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Visto el Expediente N° 23-039181-001, que contiene el Memorando N° 1681-2023-
DPCYAP/HNHU, la Jefa del Departamento de Departamento de Patologia Clinica y Anatomia
Patoldgica, solicita la aprobacién mediante acto resolutivo del siguiente proyecto de Guia de
Procedimiento Asistencial: “Examen de Baciloscopia (BK)”; '

CONSIDERANDO:

) Que, los numerales I y II del Titulo Preliminar de la Ley N° 26842, Ley General de Salud
disponen que la salud es condicién indispensable del desarrollo humano y medio fundamental para
alcanzar el bienestar individual y colectivo, y que la proteccién de la salud es de interés publico. Por
tanto, es responsabilidad del Estado regularla, vigilarla y promoverla; -

Que, mediante Decreto Supremo N°013-2006-SA, se aprueba el Reglamento de Establecimiento
de Salud y Servicios Médicos de Apoyo, el cual tiene por objetivo establecer los requisitos y condiciones
para la operacién y funcionamiento de los establecimientos de salud y servicios médicos de apoyo,
orientados a garantizar la calidad de sus prestaciones, asi como los mecanismos para la verificacion,
control y evaluacién de su cumplimiento, en el segundo pérrafo del articulo 5° del acotado Reglamento,
establece que los establecimientos de salud y servicios médicos de apoyo deben contar en cada 4rea,
unidad o servicio, con manuales de procedimientos, guias de practica clinica referidos a la atencién de
los pacientes, personal, suministros, mantenimiento, seguridad y otros que sean necesarios, segin Sf;a el
caso;

Que, el articulo 3° del Reglamento de Organizacion y Funciones del Hospital Nacional Hipélito™ it
Unanue, aprobado con Resolucién Ministerial N° 099-2012/MINSA, sefiala entre otros, que son
funciones generales del Hospital administrar los recursos humanos, materiales econémicos y financieros
para el logro de la misién y sus objetivos en cumplimiento a las normas vigentes; asi como mejorar
continuamente la calidad, productividad, eficiencia y eficacia de la atencién de la salud, estableciendo
las normas y los parametros necesarios, asi como generando una cultura organizacional con valores y
actitudes hacia la satisfaccién de las necesidades y expectativas del paciente y su entorno familiar;

Que, con Resolucién Directoral 158-2021-HNHU-DG del 17 de junio de 2021, se aprobé la

/f}'b“\o ’ (l\ Directiva Sanitaria N° 042-HNHU/2021/DG “Directiva Sanitaria para la Elaboracién de Guias de
/3 % {’rocedimientos Asistenciales en el Hospital Nacional Hipdlito Unanue V.2”, el cual tiene como finalidad

= . . . . . = » . ’ z .
(#Camo & Pontribuir a garantizar que los usuarios reciban atencién de calidad respaldadas por Guias Técnicas de
; &/ Procedimientos Asistenciales basadas en evidencias cientificas, buscando el maximo beneficio y minimo
~n Ge i riesgo a los usuarios y el uso racional de recursos en el Hospital Nacional Hipdélito Unanue;

Que, el Departamento de Patologia Clinica y Anatomia Patolégica, segin el Reglamento de
Organizacién y Funciones del Hospital Nacional Hipoélito Unanue, en el literal j) del articulo 75° sefiala
que dentro de sus funciones generales se encuentra: Proponer y aplicar los procedimientos y guias de
atencion para la atencion de los pacientes en la Institucién, motivo por el cual la propuesta presentada
mediante Memorando N° 1681-2023-DPCYAP/HNHU, que contiene el Informe N° 388-SMIyBM-
HNHU-2023, del Servicio de Microbiologfa, Inmunologfa y Biologia Molecular;




Que, asimismo, el articulo 11° del Reglamento de Organizacién y Funciones del Hospital
Nacional Hipélito Unanue, sefiala que la Oficina de Gestion de la Calidad, se encarga de implementar el
Sistema de Gestion de la Calidad en el Hospital para promover la mejora continua de la atencién
asistencial y administrativa al paciente con la participacién activa del personal y en el literal f) del
mencionado articulo sefiala que dentro de sus funciones generales se encuentra: Asesorar en la
Sformulacién de normas, guias de atencién y procedimientos de atencion al paciente, razén por la cual
presenta la Guia de Procedimiento Asistencial propuesta;

Que, con Nota Informativa N° 390-2023-OGC/HNHU, la Oficina de Gestion de la Calidad
remite el Informe N° 322-2023-KMGM/HNHU, a través del cual se informa que el proyecto de Guia de
Procedimiento Asistencial: “Examen de Baciloscopia (BK)”, elaborado por el Servicio de Microbiologfa,
Inmunologia y Biologia Molecular, ha sido evaluado y se encuentra acorde de manera estructural a los
lineamientos planteados en la Directiva Sanitaria N° 042-HNHU/2021/DG “Directiva Sanitaria para la
Elaboracion de Guias de Procedimientos Asistenciales en el Hospital Nacional Hipdlito Unanue V.27,
aprobada con Resoluci6én Directoral N° 158-2021-HNHU-DG, y que por tanto la Guia de Procedimiento
Asistencial propuesta se encuentra apta para su aprobacion;

Estando a lo informado por la Oficina de Asesoria Juridica en su Informe N° 345-2023-
OAJ/HNHU;

Con el visto bueno de la Jefa del Departamento de Patologia Clinica y Anatomia Patolégica, del
Jefe de la Oficina de Gestion de la Calidad y del Jefe de la Oficina de Asesoria Juridica; y,

De conformidad con lo dispuesto en la Directiva Sanitaria N® 042-HNHU/2021/DG “Directiva
Sanitaria para la Elaboracién de Guias de Procedimientos Asistenciales en el Hospital Nacional
Hipélito Unanue V.27, aprobada con Resolucién Directoral N° 158-2021-HNHU-DG y de acuerdo a las
facultades establecidas en el Reglamento de Organizacion y Funciones del Hospital Nacional Hipélito
Unanue, aprobado por Resolucion Ministerial N° 099-2012/MINSA;

SE RESUELVE:

Articulo 1.- APROBAR la Guia de Procedimiento Asistencial: “Examen de Baciloscopia
(BK)”, la misma que forma parte de la presente Resolucion y por los fundamentos expuestos en la parte
considerativa.

Articulo 2.- ENCARGAR al Departamento de Patologia Clinica y Anatomia Patoldgica, la
ejecucion y seguimiento de la Guia de Procedimiento Asistencial aprobada en el articulo 1 de la presente

Resolucion.

Articulo 3.- DISPONER que la Oficina de Comunicaciones proceda a la publicacién de la
presente Resolucion en la Pdgina Web del Hospital https://www.gob.pe/hnhu,

Registrese y comuniquese.
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INTRODUCCION

La Tuberculosis (TB), es una enfermedad infecciosa causada por una bacteria que tiene
la forma de bacilo denominado Mycobacterium tuberculosis (MTB), que se transmite a
través de las gotitas de saliva que los enfermos eliminan al exterior al hablar, toser o
escupir. Esta enfermedad ataca preferentemente a los pulmones, pero puede afectar
también a otros organos del cuerpo humano; generaimente se manifiesta por signos y
sintomas generales que van aumentando progresivamente, los que incluyen pérdida de
peso y de apetito, tos persistente y fiebre nocturna, entre otras. El diagnéstico se realiza
por medio de la observacion del bacilo tefiido, en el examen directo (baciloscopia) o
mediante aislamiento de colonias en los cultivos de las muestras. (1)

El Laboratorio de Bacteriologia (Micobacterias) es importante no sélo por el rol que
desempefia en el diagnéstico de las enfermedades transmisibles como la TB, sino también
en el control de la evolucién del tratamiento de los casos, asi como también la evaluacion
epidemiolégica y operacional. El laboratorio tiene como funcién principal, la deteccion de
fuentes de infeccién tuberculosa a través de la baciloscopia, una técnica basica, sencilla,
. eficaz y de bajo costo, que debe ser utilizada preferentemente en los sintomaticos
| respiratorios. Para el caso del cultivo, esta orientado al aislamiento e identificaciéon del
germen causal de la enfermedad, con la finalidad de hacer estudios de tipificacion,
susceptibilidad a medicamentos antituberculosos y detectar la emergencia de cepas

_ resistentes. (1)
’;«"’5‘70 &g\ La eleccion de la técnica basica mas conveniente (baciloscopia y/o cultivo), y su
S estandarizacion permitira la obtencién de resultados comparables en todo el pais, ademas
&P} ¥ .§/de facilitar la capacitacién, asi como también la ampliacién de la cobertura.

La presente Guia de Procedimiento Asistencial: Baciloscopia (BK), brinda informacién

L% sobre los procedimientos técnicos, para el diagnéstico bacterioldégico de la TB. La

plicacion de estas técnicas ejecutadas en forma correcta y en condiciones adecuadas,
5
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debe garantizar la validez de los resultados obtenidos por los diferentes laboratorios
integrantes de la Red Nacional de Laboratorios de Salud Pubica. (1)

I.  FINALIDAD Y JUSTIFICACION TECNICA

FINALIDAD

La finalidad de esta Guia de Procedimiento Asistencial: Baciloscopia (BK), es proporcionar
al personal de laboratorio, informacién sobre los procedimientos técnicos, para el
diagnéstico bacteriolégico de la TB. La aplicacién de estas técnicas ejecutadas en forma
correcta y en condiciones adecuadas, debe garantizar la validez de los resultados
obtenidos por los diferentes laboratorios integrantes de la Red Nacional de Laboratorios
de Salud Pubica. (1)

JUSTIFICACION TECNICA
El diagnéstico de la Tuberculosis, se realiza por medio de la observacion del bacilo tefiido,

en el examen directo (baciloscopia) 0 mediante aislamiento de colonias en los cultivos de
las muestras.

,FTI Laboratorio de Bacteriologia (Micobacterias) es importante no sélo por el rol que
desempeiia en el diagnéstico de las enfermedades transmisibles como la TB, sino también
en el control de la evolucion del tratamiento de los casos, asi como también la evaluacion
epidemiolégica y operacional. El laboratorio tiene como funcién principal, la deteccion de
fuentes de infeccidn tuberculosa a través de la baciloscopia, una técnica basica, sencilla,
eficaz y de bajo costo, que debe ser utilizada preferentemente en los sintomaticos

respiratorios.

En muchos paises la baciloscopia contintia siendo la primera prueba diagnéstica utilizada
en grupos de pacientes sospechosos de Tuberculosis no priorizados para el empleo de
los métodos rapidos moleculares. Es simple, econémica y eficiente para detectar los casos

infecciosos (10) .

La baciloscopia es un examen simple, de bajo costo y eficaz, para el diagnéstico de la

~ R0 DE o C L . .
o &, o--,\tuberculoss, Gtil para el control de la evolucion del tratamiento del paciente, por lo que su

‘iconocimiento debe alcanzar a los servicios de salud del pais de todos los niveles.

GUIA DE PROCEDIMIENTO ASISTENCIAL: EXAMEN DE BACILOSCOPIA (BK)
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La técnica se basa en que las micobacterias son acido-alcohol resistentes, que tienen la
capacidad de retener el colorante frente a la accién del decolorante alcohol-acido. Esta
caracteristica es debido al alto contenido de lipidos (acidos micolicos), glucolipidos y ceras
en la pared celular de las micobacterias que impiden la salida del colorante del citoplasma
de la célula.

La coloracion Ziehl-Neelsen, es la técnica mas empleada para el diagnédstico de la
tuberculosis en todos los paises de américa latina, por la capacidad que tiene de identificar

facilmente el bacilo.

. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

e El objetivo de esta Guia de Procedimiento Asistencial: Baciloscopia (BK), es
estandarizar los procedimientos técnicos, de Baciloscopia para el diagndstico
bacteriolégico de la Tuberculosis, en el Laboratorio de Micobacterias y Biologia
Molecular (Laboratorio Cenex) del HNHU, gue forma parte de la Red Nacional de

Laboratorios de Salud Publica.
2.2. Objetivos Especificos

¢ Describir el procedimiento preanalitico, analitico y postanalitico actual del examen
de Baciloscopia (BK) para el diagnéstico bacterioldgico de la Tuberculosis, que se
realiza en el Laboratorio de Micobacterias y Biologia Molecular (Laboratorio del
CENEX) del HNHU.
Difundir la Guia de procedimiento asistencial: Baciloscopia (BK) para el diagnéstico

bacteriologico de la Tuberculosis, actualizada.

L. AMBITO DE APLICACION
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Hospital DPTO. “SERVICIO DE
VTS T o vacional Hipdlito PATOLOGIA  MICROBIOLOGIA,

N Qd PERU Wi CUNICAY INMUNOLOGIA Y
& de Salud ANATOMIA BIOLOGIA

w DEL
& *

PATOLOGICA MOLECULAR”

La presente Guia de Procedimiento Asistencial: Baciloscopia (BK), para el Diagnéstico de
Tuberculosis, debera ser aplicado en el Laboratorio de Micobacterias y Biologia Molecular
del Hospital Nacional Hipdlito Unanue, donde el personal profesional Bidlogo, Tecndlogo
médico y técnico del Laboratorio de Micobacterias y Biologia Molecular, ejecutara el
ensayo con muestras pulmonares y extrapulmonares, para la deteccion del bacilo de
Koch, para lo cual debera cumplir con las condiciones de Bioseguridad correspondientes.

Iv. NOMBRE DEL PROCESO A ESTANDARIZAR

Codigo Procedimiento Asistencial DESCRIPCION
CPMS 87115 BACILOSCOPIA (BK)

V. CONSIDERACIONES GENERALES

La Tuberculosis (TB) sigue siendo un importante problema sanitario a escala mundial, la
tuberculosis es una de las 10 principales causas de muerte y la primera por enfermedades
infecciosas, por encima del VIH/Sida. A nivel mundial, en 2021, se estimaron que 10.6
millones de personas enfermaron de tuberculosis, y 1.6 millones fallecieron por esta causa;
'\, de ellas, 187.000 tenian coinfeccion con el VIH. En las Américas, en 2021, se estimaron
2] 309.000 casos de tuberculosis y se notificaron 215.116 (70%). Las muertes estimadas
para la regién fueron 32.000, de las cuales el 11% (9.000) correspondieron a la co-
infeccion por TB/VIH. Se diagnosticé 4.820 casos de TB-RR/MDR. De estos, el 95% inicié

tratamiento.

