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PREFACIO

La UICT publicé por primera vez en 1978 la Guia técnica para el diagndstico
de la tuberculosis por microscopia directa, basada en el documento confeccio-
nado en 1969 por el Dr. J. Holm, entonces Director Ejecutivo de la Unién
Internacional contra la Tuberculosis. Esta guia fue incluida en la tercera y cuarta
ediciones de la Guia de la Tuberculosis para los paises de escasos recursos
economicos, de la UICTMR. Estaba disenada para servir de referencia simple
sobre las normas para la recoleccién, conservacion y transporte de las muestras
de esputo y para el examen microscopico directo de los frotis de esputo (baci-
loscopia). Estaba destinada especialmente a los trabajadores de la salud de los
paises de escasos recursos econémicos y de alta prevalencia, en los cuales se
concentra la mayor carga mundial de los casos de tuberculosis.

A pesar de los mas de veinte anos transcurridos desde la primera publicacion,
la guia no habia sido modificada. Hoy en dia, la tuberculosis es una de las prin-
cipales causas de muerte, por un solo agente infeccioso, en los adultos de los
paises de escasos recursos, donde sigue siendo un problema importante de
salud publica. La herramienta bésica para el diagndstico de la tuberculosis, es
decir, el examen microscoépico directo del esputo, no ha cambiado en sus detalles
técnicos, a pesar de los avances mayores de las modernas tecnologias de dia-
gnoéstico. Sin embargo, el contexto en el cual se aplica, es decir, el Programa
Nacional de Tuberculosis, se ha mejorado considerablemente en la dos ultimas
décadas.

La utilizacion de la guia en el terreno, a través de los anos, ha revelado omi-
siones e imprecisiones que requerian ser abordadas. Ademas, los aspectos de
seguridad y de control de calidad de la baciloscopia no habian sido tratados de
manera suficiente en la edicidén anterior. Asi, se estimd que la Guia Técnica de
la UICTER debia ser revisada para que refleje en mejor forma su caracter de ins-
trumento de salud publica y para ponerla al dia con las modernas estrategias del
control de la tuberculosis. Este documento ha sido revisado cuidadosamente
por los miembros de Seccién Bacteriologia e Inmunologia de la UICTER, por los
directores de la Red de Laboratorios de referencia Supranacionales de la
Tuberculosis de la OMS/UICTER vy por otros distinguidos profesionales en el
dominio del control de la tuberculosis.

DR ADALBERT LASZLO
Ottawa 2000
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1. INTRODUCTION

En los paises de escasos recursos econoé-
micos y con alta prevalencia de tuberculosis,
el examen microscopico directo de esputo o
baciloscopia, es y seguirad siendo, en un

Los objetivos de los servicios de diagnos-
tico en los laboratorios de tuberculosis
dentro de la estructura de un PNT son:

— el diagnéstico de los casos contagiosos
responsables de la transmisién de la enfer-
medad.

— el seguimiento durante el tratamiento
hasta la curacion.

futuro previsible, la Unica herramienta con
buena relacion costo-eficacia para el dia-
gnostico y el seguimiento del tratamiento de
los pacientes con tuberculosis contagiosa. La
baciloscopia es una técnica simple, barata y
apropiada, relativamente facil de realizar y
de leer. Produce resultados rapidos, con una
gran sensibilidad para la deteccion de los
sujetos que transmiten el bacilo tuberculoso
y proporciona la mayoria de los indicadores
epidemioldgicos de laboratorio, esenciales
para la evaluacion del Programa Nacional de
Tuberculosis (PNT).

2. EL LABORATORIO DE BACILOSCOPIA

2.1 Las funciones del laboratorio

En los paises en desarrollo la mayoria de
los diagndsticos bacterioldgicos de tubercu-
losis se realiza en laboratorios locales o per-
iféricos cuya responsabilidad principal es la
de efectuar las baciloscopias para el PNT,
examen microscopico de diagndstico basado
en el examen directo de extendidos de
esputo después de su tincion con la técnica
de Ziehl-Neelsen (ZN). Estos laboratorios,
ubicados en los centros de salud, postas de
salud, hospitales, etc. en general, cuentan
con personal técnico especializado capaz de
realizar las baciloscopias, entre otras tareas.
Estos laboratorios deben poder realizar las
siguientes funciones:

— realizar todas las baciloscopias solicitadas
en el area asignada, habitualmente un dis-
trito (50 000 a 150 000 habitantes);

— servir de centro de referencia para las uni-
dades de recoleccion de muestras;

— coordinar con los Laboratorios Regionales
(intermedios), la referencia de las muestras
que requieren cultivo y pruebas de sensibili-
dad;

— recibir las muestras durante las horas de
atencion del Centro de Salud;

— enviar la informacion al Laboratorio Regional;
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— cumplir las directivas nacionales de control
de calidad;

— pedir, administrar y almacenar el material
de laboratorio.

2.2 Acondicionamiento fisico
del laboratorio

Los detalles del acondicionamiento del
laboratorio de baciloscopia variaran consi-
derablemente segun las condiciones locales.
Es dificil dar normas generales acerca del
diseno del laboratorio, puesto que, con el
tiempo, en muchos paises, éstos han sido
integrados en los servicios de diagnodstico de
los laboratorios generales. Idealmente, el
laboratorio de baciloscopia para el diagnos-
tico de la tuberculosis debe incluir las
siguientes secciones independientes (Figura
1, adaptada de Collins y col."):

— un espacio para una mesa (A) para depo-
sitar las muestras que llegan (Figuras 1y 2);

— una mesa bien iluminada (B), para la pre-
paracion de los frotis (Figuras 1y 3);

— una pila o cubeta para la tincién (C), con
agua corriente (Figuras 1y 4);



Figura 1

— una pila o cubeta (D) con agua corriente
para el lavado de las manos;

— una mesa (E) para el examen microscopico,
delante de una ventana (Figuras 1y b);

— una mesa o mesa (F) para los libros de
registro y el almacenamiento de los frotis
(Figuras 1y 6);

— un guardarropa o armario cerrado (G), para
la ropa del personal (Figura 1).

Si el mesdn de trabajo esta hecho con
material poroso, debe cubrirse con una placa
de material no poroso como férmica, metal
galvanizado o aluminio; esta placa debe tener
alrededor de 80 cm de ancho y bordes de 5
cm de alto. El borde anterior debe doblarse
hacia abajo en un angulo de 90° para ajus-
tarse al borde de la mesa, lo que facilitara las
manipulaciones (Figura 3). Todas estas mani-
pulaciones deben realizarse sobre esta super-
ficie, la que debe ser descontaminada todos
los dias después de su empleo con un ger-
micida antituberculoso (p. ej. fenol al 5% o
una solucién de hipoclorito de sodio al 0,1%*
[NaClO], conocida también como blanquea-
dor casero, cloro, agua de javel, etc.).
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2.3 Material necesario

Los detalles del material son menciona-
dos en la Figura 3

Figura 2

* El cloro casero contiene 5% de NaClO (50 g/litro).
Para preparar una solucién al 0,1%, que contiene 1g
de NaClO/litro se diluyen 20 ml de cloro en un litro de
agua. Esta solucioén se utiliza como desinfectante de
uso multiple para las situaciones de «limpieza rela-
tivan.



Figura 3

1. Porta-laminas para la preparacién de los frotis
2. Secador para los frotis

3. Envase de esputo colocado lo mas cerca posible a la
derecha del porta-laminas
4. Palillos de madera

NOTA: Si el técnico es zurdo, puede ser
mas practico disponer sobre la mesa todos o
la mayor parte de los elementos de la Figura
3 en posicion inversa (imagen en espejo).

