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INTRODUCCION

£l presente manual es una recopilacién de las técnicas mas comunes empleadas para
ef diagndstico de las enfermedades causadas por micobacterias cuftivables.

La metodologia fundamental esta basada en las recomendaciones dadas por Ia Comision
Latinoamericana de Bacteriologia de la Tuberculosis COLABAT y en la experiencia acurmu-
lada por el Grupo de Tuberculosis que inicié sus labores en el ario 1962 y que fue fundado
por el recientemente desaparecido doctor Guillermo Aparicio Jaramillo, ademds, por la
obtenida durante los Gltimos 6 afios, después de la fusién de dicho Grupo con el de Lepra
de quien fuera jefe hasta su retiro el doctor Guillermmo Mundz Rivas, para dar origen al
actual Grupo de Micobacterias.

Todas las técnicas descritas en este manual han sido suficientemente corroboradas en
nuestro laboratorio y pueden ser realizadas en los Laboratorios de la Red Nacional, sin
embargo, solo una supervision y educacion continuada permitirdn un dptimo rendimiento
en fa aplicacion de dichas técnicas.

Que éste manual sea la base fundamental de un mejoramiento progresivo del Programa
MNacional de Control de la Tuberculosis.







OBJETIVOS DEL MANUAL

Uno de los principales objetivos del Programa de Control de la Tuberculosis es el
descubrimiento de los casos y su adecuado tratamiento, con el fin de recuperarlos
y convertirlos, lo mas rapidamente posible en no contagiosos.

Desde este mismo punto de vista es papel esencial del laboratorio descubrir los
enfermos que eliminan bacilos, hacer la evaluacion periddica de la eficacia del trata-
mientoy orientar en la eleccion de los esquemas terapéuticos en cada regién del pais.

La necesidad de que los programas de tuberculosis lleguen no sélo a la poblacion
urbana, sino también a la intermedia y a la rural, han conducido a recomendar la
integracion de dichos programas a los servicios generales de salud; por consiguiente
los laboratorios de todo nivel tienen que participar activamente en el desarrollo de
este programa integrado.

La estandarizacién de las técnicas basicas de bacteriologia de la tuberculosis tiene
numerosas ventajas, hasta el punto de convertirse en una necesidad ineludible. Con
la estandarizacion se puede obtener resultados comparables en toda la extension
del pais, se facilita la capacitacién del personal, la delegaciéon de funciones y la

“adquisicion de una serie de equipos, materiales y reactivos. Se posibilitan los calculos
de rendimiento, asi como el establecimiento de una adecuada supervisién.

Para que la estandarizacion de las técnicas sea dtil, ellas deben ser adaptables a
los diversos niveles de laboratorios del pais. Deben ser sencillas para que por lo
menos las basicas puedan ser manejadas por el personal auxiliar bien adiestrado y
se pueda lograr con ellas una amplia cobertura.

El propésito fundamental de este manual es dar los principios generales, y los
detalles de las técnicas basicas de bacteriologia para poder proporcionar con segu-
ridad y economia el méximo de ayuda posible en el diagnostico, control y tratamiento
de los casos de tuberculosis, de acuerdo con las condiciones existentes en el pais,
teniendo suficiente especificidad y sensibilidad como para dar resultados confiables.

Este manual esta dirigido a todo el grupo profesional que trabaja en los programas
de control de tuberculosis: epidemidlogos, médicos generales, bacteridlogos, perso-
nal de enfermeria, auxiliares de laboratorio y promotoras de salud. Puede ser consi-
derado como una guia de trabajo en lo que se refiere tanto a aspectos técnicos como
operacionales.
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|.  FUNCIONES ESPECIFICAS DE LOS NIVELES
EN LA ORGANIZACION DE LABORATORIOS

A. Laboratorio Central
Ubicado en la capital del pais.
ActGa como Laboratorio de Referencia para todo el pais.
Da pautas para establecer las normas sobre métodos y técnicas.

Constituye el Centro de Estudio de las resistencias primarias y secundarias desde el
punto de vista epidemiclégico.

Efectia los estudios de sensibilidad de orden clinico y de identificacion de cepas
enviadas por los laboratorios del pais.

Realiza investigaciones de orden técnico epidemioldgico y operativo.

Capacita al personal nuevo y actualiza al antiguo en las técnicas de bacitoscopia,
cultivo y pruebas de identificacion de M. tuberculosis.

Mantiene la coordinacién con los Servicios Seccionales y Regionales.

Realiza la supervision directa dos veces al afo vy 1a supervision indirecta de conformidad
con las necesidades de los Servicios Seccionales.

Asesora en la adquisicion y distribucion de reactivos y envases para recoleccién de
muestras y otros materiales.

B. Laboratorios de Nivel Intermedio (Seccional)
Ubicados en capitales de departamento.
Efectian baciloscopias y cultivos.
Capacitan al personal nuevo y actualiza al antiguo en técnicas de baciloscopia y cultivo.

Mantienen la coordinacion de los laboratorios de la region.
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Realizan supervision directa tres o cuatro veces al afno, e indirecta como minimo en
forma sernestral y como maximo mensual.

Envian cultivos al Laboratorio Central para pruebas de sensibilidad o identificacién,
Realizan algunas pruebas de identificacion.
Recolectan la estadistica de la Seccional.

Asesoran la distribucion de reactivos y envases para recoleccién de muestras y
otros materiales a los laboratorios locales.

Laboratorios de Nivel Regional y Local
Ubicados en hospitales, centros de salud y puestos de recoleccion de muaestras.

Efectdan baciloscopias en los sitios que posean microscopio y envian las muestras
para cultivo y pruebas de sensibilidad al al laboratorio del nivel intermedio.

Efectua solo extendidos, o extendidos y coloracién de acuerdo con los recursos
disponibles y los envian al laboratorio mas cercano. para su lectura.
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II.  NORMAS DE SEGURIDAD

Como en muchos otros campos del trabajo médico y paramédico, en bacteriologia de
la tuberculosis, existe el riesgo de infeccién del personal, pero hay medidas para controlar
este riesgo, en forma tal que las posibilidades de infeccién disminuyen considerablemente.

La via mas importante de infeccion en la tubercuiosis es la respiratoria por inhalacién de
pequenas particulas liquidas invisibles o aerosoles. Otra puerta de entrada es la via oral
aebido al inadecuado uso de las pipetas o el habito de comer o fumar dentro del laboratorio.
Es posible también la infeccion por traumas con agujas u otros instrumentos.

Las medidas de seguridad tienen relacion con el personal, con el &rea contaminada en
qQue se trabaja. con el equipo de seguridad que debe ser utilizado, con la actitud a tomar
al producirse un accidente y con las acciones a realizarse al terminar el trabajo.

2.1.  Personal

El personal deberd recibir conocimiento sobre las medidas de seguridad personal y del
Grupo con quien se trabaja.

Todo nuevo funcionario debe hacerse un estudio radiolégico de térax, controlarse anual-
mente y ademas aplicarse una prueba de tuberculina y vacunarse con BCG en caso de
gue la prueba sea negativa. (Menos de 9 mm de didmetro transverso de induracién a las
72 horas). '

2.2.  Area contaminada

Como el riesgo principal en esta area es la inhalacion de aerosoles, para evitar su
produccion debe ponerse especial cuidado en las siguientes etapas:

- Al destapar los envases con las muestras.

