SECTOR SALUD
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD

N° 387-2011-J-OPE/INS

RESOLUCION JEFATURAL

Lima, 22 de diciembre de 2011

VISTO:

El Informe N° 199 — 2011 — DG — CNSP / INS, de fecha 22 de diciembre del 2011 del Centro Nacional de
Salud Publica, que alcanza los Manuales de Procedimientos de Laboratorio; y

CONSIDERANDO:

Que, mediante Decreto Supremo N° 001-2003-SA, del 09 de enero del 2003, se aprueba el Reglamento
de Organizacion y Funciones del Instituto Nacional de Salud, el cual sefiala entre sus objetivos
funcionales, fortalecer la capacidad de diagnéstico en el ambito nacional para la prevencion y control de
riesgos y danos asociados a las enfermedades trasmisibles y no trasmisibles, asi como fortalecer el
sistema de control de calidad de los alimentos, productos farmacéuticos y afines, como organismo de
referencia nacional;

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,
evaluar y difundir de manera integral |a investigacion en salud plblica y las tecnologia apropiadas para la
prevencion y el control de las enfermedades transmisibles y no transmisibles, aportando criterios técnicos
para la formulacion de politicas que orienten la atencion de salud en el area de su competencia;

Que, en los Gltimos afios se han desarrollado nuevos métodos de laboratorio para el diagnéstico de la TB-
MDR, entre los cuales se encuentra el método colorimétrico de la nitrato reductasa conocido como el
Método de Griess, que es una prueba rapida, costo-efectiva y confiable, basada en métodos
convencionales de facil aplicacion y por tanto accesible a los laboratorios de la Red Nacional;

ue, la aplicacion de dicho método permitira examinar un gran numero de muestras a fin de seleccionar
=gquellos pacientes que pudieran estar potencialmente infectados con Mycobacterium tuberculosis
ultirresistente (MDR) a los medicamentos;

ue, es finalidad del presente Manual, estandarizar y dar a conocer en forma clara y definida el Método
de Nitrato -Reductasa (Griess) para la deteccion rapida de la susceptibilidad a Isoniacida y Rifampicina;
lo cual contribuira a incrementar los niveles de seguridad diagnostica de la Tuberculosis;

Que, mediante documento del Visto, el Centro Nacional de Salud Piblica alcanza entre otros el Manual
"*C“_x denominado “Método de Nitrato — Reductasa (Griess) para la deteccién rapida de la susceptibilidad a
‘S,h Isoniacida)y Rifampicina — V.01", para su aprobacion por 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°y el articulo 36° del Reglamento de
Organizacion 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: Método de Nitrato - Reductasa (Griess) para la deteccion rapida
de la susceptibilidad a Isoniacida y Rifampicina - 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 difusién de la presente Resolucion en el
Portal de Normatividad Virtual.

Registrese y comuniquese.
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La tuberculosis multidrogo-resistente (TB-MDR) es reconocida
como una enfermedad infecciosa emeregente con casos reportados
en mas de 100 paises alrededor del mundo. En las Américas, Peru
muestra una de las tasas mas elevadas de TB-MDR, con una preva-
lencia nacional de 5.4% entre los pacientes con TB nunca antes
tratados, y 23.2 entre los pacientes previamente tratados.' Pese a
que el tratamiento estandarizado acortado directamente observa-
do (DOTS) fue apropiadamente implementado en el Pert desde los
comienzos de los anos 1990's, a TB-MDR contintia como uno de los
mayores problemas de salud publica

En los dltimos anos se ha desarrollado métodos nuevos de labora-
torio para el diagnéstico de TB-MDR, pero no estan al alcance de los
paises en desarrollo debido a que no disponen de infraestructura
adecuada, equipamiento y costo de las pruebas.

Un método ideal puede ser uno simple (sencillo), barato y confia-
ble para ser implementado a nivel regional o intermedio de red de
laboratorios con el fin de disminuir los tiempos en la obtencién de
los resultados.

Un método répido para determinar la susceptibilidad a rifampicina
e isoniacida que satisfaga estos criterios es el método colorimétrico
de la nitrato reductasa conocido como el método de Griess?, como
una prueba barata que puede ser empleada en areas de limitados
recursos y de capacidad técnica no sofisticada al estar basados ex-
clusivamente en métodos convencionales y materiales accesibles a
cualquier laboratorio, que se describen en el presente manual.
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2. OBJETIVO

Brindar un método rapido, confiable, sencillo y econémico que permita exa-
minar un gran numero de muestras a fin de seleccionar a aquellos pacientes
que pudieran estar potencialmente infectados con Mycobacterium tuberculo-
sis multirresistente (MDR) a los medicamentos.

AMBITO DE APLICACION

El método serd aplicado en los laboratorios donde haya sido validado. La ver-
sién “directa” del método Griess debe ser usada por los laboratorios de la DISA
como un método rapido de tamizaje para la deteccién de resistencia a isonia-
cida (INH) y rifampicina (RIF). Dicho método se aplicard a muestras respiratorias
de pacientes primarios. S6lo aquellas muestras que tengan una carga bacteria-
na igual o mayor a BK+ (10-99 BAAR por 100 campos), en base a la baciloscopia
del frotis del esputo procesado seran analizadas mediante este método. Los
resultados serdn confirmados de acuerdo al “Algoritmo del Flujo de la Mues-
tra” anexo-B mediante la PS (APP) realizada en el Laboratorio de Micobacterias
del Instituto Nacional de Salud (INS). Aquellos resultados que requieran confir-
macion se consideraran como “preliminares” de acuerdo al método Griess y se
reportaran como tales.

DEFINICIONES Y SIGLAS

Farmacos de primera linea: medicamentos anti-tuberculosos usados en el
tratamiento primario (isoniacida, rifampicina, estreptomicina, etambutol, y
pirazinamida).

Farmacos de segunda linea: medicamentos anti-tuberculosos usados en
el tratamiento de TB resistentre (etionamida, kanamicina, capreomicina, ci-
profloxacina, cicloserina, y otros medicamentos a medida que se encuentren
disponibles)

Método de PS convencional: Método de proporciones realizado en medio
Léwenstein-Jensen.
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Laboratorio de la DISA: Laboratorio de Referencia de Salud Publica de la
Direccion de Salud.

Muestras respiratorias: Expectoracién que proviene del arbol bronquial
(esputos)

Baciloscopia indirecta: Microscopia para la deteccion de BAAR en sedimento
de muestras de esputo procesadas.