2.4 Preparacion de los reactivos
para el método de tincion
de Ziehl-Neelsen

El método mas apropiado de coloracién
para el examen microscopico directo de
esputo es el de Ziehl-Neelsen (ZN), puesto
que es el unico que da regularmente buenos
resultados, sin necesidad de un equipa-
miento especial. Para la preparacion de los

5. Lampara de alcohol/Mechero de Bunsen
. Pinza

o

7. Receptaculo metdlico para desperdicios, con tapa, para
depositar el material contaminado

8. Caja de laminas grabadas para los frotis

reactivos necesarios se requiere una balanza,
que no se encuentra siempre disponible en
los laboratorios periféricos. La solucién mas
frecuente es la preparacion de los reactivos
en el Laboratorio Nacional de Referencia o
en el laboratorio intermedio mas cercano. La
ventaja de esta soluciéon es la mejor estan-
darizacién y garantia de calidad, que son mas
importantes que la desventaja de un alma-
cenamiento mas prolongado. No se reco-
miendan las técnicas de tincién al frio, tales
como la de Kinyoun y de Tan Thiam Hok, ya
que se ha probado que permiten dificilmente
la deteccion de los bacilos acido alcohol resis-
tentes (BAAR) en las muestras paucibacilares
de esputo y que la tincién se hace palida rapi-
damente. La microscopia por fluorescencia,



recomendada cundo el volumen de trabajo
excede las 50 muestras por dia, no tiene
cabida en la mayoria de los laboratorios de
los paises de escasos recursos econémicos.

a) Carbol fucsina de Ziehl

Solucion stock de fucsina alcohélica al 3%
(solucion A)

Fucsina basica*........cccooociiiiieeniieeenn. 3g!
Alcohol*
de 95%....cccen..... hasta completar 100 ml

Colocar la cantidad requerida de fucsina
en un frasco o cilindro graduados y agregar
la cantidad de etanol o de alcohol metilico
necesaria para obtener un volumen total de
100 ml y luego agitar enérgicamente hasta la
disolucién completa. Las pequefas canti-
dades de esta solucion deben ser filtradas
antes de proceder a la tincién.

b) Solucion acuosa de fenol
(solucion B)

Cristales de fenol®

Agua destilada,

si posible hasta completar 90 ml

Antes de agregar el agua, licuar los cris-
tales de fenol calentandolos suavemente.

Para preparar la solucion de trabajo
de fucsina fenicada de Zihel al 0,3% mezclar
10 ml de la solucion A con 90 ml de la solu-
cion B.

c) Soluciones decolorantes

— Solucion acido-alcohol

Alcohol de 95% ......ccceeeevnnnrnnnnnnnnns 970 ml
Acido clorhidrico
concentrado (35%)**.....cceeveeeveenns 30 ml

O, cuando el alcohol no esta disponible:

— Solucion acuosa de acido sulfarico al 25%
............ 300 ml
100 ml

Colocar 300 ml de agua en un frasco de
1 litro de tipo Erlenmeyer. Agregar lenta-
mente 100 ml de acido sulfurico, permitiendo
que el acido fluya a lo largo de las paredes
del frasco. Se notard que la mezcla se va a
calentar. Nunca vaciar el agua dentro del

Agua destilada, si posible
Acido sulfurico concentrado't
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acido sulfurico: esto puede provocar salpica-
duras explosivas.

d) Solucion de contratincion de azul
de metileno al 0,3%

Cloruro de azul de metileno**

Agua destilada, si posible

Figura 4

* Cloruro de pararosanilina, contenido minimo en
colorante 88% (C,4H,;NCI) Sigma P1528 o equiva-
lente.

t Los polvos de colorantes en general no son puros,
de manera que el peso debe ser corregido para ase-
gurar una coloracion adecuada. El porcentaje de
colorante disponible en el contenido, frecuentemente
esta indicado en la etiqueta del envase original. El
peso corregido se obtiene dividiendo la cantidad de
colorante deseada por la fraccion decimal del colo-
rante disponible. Asi, si la cantidad de colorante
deseado es de 3 g y el porcentaje de colorante dis-
ponible es de 75%, la cantidad efectiva de colorante
que debe ser pesada es de 3/0,75 = 4g de colorante
impuro. Si el contenido en colorante es de 88% o
mas, no es necesario proceder a la correccion.

¥ Etanol 95% (C,H,OH) - Farmacopea de los E.E.U.U.
XVIII, 20 1067 (1970). Se autoriza la calidad indus-
trial.

8 Fenol aproximativamente a 99% (C,H,0) - Sigma P
3653 o su equivalente.

** Acido clorhidrico concentrado (HCL) - Se puede
usar la calidad industrial.

t1T Acido sulfurico concentrado (H,SO,) - Se puede
usar la calidad industrial.

¥t Cloruro de metiltionina, contenido minimo en
colorante 82% (C,sH,;,CIN,S) - Sigma M 9140 o su
equivalente.



Figura 5

Figura 6

3. RECOLECCION Y TRANSPORTE
DE LAS MUESTRAS DE ESPUTO

3.1 La toma de muestras

3.1.1 Muestras de esputo para
el diagnostico

En las condiciones de trabajo del PNT, la
UICTER recomienda la recoleccion de tres
muestras de esputo, «<kEN EL MOMENTO DE
LA CONSULTA», «MATINAL» al despertarse
en el domicilio y nuevamente «EN EL
MOMENTO DE LA CONSULTA», cuando el
paciente vuelve con la muestra recolectada
en el domicilio.

La muestras deben recolectarse de pre-
ferencia en un periodo de dos dias, para
todas las personas que se presentan a los
centros de salud, a los dispensarios del hos-
pital, etc., con sintomas respiratorios durante
mas de tres semanas. Estas muestras deben
ser examinadas al microscopio en el labora-
torio mas proximo. Bajo estas condiciones, se
define un caso de tuberculosis con bacilo-
scopia positiva, como la persona que se pre-
senta con sintomas respiratorios y que tiene
por lo menos dos baciloscopias positivas.

Este método, llamado también deteccion
pasiva, detecta alrededor del 80% de los
casos sospechosos que finalmente son consi-
derados con baciloscopia positiva, con el exa-
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men de la primera muestra, un 15% adicional
con el de la segunda y el 5% restante con el
de la tercera.

3.1.2 Muestras de esputo para
el seguimiento

El tratamiento de la tuberculosis com-
prende dos fases: |la fase intensiva, que dura
habitualmente 2 6 3 meses y la fase de conti-
nuacion que dura de 4 a 10 meses, depen-
diendo del tipo de tratamiento. Indepen-
dientemente del esquema de tratamiento, se
debe recolectar una muestra «MATINAL»
para seguimiento, al final de la fase intensiva
para determinar si el paciente puede pasar a
la fase de continuacidn, si la baciloscopia es
negativa o, si ésta es positiva, continuar la
fase intensiva. Se debe tomar otra muestra
de esputo al 5° mes de la fase de continua-
cion, para controlar la evolucion del paciente
y para detectar un posible fracaso del trata-
miento y otra muestra al final del tratamiento
para confirmar la curacion. A menudo, las
muestras al final del tratamiento no se obtie-
nen facilmente, debido a que el paciente ya
no expectora. El esquema exacto de bacilo-
scopias de seguimiento varia segun los
esquemas de tratamiento y debe ser preci-
sado en el Manual del PNT.



La UICTER recomienda:

— El examen de tres muestras de esputo -
«EN EL MOMENTO DE LA CONSULTA»
+ «MATINAL» + «<EN EL MOMENTO DE
LA CONSULTA» - para el diagndstico de
los casos de tuberculosis.

El examen de una sola muestra de
esputo «MATINAL» en tres ocasiones
para el seguimiento del tratamiento: una
al final de la fase intensiva, una durante
la fase de continuacién y una al final del
tratamiento.

3.2 Recoleccion de las muestras
de esputo

Cuando el enfermo sospechoso de tuber-
culosis tose, existe un riesgo elevado de
infeccion para el personal de salud. Por esto,
las muestras deben ser obtenidas al aire libre
y lo mas alejado posible del resto de la gente.
Si esto no es posible, debe utilizarse un local
aislado y bien ventilado.