- Al preparar los extendido’é.

- Al transvasar suspensiones bacilares por medio de pipetas.
- Al desechar liquidas sobrenadantes.

- Al agitar los tubos a mano o en agitador mecanico.

- Al abrir frascos o tubos después de centrifugar o agitar.
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Ademas es importante:

- Evitar la entrada o transito de personas extrafnas.

- Trabajar siempre con una bata larga de proteccion.

- Evitar el uso de joyas tales como anillos, pulseras, etc.

- Evitar que quienes trabajan en esta area salgan o entren continuamente.

- No barrer ni encerar. Para la limpieza deben utilizarse traperos impregnados en desin-
fectantes tales como hipoclorito de sodio al 2.5% {blanqueadores de uso doméstico)
o fenol al 5%.

2.3.  Equipos de seguridad

- Mechero: debe ser colocado entre el operador y el material en proceso.

- Recipientes con embudo para evitar las salpicaduras, cuando se eliminan fluidos conta-
minados.

- En caso de trabajar con espatula metalica, utilizar un frasco con arena y desinfectante,
para limpiaria y flamearla y cuando se usen espatulas de madera desechables, descar-
tarlas en un frasco que contenga desinfectante,

- Recipiente cilindrico suficientemente alto con algodén desinfectante destinado a las
pipetas ya utilizadas.

- Peras de caucho para aspirar y vaciar liquidos con pipeta.
- Pipetas con filtro firme de algoddn en el extremo superior.

- Autoclave para los laboratorios que hacen cultivos, para los que hacen sélo baciloscopia
un recipiente adecuado para la incineracién del material desechable.

- Cémara de seguridad con presién negativa para los laboratorios que puedan disponer
de ella, haciéndose asi una eliminacién 6ptima de los aerosoles.

2.4, En caso de accidente

Caida vy rotura de tubos, matraces. pipetas o envases con muestras. En estos casos
se debe vaciar sobre el material quebrado y su drea mas préxima, un desinfectante
adecuado como fenol at 5% o hipoclorito de sodio al 2.5%, cubriéndolo con un papel y
dejando actuar el desinfectante durante media hora. Abandonar el laberateric durante este
tiempo.
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Rotura de un tubo durante la centrifugacién. No abrir la centrifuga durante media hora
para que los aerosoles se sedimenten. Rociar con desinfectante la centrifuga y en especial
el sitio donde se encuentra el tubo roto. Dejar actuar el desinfectante durante media hora
y posteriormente retirar con pinzas los restos de vidrio.

Deglucién de una suspensién bacilar por falla en el filtro de una pipeta. En este caso
se exige tratamiento quimioterapico

2.5. Al término del trabajo

Se debe recoger todo el material utilizado, el material desechable y contaminado, se
lleva a incinerar o al autoclave. El material no desechable debe ser esterilizado inmedia-
tamente.

Limpiar la mesa de trabajo con una gasa o algodén humedecidos con desinfectante.

Lavarse cuidadosamente los antebrazos y manos con agua y jabon, cepillando especial-
mente las ufas y la parte inferior del dorso de la mano.

La llave del agua debe abrirse y cerrarse, haciendo uso de pequefios recortes de papel
para no contaminarla.
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1. BACILOSCOPIA (Bx)

Preferimos la abreviatura Bx. para baciloscopia y no la de BK que implica un eptnimo
(Bacilo de Koch), dado que con la baciloscopia (Bx.) solamente detectamos bacilos acido
alcohol resistentes (b.a.a.r.) y es igualmente valida tanto en tuberculosis como en lepra.

Es la busqueda microscépica mediante la coloracion de Ziehl Neelsen, de b.a.a.r. a partir
de cualquier espécimen clinico. Este método diagnéstico es el mas importante en tuber-
culosis sobre todo desde el punto de vista epidemiologico, porque el enfermo con bacilos-
copia de esputo positiva es ia fuente mas importante de contaminacion para la comunidad.

3.1.  Muestra de expectoracién

La baciloscopia debe efectuarse a todo sintomatico respiratorio, con més de 15 dias
de 10s y expectoracion.

La muestra ideal para la baciloscopia es la expectoracién. Muestras que sean de saliva
deben ser porcesadas, pero al paciente debe solicitdrseie nueva muestra. Para el diagnés-
tico se requieren tres muestras;

a. Se toma la primera muestra en el momento de la consuita y se solicita para el dia
siguiente {segunda muestra} el primer esputo que produzca al despertar; ta tercera,
al entregar la segunda.

b. En caso de que el paciente tenga dificultad para llevar las muestras en dos dias
diferentes, se puede entonces, durante el lapso de un dia receger las tres muestras.

3.2, Envase

El envase ideal debe ser desechable y de material plastico para favorecer la incineracién,
de boca ancha que permita a la persona depositar facilmente la expectoracion y al personat
que efectda el extendido, manipularlo facilmente; con cierre hermético para evitar que se
derrame.

3.3 Conservacion de la muestra

El esputo puede permanecer maximo 24 horas a temperatura ambiente; si fuera nece-
sario mantenerlo durante mas tiempo antes de hacer el extendido, se conservara en
nevera por una semana o a temperatura ambiente adicionandole igual cantidad de fosfato
trisddico (Na3zPOy4. 12H50) o acido borico al 1%.
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3.4 Envio de la muestra

El organismo carente de microscopio puede enviar la muestra o el extendido fijado al
nivel inmediatamente superior.

3.5. Técnica
3.5.1. Area de trabajo y material:

Todo laboratorio que realiza baciloscopia debe disponer de espacio adecuado que garan-
tice una buena ventilacion y entrada de sol.

3.5.2. Elementos necesarios:
Una mesa de trabajc.
Un lavaplatos con soporte o varillas para hacer la coloracion.
Laminas portaobjeto nuevas, conservadas en un frasco con etanol al 70%.
Aplicadores de madera.
Mecheros de alcohol.
Lapiz graso (no rojo) para marcar vidrio.
Repisa doble o gradilla con capacidad para 12 laminas.

Tres frascos cuenta gotas, destinados a los colorantes: fucsina, azul de metileno Y
alcohol acido.

Papel periodico para colocar en la mesa y luego incinerarlo.

Trozo de papel negro sobre el cual se colocan los recipientes con la muestra para
observar mejor la particula Gtil.

Una caneca o tarro metélico, amplio, con tapa, para desechar el material usado y
contaminado como envases y aplicadores, que luego se deben quemar.

3.5.3. Preparacion del extendido:

Toda el 4rea de trabajo debe tener buena iluminacién para realizar minuciosamente cada
etapa.

Antes de empezar el trabajo los técnicos deben lavarse las manos y colocarse una bata
de proteccion.




Todas las manipulaciones para preparar el extendido se haran completamente sistema-
tizadas, para lo cual la disposicion del material y las muestras deben tener siempre &l
mismo orden.

