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MANUAL DE PROCEDIMIENTOS TECNICOS DE LABORATORIO

SECTOR SALUD
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD

N° 383 -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
Piblica, que alcanza los Manuales de Control Externo de la Calidad de los Procadimientos: y

mediante Decreto Supremo N° 001-2003-84, del 09 de enero ded 2003, se aprusta el Reglamento
nizacidn y Funciones del Insfitulo MNacional de Salud, el cual sefiafa enlre sus objstivos
5 mlamﬁmmandﬂmﬁhanIammymm

y dafios alas 55 ¥ N0 lisibles, asi como fortalecer el
sﬂnﬂad&wrhuldaunhdaddelm limentos, produch icos y afines, como crganismo de
referencia nacional;

Cue, de acuerdo a lo establecida en el arficulo 36° del mismo texto nomativo, el Cenlro Nacional de
Salud Plbca, es el drgano de finsa del Instituto Naclonal de Salud, encargado de normar, desaroltar,
_ gvaluar y difundir de manera integral la hmarx:nmmlud pﬁhllca ylaa mmanlas awedadu. para
+ | |a prevencion y el control de las en bl criterios
técnmmmmmmmwummmuewwmummmm

Que, la Bacloscopia s la h ienta primaria para el diagnostico de [z Tub "".:‘....._Mu'aj
Ia base para la hilsqueda de casos infecciosos y s (il para evaluar 1a resy

ymwhwmwmmumﬂmmwmnmmra

la no defeccidn de pacientes con Tuberculosis, :plenes continuaran |a cadena de frasmisitn a la

. comunidad, o el ieato indtil de no I mmmhmmmmm

= control pueden dar lugar a la prolongacién del | ignto o @ un iento 0 a su

FJE] prematur;

6‘" i

Que, el Control de Calidad de |la Baclloscopla es un proceso de supension slstemética y eficaz de los
mumwwwmlmmmvwwlulmmmemm rwlnv
reproducible, ademas que representa un element para el funcionami eficaz ded
Programa Nacional de Control de la Tuberculosis;

Que, es finalidad del presente Manual, estandarizar y dar a conocer en forma clara y definida los
pmmmwwlwﬁwwswlasmmdemmmhmwma
nivel nacional, I cual ag la confiabilidad ica de la Tuk
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Que, mediante documento del Visto, umwmmmdummmmdmu
wmdmﬂﬁmlwﬁm&" doscopia para el Di Bactzrioldgi
de la Tuberculosis - V.01°, para la aprobacidn de esta Jefatura Institucional;

éonm'%$ Estando a lo propuesto por el Centro Nacional de Salud Pablica, con el visto bueng de la Sub Jefatura, de

£ hOﬂﬁ\qurddaAsmﬁaTM&:aydnhDﬁdnaGmﬂdﬂsmﬂaJu(dmr
‘J

_;. uso de las atribuciones establecidas en el literal h) del articulo 12° del Reglamento de Orgarizaciin y

D6 mmddlmﬂthMdaSabdawaerdo&mN‘ﬂinw

St pg g CONCOdANcia con o dispuesto en la Directiva N° 001-INSIOGAT-V.02 “Directiva para la Elaboracion,

Revisién, Aprobacién, Difusion, Actualizacién y Control de los Documentos Nommativos del Instiluio

Macional de Salud” aprobada mediante Resolucién Jefatural N° 310-2010-J-OPE/INS;

Articulo 1°- Aprobar el “Manual de Procedimientos para el Control de Calidad Extemo de
para el Diagnéstico Bacteriolbgico de la Tuberculosis - V.01,

Articulo 2°- Er @ los Directores Generales, dentro del ambito de su compstencia, comunicar y
Mimdwﬂamwhmw

&Y Articulo 3°.- Encargar a la Oficina Ejecutiva de Organizacicn, la difusion da 1a presenta Resolucion en el
|| Portal de Nomatividad Virual,

Reglistrese y comuniquese.
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MANUAL DE PROCEDIMIENTOS TECNICOS DE LABORATORIO

. GLOSARIO

- Aseguramiento o garantia de la calidad (AC): sistema concebido para
mejorar la confiabilidad y la eficacia de los servicios de laboratorio de
manera continua. Comprende el control interno de la calidad (Cl) y la
evaluacion externa de la calidad (EEC).

