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OBJETIVO DE LA GUIA

Describir los lineamientos técnicos de la vigilancia de tuberculosis por el laboratorio, asi como los
procesos de obtencion, recoleccién, procesamiento, transporte y conservacion de muestras, y las
funciones que se realizan y articulan por todos los integrantes de la Red Nacional de Laboratorios.
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DEFINICIONES Y ABREVIATURAS
Definiciones:

Bacilos Acido Alcohol Resistentes (BAAR): bacilos que contienen en su pared celular acidos
micélicos, péptidos y glicolipidos capaces de retener la fucsina, posterior a la decoloracién con
alcohol acido.

MGIT™: por sus siglas en inglés Mycobacteria Growth Indicator Tube, medio de cultivo liquido
Middlebrook 7H9 con fondo de silicona con un compuesto fluorescente.

Proteina MPT64: fraccién proteica micobacteriana de 24 kDa segregada especificamente por el
Complejo Mycobacterium tuberculosis durante su desarrollo en medios de cultivo.

Tuberculosis Multirresistente (TB MDR): Resistencia in vitro a isoniacida y rifampicina
simultdneamente o combinada con otros farmacos antituberculosis.

Tuberculosis Extensamente resistente (XDR): es un caso con TB MDR que es resistente a una
fluoroquinolona y al menos a uno de los tres medicamentos inyectables de segunda linea
(capreomicina, kanamicina y amikacina).

Tuberculosis Resistente a Rifampicina (TB RR): Incluye cualquier resistencia a la rifampicina,
detectada utilizando métodos fenaotipicos y/o genotipicos, con o sin resistencia a otros medicamentos
antituberculosis, es decir, puede ser un caso de monorresistencia, multidrogorresistencia,
polirresistencia o extensamente resistente.

Abreviaturas, acrénimos y siglas:

BCG: Bacilo de Calmette-Guérin, es una vacuna contra la tuberculosis.
CSB: Cabina de Seguridad Biolégica

CUPS: Cadigo Unico de Prestacion de Servicios

EED: Evaluacion Externa del Desempefio

EEDD: Evaluacion Externa del Desempefio Directa

EEDI: Evaluacion Externa del Desempefio Indirecta

EPP: Elementos de Proteccion Personal

HIV: Virus de la Inmunodeficiencia Humana

INS: Instituto Nacional de Salud

LC: Laboratorio Clinico

LJ: Lowenstein Jensen

LNR: Laboratorio Nacional de Referencia

LPA: Line Probe Assays por sus siglas en inglés, en espafiol analisis con sondas en linea
LSP: Laboratorio de Salud Publica

MSPS: Ministerio de Salud y Proteccién Social

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

OPS: Organizacion Panamericana de la Salud

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa

PNT: Programa Nacional de Tuberculosis

POS: Plan Obligatorio de Salud

RNL: Red Nacional de Laboratorios

SR: Sintomatico Respiratorio

Sivigila: Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Publica
UC: Unidad de Crecimiento

UFC: Unidades Formadoras de Colonias

ZN: Ziehl Neelsen
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1. GENERALIDADES

La tuberculosis es una enfermedad infectocontagiosa cronica producida por micobacterias del
complejo Mycobacterium tuberculosis, con diversas manifestaciones clinicas y amplia distribucion
mundial, es un importante problema de salud publica que esta dentro de las diez causas de muerte
por enfermedades infecciosas en todo el mundo (1).

1.1. Agente infeccioso

El complejo Mycobacterium tuberculosis estd conformado por las especies: Mycobacterium
tuberculosis, M. microti, M. africanum, M. bovis, M. canetti, M. caprae, M. pinnipedii, M. mungi, M.
orygis y M. suricattae. Estas micobacterias son bacilos largos, de 3 a 5 um de longitud, inmdviles, no
esporulados, con abundantes granulos citoplasmaticos; la pared contiene una elevada proporcion
de lipidos y es muy rica en acidos micélicos, que dan la caracteristica de acido-alcohol resistencia.
Son aerobios estrictos, la gran mayoria cubre sus requerimientos de energia por la oxidacién
completa de glucosa o glicerol a diéxido de carbono y agua, son prototroficas para todos los
aminoacidos, purinas, pirimidinas y vitaminas del complejo B (2,3).

1.2. Modo de transmision

El principal reservorio es el hombre que puede presentar o no la enfermedad; la via de transmision
mas comun es la aérea, a través de la cual las personas enfermas, especialmente aquellas que
presentan baciloscopia positiva, diseminan los bacilos al hablar, cantar, reir, estornudar o toser,
produciendo la eliminacion de pequefias micro gotas en forma de aerosoles. Algunos animales como
el ganado bovino son reservorios transmitiendo la tuberculosis por M. bovis, considerada una
importante zoonosis en varias regiones del mundo (1, 3).

El tiempo de incubacion es indefinido, se estima que entre 2 a 10 semanas puede aparecer una
lesion primaria demostrable o una reaccion tuberculinica significativa producida por la infeccién; sin
embargo en algunas personas el bacilo puede permanecer latente toda la vida, sin presentarse
ninguna manifestacién de enfermedad (3).

Factores como la viabilidad, transmisibilidad y virulencia del bacilo aumentan el riesgo de infeccion
y el desarrollo de la enfermedad. Respecto al huésped tenemos que el estado inmune, la
susceptibilidad genética, la duracion e intensidad de la exposicion y de la interaccién bacilo-huésped
como el lugar de afectacién y gravedad de la enfermedad hacen que el riesgo sea variable (3).

1.3. Prevencion

La mejor manera de prevenir la tuberculosis es proporcionando un adecuado tratamiento para curar
atodos los casos contagiosos, actuando directamente sobre las fuentes de infeccién. Asi mismo, en
las personas que tienen enfermedad latente se debe administrar profilaxis de acuerdo con lo definido
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por el PNT. En los nifios la vacunacién con BCG esta recomendada desde corta edad para disminuir
las formas graves y las tazas de mortalidad (3).

1.4. Aspectos clinicos

La forma mas comun de la enfermedad es la pulmonar, el principal sintoma es la presencia de tos y
expectoracién por mas de 15 dias, que es como se define al SR en poblacion general, las
manifestaciones clinicas pueden variar segun la edad, el estado inmunolégico y la presencia de
comorbilidades; puede haber afectacién de otros 6rganos como pleura, ganglios linfaticos, abdomen,
tracto genitourinario, piel, articulaciones, huesos 0 meninges, los sintomas dependeran de la parte
afectada (tuberculosis extrapulmonar) (4).

Existen algunos grupos de personas que tienen alto riesgo de padecer esta enfermedad, como es el
caso de las personas que viven con el HIV en las cuales los sintomas dependen de su estado
inmunoldgico; si el recuento de los linfocitos T-CD4 es menor de 200 células/mm3, pueden presentar
una tuberculosis atipica y dificil de diagnosticar. En estos grupos se considera SR a la persona que
presente uno o mas sintomas como tos, fiebre, pérdida de peso y sudoracién nocturna de cualquier
duracion; en éstos casos son mas frecuentes las formas extrapulmonares, por lo que el equipo de
salud debe mantener de forma regular la bdasqueda de tuberculosis, en especial cuando hay alguna
de éstas manifestaciones (3,4).

De igual manera la tuberculosis infantil tiene una presentacién clinica diferente; los sintomas son
escasos 0 ausentes en la forma pulmonar, aun cuando se observan alteraciones radioldgicas. Puede
presentarse tos persistente por dos o0 mas semanas, fiebre de mas de ocho dias de evolucioén,
disminucién de la actividad, anorexia, pérdida de peso, detencién del crecimiento y adinamia.
También se pueden presentar formas extrapulmonares con diversas manifestaciones dependiendo
del 6rgano afectado (3,4).

Para el caso de privados de libertad, comunidades indigenas y afrodescendientes, habitantes de
calle, poblacién rural dispersa y en personas con evidencia de contacto reciente de tuberculosis, se
considerard SR a quien presente tos de cualquier tiempo de duracién, debido a que por sus
condiciones de vida no siempre se logra su captacién oportuna como sospechoso de tuberculosis

4).

Se debe hacer el diagnostico diferencial de tuberculosis con otras patologias que pueden tener
sintomas similares, entre éstas se encuentran: neumonia, micobacteriosis, histoplasmosis,
asbestosis con efusion pleural, cancer de pulmoén, linfoma, sarcoidiosis, endocarditis, nocardiosis,
entre otras (3).
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2. DIAGNOSTICO POR LABORATORIO

2.1 Tipos de muestras, recoleccién y conservacion

Las muestras pueden ser clasificadas segin el contenido de flora acompafiante en estériles y
contaminadas y por su origen en pulmonar o extrapulmonar (4) (Ver tabla 1).

Para informacion acerca de la obtencion, transporte y conservacion de las muestras (Ver los anexos
ly?2).

Tabla 1. Clasificacion de las muestras para diagnéstico de tuberculosis

Contenido de la flora acompaiante

Origen

Muestras contaminadas

Por su origen contienen flora acompafiante y deben ser
descontaminadas antes de realizar el cultivo, éstas son:

Esputo, lavado gastrico, lavado broncoalveolar, secreciones,
biopsia de piel y orina.

Muestras pulmonares

Se originan en el parénquima pulmonar o el arbol

laringotraqueobronquial, estas son:

Esputo, lavado bronquial o broncoalveolar, aspirado o lavado
gastrico, biopsia de pulmén.

Muestras estériles

Por su origen no contienen flora acompafiante, no deben ser
descontaminadas antes de realizar el cultivo, éstas son:

Liquido cefalorraquideo, liquido pleural, liquido ascitico o
peritoneal, liquido sinovial o articular, liquido pericardico, sangre y
biopsias de cavidad cerrada

Muestras extrapulmonares

Se originan en ofros érganos que no sean los pulmones, éstas
son:

Liquidos o biopsias de origen pleural, meningea, ganglionar,
peritoneal, renal, osteoarticular, intestinal, genitourinaria,
pericardica, cutanea.

Las muestras contaminadas se deben someter a un proceso de descontaminacion que tiene por
objeto eliminar la flora acompafiante cuando se va a realizar cultivo y a la vez permite la
homogeneizacién de la misma. Cuando en una muestra estéril se sospeche la presencia de
contaminacion, el procesamiento debe hacerse como una muestra contaminada.

Ante la sospecha de tuberculosis genital no es recomendable procesar muestras de flujo menstrual
por su bajo rendimiento y proceso laborioso en el ajuste de pH, en estos casos se deben considerar
otros criterios diagnosticos.
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2.2. Transporte de muestras y/o cultivos

Entre mas tiempo transcurra desde la recoleccidon de una muestra y su llegada al laboratorio para
procesamiento, mas se disminuye la posibilidad de aislar el M. tuberculosis, debido a que se favorece
la multiplicacion de la microbiota asociada que desnaturaliza las proteinas, dificultando en muestras
como el esputo la eleccion de la particula atil y favoreciendo la destruccion al bacilo. Es
responsabilidad del laboratorio garantizar su conservacion (protegerlas del calor excesivo, la luz
solar), asi como asegurar que en caso de transporte no se derrame y se conserve acorde con lo
descrito en los anexos 1y 2 de este documento.

El transporte de muestras y/o cultivos se debe realizar en el sistema triple embalaje (Ver figura 1)
para la proteccion de la persona que transporta y la poblacién en general, tal como se describe en
la “Guia de Transporte de Sustancias Infecciosas de la OMS 2017 - 2018” y el “Manual de
bioseguridad para laboratorios de tuberculosis de OMS/OPS”, disponibles en
https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/254788/WHO-WHE-CPI-2017.8-
eng.pdf?sequence=1 y
https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/92661/9789243504636 spa.pdf:jsessionid=3BEO3F
64D61C152329573ACA10C8710B?sequence=1 (5,6).

Cuando se van a transportar muestras, se deben etiquetar como “Sustancia Biolégica” categoria B
(UN 3373), embalarse segun los requisitos descritos para esta categoria, cumpliendo con la
temperatura de conservacion establecida. La marcacion debe ir en el exterior del embalaje terciario,
en caso de hacer sobre embalaje este debe ir también con la sefializacion (Ver Anexo 1) (5).

Si se envian cultivos por via terrestre se etiquetan como “Sustancia Biolégica” categoria B y deben
cumplir con los requisitos de embalaje de acuerdo a esta clasificacion, pero si se envian por via
aérea se deben marcar como “Sustancia Bioldgica” categoria A (UN 2814) y cumplir las normas
establecidas de acuerdo con lo que representa en términos de riesgo biolégico segun lo descrito en
la “Guia de Transporte de Sustancias Infecciosas de la OMS 2017 — 2018”, disponible en
https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/254788/WHO-WHE-CPI-2017.8-
eng.pdf?sequence=1 (5).

Figura 1: Sistema triple embalaje de cultivo: A. recipiente primario, B. recipiente secundario, C.
recipiente terciario.
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2.3. Documentos para el envio de muestras y/o cultivos

Si el envio es entre laboratorios de la red, se deben anexar los documentos requeridos por el receptor
de la muestra y/o cultivo.

En el caso de enviar cultivos al INS el procedimiento establecido es a través de los LSP queines
seran responsables de remitir al INS la carta de solicitud y el “Formato unico de vigilancia de las
Micobacterias” completamente diligenciado por LC solicitante (Ver Anexo 3).

2.4, Identificacion de las muestras y/o cultivos

Deben identificarse de forma clara y con tinta indeleble, con el nombre del paciente, nUmero de
identificacién, cddigo de la muestra y/o cultivo y fecha de recoleccién si es muestra o fecha de
siembra si es cultivo, esta informacion debe también estar claramente consignada en los documentos
remisorios.

2.5. Bioseguridad

Es la aplicacion de una combinacién de controles administrativos, principios de contencién, practicas
y procedimientos de laboratorio, equipos de seguridad, preparacion para emergencias e
instalaciones de laboratorio que permitan a las personas trabajar con seguridad ante los
microorganismos potencialmente infecciosos (6).