Es recomendable que cada serie de muestras a procesar no sea superior a 12. Las
laminas deben ser nuevas y desengrasadas previamente. Si por escasez de laminas deben
reutilizarse, se desechan las laminas positivas y las negativas ya muy rayadas que pueden
ser utilizadas en otro tipo de examen y se emplean para un segundo extendido, las que
hayan resultado negativas, previa limpieza.

Inmediatamente se recibe una muestra debe ser numerada en el cuerpo del envase,
asi como la orden correspondiente.

Las etapas de preparacion del extendido son las siguientes:

1. Se coloca sobre la mesa de trabajo una hoja de papel periodico y ésta sera el area
contaminada, porque sobre ella se realizan las etapas mas peligrosas de todo el
procedimiento, desde la apertura del envase, la preparacion del extendido, hasta
desecharlo en el tarro metalico.

2. Seprepara lalista de trabajo con los nombres de las personas a quienes corresponden
las muestras que se van a procesar, colocando al frente de cada una el namero
correlativo anual del laboratorio.

3. Colocar las 12 muestras sobre la mesa de trabajo en el area contaminada en linea
horizontal, en el mismo orden de |a lista.

4. Se toma la lamina portaobjetos y con un lapiz graso, se traza una linea que divide
la superficie en una tercera parte destinada a la numeracion y dos terceras partes
para el extendido. El nimero debe hacerse por la cara inferior de la ldmina, para
evitar que se borre al hacer la tincién o coloracidon. Una vez numerada se coloca
frente al envase correspondiente.

Durante esta etapa se debe tener la precaucion de no tocar con los dedos la parte
de la ldmina destinada al extendido porgue puede engrasarse.

5. Se destapa solamente el envase de la muestra que se va a procesar, se coloca en
el centro de la mesa de trabajo y cerca del mechero encendido, sobre el papel negro,
junto a la lamina correspondiente, comprobando que ambos tengan el mismo nimero;
se divide e! bajalenguas o aplicador de madera en dos, utilizando la parte astillada
para tomar la particula Otil, constituida por la parte purulenta de la muestra. Si se
observan varias particulas purulentas se mezclan con los aplicadores y se toma una
porcion de la mezcla.

6. Se toma la ldmina portaobjetos con los dedos indice y pulgar, en el 1/3 correspon-
diente al nimero. Se coloca la particula Gtil sobre Ia 1dmina, cerca de la linea hecha
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con el lapiz, se homogeniza la muestra extendiéndola hasta el extremo opuesto para
lograr una pelicula uniforme que cubra las dos tercerras partes de la ldAmina. Para
que ésta pelicula o placa sea realmente homogénea, es necesario tomaruna particula
grande eliminando el sobrante con el mismo apticador. Nunca debe calentarse mien-
tras se esta haciendo el extendido pues se forman circulos concéntricos y precipitados
granulosos v la pelicula pierde su homogeneidad.

7. Terminando el extendido se desechan los aplicadores en el tarro destinado a la
incineracion, se cierra el envase y se coloca en una segunda linea en el mismo orden
de la linea de trabajo detras de las que aun no se han procesado. Se pasan por la
llama del mechero los bordes de la ldmina portacbjetos y se colocan en la parte
superior de la gradilla para que sequen a temperatura ambiente. Los envases con
tas muestras ya procesadas sélo deberan ser descartados después de la observacion
microscopica.

8. Una vez secos los extendidos se fija la tdmina, pasandola rapidamente sobre la llama
tres veces con el extendido hacia arriba.

9. Se colocan ios extendidos en la parte inferior de la gradilla a medida que se van
fijando (se desecha el papel contaminado y se lleva la gradilla con las Iaminas al sitio
de coloracion).

10. Al término dei trabajo el papel negro, el usado en la gradilla y el que constituye el
drea contaminada, deben ser cuidadosamente descartados.

3.6.  Coloracién
La técnica aconsejada por la OPS/OMS es la de Zieh! Neelsen:

1. Se coloca la serie de laminas fijadas, conservando e! 6rden numeénco y colocando
ademas un control positivo {vacuna BCG} y un control negativo (materia fecal), sobre
las varillas de vidrio que estan en el lavaplatos con el extendido hacia arriba, separadas
unas de otras y con el numero hacia e! operador. Es conveniente que la varilla mas
cercana al operador esté ligeramente mas alta que la otra: esta pequena diferencia
de nivel facilita el que los colorantes no se deslicen hacia la parte de la lamina destinada
al nimero, evitando que éste se borre; ademas permite tomarlas entre el pulgar y el
indice.

Cubrir la totalidad de la superficie del extendido con fucsina fenicada, previamente
filtrada. Calentar suavemente con la llama, pasandola lentamente por debajo de las
ldminas portaobjetos hasta que produzca emisién de vapores; cuando éstos sean
visibles, dejar de calentar. Al cesar la emisién de vapores, calentar nuevamente. Repetir
€sto una vez mas hasta completar tres emisiones sucesivas. La fucsina no debe hervir
y si disminuye por evaporacién o derrame, hay que reponerlas porque el extendido
debe estar cubierto constantemente durante el calentamiento. Esta fase no debe
durar menos de cinco {5) minutos.
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Eliminar el fucsina tomando el portaobjeto por el extremo numerado e inclinandolo
hacia adelante y lavar dejando caer una corriente de agua a baja presion sobre la parte
en que no hay extendido, la que escurrird suavemente sobre la pelicula.

2. Cubrir la totalidad de la superficie del extendido con alcohol 4cido al 3%.

Tomar la lamina entre el pulgar y e! indice y hacer un movimiento de vaivén de modo
gue el alcohol vaya decolorando y a la vez arrastre la fucsina. Guando e alcohol acido
adquiera coloracién roja se elimina en la misma forma como-Se hizo con la fucsina y
si el extendido conserva un tinte rosado en sus partes mas gruesas, se decolora
nuevamente.

Se considera decolorado ef extendido cuando sus partes mas gruesas conservan solo
un ligero tinte rosado. Si las partes mas densas quedan mal decoloradas, alli se podran
observar bacterias tenidas de color rojo que no son micobacterias.

Una vez eliminado el alcohol acido, lavar nuevamente las ldminas en igual forma que
después de la coloracién con fucsina, cuidando de no desprender la pelicula.

3 Coloracion de contraste: cubrir la totalidad de la superficie del extendido con azul de
metileno, el que deberd mantenerse no menos de dos minutos.

Lavar, procediendo en la forma que se indico para la fucsina, tanto el extendido como
la cara inferior del portaobjeto e ir colocando cada una con el extendido hacia arriba
hasta que seque a la temperatura ambiente, conservando siempre el orden establecido.

3.7. Método de lectura

Una vez seca la lamina, se dejara caer una gota de aceite de inmersién, evitando tocar
la Iamina, en el centro del extendido a la linea divisoria y comenzar 2 leer la lamina, con
objetivo de inmersion 90x 6 100x.