El personal de salud debe despertar
confianza en el paciente sospechoso de
tuberculosis, explicandole las razones del
examen y la manera de toser, de forma que
el esputo provenga de lo mas profundo de
su pecho. Si el paciente puede leer, se le pue-
den dar ademas instrucciones por escrito.

El personal de salud debe asegurarse que
la muestra tiene un volumen suficiente (3a 5
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ml) y que contenga material sélido o puru-
lento y no solamente saliva, para aumentar la
sensibilidad de la deteccion. Sin embargo, si
solo se obtiene saliva o, como sucede a
menudo en la toma de muestra en «en el
momento de la consulta», si el volumen es
inferior a 3 ml, de todas maneras la muestra
debe ser examinada, pues a veces da resul-
tados positivos. La muestra puede ser clasi-
ficada por examen macroscépico como «sali-
val» cuando contiene principalmente saliva,
«mucosa» cuando contiene principalmente
moco, «purulenta», cuando es amarilla como
el pus, «mucopurulenta» cuando hay parti-
culas amarillentas visibles en el moco y
«sanguinolenta» cuando contiene sangre.
Siempre debe anotarse la presencia de
sangre, porque puede indicar una enferme-
dad grave y puede interferir en la lectura de
la baciloscopia.

El personal de salud debe entregar los
envases marcados con el codigo del centro
de salud y la identificacion del paciente o sos-
pechoso de tuberculosis debe ser escrita en
las paredes del envase y nunca en su tapa
(Figura 7 C). Se debe pedir a la persona que
va a someterse al examen que mantenga el
envase cerca de la boca y que expectore en él
(Figura 7 B). La muestra obtenida se llama
muestra «en el momento de la consulta».

Si no hay produccién de esputo, el
envase debe ser considerado como utilizado

+ 4+ 4

Figura 7



y ser procesado como tal, segun las normas.
El envase debe ser cerrado en forma segura
y, si debe ser enviado a un laboratorio cer-
cano, debe ser colocado en una caja especial
para su transporte. Las muestras recolecta-
das deben ser etiquetadas, guardadas en un
lugar fresco y transportadas sin demora, es
decir, por lo menos dos veces por semana y
examinadas al microscopio dentro de las 24
horas.

En situaciones muy particulares en que
las estructuras de salud que disponen de
microscopio estan alejadas de los centros de
salud, la expectoracién también puede ser
procesada en el centro de salud y enviarse
los extendidos (frotis) ya preparados vy fija-
dos al laboratorio mas cercano. Sin embargo,
este procedimiento no es aconsejable, puesto
que los frotis fijados, preparados por un per-
sonal no entrenado son generalmente de
mala calidad y tienen tendencia a descom-
ponerse rapidamente en los climas calidos y
humedos.

El personal de salud debe entregar a la
persona sospechosa de tuberculosis un
nuevo envase etiquetado, explicandole que
es para ser usado la mafana siguiente, para
recolectar la muestra «MATINAL» y debe
mostrarle como cerrarlo antes de traerlo de
vuelta al centro de salud.

3.3 El envase de recoleccion
de esputo

Se recomienda la utilizaciéon de dos tipos
de envase para la recoleccion de las muestras
de esputo, respetando la seguridad del
paciente y del personal y asegurando la
buena calidad de la muestra. Uno, disponible
en la UNICEF (Figura 7 A), que es rigido, de
boca ancha, de plastico, transparente, con
tapa de rosca, facilmente destructible por
combustion; se usa para la mayor parte de
los diagndsticos de rutina. Su tapa de rosca
puede cerrarse herméticamente para preve-
nir la desecacion vy las filtraciones.

El otro, es un frasco de vidrio pesado, con
tapa de rosca de tipo «frasco universal»
(Figura 8 A). Estos frascos pueden volver a uti-
lizarse después de limpieza cuidadosa y desin-
fecciéon en autoclaves durante 30 minutos a
121°C. Si no se dispone de autoclave, se reco-
mienda una olla a presion de tipo domeéstico.
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Cualquiera sea el tipo de envase utilizado,
si deben ser transportados, se recomienda
hacerlo en cajas de metal, madera o poliesti-
reno, fabricados especialmente. Una caja de
madera es una buena solucién de compro-
miso en términos de solidez y peso (Figura 8
B,C).

3.4 Transporte de las muestras
de esputo

En los paises que carecen de recursos de
laboratorio y que han establecido unidades
de recoleccion de muestras, el transporte de

Figura 8



las muestras es indispensable. También es
necesario este transporte cuando se han
emprendido proyectos de investigacion ope-
racional que interesan al PNT, tales como
estudios de resistencia a los medicamentos,
etc. Si se requiere hacer cultivos de las mues-
tras, éstas deben llegar al laboratorio dentro
de los 3-4 dias y deben ser refrigeradas mien-
tras esperan el envio. Debe seleccionarse el
medio de transporte con la mejor relacion
costo-eficacia. La flora de contaminacion no
afecta la acido-resistencia de las micobacte-
rias, pero puede licuar el esputo haciendo
dificil la preparacion del extendido, lo que
hace la lectura menos fiable.

El envio debe ser acompanado de una
lista que identifica las muestras de esputo
contenidas en la caja de transporte y de un
formulario de Pedido de examen de expec-
toracion (Figura 9) para cada muestra. Antes
del envio, el personal del centro de salud
debe verificar para cada caja de transporte
que:

— el numero total de envases de la caja de
transporte corresponde al de la lista que la
acompana y a los formularios de Pedido de
examen de expectoracion;

— El nimero de identificaciéon de cada envase
corresponde al de la lista y al del formulario
de Pedido de examen de expectoracion;

— los formularios de Pedido de examen de
expectoracion contienen la informacion
requerida para cada persona sospechosa de
tuberculosis.

Una vez que esta verificacion ha sido rea-
lizada, el personal de salud debe:

— poner la fecha en la lista

— poner la lista y los formularios de Pedido
de examen de expectoracion en un sobre
que sera fijado al exterior de la caja de trans-
porte.

3.5 Registro del paciente

Toda la informacion contenida en el for-
mulario Pedido de examen de expectoracion
debe ser transcrita en forma completa en los
espacios correspondientes del Registro del
Laboratorio de la Tuberculosis (Figura 10).
Debe anotarse toda la informacion solicitada,
es decir que, un espacio en blanco no cor-
responde a un olvido de registro, sino a la
ausencia de informacion.

El Registro del Laboratorio de la UICTER
tiene dos caracteristicas esenciales y utiles:
distingue entre baciloscopia para el diagnoés-
tico y baciloscopia para el seguimiento del
tratamiento y asigna una sola linea para cada
persona sospechosa de tuberculosis exami-
nada y no para cada muestra de esputo exa-
minada. Esto permite el calculo de la tasa de
casos con baciloscopia positiva entre los sos-
pechosos, la cual a su vez permite planificar
los requerimientos de material de laborato-
rio, basados en el nimero de casos positivos
informados.

El Numero de Serie del Laboratorio
comienza con el 1 el 1° de enero de cada ano
y aumenta con cada paciente hasta el 31 de
diciembre del mismo ano.

4. PREPARACION DE LOS FROTIS
PARA EL EXAMEN MICROCOPICO

4.1 ldentificacion de las laminas

El personal del laboratorio inscribira en
cada muestra de esputo el codigo del labo-
ratorio, un nimero de serie y un identificador
de la secuencia de las muestras, es decir, 1
para la primera, 2 para la segunda, 3 para la
tercera (Figura 11).
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4.2 Confeccion del Extendido

Los envases con las muestras de esputo
deben ser dispuestos segun el orden de
secuencia. El niumero de serie del laboratorio
debe coincidir con la informacion correspon-
diente inscrita en el formulario de Pedido de
examen de expectoracion que los acompana.