Sensibilidad de la prueba: Es la capacidad para detectar a los verdaderos
resistentes.

Especificidad de la prueba: Es la capacidad para detectar a los verdaderos
sensibles.

TB-MDR: Tuberculosis multidrogo-resistente, infeccion humana con cepas de
M. tuberculosis que son resistentes a por lo menos INH y RIF simultdneamente.

Sensible: Incapacidad que tiene la micobacteria de crecer en presencia de
ciertas concentraciones de un farmaco anti-tuberculoso.

Resistente: Situacion en la que la micobacteria que esta siendo analizada
crece en presencia de una concentracion establecida de un farmaco anti-
tuberculoso.

Control de calidad (CC): Medidas internas y externas adoptadas para
garantizar la precision y exactitud del procedimiento de la prueba.

Aseguramiento de la calidad: Garantiza que todas las acciones necesarias de
Laboratorio se ejecuten de una forma tal que se logre mantener la excelencia;
para garantizar la calidad, incluidas la pre-analitica, analitica y post-analitica
de la prueba.

Tiempo de demora: Tiempo que transcurre desde el momento de recepcién
de la muestra en el laboratorio hasta el momento en que el laboratorio repor-

. ta los resultados.

Pacientes primarios: Pacientes que no han sido previamente diagnosticados
con TB y no han sido tratados con medicamentos anti-tuberculosos.
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SIGLAS
INS:

LJ:

PSD:
INH:

RIF:

TB:

APP:
PSF:
DISA:
NALC:
UFC:
BAAR:
TB-MDR:
CcC:
ESNPyCTB:

Instituto Nacional de Salud
Medio Lowenstein-Jensen

Prueba de Sensibilidad a Drogas antituberculosas

Isoniacida

Rifampicina

Tuberculosis

Proporciones Agar en Placa
Prueba de sensibilidad final
Direccion de Salud

N-Acetil L-Cisteina

Unidad Formadora de Colonias
Bacilo Acido Alcohol Resistente
Tuberculosis Multirresistente
Control de Calidad

Estrategia Sanitaria Nacional de Prevencién y Control

de la Tuberculosis

5. RESPONSABILIDADES

Profesionales del laboratorio que hayan sido capacitados en la aplicacién de
este método realizaran esta prueba. El Laboratorio de Micobacterias del INS
supervisara la parte de aseguramiento de la calidad en los laboratorios que se

implementen este método.

6. FUNDAMENTO DEL METODO

ste método utiliza la determinacion de la actividad de la enzima nitrato re-
uctasa de la bacteria que en cultivos de crecimiento activo de M. tuberculo-
5is reduce el nitrato a nitrito y que se puede evidenciar por la formacién de
un color rojo grosella con el reactivo de Griess. Este cambio de color a rojo
grosella permite la deteccion temprana del crecimiento de M. tuberculosis al
comparar los tubos controles sin farmacos con tubos que contienen farmacos
anti-tuberculosos. Los organismos sensibles creceran y de esta manera, desa-
rrollaran un cambio de color en el medio sin férmaco, pero no creceran en el
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medio con farmacos y por lo tanto, no producirdn un cambio de color. Las ce-
pas resistentes creceran y cambiaréan de color en tubos “control” sin farmacos
y en tubos que contienen farmacos.

EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS

Equipos:

Autoclave

Balanza analitica y pesas certificadas

Potenciometro (medidor de pH)

Cocinilla (Hot-plate) con barras de agitacion magnéticas
Coagulador (para la preparacién de medios) (80-85 °C)
Refrigeradora (4 °C)

Congeladora (-20°Cy -70 °C)

Bano Maria (37 °C)

Centrifuga Refrigerada

Termdmetros (0 a 100 °C)

Jeringa dispensadora (10 mL)

Cabina de bioseguridad de Clase Il, Tipo A2

Horno (60 °C)

Microscopio Binocular (10X* 100X)

Vortex Mixer

Micropipetas automaticas (1000p, 100y, 20p)
Desecadores

Materiales:

Tubos de vidrio estériles con tapa rosca de 16 x 125mm
Tubos de vidrio con tapa rosca de 20 x 150mm 0 20 x 125 mm
Tubos para centrifuga de 50 mL

Pipetas seroldgicas de 1 mL

Pipetas serologicas de 10 mL

Probeta graduado de 500 mL
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Probeta graduado de 1000 mL
Beaker de 2000 mL

Matraz Erlenmeyer de 250 mL
Matraz Erlenmeyer de 500 mL
Matraz Erlenmeyer de 1000 mL
Matraz Erlenmeyer de 2000 mL
Propipetas de jebe de 50 mL
Embudo de vidrio de 15 cm de didmetro
Portatubos de 20 x 150 mm
Portatubos de 16 x 125 mm
Baguetas de vidrio o batidor de acero inoxidable
Crioviales de 2 mL

Gasa estéril

Pita o pabilo

Papel Kraft

Plumén indeleble

Cinta indicadora para autoclave
Cinta indicadora para horno
Parafilm “M"

Papel aluminio

Papel “glycine”

Microespatulas de acero inoxidable

Tubos de polipropileno de base cdnica estériles de 50 mL de tapa rosca

Bandeja de acero inoxidable tipo fuente
Bandejas de acero inoxidable para 20 tubos
Gradillas de polipropileno para tubos de 50 mL
Caja de acero inoxidable

Portaobjetos de vidrio

Tips 1000y, 100y estériles

Bolsas de bioseguridad 36 “ x 24"
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METODO DENITRATO

Reactivos

Fosfato de potasio dihidrogeno anhidrido (KH,PO,)

Sulfato de magnesio (MgSO,-7 H,0)

Citrato de magnesio (C,H.Mg 0.)

L-Asparagina

Glicerol PA

Verde de Malaquita

Huevos enteros (libres de antibiéticos y que no tengan mas de 7 dias)
Detergente en polvo (OMS recomienda un jabon alcalino simple)
Nitrato de sodio (NaNO,)

70% v/v etanol

Metanol puro (QP)

Rifampicina (RIF), quimicamente puro (Sigma Cat R-3501).
Isoniacida (INH), quimicamente puro (Sigma Cat. |I-3377).

