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MANUAL DE PROCEDIMIENTOS TECNICOS DE LABORATORIO

SECTOR SALUD
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD

N° 385 -2011-J-OPE/INS

RESOLUCION JEFATURAL

Lima, 21 de diciembre de 2011

VISTO:

El Informe N° 197-2011-DG-CNSP/INS de fecha 21 de diciembre de 2011del Centro Nacional de Salud
Plblica, que alcanza los Manuales de Control Externo de la Calidad de los Procedimientos; y

gos y dafios asociados a las enfermedades trasmlsmles y no trasmisibles, asi como fortalecer el
$istema de control de calidad de los éuticos y afines, como organismo de
referencia nacional;

Que, de acuerdo a lo establecido en el articulo 36° del mismo texto normativo, el Centro Nacional de
Salud Pablica, es el 6rgano de linea del Instituto Nacional de Salud, encargado de normar, desarrollar,
evaluar y difundir de manera integral la investigacion en salud piblica y las tecnologias apropiadas, para
la prevencion y el control de las enfermedades transmisibles y no transmisibles, aportando criterios

Que, la Evaluacion Externa dela Calldad (EEC) es una herramienta que permite mejorar los procesos a
través de las eval de las d condiciones operativas. De ese modo, la comparacién del
. desempefio de un laboratorio con el resto de participantes, y de cada uno de ellos, con estandares de
% dad predefinidos, permiten optimizar la confiabilidad de los resultados reportados por cada uno de

Q,ue el Instituto Nacional de Salud ha establecido la EEC en la prueba répida GRIESS, para ser aplicada
o los laboratorios de referencia de salud pl’1b1|ca, que actualmente vienen desarrollando el diagnéstico de
o >Fiberculosis y fa de la resi a fa utilizados en el tratamiento de la
“Tuberculosis, en condiciones operacionales;

Que, el Laboratorio Nacional de Referencia de Micobacterias del Instituto Nacional de Salud, es el
responsable del momtoreo, supervision y evaluacion externa de la calidad, por lo cual ha considerado

la 6 la p te norma para la evaluacién externa de la calidad de la Prueba
Répida de Susceptibilidad a |soniacida y Rifampicina - Método GRIESS, en los Laboratorios de la Red;

Que, es finalidad de! presente Manual, estandarizar y dar a conocer en forma clara y definida los
procesos sobre evaluacion externa de la calidad de la Prueba Répida de Susceptibilidad a Isoniacida y

Investigar para proteger la salud
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Rifampicina — Método GRIESS; lo cual contribuira a incrementar los niveles de seguridad diagnéstica y
de tratamiento de la Tuberculosis;

Que, mediante documento del Visto, el Centro Nacional de Salud Pablica alcanza entre otros el “Manual
de Procedimi para |a Evaluacién Externa de la Calidad de la Prueba Répida de Susceptibilidad a
Isoniacida y Rifampicina - Método GRIESS - V.01", para la aprobacion de esta jefatura institucional;

Estando a lo propuesto por el Centro Nacional de Salud Pablica, con el visto bueno de la Sub Jefatura, de
la Oficina General de Asesoria Técnica y de la Oficina General de Asesorfa Juridica, y;

% En uso de las atribuciones establecidas en el literal h) del articulo 12° del Reglamento de Organizacion y
‘g unciones del Instituto Nacional de Salud aprobado por Decreto Supremo N° 001-2003-SA y en

concordancia con lo dispuesto en la Directiva N° 001-INS/OGAT-V.02 “Directiva para la Elaboracion,
Revision, Aprobacién, Difusién, Actualizacion y Control de los Documentos Nomativos del Instituto
Nacional de Salud” aprobada mediante Resolucion Jefatural N° 310-2010-J-OPE/INS;

ROIONG
Tk, %r; SE RESUELVE:

, eh
% 5 Articulo 1°- Aprobar el “Manual de Procedimientos para la Evaluacién Externa de la Calidad de la
,é' Prueba Répida de Susceptibilidad a Isoniacida y Rifampicina - Método GRIESS - V.01".

Articulo 2°- Encargar a los Directores Generales, dentro del ambito de su competencia, comunicar y
difundir entre el personal a su cargo la presente Resolucion.

& Articulo 3°.- Encargar a la Oficina Ejecutiva de Organizacion, la difusion de la presente Resolucion en el

Registrese y comuniquese.

o

- Percy Luism':\aya Ledn
Ji
Instituto Nacional de Salud

Investigar para proteger la salud 7



MANUAL DE PROCEDIMIENTOS TECNICOS DE LABORATORIO

I INTRODUCCION |

El Programa de Evaluacion Externa de Calidad (EEC) es una herramienta
que permite mejorar los procesos a través de las evaluaciones de las di-
ferentes condiciones operativas. La comparacion del desempeiio de un
laboratorio con el resto de los participantes y de cada uno de ellos con
estandares de calidad predefinidos, permitira optimizar la confiabilidad de
los resultados reportados por cada laboratorio.