- BAAR: bacilos acido alcohol resistentes.

- Control de calidad (CC): también llamado control interno de la calidad.
Comprende el control de todos los procesos a través de los cuales el
laboratorio realiza la microscopia, esto incluye la verificacion de los ins-
trumentos y de los nuevos lotes de colorantes.

- Coloracion de Ziehl Neelsen (ZN): método de coloracion con fucsina
de Ziehl calentada hasta la eliminacién de vapores, decoloracién con al-
cohol acido y luego contraste con azul de metileno. Los BAAR aparecen

rojos en un fondo azul.

- Error de cuantificacion (EC): consiste en una diferencia entre el su-
pervisado y el supervisor de mas de un grado en la lectura de un frotis
positivo. Este es un error menor que, generalmente, no tiene ningun im-

pacto en la toma de decisiones sobre el paciente.

- Error mayor: este tipo de error es considerado el més critico por el alto
impacto que tiene sobre la toma de decisiones en el paciente, puede dar
lugar a un diagndstico erréneo y a un tratamiento incorrecto. Estos erro-
res pueden indicar graves deficiencias técnicas e incluyen los elevados
falsos positivos (EFP) y los elevados falsos negativos (EFN).

6 Investigar para proteger la salud
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Error menor: en la practica clinica, estos errores pueden tener un impac-
to menor sobre la decisiéon a tomar respecto al paciente. Sin embargo,
para el propésito de evaluar la calidad de los resultados del laboratorio,
este tipo de error es considerado menos grave debido a las limitaciones
inherentes a la deteccién sistemdtica de unos pocos BAAR que pueden
estar distribuidos desigualmente a lo largo del frotis. La frecuencia de
errores menores puede indicar eventuales deficiencias técnicas.

Estrategia Sanitaria Nacional de Prevencion y Control de Tubercu-
losis (ESN-PCT): es el responsable del control de la tuberculosis (pre-
vencién, diagndstico y tratamiento).

Evaluaciéon externa de la calidad (EEC): consiste en la evaluacién de
la preparacion de los extendidos, la coloracion, el examen microscépico,
registro e informe de los resultados. Para dar a conocer el desemperfo
del laboratorio supervisado.

Falso positivo elevado (FPE): un frotis negativo mal interpretado como
positivo 1+ a 3+. Se trata de un error mayor.

Falso negativo elevado (FNE): un frotis positivo 1+ a 3+ que es malin-
terpretado como negativo. Se trata de un error mayor.

Falso positivo bajo (FPB): se trata de un frotis negativo malinterpreta-
do como un débil positivo (1 - 9 BAAR/100 campos). Este tipo de error
menor ocurre ocasionalmente aun en laboratorios de alta calidad y con
tasa de errores.

Falso negativo bajo (FNB): se trata de un frotis positivo bajo (1 - 9
BAAR/100 campos) mal interpretado como negativo. Este tipo de error

Investigar para proteger la salud
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menor ocurre ocasionalmente aun en laboratorios de alta calidad y con
tasa de errores.

« INS: Instituto Nacional de Salud.

- Laboratorio intermedio (LI): son los laboratorios que se encuentran
ubicados en los hospitales nacionales de los establecimientos de salud,
ubicados en zonas geograficas accesibles y que cuentan con buena in-
fraestructura y personal capacitado.

+ Laboratorio local: son los laboratorios ubicados en los centros de sa-
lud, hospital distrital o provincial que cuentan con ambiente fisico, mi-
croscopio y personal capacitado para la realizacion de baciloscopias.