De acuerdo con el Manual de Bioseguridad para los Laboratorios de Tuberculosis de la OPS, las

condiciones de bioseguridad varian de acuerdo al procedimiento que se realiza (Ver Tabla 2).

Tabla 2. Requisitos minimos de bioseguridad en el diagndstico de tuberculosis

Actividad

Nivel de Riesgo

Requisito

Baciloscopia directa de esputo, procesamiento de
muestras de esputo para pruebas moleculares PCR en

Renovacion de aire mediante ventilacion natural o
mecanica.

. . . Bajo Uso de elementos de proteccion personal®.
sistema cerrado que no requiera concentracion de la .
Uso de mechero, idealmente Bunsen.
muestra. - .
Buenas Précticas de Laboratorio.
Descontaminacion y concentracién de muestras para la . .
. o y : > P CSB Clase Il con ducto al exterior certificada anualmente.
inoculacién en medios de cultivo y procesamiento de . - o
o ; ) Medio Uso de elementos de proteccion personal**.
pruebas de sensibilidad directas por métodos e .
Buenas Practicas de Laboratorio.
moleculares.
CSB Clase Il con ducto al exterior certificada anualmente y
ubicada en un laboratorio de contencion de riesgo bioldgico
. . . i, e con ventilacion adecuada (6-12 recambios de aire/hora)
Manipulacién de cultivos positivos para identificacion de o .
Alto que asegure presion negativa.

especie y/o pruebas de sensibilidad.

Uso de elementos de proteccion personal**.
Buenas Practicas de Laboratorio para un nivel de seguridad
BSL3.

*Bata manga larga con abertura frontal, guantes, respirador N95 o N100. (Revisar que en la ficha técnica se especifique proteccion

contra M. tuberculosis).
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** Bata manga larga con abertura a la espalda, guantes, respirador N95 o N100.

Para ampliar esta informacion ver “Manual de Bioseguridad para Laboratorios de Tuberculosis” de
OPS, disponible en
https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/92661/9789243504636_spa.pdf;jsessionid=3BEO3F
64D61C152329573ACA10C8710B?sequence= y Laboratory Safety: Handbook, disponible en
http://www.stoptb.org/wa/gli/assets/documents/TB%20Safety RGB lo_res%20%20pdf%20FINAL.p
df (6, 7).

2.6. Ensayos de laboratorio asociados a la vigilancia del evento
Los métodos de diagndstico utilizados en el pais son:

e Pruebas moleculares que permiten la deteccién de casos y diagndstico de resistencia
mediante la identificacion de las mutaciones asociadas a los farmacos isonicida, rifampicina,
guinolonas e inyectables.

e Cultivo en medio liquido que tiene la mayor sensibilidad para deteccion de casos de
tuberculosis.

e Baciloscopia usando principalmente la técnica de ZN y en pocos laboratorios la microscopia
de fluorescencia.

Todas estas pruebas se encuentran incluidas en la resolucion 3512 de 2019 por la cual se establece
la Clasificacion Unica de Procedimientos en Salud —CUPS, disponible en
https://www.minsalud.gov.co/Normatividad Nuevo/Forms/DispForm.aspx?ID=5848 este documento
es actualizado cada afio por el MSPS (Ver Tabla 3) (8).
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Tabla 3. CUPS incluidos en el POS para tuberculosis, segun resolucién 3512 de 2019.

Prueba Cédigo Descripcion del Procedimiento
90.1.1.01
Baciloscopia coloracién &cido alcohol resistente
Baciloscopia 90.1.1.02
Baciloscopia coloracion &cido alcohol resistente (Ziehl
90.1.1.11 .
Neelsen) lectura seriada tres muestras
90.1.2.30 Mycobacterium tuberculosis cultivo
Cultivo
90.1.2.29 Micobacterias no tuberculosas cultivo
Mycobacterium no tuberculoso identificacion reaccion en
90.8.8.26 :
cadena de la polimerasa
Identificacion de especie | 90.1.3.13 Mycobacterium identificacion
Mycobacterium tuberculosis identificacién reaccién en
90.8.8.25 .
cadena de la polimerasa
Mycobacterium tuberculosis pruebas de sensibilidad por
90.8.8.46 P .
reaccion en cadena de la polimerasa
Pruebas de sensibilidad
90.1.0.07 Mycobacterium pruebas de sensibilidad
2.7. Diagndstico de tuberculosis y farmacorresistencia por pruebas de PCR

Las técnicas moleculares permiten identificar el complejo M. tuberculosis y la resistencia a farmacos
antituberculosis mediante la determinacion de las mutaciones mas frecuentes asociadas a los
principales farmacos antituberculosis como la isoniazida (inhA y KatG), rifampicina (rpop),
quinolonas (gyrA y gyrB) y aminoglucésidos (eis y rrs). Algunas de estas metodologias permiten
hacer las determinaciones a partir de muestras pulmonares, extrapulmonares y/o cultivos positivos.
La recoleccién y transporte de las muestras y/o cultivos procesados por estas técnicas se deben
hacer de acuerdo a lo indicado previamente en esta guia (ver anexos 1y 2) (9).

En 2008 la OMS recomendd la técnica de LPA para deteccion rapida de resistencia a isoniacida y
rifampicina; en 2010 y 2013 el Xpert® para deteccién de tuberculosis y resistencia a rifampicina en
muestras de esputo, LCR y biopsias; en 2016 el uso de LPA para determinacion de resistencia a
guinolonas e inyectables y en 2017 Xpert® ultra como métodos de reemplazo de la baciloscopia,
debido a su alta sensibilidad. Actualmente se analiza la informacion de cuatro técnicas comerciales
que también permiten la identificacion de M.tuberculosis y la resistencia a isoniacida y rifampicina
(10).
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Para ampliar informacion acerca de estas técnicas ver:

Politcas de OPS/OMS para el diagnostico de tuberculosis, disponibles en
https://www.who.int/tb/areas-of-work/laboratory/policy statements/en/ y “Guia técnica para el
diagnéstico bacteriolégico de la tuberculosis — Parte 3 pruebas de sensibilidad”, disponible en
http://www.orasconhu.org/sites/default/files/Doc_Prubas_Sensibilidad%20DIGITAL%20%2805.07.1

8%29.pdf (10,11).

Con el fin de dar cumplimiento a las metas de la estrategia fin de la TB, ligadas a la deteccion de
casos, el LNR propendera por la implementacion de técnicas rapidas que permitan el diagnéstico de
casos Yy la deteccion simultanea de resistencia a farmacos con calidad y oportunidad (12).

2.8. Cultivo

El cultivo es el método de diagndéstico bacteriolégico de mayor sensibilidad, siendo en este momento
el estandar de oro para deteccion, puede evidenciar de 10 a 100 BAAR en una muestra, es el Unico
método valido para seguir la evolucién de los casos y confirmar su curacidn. Para tuberculosis
extrapulmonar es el mejor método de diagndstico (13).

Existen diferentes medios de cultivo para micobacterias, estan los que se preparan a base de huevo
como el LJ y los medios sintéticos como el Middlebrok 7H9 y 711 (13).

Para el diagnéstico de tuberculosis en muestras de dificil obtencion como esputo inducido, jugo
gastrico, lavado y/o cepillado broncoalveolar, asi como las extrapulmonares se deben utilizar
técnicas de cultivo en las que se haga un proceso de concentracion de la muestra como los medios
liquidos, favoreciendo de esta forma la oportunidad diagnéstica de los casos sospechosos.

En la actualidad el pais adopta la recomendacion de la OMS de uso del medio liquido debido a que
cultivos como el Ogawa no concentran la muestra, su pH es acido y puede inhibir el crecimiento de
las micobacterias; adicionalmente con la expansion e implementacion de técnicas moleculares de
buena sensibilidad se debe fortalecer la correlacién clinica con estos métodos de laboratorio.

2.9. Procedimiento
Medio liquido MGIT™

Esta metodologia permite reducir el tiempo de recuperacion de las micobacterias, aumenta la
sensibilidad con respecto a los medios de cultivos sélidos y determina las unidades de crecimiento
(UC) en el tubo de cultivo liquido por medio de los instrumentos automaticos Bactec™ 320/960; su
implementacion como método de diagnéstico debe complementarse con la identificacion rapida del
complejo M. tuberculosis a través de técnicas como las de inmunocromatografia o PCR (10,14).

Los tubos MGIT™ contienen caldo Middlebrook 7H9 suplementado con OADC (acido oleico,
albumina, dextrosa y catalasa) y PANTA (Polimixina B, Anfotericina B, Acido Nalidixico, Trimetropina
y Azlocilina), en la base del tubo hay un compuesto fluorescente embebido en un tapén de silicona
(fluorocromo, tris 4, 7-difenil-1, 10-fenontrolina pentahidrato de cloruro de rutenio) el cual permite
evidenciar el crecimiento de bacterias y micobacterias al detectar la emision de fluorescencia en el
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tubo, que se produce cuando el oxigeno es utilizado y se reemplaza con didxido de carbono en el
medio de cultivo. Esta fluorescencia es detectada por el equipo al ser el tubo expuesto a luz
ultravioleta (UV), produciéndose una lectura expresada en UC, cuando esto ocurre el tubo es
interpretado como positivo, en caso contrario, después de 42 dias de incubacién sin desarrollo, el
equipo interpreta el tubo como cultivo negativo (14).

Esta técnica siempre se realiza en conjunto con un medio de cultivo en LJ que permite correlacionar
los resultados obtenidos (14).

Actualmente existen dos versiones del equipo el Bactec™ de acuerdo con su capacidad de
incubacion, el 320 o 960 que hacen referencia al nUmero de tubos que se pueden ingresar en el
equipo.

Procedimiento (siempre se debe realizar en CSB)

» Usar los EPP: bata, respirador N95-100 (revisar en la ficha técnica se especifique proteccion contra

M. tuberculosis) y guantes.

Encender la CBS 15 minutos antes y realizar limpieza.

Asignar un numero de identificacién a cada muestra de acuerdo a lo estandarizado por el laboratorio,

escribir el nimero en la orden del examen y en las paredes del envase.

» Colocar las muestras que seran procesadas en el area sucia de la CBS, en linea horizontal y en el
orden en que han sido identificadas.

> Realizar el procesamiento de las muestras segun lo descrito en los manuales BD BACTEC™
MGIT™ System User’s Training Manual y “MGIT™ procedure manual” de Foundation for Innovative
New Diagnostics (10, 15, 16).

» Las muestras que por su origen o naturaleza se consideren contaminadas se les debe realizar la
descontaminacion con el método N - acetil — L — cisteina — Hidroxido de sodio (NALC — NaOH) (Ver
Anexo 7).

» Agregar al tubo de medio 0,8 ml de suplemento OADC+PANTA (esta mezcla es estable hasta por

5 dias en refrigeracion).

» Sembrar 0,5 mL de muestra en medio de cultivo liquido de tubo MGIT® 7 mL, ajustar muy bien las

tapas y mezclar 2 a 3 veces el tubo de cultivo liquido e ingresar al equipo BACTEC™

» Debido a que esta técnica se complementa con el cultivo en medio LJ, siembre 0,5 mL de la muestra

en este medio.

» Incubar los tubos a 37°C+1°C en posicion horizontal con un minimo de inclinacion, con las tapas

sin ajustar por una semana, posteriormente ajustar bien las tapas.

» Realizar ZN e identificacién rapida en caso de ser positivos.

\ 4

El medio LJ permitird correlacionar los resultados obtenidos en el MGIT, como contaminacién o
presencia de otras micobacterias”
2.10. Lecturaeinforme de resultados
Medios de cultivo MGIT™

El equipo Bactec™ emite una sefial cuando en el tubo de cultivo hay crecimiento de algin
microorganismo, aqui el operador debe retirar el tubo del equipo y realizar pruebas complementarias
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como ZN e identificacion rapida de especie, debido a que una sefial positiva puede ser por crecimiento
de una micobacteria no tuberculosa, del complejo M. tuberculosis o de cualquier otro tipo de
microorganismo (14, 15,16).

Solo con las pruebas complementarias de identificacién de especie el informe se realiza asi:
e Cultivo positivo para complejo M. tuberculosis
e Cultivo negativo para complejo M. tuberculosis

En caso de que el equipo a los 42 dias de incubacién termine la prueba, el cultivo se reportara como
negativo (14, 15,16).

2.11. Baciloscopia

Es la busqueda microscépica de BAAR en cualquier espécimen clinico mediante la coloracién de ZN
0 auramina-rodamina. Esta técnica se usa en Colombia para el diagnéstico de casos, se puede
realizar directamente o desde sedimentos de muestras concentradas por centrifugacion. La OMS ha
recomendado su reemplazo por pruebas rapidas moleculares, debido a su baja sensibilidad (40% -
60%). Actualmente se establece su uso para el seguimiento al tratamiento de pacientes, incluso en
aquellos diagnosticados a través de pruebas moleculares (17, 18).

Se fundamenta en la acido alcohol resistencia, propiedad de las micobacterias que son capaces de
captar en su pared la fucsina o fluorocromo y retenerlo aun con la accién del alcohol &cido. Esta
caracteristica se debe al alto contenido de lipidos, péptidos, glicolipidos y principalmente &cidos
micélicos presentes en la pared celular. El papel del mordiente (solucion fenolada) es importantisimo
porque fomenta la penetracion de la fucina y del fluorocromo y su unién con los lipidos bacilares,
haciéndola mas liposoluble y menos hidrosoluble. La coloracion de contraste se realiza para resaltar
los organismos tefiidos de una manera mas sencilla (17, 18).

La tincién de fluorescencia (auramina-rodamina) fue propuesta en el afio 2009 por la OMS debido a
que esta técnica si se compara con ZN, aumenta en un 20% la sensibilidad, disminuye el tiempo
utilizado para lectura siendo muy util en laboratorios que procesan mas de 30 muestras al dia (17,
18).

