SECTOR SALUD
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD

N® 384 -2011-J-OPE/INS
RESOLUCION JEFATURAL

Lima, 21 de diciembre de 2011

VISTO:

El Informe N° 197-2011-DG-CNSP/INS de fecha 21 de diciembre de 2011del Centro Nacional de Salud
Plblica, que alcanza los Manuales de Control Externo de la Calidad de los Procedimientos; y

CONSIDERANDO:

9NAC1oe e, mediante Decreto Supremo N° 001-2003-SA, del 09 de enero del 2003, se aprueba el Reglamento

: deOrganizacion y Funciones del Instituto Nacional de Salud, el cual sefiala entre sus objetivos
gibnales, fortalecer la capacidad de diagnostico en el &mbito nacional para la prevencion y control de
iedgbs y dafios asociados a las enfermedades trasmisibles y no trasmisibles, asi como fortalecer el
,"?' de control de calidad de los alimentos, productos farmacéuticos y afines, como organismo de

*Jeferencia nacional;

=

;--—i—--r.
.s-"(::’\.c}e' -C.(:Nﬂ %,
4 A:\I_.- d“p&. l’t%’ o

Que, de acuerdo a lo establecido en el articulo 36° del mismo texto normativo, el Centro Nacional de
Salud Publica, es el drgano de linea del Instituto Nacional de Salud, encargado de normar, desarrollar,
- gvaluar y difundir de manera integral la investigacion en salud publica y las tecnologias apropiadas, para
( #{ <la prevencion y el control de las enfermedades transmisibles y no transmisibles, aportando criterios
\3 ! “L T nicos para la formulacion de politicas que orienten la atencién de salud en el area de su competencia;

! AT

X, ‘ .
“*?;*’?4 77" Que, el Cultivo constituye un importante método para el diagnéstico de Tuberculosis, dada su elevada
Biiess sensibilidad, y aplicacion en el monitoreo del tratamiento de tuberculosis multirresistente, en la prueba de
sensibilidad a los antibioticos e identificacion de especies de micobacterias;

Que, el Instituto Nacional de Salud, dado el incremento del nimero de laboratorios que realizan
aislamientos de micobacterias en la Red Nacional de Laboratorios de Tuberculosis y que preparan
medios de cultivo solidos, ha considerado necesaria la elaboracion de la presente norma para la
evaluacion externa de la calidad de los medios de cultivo utilizados en los Laboratorios de la Red;

] Que, es finalidad del presente Manual, estandarizar y dar a conocer en forma clara y definida los
\o Ly ~ procesos sobre control de calidad extemo de medios de cultivo para el diagnostico bacteriologico de la

i Tuberculosis; lo cual contribuira a incrementar los niveles de seguridad diagnéstica y de tratamiento de
s Ja Tuberculosis;

) ‘Que, mediante documento del Visto, el Centro Nacional de Salud Publica alcanza entre otros “Manual
para el Control de Calidad Externo de Medios de Cultivo para el Diagnostico Bacteriologico de la
Tuberculosis - V.01", para la aprobacion de esta jefatura institucional;



Estando a lo propuesto por el Centro Nacional de Salud Publica, con el visto bueno de la Sub Jefatura, de
la Oficina General de Asesoria Técnica y de la Oficina General de Asesoria Juridica, y;

En uso de las atribuciones establecidas en el literal h) del articulo 12° del Reglamento de Organizacién y
Funciones del Instituto Nacional de Salud aprobado por Decreto Supremo N° 001-2003-SA y en
concordancia con lo dispuesto en la Directiva N° 001-INS/OGAT-V.02 “Directiva para la Elaboracion,
Revision, Aprobacion, Difusion, Actualizacién y Control de los Documentos Normativos del Instituto
Nacional de Salud" aprobada mediante Resolucion Jefatural N° 310-2010-J-OPE/INS;

SE RESUELVE:

Articulo 1°.- Aprobar el “Manual para el Control de Calidad Externo de Medios de Cultivo para el
Diagnéstico Bacteriolégico de la Tuberculosis - V.01,

Articulo 2°- Encargar a los Directores Generales, dentro del ambito de su competencia, comunicar y
difundir entre el personal a su cargo la presente Resolucion.,

Articulo 3°- Encargar a la Oficina Ejecutiva de Organizacion, la difusion de la presente Resolucién en el
Portal de Normatividad Virtual,

A \7 ’ Registrese y comuniquese.
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1. INTRODUCCION

La importancia del cultivo como un método de mayor sensibilidad en el diagnéstico de
la tuberculosis pulmonar y extrapulmonar, en el monitoreo del tratamiento de
tuberculosis multirresistente, en la prueba de sensibilidad a los antibidticos e
identificacién de las especies de micobacterias, es considerado como una prueba de
referencia de evaluacion de todos los nuevos métodos de diagnostico; por todo lo que
implica el cultivo, es necesario establecer un sistema de evaluacién externa de la
calidad, que permita a la red de laboratorios, someterse a un control de eficacia

peri6dico, a fin de detectar los errores y tomar medidas de solucion rapidas y eficaces.