La Estrategia Fin de la TB tiene como prop6sito terminar con la epidemia de tuberculosis
en el mundo y esta vinculada con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS), bajo tres
indicadores de alto nivel: reducir el nimero de muertes por tuberculosis en un 95%
comparado con 2015, reducir los nuevos casos en un 90% entre 2015 y 2035, y garantizar

oo Que ninguna familia enfrente costos catastroficos debidos a la tuberculosis. (2)
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En el 2021, segun la tabla N° 01, se observa la Situaciéon actual de TB en el Peru. La
estratificacion de riesgo se obtuvo como producto de ia combinacion de doce indicadores:
05 epidemiologicos y 07 operacionales. Desde esa perspectiva, se identifica en riesgo
MUY ALTO a las regiones: Ucayali, LIMA, Callao, Madre de Dios, Tumbes, Cusco y

Amazonas. En riesgo ALTO a Loreto, Ica, San Martin, Huancavelica, Apurimac y Puno.(3)

N TABLA N° 01
PERU: GRUPOS REGIONALES DE RIESGO PARA TB, 2021

Para el 2021, la tasa de Incidencia de TB por 100000 habitantes En Peru fue de 82.25 y
en el Dpto. de Lima fue 115.28. Las regiones mas afectadas fueron: Lima Centro con
181.92, Ucayali con 164.35, Madre de Dios con 152.93, Loreto con 144.18, Callac con una
tasa de incidencia de 127.39, Ica con 112.13, Lima Este con 108.47, Tacna con 99.05,
Lima Norte con 97.39 y Lima Sur con 81.62 (Fuente de Informacion: CDC-MINSA 2022)
(4)

A nivel nacional, en el 2021, hubo 26,437 casos notificados, el 88% de ellos, son casos
nuevos, siendo Lima y Callao las regiones mas afectadas en el pais. En el HNHU, el total
de atendidos en el 2021 fue de 58,561, correspondiento al Dpto. de Neumologia, un total
de 1750 atendidos, de los cuales, 552 (31.54%) fueron pacientes nuevos con diagnéstico
de Tuberculosis. El total de atenciones fue de 5065 pacientes, correspondiente al Dpto. de
Neumologia, un total de 5065, de los cuales 3060 (60.%) fueron atenciones con

Diagndstico de Tuberculosis.
La pandemia de COVID-19 amenaza con revertir el progreso reciente en la reduccion de
XeR0 De@ . la carga mundial de la enfermedad de tuberculosis. Los impactos econémicos de la
5 ,[ ¥ / o‘lpandemla empeoran al menos dos de los determinantes clase de la incidencia de la
%(b OBO ¢/ tuberculosis: el PBI per capita y la desnutricién. La tuberculosis podria aumentar en mas
\5’*’0 02 > de 1 millén por afio en el periodo 2020-2025. El impacto en los medios de vida resultante
de la pérdida de ingresos o el desempleo también podria aumentar el porcentaje con

berculosis y a nivel econémico en los hogares. (5)
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El Per, un pais con alta prevalencia de tuberculosis, tiene entre sus mas graves
debilidades el diagnéstico tardio, particularmente en los casos de tuberculosis pulmonar
con baciloscopia negativa, en donde muchas veces depende de los resultados de
metodologias convencionales. Por lo que es prioritario implementar procedimientos mas
apropiados para el diagnéstico bacteriolégico de la Tuberculosis, asi como los metodos
rapidos para la deteccién de la resistencia de Mycobacterium tuberculosis a los
medicamentos antituberculosos. (6)

El rol del laboratorio es esencial en la deteccion de los casos, la confirmaciéon del
diagnéstico de tuberculosis, en la evaluacion de la eficacia del tratamiento, en ia
orientacioén de la eleccién de esquemas terapéuticos cuando se presenta resistencia a los
medicamentos y en la vigilancia de la resistencia a drogas antituberculosas utilizadas por
el Programa de Control de la Tuberculosis.

La estandarizacion de los procedimientos involucrados en el diagnéstico de esta
enfermedad, se basa en normas técnicas que son el producto de la amplia experiencia
mundial, periédicamente revisada por la Organizacion Panamericana de la Salud,
Organizacién Mundial de la Salud y la Unién Intemacional Contra la Tuberculosis y

Enfermedades Respiratorias. (7)

La Baciloscopia es la técnica de rutina y herramienta fundamental para el diagnostico
presuntivo de tuberculosis, que debe emplearse en toda muestra tanto de procedencia
pulmonar como extrapulmonar. Sabiéndose que “la técnica de Ziehl-Neelsen®, es una
“coloracién diferencial util en la identificacién de las Micobacterias, aunque, no permite la
/ diferenciacion de distintas especies. La caracteristica de acido-resistencia de estos

microorganismos, hace de esta coloracion un método rapido en el diagnéstico de infeccion
| micobacteriana. Sin embargo, la sensibilidad de la baciloscopia es menor del 50%, ya que
para que la baciloscopia sea positiva, es preciso que la muestra tenga como minimo, entre

5.000 y 10.000 bacilos por mililitro de muestra. (8)

\%&5‘5 DE";;?; La propiedad que presentan las Micobacterias de resistir la decoloracién con acidos
5 wmrl %\ fuertes después de ser coloreadas con solucién de fucsina caliente, permite reunirlas bajo
(ﬁ la denominacién general de bacilos “acido resistente” o “acido-alcohol resistentes”. La
acido-alcohol resistencia es la capacidad de incorporar ciertos colorantes y retenerlos
después de someterlos a la accion de acidos y alcohol, y esta determinada por |la presencia
en la pared celular de los acidos micélicos que son acidos grasos de cadenas ramificadas
de alto peso molecular. La coloracion clasica de Ziehl-Neelsen requiere calentamiento
10
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para que el colorante atraviese la pared bacteriana que contiene ceras. Al suspender el
calentamiento y enfriar con agua, provoca una nueva solidificacion de los acidos grasos,
de modo que el colorante ya no puede salir de las bacterias. Por otro lado, el calentamiento
aumenta la energia cinética de las moléculas del colorante, lo cual también facilita su
entrada a las bacterias. Las bacterias que resisten la decoloracién se observaran al
microscopio de color rojo y las que no, se ven de color azul, ya que se utiliza el azul de

metileno como tincién de contraste (9)

5.1. Definiciones operativas

Bacilo Acido - Alcohol resistente: Son microorganismos que tienen la capacidad de
incorporar ciertos colorantes y retenerlos después de someterios a la accion del acido-
alcohol, debido a la presencia en su pared celular de peptidoglicanos, acidos micélicos,
glucolipidos y ceras.

Coloracién de Ziehl Neelsen: Es una técnica de coloracion, para identificar
micobacterias. Se realiza en tres tiempos. Tinciéon (Fucsina basica), decoloracién (acido
alcohol) y contraste (azul de metileno).

Evaluacién externa de la calidad: Es un sistema para comprobar el desempefio de un
laboratorio usando una intervencion externa.

Laboratorio local: Son los laboratorios ubicados en los centros de salud, hospital distrital
o provincial que cuentan con ambiente fisico, microscopio y personal capacitado para la
realizacién de baciloscopias.

Laboratorio de Referencia Nacional: Es el Laboratorio de Referencia Nacional de
Micobacterias (LRNM), y es el de mayor complejidad técnica, se encarga de asesorar a la
red de laboratorios de tuberculosis en el ambito nacional.

Laboratorio de Referencia Regional: Es un Laboratorio de Salud Publica de Referencia
Regional de mayor complejidad técnica de la region, que investiga, coordina y difunde las
normas y metodologias orientadas al control, vigilancia y prevencion de la tuberculosis en

Q?’ su jurisdiccion. Su funcionamiento es responsabilidad de la direccion de salud o gerencia
reglonal de salud.

[
\6‘ 5?1080‘3 4 ‘Muestra biolégica: Cualquier material biolégico de origen humano susceptible de

conservacion, pudiendo ser: sangre y sus derivados, tejidos, érganos y secreciones.
Pruebas moleculares: Analizan el acido desoxirribonucleico (ADN) del agente etiolégico,

ara identificacion y deteccion de mutaciones asociadas a la resistencia.

11
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Sintomatico respiratorio: Persona que presenta tos y flema por 15 o m3as dias.

Sustancias infecciosas categoria A: Aquella sustancia que cuando ocurre su
exposicion, es capaz de causar incapacidad permanente, enfermedad fatal o para toda la
vida en humanos y animales.

Caso de tuberculosis pulmonar: Persona a quien se le diagnostica tuberculosis con

compromiso del parénquima pulmonar con o sin confirmacién bacteriolégica. (1)

5.2. Conceptos Basicos

La Baciloscopia (BK), es la técnica de rutina y herramienta fundameptal para el
diagnoéstico presuntivo de tuberculosis, que debe emplearse en toda muestra tanto de
procedencia pulmonar como extrapulmonar. Sabiéndose que ‘la técnica de Ziehl-

Neelsen”, es una coloracion diferencial Gtil en la identificacion de las Micobacterias (8)

Coloracion de Ziehl Neelsen: Es una técnica de coloracién, para identificar
micaobacterias. Se realiza en tres tiempos. Tincion (Fucsina basica), decoloracién (acido

alcohol) y contraste (azul de metileno).

La Baciloscopia (Examen microscoépico): Es un examen simple, de bajo costo y eficaz,
para el diagnéstico de la tuberculosis, Util para el control de la evolucién del tratamiento
del paciente, por lo que su conocimiento debe alcanzar a los servicios de salud del pais

de todos los niveles.

Siglas a utilizar:
BAAR: Bacilo Acido — Alcohol resistente

BK: Baciloscopia

DR: Drogorresistente, drogorresistencia
EEC: Evaluacion externa de la calidad
/390 D ES-PCT: Estrategia Sanitaria de Prevencion y Control de Tuberculosis
/ . DPCTB: Direccidén de Prevencién y Control de Tuberculosis
_ (&Lv] INS: Instituto Nacional de. Salud
' LCR: Liquido cefalorraquideo
LiPA: Siglas del nombre en inglés Line Probe Assay

&
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MDR: Multidrogorresistente/ multidrogorresistencia

MGIT: Por las iniciales del nombre en inglés Mycobacterial Growth Indicator Tube
MINSA: Ministerio de Salud.

MTB: Complejo Mycobacterium tuberculosis

OMS: Organizacién Mundial de la Salud

SR: Sintomatico Respiratorio

ZN: Ziehl Neelsen (1, 11)

5.3 Requerimientos Basicos
5.3.1 Recursos Humanos:
¢ Meédico Especialista en Patologia Clinica.
e Profesional Biélogo
e Licenciado en Tecnologia Médica.

o Técnico en Laboratorio Clinico

5.3.2 Recursos Materiales:
- Equipos Biomédicos
o Microscopio binocular (10X) y objetivo de inmersion(100X)
e Balanza 200 ¢
e Cabina de Bioseguridad
e Centrifuga de tubos
s Refrigeradora

e Autoclave

- Material Médico no Fungible:
o Embudo de vidrio
e Probeta de 500 mL
e Probeta de 100 mL
¢ Pinza de metal
e Soporte de varillas de vidrio.
¢ Bandeja de metal o plastico para recepcion de muestras
(dimensiones: 60 x 40 x 10 cm).

e Termohigrometro

- Material Médico Fungible:

GUIA DE PROCEDIMIENTO ASISTENCIAL: EXAMEN DE BACILOSCOPIA (BK)
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¢ Respirador N95, Bata descartable, Protector ocular, guantes, gorro,

botas

e Caja de laminas portaobjetos.

e Aplicadores o palitos de madera.

o Lapiz de cera o lapiz punta de diamante

o Papel lente.

e 03 frascos de color ambar, tipo cuentagotas, para kit de coloracién.

e Papel absorbente.

¢ Papel plastificado

e Aceite de inmersion.

e Alcohol isopropilico, para limpieza de lente de inmersion

e Reactivos: fucsina basica, azul de metileno, fenol en cristales,
acido clorhidrico, alcohol de 95°, hipoclorito de sodio

e Agua destilada.

o Bolsas rojas de bioseguridad, para material contaminado.

e Soporte para colocar los extendidos

o Libro de Registro de Baciloscopias

e | apicero

5.3 Poblacién Diana:
Poblacién de todos los grupos etarios.

VL. CONSIDERACIONES ESPECIFICAS

6.1 Metodologia:

Se realiz6 la busqueda bibliogréfica de los términos: Tuberculosis, Manual para el

Diagndstico Bacterioldgico de la Tuberculosis e Importancia del Control de Calidad de la

/?:;,.Tg‘é-\ BACILOSCOPIA en los laboratorigs de Diagnéstico de Tuberculosis, en los siguientes
YBM ¥\ motores de buisqueda:

Ut/ .. o PUBMED

Vo -] \Q

e mf’ MEDLINE PLUS

R

.

006 3, 2.- OPS/OMS PAHO, Temas de salud: TUBERCULOSIS.

[$ { V. 3.- OPS. Organismo Andino de Salud. Convenio Hipélito Unanue. Programa
[.. . JFortalecimiento de la Red de Laboratorios de Tuberculosis en la region de las Américas’.
\ ] 14
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Parte 1: Manual para el Diagnéstico Bacteriologico de la Tuberculosis. 2da. Edicion.
2018.

14. Tuberculosis. Biblioteca Nacional de Medicina.

15. Misleidis Sardifias y Cols. Importancia del control de la calidad de la baciloscopia
en los laboratorios de diagnéstico de tuberculosis. Rev. chil.

infectol. vol.33 no.3 Santiago jun. 2016.

Encontrandose lo siguiente:

La tuberculosis (TB) es una enfermedad bacteriana que generalmente ataca los pulmones.

Pero también puede atacar otras partes del cuerpo, incluyendo rifiones, la columna

vertebral y el cerebro.
No todas las personas infectadas con la bacteria de la tuberculosis se enferman. Entonces,
hay dos tipos de condiciones de tuberculosis: Infeccién de TB latente: Los gérmenes de
la tuberculosis viven en su cuerpo pero no lo enferman. Enfermedad de tuberculosis (TB
activa): Los gérmenes de la tuberculosis causan enfermedad. Esta afeccién casi siempre
se puede curar con antibioticos. Pero si no se trata adecuadamente, puede ser fatal. En
los Estados Unidos hay casos de tuberculosis, pero es mas comun en otros paises. (14)
Un total de 1,6 millones de personas murieron de tuberculosis en 2021 (entre ellas 187
000 personas con VIH). En todo el mundo, la tuberculosis es la decimotercera causa de
muerte y la enfermedad infecciosa mas mortifera por detras de la COVID-19 (por delante
del VIH y el Sida). Se estima que en 2021 enfermaron de tuberculosis 10,6 millones de
personas en todo el mundo: 6 millones de hombres, 3,4 millones de mujeres y 1,2 millones
de nifios. Aunque la tuberculosis esta presente en todos los paises y grupos de edad, es
una enfermedad que se puede curar y prevenir. La tuberculosis multirresistente sigue
j representando una crisis de salud ptblica y una amenaza para la seguridad sanitaria. Solo
una de cada tres personas con tuberculosis farmacorresistente tuvo acceso al tratamiento
en 2021. (2)
La baciloscopia continGa siendo internacionalmente la herramienta primaria en el
diagnostico de la TBC pulmonar activa; esta es la prueba mas utilizada no sélo en la
busqueda de casos infecciosos de la comunidad, sino ademas como medidor de la eficacia
del tratamiento en estos pacientes. El control de calidad es el proceso de revision de los

frotis por parte de un observador altamente calificado. (15)

A MUESTRA

&/ 15
—
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Con la finalidad de que el laboratorio obtenga resultados confiables, necesita una buena
muestra, entendiéndose como tal, la que proviene del sitio de la lesion, obtenida en
cantidad suficiente, conservada y transportada adecuadamente.