- Laboratorio de Referencia Nacional (LRN): el Instituto Nacional de
Salud (INS), en su componente de micobacterias, es el Laboratorio de
Referencia Nacional (LRNM), es de mayor complejidad técnica y cuenta
con infraestructura fisica, equipamiento, materiales, reactivos y recursos
humanos calificados. Conduce la red de laboratorios de tuberculosis en
el ambito nacional.

- Laboratorio de Referencia Regional (LRR): es un Laboratorio de Sa-
lud Publica de Referencia Regional de mayor complejidad técnica de
la region, que investiga, coordina y difunde las normas y metodologias
orientadas al control, vigilancia y prevencién de la tuberculosis en su
jurisdiccion. Su funcionamiento es responsabilidad de la direccion de
salud o direccién regional de salud, con el asesoramiento del INS y en
coordinacion con la ESN-PCT.

- Laboratorio supervisor: operacionalmente, para fines de CC de baci-
loscopias, se considera laboratorio supervisor a aquel que participa en

8 Investigar para proteger la salud
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PARA EL DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO DE LA TUBERCULOSIS

la coordinacion, supervisidn, asesoria técnica, capacitacion, informacion
y evaluacion a los laboratorios locales de su jurisdiccion como responsa-
bilidad asignada.

Laboratorio supervisado: es el laboratorio evaluado por un laborato-
rio supervisor de acuerdo con los niveles de complejidad.

Mejoramiento de la calidad (MC): procedimiento por el cual los di-
ferentes componentes de los servicios de baciloscopia son analizados,
con el objetivo de buscar las formas para mejorar las deficiencias encon-
tradas. La obtencion y analisis de datos como asi también la identifica-
cion de soluciones a los problemas son los componentes claves de este
procedimiento. Comprende la evaluacién continua, la identificacién de
los errores seguido de la aplicacion de medidas correctivas.

MINSA : Ministerio de Salud

MTB: Mycobacterium tuberculosis.

Muestreo estadisticamente valido: es un método concebido para
obtener una muestra aleatoria representativa de todos los frotis, que
permite llegar a conclusiones cuantitativamente correctas o estadistica-
mente validas.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.
Positivo bajo (paucibacilar): término utilizado en este documento
para describir un frotis con un contenido bacilar de 1-9 BAAR/100 cam-

pos, el cual es el estandar de cuantificacion de la OMS/UICTER. Los re-
sultados son informados al médico clinico como el nimero exacto de

Investigar para proteger la salud
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BAAR observados. Es la responsabilidad del médico clinico y de la ESN-
PCT decidir si representa un caso o no. Anteriormente era designado
como frotis pobre o débil.

+ Pruebas de los lotes control externo a través de lotes de frotis: con-
siste en el envio de frotis desde el laboratorio supervisor hacia los labo-
ratorios supervisados, para evaluar la capacidad en términos de lectura,
interpretacién e informe de los resultados.

- Relectura: consiste en el envio de frotis desde el laboratorio supervisa-
do (Periférico o local) al laboratorio supervisor (laboratorio intermedia-
rio o nacional) con el fin de ser releidos. Las presentes directrices reco-
miendan que la relectura se realice a ciegas, asegurando que el contro-
lador no sepa los resultados del laboratorio periférico.

- Retroinformacion: procedimiento por el cual se comunican los resulta-
dos del EEC al laboratorio original, incluyendo las sugerencias de posi-
bles causas de errores y las medidas a tomar para corregirlos.

- Tasa de frotis positivos (TFP): proporcion de frotis positivos entre to-
dos los examinados (diagnéstico y control) en un laboratorio de micros-
copia durante un periodo definido.

» TB MDR: tuberculosis multidrogorresistente.

- UICTER: Unién Internacional contra la TB y Enfermedades Respiratorias.

10 Investigar para proteger la salud
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2. INTRODUCCION |

El diagnéstico bacteriolégico de la tuberculosis (TB) depende del examen direc-
to del esputo en busqueda de bacilos dcido-alcohol resistentes (BAAR) o del ais-
lamiento de Mycobacterium tuberculosis (MTB) en el cultivo.