Al efectuar la lectura deben considerarse dos aspectos diferentes:

a. Recuento de gérmenes en cada campo microscédpico: la lectura debe ser hecha siem-
pre en igual forma de manera sistematica efectuando la bdsqueda de gérmenes en
cada campo microscépico, dividiéndolo mentalmente en cuatro cuadrantes, utilizando
las cifras 12, 3, 6. 9 como en la esfera de un reloj. La busqueda de bacilos debe
hacerse en cada cuadrante en superficie y profundidad, valiéndose del tornilio micro-
métrico. Para separar un campo microscépico del proximo sin que queden superpues-
tos, el punto clave es la cifra 3, ya que cualquier estructura observada en ese lugar
una célula, una fibra, un bacilo, etc., debera quedar en el punto correspondiente a la
cifra 9 del campo siguiente.

. b. Recuento de gérmenes en un nimero determinado de campos microscopicos.

23




Et nimero de campos que debera observarse variara de acuerdo con fa cantidad de
bacilos acido alcohol resistentes que la muestra contenga, lo que se hace evidente en ia
lectura de los primeros campos,

Si la muestra no contiene bacilos acidos alcohol resistentes, es indispensable observar
600 campos, 0 no menos de 10 minutos.

Si la muestra contiene de uno a diez bacilos por campo, sélo sera necesario observar
cincuenta campos.

Si la muestra contiene mas de diez bacilos por campo, sera suficiente observar veinte
campos.

Para facilitar lo anterior se utiliza una cuadricula dividida en 100 cuadrados donde se
anotan los bacilos observados por campo.

Al terminar la lectura de una lamina se debe hmpiar el aceite de inmersién del objetivo,
especialmente si la lamina ha sido positiva.

3.8.  Informe de resultados
Escala de lectura semicuantitativa de la baciloscopia:

() - No se encuentran bacilos écido-alcohol resistentes en mas de CIEN campos
microscopicos observados.

+ - Menos de UN bacilo acido-alcohol resistente porcampo en CIEN campos
cbservados.

++ : UNQa DIEZ bacilos acido-alcohol resistentes porcampoen CINCUENTA
campos observados.

+++ : MasdeDIEZ bacilos acido-alcohol resistentes por campo en VEINTE campos
observados.

Al observar una muy baja positividad, es importante que el microscopista esté comple-
tamente seguro que la morfologia presente corresponde a b.a.ar., para informarla como
Positiva +

Cuando se reciben muestras deficientes en calidad y cantidad, donde no se han encon-

trado bacilos, despues de observar 600 campos microscépicos, se debe solicitar nueva
muestra,
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Modelo de formulario para solicitud de exdmenes baciloscdpicos, que servird a la vez
para el informe de resultados:

Nombre:

Establecimiento;

No. Historia Clinica: _ Fecha:

Direccién del paciente;

Para diagnostico;
Para Control:

Resuitado: Positivo: Negativo:

Observaciones:

Fecha:

Laboratorista:

NOTA: Las laminas positivas deben ser conservadas en su totalidad asi como el 10% de
las negativas para la supervision indirecta. Las ldaminas deben limpiarse con el fin de
eliminar el aceite de inmersion, teniende cuidado de no danar el extendido y guardarlas
.separadamente una a una protegiéndolas del polvo.

25




PROGRAMA DE TUBERCULOSIS

\ REGISTRO BACILOSCOPIA
Servicio Seccional de : DIAGNOSTICO
Municipio :
Laboratorio :
N® DE _| BACILOS.
ECHAIREGIS- NOMBRE DEL PROCEDEN COPIA OBSERVACIONES
TRO PACIENTE ClA e 2232
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IV. COLORACION DE ZIEHL NEELSEN

4.3, Preparacién de reactivos
4.1.1. Fucsina fenicada de Ziehl

Solucién madre de fucsina:
- Fucsina basica 10g.
-Etanol de 95° 100 mt.

Triturar la fucsina en un mortero, agregando el alcohol poco a poco; transvasar a un
frasco oscuro, en caso de no poseer un mortero, mezclar la fucsina con el alcohol direc-
tamente al frasco. Agitar diariamente durante ocho dias; con esto se busca extraer la
mayor cantidad posible de colorante, del polvo de fucsina. A este procedimiento se le
denomina “maduracién del colorante”, rotular “Solucién madre de fucsina”.

Solucién de fenol al 5%:
- Fenol &5ml.
- Aguadestilada 95 mil.

Colocar cristales del fenol en un tubo de ensayo grande o vaso de precipitado para
llevarlos a bafio de maria hasta que se fundan. Medir 5 ml. con pipeta y completar a 100
con agua destilada.

Solucion de trabajo de fucsina:
- Solucién madre (filtrada) 10ml.
- Soluciénde fenol al 5% 90 ml.
Envasar en frasco oscuro y rotutar “sotucion de trabajo de fucsina®.
4.1.2. Azul de metileno
Solucién madre de azul de metileno:

- Azulde metileno 10g.
- Etanolde 95° 100 mi,

Se prepara en la misma forma que la solucion madre de fucsina, dejandolo madurar
durante ocho dias y rotular “solucién madre de azul de metileno”.
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Solucion de trabajo:
- Solucién madre (filtrada) 30ml.
- Aguadestilada 70ml.
Envasar en frasco oscuro y rotular “solucién de trabajo de azul de metileno”.
4.1.3.  Alcohot 4cido al 3%
- Acido clorhidrico 3mi.

- Etanolde 95° 97 ml.

Agregar el acido sobre el alcohol tentamente, envasar en frasco oscuro o transparente
y rotular “afcohol Acido”.
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5.1.

V. MEDIOS DE CULTIVO

Medio de Ogawa, modificado por Kudoh (0O-K).

5.1.1. Solucion base

Fostfato monopotasico p.a. (KHoPOg4) 20g.
Citrato de magnesio (CgHg07 Mg3. H20} 0.1g.*
Glutamato de sodio (CsHgNNaO4. H20) 05g.
Aguadestilada 100.0ml.

Calentar suavemente hasta disolver completamente
Glicerolp.a. {C3Hg03) 4.0ml
Ajustar elpHa 5.3 conNaOH 1N ocon

HCI 1N segun sea necesario,

Esterilizar a 15 libras de presiény 120°C.
por 30 minutos.

5.1.2.- Homogenizado de huevos 200.0ml.

e

e s

Verde de malaquita al 2% (en HoO destilada) 40mL**
Filtrar porgasa***

pH final 6.4
Envasar en tubos 5-7 ml. segun el tamario del tubo

Coagular a 80-85° C. por 45 minutos.

Este componente no es esencial para la deteccion del M. tuberculosis pero mejora la viabilidad del
mMicroorganismao.

No debe tener mas de una semana de preparado.
La gasa se dobla en cuatro, se coloca dentro def embudo, se lleva a esterilizar y queda lista para usarse.
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52. Medio de Stonebrink (para aislamiento de M. bovis}.

5.2.1. Solucién base

Fosfato monopotasico anhidro p.a. (KH2P04) 35 g.
Fosfato de sodio (HNapPO,. 2H-0) 20 g.
Piruvato de sodio p.a. (CH3COCOONa) 6.25¢.
Aguadestilada 500.0 mil,

Calentar suavemente hasta disolucion completa

Esterilizar a 15 libras de presién y 120°C. por

20 minutos.
5.2.2. Homogenizado de huevos 1.000.0 mi.
- Verde de malaquita al 2% (en H20 destilada) 20.0mil.