La muestra mas examinada es el esputo debido a que, la tuberculosis pulmonar es la mas
frecuente. Sin embargo, debido a que la enfermedad puede manifestarse en cualquier
organo, pueden investigarse otras muestras como orina, liquido cefalorraquideo, liquido
pleural, liquido ascitico, pus, biopsias entre otras. Estas muestras extrapulmonares deben

procesarse por cultivo y mediante prueba rapida molecular.

MUESTRA DE ESPUTO:

Expectoracion Natural

a. Nomero de muestras y momento de recoleccion: La norma técnica de salud para
la atencion integral de las personas afectadas por tuberculosis del Ministerio de Salud,
establece que se debe examinar dos muestras de esputo por cada sintomatico respiratorio.
La primera muestra debe obtenerse en el momento de la consuita y la segunda muestra,
al dia siguiente al despertar por la mafana. Existen excepciones como aquella que
requiere hacer el seguimiento diagnostico con el estudio de mas muestras. Para el control
del tratamiento, examinar una muestra mensualmente mientras dure la terapia
antituberculosa.

b. Envase: - Boca ancha: (no menos de 50 mm de diametro) (Figura 1)

Figura 1: Envases de boca ancha

- Capacidad de 30 a 50 mL: para que el paciente pueda depositar la expectoracioén con

facilidad dentro del envase, sin ensuciar sus manos o las paredes del frasco y para que
en el laboratorio pueda seleccionar y tomar la particula dtil para realizar el extendido.
16
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—-Cierre hermético: con tapa rosca para evitar derrames durante el transporte y
produccién de aerosoles al abrir el envase.

- Material de plastico: material transparente y desechable que evita la reutilizacion, que
permita observar la calidad de la muestra, rotular facilmente el nombre y cédigo de
identificacion de la muestra en el cuerpo del envase.

c. Obtencion de la muestra de esputo:

Calidad: una muestra adecuada, es aquella que proviene del arbol bronquial, y es

obtenida después de un esfuerzo de tos (Figura 2).

Mucopurulenta Sanguinolenta Mucosa Saliva

Figura 2: Apariencia fisica de las muestras de esputo
(Referencia: Laboratory Diagnosis of Tuberculosis by Sputum Microscopy, Global
Laboratory Initiative)

Cantidad: la muestra debe tener un volumen aproximado de 3 a 5 mL obtenida de tres

expectoraciones sucesivas, salvo justificadas excepciones.

mera muestra: se obtendra en el establecimiento de salud cuando el personal identifica

gue el consultante es sintomatico respiratorio.

El personal de salud, explica en forma sencilla al paciente, para que produzca el esputo,

respirando profundamente, reteniendo aire y produciendo la tos. El paciente repetira el

procedimiento hasta obtener la cantidad adecuada. Para ello, se debe contar con un

envase nuevo para esputo, anotar el nombre del paciente y fecha de obtencién en el

== cuerpo del envase, luego entregar el envase rotulado al paciente e indicarle el lugar de

;éé‘?’: ;‘i(aobtencién de la muestra de esputo.

C Ly I Z Este lugar debe contar con buena ventilacién y se prohibe la presencia de otras personas
— salud no cuenta con el ambiente de obtencion, el paciente puede obtener la muestra en

59 ENEX “(«o un lugar abierto donde no haya presencia de otras personas.
°
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Segunda muestra: el personal de salud entrega un envase al paciente, para la obtencion
de la segunda muestra, al dia siguiente al despertar en ayunas, enjuagandose
previamente la boca solamente con agua. El paciente debe seguir la misma explicacion,
para la obtencién de la primera muestra. Posteriormente, debe cerrar bien la tapa del
envase y colocario dentro de una bolsa de plastico, para llevarlo a la estrategia sanitaria
de prevencion y control de tuberculosis del establecimiento de salud.

Métodos especiales para la obtencion de muestras
Cuando el paciente no logra expectorar como en caso de nifios, enfermos psiquiatricos,
ancianos, se recurre a formas especiales de obtencion de las muestras.
a. Induccioén del Esputo:
Esta a cargo del personal de salud entrenado. El procedimiento se realizara en una sala
de toma de muestra gque cuente con buena ventilacion, usando respirador N 95, de acuerdo
a las siguientes recomendaciones:
- Nebulizar al paciente durante 15 minutos con solucion fisiol6gica, cuya temperatura debe
ser apenas superior a la corporal.
- Para facilitar la expulsion de la expectoracion puede ser conveniente acostar al paciente
boca abajo con una almohada debajo del térax y la cabeza saliendo de la camilla. Si es
posible dar masajes con técnicas fisioterapéuticas.
- Se puede repetir el proceso hasta tres veces.
- Recolectar la primera expectoraciéon producida.
- Entregar el segundo envase para la recoleccion de las secreciones producidas en las 24
horas siguientes.
- Cuando se trata de nifios se debe succionar las secreciones con un aspirador manual o
mecanico.
b. Lavado Gastrico

La toma de muestra debe estar reservada al profesional de salud entrenado, siendo su
aplicacién mas frecuente en nifios. La obtencion se realiza por la mafiana con el paciente
en ayunas, utilizando una sonda nasogastrica por la que se aspira el jugo gastrico. Utilizar
una jeringa de 50 mL y vaciar la muestra en un envase limpio de 50 a 100 mL de capacidad,;
se recomienda, en el caso de no ser posible el envio de inmediato al laboratorio, conservar

|

' la muestra en refrigeracién (2 a 8°C), teniendo en cuenta que debe ser procesada durante
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Es un procedimiento invasivo y esta reservado al médico especialista neumélogo o
personal profesional entrenado; en este caso procesar la muestra por cultivo. Asi mismo,
se debe respetar las siguientes recomendaciones:

« Tomar la muestra en una sala bien ventilada y utilizando respirador N 95.

» Utilizar un fibrobroncoscopio esterilizado no mas de 15 dias antes.

» Entregar al paciente un frasco para que deposite toda la expectoraciéon que por estimulo
de la fibrobroncoscopia puede producirse en las 24 horas siguientes.

« Esterilizar el fibrobroncoscopio con glutaraldehido al 2% activado con una sustancia
bicarbonatada.

» Después de la esterilizacion, lavar el fibrobroncoscopio para desprender bacilos muertos

que puedan haber quedado adheridos.

OTRAS MUESTRAS
En este caso la muestra se procesa por cuiltivo, debido a la escasa cantidad de bacilos y

presencia de micobacterias saprofitas. La baciloscopia no es concluyente.

a. Orina
Se recomienda la orina obtenida en la primera miccion de la mafiana, previa higiene
externa con agua. Recolectar el 2do chorro de orina en un volumen no menor a 50 mL en

envase limpio de boca ancha, se debe investigar tres muestras seriadas, diarias o inter-

larias. La muestra debe ser procesada lo mas pronto posible, ya que el pH acido de la
orina afecta la viabilidad de la bacteria. La muestra se procesa siempre por cultivo.

Debe recordarse que la prueba de baciloscopia efectuada del sedimento de la orina no es
diagnéstico concluyente de tuberculosis, ya que existen micobacterias saprofitas en la
orina, que pueden producir resultados falsos positivos en el examen de baciloscopia por

lo que se espera el resultado del cultivo como concluyente.

b. Liquidos pleural, ascitico, pericardico, articular y otros
La obtencion de estas muestras esta reservada al personal médico; la cantidad y el

volumen es el que estime el especialista, y se debe utilizar envase estéril de capacidad

5 . e
Bes\*’-"' adecuada para la cantidad de la muestra. La muestra se debe procesar lo mas rapido
[3)

posible por cultivo.

| &% Liquido cefalorraquideo
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Figura 3: Caja de acero inoxidable
- En el caso de que se requiera transportar la muestra fuera del establecimiento de salud,
utilizar contenedores de plastico resistentes, que incluyen porta-frascos con divisiones
para colocar los envases. El transporte esta a cargo del personal de salud, para disminuir

cualquier accidente en el transporte y asegurar la muestra (Figura 4).

Figura 4: Contenedores de plastico
b Transporte de muestras al Laboratorio de Nivel Regional y/o al laboratorio de
-. /@L/ : ‘I referencia nacional de micobacterias del Instituto Nacional de Salud (LRNM-INS):
<z,&) V°B°C§Q/ Para el transporte de muestras de esputo desde los laboratorios de nivel local al LRR, y/o
al LRNM-INS, se debe realizar segun lo indicado en la NTS N° 153-MINSA/2019/INS:

“Norma Técnica de Salud sobre Preparacion, Embalaje y Documentacion para el

Zemo o 2

ransporte Seguro de Sustancias Infecciosas” (12).
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La obtencién de la muestra esta reservada al personal médico. Obtenida la muestra en un
volumen aproximado de 1-2 mL, utilizar un envase estéril con tapa rosca. La muestra se
procesa por cultivo inmediatamente, de no ser posible, ésta debe ser conservada de 2 a

8°C por un lapso de tiempo no mayor a las 12 horas. (13)

d. Biopsia

La obtencién de la biopsia esta reservada al personal médico, utilizando un envase estéril.
La muestra se divide en dos partes: una parte en solucion salina para enviar al laboratorio
para el cultivo y la otra, en frasco con formol al 10%, para el estudio histopatolégico. (1,10)

CONSERVACION DE LA MUESTRA

La muestra de esputo debe procesarse lo mas pronto posible después de su obtencion,
de no ser posible procesarla el mismo dia, se debe conservar en refrigeraciéon de 2-8 °C,
hasta los siete dias; aunque de preferencia deberian ser procesadas dentro de los 3 dias
para evitar la contaminacion de los cultivos. En cuanto a cultivos positivos, una vez
realizada la lectura, deben ser enviados al laboratorio de referencia de salud publica, para
la realizacion de la prueba de susceptibilidad u otra prueba.

Si las muestras solo van a ser procesadas por baciloscopia y requiere ser conservada por
varios dias, deberan ser esterilizadas agregando 10 gotas de fenol al 5%, el mismo dia

ue son recepcionadas.

/ TRANSPORTE DE LAS MUESTRAS

En el transporte de las muestras debe tenerse en cuenta los siguientes aspectos:
- Proteger la muestra del calor excesivo y de la luz solar.

- Verificar el cierre hermético de la tapa de los envases para evitar derrames de la muestra.

a. Transporte de muestras en el Nivel Local:

- El transporte de muestras dentro del establecimiento de salud, desde la estrategia de
tuberculosis del establecimiento al laboratorio, se realiza utilizando las cajas de acero
inoxidable. Todas las estrategias de TB del MINSA cuentan con este material (Figura 3).
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AMBIENTE Y MATERIAL DE TRABAJO

Siempre deben aplicarse las normas de bioseguridad para el manejo de muestras
potencialmente infectantes.

Distribucion de areas en el Laboratorio:

Debe considerarse la distribucion de areas, para las tareas siguientes:

- Recepcién de muestras.

— Preparacion y fijaciéon de los extendidos.

- Coloracién de los extendidos.

- Microscopia y registro de resultados.

Esta distribucién evitara los movimientos cruzados y permitird que el ambiente esté
despejado. El laboratorio de TB podria ser independiente o compartido, con tareas y
horarios diferenciados. Para ello, debera existir una coordinacion entre todo el personal de
salud que trabaja en el area (Figura 5).

Evitar tomar muestras durante el proceso de las baciloscopias, sobretodo en los
laboratorios donde comparten el area de recepcién de muestras, preparacion y fijacion
de los extendidos.

Condiciones minimas del Laboratorio:

El laboratorio debera tener las siguientes condiciones minimas:

- Buena lluminacion.

2~ Ventilacién adecuada del laboratorio a través de ventanas amplias (o extractor de aire),
' \'f a fin de renovar el aire del laboratorio.

: - Pisos y paredes lisas, lavables, que pueden ser resistentes a soluciones de limpieza.
~17 _Mesade trabajo por lo menos 1,00 m. x 0,60 m., de material lavable y resistente a

soluciones desinfectantes.

NG - Dos lavaderos con cafios (uno para lavado de manos y otro para la tincion de laminas),
" agua y desagtie.
Pt L&/ - Un armario para reactivos y demas materiales.
/' -Mesa para el microscopio.

22

GUIA DE PROCEDIMIENTO ASISTENCIAL: EXAMEN DE BACILOSCOPIA (BK)



Hospital DPTO.  “SERVICIO DE

V121 | tacional Hipdlito PATOLOGIA MICROBIOLOGIA,
de Salud Unanue CLINKCA Y INMUNOLOGIA ¥
e Salu

ANATOMIA BIOLOGIA
PATOLOGICA  MOLECULAR”

Figura 5. Area de baciloscopia

NORMAS DE BIOSEGURIDAD

La bioseguridad es un conjunto de medidas preventivas de sentido comun, para proteger
la salud y la seguridad del personal que trabaja en el laboratorio frente a posibles riesgos
producidos por agentes biolégicos, fisicos o quimicos.

Ningtn elemento de proteccion es tan importante como la informacion, organizacion,

concentracion en el trabajo, estado de alerta y las medidas de prevencion.

Del Personal
- El personal nuevo debe ser instruido sobre los riesgos que hay en el trabajo cotidiano y

en las actividades que se desarrolla en el laboratorio. El personal debe estar considerado

~en el programa anual de chequeo médico.

] Ko
/ g SMyEM £\~ El personal debe conocer al supervisor responsable, a quien debe notificar de forma
3 A

% ilnmedlata cualquier accidente de trabajo.
a,& V°B°£\,/ El personal inmunocomprometido como diabetes, VIH o embarazo, son grupos de mayor

riesgo que pueden desarrollar TB en caso de infectarse con el bacilo, por lo que se

ecomienda dar actividades en areas de bajo riesgo.
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- Todo laboratorio debe estar adecuadamente ventilado e iluminado y contar con servicios

adecuados, funcionales y operativos de agua, luz y gas.

- El area del laboratorio donde se manipula el material infeccioso se denomina AREA
CONTAMINADA y debe estar ubicada en un lugar alejado de la puerta de entrada al
laboratorio y de los lugares en los que se producen habitualmente corrientes de aire. El
teléfono no debe instalarse en el ambiente fisico donde se encuentra el area contaminada.
- Las mesas de trabajo deben confeccionarse con material sélido con superficies lisas,
impermeables y resistentes a las sustancias corrosivas y de facil limpieza.

- Se dispondra en las areas de trabajo solo de los equipos y materiales necesarios.

- Las paredes y los pisos deben ser lisos para facilitar la limpieza con soluciones
desinfectantes.

- Al sistema de desagiie sélo se debe eliminar los agentes bioldgicos o quimicos
previamente descontaminados, neutralizados o inactivados con fenol al 5% durante 30 min
- En las puertas de los laboratorios debe estar obligatoriamente la sefial de Riesgo
Bioldgico.