Acido clorhidrico concentrado (HCl)

Sulfanilamida (C,H,N.0.5)

N-(1-Naphtyl) ethylenediamine dihydrochloride(C, ,H,,N,-2HCI) al 0.1% (w/v)
N-Acetil-L-Cisteina (C,H,NO,S)

Hidréxido de sodio en lentejas (NaOH)

Citrato de sodio HOC(COONa)(CH,COONa),-2H,0

Fosfato disédico (Na,HPO,)

Fosfato monopotasico (KH,P0,)

Fucsina basica

Azul de metileno

Fenol critalizado PA

Otros Insumos

Agua destilada

Huevos de gallina frescos
Detergente alcalino en polvo
Aceite de inmersion

Papel lente
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» MANUAL

8. DESARROLLO DEL METODO GRIESS

8.1 ETAPA PRE ANALITICA

8.1.1 Area de preparacion del medio

El ambiente y la mesa de trabajo deben estar limpio y todos
los materiales deben estar esterilizados.

Evite abrir y cerrar puertas, asi como la circulaciéon del
personal durante la preparacién del medio.

Utilizar una Cabina de Bioseguridad Clase Il, Tipo A 2, para
proteger el medio ambiente.

Para desinfectar la mesa de trabajo utilizar etanol al 70%
(v/v) 0 3% (v/v) de hipoclorito de sodio.

Los desinfectantes deben ser recién preparados (no utilizar
soluciones preparadas con mas de 24 horas).

8.1.2 Area de procesamiento de las muestras

El personal debe usar equipos de proteccion personal: batas,
guantes, respiradores, gorros y botines.

Utilizar una Cabina de Bioseguridad de Clase Il, Tipo A2, para
reducir el riesgo de infeccion por aerosoles.

Aplicar medidas de buenas practicas de Laboratorio, para
minimizar el potencial de infeccion del personal en caso de
accidentes (rotura de tubo durante la centrifugacién). Estas
precauciones incluyen:

Utilizar una centrifuga refrigerada de pie con tapa y un rotor
de angulo fijo.( La masa del rotor de dngulo fijo permite la
centrifugacion de los tubos con pequeias diferenciadas de
peso sin causar vibraciones y posible rotura de los tubos)

Asegurar que todos tubos en la centrifuga se encuentren ba-
lanceados y cerrados herméticamente.

Utilizar las tapas de seguridad del contenedor de la centrifuga.
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1.1.3 Mantenimiento preventivo y correctivo de los equipos

Se deberd realizar el mantenimiento y la calibracion de rutina de
la balanza analitica, estufa-incubadora, autoclave, centrifuga re-
frigerada, Potenciémetro y cabinas de bioseguridad de acuerdo
con el cronograma establecido por la institucién.

8.2 RECOLECCION DE LA MUESTRA

Todas las muestras de esputo deberdn ser recolectadas en envases
de plastico de boca ancha y tapa rosca suministrados por la Estra-
tegia Sanitaria Nacional de Prevencion y Control de la Tuberculosis
(ESNPyCTB).

Las muestras de esputo seran recolectadas en establecimientos
de salud bajo la supervisién de trabajadores de salud capacitados,
quienes instruiran a los pacientes sobre la forma de obtener la
muestra de esputo adecuada durante la consulta con el médico (1ra.
muestra ) y la 2da muestra tomada en la mafiana siguiente después
de la consulta con el médico. Las muestras deberan ser codificadas
y transportadas siguiendo el protocolo establecido para la red de la-
boratorios. (Norma Técnica N° 10. Manual de Normas y Procedimien-
tos de Bacteriologia de la Tuberculosis, pp. 67, 1995 Lima-Perq.)

8.3 SELECCION DE LA MUESTRA

Todas las muestras de esputo recolectadas de pacientes primarios
sintomatico respiratorio con riesgo de estar infectados con tuber-
culosis resistente o mutirresistente (MDR) que tengan como resul-
tado baciloscopia positiva del esputo con una carga bacteriana
igual o mayor a una cruz (BK1+ ) pueden ser analizadas mediante
el método Griess.

Las muestras de esputo de pacientes con antecedentes de trata-
miento previos (cronicos) y que estan con esquemas estandariza-
dos o individualizados no deben ser analizadas por este método.

La cantidad minima de muestra requerida es de 3 mL (3-5 mL de
preferencia).

Utilizar Unicamente envases de plastico descartable de boca ancha
y tapa rosca.
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IMIENTOS TECNIC

- En caso de que la muestra no se procese el mismo dia de la recolec-
cion, debera conservarse en refrigeracion (4 a 8°C) y ser enviada al
laboratorio dentro de las 72 horas (3 dias) de haber sido recolectada.
Ademas no debera mantenerse sin refrigerar por mas de 4 horas.

- El laboratorio de la DISA, una vez que reciba deberd procesar la
muestra por el método Griess dentro de las 72 horas. (Véase la“Poli-
tica de Triaje de Muestras” que se describe mas adelante).

Nota: cualquier variacion de esta politica debera ser probada, validada y
los resultados de dicha validacion deberan ser informados antes de ser
usados como resultados para el paciente.

Politica de triaje de muestras para el método Griess: El método Griess
tiene varios requisitos técnicos para las muestras. Los laboratorios que
realizan esta prueba deben someter a triaje, Las muestras que no cum-
plen con los requisitos para el método Griess pueden ser procesados por
otro método alternativo.

Esta politica de seleccion descalifica a algunas muestras para la prueba
rapida mediante el método Griess. Sin embargo, se puede hacer el culti-
vo e identificacion de rutina en los laboratorios de la DISA y la PS (APP) en
el Laboratorio de Micobacterias del INS.

Las Muestras no adecuadas para el método Griess o que requieren con-
sideracién especial:

=  Muestras que tiene baciloscopias menor que una cruz (BK 1+) en el
esputo procesado (sedimento resuspendido).

*  Muestras que tengan un volumen insuficiente (menos de 3 mL)

*  Muestras que no fueron recolectadas en envases recomendados

*  Muestras que no fueron conservadas refrigeradas por mas de 4 ho-
ras o, si fueron refrigeradas, no fueron recibidas dentro de las 72 ho-
ras de haber sido recolectadas.

* El responsable del laboratorio debera ser informado acerca de es-
tas muestras y a su vez, deberd notificar a los Centros de Salud que
proporcionaron las muestras acerca de su condicion y brindar reco-
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mendaciones sobre el correcto envio de muestras. Si esto no fuera
posible, la muestra puede ser analizada por otro método con las
precauciones debidas respecto a la bioseguridad y/o identificacion
de los datos del paciente. Asi mismo, cuando existan cuestiones de
bioseguridad asociadas al transporte y manipulacién de las mues-
tras, se puede hacer un seguimiento para garantizar la seguridad del
personal involucrado. Si estos incidentes fueran recurrentes, se de-
bera volver a capacitar al personal del Centro de Salud en aspectos
de recoleccion y seguridad de las muestras.