PEDIDO DE EXAMEN DE EXPECTORACION

Nombre de la Unidad de Tratamiento Fecha

Nombre del Paciente

Edad ____ Sexo (marqueunacasilla):M[ ] F[ ]

Direccion (precisa)

Razoén del examen (marque una casilla) :  diagnostico[ ] examen de seguimiento [ ]

Firma de la persona que pide el examen

RESULTADOS (completar en el laboratorio)

Ne de serie del Laboratorio.

Resultados

Fecha Muestra Aspecto* Neg. 1-9 + + + ++ +

* Aspecto visual del esputo (sanguinolento, muco-purulento, saliva).

Fecha Examinado por (Firma)

El formulario completo (con los resultados) debe ser enviado rapidamente a la Unidad de Tratamiento.

Figura 9. Pedido de examen de expectoracion
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Figura 10. Registro del Laboratorio de Tuberculosis
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Figura 11

Se recomienda la utilizacién de ldminas nue-
vas para los frotis; sin embargo, como éstas
a menudo son grasosas, tienen tendencia a
pegarse y deben se limpiadas con alcohol y
cuidadosamente secadas al aire. Cuando no
se dispone de alcohol, las [dminas pueden
ser flameadas para extraer los aceites. En las
condiciones climaticas prevalentes en la
mayor parte de los paises de escasos recur-
sos, se recomienda la utilizacion de laminas
empaquetadas a la manera tropical (cada
lamina separada de la siguiente por una tira
de papel impermeable). El nimero del cédigo
del laboratorio, el nimero de serie y el iden-
tificador de la secuencia de las muestras pue-
den gravarse con un marcador de diamante
al lado del frotis, en un extremo de la lamina.
Cuando no se dispone de marcadores de dia-
mante, se puede usar una fresa dental con
punta redonda, dada de baja, inserta en el
extremo conico de un lapiz plasticod. Si se
dispone de [dminas con el extremo no pulido,
se puede utilizar un lapiz de mina ordinario.

 Verificar la concordancia entre el nimero
de las laminas y el de los envases.

« Tomar el envase correspondiente al
numero de la ldmina.

» Abrir cuidadosamente el envase para evitar
la produccién de aerosoles infectantes

* Quebrar un palillo de madera o de bambu
(Figura 12), elegir particulas amarillas (puru-
lentas) del esputo con el extremo quebrado
del palillo. Utilizar al mismo tiempo las dos
puntas quebradas del palillo para desmenu-
zar las particulas mas grandes.

» Esparcir el esputo regularmente sobre el
area central de la lamina con un movimiento
continuo de rotacion (Figura 13); la dimen-
sion recomendada del extendido es de alre-
dedor de 20 mm por 10 mm (Figura 11).
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» Colocar las placas sobre el secador con la
superficie donde se encuentra el extendido
hacia arriba y dejar secar al aire durante 30
minutos aproximadamente.

* Volver a cerrar el envase el cual no debe
ser eliminado antes que los resultados sean
leidos y registrados.

» Los palillos pueden se utilizados una sola
vez. Para eliminarlos colocarlos en un
receptaculo de desperdicios que contenga
una solucién acuosa de fenol al 5% o una
solucion de hipoclorito de sodio al 0,5%* y
luego pasarlos al autoclave o al incinerador.
ATENCION: los vapores son muy tdxicos.

Figura 12

Figura 13

* El hipoclorito de sodio es un agente oxidante
potente, corrosivo para el metal. Para preparar una
solucién al 0,5% que contiene 5 g de NaClO/litro, se
diluyen 100 ml de cloro de uso caser en 1 litro de
agua. Esta solucion se utiliza en «condiciones de
suciedad».



4.3 Fijacion de los frotis

Fijar los frotis tomdandolos con una pinza
y pasandolos por una llama 5 veces durante
4 segundos aproximadamente, con el lado
del extendido de esputo hacia arriba (Figura
14). No fijar los frotis himedos y no calentar
excesivamente.

1

Figura 14

4.4 Tincion de los frotis

4.4.1 Método de tincion
de Ziehl-Neelsen

Tincion

» Colocar los frotis fijados sobre el caballete
de tincién, en el orden de serie y con el lado
del extendido de esputo hacia arriba. Los fro-
tis deben estar separados por un espacio de
1 cm y jamas deben tocarse entre ellos.

* Cubrir cada frotis con la solucién de trabajo
de carbol fucsina de Zihel al 0,3%, filtrada
(Figura 15). Colocando una banda de papel
absorbente, como papel filtro o aun papel de
diario, se retendra la soluciéon colorante y se
evitaran los depdsitos de cristales de fucsina
sobre el frotis.

» Calentar las ldminas por debajo, con la
llama de un mechero Bunsen, una lampara
de alcohol o una mecha de algodén empa-
pada en alcohol, hasta que se produzca
vapor. La solucidn colorante nunca debe her-
vir. No permitir que el colorante se seque
(Figura 16).
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Figura 16

» Dejar actuar el colorante caliente y hu-
meante durante 5 minutos, recalentando si
es necesario.

» Enjuagar los frotis con un chorro suave de
agua para remover el exceso de colorante
(Figura 17).

Figura 17



* Remover el exceso de agua de enjuague
de las ldminas (Figura 18). El frotis de esputo
aparece de color rojo.

Figura 20

ii Figura 18

Decoloracion

* Cubrir las ldminas con acido sulfurico al
25% o con una solucion alcohol-acida y dejar
actuar durante 3 minutos, después de los
cuales el color rojo debera desaparecer casi
completamente (Figura 19). Si es necesario,
repetir estas operaciones hasta que el color
rojo desaparezca, pero evitar un exceso de
decoloracion.

f Figura 21

ATV, Contratincién

[ » Cubrir cada lamina con la solucién de
'@ contratincion de azul de metileno al 0,3% y
r dejar actuar durante un minuto (Figura 22).

Illl-l.-:-: | .. -.‘:':;-\:_1-

Figura 19

» Lavar suavemente con agua el acido sulfu-
rico o la solucion alcohol-acida y el exceso
de colorante (Figura 20). Remover el exceso
de agua de enjuague de las ldminas (Figura
21). Figura 22
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* Enjuagar cada lamina con agua (Figura
23).

.\j_. : o . E
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Figura 23

* Remover el agua de las ldminas y dejarlas
secar al aire (Figura 24).

Figura 24

La técnica de tincion de Ziehl-Neelsen
requiere:

— Tincion durante 5 minutos
— Decoloracion durante 3 minutos
— Contratincion durante 1 minuto
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4.4.2 Calidad del extendido
y de la coloracion

— Un frotis correctamente tefido debe mos-
trar un color azul claro, debido al azul de
metileno. Si el color es demasiado oscuro,
es decir, cuando es imposible leer un texto a
través del frotis, significa que el frotis es
demasiado espeso.

— Ejemplo de un buen frotis (Figura 25).

BUEN FROTIS

Figura 25

— Ejemplos de frotis de mala calidad (Figura
26).

Figura 26



5. EXAMEN MICROSCOPICO DE LOS
FROTIS DE ESPUTO

5.1 El microscopio

Para el examen de los frotis se requiere
un microscopio binocular con dos objetivos,
uno estandar con aumento de x 40 y un obje-
tivo de inmersion con aumento de x 100 asi
como oculares de aumento moderado (x 8 o
x 10) (Figura 27).

Se recomienda el uso de microscopios
provistos de una opcidon de espejo como
fuente luminosa, que son Uutiles en caso de
cortes de electricidad o en los laboratorios
que no poseen electricidad. El espejo tiene
una superficie plana para la luz artificial y otra
céncava para la luz natural. La base del
microscopio contiene una fuente luminosa;
una bombilla halégena da una buena ilumi-
nacion. Las lamparas halégenas dan mejor
luminosidad y tienen mayor duracion que las
de tungsteno.