En la mayor parte del mundo, la baciloscopia es la herramienta primaria para el
diagnéstico de la TB pulmonar activa, constituye la piedra angular en la busque-
da de los casos infecciosos y es util para evaluar la respuesta al tratamiento y las
tasas de curacion.

La deteccién y diagndstico de casos, el control de calidad (CC) periddico de la
baciloscopia en la red de laboratorios, la supervisién y entrenamiento continuo
del personal de laboratorio, son aspectos esenciales dentro de la estrategia Di-
rectly Observed Treatment Short Course (tratamiento acortado estrictamente su-
pervisado).

El CC de la baciloscopia es un proceso de supervision sistematico y eficaz de
los resultados del trabajo de los laboratorios y asegura que la informacién ge-
nerada sea exacta, confiable y reproducible; ademas, representa un elemento
indispensable para el funcionamiento eficaz del Programa Nacional de Control
delaTB (ESN-PCT) e incluye el proceso de recoleccién del esputo, preparacion de
los frotis, tincidn, examen microscépico, registro e informacién de los resultados.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la Unién Internacional contra la TB
y Enfermedades Respiratorias (UICTER), basados en estudios recientes sobre la
calidad del diagnéstico de la baciloscopia, publicé en el 2002 el manual External
Quality Assessment for AFB Smears Microscopy, donde recomiendan dos nuevas
modalidades para el CC: el rechequeo de [dminas a ciegas (RLC) con previa reco-
loracién de las [dminas antes de la relectura y el panel de ldaminas.

Investigar para proteger la salud
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3. JUSTIFICACION

El control de calidad de la baciloscopia es un procedimiento que sirve para
evaluar si la informaciéon producida por el laboratorio es precisa, reprodu-
cible y oportuna. Instaura un sistema de alarmas que permite prevenir,
describir y corregir errores en los diferentes niveles de la red de labora-
torios.

4. FINALIDAD

El presente manual busca estandarizar y dar a conocer en forma claray de-
finida los procesos sobre control de calidad de baciloscopias de las mues-
tras de esputo en la red de laboratorios de tuberculosis a nivel nacional.

5. OBJETIVOS

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

+ Mejorar la calidad de las baciloscopias realizadas en los diferentes labo-
ratorios de la red nacional.

6. 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.

12 Investigar para proteger la salud
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+ Ley N.° 27657 Ley del Ministerio de Salud.

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

+ Resolucién Ministerial 826-2005/MINSA Normas para la elaboracién de
documentos

AMBITO DE APLICACION

La presente norma técnica es de aplicacion en todos los laboratorios de
tuberculosis de acuerdo con los niveles de complejidad de la red de labo-

ratorios.

CONTENIDO

8.1 Marco conceptual

La implementacién de una amplia red de laboratorios eficientes
dentro del contexto del sistema de salud y accesible a la poblacion
es una prioridad para la Estrategia Sanitaria Nacional para el Con-
trol de la Tuberculosis (ESN-PCT). Si el diagnéstico de laboratorio no
es confiable, las otras actividades se veran también afectadas. Los
errores de diagnostico por microscopia pueden conducir a la no
deteccion de pacientes con TB, quienes continuaran la cadena de
transmision en la comunidad o el tratamiento inutil de personas no
tuberculosas. Los errores en la lectura de frotis de control pueden
dar lugar a la prolongacién del tratamiento o a un retratamiento o
a su interrupcién prematura. Es por ello que la garantia o asegura-
miento de la calidad de los laboratorios que realizan baciloscopias a
partir de esputos, es esencial.

Investigar para proteger la salud
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8.2

La confiabilidad y la calidad de la microscopia dependen de la sos-
tenibilidad de las actividades y la capacitaciéon del personal de la red
de laboratorios. Este manual esta orientado para dar a conocer las
directrices y métodos para evaluar la calidad y confiabilidad de las
baciloscopias que realizan los laboratorios. Aunque estos métodos
no estan concebidos para verificar el diagnéstico de cada paciente,
el procedimiento de identificar y corregir los problemas observados
en los laboratorios servira para asegurar la calidad de los servicios de
diagnostico.