La técnica de Kinyoun tiene menor sensibilidad que la que la coloracion de ZN, su uso se recomienda
solamente para coloracién de frotis realizados a partir de cultivos y no para el diagndstico de casos
debido a que puede producir resultados falsos negativos (17-19).

2.12. Preparacion del extendido

Se recomienda trabajar de 6 a 12 muestras por cada serie para evitar errores y contaminacion
cruzada.

Si realiza el procedimiento en CBS:

» Usar los EPP: bata, respirador N95-100 (revisar en la ficha técnica se especifique proteccion contra
M. tuberculosis) y guantes.
» Encender la CBS 15 minutos antes y realizar limpieza.
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Asignar un numero de identificacién a cada muestra de acuerdo a lo estandarizado por el
laboratorio, escribir el nimero en la orden del examen y en las paredes del envase. No tocar con
los dedos la parte del portaobjetos destinada al extendido.

Se recomienda limpiar los portaobjetos previamente con alcohol al 70% para favorecer la
adhesion de la muestra al material de vidrio.

Colocar las muestras que seran procesadas en el area sucia de la CBS, en linea horizontal y en
el orden en que han sido identificadas.

Se sugiere ordenar las muestras de manera creciente segin numeracion para poder rotular, en
igual orden, las laminas que se utilizaran para realizar el extendido. Utilizar una lamina para cada
muestra.

Destapar con cuidado el envase y con un baja lenguas de madera partido en mitades o similar,
sacar la muestra a extender desde la porcién més purulenta o densa del esputo (particula util),
preparar un extendido en forma de évalo de 2 cm de largo x 1 cm de ancho. Esto debe realizarse
con movimientos suaves para evitar la produccién de aerosoles.

Verificar que el extendido tenga un grosor homogéneo y adecuado para la posterior visualizacion
de BAAR, cuando es demasiado fino se puede producir un resultado falso negativo y si es muy
grueso el material puede desprenderse durante la coloracién o resultar dificil la visualizacion de
bacilos debajo de una capa gruesa de moco.

Nota: si la persona que realiza el extendido no tiene experiencia en la elaboracion de frotis
homogéneos, se sugiere para que para adquirir entrenamiento coloque un papel impreso debajo
del extendido (este papel después de su uso debe ser inmediatamente descartado en bolsa roja).
El grosor adecuado es el que permite ver, pero no leer, un texto impreso a través del preparado
(figura 2).

Figura 2: Extendido grueso, delgado o fino y bueno.
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Fuente: Manual para el diagnéstico bacteriolégico de la tuberculosis, Parte 1, 2018.

Una vez adquirido el entrenamiento, es preferible no repetir rutinariamente este proceso para
evitar tocar y transferir muestras con los papeles impresos.

Cerrar el envase de la muestra con la que se realizd el extendido y dejarlo en el lado sucio del
area de trabajo, separado de los frascos con las muestras que aun no se han procesado, para
evitar confusiones.

Dejar secar los extendidos con el flujo de aire posterior de la CBS.

Para la fijacién tomar de a uno en uno cada extendido previamente seco, mantener la cara que
contiene la muestra hacia arriba, y pasarlo rapidamente sobre la llama de un mechero tres o
cuatro veces. También puede ser utilizado fijador comercial.

Continuar de la misma manera con cada una de las muestras siguientes.

Colocar cada lamina fijada en una gradilla. En caso de que el area de coloracién se encuentre en
un lugar diferente, las laminas deben ser transportadas en un recipiente plastico con tapa,
recuerde que los extendidos deben ser coloreados de inmediato, debido a que la tinciéon con
fucsina fenicada es la que provoca la muerte del bacilo.
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» Conservar las muestras en refrigeracion hasta terminar las lecturas de las baciloscopias y verificar

Si

\ %

que no es necesario realizar nuevos extendidos.

Limpiar la superficie de trabajo.

Descartar los guantes desechables y los frascos de muestra en bolsa roja, inactivar los
bajalenguas con hipoclorito al 1% - 2,5% por minimo media hora o autoclavarlos posterior al
trabajo realizado y luego colocarlos en guardian, para posteriormente llevarlos a la ruta sanitaria
contratada por la institucién

“Es de resaltar que si hace este procedimiento en una CSB, se debe contar con la certificacion
anual obligatoria para asegurar la proteccion del operador, cuando se trabaja con esta no es
necesario utilizar el mechero, la sequridad esta dada por el flujo de aire de ésta”

realiza el procedimiento sobre meso6n abierto:

Si las muestras estuvieron en movimiento, antes de su procesamiento dejar reposar los envases
durante 20 minutos antes de abrirlos.

Usar los EPP: bata, respirador N95-100 (revisar en la ficha técnica se especifique proteccion

contra M. tuberculosis) y guantes.

Colocar en la superficie papel absorbente. Esta area constituye el area de trabajo donde se
realizan las etapas de mayor riesgo de formacion de aerosoles como son la apertura del envase,
preparacion del extendido y cierre del envase.

Asignar un ndmero de identificacion a cada muestra de acuerdo a lo estandarizado por el
laboratorio, escribir el nUmero en la orden del examen y las paredes del envase. No tocar con los

dedos la parte del portaobjetos destinada al extendido.

Se recomienda limpiar los portaobjetos previamente a la elaboracién de los extendidos con

alcohol al 70% para favorecer la adhesién de la muestra al material de vidrio.

Colocar las muestras que seran procesadas en el area sucia de la mesa de trabajo, en linea
horizontal y en el orden en que han sido identificadas.

Se sugiere ordenar las muestras de manera creciente segiin numeracion, para poder rotular, en
igual orden, las laminas que se utilizaran para realizar el extendido. Usar una lamina para cada
muestra.

Tomar la primera muestra y la lamina correspondiente y colocarlas detrds del mechero

preferiblemente tipo Bunsen de manera que la llama quede entre el operador y el frasco.
Destapar con cuidado el envase y con un baja lenguas de madera partido en mitades o similar,
sacar la muestra a extender desde la porcion més purulenta o densa del esputo (particula util),
preparar un extendido en forma de 6valo de 2 cm de largo x 1 cm de ancho. Esto debe realizarse
con movimientos suaves para evitar la produccién de aerosoles.

Verificar que el extendido tenga grosor homogéneo y adecuado, acorde con lo descrito en el

numeral 2.6.3.1.

Evitar hacer frotis muy finos o gruesos debido que producen falsos resultados.

Dejar el extendido en un soporte ubicado al costado del mesén para que se seque a temperatura

ambiente.

El extendido no debe ser calentado a la llama mientras esté hUmedo pues el calor fuerte altera la

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

Cerrar el envase de la muestra con la que se realiz6 el extendido y dejarlo en el lado sucio del

area de trabajo, separado de los frascos con las muestras que aln no se han procesado, para

evitar confusiones.

Continuar de la misma manera con cada una de las muestras siguientes.
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» Para la fijacién tomar de a uno cada extendido previamente seco, mantener la cara que contiene
la muestra hacia arriba, y pasar rapidamente sobre la llama de un mechero tres o cuatro veces.
También puede ser utilizado fijador comercial.

» Continuar de la misma manera con cada una de las muestras siguientes.

» Colocar cada lamina fijada en una gradilla. En caso de que el area de coloracién se encuentre en
un lugar diferente, las laminas deben ser transportadas en un recipiente plastico con tapa,
recuerde que los extendidos deben ser coloreados de inmediato, debido a que la tincion con
fucsina fenicada es la que provoca la muerte del bacilo.

» Conservar las muestras hasta terminar las lecturas de las baciloscopias y verificar que no es
necesario realizar nuevos extendidos.

» Limpiar la superficie de trabajo.

» Descartar los guantes desechables y los frascos de muestra en bolsa roja, inactivar los

bajalenguas con hipoclorito al 1% - 2,5% y colocarlos en guardian, para posteriormente ser
llevados a la ruta sanitaria contratada por la institucion

“Tenga en cuenta que las laminas después de fijadas deben ser coloreadas lo mas pronto posible,
debido a que los bacilos permanecen vivos hasta que incorporan la fucsina en la coloracion”

2.13. Coloracién

Tincién de Ziehl Neelsen

» Coloracion: 5 minutos.

» Disponer de un soporte de coloracién para ubicar las laminas fijadas a una distancia entre una y
otra de 1 cm aproximadamente, dentro de un lavadero de coloracion.

» Conservar el orden numérico con el extendido hacia arriba y mantener una separacion de al
menos 1 cm entre ellas.

> Filtrar la cantidad de fucsina necesaria para las tinciones a realizar en la jornada.

» Cubrir totalmente la superficie del extendido con fucsina. Dispensar el colorante con suavidad,

sin salpicar y sin tocar las ldminas con los envases que contienen los colorantes (Ver Figura 3).

Figura 3: coloracién con fucsina en la coloracion de ZN

Fuente: Manual para el dignc’)sico bacterioldgico de la tuberculosis, Parte 1, 2018.

» Calentar suavemente por debajo de los extendidos con la llama de un mechero y haciendo
movimientos de vaivén, hasta que se observe que se desprenden los vapores blancos, dejar de
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calentar y repetir el procedimiento dos veces mas durante 5 minutos. Esto permite que la pared
de la micobacteria se abra posibilitando que la fucsina penetre adecuadamente en el bacilo y se
fije a sus lipidos. En caso de derrame del colorante, reponer la fucsina, no dejar secar el
preparado. No hervir la fucsina porque la pared de los bacilos puede destruirse y
colorearse mal (Ver Figura 4).

Figura 4: calentamiento de la fucsina en la coloraciéon ZN

Fuente: Manual para el diagndstico bacteriologico de la tuberculosis, Parte 1, 2018.

» Enjuagar cuidadosamente con abundante agua fria preferiblemente destilada a baja presion
sobre la superficie, eliminando totalmente la solucidn de fucsina. Girar el extendido y lavar con
cuidado también la parte posterior. Con una pinza o con la mano, levantar cuidadosamente el
portaobjetos desde el extremo mas cercano al operador. El agua fria es importante para que la
pared que fue abierta por la accion del calor, vuelva a naturalizarse. No se debe usar agua tibia
porque esta desprende los extendidos del portaobjetos (Ver Figura 5).

Figura 5: enjuague de la coloracion de ZN

~
Fuente: Manual para el diagndstico bacteriolodgico de la tuberculosis, Parte 1, 2018.

» Inclinar el portaobjetos para eliminar el exceso de agua y asi evitar diluir los reactivos que se
utilizaran a continuacion.
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Decoloracion: 3 minutos.
» Cubrir la totalidad del extendido con alcohol acido y dejar actuar 3 minutos (Ver Figura 6).

Figura 6: decoloracion coloraciéon de ZN

Fuente: Manual para el diagndstico bacteriologico de la tuberculosis, Parte 1, 2018.

» Enjuagar cuidadosamente con abundante agua fria preferiblemente destilada a baja presion
sobre la superficie (Ver Figura 7).

Figura 7: enjuague del alcohol - &cido

Fuente: Manual para el diagndstico bacteriologico de la tuberculosis, Parte 1, 2018.

» Verificar que el extendido se ha decolorado (las partes mas gruesas del extendido a lo sumo
conservan un leve tinte rosado). Si se observan camulos rojos o coloracién rosada intensa, volver
a cubrir con solucion decolorante, dejarla actuar entre 1 y 3 minutos y enjuagar nuevamente.

» Eliminar el exceso de agua inclinando el portaobjetos

Coloracion de contraste: 1 minuto.

» Cubrir todo el extendido con solucion de azul de metileno.
» Dejar actuar durante 1 minuto (Ver Figura 8).
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Figura 8: contraste con azul de metileno, coloraciéon de ZN

Fuente: Manual para el diagndstico bacteriolégico de la tuberculosis, Parte 1, 2018.

» Enjuagar cuidadosamente con abundante agua fria preferiblemente destilada a baja presion en

ambas caras y limpiar la parte inferior con un algodén impregnado en alcohol si ha quedado
coloreada (Ver Figura 9).

Figura 9: enjuague del azul de metileno en la coloracién de ZN

Fuente: Manual para el diagndstico bacteriolégico de la tuberculosis, Parte 1, 2018.

» Observar si las laminas conservan la numeracion clara y visible. Si no es asi, volver a
enumerarlas.

» Dejar secar las laminas a temperatura ambiente, apoyandolas en posicién vertical en un soporte
sobre un papel absorbente (Ver Figura 10).
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Figura 10: secado de las laminas coloreadas con ZN

%

Fuente: Manual para el diagndstico bacteriolégico de la tuberculosis, Parte 1, 2018.

Tincién de fluorescencia

Coloracion: 20 minutos.

» Disponer de un soporte de coloracidn para ubicar las ldminas fijadas a una distancia entre una y
otra de 1 cm aproximadamente, dentro de un lavadero de coloracion.

» Conservar el orden numérico con el extendido hacia arriba y mantener una separacion de al
menos 1 cm entre ellas.

» Verter la solucién de auramina O 0.1% sobre los portaobjetos de tal modo que queden totalmente
cubiertos (no hacer tandas de méas de 12 portaobjetos). Si la solucién de auramina O es
preparada en el laboratorio se debe filtrar durante el proceso de coloracién, pasandola por un
embudo con papel de filtro mantenido sobre los extendidos. Si el colorante es comercial no
requiere de filtracion. (Ver Figura 11).

Figura 11: coloracion con Auramina O en la coloracién de fluorescencia

Fuente: Manual para el diagnostico bacteriologico de la tuberculosis, Parte 1, 2018.

» Dejar actuar de 20 a 25 minutos, asegurandose que el colorante permanezca sobre la lamina (no
calentar ni utilizar papeles de filtro sobre los extendidos).
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» Lavar con agua destilada, teniendo cuidado de controlar el flujo de agua de tal modo que no caiga
directamente sobre el preparado y lo desprenda. Dejar escurrir bien el agua destilada para evitar
diluir la solucién que se agregara a continuacion (Ver Figura 12).