La EEC, también ayuda a identificar los errores y estimula un mejor
desempeno de los laboratorios participantes. Por otra parte, proporciona
informacidn actualizada y objetiva del método analitico, instrumentos y
reactivos de diagnéstico empleados durante el proceso de la prueba.

El Instituto Nacional de Salud ha establecido la EEC para la prueba rapida
Griess, para aplicar a los laboratorios de referencia de salud publica que ac-
tualmente vienen desarrollando la deteccidn de la resistencia a isoniacida

y rifampicina en condiciones operacionales.

2. DEFINICIONES Y ABREVIATURAS

- Aseguramiento de la calidad: garantiza que todas las acciones necesa-
rias de laboratorio se ejecuten de una forma tal, que se logre mantener
la excelencia; para garantizar la calidad, incluidas la etapa preanalitica,
analitica y postanalitica de la prueba.

+ CC: control de calidad.

» Control de calidad (CC): medidas internas y externas adoptadas para
garantizar la precisién y exactitud del procedimiento de la prueba.

+ EEC: evaluacion externa de la calidad.

« INS: Instituto Nacional de Salud del Peru.

8 Investigar para proteger la salud



MANUAL DE PROCEDIMIENTOS PARA LA EVALUACION EXTERNA DE LA CALIDAD DE LA
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+ INH: isoniacida.

+ LJ: medio de cultivo Lowenstein-Jensen usado en el método convencio-
nal de proporciones para la PS.

+ MC: mejoramiento de la calidad.

+ PE: prueba de eficiencia.

« PSF: prueba de susceptibilidad final.

- RIF: rifampicina.

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

JUSTIFICACION

La evaluacion externa de la calidad de la prueba rapida Griess, para la de-
teccion de TB MDR debe evaluar y documentar el desempefio de todos
los aspectos de los procedimientos técnicos que se ejecutan durante el
desarrollo de la prueba.

La EEC, es un elemento vital en el laboratorio, que detecta las deficiencias
técnicas que pueden reflejarse en el rendimiento de la prueba, ayuda en la
confiabilidad de los resultados, asegura la calidad de los materiales, reacti-
vos y equipos empleados, mejora la autoconfianza del personal.

FINALIDAD

El presente manual, es para dar a conocer los procedimientos técnicos de
evaluacion externa de la calidad de la prueba Griess en los laboratorios
de referencia de salud publica donde se ha implementado y validado esta
prueba.

Investigar para proteger la salud
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OBJETIVOS

- Evaluar la concordancia de los resultados de la prueba Griess, reporta-
dos por los laboratorios implementados en comparacién con estandar
de referencia.

- Contribuir con el aseguramiento de la calidad del diagndstico de tuber-
culosis multirresistente.

BASE LEGAL

« Constitucion Politica del Peru.

+ Ley N.° 26842 - Ley General de Salud.

« Norma Técnica de control de la Tuberculosis RM N.° 383-2006/MINSA.

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

+ Ley N.2 27657 Ley del Ministerio de Salud.

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

AMBITO DE APLICACION

El presente manual es de aplicacién para el Laboratorio Nacional de Re-
ferencia de Micobacterias del Centro Nacional de Salud Publica/ INS y los
laboratorios de referencia donde se ha implementado la prueba Griess.

Investigar para proteger la salud



MANUAL DE PROCEDIMIENTOS PARA LA EVALUACION EXTERNA DE LA CALIDAD DE LA
PRUEBA RAPIDA DE SUSCEPTIBILIDAD A ISONIACIDA Y RIFAMPICINA, METODO GRIESS

MARCO CONCEPTUAL

El control de calidad de los métodos de ensayo ejecutados en laboratorio,
da a conocer el desempefio de los laboratorios de la red, el cual permitira
tomar medidas correctivas para su mejoramiento y la necesidad de im-
plementar normas que permitan a la red de laboratorios someterse a un
control de calidad de manera regular y periédica, lo que contribuird a la
solucién rapida y eficaz de problemas.

El control de calidad, ademds de los procedimientos, debe considerar,
la validacion de los métodos que se desea implementar, la capacitacién
continua, elementos de bioseguridad, monitoreo y supervision a los labo-
ratorios de la red. En tal sentido, tener claro lo que implica el control de
calidad, nos permitird incorporar este sistema para una mejor gestién del
laboratorio.

METODOLOGIA

La evaluacion externa de la calidad (EEC) del método Griess, estara a cargo
del Laboratorio de Referencia Nacional de Micobacterias del INS. La EEC se
llevara a cabo mediante dos modalidades.

