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1. INTRODUCCION

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

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

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

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

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

equipos.

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

del trabajo.
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3. FINALIDAD

El presente Manual, presenta los procedimientos técnicos de evaluacion externa de la
calidad de los medios de cultivo sélido Lowestein-Jensen y/o Ogawa, preparados en
los laboratorios de la Red Nacional de Tuberculosis.
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4. OBJETIVO

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

aislamiento de las micobacterias.

e Contribuir con el aseguramiento de la calidad del diagndstico bacteriol6gico de la

tuberculosis.
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5. BASE LEGAL

Constitucion Politica del Peru.

Decreto Supremo N° 001-2003-SA que aprueba Reglamento de organizacion y
funciones del Instituto Nacional de Salud.

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

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

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

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

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

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

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

calidad de los medios de cultivo.

6.2 FRECUENCIA

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

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

6.3 MUESTRA (12 tubos de medios de cultivo)

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

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

6.4.1 Condiciones de transporte:

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

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

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

6.4.2 Documentacion:

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

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

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

a los nimeros aleatorios asignados.

7.1. INSPECCION

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

los siguientes criterios:

e De los Tubos: medida de los tubos, tipo de tapas, hermeticidad de la tapa.
e Del medio de cultivo: Volumen dispensado, presencia de burbujas en el medio,

consistencia (seca o0 himeda), pH (color), color, inclinacion del medio, esterilidad.

7.2. CONTROL MICROBIOLOGICO

Todos los procedimientos que a continuacion se describen deben realizarse con
materiales previamente esterilizados y en una cabina de Bioseguridad Tipo I, CLASE
A2.

El control microbioldgico se efectia con la siembra en los tubos con medio de cultivo,

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

7.3. PREPARACION DE LA SUSPENSION BACTERIANA

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

e Extraer la masa bacilar con una microespatula estéril.

e Homogenizar la suspension bacilar en 3 a5 mL de agua destilada estéril.

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

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

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

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

Utilizando una pipeta seroldgica estéril de 1 mL, transferir 1 mL de solucion
bacteriana estandarizada al “tubo 1 de la serie, mezclar bien, luego repetir este
proceso del “tubo 1” al “tubo 2y asi sucesivamente hasta completar la dilucion
con el “tubo 5”.

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

7.4. SIEMBRA DE LA SUSPENSION BACTERIANA

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

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

Rotular los 10 tubos con el nimero aleatorio.

Utilizando una micropipeta P-200 pl, realizar la siembra de 200 uL de la dilucion
10 en cada uno de los tubos con medio de cultivo sujetos a evaluacion

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

ligeramente flojas.

7.5. INCUBACION

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

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

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

7.6. LECTURA

Efectuar el recuento de colonias de cada tubo en una sola lectura a las 4 semanas a
partir de la siembra.

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

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

7.7. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS:

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

Determinar para cada lote de 10 tubos los siguientes valores:

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

= El promedio de recuento de colonias de cada lote de tubos del medio patrén y
del medio en estudio (I)

= Lasuma de las medias de los recuentos de cada lote al cuadrado > ( £ )?

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

L = Media= 3L /10
(+€ 2 = Media cuadrado.
I = Numero de lotes

DS
2DS

Desviacion Estandar

Doble desviacion Estandar
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Los datos completos correspondientes a cada lote controlado serdn anotados en el

formulario 2.

Ejemplo

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

semanas fueron las siguientes:

Tabla 1. Ejemplo de las medidas de los lotes

LoteNo T ( T ¥
L1 30.2 912.0
L2 24.0 576.0
L3 42.0 1764.0
L4 12.0 144.0
LS 28.0 784.0
L6 40.3 1624.1
L7 35.0 1225.0
L8 32.6 1062.8
L9 39.0 1521.0
L10 22.0 484.0
> 305.1 10096.9

&L = 305 (media)
z(i' )?=10096.9

s L'=3051

DS =Y (i' Yin - (i' )?> =~ 10096.9/10 — (30.5)> =/79.44 =8.9
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7.8. RESULTADOS E INTERPRETACION

La evaluacion de la calidad del medio en estudio se realizara por comparacion de los

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

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

Los lotes cuyo recuento promedio se encuentren por debajo de ese valor serén

considerados de baja calidad.