Figura 12: enjuague de la coloracion de fluorescencia

Fuente: Manual para el diagnostico bacterioldgico de la tuberculosis, Parte 1, 2018.

Decoloracion: 1 o 2 minutos.

» Cubrir los extendidos con la solucion decolorante. Dejar actuar tres minutos. Repetir este paso si
es necesario (Ver Figura 13).

» Verificar que el extendido se ha decolorado (las partes mas gruesas del extendido a lo sumo
conservan un leve tinte rosado). Si se observan cimulos amarillos, volver a cubrir con solucién
decolorante, dejarla actuar entre 1 y 3 minutos.

Figura 13: decoloracion de la coloracion de fluorescencia

Fuente: Manual para el diagndstico bacteriolégico de la tuberculosis, Parte 1, 2018.

» Lavar los extendidos con agua destilada hasta que todo el colorante haya sido
macroscépicamente removido (Ver Figura 14).
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Figura 14: enjuague de la solucién decolorante

Fuente: Manual para el diagndstico bacterioldgico de la tuberculosis, Parte 1, 2018.

Contraste: 1 minuto.

» Cubrir los extendidos con permanganato de potasio 0.5% o azul de metileno al 0.3% durante un
minuto (Ver Figura 15).

Figura 15: contraste en la coloracién de fluorescencia

Fuente: Manual para el diagnéstico bacterioldgico de la tuberculosis, Parte 1, 2018.

» Lavar con agua destilada.

» Observar si las laminas conservan la numeracién clara y visible. Si no es asi, volver a
enumerarlas.

» Dejar secar las laminas a temperatura ambiente, apoyandolas en posicion vertical en un soporte
sobre un papel absorbente (Ver Figura 16).
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Figura 16: secado de las laminas coloreadas con fluorescencia

Fuente: Manual para el diagnostico bacteriolégico de la tuberculosis, Parte 1, 2018.

“El reactivo Auramina O es cancerigeno.
Se debe evitar el contacto directo con el polvo o la solucidn.
Usar guantes y mascara para la contencion de quimicos al manipular el reactivo.
Limpiar inmediatamente cualquier derrame.”

2.14. Lectura e informe de resultados

Con la coloracion de ZN se observan bastoncitos delgados, ligeramente curvos, de color rojo fucsia
destacandose claramente contra el fondo azul. En los extendidos tefiidos con Auramina-O los
bastoncitos se observan con fluorescencia amarilla (aunque en los microscopios con filtro pueden
aparecer verdosos). A veces se observan con granulos intensamente coloreados en el interior. En
las muestras de esputo pueden presentarse aislados, apareados o agrupados (17, 18).

La baciloscopia no permite distinguir el bacilo de la tuberculosis de otras micobacterias, ademas
otros microorganismos pueden presentar distintos grados de acidorresistencia, observandose cocos,
bacterias con formas variadas (pleomdrficas), filamentos que a veces estan cortados, o esferas de
gran tamafio si se las compara con las bacterias, dentro de estos tenemos Rhodococous spp.,
Nocardia spp., Legionella spp, y los quistes de Criptosporidio e Isospora spp, en estos casos no
debe reportar la baciloscopia como positiva debido a que las estructuras observadas no
corresponden a BAAR y se debe propender por un diagndstico diferencial para el paciente (17, 18).

Extendidos coloreados por ZN

» Enfocar la muestra a partir del objetivo de lupa hasta el objetivo mayor que no requiere aceite de
inmersion (por lo general objetivo de 40x). Evite depositar aceite antes de enfocar en 40x, pues
se puede dafiar.

» Depositar una gota de aceite de inmersién en un extremo de la baciloscopia, sin tocar el
extendido.

» Enfocar el extendido donde ha colocado la gota de aceite, con el lente de inmersién 100x.

Pagina 25 de 54

Auv. Calle 26 No. 51- 20, Bogota, D.C., Colombia

Conmutador: (1) 220 7700 Ext. 1703-1704

correo electronico: contactenos@ins.gov.co

Pagina web: www.ins.gov.co 3
Linea gratuita nacional: 018000 113 400 %,

_SGS.



INSTITUTO
NACIONAL DE La salud Minsalud
SALUD es de todos
[
» Observar cada campo microscopico Util en superficie y profundidad, moviendo permanentemente

>

el tornillo micrométrico, antes de desplazarse al campo contiguo. Seguir un recorrido en lineas
rectas o paralelas sistematicamente para recorrer el extendido, evitando repetir la lectura de los
campos, por ejemplo de izquierda a derecha.

Contar el nimero de campos que ha leido y el nimero de BAAR que ha identificado. El nimero
total de campos a examinar depende de si se encuentran bacilos y en qué cantidad, como se
observa a continuacion:

Tabla 4: Numero de campos microscopicos a leer segiin promedio de BAAR encontrados por campo.

>

Promedio de BAAR encontrados Niimero minimo de campos (tiles a examinar
Ninguno 100
Menos de 1 por campo 100
1a 10 por campo 50
Mas de 10 por campo 20
1a4 en todo el extendido 200

Fuente: Manual para el diagndstico bacteriologico de la tuberculosis, Parte 1, 2018.

Para calcular el promedio de BAAR encontrados por campo, se sugiere utilizar una cuadricula de
10 x 10 en la cual se escriba el nimero de bacilos observados por campo, posterior a esto se
debe sumar el total de BAAR y dividirlo por el nUmero de campos observados, teniendo en cuenta
la Tabla 4. Cuando los bacilos se presentan agrupados, una estimacién aproximada del nimero
de bacilos presentes en el cimulo es suficiente para calcular este promedio.

Para las muestras de expectoracion los campos leidos deben ser “campos microscépicos utiles”,
es decir aquellos en los cuales se observan células bronquiales (leucocitos, células ciliadas) o
fibras mucosas, estos se ven tefiidos de azul. Los campos sin estos elementos no deben ser
considerados para contar el total de campos observados, a menos que contengan BAAR.

Al finalizar la lectura, girar el revélver de los objetivos vy retirar el portaobjetos de la platina.
Comprobar el nimero de identificacion y registrar el resultado.

Antes de examinar el portaobjetos siguiente, limpiar suavemente la lente de inmersién con un
trozo de papel para microscopio. Esto evita la transferencia de material al frotis que se va a leer.

Al finalizar la lectura, limpiar el objetivo con la soluciéon recomendada por el proveedor del equipo
y secar con papel para microscopio. Limpiar los restos de aceite del microscopio de la misma
forma.

Dejar el equipo en posicién de descanso, desenchufado y tapado.

Informe de resultados:

Realizar teniendo en cuenta la escala adoptada internacionalmente para el informe de resultados de
extendidos coloreados por la técnica de ZN (Ver Tabla 5):
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Tabla 5: lectura e Informe de resultados de laminas tefiidas por ZN.

Resultado del examen microscdpico Informe
No se encuentran BAAR en los 100 campos . .
No se observan bacilos &cido-alcohol resistentes
observados
Se observan de 1 a 9 BAAR en 100 campos N° exacto de bacilos en 100 campos
observados
Se observa entre 10 y 99 BAAR en 100 campos Positivo (+)
observados
Se observa de 1 a 10 BAAR por campo en 50 Positivo (++)
campos observados
Se observan mas de 10 BAAR por campo en 20 Positivo (+++)

campos observados
Fuente: Manual para el diagndstico bacteriologico de la tuberculosis, Parte 1, 2018.

Procedimientos a seguir frente al hallazgo menos de 5 BAAR en 100 campos observados:

Debido a la posibilidad de que se trate de artefactos de coloracién, se recomienda:

>
>

>

>

Ampliar la lectura a 200 campos.

Si con esa lectura no se encuentran mas bacilos, hacer otro extendido de la misma muestra,
eligiendo las particulas purulentas.

Si la lectura del segundo extendido no modifica el resultado del anterior la muestra se debe
informar con el nimero exacto de bacilos observados y solicitar una nueva muestra.

En estos casos se debe realizar una prueba de PCR y cultivo en medio liquido.

Extendidos coloreados por Fluorescencia

Cuando se leen extendidos coloreados por métodos fluorescentes se debe tener en cuenta lo
siguiente:

>

>

>

Examinar los extendidos lo méas pronto posible después de la tincion porque la fluorescencia se
desvanece rapidamente; si no es posible leerlos inmediatamente deben guardarse a temperatura
ambiente en un lugar oscuro, durante un lapso no mayor a 24 horas.

Usar el objetivo de 20x para escanear el extendido y el de 40x para confirmar los objetos
fluorescentes sospechosos de ser bacilos por su morfologia. Este esquema de lectura es el que
asegura el mayor rendimiento de la metodologia. Sin embargo, existen en el mercado
dispositivos que sélo permiten leer en una Unica magnificacion (20x o 40x) por lo que los
resultados de la cuantificacién se presentan empleando ambas opciones.

Observar la calidad de la coloracion. Si no es buena, se debe repetir la preparacion del extendido
y tincién.

Se debe leer al menos una linea del extendido antes de reportar un resultado como negativo.

Informe de resultados:

La siguiente es la escala adoptada internacionalmente para el informe de los resultados de
extendidos examinados por la técnica de fluorescencia:

Péagina 27 de 54

Av. Calle 26 No. 51- 20, Bogota, D.C., Colombia
Conmutador: (1) 220 7700 Ext. 1703-1704
correo electronico: contactenos@ins.gov.co

Pagina web: www.ins.gov.co 2 0

Linea gratuita nacional: 018000 113 400 %,

SGS



1001

INSTITUTO
NACIONAL DE La f’a'l‘dd Minsalud
SALUD es e todos

Tabla 6: lectura e Informe de resultados de laminas tefiidas por fluorescencia.

Resultado del examen microscopicoa  Resultado del examen microscépico a

20x 40x Informe
No se encuentran BAAR en una linea No se encuentran BAAR en una linea :\lec;;?ecr)]?:servan bacilos acido-alcohol
1-4 BAAR en una linea 1-2 BAAR en una linea “Se requiere confirmacién”
5-49 BAAR en una linea 3-24 BAAR en una linea Positivo (escasos)
3-24 BAAR por campo 1-6 BAAR por campo Positivo (+)
25-250 BAAR por campo 7-60 BAAR por campo Positivo (++)
>250 BAAR por campo >60 BAAR por campo Positivo (+++)

Fuente: Manual para el diagndstico bacteriologico de la tuberculosis, Parte 1, 2018.

Procedimientos a seguir frente al hallazgo de menos de 5 BAAR en una linea a una amplificacién de
20x o menos de 3 BAAR en una linea a una amplificacion de 40x.

» Con la ayuda de otro profesional ampliar la lectura a otra linea del extendido y confirmar la
observacion.

> Si con esa lectura no se encuentran mas bacilos, hacer otro extendido de la misma muestra,
eligiendo las particulas purulentas.

» Silalectura del segundo extendido no modifica el resultado anterior, la muestra se debe informar
coémo “Se requiere confirmacion” y solicitar una nueva muestra.

» En estos casos se debe realizar una prueba de PCR vy cultivo en medio liquido.

» No se deben recolorear las laminas con escasos bacilos por ZN, debido a que son dos técnicas
con diferentes fundamentos, la auramina es mas sensible haciendo que no sean comparables,
adicionalmente en este proceso se pueden perder bacilos.

» Los extendidos pueden contener artefactos que fluorescen, pero no tienen la forma tipica de un
bacilo y a veces son de diferente color (generalmente més verdoso). Las formas bacilares
verdosas o amarillas que no fluorescen no deben ser considerados como BAAR.

2.15. Otros métodos diagnosticos
LAM

La OMS recomendd el uso de la técnica LAM (lipoarabinomanan), componente estructural de la
pared celular externa de micobacterias que se desprende de las células metabdlicamente activas o
en degradacién y se elimina por el rifion detectdndose Unicamente en la muestra de orina, los
resultados se obtienen en 25 minutos (10).

Esta prueba puede ser utilizada principalmente para investigar pacientes con enfermedad por HIV
avanzada, debido a que la sensibilidad aumenta a medida que disminuye el conteo de CD4 y cuando
se combina con pruebas como las de biologia molecular (10).

Los resultados deben ser interpretados por el médico considerando la clinica, su uso no elimina la
necesidad de pruebas con mejor precision como las pruebas moleculares y el cultivo, siguiendo lo
establecido en los algoritmos diagnésticos. Un resultado negativo en esta prueba no descarta la
sospecha de tuberculosis (10).
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Pruebas de identificacién de Micobacterias

La identificacion o determinacion de especie es de gran importancia debido a que existen otras
micobacterias diferentes a M. tuberculosis que son agentes etiolégicos, cuando producen
enfermedad respiratoria y son identificadas el paciente inicia un tratamiento adecuado para
micobacteriosis.

Existen pruebas de inmunoanalisis cromatografico aprobados por la OMS/OPS, que detectan el
antigeno MPT64 que segrega el complejo M. tuberculosis en el medio de cultivo, permitiendo su
identificacién rapida desde cultivos positivos (10).

Se encuentran técnicas de PCR que son rapidas y muy especificas, que permiten la identificacion
del complejo M. tuberculosis desde muestras y/o cultivos. Para identificacion de otras micobacterias
las técnicas moleculares s6lo se pueden realizar desde cultivos positivos, se debe hacer una
interpretacion cuidadosa de los resultados, teniendo en cuenta factores de riesgo y antecedentes del
paciente, el clinico con base en esto define si inicia un esquema de tratamiento o solicita un cultivo
de una nueva muestra para confirmar si la micobacteria aislada corresponde a un agente etiolégico,
debido a que muchas especies se presentan por contaminacion de las muestras (9,10).

En los dltimos afos el desarrollo de la técnica de espectrometria de masas, ha permitido la
identificacién de especies de micobacterias mediante el andlisis de proteinas a partir de cultivos
positivos, obteniéndose resultados con una mayor sensibilidad (20).