*  Muestras cuya bioseguridad pudiera haber sido afectada. Ej. envase
con fugas.

*  Muestras con informacién incompleta en la etiqueta o informacion
que no concuerde con la documentacion adjunta

8.4 ETAPA ANALITICA: PROCEDIMIENTO DEL METODO GRIESS

Fundamento de la descontaminacion.-

La N-Acetil-L-Cisteina (NALC) es un agente mucolitico utilizado para
una rapida digestion del esputo. El hidréxido de sodio al 4% (w/v) es el
agente descontaminante. El citrato de sodio 2.9% (w/v) se incluye en
la mezcla de digestion para aglutinar los iones de metales pesados que
podrian estar presentes en la muestra y que podrian desactivar la acetil
cisteina. El acetil cisteina pierde su actividad rapidamente en solucion,
por lo que debe prepararse diariamente. Después de la digestion y de
la descontaminacion, el buffer fosfato estéril (0.067M, pH 6.8) se anade
para minimizar la accién del NaOH y reducir la gravedad especifica de las
muestras antes de la centrifugacion.

Digestion y Descontaminacion.-

1. Trabajar las muestras en grupos iguales al nimero de tazas del rotor
de la centrifuga (ej. 8 pacientes a la vez). Usando pipetas de vidrio de
punta gruesa coloque de 3 a 5 mL de esputo en un tubo plastico de
tapa rosca para centrifuga de 50 mL y anadir un volumen equivalen-
te de la solucion de NALC-NaOH, proporcion 1:1.

2. Cerrarla tapa del tubo y mezclar en un vortex por aproximadamen-
te 10 segundos. Evitar la agitacion excesiva para minimizar la oxida-
cién y la inactivacion de la N-acetil, L-Cisteina.
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10.

8

Mantener los tubos a temperatura ambiente por aproximadamente
15 minutos para la descontaminacion.

Anadir 0.067M buffer fosfato estéril (pH 6.8) al volumen total de 50
mL para minimizar la accion del NaOH y reducir la gravedad especi-
fica de la muestra antes de centrifugar.

Ajustar las tapas de los tubos y mezclar agitando o por inversion.

Centrifugar a 3000 x g por 15 minutos utilizando una centrifuga re-
frigerada para evitar el sobrecalentamiento durante la centrifuga-
cion de las muestras.

Decantar el sobrenadante en un recipiente que contenga el desin-
fectante fenol 5%.

Anadir 1- 2 mL de buffer fosfato para resuspender el sedimento.

Realizar un frotis (usando una gota del sedimento resuspendido) si-
guiendo el protocolo estandar de laboratorio.

Después de obtener los resultados del frotis, solamente las muestras
de esputo con una carga bacteriana igual o mayor a una cruz (BK1+)
seran apropiadas para la prueba de sensibilidad rapida mediante el
método Griess. Las muestras de esputo con una carga bacteriana
menor a una cruz (bK1+) serdn sometidas para el cultivo convencio-
nal y los métodos de PS.

Ejemplo: para cada esputo, preparar el siguiente juego de 5 tubos
de medio L-J

3 tubos - control de crecimiento

1 tubo - con RIF

1 tubo - con INH

2 tubos - L-J para otras pruebas

. Incubara37°C (leeralos 14,21y 28 dias, segun sea necesario) (Ej. Si

el control no es positivo a los 14 dias, leer a los 21 dias, etc.)

8.5 LECTURA DE LA PRUEBA

A los 14 dias anadir 0.5 mL de reactivo Griess recién preparado en
uno de los tubos “Control” y observar el cambio del color a rojo
grosella.
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Si no hay ningiin cambio o hay cambio de color leve en el tubo “con-
trol, incubar por 7 dias adicionales.

A los 21 dias, repetir el paso (1) utilizando otro tubo “control”. Si en
el tubo control no hay cambio de color o el cambio de color es muy
leve, seguir incubando los tubos.

Cuando la intensidad del color sea evidente en el tubo “control’, afna-
dir 0.5 mL del reactivo Griess a los tubos que el farmaco.

Comparar intensidad de color en el tubo que contienen el farmaco
con los del tubo “control”.

8.6 INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS:

Se considera que un aislamiento es sensible a un determinado far-
maco, si al comparar el tubo “control” con los tubos que contienen
el farmaco no se observa ningln cambio de color o el cambio es
muy leve.

Un aislamiento se clasifica como resistente a cierto farmaco si hay
un cambio de color en el tubo que contiene el farmaco igual o ma-
yor al del tubo “control”

La prueba no se considerard vélida si hay muy poco o ningin cam-
bio de color en el tubo de control. (En este caso, estas muestras se
deberan cultivar y enviar al INS para la prueba de susceptibilidad
final (PSF).

8.7 REPORTE DE LOS RESULTADOS

En el caso de los aislamientos resistentes a INH y RIF, se deberan emi-
tir reportes preliminares que sefalen claramente que estos resulta-
dos seran confirmados mas adelante por Prueba Sensibilidad Final
(PSF). Debera haber un formulario tinico de notificacién de resulta-
dos entre los laboratorios de la DISA y el laboratorio del INS. La no-
tificacion final contendra ambos juegos de resultados y en caso de
discrepancias se deberén incluir estipulaciones que permitan al INS
(utilizando el método de APP para la PSF) reemplazar los resultados
del laboratorio de la DISA.

Para los aislamientos sensibles a uno 0 ambos farmacos, los resulta-
dos emitidos por la DISA se notificaran como informe final.
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8.8 CONFIABILIDAD DEL METODO

Por cada laboratorio que utilice el método Griess se llevara a cabo un
estudio de validacion, y se dara a conocer la confiabilidad del método
(sensibilidad y especificidad). En la seccién de referencias se puede en-
contrar la confiabilidad de los resultados publicados. La sensibilidad y la
especificidad que se encontré en el Laboratorio de Micobacterias del INS
(estudio de validacién inicial terminado en Diciembre de 2003, se obtu-
vo una sensibilidad y especificidad de 99.1% y 100% para INH y 93.5% y
100% para RIF respectivamente)?.

Sin embargo, es importante calcular la sensibilidad y la especificidad
para cada laboratorio durante la validacion inicial y se actualicen periédi-
camente.