LI=X-2DS

L1=30.5-2(8.9)

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

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

respectivas medidas correctivas.
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8. RETROALIMENTACION

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

mediante servicio Courier.
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ANEXOS
FORMULARIO N*™ FOR-001
ENVIO DEL LOTE DE MEDIO Edicion N° 01
DE CULTIVO Pagina 01 de 01

PARA SER LLENADO POR EL LABORATORIO PARTICIPANTE

(For favor compiete |a Informacion comrespondients tal cusl |0 Procesa reguiarments en su laboratona, Para poder conirbulr en mejorar i calidad
0 |3 preparacion de sus medos de cultho)

1. DATOS GENERALES

DMRERADIBA:

N® g6 tubos snviagos: Feaha del envio os boc tubos: - ]
Fecha de preparackin: Faaha de venodmienta:

Labe N*: 'Humm o tub ot preparydos: 148
2. COMPOMENTES DEL MEDIO DE CULTIVO

1. L-glutamato de sodio (mong hidmto manma- L 0Gnde o adguiers ¥

2. Polasio dhidogenofostaio mana- L 0dnde ko adguiers ¥

3. Werde de mabguita Mana- L0Gnds ko acquisrs¥:

4. Glcerina marsa L0Gnide ko acquisrs?:

= Agus cestiaca | Donde 1o adquiere?:

E. Husvs | :ande 1o sdguiers?:

1. AutocCiave Imrnl: l'l‘lnmpn: |Tlmpurll'un:

|2, Bafle maria |maru: Tiempa: Tamparatura:

3. Otro Tlempao: Tamparatura:

4. EQUIPO UTILIFADD PARA EL PESAJE DE SALES 5. EQUIPO UTILIZADO PARA LA DEL pH
1. Balanzs digey LELR 1. Foeenciometro maroa

2. Balanza mecanica marpa: 2. Tiras medidoras de pH m-arga-
[5. EQUIPO UTILZADO PARA LA COAGULACION DEL MEDIO OGAWA

1. Coagul ador |ma|m: Jmmpn. |Tlmnorttun:
2. Autodiave |mimi: |'lllmpu: |Tlmplrlh|n:

3. Eshufa Imum: Tismpa: | Tem paratura:

4. O Tiempao: Tampearatura:

7. CONTROL DE ESTERILIDAD DEL MEDIO DGAWA

tReallza sontrol de ecdorilidad? (mamue con un a5pe W donde COMTEIDoNGS): ] I:[ = I:I
3] Gu respuecta os of, detalle son qué concletle ol oomtrol?

|&. CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO

¢ Donds almacena ot tuboe aon medic de oulttve Dgawa?

LEajo gué condislones de luz v temperahaa ¥

3. PERSONAL ENCARGADO DE LA PREP DEL MEDIO
C-ango, nombre y apsliidoc del snoargado de |2 preparaoion;

Teddfono Comed sleotrénioo:

— |
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|PARA SER LLENADO POR EL LABORATORIO SUPERVISOR

1. Manue con un aspa "X’ donde conresponda

_J

2. compéetar obsarvacionss en I3s Ineas comespondentss

10. CARACTERISTICAS FISICAS DEL MEDIO DE CULTIVO | |

1. Medigas de fubos

2. Tapas smpleadas:

3. Volumen del medio:

4. Medlo desscado.

{3gua 0e condensacion)
& 58 observan burbujas:

|&. Color del medio:

5. Tlene sxcealva humedad:

7. Presanta contaminacion:

|1
11

I
11

|11
1111

I
I

11. PERSONAL ENCARGADO DEL CONTROL DE CALIDAD

Fecha de procssamiento

Nombrs y apellkios del encargado s la evaluacion:
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FOR-003
FORMULARID N°2
Edicion N* &1
RESULTADDS DEL CRECIMEENTD BACTERIANC DE MTE Paging #1 g6 0
L L LK LW LW Lir
Lok Lok Lok [ Lok Loiz

W o ool WP seasn (WP de ooloalm) NP asatoric | ds colonia WO alsatols (W de soionie] WE pealaro |W° o ooionisd W msalanio | de oolonim| WP e | N g8 colaaia

DE i = DE IE DE DE DE
= o [ o = =] o
i e de bubos Homore § 3paiiaos el encarsan 08 L2 eaiacion
% promedi Foniia e pross;
DE: dauaiin sednoar Fecha de legr
¥ et oo vanlblicac