2.16. Pruebas de sensibilidad convencional a farmacos antituberculosis
Método de Bactec MGIT™:

El fundamento del método es el mismo del cultivo en medio Middlebrook 7H9, a través del cual se
detecta viabilidad del M. tuberculosis expuesto a los farmacos y se determina si es sensible o
resistente (11).

El LNR recomienda a los LC que hacen esta técnica para determinacion de sensibilidad, que solo
evallen los farmacos isoniazida y rifampicina y en caso de detectar resistencia enviar el cultivo al
LSP para que este lo remita al LNR para vigilancia a farmacos de segunda linea.

Para ampliar informacién sobre estas técnicas ver Guia técnica para el diagndstico bacteriolégico de
la tuberculosis - Parte 3 pruebas de sensibilidad, disponible en
http://www.orasconhu.org/sites/default/files/Doc_Prubas Sensibilidad%20DIGITAL%20%2805.07.1

89%29.pdf (11).
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3. CONTROL DE CALIDAD

3.1 Control de calidad interno (CCI)

Consiste en el monitoreo sistematico de los procedimientos técnicos que van desde la recoleccion
de las muestras, las practicas de trabajo, los equipos y materiales, hasta la elaboracién del informe
por el laboratorio. Para esto se debe establecer en la rutina de trabajo un sistema de controles
regulares, el registro de sus resultados y el monitoreo periédico, a través del cual se analicen los
puntos criticos, la gestidn de los resultados, las medidas preventivas y correctivas que se requieran
segun los hallazgos.

La persona responsable del laboratorio una vez a la semana debe:

» Verificar al azar que los datos y resultados consignados en los informes elaborados ese dia
coincidan exactamente con los registrados en el “Libro de laboratorio de actividades de
bacteriologia de tuberculosis”.

» Verificar que las muestras estén siendo procesadas cumpliendo con los tiempos definidos para
conservacion descritos en esta guia (Ver Anexo 1).

» Controlar que los resultados de las pruebas se estén entregando regularmente 24 horas o a lo
sumo 48 horas desde el momento en que se entrega la muestra al laboratorio.

» Verificar que los resultados sean recibidos por el servicio que solicité el estudio en el menor
tiempo posible.

Es fundamental que los laboratorios que implementan técnicas de diagndstico realicen una

verificacion interna previo a ofertar las pruebas y que participen en programas de ensayo de aptitud
que demuestren su calidad.

3.2. Pruebas moleculares

Cada técnica tiene establecidos sus controles internos, los cuales deben ser monitoreados en cada
montaje para validar los resultados, estos se encuentran descritos en los insertos de cada método.

Monitoreo de indicadores de desempefio

Con una periodicidad mensual, trimestral y semestral se deben monitorear indicadores que permitan
ver el desempefio de estas pruebas (Tabla 7):
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Tabla 7: indicadores de desempefio pruebas moleculares

Medicidn Indicador Valor de referencia
mtérsnero de ensayos realizados en el Total de muestras procesadas No aplica
Nimero de muestras con M.
Numero y proporcién de M. tuberculosis | tuberculosis detectado sensible a
detectado sensible a farmacos Hy R o | farmacos Hy R o R/ Total de muestras | No aplica
R procesadas por prueba molecular
positivas para M. tuberculosis
Nimero de muestras con M.
Numero y proporcién de M. tuberculosis | tuberculosis detectado resistente a
detectado resistente a farmacos H y R | farmacos Hy R o R/ Total de muestras | No aplica
oR procesadas por prueba molecular
positivas para M. tuberculosis
Numero de muestras con M.
Numero y proporcion de M. tuberculosis | tuberculosis detectado con resistencia a
4 detectado con resistencia a farmacos | farmacos indeterminada / Total de | No aplica
indeterminada muestras procesadas por prueba
molecular positivas para M. tuberculosis
NUmero y proporcién de M. tuberculosis Nimero .de muestras — con M. .
5 ’ tuberculosis no detectado / Total de | No aplica
no detectado
muestras procesadas
6 Numero y proporcién de pruebas con | Nimero de muestras con errores / Total <3%
errores de muestras procesadas
Ndmero y proporcién de resultados NUmero de muestras con resultados
7 S invalidos / Total de muestras | <1%
invalidos
procesadas
Tiempo entre la recepcion de la muestra
8 Tiempo de respuesta del laboratorio en el laboratorio y el informe del | 24-48 horas
resultado
Numero de muestras con M.
NG . tuberculosis detectado resistente a
Umero y proporcién de casos con M. b H vio R enviados a realizar
tuberculosis detectado resistente a | ormacos H YO R € ;
9 4 . . prueba a quinolonas e inyectables/ | 100%
armacos H y/o R enviados para realizar ,
prueba a quinolonas e inyectables Nimero .de muesras con M.
tuberculosis detectado resistente a
farmacos H y/o R
3.3. Cultivo

Todos los medios comerciales deben contar con su respectivo certificado de calidad en el cual se
evidencie que el medio es apto para el crecimiento de micobacterias. Para mayor informacién ver
“Manual para el diagndstico bacteriolégico de la tuberculosis, Parte Il cultivo” y tener en cuenta los
controles establecidos por la casa comercial (13).

Monitoreo de indicadores de desempefio

El analisis mensual, trimestral y semestral del registro del laboratorio permite detectar errores
sistematicos y sostenidos en el tiempo. Calcule los siguientes valores y a partir de estos calcule los
indicadores de desempefio (Ver Tabla 8):
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» a. - Baciloscopia (+) y cultivo (+)

> b. - Baciloscopia (+) y cultivo no realizado

» c. - Baciloscopia (-) y cultivo (+)

» d. - Baciloscopia (+) y cultivo (-)

» e. - Baciloscopia (+) y cultivo contaminado

> f. - Baciloscopia no realizada y cultivo (+)

Tabla 8: indicadores de desempefio del cultivo

Medicion

Indicador

Valor de referencia

Porcentaje de muestras baciloscopia
positiva y cultivo negativo

Muestras baciloscopia (+) y cultivo (-) /
muestras baciloscopia (+) y cultivo (+)
Baciloscopia (+) y cultivo no realizado
Baciloscopia (-) y cultivo (+)
Baciloscopia (+) y cultivo (-)
Baciloscopia (+) y cultivo contaminado

2% a 3%

Porcentaje de tubos contaminados (se
calcula sobre los cultivos realizados a las
muestras que contienen flora normal,
respiratorias)

N° de tubos contaminados / N° total de
tubos sembrados x 100

Cultivo en medio liquido 8-10%

Aporte del cultivo al diagndstico de casos
de tuberculosis pulmonar (en relacion a
la baciloscopia)

Se calcula teniendo en cuenta los
pacientes adultos (no las muestras) con
tuberculosis  pulmonar  confirmada
bacteriologicamente a partir de muestras
respiratorias

N° de pacientes con tuberculosis
pulmonar baciloscopia negativa que
fueron reportados como cultivo positivo
en un periodo de tiempo / N° de
pacientes con tuberculosis pulmonar que
se les haya realizado cultivo y
baciloscopia en el mismo periodo de
tiempo x 100

Entre un 15 - 20%

Aporte del cultivo al diagnéstico de casos
de tuberculosis pulmonar (en relacion a
pruebas moleculares)

Se calcula teniendo en cuenta los
pacientes adultos (no las muestras) con
tuberculosis  pulmonar  confirmada
bacteriolégicamente a partir de muestras
respiratorias

N° de pacientes con tuberculosis
pulmonar con prueba molecular negativa
que fueron reportados como cultivo
positivo en un periodo de tiempo / N° de
pacientes reportados con tuberculosis
pulmonar por prueba molecular ylo
cultivo en el mismo periodo de tiempo x
100

Entre un 15 - 20%

Tiempo de respuesta del laboratorio

Tiempo entre la recepcién de la muestra
en el laboratorio y el informe del
resultado

3.4. Baciloscopia

Evaluacién de extendido

Esta accién deben realizarla todos los profesionales que hacen la lectura, evaluando en cada lamina
la calidad del extendido. En caso de observar que estos no son idoneos, se sugiere analizar si se
selecciond correctamente la particula Util de muestra y de requerirse se debe repetir el extendido.
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Evaluaciéon de tincién

En cada lamina se debe observar la calidad de la coloracién, esta debe tener un fondo azul y los
bacilos deben ser de color rojo fucsia (Ver Figura 17).

Figura 17: ejemplos de buena tincion.

Fuente: Laboratory Diagnosis of Tuberculosis Sputum Microscopy, Global Laboratory
Initiative, 2013.

Si se observan anormalidades en la coloracién, identificar las causas y en caso de ser necesario
repetir nuevamente el extendido y la coloracion de la muestra. Para mayor informacion de los
defectos en la coloracion ver “Manual para el diagnéstico bacteriolégico de la tuberculosis, parte 1
manual de actualizacion de la baciloscopia”, disponible en
https://www.paho.org/hg/index.php?option=com docman&view=download&category slug=quias-
9705&alias=48215-manual-para-el-diagnostico-bacteriologico-de-la-tuberculosis-parte-1-manual-
de-actualizacion-de-la-baciloscopia-2018&Itemid=270&lang=es (17, 18)

Para evaluar la coloracion pueden utilizarse laminas control comerciales las cuales deben provenir
de una matriz como la muestra de esputo. También pueden prepararse utilizando dos muestras de
esputo, una negativa y otra de baja positividad (+).

En el registro de control de coloracion se debe registrar la positividad observada, debido que una
disminucién en esta indica deficiencias en el proceso, no es suficiente ver si hay presencia o
ausencia de BAAR.

Se sugiere realizar este control una vez por semana para laboratorios que realizan mas de 10
baciloscopias diarias, aquellos con menor produccion lo debe realizar diariamente (17, 18).

También deben hacerse estos controles cada vez que se tiene un nuevo lote de colorantes y cuando
hay cambio del personal encargado de la preparacién de los reactivos y/o la técnica de coloracién
(17, 18).

No se deben preparar laminas de control de coloracion falseando muestras con vacuna BCG, cepas
ATCC o cultivos positivos, por el riesgo biol6gico que esto representa y porque al hacer este proceso
las laminas no quedan homogéneas en positividad, adicionalmente no evalGan la calidad de los
colorantes ni de la tincion (17, 18).
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Preparacion de los extendidos para controles de calidad internos CCI

Las matrices utilizadas para realizar los controles negativos y positivos se preparan de la siguiente
manera:

» Agregar a cada una de las muestras seleccionadas (esputo con baciloscopia positiva y negativa)
10 gotas de hipoclorito de sodio al 5%, agitar y dejar en reposo minimo durante cuatro horas.

» Homogenizar la muestra agitando en vortex.

» Realizar la mayor cantidad posible de extendidos, los cuales, una vez secos, deben ser fijados y
guardados en cajas que los protejan de la luz directa. Deben estar identificadas como
“Extendidos para CCI” y pueden ser almacenados hasta por dos meses.

Evaluaciéon de lectura

Consiste en realizar evaluaciones de la lectura que hace el personal del laboratorio usando controles
internos intramicroscopista e intermicroscopista. Para ello, se recomienda tener baciloscopias con
un resultado conocido y consensuado.

Control intramicroscopista

Consiste en evaluar una misma baciloscopia, identificada de forma tal que permita hacer la lectura
en ciego, en distintos momentos, por un mismo lector. De esta manera se puede evidenciar si este
ha variado en su manera de interpretar un mismo resultado.

Control intermicroscopista

Este control consiste en la lectura de una baciloscopia por un grupo de lectores, para evaluar la
uniformidad de criterio en la aplicacion de la escala semicuantitativa. Para la realizacion de este tipo
de control se debe disponer de un conjunto de laminas que deben tener un resultado conocido y
consensuado. Todos los lectores deben observar la baciloscopia y registrar de manera individual sus
resultados. Un tercero debe concatenar los datos y calcular el porcentaje de concordancia, el cual
es satisfactorio si es = 95%.

La periodicidad en la realizaciéon del control intra e intermicroscopista se debe establecer posterior
al levantamiento de una linea de base de resultados, pudiendo ser mensual o bimensual.

Monitoreo de indicadores de desempefio

» Permiten una evaluacién interna de la calidad de la lectura de las baciloscopias, cuando los
valores son muy altos o muy bajos pueden indicar un problema; se deben calcular y graficar
mensual o trimestralmente para obtener una linea de tendencia; si estos valores se alejan
bruscamente de los habitualmente encontrados, se deben investigar las causas.

» Si se detecta una sucesidn de resultados positivos en uno o varios dias de trabajo, investigar si
no se ha producido contaminacién cruzada de bacilos, desde una muestra altamente positiva a
las siguientes.

» Consultar al LSP si se detectan anormalidades y no se pueden identificar las causas, con el fin
de recibir por parte de este asesoria directa.
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Se debe realizar un analisis de los siguientes datos:

VVVVYVY

N° de baciloscopias de diagnostico (a)

NP° total de baciloscopias de diagnéstico positivas (b)
N° de baciloscopias de diagnéstico positivas de baja positividad (Positivas contables y 1+) (c)
N° de baciloscopias de control de tratamiento (d)

N° de baciloscopias de control de tratamiento positivas (e)

A partir de estos valores calcular los siguientes indicadores:

Tabla 9: Indicadores de desempefio de la baciloscopia

Medicion Indicador Valor de referencia
N° de baciloscopias de diagnéstico + N°
1 | Carga de trabajo de b.aCHOSCOP'aS de control de 50-60 en una jornada laboral de 8 horas
tratamiento
atd
N° de baciloscopias de diagnéstico
Porcentaje  de  baciloscopias de | positivas x 100/ N° total de L
2 P o . . L definir a nivel local
diagndstico positivas baciloscopias de diagnéstico
bx100/a
N° de baciloscopias de control de
Porcentaje de baciloscopias de control | tratamiento positivas x 100 / N° total de 0
3 . " . . . 5-10%
de tratamiento positivas baciloscopias de control de tratamiento
ex100/d
N° de baciloscopias realizadas para
4 | Concentracion de la baciloscopia diagnéstico / N° de SR investigados x | 2.5%
100
5 Porcentaje de casos diagnosticados por | N° de personas diagnosticados por 4.5%
baciloscopia entre los SR baciloscopia / N° de SR investigados °
N° de muestras de diagnéstico
6 Proporcién de muestras deficientes | deficientes No debe superar el 20%
entre las baciloscopias de diagnostico | (Salivas) / Total de muestras P *
procesadas para diagndstico
) . Tiempo entre la recepcién de la muestra
Tiempo de respuesta del laboratorio ; )
7 en el laboratorio y el informe del
resultado

En aquellos lugares en que se haga el reemplazo de la baciloscopia por prueba molecular para
diagndstico, solo se monitorea el indicador numero 3, relacionado con el control de tratamiento.