8.9 EVALUACION DEL DESEMPENO DEL METODO

Se calculara la sensibilidad y especificidad del método Griess en cada
uno de los laboratorios de la DISA que participen de manera regular
utilizando el protocolo de repeticiéon de prueba (ver “CC Externo”) para
la comparacion de los resultados de la prueba Griess con los resultados
presentados por el método de referencia (APP). Se registraran tablas es-
tandar 2x2 de la siguiente manera:

Método de Referencia (APP) Método de Referencia
RESISTENTE (APP) SENSIBLE

Método Griess Falso Resistente (FR) Verdadero Sensible (VS)
SENSIBLE C d

La SENSIBILIDAD se calculard como VR/(FR+VR)%

La ESPECIFICIDAD se calculara como VS/(FS+VS)%

CC Externo: El desempeiio de la prueba Griess debera ser evaluado por
el Laboratorio de Micobacterias del INS, cada afio (comparandolo con
el método APP) por cada laboratorio de la DISA y los resultados de esta
evaluacion deberan darse a conocer a los laboratorios.
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10. ANEXOS

Anexo A:
Procedimiento de Digestion y Descontaminacion

Mezclar en vortex Centrifugar a
Esputo 10" y dejar 15 minu- 3000 rpm por
tos a T* ambiente 15 minutos
3-5mLde Anadir igual Anadir bufer fosfato
muestra  cantidad de NALC hasta completar 50 mL

NaOH (1:1)

Anadir bufer fosfato

Decantar el sobre- hasta completar 1a 2 mL
nadante

-

Fenol 5% Frotis BK + Sedimento ﬁ ﬁ

Inocular en cada 0,2mL
de L-J

e

/
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Anexo B:
ALGORITMO DEL FLUJO DE LA MUESTRA PARA GRIESS Y PSF (LJY APP)

Lugar Operacion Resultado Accion

Evalta la muestra para Muestra no No utilizar el método Griess;

determinar si es aceptable, apropiadapara  realizar triaje usando otro

incluyendo baciloscopia  Griess directo. método. Procesar el cultivo y
PSF convencional con método

Laboratorio
2 delaDISA L
Muestra Preparacion para PSF con
apropiada para  Griess para INH y RIF.
Griess directo.

Se obtienen resultados de  Resistentea: INH Los resultados se notifican

la PSF convencionalde 1°  y RIF como “preliminares”y se envia
Linea (LJ). un cultivo al INS para la PSF
4 Laboratorio de 17y 2% linea por APP.
de la DISA Sensible aambos Los resultados se notifican
farmacosoauno como“finales”
de ellos

No se encuentran Los resultados de la PSF de 12
discrepancias y 2% linea se reportan como

“finales”.
Se obtienen los resultados ) .-
de la PSF de 1y 2% linea Se emite la notificacion
g Laboratorio ylosresultados dela1® corr?glda que invalida Igs
. e
delINS  linea se comparan conlos ¢a ancuentran  Fesultados “preliminares

resultados obtenidos en el discrepancias en de la PSF de 1" linea del

Laboratorio de la DISA . s Laboratorio de la DISA; se
la PSF de 1* linea. notifican los resultados de

la PSF de 1 y 2% linea como
finales (por el método A]PP.)

21
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Anexo C:
Preparacion de medio Lowenstein-Jensen (con y sin farmaco)

Procedimiento para la preparacion del medio L-J (con y sin farmaco)

Ingredientes

Solucion de Sales Minerales

Fosfato de potasio dihidrogeno anhidrido (KH,PO,) 249
Sulfato de magnesio (MgS04-7 H,0) 0.249
Citrato de magnesio (C,H/Mg 0.) 069
L-Asparagina (anhidra) 369
Glicerol 12.0 mL
Agua destilada 600.0 mL

- Disolver los ingredientes en orden en agua destilada calentar en
Bano Maria de aproximadamente 95-100 °C. Autoclavar a 121 °C
durante 15 minutos para esterilizar. Dejar enfriar a temperatura am-
biente.

- Esta solucion se puede guardar refrigerada a 2 °- 8 ° C por hasta 6
semanas.

Huevos enteros homogenizados

Preparar 1000 mL (aproximadamente 20-25 huevos, dependiendo del
tamano)

Los huevos de gallina deben ser frescos, lavar con una gasa y jabon al-
calino simple. Enjuagar bien los huevos con agua corriente y limpiar con
gasa estéril embebido en etanol al 70%. Dejar secar a medio ambiente.
Romper los huevos de uno en uno y echar en un beaker de 2000 mL
estéril, homogenizar con una varilla de vidrio o un batidor eléctrico a ve-
locidad adecuada, para evitar la formacién de burbujas. Filtrar por el em-
budo cubierto de gasa estéril de 6 capas en un frasco erlenmeyer estéril
de 2000 mL.

Los siguientes ingredientes colocar asépticamente en un frasco erlenme-
yer estéril, y mezclar bien:

Solucion de sales minerales 600 mL
Huevos homogenizado 1000 mL
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METODO DE NITR

Solucién de verde malaquita 2% 0OmL
Solucién acuosa de nitrato de sodio 10mL
Realizar la verificacion del pH. 6.7 a 7.0.

La suspension resultante distribuir 6 mL por tubo en tubos de ensayo 16
x 125 mm con tapa rosca.

Coagulacion del medio

Previamente calentar el coagulador a 80 - 85°C. Colocar los tubos en
posicion inclinada en el coagulador. Coagular el medio por 45 minutos.
Debido a que el medio ha sido preparado en condiciones estériles, este
calentamiento sirve para solidificar el medio, no para esterilizar.

La calidad de los medios de huevos se deteriora cuando la coagulacion
se hace a altas temperaturas o durante un periodo prolongado de
tiempo. La decoloraciéon del medio coagulado puede deberse a una
temperatura excesiva. La aparicién de pequefios agujeros o burbujas en
la superficie del medio también pueden ser un indicador de condiciones
de coagulacion deficientes. Los medios de mala calidad deben ser
descartados.

Control de esterilidad

Después de la coagulacién, se debe incubar una muestra representativa
de tubos de cultivo a 37 °C por 48 horas como parte del control o
verificacion de la esterilidad. (Ver Anexo C4.)

Almacenamiento

Los medios recién preparados, dejar enfriar a T°C ambiente, colocar
los tubos en bolsas de plastico, registrar la fecha y el nimero de lote y
almacenar en refrigeracion de 4 a 8 °C. Los medios pueden almacenarse
hasta por 4 semanas, las tapas de los tubos deben estar bien cerradas,
para evitar que el medio se reseque.
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Anexo D.
Preparacion de la solucion acuosa de Verde Malaquita, 2% w/v
(preparar la solucién nueva para cada lote de medio)

- Verde malaquita 20g
- Agua destilada estéril 100 mL

Disolver 2 g de la solucion verde malaquita en un matraz estéril de 250 mL
con 100 mL de agua destilada estéril. Colocar la solucion en la incubadora a
37 °C por 2 horas.