- Prueba de proficiencia, mediante el envio de paneles de cepas de
referencia codificadas.

+ Verificacion ciega de los resultados obtenidos por los laboratorios
que desarrollan el método Griess.

Investigar para proteger la salud
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Participantes
En la EEC, participaran todos los laboratorios que han implementado y va-
lidado el método Griess.

Frecuencia

- La prueba de proeficiencia mediante el envio de paneles de cepas se
realizard una vez al aiio.

- La verificacién ciega de resultados obtenidos por los laboratorios, se
realizard trimestralmente.

9.1 PRUEBA DE PROEFICIENCIA MEDIANTE EL ENViO DE PANELES
DE CEPAS DE REFERENCIA CODIFICADAS

El panel estara conformado por treinta cepas de referencia que se-
ran enviadas a los laboratorios participantes que realizan la prueba
Griess.

9.1.1 Etapa preanalitica: preparacién de panel de cepas

Del laboratorio evaluador:

« Preparar medios de cultivo Lowenstein Jensen.

« Preparar las suspensiones bacterianas de las cepas de
referencia (Escala Mc Farland N.° 1).

- Realizar la siembra de las cepas de referencia en Lowen-
tein Jensen, 0.2 mL por tubo de la suspensién bacteria-
na.

«+ Incubar en estufa a 37 °C, por 3 a 4 semanas.

- Realizar las lecturas y clasificar las cepas.

- Conformary codificar los paneles de cepas.

+ Preparar los paquetes con los paneles para su envio.

12 Investigar para proteger la salud
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9.1.2

Del laboratorio evaluado:

Recibir el panel.

Registrar el panel de cepas.

Preparar las soluciones stock para la preparacion de las
concentraciones criticas de las drogas.

Preparar medios de cultivo con y sin drogas.

Preparar materiales de laboratorio.

Etapa analitica: esta etapa la realizara el analista del labo-

ratorio participante.

Preparar las suspensiones bacterianas de las cepas de
referencia (Escala Mc Farland N.° 1).

Utilizar la cepa H37Rv como “control” pansensible y ce-
pas monoresitentes a isonicida (INH) y rifampicina.(RIF).
Realizar la siembra de las cepas del panel en medio
Lowenstein Jensen con y sin drogas a 0,2 mL por tubo de
la suspensién bacteriana.

Incubar en estufa a 37 °C.

Realizar el revelado y lectura de la prueba.

- Primer revelado a los 14 dias (si no existe cambio de
color en el control, continuar incubando los demas tu-
bos del set. Si existe cambio de color revelar todo el set
y reportar resultado).

- Segundo revelado a los 21 dias (si no existe cambio
de color en el control, continuar incubando los demas
tubos del set. Si existe cambio de color revelar todo el
sety reportar resultado).

Investigar para proteger la salud
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- Tercerrevelado a los 28 dias, revelar todo el set y repor-
tar resultado.

Registro de resultados.
Informar los resultados al laboratorio evaluador.

9.1.3  Etapa postanalitica: andlisis de datos

El laboratorio participante enviara los resultados obteni-
dos al Laboratorio de Referencia Nacional de Micobacte-
rias del INS.

El laboratorio evaluador, realizara el analisis estadistico
de los resultados.

Indicadores de evaluacion

Sensibilidad (S): capacidad de la prueba para detectar
los verdaderos resistentes.

Especificidad (E): capacidad de la prueba para detectar
los verdaderos sensibles.

Valor predictivo positivo (VPP): es la relacion de verda-
deros resistentes del total de resistentes.

Valor predictivo negativo (VPN): es la relacion de ver-
daderos sensibles del total de sensibles.

Eficiencia: es la relacion entre el nimero de resultados
correctos y el nimero total de resultados.
Reproducibilidad: es la concordancia intralaboratorio
entre las cepas duplicadas.

indice AC1: es el grado de concordancia, libre del factor
del azar en relacion a los resistentes del panel.

Investigar para proteger la salud
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Informe de la prueba de proficiencia

Permite apreciar los resultados individuales de los partici-
pantes frente a los resultados de los demds laboratorios de
forma confidencial, pues el laboratorio participante es el
Unico que conoce su clave de identificacién.

9.2 VERIFICACION CIEGA DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS POR LOS
LABORATORIOS QUE DESARROLLAN EL METODO GRIESS.

Si bien es cierto que la prueba de proficiencia (PE), que usa pane-
les de cepas bien caracterizadas y procesadas por los laboratorios
participantes, es el método mas comun de evaluacion externa de la
calidad, es importante desarrollar procedimientos seguros y confia-
bles para la PE de la prueba directa de susceptibilidad a isoniacida y
rifampicina. El procedimiento alternativo, viene a ser “verificacion a
ciega” de los resultados del laboratorio de referencia de salud publi-
ca por el laboratorio de referencia nacional del INS.