3.5. Control de calidad externo (CCE)

El decreto 2323 de 2006 en el capitulo uno de disposiciones generales, articulo tres define la Red
Nacional de Laboratorios como un sistema técnico gerencial cuyo objeto es la integracion funcional
de los LNR, LSP, LC, otros laboratorios, y servicios de toma de muestras y microscopia, para el
desarrollo de actividades de vigilancia en Salud Publica, prestacion de servicios, gestién de la calidad
e investigacion; en este documento se citan las competencias de los LNR de acuerdo a su nivel de
accion en los eventos de interés en Salud Publica, por esto, los laboratorios que realicen pruebas
moleculares para el diagndstico de tuberculosis y farmacorresistencia deben participar en los
Programas de Evaluacion Externa del Desempefio, éstos son obligatorios y buscan garantizar la
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calidad del proceso asi como la referencia entre los diferentes niveles de la red, no tienen ningin
costo y el valor agregado es el reconocimiento a nivel nacional de los procesos de cada institucion
en el diagnéstico de tuberculosis. Estos datos el LNR lo reporta a la OMS para el informe mundial
de tuberculosis indicando el nimero de laboratorios que ofertan estas pruebas, la eficiencia en la
evaluacion de resistencia para isoniacida y rifampicina y el porcentaje de cobertura del control de
calidad externo (21).

El LNR realiza esta actividad anualmente, el programa recibe el nombre de Programa de Ensayos

de Aptitud de Micobacterias

‘PREAM”, el

Lineamiento se encuentra disponible en:

http://www.ins.gov.co/TyS/programas-de-calidad/programas-directos/pream (Ver Tabla 10).

Tabla 10. Programas de Ensayos de Aptitud de Micobacterias “PREAM”

Metodologia de Laboratorio Laboratorio Tipo de s
Prueba ” L Periodicidad
evaluacion evaluador evaluado evaluacion
EEDI de la lectura de la ] . . Depende de los
; . Envio de baciloscopias . resultados,
baciloscopia de ) X Indirecta b
. de la rutina de trabajo minimo una vez al
tuberculosis afio
LSP Lc Depende de los
EEDD de la lectura de | Lectura directa de un P
; . L . resultados,
la  baciloscopia de | panel de laminas de Directa b
. . minimo una vez al
tuberculosis referencia afio
EEDD de la lectura de | Lectura directa de un
la  baciloscopia de | panel de laminas de | INS LSP Directa Anual
tuberculosis referencia
EEDD de Pruebas de
Sensibilidad de ]
) Envio de un panel de
complejo cepas de referencia
Mycobacterium e | LNR LSP-LC Directa Anual
. Incluye la identificacion
tuberculosis a los d i
by e especie
armacos
antituberculosis

En el momento el LNR de micobacterias no ha definido un control de calidad externo para los
laboratorios que realizan la tincion de auramina — rodamina, se recomienda a los LSP que tienen
laboratorios con esta tecnologia que realicen el seguimiento de indicadores de rendimiento, y
trazabilidad en los reactivos e insumos utilizados, mediante una visita asistencia técnica anual.
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4. VIGILANCIA DE LOS AGENTES INFECCIOSOS

4.1. Vigilancia de la farmacorresistencia

El LNR realiza vigilancia de la resistencia a los farmacos antituberculosis en el pais, mediante la
recepcion de la informacion de los laboratorios de la red que ofertan estas técnicas, mediante dos
mecanismos:

» Semanalmente los LC de la red que realizan pruebas de sensibilidad, envian los reportes de los
casos que presentan resistencia a los farmacos antituberculosis isoniacida y/o rifampicina,
quinolonas e inyectables al LNR a través de su LSP correspondiente. Con esta informacion el
LNR hace seguimiento a la recepcién del cultivo para vigilancia a farmacos de segunda linea.

» Mensualmente los LC de la red que realizan pruebas de sensibilidad, envian el “Libro de
laboratorio de actividades de bacteriologia de tuberculosis” establecido por el LNR, donde se
registran todas las actividades de diagnéstico de tuberculosis, a su LSP correspondiente, quien
de forma regular cruzara la informacion de casos diagnosticados con los referentes de Sivigila y
Programa a nivel territorial.

4.2. Indicadores bacteriolégicos

Cada LC de la red nacional debe monitorear los indicadores de desempefio de las metodologias
realizadas, que permitan monitorear las actividades de diagndstico por pruebas moleculares, cultivo
y baciloscopia, para esto deben diligenciar el “Libro de laboratorio de actividades de bacteriologia
de tuberculosis” establecido por el LNR. Este archivo mensualmente debe ser enviado al LSP
correspondiente para su monitoreo y si los LSP lo definen enviar los indicadores de rendimiento de
las pruebas implementadas por cada laboratorio.

En el afio 2016 la OMS emiti6 un documento el cual define los doce indicadores y metas para el
fortalecimiento de los laboratorios de tuberculosis, los cuales seran monitoreados en los paises con
el objetivo es detectar la tuberculosis con precision y rapidez, usando nuevos métodos diagnosticos
y proporcionando el acceso universal a pruebas de sensibilidad con calidad a todos los afectados
por esta enfermedad (22) (Tabla 12):

Para ampliar informacién acerca de este documento ver:

Framework of indicators and targets for laboratory strengthening under the end TB strategy,
disponible en: https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/250307/9789241511438-
eng.pdf:jsessionid=5D2EF5EB87A406FCF3CF7BE7CBCC1ED1?sequence=1
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5. ESTRUCTURA Y FUNCIONES DE LA RED NACIONAL DE LABORATORIOS (RNL) PARA

EL EVENTO

El LNR de Micobacterias es el encargado de dirigir y coordinar la RNL, sigue las recomendaciones
de OMS/OPS que se emiten a través de politicas y lineamientos, sus actividades como coordinador
se establecen en el decreto 2323 de 2006, en el cual se define la estructura de la RNL vy
competencias de cada uno de los integrantes (21).

5.1.

Funciones del LNR

Segun el decreto 780 de 2016:

>

A\

vV VYV V

Asesorar y apoyar técnicamente al Ministerio de Salud y Proteccion Social en la formulacién de
politicas, normas y directrices relacionadas con la Red Nacional de Laboratorios, de acuerdo con
las competencias a su cargo.

Ejecutar las politicas, programas, planes y proyectos definidos por el Ministerio de Salud y
Proteccion Social para la Red Nacional de Laboratorios.

Mantener actualizado el diagnéstico organizacional y de capacidad de oferta de la Red Nacional
de Laboratorios.

Realizar alianzas estratégicas con entidades del orden nacional e internacional, que permitan
fortalecer la Red Nacional de Laboratorios del pais.

Implementar el sistema de gestion adoptado por el Ministerio de Salud y Proteccién Social para
el funcionamiento de la Red Nacional de Laboratorios.

Desarrollar las acciones que garanticen la eficiente operacion del Sistema de Vigilancia en Salud
Publica acorde con los lineamientos que defina el Ministerio de Salud y Proteccién Social en
relaciéon con el componente de laboratorio.

Disefiar e implementar el Sistema de Informacion para la Red Nacional de Laboratorios de
acuerdo con los lineamientos del Ministerio de Salud y Proteccién Social. Se establecié la
herramienta “Libro de laboratorio de actividades de bacteriologia de tuberculosis” que permite
consolidar y monitorear las actividades realizadas por los laboratorios de la red.

Disefiar, validar e implementar un sistema de monitoreo y evaluacion que garantice un control
eficiente y eficaz de la gestion de la Red Nacional de Laboratorios acorde con los lineamientos
del Ministerio de Salud y Proteccién Social.

Realizar segun sus competencias, las pruebas de laboratorio de alta complejidad para la
vigilancia en salud publica, asi como las pruebas para la vigilancia y control sanitario. En la
actualidad se realiza vigilancia de la resistencia del complejo M. tuberculosis a farmacos
antituberculosis e identificacion de micobacterias no tuberculosas.

Apoyar al Ministerio de Salud y Proteccion Social en el desarrollo de las politicas de vigilancia e
investigacién de los efectos en salud asociados a las actividades de otros sectores, en tanto
estas puedan afectar la salud humana.

Propender por el cumplimiento de estandares de calidad tendientes a la acreditacién de sus
procesos técnicos, cientificos y administrativos.

Vigilar la calidad de los examenes de laboratorio de interés en salud publica desarrollados por
los laboratorios de salud publica departamentales y del Distrito Capital. Se tiene establecido el
Programa de Ensayos de Aptitud de Micobacterias “PREAM”, mediante el cual se realiza la
Evaluacion Externa del Desempefio Directa de la lectura de la Baciloscopia de tuberculosis a los
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5.2.

LSP del pais y de las pruebas de sensibilidad del complejo Mycobacterium tuberculosis a los
farmacos antituberculosis a LSP e instituciones publicas y privadas que realicen pruebas por
métodos moleculares y/o convencionales.

Participar en programas de evaluacién externa del desempefio con instituciones nacionales e
internacionales.

Aplicar las normas de bioseguridad en los procedimientos de laboratorio incluyendo la remision,
transporte y conservacion de muestras e insumos, asi como establecer el plan integral de gestion
para el manejo de residuos, de acuerdo con la normatividad vigente.

Apoyar y promover la realizacion de investigaciones en salud y en biomedicina segin las
necesidades del pais y directrices dadas por el Ministerio de Salud y Proteccién Social.
Proponer y divulgar las normas cientificas y técnicas que sean aplicables para el fortalecimiento
de la Red.

Promover y realizar actividades de capacitacion en temas de laboratorio que fortalezcan la
gestién de la Red Nacional de Laboratorios prioritariamente para las instituciones del sector
publico.

Desarrollar, aplicar y transferir ciencia y tecnologia en las areas de su competencia.

Prestar asesoria y asistencia técnica a los laboratorios de salud publica en aspectos
relacionados con sus competencias.

Funciones del LSP

Segun el decreto 780 de 2016 y la resolucién 1646 de 2018:

>

Enviar al LNR (Grupo de Micobacterias) del INS de cultivos para: Control de calidad de pruebas
de Sensibilidad de complejo Mycobacterium tuberculosis a los Farmacos Antituberculosis en los
aislados que han sido reportados como resistentes en la red de laboratorios.

Desarrollar los procesos encaminados a su integracion funcional a la Red de Laboratorios y al
cumplimiento de sus funciones de manera coordinada y articulada con las instancias técnicas de
la direccion territorial de salud afines con sus competencias.

Realizar examenes de laboratorio de interés en salud publica en apoyo a la vigilancia de los
eventos de importancia en salud publica, vigilancia y control sanitario. En los LSP que tienen la
infraestructura y capacidad técnica, realizar vigilancia de la resistencia del complejo M.
tuberculosis a los farmacos antituberculosis e identificacion de micobacterias no tuberculosas.
Adoptar e implementar el sistema de informaciéon para la Red Nacional de Laboratorios
establecido por el nivel nacional en los temas de su competencia. Para este caso es el “Libro de
laboratorio de actividades de bacteriologia de tuberculosis”.

Adoptar e implementar en su jurisdiccion el sistema de monitoreo y evaluacion de la Red
Nacional de Laboratorios acorde con los lineamientos del Ministerio de Salud y Proteccion Social.
Recopilar, procesar, analizar y difundir oportunamente datos y resultados de los andlisis de
laboratorio de interés en salud publica, con el fin de apoyar la toma de decisiones para la
vigilancia y control sanitario.

Implementar el sistema de gestidn de la calidad para garantizar la oportunidad, confiabilidad y
veracidad de los procedimientos desarrollados.

Participar en los programas nacionales de evaluacion externa del desempefio acorde con los
lineamientos establecidos por los laboratorios nacionales de referencia, que para el caso de
micobacterias es el PREAM.

Vigilar la calidad de los examenes de laboratorio de interés en salud publica desarrollados por
los laboratorios del area de influencia. Los LSP realizan control de calidad de la baciloscopia de
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tuberculosis a su red de laboratorios mediante la Evaluacion Externa del Desempefio Directa e
Indirecta de la lectura de la baciloscopia de tuberculosis, de acuerdo al lineamiento PREAM.

» Implementar los programas de bioseguridad y manejo de residuos, de acuerdo con la
normatividad nacional vigente.

» Cumplir con los estandares de calidad y bioseguridad definidos para la remisién, transporte y
conservacion de muestras e insumos para la realizacién de pruebas de laboratorio.

5.3. Funciones de los laboratorios publicos y privados o referentes para el evento en el
nivel municipal y/o local segun corresponda.

Segun el decreto 780 de 2016:

» Desarrollar la gestidn para su integracion funcional a la Red Nacional de Laboratorios.

» Apoyar a la entidad territorial en la realizacién de pruebas de laboratorio, segun su capacidad y
area de especializacién, en caso de emergencia sanitaria o cuando en el territorio no exista otra
entidad estatal que pueda suplir la necesidad inmediata o de fuerza mayor.