El Instituto Nacional de Salud, dado al incremento del ntimero de laboratorios que
realizan aislamientos de micobacterias en la Red Nacional de Laboratorios de
Tuberculosis y que preparan medios de cultivo sélidos, considera necesario elaborar la
presente norma para la evaluacion externa de la calidad de los medios de cultivo Ogawa

y/o Lowenstein Jensen, preparados en laboratorios de la Red.




MEANLIAL Edicion N° 001

MANUAL PARA EL CONTROL DE CALIDAD EXTERNO DE MEDIOS DE CULTIVO
PARA EL DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO DE LA TUBERCULOSIS 4

2. JUSTIFICACION

El programa de control de calidad de medio de cultivo debe evaluar y documentar el
desempeiio de todos los aspectos del procedimiento de preparacién para el aislamiento
de micobacterias, esto incluye la calidad de los insumos, la eficiencia de los reactivos y

equipos.

El control de calidad, es un elemento vital en el laboratorio, ayuda en la confiabilidad
del producto, asegura las propiedades adecuadas de los materiales, reactivos y equipos
empleados, mejora la auto confianza del personal, detecta fallas que pueden reflejarse
en el rendimiento, y en general provee un entorno de excelencia en todos los aspectos

del trabajo.
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3. FINALIDAD

El presente Manual, presenta los procedimientos técnicos de evaluacién externa de la
calidad de los medios de cultivo sélido Lowestein-Jensen y/o Ogawa, preparados en

los laboratorios de la Red Nacional de Tuberculosis.
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4. OBIJETIVO

Evaluar la calidad de los lotes de los medios de cultivo (Ogawa y/o Lowestein -
Jensen) preparados en los diferentes laboratorios de la Red Nacional, para el

aislamiento de las micobacterias.

Contribuir con el aseguramiento de la calidad del diagnostico bacteriologico de la

tuberculosis.
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5. BASE LEGAL

Constitucion Politica del Pert.

Decreto Supremo N° 001-2003-SA que aprueba Reglamento de organizacion y

funciones del Instituto Nacional de Salud.

Decreto Supremo N° 013-2002-SA que aprueba el Reglamento de Ley N° 27657
Ley del Ministerio de Salud.

Documento Normativo MAN-INS-001 “Manual de Bioseguridad en Laboratorios

de Ensayos, Biomédicos y clinicos” Serie de Normas Técnicas No 18.
Ley N° 26842 - Ley General de Salud.
Ley N° 27657 Ley del Ministerio de Salud

Norma Técnica de control de la Tuberculosis RM N° 383-2006/MINSA.
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6. AMBITO DE APLICACION

El presente manual es de aplicacion para el Laboratorio Nacional de Referencia de
micobacterias del Centro Nacional de Salud Publica/ INS y los laboratorios de la Red
Nacional de Tuberculosis que preparan medios de cultivo para el aislamiento de M.

tuberculosis.
6.1 PARTICIPANTES
Todos los Laboratorios de la Red Nacional que preparan medios de cultivo, para

aislamiento de micobacterias, participardn en el programa de la evaluacion externa de la

calidad de los medios de cultivo.

6.2 FRECUENCIA

La evaluacion externa de la calidad debe realizarse una vez al afio, excepto cuando el

lote evaluado resulte como no aceptable, en estos casos se solicitara un nuevo envio.

6.3 MUESTRA (12 tubos de medios de cultivo)

Los laboratorios participantes del control de calidad seran notificados para enviar una
muestra de 12 tubos de un lote de medio recién preparado. El laboratorio evaluado debe
enviar los medios de cultivo en las fechas solicitadas por el laboratorio evaluador. El

lote debe ser de reciente preparacién (No mayor a una semana).
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6.4 TRANSPORTE

6.4.1 Condiciones de transporte:

El envio de los medios debera realizarse en un contenedor de caja de cartéon u otro
material resistente debidamente acondicionado, para evitar posibles roturas,

indicando la posicion en que deben mantenerse los tubos durante el transporte.

Los paquetes deberan estar correctamente etiquetados con la Direccion exacta del
Instituto Nacional de Salud.
6.4.2 Documentacién:

El envié de medios de cultivo para el control de calidad debe estar acompafiado del

___ formulario No 1 debidamente llenado y el documento oficial del remitente.

e
LN
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7. METODOLOGIA

Los tubos con medio de cultivo de cada lote seran identificados y numerados de acuerdo

a los nimeros aleatorios asignados.