Cuando no se usa el microscopio debe
ser guardado en su caja, para protegerlo del
polvo, del calor y de la humedad. El sistema
optico del microscopio esta constantemente
amenazado por el crecimiento de hongos,
que puede ser inhibido por la instalaciéon de
una lampara de 20-40 watts al interior de la
caja, la que se mantendra encendida durante
el tiempo en que el microscopio estad guar-
dado. Todos los dias deben limpiarse los
objetivos, los oculares, el condensador y la
fuente luminosa, con un papel para lentes.

5.2 Uso del microscopio

— Poner una gota de aceite de inmersion
sobre el frotis tefido y secado, para aumentar
el poder de resolucion. No tocar la lamina con
el aplicador de aceite para evitar la contami-
nacion con BAAR. No se debe usar aceite de
inmersion de cedro, puesto que, después del
secado forma una pasta espesa que puede
danar los lentes del microscopio. Algunos
substitutos como el aceite de lino, de palma o
de oliva o la parafina liquida, dan resultados
muy insuficientes. Algunos aceites de inmer-
sién pueden disolver la fucsina*, lo que hace
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palidecer rapidamente la coloracion de ZN.
Se recomienda la utilizacién de hidrocarbu-
ros sintéticos y de polimeros avanzados con
indice de refraccion de 1,5, puesto que no se
secan, no endurecen y no son disolventes.*
— Colocar la lamina tenida sobre la platina,
con el condensador en su posicion mas ele-
vada y ajustar la fuente luminosa para obte-
ner el maximo de luz mirando por el ocular,
utilizando el objetivo estandar de x 40.

— Seleccionar una zona que contenga mas
leucocitos (células de pus) que células epite-
liales (mas frecuentes en la saliva) antes de
poner la goa de aceite de inmersion.

— Bajando lentamente el objetivo de inmer-
sion con el tornillo macrométrico, se formara
un fina pelicula de aceite entre el objetivoy la
lamina. Completar el enfoque utilizando el
tornillo micrométrico. Se debe evitar que el
objetivo toque la lamina.

Para mayor informacion sobre la utiliza-
cion y manipulacion del microscopio, ver
referencia 5.

5.3 Examen de los frotis

— Los bacilos acido-alcohol resistentes
(BAAR) aparecen en color rojo o rosa sobre
un fondo de contratincién azul. Su forma es
muy variable (filamentos cortos ligeramente
curvos o filamentos alargados); pueden estar
tenidos de manera uniforme o desigual y
pueden ser mas o menos granulosos. Pueden
estar aislados, en parejas o agrupados y se
presentan tipicamente como bastoncitos lar-
gos, delgados e incurvados.

— La lectura debe hacerse de manera sis-
tematica y estandarizada. Puede comenzar en
el extremo izquierdo del frotis. La lectura
empieza en la periferia del campo y se termina
en el centro. Después de haber examinado un
campo microscopico, mover el frotis horizon-

* Aceite de inmersién tipo A o B (R.P. Cargille Labs,
Inc. Cedar Grove, NJ. Catalogo N° 16484 o aceite de
inmersién de la marca VWR, Resolve, Catalogo
N°48218 o su equivalente).



Figura 27

1) ocular; 2) anillo didptico ; 3) objetivo; 4) platina;5) condensador;
6) regulador del diafragma; 7) tornillo macrométrico para el enfoque grosero ;
8) tornillo micrométrico para el enfoque fino de lectura ; 9) fuente luminosa.
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talmente, de modo de poder examinar los
campos vecinos. Enseguida la lamina se des-
plaza verticalmente para poder leer una
segunda fila, de derecha a izquierda. Hay alre-
dedor de 100 campos microscopicos de inmer-
sion en el eje longitudinal de un frotis de 2 cm.
Tres lineas del frotis examinadas correspon-
den a 300 campos microscopicos controlados.
La lectura comienza en la periferia del campo
y se termina en el centro (Figura 28).

El microscopista debe tomar por lo
menos 5 minutos para leer 100 campos vy,
cuando trabaja a tiempo completo, no se debe
esperar que procese y lea mas de 25 frotis por
dia. No debe procesar mas de 10 a 12 frotis de
una sola vez. Sin embargo, esta situacion se
presenta raramente, incluso en los laborato-
rios periféricos de los paises con alta inci-
dencia. Cuando la baciloscopia para el dia-
gnostico de la tuberculosis esta totalmente
integrada en los servicios generales de aten-
cién primaria de la salud, el verdadero desafio
es llegar a tener un volumen suficiente de tra-
bajo para mantener la competencia necesaria
para la ejecucidon de este examen.

5.4 Graduacion de los resultados
de la baciloscopia

La informacién sobre el numero de baci-
los encontrados es muy importante, puesto
que tiene relacion con el grado de conta-
giosidad del paciente y con la gravedad de

la enfermedad. Por esta razon, los resulta-
dos deben informarse de manera no sola-
mente cualitativa, sino también semicuan-
titativa. La UICTER recomienda la siguiente
graduacion de los resultados de la bacilo-
scopia (Cuadro 1).

Un formulario que indica que un frotis es
positivo constituye un documento en el cual
se basa el diagnodstico de la tuberculosis pul-
monar. En lo posible, la lectura de los frotis
positivos debe ser confirmada por un
segundo lector.

1l

Figura 28

Cuadro 1 Graduacion de los resultados
de la baciloscopia recomendada por la UICTER

Numéro de BAAR

Registro/informe

Ausencia de BAAR en un minimo de 100 campos

0/ negativa

1 a9 BAAR en 100 campos*

Numero real de BAAR*

10 a 99 BAAR en 100 campos’ +
1 a 10 BAAR por campo en un minimo de 50 campos’ ++
> 10 BAAR por campo en un minimo de 20 campos' +++

* El hallazgo de 1 a 3 bacilos en 100 campos no se correlaciona bien con la positividad del cultivo. La interpretacion del
significado de este resultado debiera dejarse al PNT y no a un microscopista. Se recomienda preparar un nuevo frotis a
partir de la misma muestra de expectoracion y volver a examinarla.

t En la practica, la mayor parte de los microscopistas leen algunos campos y confirman su observacion por un barrido

visual répido de los campos restantes.

$ Se recomienda mencionar el recuento real de BAAR para permitir a la autoridad competente determinar si ese nimero

coincide con la definicion de caso del PNT.



5.5 Registro e informe de los
resultados de la baciloscopia

Una vez que la lectura de los frotis esta
terminada y que se han realizado los even-
tuales controles necesarios (frotis positivos
y frotis dudosos), los resultados del examen
seran anotados en el Registro de Laboratorio
(los resultados positivos deben anotarse en
rojo) y en la mitad inferior del formulario de
Pedido de examen de expectoracion.

Luego, debe poner la fecha y presentar el
formulario para la firma del responsable del
laboratorio.

Los formularios de Pedido de examen de
expectoracion rellenados deben ser devuel-
tos al centro de tratamiento o al médico tra-
tante dentro de los dos dias habiles que
siguen. En caso en que el esputo haya sido
enviado a partir de otra unidad de salud, el
paciente debe recibir una copia del formula-
rio rellenado y el original debe ser enviado al
centro de tratamiento. Nunca deben darse
los resultados solamente al paciente. Si éste
no entrega los resultados al centro de trata-
miento, no recibira tratamiento.

Después de haber terminado el examen
de cada lote de muestras recibidas, se debe
registrar la fecha en la lista de despacho, la
cual debe ser devuelta, junto con las cajas de
transporte, al centro de salud de origen, lo
mas pronto posible. Las cajas de transporte
se limpian con un pano empapado en un ger-
micida antituberculoso (fenol al 5% o hipo-
clorito de sodio al 0,1%). Atencidn: estas dos
soluciones son extremadamente corrosivas,
por lo que deben manipularse con guantes.
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5.6 Conservacion de los frotis en
espera del control de calidad

Los frotis examinados deben ser guarda-
dos en el laboratorio, durante el tiempo indi-
cado por el PNT, para los propdsitos de la
supervision y las pruebas de competencia
(ver capitulo 6).