Filtrar por gasa
pH. final 7.0
Envasar en tubos de 5-7 mi. segun el tamano del tubo

Coagular 80-85°C. por 45 minutos.
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VI. HOMOGENIZADO DE LOS HUEVOS

Deben ser frescos {no tener mas de una semanaj.
Deben ser suministrados por distribuidoras que cumplan todas las reglas sanitarias.

De no ser utilizados de inmediato, almacenarlos a 4°C.
6.1. Lavado de los huevos

- Colocarios en un recipiente con agua jabonosa por 30 minutos.

- Limpiarlos cuidadosamente uno por uno con un cepillo suave o un trozo de gasa.
- Enjuagarlos muy bien con agua corriente.

- Colocarlos en alcohol de 70% por 15 minutos.

Este alcohol puede ser reenvasado para ser utilizado en nuevas oportunidades.
6.2. Homogenizado

Todo el material de vidrio utilizado durante este procedimiento, debe ser esteril.

Los huevos deben ser revisados uno, a uno, ya que para ser utilizados deben presentar
una yema firme, redonda que no se aplaste ni se rompa. No presentar pintas de sangre
ni embridn.

Para esto, se quiebra el huevo en un vaso pequerio estéril y si cumple estos requisitos
se transvasa a una probeta graduada; se contina en igual forma con los otros huevos,
hasta completar el volimen requerido.

Homogenizar los huevos por alguno de los siguientes procedimientos.

a. Enlamisma probeta, emulsionar con una varilla de vidrio que debe llevar en el extremo
una manguera de caucho, mas o menos de 10 centimetros; ésto con el objeto de no

romper la probeta.

b. Agitarlo a mano en un balén que contenga perlas de vidrio.
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¢. Homogenizarlos en una licuadora 0 batidora caseras a baja velocidad.

Una vez homogenizados por cualguiera de los métodos antenores, anadirlos a la base
correspondiente segun el medio que se vaya a preparar.
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Vil. DECONTAMINACION DE MUESTRAS

7.1.  Técnica de Ogawa-Kudoh - preparacién de reactivos.

7.1.1. Hidréxido de sodio 4%.
- Pesar 4 g. de lentejas de hidroxido de sodio p.a.
Disolver en 60-80 ml. de agua destilada.
- Completar a 100 ml. con agua destilada.
- Esterilizar a 15 {ibras de presién y 120°C. por 20 minutos.
7.1.2. Fosfato trisédico 10%.

- Pesar 10 g. de NagPO,. 12H50 p.a.

Disolver en 60-80 ml de agua destilada.
- Compietar a 100 ml. con agua destilada.
- Esterilizar a 15 libras de presién y 120°C. por 20 minutos.

7.1.3. Fosfato trisédico 20%.
- Pesar 20 g. de Na3PQy4. 12H;0 p.a.

- Disolver en 60-80 ml. de agua destilada. Calentar si es necesario.
- Completar a 100 ml. con agua destilada.
- Esterilizar a 15 libras de presion y 120°C por 20 minutos.

7.2.  Técnica de Ogawa-Kudoh - procedimiento

Impregnar lamuestra a tratar en ias partes laterales del algodon de un escobillén estéril.

- Introducir ef escobillén en un tubo con NaOH 4% {cantidad suficiente para cubrir el
algodén), durante 1-2 minutos {no soprepasar los 2 minutos).
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- Llevar el escobillén a dos tubos con medio de O-K para la siembra, realizandose ésta
con movimientos de rotacion y presion.

- Llevar a incubar.

[MUESTRAS "CONTAMINADAS " |

Directo o Concentrado
Deconfominar
Sembrar
incubar 37°C (Piel 33°)

Leer
I, 2, 4, B8 Semanos

Muesiras Estériles
Concentrar

2 Alicuotos

1

Sembror Almacenar 4°C
I ncubar 37°C Sembrar-6 dias-
Leer 6 dias @ (iontominodo @ No Contaminado
No Contaminado  Contaminado Dec;ntaminar Sembrar
Continuar Incubacion  Descartar Sembrar
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8.1.

VIll. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS POR LA
TECNICA DE OGAWA KUDOH

Esputo

Tomar la particula Gtil en las partes laterales del algodén de un escobillén estéril.

introducir el escobillén en un tubo con hidroxido de sodio al 4%, {cantidad suficiente
para cubrir el algodén}, durante 1-2 minutos {no se deben sobrepasar los 2 minutos).

Llevar el escobillén a 2 tubos con medio de Ogawa modificado por Kudoh (O-K), para
la siembra, realizéndose esta con movimientos de presion y rotacién.

fncubar a 37°C.

8.2. Orina*

Solicitar 1a totalidad de la primera miccion del paciente.
Mezclar bien y tomar 30 ml. de orina.

Adicionar 10 ml. de NagP0Oy. 12 H20 al 20%.

Reposo durante 2 horas.

Centrifugar a mas de 3.500xg** durante 30 minutos.
Descartar el sobrenadante.

Procesar el sedimento en la misma forma que se hace con el esputo.

83. Lesiones en piel

Tomar cantidad suficiente de la secrecion de la lesion en las partes laterales del algodon
de un escobillén estéril.

* |a muestra debe ser seriada en numero no inferior a tres. -

*+0) centrifugar al maximo de revoluciones de la centrifuga que se disponga.
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Continuar el mismo procedimiento utilizado para esputo.
Incubar a 30-32°C,

Tomar muestra de la secrecion con otro escobillén para hacer extendido.

84. LCR

Tomar liquido en cantidad no menor de 10 mi.

Dividir la muestra en dos alicuotas.

Lievar una alicuota a la nevera Y procesar la otra:
Centrifugar el LCR a mas de 3.500xg durante 30 minutos.
Descartar el sobrenadante.

Sembrar directamente el sedimento con pipeta estéril en medio de O-K con y sin verde
de malaquita.

En caso de contaminacién de esta alicuota, procesar la que se encuentra en la nevera
asi:centrifugar durante 30 minutos, a mas de 3.500 Xg.

Descartar ¢l sobrenadante.

Impregnar las partes laterales del algodon de un escobillén estéril con el sedimento.
Introducir el escobillén en un tubo que contenga hidréxido de sodio al 4% {cantidad
suficiente para cubrir el algodén), durante 1-2 minutos (no se deben sobrepasar los 2

minutos).

Llevar el escobillén a 2 tubos con medio O-K para la siembra, realizandose esta con
movimientos de rotacidn y presion.

Incubar a 37°C.

Hacer dos extendidos para baciloscopia.

85  Biopsias

La muestra debe ser recogida en un recipiente estéril que contenga solucién salina.
En un mortero con arenilla y solucion salina, se macera la muestra completamente.

Se filtra a través de gasa esteril.
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Se reparte en dos alicuotas, una para procesarse por el método de Ogawa Kudoh vy la
segunda para guardarse a 4°C. y ser procesada en caso de contaminacion delaotra.

