos de
calidad.

COMPETITIVIDAD:

Es el grado en el cual una organizacién
puede producir bienes o servicios que
satisfagan la prueba de las demandas del
mercado.
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DOSIS INFECCIOSA:
Nimero de patdégenos necesarios para
producir enfermedad.

EFICACIA:
Se realizan las actividades planificadas y se
alcanzan las metas.

EFICIENCIA:
Relacion entre el resultado alcanzado y
los recursos utilizados.

EXACTITUD:
La verdadera o correcta medida, lo mas
cercano al valor real.

HRV37:
Humana, rugosa, virulenta.

INDICADOR BILOGICO DE
ESTERILIDAD:

Ampollas con esporas como el
microorganismo, Bacillus Stareothermophilus
utilizado para control de esterilidad.

LABORATORIO EVALUADOR:
Laboratorio que ejerce el
calidad a los niveles locales.

control de

MEDIDA CORRECTIVA:
Accion tomada para eliminar la causa de
una no conformidad.



MICOBACTERIAS:

Género de bacterias integrado por 70
especies, dentro de este género se
encuentra el Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium bovis y Mycobacterium
africanum; las cuales son altamente patégenas
e infecciosas.

PARTICULA UTIL:

Particula purulenta del esputo.
PRECISION:

Capacidad de obtener resultados muy
proximos entre si.

PROCESOS:

Conjunto de actividades mutuamente
relacionadas o que interactuan, transforma
entradas en salidas.

PRODUCTIVIDAD:
Cantidad de bienes y servicios producidos
por cada hora de trabajo.

PCT- 3:
Solicitud de examen bacteriolégico de
Tuberculosis.

PCT- 4:

Registro de actividades de laboratorio.

PNCT:
Programa Nacional
Tuberculosis.

de Control de

PPD:
Derivado
tuberculina.

préteico purificado de la

RIEZGO:
Es la posibilidad o probabilidad de que
ocurra dafio a la salud de las personas.

SR:
Sintomatico Respiratorio.

TRAZABILIDAD:

Capacidad para seguir la historia, la
aplicacion o la localizacién de todo aquello
gue estéa bajo consideracion.
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ANEXO No.1

TABLA DE CONTROL DE TEMPERATURAS
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ANEXO No.2

GUIA PARA EL CONTROL DE CALIDAD DIRECTO
(supervision)

SIBASI:

Departamento: Fecha:

Servicio de Salud:

Director del Establecimiento:

Persona que supervisa:

Personal que trabaja en el laboratorio. Entrenamiento en baciloscopias.

Mes: ARO:

Mes: ARo:

Se estan anotando adecuadamente los datos del paciente en el libro de

registro de baciloscopias?:
Si: No:

Se anotan adecuadamente los resultados en el libro de registro?:

Si: No:

Se elabora adecuadamente el informe mensual?:
Si: No:

NUmero de SR estudiados en el mes:

Numero de baciloscopias realizadas en el mes:




Envia laminas de BAAR para revision periodica?:
Si: No:

Tiene a mano la técnica para realizar baciloscopias?:
Si; No:

La preparacion del frotis es adecuada?:
Si; No:
Si la respuesta es no,

explique:

La técnica de tincion se realiza segun la norma?:
Si: No:
Si la respuesta es no,

explique:

La boleta de resultado (PCT-3), se llena segun la norma?:
Si: No:

MEDIDAS DE BIOSEGURIDAD

Usa mechero para realizar los extendidos?:
Si; No:

Se descartan los aplicadores adecuadamente?:
Si; No:

Usa el técnico gabacha para trabajar?:
Si; No:
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Libro de registro de actividades de laboratorio (PCT-4)

Si: No:

REACTIVOS Y MATERIALES.

Existe algun problema en el suministro de materiales?
Si; No:

Si la respuesta es si, explique

Existencia de reactivos y materiales.

Lamina portaobjeto

Frascos de vidrio ambar para colorantes

Frascos recolectores

Papel filtro

Embudos plasticos

Cuaderno de registro de laboratorio (PCT-4)
Caja para transporte de muestras

Aplicadores de madera

Mascatrillas

Boletas de respuestas de BAAR (PCT- 3)

Fucsina fenicida

Alcohol acido

Azul de metileno

Fenol 0 lejia

Alcohol de 95°

Aceite de inmersion

Otros
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Se guardan adecuadamente los extendidos para su control de calidad?:

Si: No:

Se descartan adecuadamente los frascos recolectores?:
Si: No:
Si la respuesta es no,

explique:

Estan los colorante y reactivos rotulados?
Si; No:

EQUIPO.

Revision del microscopio usado para baciloscopias.
(Nota: El supervisor debe tomar una lamina positiva y colocarla ne el
microscopio y examinarla)

Se visualizan claramente los bacilos?
Si: No:

(Nota: Si la respuesta es no, examine los oculares y el lente de inmersion

La iluminacion del microscopio es adecuada?:
Si; No:

Tiene lampara de repuesto para el microscopio?:
Si; No:

Cuentas:
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OTROS PROBLEMAS Y NECESIDADES

SUGERENCIAS Y RECOMENDACIONES
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ANEXO No. 4

CABINA DE SEGURIDAD BIOLOGICA CLASE Il

A apertura frontal; B ventana; C filtro de escape HEPA; D pleno posterior,
E. Filtro HEPA de suministro; F. ventilador

MM cuarto de aire

Area potencialmente
contaminada

[ ]HEPA: Filtro de aire
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