Antes de guardar los frotis, se debe sacar
el aceite de inmersion depositado sobre ellos.
No se aconseja limpiar el aceite con un papel
para lentes, pues el frotis puede ser despe-
gado de la lamina y ademas, el aceite no sera
nunca limpiado completamente. Se reco-
mienda sumergir los frotis en xileno (xilol)*
y secarlos antes de guardarlos en las cajas
hasta la siguiente supervision. Los frotis posi-
tivos y negativos deben guardarse separa-
damente en cajas especiales para laminas.
Estas cajas deben guardarse cerradas vy, en la
medida de lo posible, preservadas del calory
la humedad hasta el momento de hacer el
muestreo para la relectura. Los frotis no
deben ser secados ni almacenados expuestos
directamente a luz UV. El muestreo y relec-
tura de los frotis debe hacerse lo mas pronto
posible, puesto que el almacenamiento en
condiciones climaticas tropicales puede hacer
palidecer la tincion ZN y producir falsos resul-
tados de control.

* Xileno, Reactivo ACS Sigma mezclado X2377 o
equivalente. Se encuentra disponible un substituto
del xileno, mas seguro, menos téxico y menos infla-
mable®.



6. CONTROL DE CALIDAD
DE LA BACILOSCOPIA

6.1 Definiciones

El control de calidad de la baciloscopia
es un elemento indispensable de un
Programa de Control de la Tuberculosis efi-
caz, que concierne a todo el proceso: la reco-
leccién del esputo, la preparacion de los fro-
tis, la tincién, el examen microscoépico vy el
registro e informacioén de los resultados.

El propdsito de los programas de control
de calidad es el de mejorar la eficiencia y la
fiabilidad de los servicios de baciloscopia.
Un programa de garantia de calidad com-
prende tres componentes principales:

+ Control de calidad interno: El control de
calidad es un proceso interno, efectivo y sis-
tematico, cuyo objetivo es de detectar la fre-
cuencia de errores, comparandola con
limites establecidos de rendimiento acep-
table del examen. Aunque generalmente no
es factible determinar con precision la fre-
cuencia de errores, por lo menos es un
mecanismo por el cual los laboratorios de
tuberculosis pueden validar la competencia
de sus servicios de diagndstico.

* Prueba de competencia: También cono-
cida como Evaluacién Externa de Calidad, se
trata de un programa disefhado para permi-
tir a los laboratorios participantes la evalua-
cion de sus capacidades, comparando sus
resultados con aquéllos obtenidos, en las
mismas muestras, en otros laboratorios
de la red, p. ej. el Laboratorio Regional de
Referencia.

* Mejoramiento de la calidad: Es un proceso
por el cual los componentes de los servicios
de diagnostico baciloscépico son analizados,
con el propédsito de buscar permanente-
mente los medios para eliminar los obsta-
culos que se oponen al éxito. La recoleccidn
de datos, el analisis de datos, la identifica-
cion de problemas y la solucion creativa de
los problemas, son los componentes clave
de este proceso. Implica un control e identi-
ficacion de deficiencias en forma continua,
seguidos de acciones dirigidas a evitar que
los problemas se reproduzcan.
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6.2 Procedimientos

El control de calidad interno de la tincion
es imperativo. Los nuevos lotes de soluciones
colorantes deben ser probados antes de su uti-
lizacion. Esto se hace habitualmente tifendo
frotis no tenidos, pero conocidos como positi-
vos 0 negativos. También es altamente reco-
mendable la inclusion de algunas ldminas no
tenidas, con resultado conocido, en cada serie
de tincion. La relectura de los frotis positivos
por otro técnico de laboratorio es altamente
deseable, pero son escasos los laboratorios
periféricos que disponen de dos microscopis-
tas para la tuberculosis. Un aspecto esencial
de la garantia de calidad es la observacion
directa de los técnicos de laboratorio, en todas
las etapas de su trabajo de rutina, por un super-
visor experimentado.

Hay cuatro métodos principales para rea-
lizar las pruebas de competencia para la baci-
loscopia:

 El envio de los frotis desde el Laboratorio de
Referencia al laboratorio periférico que permite
controlar la tincidn, la lectura y los registros.

 La observacion de la calidad de la realizacion
de la baciloscopia en todas sus etapas durante
las visitas de supervision en el terreno.

* El envio de los frotis desde el laboratorio per-
iférico al Laboratorio de Referencia para relec-
tura.

 La realizacion de una muestra de frotis de
pacientes registrados en el Registro de la
Tuberculosis del Distrito.

Los cuatro métodos tienen sus ventajas y
desventajas; por eso se aconseja implemen-
tarlos de acuerdo con las necesidades y cir-
cunstancias de cada PNT.

En este contexto, el mejoramiento de la
calidad consiste en corregir las deficiencias
en la realizaciéon y lectura de las bacilosco-
pias, tomando medidas apropiadas. El per-
feccionamiento de los técnicos de laboratorio
que muestran una capacidad inferior a la
oOptima, es una responsabilidad de los labo-
ratorios de un nivel superior, dentro de la red,
es decir, los laboratorios de Referencia



Regionales o Centrales. Para una discusion
mas detallada sobre los programas control

de calidad en microbiologia de la tuberculo-
sis, ver referencias 7 y 8.

7. BIOSEGURIDAD EN EL LABORATORIO
DE MICROSCOPIA DE LA TUBERCULOSIS

7.1 Aspectos generales

Los técnicos de laboratorio son respon-
sables de su propia seguridad y de la de sus
colaboradores. La transmisién de
Mycobacterium tuberculosis se produce
esencialmente a través de microaerosoles,
es decir, los bacilos tuberculosos contenidos
en los nucleos de gotitas, de un diametro de
1 a 5 micrones, que son lo suficientemente
pequefos para llegar a los alvéolos pulmo-
nares y lo suficientemente grandes para
adherir a las paredes de estos alvéolos.

El control de la infeccion en el laborato-
rio tiene como objetivo reducir la produccion
de aerosoles. Es necesaria una buena venti-
lacidon para proteger al personal del labora-
torio contra la infeccion con los nucleos de
gotitas transportados por el aire. Una manera
facil para obtener la ventilacion y una cor-
riente de aire adecuada es la disposicion jui-
ciosa de las puertas y ventanas, de tal manera
que las particulas transportadas por el aire
se mantengan alejadas de los técnicos de
laboratorio (ver figura 4). Cuando se dispone
de corriente eléctrica se pueden utilizar extra-
ctores de aire para aspirar el aire del labora-
torio.

Los técnicos deben lavarse las manos
cada vez que entran o salen del laboratorio.
Durante su trabajo, el personal debe usar
ropa protectora como blusas o delantales de
laboratorio, que deben ser guardados en
armarios antes de salir del laboratorio. El
acceso al laboratorio debe estar restringido
solo al personal del laboratorio.

Es deseable el uso de guantes dese-
chables para la confeccidn de los frotis y para
su tincidon. Sin embargo, esto representa un
gasto importante para los laboratorios peri-
féricos, puesto que se supone que deben ser
descartados después de cada manipulacion.
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Los guantes desechables son concebidos
para una sola utilizacion, pero en muchos
laboratorios existe la tendencia a usarlos
hasta que se rompen. Esta utilizacion incor-
recta da la sensacién de falsa seguridad y
lleva a negligencias que tienen un impacto
negativo sobre las condiciones de bioseguri-
dad del laboratorio; asi, los guantes conta-
minados son usados para manipular o hacer
funcionar equipos de laboratorio que, en
otras condiciones no habrian sido jamas
contaminados. Dado que el uso de guantes
es impracticable en la mayoria de los sitios
donde esta guia serd utilizada, se recomienda
enfaticamente sumergir las manos en alcohol
al 70% y enseguida lavarlas con una solucion
detergente, enjuagarlas con agua y secarlas
con papel.