7.1. INSPECCION

El laboratorio evaluador debera efectuar la verificacion del mismo tomando en cuenta

los siguientes criterios:

e De los Tubos: medida de los tubos, tipo de tapas, hermeticidad de la tapa.

e Del medio de cultivo: Volumen dispensado, presencia de burbujas en el medio,

consistencia (seca o humeda), pH (color), color, inclinacion del medio, esterilidad.
7.2. CONTROL MICROBIOLOGICO

Todos los procedimientos que a continuacion se describen deben realizarse con
materiales previamente esterilizados y en una cabina de Bioseguridad Tipo II, CLASE

A2.

El control microbiolégico se efectiia con la siembra en los tubos con medio de cultivo,

una suspensién de masa bacteriana de la cepa M. tuberculosis H37Rv (1 mg/mL).

7.3. PREPARACION DE LA SUSPENSION BACTERIANA

e Utilizar un cultivo de la cepa H37Rv de 21 a 30 dias de desarrollo.

e Extraer la masa bacilar con una microespétula estéril.

e Homogenizar la suspension bacilar en 3 a 5 mL. de agua destilada estéril.

e Ajustar la concentracion bacteriana con el Patrén de Turbidez Mac Farland N° 1

KT ___(concentracién aproximada de 10°a 10° microorganismos/mL).
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Esta sera la solucion bacteriana estandarizada.

Colocar en una gradilla 5 tubos de 20 x 150 mm con tapa rosca, rotulados de 1 al 5,
para hacer diluciones a la décima.

Distribuir con una pipeta serologica de 10 mL estéril, 9 mL de agua destilada estéril
en cada uno de los 5 tubos.

Utilizando una pipeta serologica estéril de | mL, transferir I mL de solucién
bacteriana estandarizada al “tubo 1™ de la serie, mezclar bien, luego repetir este
proceso del “tubo 17 al “tubo 2"y asi sucesivamente hasta completar la dilucién
con el “tubo 5”.

Separar el “tubo 5” (con la dilucién 10”°) y eliminar todas las otras diluciones.

7.4. SIEMBRA DE LA SUSPENSION BACTERIANA

Para la siembra se utiliza como control medio Ogawa 6 LJ, de acuerdo a los lotes de
medios de cultivo recibidos.

Colocar los tubos con medio en una bandeja de metal de plano inclinado.
Seleccionar 10 tubos de los 12 tubos enviados.

Rotular los 10 tubos con el nimero aleatorio.

Utilizando una micropipeta P-200 ul, realizar la siembra de 200 uL de la dilucién
107 en cada uno de los tubos con medio de cultivo sujetos a evaluacion

Colocar los tubos sembrados en bandejas de metal de plano inclinado con las tapas

ligeramente flojas.

7.5. INCUBACION

Colocar la bandeja con los tubos sembrados a estufa a 37°C, cuidando que estos no

roten.
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Revisar los tubos de 48 a 72 horas después de la siembra y ajustar las tapas cuando
no exista liquido de siembra en el medio.

Dejar los tubos en posicion inclinada 6 vertical entre 4 a 6 semanas.

7.6. LECTURA

Efectuar el recuento de colonias de cada tubo en una sola lectura a las 4 semanas a

partir de la siembra.

Para cada lote anotar el nimero de tubo y el nimero de colonias observadas, en el

Formulario 2 donde se muestra para ser llenado en el momento de lectura.

7.7. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS:

Anotar los resultados en el formulario 2 de acuerdo a cada lote.

Determinar para cada lote de 10 tubos los siguientes valores:

= La suma de los recuentos de colonias observadas en cada tubo (3 x).

* El promedio de recuento de colonias de cada lote de tubos del medio patrén y
del medio en estudio (<L)

* [asuma de las medias de los recuentos de cada lote al cuadrado ) ( X )

Yx = N° total de colonias de los 10 tubos de cada lote

T = Media= Y& /10
(I )* = Media cuadrado.
1 = Numero de lotes

DS = Desviacion Estandar

2DS = Doble desviacién Estandar
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Los datos completos correspondientes a cada lote controlado serdn anotados en el

formulario 2.
Ejemplo

Supongamos que se controlaron 10 lotes de medios y las medias de las lecturas a las 6

semanas fueron las siguientes:

Tabla 1. Ejemplo de las medidas de los lotes
Lote No T ( T ?