- Cuadernos y formatos de trabajo deben ubicarse en otra area.

Del equipo de proteccion personal

- El personal debe usar en todo momento la ropa de proteccion mientras trabaja en el
laboratorio. La ropa de proteccion no debe llevarse fuera de la zona del laboratorio (por
ejemplo, en la cafeteria, las oficinas, la biblioteca, los vestuarios o los aseos). La ropa de
laboratorio debe guardarse en un area, separado de la ropa de calle. La ropa de laboratorio
limpia se guardara en una zona del laboratorio distinta de la destinada a la ropa sucia. La

X ropa de laboratorio se cambiara al menos una vez a la semana, pero no se lavara a casa.

| - Las batas de laboratorio deben de tener manga larga y pufio y se cerraran a la espalda.

" El personal del laboratorio debe tener a su disposicién batas de distintas tallas.

- El personal que tiene el cabello largo, mantener amarrado hacia atras y utilizar un gorro

en forma obligatoria.

S Antes de ingresar al area de riesgo quitarse los brazaletes o collares para evitar
C

© accidentes de trabajo.

<) . P . .
-/- Utilizar guantes en todos los procedimientos que requieran contacto directo con muestras

de esputos, sangre, liquidos corporales u otro material potencialmente infeccioso.
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Del Ambiente

- Las instalaciones del laboratorio de tuberculosis pueden clasificarse en tres grandes
niveles de riesgo, seglin las actividades que se realicen y los riesgos que lleven asociados:
* Riesgo bajo.
* Riesgo moderado.
» Riesgo alto (considera barreras de contencion primaria y secundaria en el
laboratorio).
- La baciloscopia directa del esputo, cuando se realiza con buenas practicas
microbiolégicas implica un riesgo reducido de generar aerosoles infecciosos, por lo que
este procedimiento puede realizarse en una superficie de trabajo abierta, siempre que se
asegure una ventilacién adecuada.
- Los procedimientos en los que se homogenizan las muestras, como los que se utilizan
durante la digestion y el tratamiento de muestras para la inoculacién de cultivos, las
pruebas de susceptibilidad antibiética o los ensayos directos con sondas en linea,
presentan mayor riesgo de generacion de aerosoles que otros procedimientos, incluso
cuando se utilizan buenas técnicas microbiolégicas, de modo que estas actividades deben

realizarse en una CSB en un laboratorio de contencion de tuberculosis.

Actividades del Evaluacion del riesgo

faboratorio

~ Nivel de riesgo del
laboratorio de
tuberculosis

Riesgo bajo: Baciloscopia directa del | Bajo riesgo de generacion
esputo; Preparacion de | de aerosoles infecciosos a
muestras para prueba | partir de muestras; baja

: automatizada de | concentracion de particulas
amplificacion de acidos | infecciosas.
nucleicos: Xpert MTB/RIF

Riesgo moderado: Tratamiento y | Riesgo moderado de

concentracién de muestras
para la inoculacién en
medios de cultivo primarios;
antibiograma directo como
ensayos de sonda en linea.

Manipulacién de cultivos
para identificacién;
antibiogramas o ensayos de
sonda en linea.

generacion de aerosoles
infecciosos a partir de las
muestras; baja
concentracién de particulas
infecciosas.

Alto riesgo de generacion
de aerosoles infecciosos a
partir de las muestras; alta
concentracion de particulas
_infecciosas.
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- Lavarse las manos después de: cualquier incidente de contaminacién, al terminar una
tarea en la que se haya manejado material infeccioso y antes de abandonar las zonas de
trabajo del laboratorio.

- Las manos se jabonan, frotandolas bien durante al menos 15 segundos; después se
enjuagaran en agua limpia y se secaran con papel toalla.

- De preferencia contar con grifos automaticos o los que no requieran utilizar las manos,
pero cuando esto no sea posible, se utilizara una toalla de papel para cerrar los grifos a fin
de no volver a contaminar las manos limpias.

- Prohibido comer, beber, fumar, utilizar cosméticos y manipular lentes de contacto en el
laboratorio.

- Estara prohibido almacenar alimentos o bebidas en cualquier lugar de las zonas de
trabajo del laboratorio.

- No debe llevarse calzado abierto en el laboratorio.

- No debe utilizarse teléfonos moviles en el laboratorio.

De los procedimientos

- Todos los procedimientos se realizaran de modo que se reduzcan al minimo la formacion
de aerosoles.

- Prohibido pipetear con la boca.

- Las etiquetas que se empleen en el laboratorio deben ser autoadhesivas.

- Se eliminara el uso de agujas y jeringuillas (estos materiales nunca se emplearan para

reemplazar las pipetas).

a
2

- La documentacién escrita que se retire del laboratorio debe protegerse de, la
contaminacion.

- Al preparar los extendidos de la muestra de esputo, es preferible utilizar aplicadores de
madera o palillos de madera.

2 Cuando se prepare un frotis utilizando el aplicador o palillo, se haran movimientos suaves

para evitar la creacion de aerosoles.
- No se moveran ni fijara con calor los frotis hasta que se hayan secado al aire por
; -{;,55“55:9\\ completo. '
‘ 2\ Todos los materiales, muestras y cultivos contaminados, deben de descontaminarse
Z °pe’ § debidamente antes de desecharlos o de limpiarlos para utilizarlos de nuevo.

0 0¢ " - Todos los accidentes, derrames y potenciales exposiciones a material infeccioso deben

Y DE g ) i )
@ wien " \de comunicarse al director del laboratorio.
S %
By {

GUIA DE PROCEDIMIENTO ASISTENCIAL: EXAMEN DE BACILOSCOPIA (BK)




R gy Hospital DPTO. “SERVICIO DE
A VT T 1 To ) tacional Hipdlito PATOLOGIA MICROBIOLOGIA,

NG o PERU CUNICAY INMUNOLOGIA Y
Unanue
g de Salud ANATOMIA  BIOLOGIA

PATOLOGICA MOLECULAR”

De las zonas de trabajo

- El laboratorio debe dividirse en zonas: funcionalmente limpias y potencialmente
contaminadas; las zonas limpias se reservan para las tareas administrativas y de
preparacion. El acceso a las zonas limpias y las zonas contaminadas debe ser decidido y
controlado por el responsable del laboratorio.

- El laboratorio se mantendra ordenado, limpio y libre del material y equipo que no se utilice
para realizar las tareas cotidianas. El equipo y material que no se esta utilizando o que no
funcionen deben de ser retirados de las zonas de trabajo.

- Las superficies de trabajo se descontaminaran después de todo derrame de material

potencialmente infeccioso y al final de cada sesién de trabajo.

Del diseiio de instalaciones

- En un laboratorio de tuberculosis de bajo riesgo las barreras secundarias incluyen
separar del publico la zona de trabajo del laboratorio, asegurar una gestion apropiada de
los desechos y proporcionar medios para el lavado de manos.

- En un laboratorio de tuberculosis de alto riesgo, la presencia de una antesala que separe
el laboratorio de las zonas publicas sirve como barrera secundaria adicional.

- Al disefiar un laboratorio de tuberculosis debe prestarse especial atencion a aspectos
que influyen en problemas de seguridad, como el uso de superficies permeables, el exceso
de personal en las areas de trabajo, la posibilidad de que personas no autorizadas entren
al laboratorio, el flujo de personal y pacientes cerca o dentro del laboratorio y un flujo de

tribajo mal disefiado.

. Aspectos basicos que se recomiendan para un laboratorio de tuberculosis

: - Ventilacién adecuada y un flujo de aire direccional.

gt Espacio de acuerdo al nivel de riesgo para la realizacion del trabajo de laboratorio, en
condiciones de bioseguridad, asi como para la limpieza y el mantenimiento.

- Las paredes, los techos y los suelos deben ser lisos y faciles de limpiar. Los suelos seran
antideslizantes.

- Las superficies de trabajo deben ser resistentes al agua y a las sustancias quimicas y los
desinfectantes que normalmente se emplean en el laboratorio, también deben ser
resistentes al calor moderado.

- La iluminacion debe ser resistente para todas las actividades. No deben utilizarse

ortinas.
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- El mobiliario del laboratorio debe ser soélido y estar hecho de materiales resistentes para
poder descontaminarse facilmente. No debe utilizarse ninglin mueble tapizado ni entelado.
- Los espacios abiertos entre mesas de trabajo, muebles, equipos y los espacios inferiores
deben ser accesibles para permitir su limpieza.

- El espacio de almacenamiento debe ser suficiente para contener el material de uso
inmediato e impedir la acumulacion en las superficies de trabajo y en los pasillos exteriores
del laboratorio. Debe ofrecerse espacio adicional para almacenamiento a largo plazo que
se situara de manera comoda fuera de las zonas de trabajo.

- Se reservara una zona para la preparacion, la manipulacion y almacenamiento en
condiciones de seguridad de acidos, tintes y disolventes.

- Proveer un lugar donde guardar la ropa de calle y los objetos personales. Este lugar debe
estar ubicado fuera de las zonas de trabajo.

- En cada area de trabajo del laboratorio debe contar con un grifo para el lavado de manos
con jabén liquido de preferencia cerca de la salida. Se recomiendan los grifos
automatizados o que puedan manejarse sin las manos. Cerca del grifo se debe de contar
con un dispensador de papel toalla.

- Contar con suministro eléctrico y fiable. (13)

6.2. DESCRIPCION DETALLADA DE ACTIVIDADES O PROCEDIMIENTOS

PROCEDIMIENTO PREANALITICO:
RECEPCION DE LA MUESTRA: A CARGO DEL TECNICO DE LABORATORIO

| El personal Técnico de Laboratorio de Micobacterias y Biologia molecular, recepciona la

' muestras pulmonares y extrapulmonares con la respectiva solicitud bacteriol6gica,

debiendo realizar las siguientes actividades:
a) La recepcién de las muestras en el laboratorio se realiza cumpliendo las medidas de
bioseguridad que correspondan.
b) ..Las muestras deben estar protegidas de la luz solar.
c).. Verificar que las muestras estén bien rotuladas y coincidan con las solicitudes de
investigacion bacteriolégica. Utilizar un lapicero o marcador adecuado, de tal manera que

no se borren los datos del paciente.

%x,\d) Si existe un pequefio derrame del contenido, proceder a limpiar el envase con
s \

| hipociorito de sodio al 1% o desinfectante de uso del laboratorio.

s/ 28
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e) Siel derrame es masivo en la caja de transporte, se debe descontaminar y descartar
la muestra, previa esterilizacion en autoclave.

f) Evaluar la cantidad y la calidad de las muestras.

g) Notificar y hacer las recomendaciones al establecimiento de salud remitente sobre las
deficiencias de los envios como, identificacion, calidad, volumen o la forma del envio.

PROCEDIMIENTO ANALITICO:
PROCESO DE LA BACILOSCOPIA: A CARGO DEL TECNICO, TECNOLOGO MEDICO

O BIOLOGO:

LA BACILOSCOPIA (Examen microscopico)
La coloracion Ziehl-Neelsen, es la técnica mas empleada para el diagnéstico de la
tuberculosis en todos los paises de américa latina, por la capacidad que tiene de identificar

facilmente el bacilo.

PREPARACION DEL EXTENDIDO

Antes de empezar el trabajo, el personal encargado debe realizar lo siguiente:

- Lavarse las manos y ponerse bata de proteccion, guante desechable y respirador N 95.
- Verificar los materiales necesarios para la ejecucion de los extendidos.

- Todas las fases de preparacion del extendido son completamente sistematizadas, asi
como la conservacion y el orden de las muestras.

- Procesar las muestras por series. Cada serie no debe ser mayor de 12 muestras.

- Utilizar laminas portaobjetos nuevas y desengrasadas con alcohol a 95°, para realizar los

- extendidos (No reutilizar las laminas portaobjeto).

Las etapas de la preparacion del extendido son las siguientes:

Organizacion del area de Trabajo:

/&€ o VGM»“,; 3 \— Colocar sobre la mesa de trabajo una hoja doble de papel periédico o una bandeja de
= L ) © metal con papel periddico, humedecido con un desinfectante de uso del laboratorio
\;’kﬁ/°8° (hlpoclorlto de sodio al 1%).

o Ordenar las muestras con el cédigo correspondiente a la solicitud del examen (Figura 6).
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Figura 6: Identificacion de muestras y laminas

- Para cada muestra, enumerar una lamina portaobjeto, que debe ser el mismo
numero asignado en ia solicitud del examen (Figura 7)

Figura 7: Codificacion de la lamina
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- Colocar las muestras de esputo al lado izquierdo del analista, en orden creciente
de numeracion, luego ubicar cada lamina delante de la muestra.

- Tomar la primera muestra y la lamina correspondiente y colocar detras del mechero
de manera que la llama quede entre el operador y el frasco (esta posicién protegera
al operador de posibles formaciones de aerosoles al abrir el envase y realizar el
extendido).

Realizacién del extendido:

- Destapar cuidadosamente el envase, para evitar la formacién de aerosoles. Si la
muestra estuvo en movimiento dejar reposar 20 min antes de empezar a realizar
los extendidos.

- Tomar el palillo entre el pulgar y el indice de la mano, para luego seleccionar la
particula mas densa o purulenta de la muestra de esputo y enrollarla en el aplicador
(Figura 8).

Figura 8: Seleccion de la particula util y realizacién del extendido

Colocar en el portaobjeto, homogenizar y extender, haciendo movimientos de
vaivén, en el centro de la lamina sin llegar al borde, dando la forma oval o
rectangular hasta lograr un extendido homogéneo (ni muy fino ni muy grueso) de
tamarfio de 2 cm de largo x 1 a 2 cm de ancho. Por ningin motivo debe calentarse
la lamina mientras se haga el extendido, debido a que el calor puede generar
aerosoles y podria alterar la estructura de los bacilos cuando la lamina se recalienta
(Figura 8).

Los extendidos deben de ser homogéneos para facilitar la coloracién y lectura
(Figura 9).
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Homogéneo No Homogéneo

Figura 9: Tipos de extendidos

(Referencia: Laboratory Diagnosis of Tuberculosis by Sputum Microscopy, Global

Laboratory Initiative)

- Colocar los extendidos en un soporte y dejar secar a temperatura ambiente.

- Desechar el aplicador en un recipiente de descarte con hipoclorito al 1%.

- Cerrar el envase de la muestra y colocarlo en el lado opuesto.

- Continuar el proceso de cada una de las muestras de la misma manera.

- Conservar las muestras hasta terminar las lecturas de las Baciloscopias.

- Antes desechar las muestras, verificar que no sea necesario realizar nuevos extendidos
0 enviar para cultivo o pruebas rapidas.

- Finalizado el trabajo, limpiar la superficie de la mesa con una toalla de papel o algodon
embebido en una solucién desinfectante (hipoclorito al 1%) y descartar los guantes

desechables.

