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6

SECTOR SALUD
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD

N° 384 -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
Publica, que alcanza los Manuales de Control Externo de la Calidad de los Procedimientos; y

CONSIDERANDO:

\AC1ONg Txe, mediante Decreto Supremo N 001-2003-5A, del 09 de enero del 2003, se aprueba el Reglamento
. d?rz rganizacion y Funcxones del Instltuto Nacional de Salud, el cual sefiala entre sus objetivos
de ico en el amblto nacnonal para la prevencién ¥ control de

a las enfermedad y n i asi como fi el

mc" ” Que, de acuerdo a lo establecido en el articulo 36° del mismo texto normativo, el Centro Nacional de
> i Log™, Salud Plblica, es el 6rgano de linea del Instituto Nacional de Salud, encargado de normar, desarrollar,
“'( valuar y difundir de manera integral la investigacién en salud plblica y las tecnologias aprupiadas, para

Que, el Cultivo constituye un importante método para el diagnéstico de Tuberculosis, dada su elevada
sensibilidad, y aplicacion en el monitoreo del tratamiento de tuberculosis multirresistente, en la prueba de
sensibilidad a los antibidticos e identificacion de especies de micobacterias;

Que, el Instituto Nacional de Salud, dado el incremento del nimero de laboratorios que realizan
aislamientos de micobacterias en la Red Nacional de Laboratorios de Tuberculosis y que preparan
medios de cultivo sdlidos, ha i la ion de la presente norma para la
evaluacion externa de la calidad de los medios de cultivo utilizados en los Laboratonos de la Red;

Que, es finalidad del presente Manual, estandarizar y dar a conocer en forma clara y definida los
procesos sobre control de calidad externo de medios de cultivo para el diagnostico bacteriolégico de la

lo cual ibuira a i los niveles de seguridad diagndstica y de tratamiento de
Tuberculosls

ue, mediante documento del Visto, el Centro Nacional de Salud Publica alcanza entre otros “Manual
para el Control de Calidad Externo de Medios de Cultivo para el Diagnéstico Bacteriologico de la
Tuberculosis - V.01", para la aprobacion de esta jefatura institucional;

Investigar para proteger la salud
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Estando a lo propuesto por el Centro Nacional de Salud Piblica, con el visto bueno de la Sub Jefatura, de
la Oficina General de Asesoria Técnica y de la Oficina General de Asesoria Juridica, Y

En uso de las atribuciones establecidas en el literal h) del articulo 12° del Reglamento de Organizacién y
Funciones 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, Ap Difusion, A i6n y Control de los Documentos Normativos del Instituto
Nacional de Salud” aprobada mediante Resolucién Jefatural N° 310-2010-J-OPE/INS;

SE RESUELVE:
Articulo 1°.- Aprobar el “Manual para el Control de Calidad Externo de Medios de Cultivo para el
Diagnéstico Bacteriolégico de la Tub is - V.01,
Articulo 2°.- Encargar a los Di G les, 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
Portal de Normatividad Virtual. .

Reglstrese y comuniquese.

Jefe
Instituto Nacional de Satud

Investigar para proteger la salud 7
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I INTRODUCCION |

Los medios de cultivo en el diagnéstico de la tuberculosis tanto pulmonar
como extrapulmonar, tiene gran importancia, ya que permiten un monitoreo
adecuado del tratamiento de la tuberculosis multirresistente, de la prueba de
sensibilidad a los antibidticos e identificacion de las especies de micobacte-
rias y son considerados como una prueba de referencia de evaluacién de to-
dos los nuevos métodos a ser aplicados en el diagnéstico de la tuberculosis.

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, so-
meterse a un control de eficacia periédico, a fin de detectar los errores y
tomar medidas de soluciones rapidas y eficaces.

El Instituto Nacional de Salud, dado al incremento del nimero de labo-
ratorios que realizan aislamientos de micobacterias en la red nacional de
laboratorios de tuberculosis y que preparan medios de cultivo sélidos,
considera necesario elaborar la presente norma para la evaluaciéon externa
de la calidad de los medios de cultivo Ogawa y Lowenstein Jensen, prepa-
rados en laboratorios de la red.

2. JUSTIFICACION

El programa de control de calidad de medios de cultivo debe evaluar y do-
cumentar el desempeiio de todos los aspectos del procedimiento de pre-
paracion de medios de cultivo 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, ya que proporcio-
na una mayor confiabilidad del producto asegurando la calidad de los mate-

8 Investigar para proteger la salud
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riales, reactivos y equipos empleados, mejorando la autoconfianza del per-
sonal y detectando fallas que pueden reflejarse en el rendimiento en general
ya que provee un entorno de excelencia en todos los aspectos del trabajo.