» Adoptar las directrices nacionales y territoriales que permitan su articulacién al Sistema de
Vigilancia en Salud Publica y su participacién en el sistema de informacion para la Red Nacional
de Laboratorios. El sistema de informacién establecido por el LNR para este evento es el “Libro
de laboratorio de actividades de bacteriologia de tuberculosis”, que permite realizar triangulacion
de la informacion con Sivigila y el programa de tuberculosis, adicionalmente hacer seguimiento
a indicadores, este archivo y los indicadores deben ser enviados al LSP.

» Informar de manera obligatoria y oportuna a la Direccion Local de Salud, los datos y resultados
de pruebas de laboratorio de interés en salud publica a los interesados para la toma de
decisiones. Los LC que realicen diagnoéstico de farmacorresistencia deben enviar los reportes de
los casos que presenten resistencia a los farmacos antituberculosis isoniacida y/o rifampicina,
quinolonas e inyectables al LNR a través de su LSP correspondiente.

» Implementar un sistema de gestion de la calidad y participar en los programas de evaluacion
externa del desempefio, para el evento de tuberculosis es el PREAM

» Aplicar las normas de bioseguridad y manejo de residuos, de acuerdo con la normatividad
nacional vigente.

» Cumplir con los estandares de calidad y bioseguridad definidos para la remisién, transporte y
conservacion de muestras e insumos para la realizacion de pruebas de laboratorio.

» Prestar los servicios de recepcidn y/o toma de muestra, conservacién, transporte,
procesamiento, analisis e informe de resultados de laboratorio de manera oportuna, eficiente y
confiable.

» Participar en el sistema de referencia y contrarreferencia de muestras bioldgicas, ambientales e
insumos de acuerdo con los lineamientos nacionales y territoriales. Para el evento tuberculosis
se debe hacer la remision de muestras y/o aislamientos con el “Formato unico de vigilancia de
las Micobacterias” al LSP acorde con los lineamientos del LNR y el MSPS para el diagnéstico de
tuberculosis y farmacorresistencia.

Segun la resolucion 1646 de 2018:

» Realizar los ensayos establecidos en la clasificacién Gnica de procedimientos en salud — CUPS
para diagnostico, seguimiento, pruebas de resistencia de acuerdo a los lineamientos nacionales
del programa de prevencion y control de tuberculosis: baciloscopia, cultivo, pruebas moleculares.
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Anexo 1. Recoleccién de muestras para diagnostico de tuberculosis pulmonar

Muestra

Recipiente

Recoleccion

Numero de muestras y
volumen requerido

Conservacion

Prueba a realizar

Esputo

Recipiente de boca ancha,
alrededor de 5 cm de

iametro, para que el
sintomatico respiratoric
pueda expectorar, dentro del
envase.

Cierre hermeético con tapa
rosca para disminuir el
riesgo de derrame de la
muestra durante el

Esputo Inducido

transporte y la produccién
de aerosocles al abrir el
envase en el laboratorio

Capacidad de 30 a 50 ml,
de material plastico
desechable, transparente y
resistente, para visualizar la
cantidad y calidad de la
muestra

Paredes faciles de rotular
que permitan ser
identificadas con los datos
del paciente

Recolectar la muestra en un sitic ventilade que ofrezca
privacidad.

Las muestras deben ser recolectadas asi: la primera en el
momento de la deteccién del SR, la segunda al dia siguiente
el primer esputo de la mafiana y la tercera en el momento de
la entrega de la segunda muestra

A los pacientes que viven en areas de dificil acceso, las
muestras se pueden recoger el mismo dia con intervalo
minimo de 30 minutes

Se deben tomar tres muestras.

La persona debe expectorar
varias veces en el recipiente
para lograr obtener un buen
volumen y una cantidad
representativa 2 - 5 mililitros de
muestra

Idealmente se debe
procesar inmediatamente,
en caso de que esto no sea
posible se puede conservar
de 2-8 °C protegidas de la
luz directa hasta por tres
dias.

Segun grupo de
riesgo definido en el
algoritmo
diagndstico hacer
prueba molecular y
cultivo o
baciloscopia y
cultivo

El procedimiento se debe realizar en un sitio de toma con
buena ventilacién por personal entrenado para esto, que use
respiradores N 95 — N 100.

« Nebulice al paciente durante 15 minutos con sclucién
fisioldgica, a temperatura ambiente (no superior a la
corperal).

= Acueste al paciente boca abajo, con una almohada debajo
del térax y la cabeza saliendo de la camilla, masajee con
técnicas de terapia respiratoria, para facilitar la expulsion de
la expectoracién.

- Se puede repetir el proceso hasta tres veces

« Succione las secreciones con un aspirador manual o
mecanico

- Recoclecte la primera expectoracion producida.

= Entregar un segundo frasco para que la persona recoja las
secreciones producidas en las 24 horas siguientes.

Se deben obtener tres
muestras seriadas en dias
consecutivos, con el fin de
aumentar la posibilidad
diagnéstica.

La muestra de esputo
inducido se debe procesar
inmediatamente.

En caso contrario, ésta
puede ser conservada a 2-
8°C hasta por 3 dias,
protegidas de la luz directa

Lavado Gastrico

Mismo recipiente que para
esputo

El procedimiento se debe realizar en un sitio de toma con
buena ventilacién por personal entrenado para esto, que use
respiradores N 95 — N 100)

« Hospitalice a la persona de 24 a 72 horas.

« Introduzca una sonda nasogastrica segun la edad del
paciente, la noche anterior al procedimiento, fije y marque el
punto de fijacién.

= Antes que el paciente despierte (para que no inicie
peristaltismo), aspire con jeringa el contenido gastrico (3-5-
ml)

- Deposite el aspirade en el frasco, que contiene FTS al 10%
(proporcién de 2 ml FTS por cada 10 ml de muestra), para
permitir la neutralizacién del pH acido del contenido gastrico,
pues afecta la viakilidad de las micobkacterias.

- Sino se cuenta con FTS, adicionar igual volumen de
solucién de bicarbonato de sodio al 8% a la muestra
recolectada

* Inyecte 50 ml de agua destilada estéril y aspire
nuevamente; coloque el aspirado en el mismo recipiente, la
cantidad minima recuperada debe ser de 20 ml

+ Cuando la muestra se reciba en el laboratoric se debe

verificar gue el pH sea neutro.

Se debe obtener al menos dos
muestras seriadas durante dias
consecutivos, con el fin de
aumentar la posibilidad
diagndstica.

La muestra se debe
procesar inmediatamente.

En caso contrario, ésta
puede ser conservada a 2-
8°C hasta por 24 heoras,
protegidas de la luz directa

Prueba molecular y
cultivo en medio
liquido
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Anexo 1. Recoleccién de muestras para diagnostico de tuberculosis pulmonar

Muestra

Recipiente

Recoleccion

Numero de muestras y
volumen requerido

Conservacion

Prueba a realizar

Lavado Bronquial (1)

Tubo de centrifuga, plastico
y estéril de 50 mililitros y con
cierre hermético.

El procedimiento se debe realizar en un sitio de toma con
buena ventilacién por personal entrenado para esto, que use
respiradores N 95 — N 100).

+ Utilice xilocaina en aerosol en la regién faringea sin instilar
en el arbol bronquial debido a que esto afecta la viabilidad de
las micobacterias.

« Instile a través del fibrobroncoscopio suero fisiolégico (en
general entre 120 y 200 ml) a nivel de un segmento o
subsegmento pulmonar. (El liquido para el lavado se instila
en alicuotas de 20 a 50 ml con una jeringa).

+ Luego de cada instilacion, inmediatamente realice una
aspiracion manual mediante la propia jeringa o bien con
aspiracion mecanica suave (con una presion de 5 cm. de
agua), modificable en cada enfermo para conseguir la
maxima cantidad de fluido instilado sin que colapse
excesivamente la via aérea y provoque su fusién
hemorragica submucosa.

« El liquido recuperado (alrededor de un 40-50% del
volumen instilado) suele ser traslicido u opalescente
dependiendo de la cantidad de material celular y no celular
en suspension.

+ En los casos de hemorragia alveolar difusa, es tipico el
aspecto sonrosado o marronaceo. mas intenso en las

Tomar una muestra del lavado
o cepillade broncoalveolar

Se debe procesar
inmediatamente debido a
que el anestésico utilizado
para la toma de la muestra
afecta la viabilidad de las
micobacterias y protegida
de la luz directa

Biopsia pulmonar

Recipiente estéril con tapa
de cierre hermético que
contenga solucién salina
estéril o agua destilada
estéril fresca

Las biopsias deben ser tomadas por médico especialista

No aplica

La biopsia debe ser
conservada de 2-8°C y
transportada en solucion
salina estéril o agua
destilada estéril fresca,
protegida de la luz directa.

Prueba molecular y
cultivo en medio
liquido

(1) Antes de hacer este procedimiento, en lo posible tomar baciloscopias de al menos dos muestras expontaneas para intentar detectar el bacilo de manera no invasiva.
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Anexo 2. Recoleccién de muestras para diagnostico de tuberculosis extrapulmonar
Muestra Recipiente Recoleccion Numero de muestras y Conservacion Prueba a realizar

volumen requerido

Liquido cefalorraquideo (1)

Estéril, plastico y tapa rosca.

La obtencién de esta muestra esta reservada a personal
médico.

Liquidos estériles (1)

pleural, pericardico, ascitico

y sinovial.

Esteéril, plastico y tapa rosca.

* Recolecte la totalidad del liquido extraido utilizando jeringa.
+ Agregar dos gotas de citrate de sodio al 10% u oxalato de
potasio al 10% por cada 10 ml de muestra.

» Se puede utilizar jeringa heparinizada siempre y cuando no
se vaya a procesar la muestra para determinacién de
adenosina deaminasa.

El nimero de muestras es
variable, depende de lo que el
meédico considere necesario.

La cantidad de muestra ideal
de 5a 10 ml

Procese inmediatamente, de lo
contrario consérvela de 2-8°C
por no mas de 4 horas,
protegida de la luz directa.

Prueba molecular y cultivo
en medie liquido

Biopsias de érganos o
tejidos diferentes al pulmén

()

Estéril con tapa de cierre
hermético que contenga
solucion salina estéril o agua
destilada estéril fresca.

La obtencién de esta muestra esta reservada a personal
médico.

Secreciones

Tubo con escobillones
estériles

La secrecion de piel debe ser tomada preferiblemente por el
bacteridlogo, en el laboraterio de la siguiente forma:

«» Lave profusamente la lesién con agua destilada estéril o
solucion salina estéril.

+ Presione la lesion con el fin de obtener material purulento y
recéjalo con varios escobillones estériles humedecidos
previamente con solucidn fisiolégica estéril o agua destilada
estéril.

Aspirado ganglionar

Estéril, plastico y taparrosca.

La obtencién de esta muestra esta reservada a personal
médico.

El nimero de muestras es
variable, depende de lo que el
medico considere necesario.

La biopsia debe ser
conservada de 2-8°C y
transportada en un envase
estéril que contenga 1 0 2 ml
de solucion salina o agua
destilada estéril fresca.
Procesar inmediatamente.

Procesar inmediatamente

El aspirado ganglionar se debe
enviar al laboratorio en un tubo
plastico taparrosca, en lo
posible debe ser procesado
inmediatamente, de lo contrario
hasta maximo 4 horas a una
temperatura de 2-8°C
protegido de la luz directa y
evitando que se pueda
derramar.

Prueba molecular y cultivo
en medie liquido
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Anexo 2. Recoleccidon de muestras para diagnéstico de tuberculosis extrapulmonar
- . Namero de muestras . .
Muestra Recipiente Recoleccion y Conservacion Prueba a realizar

volumen requerido

Recipiente de boca ancha con tapa

Recolecte a totalidad de la primera miccién de la mafiana y entregue al

Minimo 3 y maximo 6 muestras en dias

Procesar inmediatamente o antes de 4
horas a una temperatura de 2-8°C

sangre a un tubo plastico estéril, tapa rosca, de cierre hermético. También se

puede utilizar tubo venojet heparinizado.

venosa en dias consecutivos.