Nota: La solucién podria precipitarse o cambiar de color con el tiempo. Por
lo tanto, esta solucién no debe almacenarse sino que debe usarse una nueva
cada vez que se prepare el medio. Si se produce precipitacién o cambio de
color, desechar y preparar una solucién nueva.

Anexo E.
Preparacion de Solucién Acuosa de Nitrato de Sodio (NaNO,)

- Disolver 1.6 g en 10 mL de agua destilada.

- Autoclavar a 121 °C por 15 minutos para esterilizar.

- Dejar enfriar a temperatura ambiente. Esta solucion se puede almacenar
a 2 -8 °C por hasta 4 semanas.

Anexo F.
Preparacion de la solucién stock de isoniacida (INH).

Usando una balanza analitica, pesar 100 mg de farmaco puro hasta la cuarta
cifra decimal, colocar en un tubo con tapa rosca de 20 x 150mm, y disolver
en 10 mL de agua destilada estéril. Una vez disuelto, preparar alicuotas de 1
mL por tubo usando tubos de polipropileno de 15 mL. La solucién stock del

Preparacion del medio LJ con INH
- Utilizando una pipeta serolégica, anadir 1 mL de dilucién B a un volumen
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500 mL de medio LJy mezclar bien con movimientos circulares. Utilizando
una jeringa dispensadora, distribuir 5 mL de medio en cada uno de los
tubos de tapa rosca de 16 x 125 mm previamente esterilizados.

- El proceso de coagulacion, los controles de calidad y el almacenamiento
seguiran los mismos pasos que la preparacion de los medios LJ.

Anexo G.
Preparacion de la solucién stock de rifampicina (RIF)

Usando una balanza analitica, pesar 100 mg de farmaco puro hasta la cuarta
cifra decimal, colocar en un tubo con tapa rosca de 20 x 150mm, y disolver en
5 mL de metanol. Una vez disuelto el farmaco, preparar alicuotas de 1 mL por
tubo usando tubos estériles de polipropileno de 15 mL. La solucién stock del
farmaco no requiere esterilizacion. Las alicuotas deben almacenarse a-70°Cy
pueden usarse por un periodo de hasta 6 meses. El contenido de una alicuota
se debe usar sélo una vez.

Nota: No se requiere dilucion de la solucién stock de RIF.

Preparacion del medio LJ con RIF

Usando una pipeta seroldgica, anadir 1 mL de la solucién stockde rifampicina
a un volumen de 500 mL de medio LJ, mezclar bien con movimientos
circulares.

Usando una jeringa dispensadora, distribuir 5 mL de medio en cada uno de
los tubos de tapa rosca de 16 x 125 mm previamente esterilizados.

El proceso de coagulacién, los controles de calidad y el almacenamiento
seguiran los mismos pasos que la preparacién de medios L-J.

Anexo H.
Preparacion de la Solucion de Digestion y Descontaminacion (NALC-NaOH)

Preparar los 3 reactivos siguientes.
Preparar NaOH (ver la Tabla 1 para las cantidades necesarias)

Preparar la solucién de citrato de sodio (ver la Tabla 1 para las
cantidades necesarias)

Mezclar el NaOH y el citrato de sodio (ver la Tabla 1 para las cantidades
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necesarias), esterilizar a 121°C durante 15 minutos y almacenar a
temperatura ambiente en frascos para uso futuro.

4. Anadir la cantidad requerida de NALC para completarel volumen
total de la solucién digestiva/descontaminante y
utilizar dentro de las 24 horas.

Nota: La NALC no es estable en solucién y puede perder su actividad
mucolitica si se deja precipitar. Por lo tanto, el NALC-NaOH se debera preparar
y utilizar el mismo dia (dentro de las 24 horas). No almacenar.

Tabla 1. Preparacion de la solucion digestiva-descontaminante (NALC-NaOH)

Volumen Total (mL) Cantidades Necesarias (mL) de

de solucién digestiva/ NaOH 4%  Citrato de Sodio NALC
descontaminante a preparar wiv (%) 2H,0 2.9% wiv

afadido (g)

*k

(*) Afada 4.0 g de NaOH a 100 mL de agua destilada.

(**) Ahada 2.9 g de Citrato de Sodio dihidratado (o 2.6 g de Citrato de Sodio anhidro) a 100 mL de agua
destilada.

Nota: Ejemplo: para 8 esputos, preparar un volumen total de 50 mL de solucién digestiva/descontaminante.

Anexo |.
Preparacion de Bufer Fosfato 0.067 M (pH 6.8)

1. Preparar las soluciones stock A y B.
Fosfato Disédico: diluir 9.47 g de Na,HPO, en un litro de agua destilada. (A)

Fosfato monopotasio: diluir 9.07 g de KH,PO, en un litro de agua
destilada. (B)

Para preparar el buffer (pH 6.8), mezclar 50 mL (A) con 50 mL (B) y medir
el pH.

Si fuera necesario incrementar el pH, anadir la solucion “A"; si fuera
necesario reducirlo afadir la solucién “B” hasta que se ajuste.
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Anexo J.
Preparacion de Fenol Acuoso Concentrado

A. Preparacion de fenol concentrado

- Anadir 100 mL de agua destilada al frasco original de 1 kg de fenol
cristalizado.

- Aflojar la tapay calentar el frasco en bafio maria a 90 °C hasta que el
fenol se disuelva por completo.

- Retire el frasco del bafo maria y deje enfriar a temperatura ambiente
(El fenol no se vuelve a cristalizar sino que permanece en su forma
liquida).

- Etiquetar y almacenar el frasco a temperatura ambiente.

B. Preparaciéon de la solucion de fenol al 5% (v/v ).

- Anada 5.5 mL del fenol concentrado a 94.5 mL de agua destilada
(volumen total de 100 ml.) (Esto equivale a 0.909 g/mL x 5.5 ml =
49995 g 0 5.0 g fenol/100 mL.)