Consideraciones

El laboratorio Nacional de Referencia del INS es el responsable de
implementar un programa de control de calidad de la baciloscopia
que se realiza en la red de laboratorios de tuberculosis a nivel nacio-
nal.

Los laboratorios de referencia regional velaran por el cumplimiento
de la presente norma técnica en la red de laboratorios que se en-
cuentren dentro de su jurisdiccion.

A nivel local, los responsables de los laboratorios contribuiran en el
cumplimiento de la presente norma técnica, enviando laminas a sus
laboratorios supervisores correspondientes.

El control de calidad de la baciloscopia contribuird a garantizar la
confiabilidad diagnéstica de la tuberculosis.

Investigar para proteger la salud
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8.3 Organizacion de la red de laboratorios

La red de laboratorios se encuentra conformada de la siguiente ma-

nera:

Esquema de la organizacion de la red de laboratorios
de tuberculosis para el control de calidad de baciloscopias
en la red de servicios del Ministerio de Salud del Peru

Laboratorio Nacional de Referencia en Tuberculosis
Instituto Nacional de Salud

Laboratorio Regional de Referencia
en Tuberculosis

Laboratorio Intermedio

Laboratorio Local

- Laboratorio local (LL): son los laboratorios ubicados en los cen-
tros de salud, hospital distrital o provincial que cuentan con am-
biente fisico, microscopio y personal capacitado para la realiza-
cién de baciloscopias.

- Laboratorios intermedios (LI): son los laboratorios que se en-
cuentran ubicados en los hospitales nacionales de los estableci-
mientos de salud, ubicados en zonas geograficas accesibles que
cuentan con buena infraestructura y personal capacitado. Estos
laboratorios estan capacitados para realizar el control de calidad
de la baciloscopia.

Investigar para proteger la salud 15
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- Laboratorio de referencia regional (LRR): es un laboratorio de
salud publica de mayor complejidad técnica de la regién, que in-
vestiga, coordina y difunde las normas y metodologias orientadas
al control, vigilancia y prevencion de la tuberculosis en su juris-
diccién. Su funcionamiento es responsabilidad de la direccién de
salud o direccién regional de salud, con el asesoramiento del INS
y en coordinacion con la ESN-PCT. Estos laboratorios son los res-
ponsables de organizar y realizar el control de calidad de la baci-
loscopia de la region.

- Laboratorio de referencia nacional (LRN): es el Laboratorio de
mayor complejidad técnica y cuenta con infraestructura fisica,
equipamiento, materiales, reactivos y recursos humanos califica-
dos. Conduce la red de laboratorios de tuberculosis en el dmbito
nacional.

8.4 Control externo de la calidad de la baciloscopia

Es un proceso sistematico, para comparar retrospectiva y objetiva-
mente los resultados de distintos laboratorios mediante programas
organizados por un laboratorio de referencia. Se denomina también
prueba de competencia. Hay tres métodos de controles de calidad
que deben combinarse para evaluar el desempeiio del laboratorio

1. Evaluacién directa: se realizan a través de visitas técnicas como
parte de un proceso permanente de garantia de calidad externa,
segun los recursos disponibles y la capacidad de desempefio
del laboratorio que se visita. El laboratorio supervisor debe rea-
lizar una visita semestral o anual al laboratorio supervisado por
personal experimentado o formar equipos de supervisién con
personal del laboratorio intermedio y el supervisor regional con
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listas de comprobacion y de instrucciones para la recoleccion de
una muestra de baciloscopias seleccionada al azar para el con-
trol de calidad externo.