El uso de mascarillas quirurgicas conven-
cionales no reduce significativamente el
riesgo de infeccién por inhalacion de aero-
soles. Se insiste en que se debe poner el énfa-
sis en la reduccién de la produccién de aero-
soles durante las manipulaciones de
laboratorio adoptando y aplicando estricta-
mente las Practicas Correctas de Laboratoriog.

No se debe permitir comer, beber o
fumar en el laboratorio.

7.2 Aspectos especificos

La posibilidad de crear aerosoles varia
considerablemente segun los procedimien-
tos de laboratorio considerados:

€ Recoleccion de las muestras de
esputo

Con frecuencia las muestras de esputo se
recolectan dentro del mismo laboratorio. Esta
practica expone a los técnicos del laboratorio



a un alto riesgo de contagio por aerosoles,
por lo que, en ninguna circunstancia debe ser
admitida. Como se ha mencionado en el
Capitulo 1, se deben tomar precauciones para
disminuir este riesgo pidiendo a las personas
sospechosas de tuberculosis cubrir la boca
cuando tosen y haciéndoles obtener las mues-
tras de esputo al exterior, donde los aerosoles
seran diluidos e incluso esterilizados por los
rayos UV de la luz solar directa.

& Preparacion de los frotis

Aunque la apertura de los envases y el
extendido del esputo sobre las laminas pue-
den producir aerosoles, estas manipula-
ciones conllevan un riesgo de transmision
menor que la tos no protegida de un paciente
con baciloscopia positiva. Hay escasas prue-
bas que demuestren que la preparacion de
los frotis de expectoracion pueda producir
un aumento del riesgo de infeccién tubercu-

Figura 29
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losa. Sin embargo, la ausencia de pruebas
no es una prueba de ausencia de riesgo y el
personal de laboratorio debe ser prudente y
permanecer vigilante a todo momento.

Los equipamientos costosos y sofistica-
dos no substituyen las practicas correctas del
laboratorio de microbiologia. Ademas, las
cabinas de bioseguridad de tipo comercial
exigen un mantenimiento eficaz anual reali-
zado por expertos, que producen gastos que,
en general no son considerados en el
momento de la compra. Estas cabinas de tipo
comercial, si no son mantenidas correcta-
mente, dan una falsa impresion de seguri-
dad; lo mismo sucede con aquéllas construi-
das de manera artesanal. ElI modelo

propuesto en la primera edicion de esta guia
se ha mostrado impracticable, después de 20
anos de experiencia en el terreno. Asi, las
cabinas de bioseguridad no son obligatorias
en los laboratorios periféricos que realizan
solamente las baciloscopias.




@ Desinfeccion, esterilizacion
y eliminaciéon del material
contaminado

Después del examen de los frotis, se
deben destapar todos los envases utilizados.
Los envases, las tapas y los palillos se colo-
can en un receptaculo para desperdicios que
contenga una solucién de fenol al 5% o de
hipoclorito de sodio al 0,5%, en la cual son
sumergidos completamente. Enseguida, el
material puede ser puesto en el autoclave. Si
no se dispone de autoclave, todo el material
debe ser quemado en un incinerador, una
fosa al aire libre 0 en un tambor de gasolina
vacio (Figura 29). Nota: el humo producido
por una gran cantidad de envases plasticos
es toxico.

En caso de que se utilicen materiales
combustibles y envases de vidrio al mismo
tiempo, estos ultimos deben ser separados
y colocados en un recipiente diferente para
hervirlos, lavarlos y poder usarlos nueva-
mente. Los demads elementos, tales como el

soporte de los frotis, el secador y la superfi-
cie de trabajo, deben ser limpiados con una
solucion de fenol al 5% o de hipoclorito de
sodio al 0,5%.

Después de haber sido sometidas al
control de calidad, las ldaminas positivas
deben ser quebradas y tratadas como los
otros objetos cortantes. Las laminas negati-
vas pueden ser eliminadas o bien, si es nece-
sario, pueden ser lavadas para una nueva uti-
lizacion en un trabajo diferente de la
tuberculosis (p. ej. malaria, hematologia).

Las ldminas de los frotis negativos se
deben hervir durante una hora y media en
una solucion de jabdn o detergente, lavar con
agua corriente, secar con algodén o un pano,
secar al aire, examinar para confirmar la
ausencia de rayas, limpiar con un algodén
empapado en alcohol, y almacenar para una
nueva utilizacion.

Las laminas de tuberculosis, ya sean
positivas o negativas, nunca se deben volver
a utilizar para un trabajo en tuberculosis.

8. GESTION DE LOS MATERIALES

Los programas deben presupuestar de
manera racional sus necesidades de material
de laboratorio a fin de asegurar un abasteci-
miento continuo. La Unica base cuantificable
para esta planificacion es el niumero de
pacientes registrados, para los cuales se han
realizado baciloscopias. El niumero y el por-
centaje de pacientes con baciloscopia posi-
tiva puede ser determinado en base al
Registro del Laboratorio.

Suponiendo que la proporcion de frotis
positivos es de 10%, que cada sospechoso
de tuberculosis requiere tres baciloscopias y
que cada caso de tuberculosis con bacilo-
scopia positiva requiere tres exdmenes de
seguimiento, el numero de laminas de micros-
copio y de envases de esputo que se requie-
ren por cada caso con frotis positivo detec-
tado sera:

1 enfermo positivo 3 laminas
9 enfermos sospechosos
no positivos 27 ldminas
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para el enfermo positivo,
3 examenes de seguimiento 3 laminas

Total para un caso
positivo
[(1+9) x 3 + 3 =33]

El calculo para los pedidos se realiza uti-
lizando el formulario Pedido de materiales de
Laboratorio (Figuras 30 y 30 bis):

— en la columna titulada «N° de casos» se
anota el nimero de pacientes con bacilosco-
pia positiva (casos nuevos y casos de retra-
tamiento) registrado en los dos ultimos
Informes Trimestrales de Deteccion de Casos;

- los requerimientos para el préoximo
semestre (A), se calculan multiplicando el
numero de casos por un factor predetermi-
nado, basado en el supuesto que se necesita
examinar a 10 sospechosos de tuberculosis
por cada caso con baciloscopia positiva;

— los requerimientos para la reserva (B) son

iguales al doble de la cantidad requerida para
6 meses (A x 2);

33 laminas y 33
envases



— se debe anotar la cantidad de material
inventariado, actualmente en stock (C) en el
almacén del distrito;

— el pedido total (D) es la suma de las canti-
dades requeridas para el semestre siguiente
(A) mas la cantidad requerida para la reserva
(B) menos la cantidad inventariada (C) en el
momento en que se rellena el formulario de
pedido.

Los requerimientos de material de labo-
ratorio son relativamente pequenos, razén
por la cual los pedidos se hacen cada 6 meses
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en lugar de cada 3 meses y los requerimien-
tos para constituir la reserva se estiman en un
ano de abastecimiento.