Centrifugar a mas de 3.500 xg durante 30 minutos.
Impregnar el escobillén con la muestra y Hevarlo a un tubo con hidréxido de sodio al
4% (cantidad suficiente para cubrir el algodén) durante 1-2 minutos {no se deben

sobrepasar los 2 minutos).

Llevar el escobilion a 2 tubos con medio O-K para la siembra, realizandose esta con
movimientos de rotacidn y presidn.

incubar a 37°C. {pie! 30-32°C}

Hacer dos extendidos para baciloscopia.

8.6.  Sangre menstrual

La muestra debe ser recogida en un tubo estéril gue debe ser suministrado por el
ginecdiogo o directamente por el laboratorio.

Debe ser tomada el primer dia del periodo.
Romper el coéguio.

Dependiendo de la cantidad, procesar la muestra asi:

Si la muestra es escasa. impregnar directamente el escobillén en ella y llevarlo a un
tubo con hidréxido de sodio al 4% (cantidad suficiente para cubrir el algodon), durante
1-2 minutos {no se deben sobrepasar los 2 minutos).

Llevar el escobillén a 2 tubos con medio O-K para la siembra, realizandose esta con
movimientos de rotacion y presién

Incubar a 37°C.

Hacer 2 extendidos para baciloscopia.

b. Sila muestra es abundante, concentrar por centrifugacion y procesar el sedimento como

se indic en la pane a.

8.7.  Liquido Seminal

Recoger la muestra en un recipiente estéril.

Repartirlo en dos alicuotas para guardar una a 4°C. y ser procesada en caso de contami-
nacion de la otra.

Seguir el mismo procedimiento utilizado en sangre menstrual.
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8.8. Aspirado géstrico*

- Tomar una cantidad no inferior a 10 ml.

- Por cada 10 ml. de aspirado agregar 2 ml. de fosfato trisédico al 10%, inmediatamente
después de recogida la muestra.

- Enviarlo al laboratorio, antes de 2 horas,

- Centrifugar a mas de 3.500xg durante 30 minutos. **
- Descartar el socbrenadante.

- Decontaminar el sedimento por la técnica de O-K.

- Sembrar 2 tubos con medio O-K.

- Incubar a 37°C.

- Hacer 2 extendidos para baciloscopia.

89. Lectura e informe

Los tubos sembrados, se deben examinar por primera vez a los 6 dias con el fin de
descartar los que estén contaminados y si se hace necesario, pedir nuevas muestras.

En caso de que el crecimiento corresponda a b.a.a.r, se tratard de una micobacteria
rapida crecedora, y deberd ser enviada al laboratorio de referencia para su identificacion.
Las revisiones posteriores se haran a las 4 y 8 semanas. Las colonias que se desarrollen
deben ser verificadas haciendo un extendido y tiféndolo con Ziehl-Neelsen.

El informe del cultivo debe ser semicuantitativo, para lo cual se recomienda la siguiente
escala:

+++ colonias confluentes.

++ colonias separadas {mas de 100).

+ 20-100 colonias.

No. de colonias Sihay menos de 20.

) No se observan colonias.

Contaminado Cuando el cultivo presenta contaminacién.

Nota: solamente se podra informar un cultivo positivo después de practicar la prueba
de niacina, o nitratos y catalasas en su defecto.

* La muestra debe ser seriada, en numero no inferior a tres.
**0 centrifugar al maxime de revoluciones de la centrifuga que se disponga.
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IX PRUEBAS DE IDENTIFICACION DE MICOBACTERIAS

9.1. Niacina

Prueba de Konno

- A un cultivo de bacilos acido alcohol resistentes abundante de mas de cuatro semanas
de desarrolio, adicionarle 1.5 ml. de agua destilada estéril.

- Darle golpes fuertes al tubo sobre la palma de la mano para permitir que el agua penetre
al medio.

- Llevarlo a 37°C. durante 2 horas en posicién horizontal

- Colocario a temperatura ambiente en posicion vertical durante 10 minutos.
- Remover 0.5 ml. del extracto liquido a un tubo de ensayo.

- Adicionar 3 gotas de bromuro de ciandgeno, con pipeta de 1 ml.

- Adicionar 3 gotas de anilina alcohdlica al 4% con pipeta de 1 ml.

Interpretacion:

- La aparicién inmediata de un color amarillo indica que la prueba es positiva.
Controles:

- Control positivo: cultivo de M. tuberculosis de mas de 4 semanas.

- Control negativo: cultivo de una cepa de micobacteria niacina negativa (M. avium, M.
fortitum).

- Control reactivos: agua destilada estéril.
9.1.1. Preparacion de reactivos

Bromuro de cianégeno* - se prepara a partir de:

- Agua de bromo.
- Cianuro de potasio.

*El bromuro de ciandgeno es un gas lacrimogeno muy taxico y en soluciones dcidas forma acido hidrocidnico. Por
lo tanto, debe manejarse en cabinas de seguridad bien ventiladas y el material empleado se descartard en una
solucion alcalina de NaOH o NiHg . al 4%.
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Agua de bromo:

Colocar 30 ml. de agua destilada estéril en una probeta de 100 mi.
Abrir una ampolla de bromo, depositarlo en la probeta.

Completar con agua destilada a 100 ml.

Conservarse en lugar fresco, protegido de la luz y lejos de los demas reactivos.
Cianuro de potasio:

Pesar 10 g. de cianuro de potasio
ARadir 100 mi.de agua destilada.

Se calcula la cantidad necesaria de bromuro de cianégeno para las pruebas a practicar,

esta cantidad se toma de agua de bromo y se coloca en un tubo de ensayo con tapa de
rosca, se va adicionando gota a gota al cianuro de potasio, hasta que la mezcla esté incolora.

3.

1

Anilina alcchdlica al 4%

Tomar 4 ml. de anilina incolora {bidestilada)
Agregar 96 mi. de etanol de 95°
Conservar en frasco oscuro y protegido de la luz.

9.2.  Tiras para la prueba de niacina

Estas tiras contienen los reactivos necesarios para la deteccion de produccion de niacina

en micobacterias.

A un cultivo de bacilos &cido alcohol resistentes, abundante, de mas de cuatro semanas
de desarrollo, adicionarle 1.5 ml.de agua destilada estéril.

Darle golpes fuertes al tubo sobre la palma de la mano para permitir que el agua penetre
al medio.

Lievarlo a 37°C. durante 2 horas en posicidon horizontal,

Colocarlo a temperatura ambiente en posicién vertical durante 10 minutos.
Remover 0.5 ml. del liquido en un tubo de ensayo de 13 x 75 con tapén.

Colocar una tira en la posicion que indica la flecha, utilizando para esto una pinza.

Tapar inmediatamente.
Agitar suavemente.

Dejarlo en posicion vertical durante 20 minutos
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interpretacién:

- Laaparicién de un color amarillo en el liquido, no en lattira, indica una prueba positiva.
. Controles:

- Control positivo: los discos que vienen con las tiras o una cepa de M. tuberculosis.

- Control negativo: cultivo de una cepa de micobacteria niacina negativa (M. avium, M.
fortuitum),

- Control reactivos: agua destifada estéril.