-' Fijacion del extendido:

- Esperar que los extendidos se hayan secado a temperatura ambiente.
- Tomar con una pinza cada lamina manteniendo la cara que contiene la muestra hacia
arriba y pasar sobre la llama de un mechero de dos a tres pasajes rapidos, cuidando que

no se caliente demasiado (Fig. 10).
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Fig. 10: Fijacion de la lamina al mechero

TINCION: CON TECNICA DE COLORACION - ZIEHL NEELSEN (ZN)

La técnica mas recomendada es la tincion de Ziehl Neelsen. Todos los colorantes y
soluciones deben ser filtrados, previo a su uso.

Kit de coloracién: (Figura 11)

- Colorante: Fucsina fenicada al 0.3%**

- Decolorante: Alcohol acido al 3%

- Colorante de Contraste: Azul de Metileno al 0.1%

Figura 11: Kit de Ziehl Neelsen
** Fucsina fenicada al 1% también es aceptada.
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Primer Paso: Coloracion

- Colocar sobre el soporte de coloracion (dos varillas de vidrio) la serie de laminas fijadas
con el extendido hacia arriba, separadas una de [a otra con el nimero hacia el operador
(Figura 12).

Figura 12: Laminas colocadas en el soporte de coloracion

- Cubrir la totalidad de la superficie del extendido con la colorante fucsina fenicada,

previamente filtrada. No use colorante sin filtrar (Figura 13).

- calentar con mecheros) por debajo de los extendidos, hasta la emision de vapores, repetir
el proceso tres veces. No debe hervir el colorante. Si el volumen del colorante disminuye

por evaporacién, agregar hasta cubrir totalmente el extendido y dejar enfriar (Figura 14.)
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Figura 14: Emision de vapores.

El tiempo minimo de coloracién con fucsina fenicada es de 5 minutos (Figura 15)

\ Figura 15: Fucsina fenicada por 5 minutos

/- Con una pinza levantar la lamina cuidadosamente, eliminar el colorante inclinandola
hacia adelante, dejar caer el agua a baja presion sobre la parte que no tiene el extendido.
Girar la lamina y lavar con cuidado la parte posterior (Figura 16).
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-Cubrir la superficie del extendido con el colorante azul de metileno, previamente filtrado,
durante 1 minuto (Figura 18)

Figura 18: Coloracion con azul de metileno al 0.1%

- Eliminar el azul de metileno y lavar cada lamina con agua a baja presién, por ambos
lados (el que tiene el extendido, como el otro lado), y limpiar la parte inferior con algodén
(Figura 19).

Figura 19: Eliminacién del azul de metileno

" - - Colocar las laminas coloreadas en orden numérico sobre el soporte y dejar secar al medio
' ambiente.

- Verificar la numeracién de la ldmina y si es necesario volver a numerar antes de la
observacién al microscopio (Figura 20).
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Figura 16: Coloracion con fucsina fenicada al 0.3%

Segundo Paso: Decoloracion
- Cubrir la totalidad de la superficie del extendido con la solucién de alcohol acido

durante tres minutos (Figura 17).

Figura 17: Decoloracion utilizando alcohol acido al 3%

- Enjuagar con agua a baja presion, cuidando de no desprender ia pelicula formada por
el extendido.
- Se considera decolorado cuando se observa coloracion rosa palido. Si se observa

coloracién rosado intenso o cumulos rojos, volver a decolorar nuevamente, efectuando

\ movimientos en vaivén de la lamina.

/

/,-‘ Tercer Paso: Coloracion de fondo

— Eliminar el exceso de agua inclinando la lamina.
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Figura 20: Observacién al microscopio

OBSERVACION MICROSCOPICA
La observacion microscépica tiene dos objetivos importantes:

a. Determinar si en el extendido hay bacilos acido alcohol resistente (BAAR).

b. Establecer el niimero aproximado de bacilos en los campos observados.

Caracteristicas morfolégicas del bacilo de la Tuberculosis

- Los bacilos acidorresistentes tienen entre 1y 10 um de largo. Con la coloracion de ZN
se observan como bastoncitos delgados, ligeramente curvos, rojo fucsia destacandose
claramente contra el fondo azul. En los extendidos tefiidos con Auramina-O los bastoncitos
se observan con fluorescencia amarilla (aunque con algunos sistemas de filtro pueden
aparecer verdosos). A veces se observan con granulos o cuentas intensamente
coloreados en el interior. En las muestras de esputo pueden presentarse aislados,

apareados o agrupados (Figura 25).

%3

W

add

Figura 25: Bacilos acido alcohol resistente (BAAR)
(Referencia: Laboratory Diagnosis of Tuberculosis by Sputum Microscopy, Global
Laboratory Initiative)
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Es muy dificil distinguir el bacilo de la tuberculosis de otras micobacterias por examen
microscoépico. Algunas micobacterias que no son M. tuberculosis pueden aparecer como

bastones muy largos o como bacilococos.

Lectura e informe de resultados de extendidos coloreados con Ziehl Neelsen:

Es importante tomar en cuenta las siguientes indicaciones:

a. Ubicar sobre una mesa, el microscopio y todos los elementos que se requieren para la
lectura:

- Aceite de inmersion

- Papel lente

- Hoja de registro y lapicero

- Caja para conservar laminas coloreadas

b. Colocar una gota de aceite de inmersion en un extremo del extendido, sin tocar la
muestra con el gotero.

c¢. Usando el objetivo 10X y objetivo de inmersion de 100X, enfocar la muestra, y examinar
avanzando de izquierda a derecha del extendido, observando un minimo de 100 campos
atiles (lo que un analista capacitado hace aproximadamente en 5 minutos). Se considera
campo microscopico util, a aquel espacio en el cual se observa elementos celulares de
origen bronquial (leucocitos, fibras mucosas y células ciliadas). Los campos en que no

aparezcan dichos elementos no deben contabilizarse en la lectura.

d. Cada campo microscépico, se debe observar en superficie y en profundidad, para lo
: /. cual se utilizara permanentemente el micromeétrico.

| e. Contar el niimero de campos y el nimero de bacilos observados. Podria utilizarse como
ayuda una hoja con cuadricula de 10 por 10 cuadrados, representando los 100 campos
microscépicos, donde se debe anotar en cada cuadrado el N° de BAAR observados, en

caso de no observar BAAR anotar O (Figura 26).
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Figura 26: Hoja de ayuda para la lectura de la baciloscopia

f. Si en una lamina se encuentra menos de 5 bacilos en 100 campos microscoépicos, debe
ampliarse la lectura a 100 campos mas. Si el resultado persiste, realizar otro extendido de
la misma muestra. Si la lectura del segundo extendido no modifica el resultado del anterior
se debe informar el nimero de bacilos encontrados anotando en el libro de registro el
hallazgo y solicitar nueva muestra o derivar la muestra para cultivo.

g. Al término de la lectura, retirar la lamina de la platina del microscopio, limpiar el exceso
de aceite del objetivo de inmersion con papel lente. Este procedimiento se debe de repetir
cada vez que leamos una lamina diferente, para evitar la transferencia de material al
siguiente frotis. Finalmente, dejar las laminas en un papel absorbente hasta lograr retirar

el aceite de inmersion y luego guardarlas (Figura 27).

Figura 27: Limpieza del objetivo
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El nimero de campos a examinar depende de si se encuentran bacilos y en que

concentracién:Se recomienda la siguiente escala semicuantitativa para el informe de los

resultados de extendidos examinados por la técnica de Ziehl Neelsen:

Promedio de BAAR encontrados

' Nimero minimo de campos Utiles a examinar

Ninguno 100
Menos de 1 por campo 100
1210 por campo 50
Mas de 10 por campo 20
Resultado del examen mllcroLscngE:o - lnf?rgg -

No se encuentran BAAR en los 100 campos
_observados
Se observa de 1 a 9 BAAR en 100 campos

| No se observar bacilos acido-alcohol resistentes

| N° exacto de bacilos en 100 campos

~ campos observados

observados
Se observa entre 10 y 99 BAAR en 100 campos
observados

Se observa de 1 a 10 BAAR por campo en 50
campos observados

Se observan méas de 10 BAAR por campo en 20

Positivo (+)

Positivo (++)

Positivo (+++)

REGISTRO DE RESULTADOS

— Registrar el resultado de la lectura en el Libro de Registro del Laboratorio (marcar los
resultados positivos en rojo, para rapida identificacion).

- Escribir el resultado en el formulario de solicitud de investigacion bacteriologica.

— Enviar el resultado dentro de las 24 horas de haber recibido la muestra.

SISTEMA DE REGISTRO DE LAS BACILOSCOPIAS

Los registros son medios practicos para obtener informacion que ayudan en las
actividades de vigilancia, supervision y evaluacion de la estrategia sanitaria nacional de
prevencién y control de la tuberculosis. Ademas, ofrecen la informacién necesaria para

preparar los informes mensuales y trimestrales sobre deteccion y control de casos.

™00 . Una vez terminadas las lecturas, debe hacerse el registro diario de las baciloscopias, para
/& sMyBM ©
(5 / ¢\ suinforme a la estrategia sanitaria nacional de prevencion y control de tuberculosis. Utilizar
\ H ,
\% oﬂ: ----- &/ una numeracién correlativa anual (que empezara el 2 de enero y terminara el 31 de
9 f;*
\@_@o ot diciembre del mismo afio, desde el nimero 1 hasta el Gltimo correspondiente).
/"({o—b’g _ El registro diario se lleva en un libro. El personal que realiza las baciloscopias tiene la
5

\ esponsablhdad de llenar el registro diario de las baciloscopias efectuadas y velara por la

tegridad y puesta al dia de la informacion.
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- Para preparar los controles internos positivos se debe usar esputos con baja positividad
(1+).

- Dejar los esputos por uno o mas dias a temperatura ambiente hasta que se licuen.

- Mezclar y dejar reposar por 20 min, luego agregar de 5 a 10 gotas de fenol y dejar actuar
durante 1 hora.

- Realizar la cantidad necesaria de extendidos (puede ser 50), dejar secar a temperatura
ambiente y fijar por calor.

- Realizar un chequeo de las laminas preparadas, coloreando unas cuantas laminas (por
ejemplo 6) y reportando el promedio de BAAR observado.

- Guardar las laminas en cajas debidamente rotuladas. (Control positivo).

- Si no se recibe la cantidad suficiente de muestras positivas durante la rutina, se debera
solicitar a su laboratorio de referencia laminas ya fijadas o muestras de baja positividad

para la preparacion de los controles internos.

Para realizar controles negativos, seguir las siguientes recomendaciones:

- Asegurarse que el esputo a utilizar, sea realmente negativo.

- Seguir el mismo procedimiento anterior, excepto el paso de chequeo de laminas, ya que
no es necesario.

Para el control de calidad de cada nuevo lote de colorantes, seguir las siguientes
recomendaciones:

| laboratorio que prepara un nuevo lote de colorantes, debera realizar el control interno

del lote antes de su distribucion a su red.

-\ - El laboratorio que procesa baciloscopias, debera realizar el control de calidad de cada
/ nuevo lote de colorantes que recibe, realizando la tincion de dos laminas positivas y dos

negativas.

- Comprobar que los BAAR se observen completos e intensamente coloreados con fucsina
fenicada, la coloracion de fondo debe ser uniforme y de buen contraste. Si la lamina no es
aceptable revisar los procedimientos.

- Registrar el resultado de control en el libro de preparacién y control de reactivos.

- En caso los controles no sean satisfactorios, se debera descartar el lote.

CONTROL DE CALIDAD EXTERNO:
La evaluacion externa de la calidad de la baciloscopia, se trata de un sistema de

valuacion retrospectiva y objetivamente, de resultados de distintos laboratorios mediante
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INFORME BACILOSCOPICO MENSUAL Y TRIMESTRAL

El consolidado mensual y trimestral debe llenarse en los registros conforme lo establece
el manual de normas y procedimientos de la estrategia sanitaria nacional de prevencion y
control de la tuberculosis. El item diagnéstico total, comprende el total de baciloscopias
realizadas para el diagnéstico. EI nimero de baciloscopias positivas, comprende el
numero real de baciloscopias, considerando una baciloscopia positiva por paciente
diagnosticado (Ej.: si al paciente se le realiz6 dos baciloscopias que fueron positivas,
debera considerarse sélo una en el informe).

El nimero de baciloscopias paucibacilares sera reportado en el informe bacteriolégico

como positivo.

Es un proceso sistematico y eficaz para evaluar los resultados de la red de laboratorio y
asegura que la informacién generada sea exacta y confiable; ademas representa un
elemento indispensable para el funcionamiento eficaz de la Direccion de Prevencion y
control de TB (DPCTB) e incluye el proceso de recoleccion del esputo, preparacion de los

frotis, tincién, examen microscopico, registro e informacion de los resultados.

CONTROL DE CALIDAD DE LAS BACILOSCOPIAS

Dos de las principales actividades para al aseguramiento de la calidad de la baciloscopia
son las siguientes:

- Control de calidad interno

- Evaluacion externa de la calidad

' CONTROL DE CALIDAD INTERNO

Es responsabilidad de los laboratorios que realizan baciloscopias. El responsable del
laboratorio debe ejecutar el monitoreo interno sistematico, y- continuo del trabajo rutinario.
Tomando en cuenta lo siguiente:

- Verificar el correcto desarrollo del proceso del laboratorio (pre-andlisis, analisis, post-
analisis). Si cuenta con equipos operativos, materiales y reactivos, asimismo considerando

el buen desempefio del personal.

-\ Para realizar controles positivos, seguir las siguientes recomendaciones:
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programas organizados por un laboratorio de referencia. El objetivo principal es comparar
los resultados entre laboratorios, de acuerdo con una norma de referencia. Se denomina
también prueba de competencia.

Hay tres métodos que deben combinarse para evaluar el desempefio del laboratorio:

a. Evaluacion Directa

b. Evaluacién de Paneles de Laminas de Baciloscopias (Centro a la Periferia)

c. Re-lectura - "doble ciego" o "Lotes" de una muestra de laminas de Baciloscopias
(Periferia al Centro).

Los laboratorios locales deben conservar las laminas de las baciloscopias, para participar
en la evaluacion externa de la calidad, hasta que se haya seleccionado el tamafio de la

muestra para su relectura.

Para la conservacién de las laminas deben seguir las pautas siguientes:
- Quitar el aceite de inmersion a las laminas leidas, cubriendo cada lamina con un
trozo de papel absorbente y dejar hasta el dia siguiente.
- Evitar remover el remanente de aceite, frotando el extendido.
- Verificar la numeracion de la lamina.
- Guardar las laminas en cajas porta laminas o conservar las laminas envueltas
individualmente en papel, y luego en paquetes que agrupen las de un dia o una
semana, con un rétulo en el que figure la fecha de realizacion (Figura 28).
- No escribir los resuitados de las laminas sobre este rétuio.

- Conservar las laminas en lugar seco y fresco.