FINALIDAD

El presente manual, da a conocer los procedimientos técnicos de evaluacion
externa de la calidad de los medios de cultivo sélido Ogawa y Lowestein
Jensen, preparados en los laboratorios de la red nacional de tuberculosis.

OBJETIVO

- Evaluar la calidad de los lotes de los medios de cultivo (Ogaway Lowes-
tein Jensen) preparados en los diferentes laboratorios de la red nacional
para el aislamiento de las micobacterias.

- Contribuir con el aseguramiento de la calidad del diagndstico bacterio-
I6gico de la tuberculosis.

BASE LEGAL

5.1 Constitucion Politica del Peru.

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

5.3 Norma Técnica de control de la Tuberculosis RM N.© 383-2006/MINSA.

5.4 Decreto Supremo N.° 001-2003-SA que aprueba el Reglamento de
Organizacion y Funciones del Instituto Nacional de Salud.

5.5 Ley N.227657 Ley del Ministerio de Salud.

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

Investigar para proteger la salud
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5.7 Documento Normativo MAN-INS-001 “Manual de bioseguridad en
laboratorios de ensayos, biomédicos y clinicos” Serie de normas téc-
nicas N.° 18.

6. AMBITO DE APLICACION

El presente manual sera de aplicacion en el Laboratorio Nacional de Re-
ferencia 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.

7. PARTICIPANTES

Todos los laboratorios de la red nacional que preparan medios de cultivo,
para aislamiento de Micobacterias, participaran en el programa de la eva-
luacién externa de la calidad de los medios de cultivo.

8. FRECUENCIA

La evaluacién externa de la calidad debe realizarse una vez al aiio, excepto
cuando el lote evaluado resulte como no aceptable. En estos casos se so-
licitard un nuevo envio.

9. MUESTRA (12 TUBOS DE MEDIOS DE CULTIVO)

Los laboratorios participantes del control de calidad de medios de cultivo
seran notificados para enviar una muestra de 12 tubos de un lote de medio

10 Investigar para proteger la salud
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recién preparado. El laboratorio evaluado debe enviar los medios de culti-
vo en las fechas solicitadas por el laboratorio evaluador. El lote debe ser de

reciente preparacion (No mas de una semana).

10. TRANSPORTE

10.1 Condiciones de Transporte
El envio de los medios deberd realizarse en un contenedor de caja
de cartén u otro material resistente, debidamente acondicionado,
con el fin de evitar posibles roturas e indicando la posicién de los

tubos durante el transporte.

Los paquetes deberan estar correctamente etiquetados con la direc-
cién exacta del Instituto Nacional de Salud.

10.2 Documentacion
El envio de medios de cultivo para el control de calidad debe estar

acompafado del formulario 1 debidamente llenado y el documento
oficial del remitente.

1.  METODOLOGIA

Los tubos con medio de cultivo de cada lote serén identificados y enume-
rados de acuerdo a los nimeros aleatorios asignados.

Investigar para proteger la salud 11
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11.1 Inspeccion

El laboratorio evaluador debera efectuar la verificacion del mismo
tomando en cuenta los siguientes criterios:

- Delos tubos: medida de los tubos, tipo de tapas, hermeticidad de
la tapa.

- Del medio de cultivo: volumen dispensado, presencia de burbu-
jas en el medio, consistencia (seca o humeda), pH (color), inclina-
cién del medio, esterilidad.

11.2 Control microbiolégico

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 microbiolégico se efecttia con la siembra en los tubos con
medio de cultivo de una suspension bacteriana de la cepa M. tuber-
culosis H37Rv (1 mg/mL).

11.3 Preparacion de la suspension bacteriana

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

- Extraer la masa bacilar con una microespatula estéril.

« Homogenizar la suspension bacilar en 3 a 5 mL de agua destilada
estéril.

« Ajustar la concentracion bacteriana con el patrén de turbidez Mc
Farland N.° 1 (concentracion aproximada de 10° a 108 microorga-
nismos/mL).

12 Investigar para proteger la salud
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« Esta serd la solucién bacteriana estandarizada.

« Colocar en una gradilla cinco tubos de 20 x 150 mm con tapa ros-
ca, rotulados del uno al cinco, 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 cinco tubos.

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

- Separar el “tubo cinco” (con la dilucién 10%) y eliminar todas las

otras diluciones.