Orina de cierre hermético y de capacidad . consecutivos, la cantidad debe ser de " . Cuttivo
o laboratorio la muestra durante dias consecutivos. - protegido de la luz directa y evitando que
de 100 mililitros. minimo 50mL
se pueda derramar.
Recolecte sangre venosa.
Sangre Jeringa o tubo venojet heparinizado.  |Se puede realizar utilizando jeringas con heparina (no usar EDTA) y transferir la|Dos muestras de 10 ml de sangre Procesar inmediatamente. Cutiivo

NOTA: Para la toma de muestras tenga en cuenta los lineamientos descritos en

la Resolucién

https://www.minsalud.gov.co/Normatividad Nuevo/Resoluci%C3%B3n%20N0.%20227%20de%202020.pdf

227 de 2020,

disponibles en
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ANEXO 3. Formato Unico de Vigilancia de las Micobacterias
Informacion General
Entidad solicitante Departamento/Distrito Fecha de recepcién de la muestra o el aislamiento LNR - INS
Datos de Identificacién del Paciente
Nombres y apellidos
N° de Identificacion Tipo de identificacisn cc 1 NP n ] ce[ | ea[_ ] msi[ | asi[ | Sexo
Fecha de nacimiento Edad l:l Dias” Meses™ Afos Ocupacion
Municipio de residencia Telefono
Direccion residencia
Condicién de Ingreso al Programa
Nuevo |:| Previamente tratado |:| Fecha de inicio de tratamiento | |
Condicién de Ingreso Previ Tratado
Sospecha de Fracaso (Baciloscopia positiva al 2° mes de tratamiento) [ | Fracaso 1 Pérdida al seguimiento 1 Recaida [ Oftros antes tratados ]

Factores de Riesgo Asociados

Privado de la libertad
Ambito escolar
Personal de la salud
Albergues geriatricos
oftro

Contacto de persona con TB resistente

Caso TB en frontera Persona que convive con VIH

Diabetes Desnutricion

Embarazo
Indigena

a0

Habitante de calle Enfermedad pulmonar obstructiva crénica

U

Persona que fallecié con TB

Contacto de paciente que fallece con TB

Fuerzas militares y de Policia

Migrante

ot

Mencione cual |

JUOO00

Nombre completo y nimero de documento de identificacion del contacto ‘

Informacién del Laboratorio™*

Tipo de Muestra

Resultados de (-)
Baciloscopia

J

Waarsison<o [ “
bacilos

Cultiva Medio Sdlido

Numero colonias
si son < 20 colonias

| (+)

| Medio Liquida

(++) | | (+++)

Numero original Fecha de Siembra Fecha de resultado Resultado ZN de cultivo

Resultado de la identificacion

(+)

© |

Observaciones:

IPS. Institucion Prestadora de Servicios de salud
CC. Cédula de Ciudadania
NUIP. Namero Unico de Identificacion Personal

(*) (**) Para los menores de 1 afio, registre la edad en dias o meses segln coresponda

LSP. Laboratorio de Salud Publica
CE. Cédula de Extranjeria
3l Sin Identificacion

(***) En caso de tener resultados de pruebas de sensibilidad o identificacion, anexe estos resultados

TB Tuberculosis

LNR. Laboratorio Nacional de Referencia
Tl Tarjeta de Identidad

ROM. Poblacion de gitanos Romani
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ANEXO 4. Indicaciones para latoma de muestra de esputo

Solicitar al paciente una buena muestra de esputo utilizando el término que la persona utiliza
(gargajo, del fondo del pecho, desgarro, flema, etc.), instruyendo con lenguaje simple y comprensible,
dando las siguientes indicaciones:

» Recoja la muestra en un lugar bien ventilado con acceso preferiblemente de la luz solar. Los
lugares cerrados o muy concurridos como laboratorios, consultorios médicos, salas de espera o
bafios no son adecuados para esto.

» Inspire profundamente llenando sus pulmones de aire tanto como sea posible.

» Retenga el aire un momento.

» Expulse el esputo con un esfuerzo de tos, tratando de arrastrar las secreciones del pulmén.

» Recoja el esputo producido dentro del envase, sin ensuciar sus manos ni las paredes externas
del frasco.

» Repita esta operacion otras dos veces colocando todas las secreciones en el mismo frasco.

» Limpiar el exterior del envase y lavar las manos con agua corriente y jabon.

Evaluacion de la calidad macroscépica de la muestra espontanea de esputo

La muestra de esputo mucopurulenta proveniente de arbol bronquial, es la que asegura mayor
probabilidad de que se puedan evidenciar las micobacterias. Una buena muestra tiene
aproximadamente 2 a 5 mL, es generalmente espesa y mucoide. Puede ser fluida con particulas de
material purulento. El color es variable (blanco, amarillento y hasta verdoso) siendo a veces
sanguinolenta.

Tipos de muestras

Mucopurulenta Sanguinolenta Mucosa Saliva

Fuente: Laboratory Diagnosis of Tuberculosis Sputum Microscopy, Global Laboratory
Initiative, 2013.

Las secreciones nasales, faringeas o la saliva no son buenas muestras para investigar tuberculosis,
sin embargo, es conveniente examinarlas pues existe alguna probabilidad de hallar bacilos, debido
a que las muestras contienen parte de la expectoracién y por ende bacilos expulsados por la tos
que quedan en la boca, nariz o faringe.
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ANEXO 5. Preparacién de reactivos
Colorantes de Ziehl Neelsen

Fucsina béasica fenicada 0,3%

Reactivo Cantidad
Fucsina basica (*) 3g
Etanol 95° 100 ml

Cristales de Fenol (**) 50g
Agua destilada c.s.p. 1000 ml

(*) Minimo contenido de colorante puro activo 85%. Si el contenido declarado fuera menor de éste
se debe hacer la correccién de la pesada (ver precauciones con los colorantes en las fichas de
seguridad), si figura 85% o més, no es necesaria la correccién de pesada.

(**) Los cristales de fenol deben ser incoloros, estos son corrosivos, toxicos y pueden causar
gquemaduras; evite el contacto con la piel y las mucosas; prepare en ambiente bien ventilado.

» En un Erlenmeyer de 1 litro, disolver 50 g de cristales de fenol en 100 ml de etanol.
Adicionarle los 3 g de fucsina basica, mezclando bien hasta disolver.

Agregar el agua destilada hasta completar un litro. Guardar la solucién en frasco color ambar,
con buen cierre.

Rotular con el nombre del reactivo y con las fechas de preparacion y vencimiento.
Almacenar a temperatura ambiente, al abrigo de la luz durante no mas de 12 meses.

Filtrar al momento de usarla.

VVV V¥V

Solucion decolorante

Agregar siempre el acido al etanol, suavemente, y no al revés ya que podrian provocarse
salpicaduras por la intensa generacién de calor que se produce cuando se invierte este proceso.

Reactivo Cantidad
Acido clorhidrico | 30 ml
Etanol 95° 970 ml

» Rotular la botella color ambar con el nombre del reactivo y con las fechas de preparacién y
vencimiento.

» Almacenar a temperatura ambiente por no mas de 12 meses.

» Donde sea dificil adquirir alcohol, puede utilizarse la siguiente solucién decolorante a base
de acido sulftrico:

Reactivo Cantidad
Acido sulfurico concentrado 250 ml
Agua destilada 750 ml
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» Agregar el &cido al agua, lentamente, agitando suavemente. Rotular la botella color &mbar
con el nombre del reactivo y con las fechas de preparacion y vencimiento.
» Almacenar a temperatura ambiente por no mas de 12 meses.

Azul de metileno 0,1%

Reactivo Cantidad
Cloruro de azul de metileno 19
Agua destilada 1000 ml

Disolver el azul de metileno en el agua agitando suavemente.

Guardar la solucién resultante en una botella color ambar.

Rotular la botella con el nombre del reactivo y con las fechas de preparacién y vencimiento.
Almacenar a temperatura ambiente en un armario por no mas de 12 meses.

Filtrar antes de usar.

YVVYY

Colorantes de fluorescencia
Auramina-O
Soluciéon 1 (Auramina-O 1%)

Manipular la auramina con guantes. Es cancerigena y debe evitarse todo contacto directo con el
polvo o la solucién.

Reactivo | Cantidad
Auramina-O 109
Etanol 95° 1000 ml

» Disolver el polvo de auramina-O en etanol. Es preferible utilizar agitador magnético; de no
contarse con él, dejar la Auramina-O en etanol de un dia para otro.

» Rotular la botella con el nombre del reactivo y con las fechas de preparacién y vencimiento.
Esta solucion es estable por 12 meses guardada en frasco color caramelo al abrigo de la

luz.
Solucion 2
Reactivo Cantidad
Cristales de fenol (*) 30g
Agua destilada 900 ml

(*) Los cristales de fenol deben ser incoloros. Los cristales de fenol son corrosivos, téxicos y pueden
causar quemaduras; evite el contacto con la piel y las mucosas; prepare en ambiente bien ventilado.

> Disolver los cristales de fenol en el agua.

> Rotular la botella con el nombre del reactivo y con las fechas de preparacidn y vencimiento.
Esta solucion es estable por 12 meses guardada en frasco color caramelo al abrigo de la
luz.
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Solucion de trabajo: Auramina-O 0,1%

En una botella color caramelo colocar 50 ml de solucién 1 y 450 ml de la solucion 2.

Ajustar la tapa del frasco.

Mezclar bien y dejar reposar de un dia para otro.

La Auramina-O recientemente preparada tiene un color intenso amarillo oro. Si el colorante
resulta palido, debe ser descartado.

Rotular con el nombre del reactivo y las fechas de preparacion y vencimiento. Almacenar a
temperatura ambiente, alejado del calor y protegido de la luz, no mas de un mes.

Filtrar la Auramina cuando se aplica sobre los extendidos o cuando se carga la canasta de
coloracion durante el proceso de tincion de las ldminas.

vV V VVVY

Solucién decolorante

Reactivo Cantidad
Acido clorhidrico 5ml
Etanol c.s.p. 1000 ml
» Agregar siempre el acido al alcohol, suavemente, y no al revés porque la temperatura de la
solucién aumenta explosivamente.
» Colocar en botella color caramelo, rotular la botella con el nhombre del reactivo y con las
fechas de preparacion y vencimiento.
» Almacenar a temperatura ambiente por no mas de 12 meses.
» Donde sea dificil adquirir alcohol, puede emplearse la siguiente solucién decolorante.
Reactivo Cantidad
Acido clorhidrico | 10 ml
Etanol 100 ml
Agua destilada 890 ml
» Cuidadosamente agregar el alcohol sobre el agua destilada.
» Cuidadosamente adicionar el acido a la solucioén de etanol al 10% en agua.
» Colocar en botella color &mbar, rotular la botella con el nombre del reactivo y con las fechas

de preparacion y vencimiento.
» Almacenar a temperatura ambiente por no mas de 12 meses.

Colorantes de contraste

Pueden usarse solucion 0,5% de permanganato de potasio o solucion 0,3% de azul de metileno. La
eleccion depende del tipo de microscopio empleado. En algunos sistemas, el permanganato produce
un fondo muy oscuro que dificulta el mantenimiento de foco durante la lectura; en estos casos se
aconseja emplear el azul de metileno, aun cuando el contraste es menor.
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Solucion de Permanganato de potasio 0,5%

Reactivo Cantidad
Permanganato de potasio 5¢g
Agua destilada 1000 ml

Colocar el permanganato de potasio en el interior de un Erlenmeyer de 2 litros de capacidad
conteniendo 500 ml agua destilada.

Agitar hasta disolver.

Agregar los restantes 500 ml de agua y agitar.

Guardar en una botella color &mbar bien tapada. Rotular con el nombre y las fechas de
reparacion y vencimiento.

Almacenar a temperatura ambiente no mas de 12 meses.

La solucién debe ser color purpura. Si se transforma en rojiza significa que el permanganato
se ha oxidado y debe ser descartada.

YV VVV V¥V

Solucion de azul de metileno 0,3%

Reactivo Cantidad
Azul de metileno 3g
Agua destilada 1000 ml

Colocar el azul de metileno en el interior de un Erlenmeyer de 2 litros de capacidad
conteniendo 500 ml agua destilada

Agitar hasta disolver.

Agregar los restantes 500 ml de agua y agitar.

Guardar en una botella color ambar bien tapada. Rotular con el nombre y las fechas de
preparacion y vencimiento.

Almacenar a temperatura ambiente no mas de 12 meses.

YV VVV VY

Soluciones descontaminates

Para hacer la preparacion de éstas soluciones se deben utilizar guantes debido a que los reactivos
utilizados pueden causar quemaduras, irritar los ojos y/o la piel. En caso de contacto con la piel, lavar
inmediatamente con abundante agua.

Solucién NALC NaOH

Reactivo Cantidad
Hidréxido de sodio (NaOH) 209
Citrato trisédico (NasCeHs07*2H20) 145¢g
Agua destilada estéril 1000 ml

» Fraccionar en tubos, botellas o frascos conteniendo no mas de 50 ml cada uno. Esta cantidad
es adecuada para el procesamiento, en promedio, cerca de 12 muestras.

52 de 54

Av. Calle 26 No. 51- 20, Bogota, D.C., Colombia

Conmutador: (1) 220 7700 Ext. 1703-1704

correo electronico: contactenos@ins.gov.co

Pagina web: www.ins.gov.co 3
%

Linea gratuita nacional: 018000 113 400 % oGS



INSTITUTO A L5 salud
NACIONAL DE (5 Minsalud
SALUD es de todos
|
» Fraccionar en alicuotas menores si la cantidad de muestras a procesar en el dia es menor a
12

» Esterilizar las botellas en autoclave 15 minutos a 121°C.

» Rotular con el nombre del reactivo y fecha de preparacion.

» Guardar en refrigeracion.

» En el momento de uso agregar 0,25 g de N-acetil cisteina a cada 50 ml de solucion.

» Mezclar suavemente y utilizar

Buffer fosfato pH 6,8 M/15

Reactivo Cantidad

Solucion 1 | Fosfato disodico anhidro (HNa2POz) 9,46¢g
Agua destilada estéril 1000 ml

Solucion 2 | Fosfato monopotasico KH2PO4 9,08¢g
Agua destilada estéril 1000 ml

» Preparar la soluciéon 1 y 2, calentando ligeramente cada una por separado hasta lograr
completa disolucion de las sales.
» Mezclar igual volumen de la solucion 1y 2
» Controlar el pH 6,8
» Para procesar muestras, fraccionar el buffer asi preparado en botellas o frascos conteniendo
no mas de 200 ml cada uno. Esta cantidad es adecuada para el procesamiento de 12
muestras
» Esterilizar las botellas en autoclave 15 minutos a 121°C.
» Rotular con el nombre del buffer y fecha de preparacion.
» Guardar en refrigeracion
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ANEXO 6. Método de descontaminacién NALC NaOH

[ En un tubo de centrifuga de 50 mL ]

I

Adicione

X ml de esputo (no mas de 5 mL)
+

X mL de solucién NALC NaOH

Il

Ajustar las tapas de los tubos y agitar en vortex
Dejar actuar de 15 — 20 minutos

{

Agregar Buffer fosfato pH 6,8 hasta completar 50 mL y mezclar

|

Centrifugar 15 minutos a 3000g en
centrifuga refrigerada
Dejar reposar 5 minutos

|

Descartar el sobrenadante

{

Resuspender el sedimento con 1 mL de Buffer

Distribuir 0,5 ml en cada medio de cultivo
y hacer la baciloscopia con la dltima gota

Fuente: Manual para el Diagndéstico Bacteriolégico de la Tuberculosis, Parte Il cultivo.
Normas y guia técnica. 2008.
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