2. Evaluacién de paneles de laminas de baciloscopias (centro
a la periferia): conjunto de ldminas tefiidas en el laboratorio de
referencia nacional o regional que se envian a los laboratorios
supervisados, para lectura y notificacién de resultados. El exa-
men de un panel de ldminas de baciloscopias es un método de
evaluacion externa de la calidad que puede usarse para determi-
nar si el laboratorista puede realizar adecuadamente las lecturas
de las baciloscopias. Este método comprueba el desempefio del
personal que realiza la lectura, no del laboratorio en su conjunto.

El control con paneles de frotis es util para:

« Proveer datos preliminares de las capacidades de los laborato-
rios periféricos, previamente al programa de relectura.

« Detectar rdpidamente los problemas asociados con la baja ca-
lidad de lectura de los resultados.

- Evaluar la capacitacién de los técnicos de laboratorio.

« Evaluar la calidad de los resultados cuando no hay recursos
disponibles para implementar la relectura.

Criterios que deben tenerse en cuenta para la implementacion
del control con paneles de frotis:

« Correcta preparacion de los paneles de frotis.
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- Numero de frotis a incluir en el panel de frotis.

- Tipos de frotis a incluir (coloreados, positivos débiles, frotis es-
pesos o muy finos).

» Condiciones de transporte de los frotis a los laboratorios (co-
rreo, servicio de transporte).

» Tiempo acordado a los técnicos de los laboratorios para la lec-
tura e informe de lo resultados.

Criterios de evaluacién para una calidad de los resultados acep-
table:

- Entrega de los informes de los resultados a los laboratorios
evaluados y la implementaciéon de las eventuales acciones
correctivas.

« Mecanismos para resolver los resultados discrepantes.

3. Relectura“doble ciego” de una muestra de laminas de baci-
loscopias (periferia al centro)

Este método consiste en volver a leer una cantidad de ldminas
para evaluar si el laboratorio supervisado tiene un nivel acepta-
ble de desemperio. La muestra debe haber sido seleccionada al
azar y la relectura debe hacerse a “doble ciego”, es decir el eva-
luador desconoce los resultados obtenidos por el laboratorio
evaluado.
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En caso de resultados discrepantes, se volvera a releer la ldmina
por el mismo evaluador, si persiste la discrepancia, se optara por
un segundo evaluador.

9 METODOLOGIA

9.1 Evaluacion de paneles de laminas de baciloscopias (centro a la
periferia)

A. Preparacion de los paneles de frotis

El laboratorio de referencia debe utilizar esputos positivos y
negativos, para producir una gran colecciéon de frotis positivo
con una cantidad predeterminada y uniforme de BAAR por frotis
(variable de + a +++ de bacilos), como también frotis negativos.

Este método permite que todos los laboratorios reciban un idén-
tico lote de frotis, lo cual minimiza la variacion de los resultados
debida a la variabilidad de los frotis. La utilizacién de frotis bien
preparados y uniformes demuestra la calidad de resultados de
los laboratorios evaluados.

El procedimiento para preparar los frotis de los lotes se observa
en el Anexo 1, el cual ha sido validado con NaOH como reactivo
en varios paises. Si se usan frotis confeccionados en el laborato-
rio, para el control por lote de frotis, se deben tomar las medidas
para validar los resultados de estos frotis antes de enviarlos a
los laboratorios. Esto asegura la confiabilidad de los resultados
del control por lotes de frotis y sirve para documentar que los
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errores de lectura no se deben a una mala preparacion de los
lotes de frotis.

La produccién de series individuales de frotis con idéntico nu-
mero de BAAR, especialmente los positivos débiles, requiere
practica para obtener cantidades de bacilos semejantes entre
cada frotis. Cada lote de paneles de frotis debe ser validado se-
leccionando una muestra de mas de seis frotis de cada lote para
ser coloreados y leidos por varios técnicos y, asi, documentar la
riqueza bacilar de los frotis (Formulario 1).

Para aumentar la eficiencia de la confeccion de los paneles de
frotis, los laboratorios de referencia deberian desarrollar sus ca-
pacidades para producir lotes de 50-100 frotis a almacenar para
su futuro uso en la preparacién de los paneles.