Como la prueba Griess se realiza solo a muestras de esputo de pa-
cientes frotis positivo, el laboratorio de referencia de salud publica
enviara para la confirmacion de los resultados al INS, los resultados
de acuerdo con la siguiente tabla:

Muestras enviadas a INS Frecuencia Confirmacion
. Todas las cepas MDR por MDR ( resistentes a
Cepas MDR por Griess .
Griess INH+RIF)
Cepas resistentes a INH Todas las cepas mono- .
. . Monorresistente a INH
por Griess resistentes a INH
Cepas resistentes a RIF Todas las cepas mono- . .
K . Monorresistencia a RIF
por Griess resistentes a RIF

Investigar para proteger la salud 15
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Todos los sensibles a RIF/
Cepas sensibles a RIF/INH INH por Griess en periodo

por Griess determinado solicitado
por el INS

Sensibilidad a RIF/ INH

Estandar de la PSF: el estandar para la deteccién de la resistencia
a isoniacida y rifampicina es mayor de 90% de concordancia de los
resultados para sensibilidad y especificidad combinadas o “eficien-
cia” La eficiencia es la suma de verdaderos positivos o verdaderos
negativos divididos entre los resultados totales. La concordancia de
los resultados para la eficiencia entre los laboratorios regionales y el
laboratorio nacional de referencia seradn evaluados trimestralmente.

10. PRUEBA DE EFICIENCA

La prueba de eficiencia (PE) es un servicio brindado por un laboratorio de
referencia nacional a los laboratorios con el fin de evaluar la confiabilidad
de los resultados de PS. Se envian muestras regularmente a los laborato-
rios participantes y son analizadas como si fueran muestras de pacientes.
Los resultados son reenviados a los centros de referencia, los cuales hacen
un informe comparando el desempeno de los laboratorios individuales
con los resultados de todos los laboratorios participantes o grupos de la-
boratorios.

16 Investigar para proteger la salud



11.

12.

MANUAL DE PROCEDIMIENTOS PARA LA EVALUACION EXTERNA DE LA CALIDAD DE LA
PRUEBA RAPIDA DE SUSCEPTIBILIDAD A ISONIACIDA Y RIFAMPICINA, METODO GRIESS

MEJORAMIENTO DE LA CALIDAD

A los laboratorios que no cumplan con los estandares de CC y EEC, se les
harén visitas y revisiones de procedimientos operativos estdndar, asi como
una revisién de equipos, segun lo indicado.

Ademads, como parte de la rutina del MC/EEC, todos los laboratorios par-
ticipantes tendran una revision anual exhaustiva con el fin de revisar los
procedimientos de prueba, los resultados y la documentacion de CC, asi
como el mantenimiento del equipo. Se desarrollara con este propdsito una
lista de revision estandar.

INFORME GENERAL

Este documento proporciona informacion sobre el desemperio general de
los laboratorios participantes en el método evaluado. Esta informacién es
de manejo exclusivo del LRN del INS.

Los laboratorios participantes recibiran una constancia de participaciéon o
evaluacion, solo si han enviado todas las respuestas dentro de los plazos
establecidos.

Vale la pena resaltar que esta constancia no es una calificacién del labora-

torio, ni tampoco una evaluacion especifica del profesional que realizo el
procedimiento.

Investigar para proteger la salud
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MANUAL DE PROCEDIMIENTOS PARA LA EVALUACION EXTERNA DE LA CALIDAD DE LA
PRUEBA RAPIDA DE SUSCEPTIBILIDAD A ISONIACIDA Y RIFAMPICINA, METODO GRIESS

14. ANEXOS

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
CENTRO NACIONAL DE LABORATORIOS DE SALUD PUBLICA
LABORATORIOS DE MICOBACTERIAS

Formulario 1

ENVIO DE RESULTADOS DE LA PRUEBA

Fecha:

Responsable:

item Cédigo de la cepa INH RIF

Fecha de recepcion:

Firma responsable:
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MANUAL DE PROCEDIMIENTOS TECNICOS DE LABORATORIO

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
CENTRO NACIONAL DE LABORATORIOS DE SALUD PUBLICA
LABORATORIOS DE MICOBACTERIAS

Formulario 2

EVALUACION DEL DESEMPENO DEL METODO

Método de referencia Método de referencia
(APP) RESISTENTE (APP) SENSIBLE
Método Griess Verdadero resistente (VR) Falso sensible (FS)
RESISTENTE a b
Método Griess Falso resistente (FR) Verdadero sensible (VS)
SENSIBLE 4 d

La Sensibilidad, se calculara como VR/(VR+FR)%
La Especificidad, se calculara como VS/(VS+FS)%
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