Las cantidades de fucsina basica, azul de
metileno, etanol y fenol se calculan segun el
método recomendado por la UICTER para la
tincion ZN, suponiendo que se necesitan 5
ml de cada una de las soluciones para cada
frotis. Se supone ademas que se necesitan 2
gotas 0 0,1 ml de aceite de inmersién para
cada frotis.
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ANEXO 1

PREVENCION DE RESULTADOS FALSOS POSITIVOS
DE LA BACILOSCOPIA

Usar [dminas nuevas

Usar un nuevo palillo para cada muestra

Usar carbol fucsina filtrada

Mantener las ldminas separadas unas de otras durante la tincion
No usar cubetas de tincion

No permitir que la carbol fucsina se seque sobre la lamina

No permitir que el aplicador de aceite de inmersién toque el frotis
No permitir que el objetivo de inmersién toque el frotis

Identificar en forma completa y precisa los envases de esputo, las ldminas y los formu-
larios de laboratorio

Verificar, en forma cruzada, el nimero en el formulario de Pedido de examen de expec-
toraciony en el envase de esputo antes de proceder al registro

Registrar e informar los resultados en forma precisa

CONSECUENCIAS DE LOS RESULTADOS FALSOS POSITIVOS

Tratamiento innecesario - derroche de medicamentos
Falta de confianza en el PNT

PREVENCION DE RESULTADOS FALSOS NEGATIVOS
DE LA BACILOSCOPIA

Asegurarse que la muestra contenga esputo y no solo saliva

Asegurarse que la muestra contenga por lo menos 3 ml de esputo

Seleccionar particulas mucopurulentas gruesas para hacer el frotis

Los frotis no deben ser ni demasiado delgados ni demasiado gruesos

Tenir los frotis durante 5 minutos

Decolorar los frotis durante 3 minutos

Contratenir los frotis durante 1 minuto

Leer la totalidad de los 100 campos antes de considerar que la [dmina es negativa

En los frotis de control conocidos como positivos, los BAAR deben aparecer bien teni-

Identificar cuidadosamente los envases de esputo, las laminas y los formularios de labora-
torio

Verificar, en forma cruzada, el niumero en el formulario de Pedido de examen de expec-
toracion y en el envase de esputo antes de proceder al registro

Registrar e informar los resultados en forma precisa

CONSECUENCIAS DE LOS RESULTADOS FALSOS NEGATIVOS
El paciente queda sin tratamiento, lo que significa sufrimiento, dispersién de la tuber-
culosis y muerte

La fase intensiva del tratamiento puede dejarse sin prolongacion, lo que lleva a un tra-
tamiento inadecuado
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ANEXO 2

« Falta de confianza en el PNT.
MANTENIMIENTO DEL MICROSCOPIO

El microscopio es el instrumento principal de los servicios de diagndstico de la tubercu-
losis del PNT. La manipulacién correcta y el mantenimiento del microscopio por el personal
del laboratorio son esenciales para prolongar su vida util. Se deben observar los puntos
siguientes:

» Cuando no se usa, el microscopio debe ser guardado en un ambiente seco y libre de polvo
y de vibraciones.

» Debe evitarse la exposicidon del microscopio a la luz solar directa, a los mohos y a la humedad.

* Colocar un gel de silice en la caja donde se guarda el microscopio; cuando el gel se pone
de color rosa debe ser restaurado por calentamiento.

» Limpiar el microscopio antes y después de su uso con un papel para lentes.

» Limpiar la superficie del lente de inmersiéon con una mota de algodén limpia, antes y des-
pués de su uso. No utilizar alcohol para limpiar los lentes.

« El lente de inmersion en aceite nunca debe tocar el frotis.
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ANEXO 3

GUIA PARA LA SOLUCION DE LOS PROBLEMAS DE MICROSCOPIA

PROBLEMA

CAUSAS POSIBLES

SOLUCION

Campo sin luz

Condensador demasiado bajo
Diafragma cerrado

Elevar el condensador
Abrir el diafragma

Sombras oscuras en el
campo, que se desplazan
con el ocular cuando
se lo hace girar

Ocular sucio

Ocular u objetivo contaminado
con hongos

Superficie del ocular rayada

Limpiar el ocular

El remplazo del ocular puede
Ser necesario

El remplazo del ocular puede
ser necesario

La imagen no es clara

El lado «frotis» de la ldmina
estd puesto hacia abajo

Burbuja de aire en el aceite
Aceite de mala calidad
Objetivo sucio

Dar vuelta la lamina

Desplazar el objetivo
de inmersidon de un lado a otro

Cambiar el aceite
Limpiar el objetivo

La imagen de bajo
aumento no es clara

Aceite sobre el objetivo

Polvo sobre la superficie
superior del objetivo

Objetivo danado

Limpiar el objetivo
Limpiar el objetivo
Remplazar el objetivo
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VII. ANEXO 2

FORMULARIOS
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PROGRAMA DE CONTROL DE LA TUBERCULOSIS FORMULARIO 1

PEDIDO DE EXAMEN DE EXPECTORACION

Nombre de la Unidad de Tratamiento Fecha

Nombre del Paciente

Edad ____ Sexo (marque una casilla): M[ ] F[ ]

Direccion (precisa)

Razén del examen (marque una casilla) : diagnostico [ ] examen de seguimiento [ ]

Firma de la persona que pide el examen

RESULTADOS (completar en el laboratorio)

Ne de serie del Laboratorio.

Resultados (marcar la casilla correspondiente)
Fecha Muestra Aspecto* Neg. 1-9 + ++ ++ +
1
2
3

* Aspecto visual del esputo (sanguinolento, muco-purulento, saliva).

Fecha Examinado por (Firma)

El formulario completo (con los resultados) debe ser enviado rapidamente a la Unidad de Tratamiento.
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Il. FASE DE CONTINUACION i L )
Esquema y numero de comprimidos : casos nuevos (diariamente) Retratamiento

(2S{TH}/10{TH} = 10 meses ; 3 veces por semana
2{RH}ZE/6{TH} = 6 meses) {TH} (5 meses) {RH} | B | H

Dialf 1|2 |3 |4 |5|6|7 8|9 |10|11[12|13|14|15|16|17|18|19|20|21|22|23|24|25|26|27|28|29 |30 |31

Mes

Marque una X en el dia de la administracién supervisada de los medicamentos o cuando los medicamentos son entregados. Trace una linea
horizontal sobre los dias para los cuales se entregé una provisién de medicamentos.

Observaciones :




FORMULARIO 4



PROGRAMA DE CONTROL DE LA TUBERCULOSIS

REGISTRO DE
Neen | Fech Tipo de paciente™*
enla . echa N
; Unidad L Localizacion
Fechat de Unclidad Nombre y apellido SMe;(FO Edad Direccion completa de deénllc 0 Esquema* | enfermedad Tratamiento|Tratamientqy .\
registro e , Tratamiento el P/EP** Nuevo |Recaida| desp. desp. entrants Otro
atencion Tratamiento fracaso | abandono
* Casos Nuevos : HRZE = 8-meses 0 STH = 12-meses ** Nuevo : nunca ha sido tratado previamente por mas Tratamiento después de fracaso : baciloscopia positiva 5 0 mas meses después del inicio del tratamiento, puesto en
Retratamiento : SHRZE de 1 mes retratamiento
** P = Pulmonar Recaida : tratado previamente, declarado curado, Tratamiento después de abandono : vuelve con baciloscopias positivas después de haber abandonado el tratamiento
EP = Extrapulmonar baciloscopias vuelven ser positivas durante 2 meses o0 més, puesto en retratamiento

Traslado entrante : registrado, en otra Unidad donde se inici¢ el tratamiento



TUBERCULOSIS Afio FORMULARIO 4

Resultados de las bociloscopias segun el nimero de meses de tratamiento Resultado del tratamiento*** y fecha del resultado (marque una casilla)
Antes del tratamiento 2 meses 5 meses 7 meses 11 meses Resultado baciloscopias al término del tratamiento: .
Fallecido | Aband Trasladad Observaciones
Ne Lab./ Ne Lab./ Ne Lab./ Ne Lab./ Ne Lab./ . . o allecido andono | Irasladado
Resultato fecha IResuItato fecha Resultato fecha Resultato fecha Resultato fecha Negativa |No realizada| Positiva
*** Baciloscopias negativas (curado): baciloscopias negativas en el Ultimo mes del tratamiento y por lo menos una vez antes. Fallecido: fallecido por cualquiera causa durante el tratamiento.
Baciloscopias no realizadas (tratamiento completado): tratamiento completado, pero examen de esputo insuficiente (no realizado) para Abandono: no ha acudido a retirar sus medicamentos por mas de 2 meses después de la
clasificar al paciente como con baciloscopia negativa. ltima fecha que fue visto.
Baciloscopia positiva (fracaso): baciloscopia positiva a los 5 meses 0 mas durante el tratamiento, confirmada por una segunda baciloscopia Trasladado: enviado a otra unidad de atencidn para continuar el tratamiento y el resultado

positiva. del tratamiento es desconocido.
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