11.4 Siembra de la suspension bacteriana

« Para la siembra se utiliza como control medio Ogawa y Lowestein
Jensen, de acuerdo a los lotes de medios de cultivo recibidos.

« Colocar los tubos con medio en una bandeja de metal de plano
inclinado.

« Seleccionar diez tubos de los doce tubos enviados.

« Rotular los diez tubos con el nimero aleatorio.

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

« Colocar los tubos sembrados en bandejas de metal de plano incli-
nado con las tapas ligeramente flojas.

11.5 Incubacién

« Colocar la bandeja con los tubos sembrados a estufa a 37 °C, cui-
dando que los tubos no roten.

Investigar para proteger la salud 13
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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 ¢ vertical entre cuatro a seis

semanas.

11.6 Lectura

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

« Anotar el nimero de tubo y el nimero de colonias observadas,
por cada lote en el Formulario 2.

11.7 Analisis estadistico de los resultados

« Anotar los resultados en el Formulario 2 de acuerdo a cada lote.
« Determinar para cada lote de diez tubos los siguientes valores:

+ La suma de los recuentos de colonias observadas en cada tubo
(3x).

«+ El promedio de recuento de colonias de cada lote de tubos del
medio patrén y del medio en estudio ().

+ Lasuma de las medias de los recuentos de cada lote al cuadrado

T ()

X = N.° total de colonias de los diez tubos de cada lote
X = Media=32X/10

(X)* = Media cuadrado

n = Numero de lotes

DS = Desviacion estandar

2DS =Doble desviacion estandar

14 Investigar para proteger la salud



Los datos completos correspondientes a cada lote controlado seran

anotados en el Formulario 2.

Ejemplo:

Supongamos que se controlaron diez lotes de medios y las medias de las lecturas

a las seis semanas fueron las siguientes:
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PARA EL DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO DE LA TUBERCULOSIS

Lote No X (Xx)?

L1 30,2 912,0
L2 24,0 576,0
L3 42,0 1764,0
L4 12,0 144,0
L5 28,0 784,0
L6 40,3 1624,1
L7 35,0 1225,0
L8 32,6 1062,8
Lo 39,0 1521,0
L10 22,0 484,0
b 305,1 10096,9

X = 30,5 (media)

3(X)?  =100969

s =305,1

DS= V¥ (X)*/n - (X)*=+10096,9/10 - (30,5)> =+/79,44=89
11.8 Resultados e interpretacion
La evaluacién de la calidad del medio en estudio se realizara por

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

Investigar para proteger la salud 15
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El limite inferior (LI) para considerar la calidad del medio sera la me-
dia menos dos veces la DS.

Los lotes cuyo recuento promedio se encuentren por debajo de ese
valor seran considerados de baja calidad.

LI=X-2DS
LI=30,5-2(8,9)
LI=12,7

De acuerdo al valor del limite inferior el lote cuatro (x: 12,0) es consi-
derado de baja calidad.

NOTA:

« Los laboratorios que obtengan resultados de baja calidad, se les
realizard una supervision directa por parte del laboratorio evalua-
dor con el fin de tomar las respectivas medidas correctivas.

12. RETROALIMENTACION

El laboratorio de referencia nacional tendrd un tiempo maximo de
un mes para emitir el informe sobre el desempefio general de los
laboratorios, al igual que la emision de la constancia, el cual serd
enviado en sobre cerrado a cada una de los laboratorios mediante

servicio courier.

16 Investigar para proteger la salud
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13. ANEXOS

FORMULARIO 1

ENVIO DEL LOTE DE MEDIO
DE CULTIVO

1. Coagutador

Autociave
2. Estufa
Oro

iza confrol ce (marque con un azpa ‘X' donde
21 cu recpuecta ec "cr, cetalle Len qué concictic el oontrol?

Ios tuboc con medic de outtivo Ogawa?
Qué condiolonec de luz y temperatura?

C: nombre y del de la

s e

Investigar para proteger la salud 19
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(agua de congensacion) | | [ |
$6 obssrvan

7. Pressnta contaminacion:
Color del medio:
I | | L |
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IFOR-003
FORMULARO 2 l_
[Edcon N* 91
RESULTADOS DEL CRECIMIENTO BACTERIANO DE MTEB [Pagine #1 08 01
= L I L I Le I L I LN Lw
= = = = = = =
W st N deyurio W alsatode N 2eataro W mesboro. L
L] | n L n o » b a o L] M n
x x X x x x x
0E DE DE € DE 0E DE
o o o o o o ov
e samaro ge tudos. 'y azan
[X: promedio MCE
|Fecha & lecrz
CV soetomals oo veridBcee
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