Anexo K.
Preparacion de la Solucion del Reactivo de Griess:

Poco antes del usar, mezclar:

-1 parte del acido clorhidrico (HCl ) al 50% (v/v): Preparar 50 mL del
concentrado HCl en 50 mL de agua destilada.
2 partes de la sulfanilamida al 0.2% (w/v)

2 partes de N-(1-Naphtyl) ethylenediamine
dihydrochloride(C,_H ,N.-2HCI) al 0.1% (w/v)

12" T

Control de Calidad para medio LJ

1.  Informaciéon General:

a. Mantener el ambiente estéril como sea posible y minimizar el
movimiento de las personas.
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b. Elmaterial de vidrio deberd estar bien lavado para eliminar cualquier
sustancia que pueda alterar el pH del medio y por ende inhibir el
crecimiento del bacteria.

c. Todos los materiales empleados en la preparacion del medio se
deberédn esterilizar en autoclave o en el horno (esterilizacion en
seco) de acuerdo con los procedimientos de rutina.

d. Las superficies de trabajo se deberan limpiar con alcohol al 70% w/v
antes de ser utilizadas.

Verificacion del pH del medio:

El pH del medio se verificara el pH antes de la coagulacién, el pH en
el medio debe ser 6.6 - 6.8. Ajuste el pH segun sea necesario usando
HCl o NaOH. Después de la coagulacién, se debe volver a verificar el
pH al insertar la tira de pH en los medios coagulados. La coagulacién
incrementa el pHen 0.1 6 0.2. Por lo tanto, el pH debe estar entre 6.7 - 7.0.
Si no se encuentra dentro de este rango, se debera desechar el lote.

Inspeccion visual:

Examine cuidadosamente el contenido de los tubos observando
especificamente si hubiera inconsistencias, burbujas y cocimientos.
Desechar cualquier medio inadmisible. Si el 10% o mas de los medios
son inadmisibles, deseche todo el lote.

Verificacion de la esterilidad:

Incubar 20 tubos de medio de cultivo preparados a 37°C por 48 horas
para permitir que crezca cualquier contaminante. Los tubos se deberan
cerrar herméticamente para prevenir la evaporacion. Si no se detectan
contaminantes bacterianos, colocar los tubos en la bolsa pléstica y
conservar en refrigeracion. Si el indice de contaminaciéon excede el 5%
(mas de 1 tubo), desechar el lote completo del medio preparado.

Verificacion de la capacidad de mantener el crecimiento:

Después de observar el desempeno de cada lote de medio, se debera
inocular y monitorear el crecimiento con la cepa ATCC, M. tuberculosis
H37Rv.

Nota: Esta verificacion se debera realizar en un plazo de 1 a 2 dias después de
preparar un nuevo lote de medios.
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A.

Preparacion de la suspension STOCK1 de control H37 Rv.

1. Obtener un crecimiento abundante de la cepa H37 Rv sobre cual-.
quier medio sélido.

2. Utilizar un cultivo joven, de dos a tres semanas de incubacion. Re-
tirar una asa completa de masa bacteriana y resuspenderla en un
tubo con 10 mL de caldo 7H9 o medio liquido PBS con buffer.

3. Dejar el tubo completamente quieto durante 20 a 30 minutos para
dejar que las particulas gruesas se sedimenten.

4. Transferir 7 mL del sobrenadante y ajustar la turbidez al estédndar 0.5
de McFarland.

5. Preparar 7H9 en glicerol (mezclar 20 mL de glicerol en 80 mL de cal-
do 7H9).

6. Diluir la suspension ajustada del H37Rv a 1:1000 al transferir 0.1 mL
de la suspensién (del paso 4) a un pequeno matraz con 100 mL de
caldo 7H9 con glicerol (del paso 5). (Guardar la suspension restante
para preparar la solucién Stock 2). La concentracién final de glicerol
sera 20% v/v.

7. Etiquetar los crioviales como: STOCK 1

Alicuotar la suspension diluida resultante del H37Rv en crioviales (1
mL cada uno) y conservar a -70°C.

Antes de utilizar, descongelar un criovial de STOCK1 e inocular 0.2 mL de
la suspensién en 2-3 tubos inclinados con LJ (sin farmacos) “control de
crecimiento” a un nuevo lote y de 2-3 tubos inclinados de un lote anti-
guo.

Incubar 21 dias a 37°C. Comparar el crecimiento en ambos medios: la
cantidad de colonias asi como también su tamafo y apariencia deberan
ser iguales. Si hay menos colonias en un medio o las colonias son mas
pequenas, se debera desechar el lote completo.

Registrar los resultados en un formulario de CC.

6. Verificar la potencia de los farmacos.

Se debera verificar la capacidad de cada lote de medio con farmaco
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para inhibir el crecimiento de la cepa M. tuberculosis H37Rv, control
pan-sensible en una concentracién de cfu/mL 100 veces mas alta
que en la prueba para evaluar la capacidad para favorecer el creci-
miento.

Nota: Este control se debera incluir cada vez que se utilice el medio para
analizar las muestras de pacientes.

A.

1.

Preparacion de la suspension STOCK2 H37Rv.

Utilizar la suspension restante una vez completado el paso 5 del pro-
tocolo STOCK1 para preparar la solucion Stock2.

Preparar el 7H9 en glicerol al mezclar 20 mL de glicerol en 80 mL de
caldo 7H9.

Preparar una dilucién de 1:10 de la suspension H37Rv (del paso 1)
al transferir 5 mL a un pequeno matraz con 45 mL de caldo 7H9 con
glicerol (del paso 2). La dilucién final de glicerol sera 18% v/v.

Etiquetar los crioviales: STOCK 2.

Alicuotar la suspension resultante de H37Rv en los crioviales (1 mL
cada uno) y congelar a -70 °C.

Antes de utilizar, descongelar un criovial de STOCK2 a temperatura
ambiente.

Inocular 0.2 mL de la suspension en los tubos con antibiéticos de un
nuevo lote (2-3 tubos por farmaco).

Incubar 14 dias a 37°C. Examinar cuidadosamente cada tubo para
asegurarse de que no se observan colonias o micro colonias. Si hu-
biera alguna colonia detectable, independientemente del tamafo,
entonces todos los resultados de las pruebas realizadas de ese dia se
deberan considerar invalidos.

Si no se detecta un crecimiento visible después de 14 dias, incubar
por siete dias adicionales y repitir la lectura. Para la inter;ﬁretacién
proceda de manera similar a la lectura hecha a los 14 dias. El propo-
sitode la lectura a los 14 dias es detectar, lo antes posible, problemas
potenciales con los farmacos.

Registrar los resultados en un formulario de CC.
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Anexo M.
Control de Calidad para el Método Griess

Control de Calidad Interno (CCI)

1.