Figura 28: Caja de laminas

/RO 0E o

g‘% SMIyBM
(= / - © |CONSERVACION Y LIMPIEZA DEL MICROSCOPIO

;’7/,' V°B® §/ - El microscopio es un equipo 6ptico de alta precision y debe ser tratado con mucho

cuidado tanto en el aspecto mecanico como dptico.
- La inspeccion y limpieza del microscopio, antes y después de su uso, son habitos que
ontribuyen a la buena conservacion de este equipo.

44
GUIA DE PROCEDIMIENTO ASISTENCIAL: EXAMEN DE BACILOSCOPIA {BK)



Hospital DPTO. *SERVICIO DE

. VIR i 1ol 1acional Hipélito PATOLOGIA MICROBIOLOGIA,

PERU Unanue CUNICA Y INMUNOLOGIA Y
de Salud ANATOMIA BIOLOGIA

PATOLOGICA  MOLECULAR”

OSLICA DRL
o e,

N o
&

- Las partes opticas y las lentes deben limpiarse cuidadosamente con un paino suave que
no desprenda pelusa, nunca debe friccionarse el pafio sobre la lente. No usar para la
limpieza solventes, tales como: alcohol, xileno, benceno y acetona.
- El microscopio debe guardarse en su estuche de proteccion (con una bolsa conteniendo
no menos de 0,5 kg. de Silicagel seco de color azul), para evitar la formacién de hongos.
En caso que el Silicagel se torne de color rosado cambiar por otro o calentar hasta que se
torne azul para su reutilizacion.
- El personal de laboratorio nunca debe desarmar el microscopio para realizar limpieza o
reparacién. Este trabajo debe ser realizado por personal especializado con la finalidad de
garantizar que el equipo mantenga su eficiencia y precision.
— La superficie exterior de los oculares debe limpiarse diariamente. Recordar que tanto los
parpados como las pestafias tienen grasa, y al apoyarlos sobre los oculares, las lentes
pueden ensuciarse.
- El objetivo de inmersion debe limpiarse después de su uso, con papel lente, para eliminar
el aceite de inmersion.
- Para la limpieza diaria de! microscopio se requiere disponer del siguiente material:

* Pafio suave que no genera pelusa.

* Papel lente o bien papel absorbente descartable.

» Pera de goma, para eliminar el polvo.

* Pincel fino.

» Torunda.

* Bolsa conteniendo no menos de 0,5 kg. de Silicagel.
- El mantenimiento preventivo debe ser programado de tal manera que no interfiera con el
\I trabajo rutinario. Este debe ser realizado por personal especializado.

J

ELIMINACION DE LOS MATERIALES CONTAMINADOS
- Los materiales contaminados (envases de esputo, aplicadores, papeles del area de
trabajo) se deben recoger y colocar en la bolsa roja para material contaminado, para su
esterilizacién en autoclave (a 121°C durante 1 hora), para el servicio de recoleccion y
tratamiento de residuos.

- Si el tratamiento anterior no fuera posible, agregar igual volumen de hipoclorito de sodio
| 1% al resto de las muestras no utilizadas, dejar los envases tapados hasta el dia
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siguiente, y luego eliminarlos con los desechos habituales del laboratorio para que sean
tratados por el servicio de recoleccion de residuos del establecimiento de salud.

- Limpiar bien toda la superficie de la mesa de trabajo con hipoclorito de sodio al 1%. Si se
tiene cabina de bioseguridad se recomienda que después de la desinfeccién con
hipoclorito al 1%, retirar el exceso del desinfectante con alcohol de 70°, para evitar la

corrosion del area de trabajo de la cabina. (13)

PROCEDIMIENTO POST ANALITICO:
VERIFICACION Y VALIDACION DEL RESULTADO DE LA BACILOSCOPIA: A CARGO

DEL MEDICO PATOLOGO CLINICO:
Coordinacion y Supervision de las etapas preanalitica, analitica y post-analitica del

procedimiento de Baciloscopia (BK), para el Diagnéstico de Tuberculosis
- En la etapa preanalitica y analitica
1.- Supervision del cumplimiento de los criterios de aceptacion y rechazo de las
muestras pulmonares y extrapulmonares.
2.- Supervision del procedimiento de Baciloscopia (BK), segin GPA

- En la etapa post-analitica:

3.- Supervision de! - ckeck list (diversos protocolos) que se utilizan para el
procedimiento de baciloscopia (BK)

4.- Supervision de los resultados registrados en el cuaderno de Registro diario
de Baciloscopias.

5.- Revisién de los resultados del Control de Calidad Interno.

6.- Realizar la Correlacion Clinico Laboratorial, revisando resultados anteriores
y tipo de pruebas diagnésticas del paciente en el sistema Netlabv2.

7.- Validaciéon de resultados en el sistema informatico NETLABv2 del INS (si
hubiera alguna observacién se comunica al analista para la correccion

respectiva).
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6.3 INDICACIONES:

. Todas las personas Sintométicas Respiratorias deben hacerse dos
baciloscopias para determinar la presencia de bacilos acido-alcohol resistentes
(BAAR) en sus pulmones. Se deben recolectar dos muestras de esputo durante un
periodo de dos dias: la primera muestra se recolecta inmediatamente después de
identificar al paciente y la segunda muestra el dia siguiente.

e Evaluar las indicaciones o condicién del paciente que esta anotada en la solicitud
(HIV, diabético, rayos X anormal, etc.) y de acuerdo a ello derivar la muestra para
cultivo y/o prueba de sensibilidad segun corresponda.

e En caso de tener que derivar la muestra, tratar de hacerlo lo mas pronto posible,
en caso contrario, refrigerar la muestra y derivarla antes de las 48 horas

e Algunos pacientes no pueden expectorar para obtener la muestra de esputo. En
estos casos esta indicado, realizar diferentes procedimientos como: * Esputo
inducido (en ancianos o en personas que no pueden expectorar). * Aspirado
gastrico (en nifios menores de 5 afios). * Broncoscopia (en pacientes aduitos BK

negativos para definir diagnéstico)

6.4 CONTRAINDICACIONES: NO APLICA
6.5 COMPLICACIONES: NO APLICA

6.6 RECOMENDACIONES:

Las siguientes son las recomendaciones de la Guia de Practica Clinica sobre
el Diagnéstico, el Tratamiento y la Prevencion de la Tuberculosis (16)

16. Grupo de trabajo de la Guia de Practica Clinica sobre el Diagnéstico, el
Tratamiento y la Prevencion de la Tuberculosis. Centro Cochrane
Iberoamericano, coordinador. Guia de Practica Clinica sobre el Diagnostico, el
Tratamiento y la Prevencion de la Tuberculosis. Plan de Calidad para el
Sistema Nacional de Salud del Ministerio de Sanidad, Politica Social e
Igualdad. Agéncia d’Informacio, Avaluacié i Qualitat en Saiut (AIAQS) de
Catalufia; 2009. Guias de Practica Clinica en el SNS: AATRM N° 2007/26.
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FUERZA O
RECOMEN- CALIDAD DE LA
DACION COMENTARIOS RECOMENDACION

Qué rendimiento diagnéstico tiene el examen microscopico del esputo (baciloscopia) y sus
diferentes técnicas para el diagnéstico de la tuberculosis pulmonar?

Diagnéstico de la tuberculosis pulmonar activa

1. Se debe sospechar clinicamente la tuberculosis pulmonar en un FUERTE

paciente con tos de mas de dos semanas de duracion, expectoracion
hemoptoica y fiebre de origen desconocido.

2. A todo paciente con tos persistente de mas de tres semanas de FUERTE

duracién se debe practicar una radiografia de torax para descartar,
entre otras patologias, la tuberculosis pulmonar

3. En los nifios en contacto con un paciente bacilifero y una prueba de DEBIL

la tuberculina positiva con sintomas clinicos y una radiografia de
térax normal se puede considerar de manera individualizada la
realizacién de una tomografia computarizada.

En los nifios en contacto con un paciente bacilifero y una prueba de
la tuberculina positiva sin sintomas clinicos y una radiografia de
torax dudosa se puede considerar de manera individualizada la
realizacion de una tomografia computarizada

4. En los pacientes con sospecha clinica y radiolégica de tuberculosis FUERTE

pulmonar, se deben obtener al menos tres muestras de secrecion
respiratoria (esputo), preferiblemente por la mafiana, que se deben
enviar con la mayor brevedad al laboratorio de microbiologia para la
realizacion de baciloscopia, cultivo de la muestra, identificacion y
pruebas de sensibilidad.

5. En los casos en que no se pueda obtener una muestra de esputo, se DEBIL

recomienda la obtencion de la muestra a través de la induccién de
esputo o bien mediante aspirado gastrico. La fibrobroncoscopia se
recomienda en aquellos casos en que los demas métodos no han
sido eficaces.

DEBIL

6. La sospecha clinica y radiologica de tuberculosis pulmonar es
suficiente para iniciar tratamiento, sin esperar el resultado del
cultivo, pero es aconsejable que las muestras de esputo se obtengan

antes del inicio del mismo.

D - . = .
s 7. Se recomienda el procesamiento por centrifugacién y DEBIL

fs?-’ St M?(c . ” P .
f ’E < homogeneizacién quimica de las muestras de esputo obtenidas.

8. Se recomienda realizar métodos de tincién cldsicos ademas de los DEBIL

S g\
métodos de fluorescencia para la evaluacién de la baciloscopia del
‘ esputo.

"\Q\“ODER% 9. Se recomienda el cultivo en métodos automatizados en medio DEBIL

liquido ademas de los métodos clasicos en medio sélido.
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RECOMEN- CALIDAD DE LA
DACION COMENTARIOS RECOMENDACION

10. Las técnicas de diagnéstico molecular o de bacteri6fagos se deben DEBIL

considerar como técnicas de apoyo a las técnicas convencionales
como la baciloscopia o el cultivo

1. En los casos de una elevada sospecha clinica, hay que considerar la DEBIL

realizacion de técnicas moleculares de deteccidon directa de muestra
conjuntamente con los métodos clasicos de cultivo

12. Para el diagndstico de la tuberculosis pulmonar se recomienda no FUERTE

| utilizar los métodos de diagnostico seroldgico.

‘ 13. Las técnicas de diagndstico molecular se deben realizar sélo en FUERTE

laboratorios reconocidos y con sistemas de control de calidad
acreditados

Diagnéstico de la tuberculosis extrapulmonar

FUERTE

14. Es necesario un alto grado de sospecha clinica para no retardar el
diagnastico de tuberculosis extrapulmonar.

15. Se debe valorar siempre la posibilidad de tuberculosis FUERTE

extrapulmonar en un paciente que presenta un sindrome
constitucional (astenia, anorexia y pérdida de peso), fiebre,
sudoracion nocturna con signos y sintomas de afectacion orgénica
local y que presenta una alteracion de la inmunidad o ha sufrido una
tuberculosis pulmonar.

16. Se recomienda obtener, siempre que sea posible, una muestra
adecuada del lugar afectado, si es necesario a través de biopsia o
puncién-aspiraciéon con aguja fina, para el analisis histolégico, la
baciloscopia y el cultivo de la misma.

FUERTE

17. Es aconsejable depositar la muestra obtenida en un recipiente seco FUERTE

y enviar al laboratorio la muestra para su procesamiento, con la
mayor brevedad posible. No se debe guardar toda la muestra en
formol dado que puede destruir los bacilos.

18. Se recomiendan distintas pruebas de imagen, dependiendo del FUERTE

érgano o sistema afectado, para el diagnéstico de sospecha de
tuberculosis extrapulmonar. Ademas, se debe realizar siempre una
radiografia de térax para descartar el componente puimonar.

19. Ademas del estudio microbiolégico e histolégico de la muestra, se FUERTE

recomienda realizar alguna técnica de diagnodstico rdpido en
aquellos casos en los que el inicio de un tratamiento deba ser precoz,
como en los casos de meningitis tuberculosa o tubercuiosis
diseminada grave
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6.7 INDICADORES DE EVALUACION (VER ANEXO 7)

a. Porcentaje de Baciloscopias de Diagnéstico Positivas: Medicion del N° de
Baciloscopias de Diagnéstico Positivas, en relacién al N° total de Baciloscopias de
Diagnéstico, procesadas en el Laboratorio de Micobacterias y Biologia Molecular.
Indicador (1)

b. Porcentaje de Baciloscopias de Control de Tratamiento Positivas: Medicion
del N° de Baciloscopias de Control de Tratamiento Positivas, en relacién al N° total
de Baciloscopias de Control de Tratamiento, procesadas en el Laboratorio de
Micobacterias y Biologia Molecular. Indicador (2)

c. Porcentaje de Baciloscopias de Diagndstico Positivas de Bajo Grado:
Medicion del N° de Bacloscopias de Diagnéstico Positivas de Bajo Grado, en
relacién al N° total de Baciloscopias de Diagnéstico Positivas, procesadas en el
Laboratorio de Micobacterias y Biologia Molecular. Indicador (3)

d. Tiempo de respuesta (Oportunidad): Medicién del N° de Baciloscopias con
resultados emitidos a las 24 Hrs., en relacion al N° total de Baciloscopias,
procesadas en el Laboratorio de Micobacterias y Biologia Molecular. Indicador (4)
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Vill. ANEXOS

ANEXO 1
INSTRUCTIVO: SOLICITUD PARA INVESTIGACION BACTERIOLOGICA EN
TUBERCULOSIS
1. Escribir el nombre de la Region y/o sub region y el establecimiento de Salud.
2. Filiacién del paciente: Anotar apellidos y nombres, edad, sexo, historia clinica.
3. Marcar con un aspa (x) el tipo de muestra. Si es otra diferente a esputo, mencionar en
la linea punteada.
4. Antecedentes de tratamiento: Al momento de la identificacion del sintomatico
respiratorio interrogar al paciente si anteriormente ha recibido medicamentos
antituberculosos y durante cuanto tiempo (anotar observaciones). - Nunca Tratado: Marca
con un aspa (x) si no recibié tratamiento anteriormente (virgen al tratamiento).
- Antes Tratado: Marca con un aspa (x) en la categoria RECAIDA si el SR identificado
recibié un tratamiento completo exitoso (curado) y existe la sospecha de recaida al solicitar
la baciloscopia; o marcar con un aspa (x) en la categoria ABANDONO si el paciente no
concurrié a recibir tratamiento previo por mas de 30 dias consecutivos.
5. Para diagnéstico. - Se consideran dos categorias de diagnostico:
- Sintomatico respiratorio (SR), persona que tiene tos y expectoracion por + de 15 dias.
- Rx. Anormal, persona que presenta radiografia de pulmones con imagen sospechosa
de TBC y con muestras de esputo iniciales negativas, debiendo ser cultivada para
investigar micobacterias. Ambas categorias son excluyentes. 1ra. Muestra , 2da. Muestra.

6. Para control. - Marcar con un aspa (x) el mes de tratamiento actual. En caso de
retratamiento, anotar en la linea punteada el mes correspondiente.

7. N° de caso. - Es el mismo niimero de orden que encontrara en el Libro de Registro y
Seguimiento de pacientes, para aquellos que estan en tratamiento.