9.3, Reduccién de nitratos

- Utilizar cultivos jdvenes.

- Para rapidos crecedores de dos semanas de desarrollo.

- Para lentos crecedores de cuatro semanas de desarrollo

- Colocar 0.5 ml. de agua destilada estéril en un tubo.

- Emulsionar una espatulada de colonias en el tubo anterior, aprox. 0.5 g.

- Anadir 2 ml. de substrato de nitratos {NaN03)

- Adicionar dos gotas de HCI 50% {(V/V) y agitar.

- Incubar por 2 horas a 37 °C. (Bafio de Maria o estufa).

- Agitar

- Anadir a cada tubo 2 gotas de solucién de sulfanilamida al 0.2%.

- Agitar.

- Dejar en reposo durante 4 minutos

- Anadir a cada tubo 2 gotas de N-naphtiletilendiamina dihidrocloruro al 0.1%.
interpretacion:

- Laaparicion de un color fucsia, el cual varia en intensidad, indica una reaccién positiva.

Si no hay cambio de color, confirmar los resultados anadiendo a cada tubo negativo una
- peguena cantidad de polvo de zinc. Si se desarrolla un color fucsia. confirma el resultado
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negativo; si no ccurre cambio de color después de la adicion del polvo de zinc, 1a reaccion
es positiva, por reduccién de nitratos hasta amoniaco, repetir la prueba para confirmar et
resultado.

Controles: N
- Control positivo: cultivode M. tuberculosis.

- Control negativo: cultivode M. bovis vr BCG.

- Control reactivos: substrato.

9.3.1. Preparacion de reactivos

Substrato de nitrato de sodioc M/100 en buffer de fosfatos M/45, pH 7.0.

- NaNOg 0.085g.
- KHoPOy4 0.117g.
- NayHPO4 0.485¢q.
- Aguadestilada estén! 100.0 mi

Acido clorhidrico al 50%

- Aguadestilada estéril 20 mi
- Acidoclorhidrico 20 ml
- {Siempre adicione el acido al agua).

Sulfanilamidaal 0.2%:

- Sulfanilamida 200.0mg.
- Agua destitada estéril 100.0mi.
- Disolver.

N-naphtiletilendiamina dihidroctoruro 0.1%

- N-naphtiletilendiamina

dihidrocloruro 100.0mg.
- Aguadestilada estéril 100.0ml.
- Disolver

a4 Catalasas
- Colocar en 2 tubos 0.5 ml. de agua destilada estéril

- Emulsionar una espatulada de colonias de un cultivo de b.a.a.r. fresco, aproximadamente
0.5 g. de masa bacilar,

- Para rapidos crecedores de dos semanas de desarrollo
- Para lentos crecedores de cuatro semanas de desarrollo
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9.4.1. Catalasa a temperatura armbiente.

- Tomar uno de los tubos anteriores.

_ Adicionar 0.5 mi. de la mezcla de peroxido de hidrégeno y tween 80.

- No agitar para evitar la formacién de burbujas no debidas a la actividad de catalasa.
Interpretacion:

- El desprendimiento de burbujas indica una prueba positiva.

Controles:
- Control positivo: M. tuberculosis
- Control reactivos: agua destilada esteril

9.4.2. C(Catalasa 68°C.
- Tomar el otro tubo con la emulsion del cultivo.

- Llevar a 68°C. durante 20 minutos - EL TIEMPO Y LA TEMPERATURA SON
IMPORTANTES.

- Sacar el tubo y dejarlo enfriar hasta temperatura ambiente.

- Adicionarle 0.5 ml.de la mezcla de peréxido de hidrégeno y tween 80.

Interpretacion:
- El desprendimiento de burbujas indica una reaccion positiva

- No informar la reaccién como negativa hasta transcurridos 20 minutos.

9.4.3 Preparacidén de reactivos
Mezcla de perhidrot al 30% - tween 80 al 10%

- Tween80 10 mi.
- Adicionaraguacalientea90°C 50 ml.
- Disolver completamente
- Completar con agua caliente
hasta 100.0ml.
.- Esterilizar a 15 libras por 15 minutos.
. Mezclar volimenes iguales de perhidrol al 30% con tween 80 al 10%.
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9.4.4. Anélisis de Resultados

Una prueba de niacina positiva indica que se trata de un M. tuberculosis en el 99.98%
de los casos. Se tendrd en cuenta que micobacterias como el M. bovis var. BCG. cepa
Tokio, empleada en nuestro medio durante algunos afos en vacunacidén masiva, también
presenta una prueba de niacina positiva, por lo cual, es importante conocer la clase de
muestra de donde se aislé para someterla a pruebas de identificacion.

En caso de no disponer de la técnica de niacina en el laboratorio, se pueden utilizar
otras dos pruebas: la actividad de catalasas {T°A., 68°C.) v la reduccién de nitratos.

REDUCCION CATALASAS
ESPECIE NITRATOS TOA** 68°C.
M. tuberculosis + + -
M. bovis
M. bovis var. * (-) + )
BCG
M. gastri
Otras micobacterias +of{-) + +
* Variedad

**Temperatura ambiente.

NOTA: En caso de que el cultivo no corresponda a M. tuberculosis, debera ser enviado
al Laboratorio de Referencia para su identificacion, anexando la correspondiente historia
clinica e historia del cultivo.
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X. NORMAS DE ENVIO DE CULTIVOS PARA PRUEBAS DE
RESISTENCIA DEL M. TUBERCULQOSIS A LAS DROGAS

Se han descrito diferentes métodos para demostrar la sensibilidad del M. tuberculosis
a las drogas; en Colombia se ha venido utilizando desde hace 15 afios el método de las
proporciones en su variante simplificada.

L.as pruebas de sensibilidad dentro de un Programa de Control de Tuberculosis tienen
4 aplicaciones gue en su orden de prioridad son las siguientes:

1. Para propésitos cientificos: permiten realizar estudios que contribuyen a la compren-
sién de los mecanismos de éxito o falla en la terapéutica.

2. Paraestudios epidemiolégicos: permiten comparar resistencia primaria en dos momen-
tos diferentes en un pais 0 comparar paises entre si.

3. Para la planeacién de tratamientos con nuevos esquemas: se puede determinar el
porcentaje de individuos inicialmente resistentes a una o varias drogas.

4. Para el paciente individual: con el objeto de seleccionar el régimen mas efectivo,
especialmente cuando se presenta la falla terapéutica en el re-tratamiento.

En Colombia solo se ha utilizado la prueba de resistencia para la Gltima prioridad sin
que hasta ahora se conozca la efectividad de dicho procedimiento en la seleccidon de
esquemas,

Un estudio reciente realizado por nosotros, tomando como base las pruebas de sensi-
bifidad realizadas durante los Ultimos 11 afios, demostré que la falla terapéutica en la
mayoria de los casos no se debia a resistencia del M. tuberculosis a las drogas y que era
posible que esta falla fuera debida a prescripcion de regimenes inadecuados, irregularidad
en la ingesta de las drogas, suspensién prematura del tratamiento o abandono por fend-
menos téxicos.