L1 30.2 912.0
L2 24.0 576.0
L3 42.0 1764.0
L4 12.0 144.0
L3 28.0 784.0
L6 40.3 1624.1
L7 35.0 1225.0
L8 32.6 1062.8

L9 39.0 1521.0
L10 22.0 484.0
> 305.1 10096.9

L = 30.5 (media)
z(i’- > =10096.9
¥ T=305.1

DS = W3, ('1" Yo - (i' )2 =+ 10096.9/10 — (30.5)* =79.44 =8.9

AN
i g
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7.8. RESULTADOS E INTERPRETACION

La evaluacién de la calidad del medio en estudio se realizard por comparacion de los

resultados entre los lotes sembrados en una misma experiencia de control.

El limite inferior para considerar la calidad del medio serd la media menos 2 DS.

Los lotes cuyo recuento promedio se encuentren por debajo de ese valor serdn
considerados de baja calidad.

LI= X -2DS

LI=30.5-2(8.9)

LI=12.7
De acuerdo al valor del Limite inferior el Lote 4 (x: 12.0) es considerado de baja

calidad.

NOTA:
e Los laboratorios que obtengan resultados de baja calidad, se les realizara una
supervision directa por parte del Laboratorio evaluador con el fin de tomar las

respectivas medidas correctivas.
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8. RETROALIMENTACION

El Laboratorio de Referencia Nacional tendra un tiempo méximo de un mes para emitir
el informe sobre el desempefio general de los laboratorios, al igual que la emision de la
constancia, el cual serd enviado en sobre cerrado a cada una de los laboratorios

mediante servicio Courier.
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ANEXOS
{.;. . FORMULARIO N*1 FOR-001
\ﬂ) ENVIO DEL LOTE DE MEDIO Edicion N* 01
% 9 DE CULTIVO pagina 01 ds 01
G

PARA SER LLENADO POR EL LABORATORIC PARTICIPANTE _

Por faver compiets is eAemacide comespondients il Cul 1o HrACeLs Feguismients o 5u ISEOIO), A8 POGET CONTELY &N meorar 3 cntitad
en 1a preguracson de sus medos de cutivo) ' '

1. DATOS GENERALES

[Estabieoimienic remiterts.

DIRE SATHEA

N de tuboc envisdos: Fegha del envio ce kot tubos gl bk o Doy
Fecha de preparacion: Feoha de vencamiento:

Lote W*: Hamens de tuboc g a8
2. COMP { MEDIO JI0 ;

! L-gutamass ge sodls mang mdro; |marea: t0onde 1o adgulers?:

1 Peglaso ahidgrogenclfostain marca: thoncs o sdqulern’:

3 \Weros o Bt MATA" cDonce w soguiea?:

4. (3lgenny marea LDOROS W SOJUers7.

2. Agua gestiaga LDande lo adquiers T

Is Hotent LDonde lo adquisee?:

! Baisnz cigts | marea: 1 Fetenciamero marea
2. Baisnzs mecanica marea: 2 Tras medoon: o8 o~ mares

l‘rmporﬂun:

| Autocave | maroa: Tiemga: | Temparatura:

3. Estha | maroa: Tiemgea: | Tam peraturs:

4 O Tiempo: _Tlmp'mlun.'
|7. CONTROL DE ESTERILIDAD DEL MEDIO OGAWA

¢Reallzs control e estortiidaa? (~ITue £0n Un 158X GON0e COMTRIRERSa w [ ] e[|

31 G reEpUsEL o4 o7, detalle cen Qus ooneisto ol pontrol?

(Donda aimacena s tubos oon medio de tuftive Ogawa?

£5ajo qué oondloionse oe fuz y temparatue?
3. PERSONAL : LA
Cargo, nombre y apellidos del enoargada de |3 preparavion:

T T L St e
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lmsmumwm ammmmmmsmr_

2. Tlim mpludaa:

13. Vedumen del madio:

(4. Medo 0asecado.

3. Tiens #xceslva humedad.

s s

& 54 Obesrvan burbUaE:

7. Pressnta contaminacion:

8, Color gel medio!

Hombre y apeltioes del lncmo de la evaluacion:
Fechs o procssamiento
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FOR003
FORMULARID N2
Edcta v 1
RESULTADOS DEL CRECIMIENTO BACTERIANO DE MTB Fagra 11 % 01
w Ly Ly Lx L LW L
Lok Lok Lols Lal Lol ] Loty

W o colork] WP pemsne |We e oclonioe] Ne Waaioric (W e ooloiad] W aledzria WY de aokniel W alearo [N oo cooriad W° aealang W 40 cokonix W+ gnriric |W* da colaeae)
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1. preeendio Fechy de pocesy
CE: Secrain ssidncar Fecha (e lzarE
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