8. Escribir el nombre de la persona y fecha en que solicita la baciloscopia.
RESULTADOS:

- Se marcara en los casilleros correspondientes el resultado: si es positivo marcar el
numero de cruces (+) (++) (+++) con tinta roja y negativo (-) con tinta azul o negra,
/ anotando el N° de Registro que es el mismo N° de Orden del Libro de Registro de Muestras
para Investigacién Bacteriolégica en Tuberculosis, y la fecha correspondiente, tanto para
el caso de baciloscopia como para Cultivo.

Escribir el nombre del laboratorio y la fecha en que se procesa la muestra.
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ANEXO 2

PREPARACION DE LOS REACTIVOS
PARA LA TECNICA DE ZIEHL NEELSEN

1. Para preparar un litro de fucsina fenicada al 0.3%, se necesitan 3 g de fucsina basica,
100 mL de etanol 95° y 50 g de cristales de fenol. En un beaker 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 &mbar, con buen cierre. Rotular con el nombre del reactivo y con las fechas
de preparacioén y vencimiento.

2. Para preparar un litro de azul de metileno al 0.1%, disolver 1 g de azul de metileno en
1000 mL de agua destilada y agitar suavemente. Se guarda la solucion resultante en una
botella de color &mbar. Se rotula con el nombre del reactivo y con las fechas de
preparacion y vencimiento.

3. Para preparar un litro de solucién decolorante al 3%, se requiere 30 mL de acido
clorhidrico y 970 mL de etanol 95°. Agregar siempre el acido al etanol, suavemente, y no
al revés ya que se puede provocar salpicaduras por la intensa generacion de calor que se
produce cuando se invierte el proceso. Con la pipeta se deja escurrir el acido clorhidrico
por las paredes del matraz, que contiene el etanol, y se agita suavemente. Se guarda la
solucién resultante en una botella de color ambar. Se rotula con el nombre del reactivo y

con las fechas de preparacion y vencimiento.

hmportante: Cada vez que las soluciones colorantes sean trasvasadas a los pequefios
‘frascos cuentagotas que se emplean para la tincion, deben filtrarse; esto es especialmente
necesario para la fucsina fenicada, porque con el tiempo se forman pequefios cristales que
son causas de error al hacer la lectura de las laminas. Los frascos cuentagotas y sus tapas
deben ser lavados con todo el cuidado cada vez que se renueve su contenido.

Conservacion: Los reactivos deben conservarse en frascos de color ambar y

¢ vencimiento). Almacenar a temperatura ambiente por un periodo no mayor a 12 meses.

Se recomienda evaluar en cada control de calidad interno, los colorantes del lote usado,
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ANEXO 3

PARAMETROS PARA LA PROGRAMACION DEL MODULO INDIVIDUAL

La Programacién por Modulo Individual para el PeT, debe realizarse todos los afios en el
mes de Julio, en la primera quincena e inmediatamente después remitir al nivel
correspondiente para su consolidacion.

. ATENDIDOS:

Enfermos con Tuberculosis (E), programar segun la prevalencia local por 100 habitantes
y con el 100% de la poblacién.

Il. ATENCIONES:

Baciloscopias de Diagnéstico: 15 por enfermo y 3 de control.

lll. INSTRUMENTOS:

Horas Baciloscopista: Rendimiento 5 Baciloscopias por hora.

IV. NECESIDADES DEL LABORATORIO PARA BACILOSCOPIAS:

1. Envases para esputo, se requiere 18 por enfermo o 1.5 por S.R.

2. Aplicadores de madera, en promedio 5 por enfermo.

3. Laminas portaobjeto: 10 laminas por enfermo, considerando que el 40% se rompen,
rayan o son positivos.

4. Aceite de inmersion, se requiere 0.36 cc. por enfermo o por cada 10 S.R.

5. Fucsina basica, se requiere 0.10 gr. por enfermo o por 10 S.R.

6. Fenol cristalizado, 1.98 gr. por enfermo o por cada 10 S.R.

. Alcohol 95°, 78.84 cc. por enfermo o por cada 10 S.R.
8. Acido Clorhidrico, 2.16 cc. por enfermo o por cada 10 S.R
- ‘I"H 9. Azul de Metileno, 0.05 gr. por enfermo o por cada 10 S.R.
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ANEXO 4
DESCARTE DE LAS LAMINAS DE BACILOSCOPIAS

- Los residuos punzocortantes deberan ser descartados en el mismo lugar de generacion.
- Una vez escogidos las laminas de baciloscopias para el control de calidad de doble ciego,
las restantes deberan de ser colocadas en un recipiente para material punzocortante.

- Estos recipientes deben ser resistentes a los cortes y las perforaciones y tener una
tapadera que encaje perfectamente; no deben lienarse por completo.

- Cuando el recipiente este lleno hasta las tres cuartas partes, se colocaran en recipientes

destinados a residuos infecciosos para ser trasladados a disposicion final.
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ANEXO §: FLUJOGRAMA
EXAMEN DE BACILOSCOPIA (BK)
| PACIENTE TECNICO DE TECNICO DE LABORATORIO TECNOLOGO MEDICO, PATOLOGO
LABORATORIO (ROM) BIOLOGO O TECNICO CLINICO
o) RECEPCION DE LA
INICIO = MUESTRA EN LA CBS
! : '
PASA LA MUESTRA A NIVEL A | EVALUACION MACROSCOPICA
PACIENTE CON PEDIDO I A TRAVES DEL B | DELAMUESTRA (REGISTRA EL
| | DEBACILOSCOPIA EN PASSTROUGH ° ASPECTO Y VOLUMEN)
LA SOLICITUD DE INV, R k
BACTERIOLOGICA (SIB RECEPCION DE sl A
SOLICITUD DE T EXTENDIDO Y FIJACION DE
INVESTIGACION SE m LAS MUESTRAS DENTRO DE
BACTERIOLOGICA ﬂmv SOLICITA: | LA CBS VALIDACION DE
(S|R) NUEVA o v RESULTADO EN EL
R v SLESTRS SISTEMA NETLABv2
E R c TINCION MEDIANTE 5
E COLORACION ZIEHL NEELSEN
c t
: RECEPCIONA ¢ E
MUESTRAS £ VERIFICACION DE N
P PULMONARES O P CONDICIONES E
€ EXTRAPULMONARES c ADECUADAS DE X SE REPITE
_ _ MUESTRA EXTENDIDO EXTENDIDO
0 v " N TINCION Y TINCION CORRELACION CLINICA-
N e — m | ADECUADAS LABORATORIAL. REVISION
DEL HISTORIAL DEL
CUADERNO DE VERIFICACION DE DATOS DEL i
v E PAC|ENTE
£ REGISTRO DE R | sIBADECUADOSY )
N BACILOSCOPIAS m. COMPLETOS , SE REALIZA LA OBSERVACION
T « 1 MICROSCOPICA POR EL ler
A TR T BACILOSCOPISTAY EL 2do
N BACILOSCOPISTA (CCI)
: INGRESO A LA CODIGO DE MUESTRA E VERIFICACION DE
L BASE DE DATOS INGRESO AL SISTEMA & RESULTADO
. EXCEL NFTAARV?
A t ﬂ SE REGISTRA EL RESULTADO

EN EL SISTEMA NETLABv2
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ANEXO 07
FICHA DEL INDICADOR (1)
PORCENTAJE DE BACILOSCOPIAS DE DIAGNOSTICO POSITIVAS
] Medicién del Numero de Baciloscopias de Diagnostico Positivas en
CONCEPTO / o . . .
DEFINICION relacion al total de Baciloscopias de Diagnéstico, que se procesa en
_ el Laboratorio de Micobacterias y Biologia Molecular.
Determinar el porcentaje de Baciloscopias de Diagnostico Positivas,
OBJETIVO del total de Baciloscopias de Diagnostico, que se procesan en el
| Laboratorio de Micobacterias y Biologia Molecular. N
FORMULA DE N° total de Baciloscopias de Diagnéstico Positivas x 100
CALCULO N° total de Baciloscopias de Diagnéstico
| FUENTE DE DATOS Estadistica mensual del Laboratorio de Micobacterias y Biologia
: N Molecular.
PERIODICIDAD Trimestral. )
Frecuencia de Baciloscopias de Diagnéstico Positivas, procesadas
INTERPRETACION en el Laboratorio de Micobacterias y Biologia Molecular del HNHU |
| ESTANDAR Definir a nivel local ]
FICHA DEL INDICADOR (2)
EXAMEN DE BACILOSCOPIA (BK)
PORCENTAJE DE BACILOSCOPIAS DE CONTROL DE TRATAMIENTO POSITIVAS
Medicion del Namero de Baciloscopias de Control de Tratamiento
CONCEPTO/ Positivas en relacién al total de Baciloscopias de Control de
DEFINICION Tratamiento, procesadas en el Laboratorio de Micobacterias y
| Biologia Molecular. 1
Determinar el porcentaje de Baciloscopias de Control de Tratamiento |
OBJETIVO Positivas, del total de Baciloscopias de Control de Tratamiento,
_ procesadas, en el Laboratorio de Micobacterias y Biologia Molecular.
N° total de Baciloscopias de Control de Tratamiento Positivas x 100
FORMULA DE o - . -
CALCULO N° total de Baciloscopias de Control de Tratamiento
FUENTE DE DATOS Estadistica mensual del Laboratorio de Micobacterias y Biologia
Molecular.
PERIODICIDAD Trimestral. _ o
Frecuencia de Baciloscopia de Control de Tratamiento Positivas ,
INTERPRETACION procesadas en el Laboratorio de Micobacterias y Biologia Molecular
del HNHU. o -
ESTANDAR 5210%
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FICHA DEL INDICADOR (3)

EXAMEN DE BACILOSCOPIA (BK)

PORCENTAJE DE BACILOSCOPIAS DE DIAGNOSTICO POSITIVAS DE BAJO GRADO

Medicién del Numero de Baciloscopias de Diagnéstico Positivas de

CONCEPTO/ bajo grado, en relacion al total de Baciloscopias de Diagnoéstico
DEFINICION Positivas, que se procesa en el Laboratorio de Micobacterias y Biologia
- Molecular. |
’ Determinar el porcentaje de Baciloscopias de Diagnoéstico Positivas de '
| OBJETIVO bajo grado, del total de Baciloscopias de Diagnéstico Positivas,
procesadas en el Laboratorio de Micobacterias y Biologia Molecular.
FORMULA DE N° total Baciloscopias de Diagnéstico Positivas de bajo grado  x 100
CALCULO N° total de Baciloscopias de Diagnéstico Positivas |
FUENTE DE DATOS Estadistica mensual del Laboratorio de Micobacterias y Biologia '
Molecular.

| PERIODICIDAD

Trimestral.

Frecuencia de Baciloscopia de Diagnéstico_Positivas de bajo grado,

‘I INTERPRETACION procesadas en el Laboratorio de Micobacterias y Biologia Molecular del
HNHU
| ESTANDAR 30 - 50%

FICHA DEL INDICADOR (4)

TIEMPO DE RESPUESTA (OPORTUNIDAD) DEL EXAMEN DE BACILOSCOPIA (BK)
. Medicién del Numero de Baciloscopias con resultados emitidos a las |
CONCEPTO/ . . - p A
DEFINICION 24 horas, en relag:xon al NL_lmero c_ie Baciloscopias realizadas, en el :
Laboratorio de Micobacterias y Biologia Molecular. |
Determinar el Porcentaje de Baciloscopias con resultados emitidos a '
OBJETIVO las 24 horas, del total de Baciloscopias realizadas en el Laboratorio
| de Micobacterias y Biologia Molecular -
FORMULA DE N° total Baciloscopias con resultados emitidos antes de 24 Hrs x 100
CALCULO N° total de Baciloscopias realizadas
-.FUENTE DE DATOS Estadistica mensual del Laboratorio de Micobacterias y Biologia
| Molecular. B
PERIODICIDAD Trimestral.
Oportunidad en la respuesta de Baciloscopia, con resultados
INTERPRETACION emitidos antes de las 24 Hrs, en el Laboratorio de Micobacterias y
Biologia Molecular del HNHU ]
ESTANDAR > 95%
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ANEXO 08

FORMATO DE DESCRIPCION DE PROCEDIMIENTO ASISTENCIAL

Hospital DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA CLINICA Version 2
Nacional SERVICIO DE MICROBIOLOGIA, INMUNOLOGIA Y FEBRERO-
Hipdlito BIOLOGIA MOLECULAR 2023
Unanue EXAMEN DE BACILOSCOPIA (BK) CPMS 87115

Definicion: Es la técnica de rutina y herramienta fundamental para el diagnéstico
presuntivo de tuberculosis, que debe emplearse en toda muestra tanto de procedencia
pulmonar como extrapulmonar. Sabiéndose que La técnica de Ziehl-Neelsen”, es una
coloracién diferencial ati! en la identificacion de Micobacterias, aunque no permite la
diferenciacion de distintas especies.

la técnica de Ziehl Neelsen

Objetivo: Establecer los proc_edimientos para la realizacién de Baciloscopia mediante

Requisitos:

1. Solicitud de investigacién bacteridlogica .

Muestra de Esputo, lavado bronco alveolar, liquidos biolégicos, orina, heces,
muestras obtenidas por biopsia, etc.

3. Requisitos:

- Entregar al paciente, el envase (debera ser de boca ancha, de
aproximadamente 5 cm de diametro y 5 cm de altura, con tapa rosca) e indicarle
al paciente que anote su nombre completo.

- Indicarle al paciente cual es el ambiente de recolecciéon inmediata de esputo.
Este lugar debe tener buena ventilaciéon

- La muestra debe provenir del arbol bronquial y debe ser obtenida después de
un esfuerzo de tos. Una Muestra de esputo de buena calidad: tiene
aproximadamente 3 a 5 mL y es generalmente espesa y mucoide.

N° Actividad Descripcion de actividades

Responsable

"A CARGO DEL PERSONAL TECNICO,TECNOLOGO MEDICO O BIOLOGO

|

E! personal debera utilizar obligatoriamente el EPP
adecuado.

Revisar que el sistema de ventilacién, tanto en el
ambiente de recepcion de muestras como en el
ambiente de Baciloscopia, cumplan con las medidas de
Bioseguridad adecuadas

Tecnélogo
Meédico,
Bidlogo 6
Técnico de
Laboratorio

Revisar las condiciones ambientales del laboratorio. La
temperatura (que debe estar registrada) se encuentre
entre 18 a 32 °C y la humedad entre 20 a 80 % RH
(humedad relativa) ver anexc 10

Tecndlogo
Médico,
Biblogo 6
Técnico de
Laboratorio

GUIA DE PROCEDIMIENTO ASISTENCIAL: EXAMEN DE BACILOSCOPIA (BK)
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Revisar las condiciones de los equipos que se utilizaran i

en la Baciloscopia: Cabina de Bioseguridad,
Centrifuga de tubos, Microscopio, Refrigeradora

Tecnélogo
Meédico,
Biélogo 6
Técnico de
Laboratorio

Realizar el mantenimiento diario, semanal, quincené_l,
mensual, bimestral o trimestral, segln corresponda (ver
anexo 09)

Tecnodlogo
Médico,
Bidlogo 6
Técnico de
Laboratorio

Verificar el estado y Cantidad de insumos, material y
reactivos para el proceso de las baciloscopias

Tecndblogo
Médico,
Bidlogo 6
Técnico de
Laboratorio

“Recepcion: Verificar que los frascos de las muestras no

tengan derrames. En caso de derrames solicitar nueva
muestra.