Otro estudio realizado en el Hospital La Maria de Medellin, demostré que mas de la
mitad de las pruebas de resistencia solicitadas(57 %) no se justificaban.

Por lo anterior, las normas para solicitar una prueba de resistencia son:
a. El paciente debe haber fallado tanto en el tratamiento como en el re-tratamiento, €s
decir, que el paciente ha recibido uno de los dos esquemas de tratamiento inicial y

uno de los dos esquemas de re-tratamiento.
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b. Dado lo anterior, se debe hacer una siembra del esputo del paciente para obtener un
cultive primario, purc y abundante.

c. E cultivo debe tener entre 4-6 semanas y debe estar acompanado de un formulario
con la historia baciloscopica y terapéutica completa del paciente, asi como la historia
del cultivo enviado.

Sin cumplir las tres condiciones anteriores, no se procesara ningun cultivo en el Labo-
ratorio Central de Referencia.
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD i
GRUPO DE MICOBACTERIAS
SOLICITUD DE PRUEBAS DE SENSIBILIDAD

Institucidén solicitante Fecha solicitud

Mombhbre del paciente Edad Sexo

Historia Clinica No.

Ratural de Procedente de

EVOLUCION EVOLUCION

FECHA BACT. TERAPEUTICA FECHA BALT TERAPEUTICA

NEALUD — 220

Histeria cultivo enviado No.

Muestra procesada

Método de decontaminacidn

Fecha siembra

Lectura | ) semanas | ) colanias
Fecha envio
Practicar proebas de sensibilidad a Streptomicina D Isoniacda D Thivatetazena D
.
Ethambutal D Etionamida D Rilampicina D
[Trecatoe)
Firma r
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XI. ELIMINACION DE MUESTRAS

11.1. Esputos

]

Llevar el esputo al autoclave a 15 libras por 20 minutos.

En caso de no disponer de autoclave, se pueden utilizar otros procedimientos:
a. Incinerar el recipiente que lo contiene si esto lo permite.
b. Enterrar en un hueco profundo los recipientes y tapar con tierra.

11.2. Orinas

Sobrenadantes:

. Descartarlos en un frasco con un embudo {para evitar salpicaduras} que contenga un
desinfectante.

Sedimento:
- Llevar los tubos con los sedimentos sobrantes al autociave a 15 libras por 20 minutos.

11.3. Liquidos corporales, biopsias, sangres menstruales y otros.

- Los sobrantes y los sedimentos se eliminan en la misma forma gque se hace con las
orinas.

- El material utilizado para procesar las muestras debe ser llevado todo a esterilizar a 15
libras por 20 minutos.
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Xli. MANEJO DE MATERIAL

12.1. Material contaminado

Laminas:

- Conservar las positivas para b.a.a.r. para supervisién indirecta.

- EI90% de las negativas para b.a.a.r. descartarlas en hipoclorito de sodio al 2%.
- Llevarlas a ebutlicion en el hipoclorito de sodio por una hora:

- Retirarles el hipoclorito de sodio con abundante agua.

- Colocarlas en agua jabonosa.

- Retirarles el jabdri con abundante agua una por una.

- Colocarlas en alcohol acetona.

- Secarlas.

- Colocarlas en las cajas para ser utilizadas en otras areas del laboratorio.

Tubos de ensayo:

1. Tubos con medio de cultivo en los cuales se han sembrado muestras:
- Llevarlos a esterilizar a 15 libras por 20 minutos.

- Coiocarlos en agua jabonosa.

- Remover el raterial grueso.

Colocarlos en agua jabonosa.
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- Restregarios con churmusco.

- Retirarles el jabon con agua de chorro.

- Colocarios en agua jabonosa.

- Retirar el jabén con suficiente agua pasandoles 4 veces el agua de chorro.
- Pasarlos por una soluciéon de 4cido clorhidrico al 1%.

- Pasarles agua destilada 4 veces.

- Dejar secar.

2. Tubos sin medio de cultivo:

- Llevarlos a esterilizar a 15 libras por 20 minutos.

- Colocarlos en agua jabonosa.

- Restregarlos con churrusco. .
- Retirarles el jabdn con abundante agua de chorro,

- Colocarlos en agua jabonosa.

- Retirarles el jabdn con abundante agua pasandoles 4 veces agua de chorro.

- Pasarlos por una solucién de acido clorhidrico al 1%.

- Pasarles agua destilada.

- Dejarios secar.

Pipetas:

- Descartarlas en una solucion desinfectante como fenol al 5% o hipoclonito de sodio al
2%.

- Llevarlas a esterilizar a2 15 libras por 20 minutos.

- Retirarles el algoddn.
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- Llevartas a ebullicion durante una hora en dextran o hipoclorito de sodio al 2%.
- Colocarlas en agua jabonosa.

- Restregarlas con churrusco.

- Eliminar el jabén con abundante agua de chorro.,

- Pasarles una solucién de acido clorhidrico al 1%.

- Pasarles agua destitada 4 veces.

- Dejarlas secar.

12.2. Material limpio

Laminas:

- Colocarlas en agua jabonosa.

- Lavarlas una a una, eliminando muy bien el jabon.

- Colocarlas en alcohol-acetona.

- Secarlas.

- Colocarlas en sus cajas.

Tubos:

- Colocarles la tapa o tapenarlos con algoddén en rama.

- Llevarlos a esterilizar a 15 libras por 20 minutos.

Pipetas:

- Colocarles tapdn de algodon.

- Envolverlas en papel milano, periadico o papel para envolver.

- Llevarlas a esterilizar a 15 libras por 20 minutos.
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ANEXO |
NOMOGRAMA PARA CALCULAR LA FUERZA CENTRIFUGA RELATIVA (RCF) xg

25000 —
20.000 = — 500
= - 475
15.000 —= s
= 00
— = 375
10.000 —= ACF (xg) ;
= = 350
= 30.000 32
= 20.000 >
—-= — 300
T %00 = 10.000 — 275
= —= L 250
S 00 ) 5000 205
> | .
= E L, s
= 3000 —= 2000 w g
= E 5
— g
; = 1000 ' g
o 2000 —= =
= = <<
S 3 500 — 150 g
o SN —~ 140 =
3 = ~ )
o 3 S - 130 a2
> — 200 ~ 2
i — 120 <
— ~
54 ~ =
1000 — ~ L 10
— 100 ~
a . - 100
e
I a0 ~
_ \\\ 90
N
300 — 20 ™
0 — 70
“ — 50
200 -—J -— 30
. A 7 2
El Nomograma esta basado en la f&rmuia R.C.F. = 11.18 x 10° «x 3N

Donde R = Radio rotante en mm. medido desde el centro (eje} de la centrifuga nasta
la mitad del liquido que se va a centrifugar.
N = Velocidad en revoluciones por minuto {RPM)

Para calcular las RPM que se necesitan para obtener una cierta fuerza centrifuga
relativa (R.C.F.}, medir el radio rotante y trazar una linea, desde esta medida,

hasta la escala de RPM pasando por <l valor de RA.C.F. que se desea obtener.

Lo mismo se puede hacer para saber la R.C.F, que se obtiene, cuando se conocen el
radio rotante y las rsvolucicnes por minuto.
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