Calidad de la muestra para GRIESS

La calidad de la muestra que recibe el laboratorio, es muy importante
para un resultado confiable. La calidad de la muestra debera
monitorearse y analizar de manera rutinaria, con la finalidad de
identificar deficiencias sistematicas en la obtencién o manipulacion
de la muestra de esputo.

Indicador 1: Las muestras de esputo se deberdn transportar al
laboratorio de referencia de manera apropiada de acuerdo a las
recomendaciones de los manuales técnicos.

Estandar: 100% de muestras deben estar adecuadamente
transportadas

Monitoreo: El laboratorio ejecutor deberan evaluar todos los envios
de muestras, se registraran el correcto transporte, presencia o ausencia
de derrames y se informaré al centro de salud remitente si el empaque
es incorrecto y si existe derrames para un nuevo envio (% de envios de
manera inapropiado, con derrames) debera hacer cada 6 meses.

Indicador 2: Todas las muestras de esputo deberan estar rotuladas
correctamente y deberdn estar acompanadas de la solicitud de
investigacion de bacterioldgica enTuberculosis correctamente
llenadas.

Estandar: 100% de envases deberan estar etiquetadas con el nombre
del paciente. Mas de 97% de las fichas de solicitud de investigacién
bacterioldgicas. deberan contener toda la informacion requerida.

Monitoreo: El laboratorio ejecutor debera evaluar las muestras
y fichas al momento de su recepcién. La informacion se analizara
mensualmente.

Indicador 3:Todas las muestras de esputo deben llegar al laboratorio
de referencia dentro de las 72 horas, después de su recoleccion.
Estandar: Mas del 90% de las muestras de esputo deben llegar
dentro de las 72 horas a partir de su recoleccién.
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Monitoreo: Se registrara la fecha de recoleccion del esputo, y la fe-
cha llegada al laboratorio, fecha de obtencion del resultados emi-
sion. Analizar la informacion mensualmente.

Indicador 4: Las muestras de esputo deben ser de calidad adecuada.
Estandar: Cantidad suficiente ( 2 a 3 mL), temperatura adecuada (re-
frigeracién), sin contaminacién (ausencia contaminacién por hongos).
Monitoreo: Trimestralmente por el laboratorio de referencia que
procesa el método Griess.

Descontaminacion.-

La descontaminacién es la eliminacién de la flora acompafiante en la
muestra de esputo sin destruir de manera excesiva las micobacterias,
y evitar los resultados falsos negativos. La proporcién de contamina-
cion menor del 2% puede implicar una excesiva descontaminacion,
proporciones mayores a 5% sugiere una descontaminacion insufi-
ciente ocasionaria la repeticion de los cultivos y trabajo en exceso.

Indicador 1: La contaminacion de los cultivos debe estar en un
rango aceptable.

Estandar: El rango estandar de contaminacién es de 3% a 5%.

Monitoreo: El laboratorio que desarrolla el método Griess debe
evaluar la contaminacion mensualmente.

El Cultivo.-

Indicador 1: Una muestra de esputo frotis positivo debe tener alta
correlacion con la positividad del cultivo.

Estandar: Muestras frotis positivo de pacientes que no reciben tra-
tamiento deben resultar 100% de cultivos positivos.

Monitoreo: El laboratorio que desarrolla el método Griess debe eva-
luar la positividad de las muestras por cultivo.

Accién correctiva.- |
- Verificar la baciloscgpia en caso de discrepancias con los resul-
tados de las bacilos¢opias reportadas en la solicitud de inves-




tigacion bacterioldgica en Tuberculosis. Si la baciloscopia de
repeticién es negativa, es posible que exista problema con la
muestra enviada o con los resultados que informé el Centro de
Salud remitente. Es posible investigar la salud del paciente.

- Verificar la calidad del medio de cultivo.

- Verificar los procedimientos y el indice de contaminacion para
asegurar que el procedimiento de descontaminacion no sea ex-
cesivamente severo.

- Verificar el proceso de centrifugacion para asegurar que se ha
utilizado 3000 g

Il. Evaluacion Externa de la Calidad (EEC)
La evaluacién externa de la calidad estard a cargo del Laboratorio de
Referencia Nacional de Micobacterias del Instituto Nacional de Salud,
mediante dos sistemas de control de calidad externo:

- Test de proficiencia a través de envio de un panel de cepas
codificadas, una vez al afo.

- Los laboratorios que desarrollan la prueba Griess, enviaran las
cepas monorresistentes a INH o RIF y resistentes a INH+RIF al INS,
cronolégicamente para la verificacion de los resultados. El INS
realizara el monitoreo trimestralmente.

- EI'INS programara para cada laboratorio implementado realizar el
30% de los cultivos sensibles en un periodo determinado.

Anexo N:
Indicaciones para la Baciloscopia, en los Centros de Salud y en los Labo-
ratorios de la DISA.

A. Elmétodo estandar para la baciloscopia con el método directo de Griess
es:

1. Procesar el esputo por el método directo de Griess de acuerdo
al método de Kent y Kubica. Después del procesamiento y la
centrifugacion, el sedimento se resuspende con buffer fosfato hasta
un volumen total de 2 mL. Una gota para realizar la baciloscopia
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indirecta. El procedimiento de Griess con una carga bacteriana igual
0 mayor a una cruz (Bk 1+).

Si el frotis ya fue realizado directamente del esputo en el laboratorio
del Centro de Salud, se debera repetir usando el método de
baciloscopia indirecta en el laboratorio de la DISA (es decir, a partir
del sedimento procesado y resuspendido).

El protocolo para los laboratorios de Centros de Salud debera ser como

sigue:

- Los frotis se procesan mediante baciloscopia directa (es decir,
directamente de las muestras de esputo).

- Todas las muestras de esputo con BAAR positivos deberdn ser
enviadas al laboratorio de la DISA y seguir los procedimientos
del método Griess, cultivo y prueba de sensibilidad de acuerdo al
algoritmo establecido.

El protocolo para los laboratorios de la DISA, que reciben muestras de
esputo de los centros de salud, debera ser como sigue:

1. Cuando los laboratorios de la DISA reciben el esputo (positivo en
caso haya presencia de BAAR), deben proceder con la baciloscopia
indirecta, tal como se describe en el algoritmo. Luego, todos
los frotis con una carga de BAAR igual o mayor a una cruz (Bk1+)
que cumplan con otros requerimientos de la muestra) deben ser
sometidos a la prueba de sensibilidad mediante el método directo
de Griess.
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