Tecnélogo
Medico,
Bidlogo 6
Técnico de
Laboratorio

Evaluar condiciones, calidad y cantidad de muestra.
Que estén bien rotuladas, y que coincidan los datos con
los de la solicitud de investigacion bacteriolégica.
Luego son codificadas y se genera la hoja de trabajo.
Se registra en el Cuaderno de Registro diario de
Investigacion bacteriolégica de Tuberculosis

Tecndlogo
Médico,
Biélogo 6
Técnico de
Laboratorio

En el Sistema Netlab: Generar los cédigos de orden
de cada muestra. Registrar los datos de la solicitud
bacteriologica. Luego generar los cédigos de muestra.
Se transcribe estos datos en la base de datos Excell

Tecndlogo
Médico,
Bidlogo 6
Técnico de
Laboratorio

El personal del area de Baciloscopia (ver Anexo 11) se
dirige al Pass Through, retira las bandejas con
muestras hacia la mesa de trabajo, las prepara y las
ordena. Luego se dirige a la Cabina de Bioseguridad
(CBS) e inicia sus actividades, en este equipo.

Tecndlogo
Médico,
Biélogo 6
Técnico de
Laboratorio

10

Colocar papel plastificado en la mesa de la CBS.
Ordenar las muestras segun orden correlativo. Para
c¢/mx, enumerar una lamina que debe ser el mismo
numero asignado en la solicitud y colocarla delante de
la muestra.

Extendido: Destapar cuidadosamente el envase,
evitando la formacién de aerosoles. Tomar el palillo y
seleccionar la particula mas densa o purulenta de la
muestra y enrollarla en el aplicador. Colocar en el
portaobjeto, homogenizar y extender de acuerdo al
protocolo..

Tecndlogo
Médico,
Biblogo 6
Técnico de
Laboratorio
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11

Colocar los extendidos en un soporte y dejar secar
dentro de la CBS. Finalizado los extendidos, limpiar la
superficie de la mesa de trabajo de la CBS, con papel
toalla embebido en alcohol al 70%. Conservar las
muestras en Refrigeracion durante 24 horas o hasta su
posterior derivacién a otros procedimientos.

12

Las muestras que no son derivadas a ningan otro
procedimiento adicional son autoclavadas para su
posterior eliminacion de acuerdo al Manual de
tratamiento de residuos sélidos.

Tecndlogo
Médico,
Biélogo 6
Técnico de
Laboratorio

Tecnélogo
Médico,
Bi6logo 6
Técnico de
Laboratorio

13

Coloracién: Fuera de la CBS, se colocan 12 laminas
con muestras extendidas en portalaminas. Luego
Cubrir la totalidad de la superficie del extendido con el
colorante Fucsina fenicada. Calentar con la llama de
un hisopo humedecido en alcohol hasta la emision de
vapores, por 03 veces. Dejar con este colorante por un
tiempo minimo de 5 minutos. Eliminar el colorante y
lavar.

Tecnologo
Médico,
Bidlogo 6
Técnico de
Laboratorio

14

Cubrir la totalidad de la superficie del extendido, con
Solucion de Alcohol - acido, durante 3 minutos.
Enjuagar con agua. Cubrir la superficie del extendido
con el colorante Azul de Metileno, durante 1 minuto.
Eliminar el colorante y lavar con agua. Limpiar la parte
inferior de las laminas con algodén

Tecndlogo
Médico,
Biélogo 6
Técnico de
Laboratorio

15

Lectura: Colocar sobre el extendido, una gota de
Aceite de inmersion. Usando el objetivo de 10X y el
objetivo de 100X, enfocar la muestra y realizar la lectura
de acuerdo a protocolo.

Tecnélogo
Médico,
Biélogo 6
Técnico de
Laboratorio

16

Al término de la lectura, retirar la lamina de la platina_ del
microscopio, limpiar el exceso de aceite del objetivo de
inmersion, con Papel lente. Repetir este procedimiento
al término de la lectura de cada lamina. Finalmente,
dejar las laminas en un Papel absorbente, hasta lograr
retirar el aceite de inmersion y luego guardarlas.

Tecnélogo
Médico,
Bidlogo 6
Técnico de
Laboratorio

17

Registro de resultados: Una vez terminada la lectura
de laminas, se registra en el Cuaderno de registro diario
de baciloscopias y en la Solicitud bacteriologica.
Asimismo se liena el formato estadistico HIS.

Tecnélogo
Médico,
Bidlogo 6
Técnico de
Laboratoric |
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Programar los controles de calidad interno y externo. El | Tecnélogo
Control de calidad interno se realiza diariamente. El | Médico, )
18 Control de calidad externo se realiza trimestralmente. | Bidlogo 0
Técnico de
Laboratorio
Registrar los resultados en el Sistema Informatico | Tecndlogo
NetLabv2 Médico,
19 Biélogo o}
Técnico de
— Laboratorio
A CARGO DEL PERSONAL PATOLOGO CLINICO: N
A Supervision del check list (diversos protocolos) que se Patélogo
utitizan para el procedimiento de Baciloscopia (BK). Clinico
B Supervision de los resultados registrados en el Patélogo
cuaderno de Registro diario de baciloscopias. Clinico
c Revisién de los resultados del Control de Calidad Patélogo
Interno. Clinico
Realizar la Correlacién Clinico Laboratorial, revisando Pat6lodo
D resultados anteriores y tipo de pruebas diagnésticas del Clini c%
paciente en el sistema Netlabv2.
Validacién de los Resultados en el Sistema
NETLABV2 a las 24 horas de recibida la muestra. (si Patélogo
E hubiera alguna observacién se comunica al analista Clini c%




OB OR Hospital DPTO. “SERVICIO DE
NO \ VT R Pl vacional Hipglito  PATOLOGIA  MICROBIOLOGIA,
S & Unanue CLINICAY INMUNOLOGIA Y
= deinlis ANATOMIA  BIOLOGIA
PATOLOGICA ~ MOLECULAR”
ANEXO 09

FACTORES DE PRODUCCION DEL PROCEDIMIENTO POR ACTIVIDAD

- - Infraestructura .
Descripcion de actividades RR.HH Ui Equipamiento (ambiente) Tiempo r
| Fungible No fungible _ |
A CARGO DEL PERSONAL TECNOLOGO MEDICO, BIOLOGO O TECNICO DE LABORATORIO:
1). El personal debera utilizar ¢ Batadesc.
obligatoriamente el EPP adecuado. o i
| Revisar que el sistema de ._.moao_omo FeEpirador Laboratorio de
ventilacién, tanto en el ambiente de Médico, NSS Micobacterias
S Bidlogo 6 o Guantes i y
recepcion de muestras como en el Técnico de Biologia
ambiente de Baciloscopia, cumplan L m:_oo © | e Protector Molecular
con las medidas de Bioseguridad aboratorio ocular
adecuadas
2) Revisar las condiciones
ambientales del laboratorio; que la ._".\_demwomo Laboratorio de
temperatura (que debe ser Bidlo o_ 6 Termohigrometr Micobacterias y
registrada) se encuentre entre 18 a T mo:m"o de 0 Biologia
32 °C y la humedad entre 20 a 80 % Laboratorio Molecular
RH (humedad relativa)
3) Revisar las condiciones de los e CBS
equipos utilizados en la Tecnélogo e Centrifuga | Laboratorio de e &
baciloscopia: Cabina de Médico, de tubos | Micobacterias y NI
Bioseguridad (CBS-Ver Anexo Biélogo 6 e Microscopi Biologia
11), Centrifuga de tubos, Técnico de 0 Molecular
Microscopio, Refrigeradora Laboratorio o Refrigerad
_ ora

GUIA DE PROCEDIMIENTO ASISTENCIAL: EXAMEN DE BACILOSCOPIA (BK)
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o o, Hospital DPTO. “SERVICIO DE
< . 3 -1 5 : ol PATOLOGIA MICROBIOLOGIA,
’ﬂ..“ .\ 7““3.%“”.__\““_0 cmn_n”._::mm__“._c_wo__no CLINICA Y INMUNOLOGIA Y
ANATOMIA BIOLOGIA
PATOLOGICA MOLECULAR”
8) En el sistema Netlabv2, Generar | Tecnélogo 7 50 a 80 min
los cédigos de orden de cada| Meédico, i Laboratorio de | (por serie de
muestra y Registrar los datos de | Biblogo e Computador Micobacterias y | 12 muestras)
solicitud bacteriolégica. Generar los | oTécnico as Biologia
cddigos de muestra. Transcribir de Molecular
estos codigos en la base de datos | Laboratorio _
Excell _
9) El personal del area de _ . Laboratorio de | 30 a 40 min-
Baciloscopia (ver Anexo 11) se Tecnélogo Papel j* Bandejs; de ' o Centrifuga d Micobacterias y :ﬁ
dirige al Pass Through, retira las Médico, plastificado metal o ﬁc_oww_ uga de Biologfa
bandejas con muestras hacia la Bidlogo plastico, : Molecular
: : Alcohol al e Cabinade
mesa de trabajo, las prepara y las oTécnico 3 para _ Bi idad
ordena. Luego se dirige a la Cabina de 70% muestras loseguriaa
de Bioseguridad e inicia sus Laboratorio
actividades, colocando en la mesa
de la CBS, papel plastificado
30 a45 min
10) Ordenar las muestras segun . Laboratorio de | (por serie de
orden correlativo. Para c¢/mx, Laminas Micobacterias y | 12 muestras) |- -
enumerar una lamina que debe ser portaobjeto Biologia [ M
el mismo nhumero asignado en la s Molecular
w:o_.__w_mﬁm y colocarla delante de la ._.m\_om:anw_%%o Palillos
Extendido: Destapar om._wn_m_m,%o Solucién
cuidadosamente el envase, evitando e | de
la formacién de aerosoles. Tomarel | |, = . hipoclorito
palillo y seleccionar la particula mas _ de sodio al
densa o purulenta de la muestra y 1% _
enrollarla en el aplicador. Colocar en _
el portaobjeto, homogenizar vy _
extender de acuerdo al protocolo. _
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Tecnélogo
14)  Cubrir la totalidad de la | Médico, . Laboratoriode | 5 a10 min
superficie del extendido, con | Bislogos | ¢ Solucién Micobacterias y | (por serie de
Solucién de Alcohol Acido, | Técnico de Alcohol- Biologia 12 l[dminas)
durante 3 minutos. Enjuagar con | Laboratorio Acido Molecular
agua.  Cubrir la superficie del |
extendido con el colorante Azul de Colorante:
Metileno, durante 1 minuto. Eliminar e Azul de _
el colorante y lavar con agua. metileno |
Limpiar la parte inferior de las
l&minas con algodoén. o
Tecndlogo Laboratorio de | 60 min (p
16) Lectura: Colocar sobre el | Médico, Micobacteriasy | serie de 12\
extendido, una gota de Aceite de | Bidlogo6 |® Aceite de Biologia laminas) 8
Inmersién. Usando el objetivo de | Técnico de Inmersién e Microscopio Molecular /
10X y el objetivo de 100X, enfocar la | Laboratorio
muestra y realizar la lectura de
acuerdo a protocolo. 3
Laboratorio de 1 min
16) Al término de la lectura, retirar | Tecnélogo Micobacteriasy | después de
la lamina de la platina del | Médico, Biologia cada lamina
microscopio, limpiar el exceso de | Biblogo 6 Molecular
aceite del objetivo de inmersion, con | Técnicode |« Papel _
Papel Lente. Repetir este | Laboratorio lente _
procedimiento al término de la « Papel
lectura de cada lamina. Finalmente,
absorbent

dejar las laminas en un Papel
Absorbente, hasta lograr retirar el
aceite de inmersibn y luego
guardarlas.
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omn oe Hospital DPTO. “SERVICIO DE
) £ PR acional Hip6lito ~ PATOLOGIA  MICROBIOLOGIA,
o Unanue CLINICAY  INMUNOLOGIAY
ANATOMIA BIOLOGIA
PATOLOGICA ~ MOLECULAR”
C) Revisién de los resultados e Informe de | Laboratorio de 10 min
del Control de Calidad Patologo Control de Micobacterias y
interno clinico Calidad Biologia
Interno Molecular
D) Realizar la  Correlacién Laboratorio de
Clinico Laboratorial, Micobacterias y | 2 a 3 min por
revisando resultados | Patélogo s Computador Biologia cada
anteriores y tipo de pruebas clinico a Molecular resultado
diagnésticas del paciente en
el sistema Netlabv2.
E) Validar los Resultados Laboratorio de
evaluados en el Sistema Micobacterias y 1mi pre——
Netlabv2 e Computador Biologia
a Molecular (
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ANEXO 11

PROTOCOLO DE MANEJO DEL PASS TROUGH Y ENCENDIDO DE LA
CABINA DE BIOSEGURIDAD (CBS)

Encontrandose el personal, en el area de Baciloscopia, dirigirse al PASS
THROUGH para llevarse las muestras que fueron colocadas por el personal de
recepcion de muestras.

Presionar el botén verde de “ABRIR PUERTA”.

Retirar las bandejas que contienen las muestras, empujar suavemente el asa
para cerrar la puerta del pass through y que quede herméticamente cerrada.
Dirigirse con las bandejas a la mesa de trabajo y verificar los datos de la lista
de trabajo con las muestras.

Una vez verificado los datos, dirigirse hacia la CBS clase Il.

ENCIENDA LA CBS.

Verifique que todas las rejillas de retorno del aire (frontales y traseras) se
encuentran libres de obstrucciones.

Permitir que la cabina funcione libremente por lo menos 5 minutos, a fin de
purgar el aire.

Realize la limpieza del interior de la cabina con etanol al 70% y espere que
seque.

Coloque el material de forma que no se crucen los materiales sucios con los
materiales limpios, ni se impida la libre circulacién del aire interno a través de
las rejillas. Colocar en la parte posterior de la cabina un contenedor con
desinfectante para descartar el material contaminado. Mantener los elementos
al menos 10 cm detras de la rejilla frontal.

Permitir que el aire fluya durante 5 minutos sin que exista actividad dentro de
la cabina de seguridad bioldgica antes de iniciar el trabajo.

Al iniciar las actividades, se debe introducir lentamente las manos a la cabina.
Realizar el procedimiento de forma metddica y cuidadosa, de las zonas limpias
a las zonas contaminadas.

Colocar en la CBS un campo de trabajo (Papel plastificado)
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