Los frotis de los paneles seran coloreados en el laboratorio de
referencia antes de ser enviados a los centros evaluados. Esto
representa un esfuerzo adicional para el laboratorio central que
prepara los paneles, pero reduce el volumen de trabajo de los
técnicos de los laboratorios evaluados. Los frotis coloreados sir-
ven para evaluar la capacidad de lectura del técnico.

Numero y tipo de frotis

El nimero de frotis a incluir en el lote debe ser suficiente para
hacer la prueba vélida como indicador de la evaluacién de la ca-
lidad, sin recargar el volumen de trabajo de los técnicos de los la-
boratorios evaluados. Un nimero limitado de frotis, por ejemplo
diez, que representa la mitad del nimero maximo de frotis que
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un técnico puede examinar por dia sin por ello perder la calidad
de la lectura, es un nimero aceptable.

Los paneles deben incluir frotis con diferentes grados de resulta-
dos positivos para poder evaluar la capacidad de los técnicos de
analizar correctamente las diferentes graduaciones de los frotis
positivos. Tiene poco valor el hecho de incluir varios frotis 3+ ya
que no presentan gran dificultad para la lectura. Contrariamen-
te, los frotis con moderada cantidad de bacilos (2+), o escasa
cantidad (1+) ayudan al evaluador a apreciar la capacidad del
técnico para realizar la lectura de ese tipo de frotis. Encontrar y
contar bacilos en un frotis pobre en cantidad, requiere tiempo y
experticia del técnico en su lectura.

Esimportante enviar la misma serie de lotes a todos los laborato-
rios para que la calidad global de todos ellos pueda ser evaluada.
Usualmente, un ejercicio de control por lotes de frotis se realiza
enviando lotes con idéntica constitucion de frotis (de negativos
y positivos) a varios laboratorios al mismo tiempo. De esta ma-
nera, los técnicos no esperan la misma constitucién de frotis, ya
que debe haber variacidn en los paneles de frotis (nimero de
positivos y negativos) enviados durante los diferentes controles
realizados. En el Formulario 2 se realizara el registro para el se-
guimiento de los diferentes paneles de frotis.

Investigar para proteger la salud

21



MANUAL DE PROCEDIMIENTOS TECNICOS DE LABORATORIO

Tabla 1. Ejemplos de conformacion de paneles de frotis

1 frotis (3+) 1 frotis (3+) 1 frotis (2-3+)

1 frotis (2+) 1 frotis(2+) 2 frotis (1+)

1 frotis (1+) 2 frotis (14) 4 frotis 1-9/100 campos
2 frotis 1-9/100 campos 3 frotis 1-9/100 campos 3 frotis negativos

5 frotis negativos 3 frotis negativos

C. Sistema de envio de frotis

1. El correo postal: requiere la utilizacién de cajas apropiadas
para los frotis, como cajas de plastico o de cartdn resistente,
para reducir la posibilidad de rupturas o dafos durante el
transporte.

2. Entrega de los frotis durante las visitas de supervision:
este método se realiza durante las visitas de supervision.

D. Formularios para el informe de los resultados de los labora-
torios evaluados

El Formulario 3 debe ser utilizado individualmente por cada
técnico de laboratorio, independientemente y no en grupo. Es
importante indicar al personal de laboratorio que los resultados
NO SE COMPARTEN, ya que se trata de un método para evaluar
la capacidad individual de los técnicos.
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E. Tiempo acordado para la realizacion de la prueba y el infor-
me de los resultados

Es importante que los técnicos tengan un tiempo suficiente para
leer los frotis sin alterar significativamente el trabajo de rutina.
Los técnicos deberan utilizar el mismo tiempo para la lectura

que el usado en rutina.

Puede darse el caso que pasen mas tiempo de lo necesario le-
yendo los frotis del lote ya que saben que estan siendo evalua-
dos, por lo tanto, cuando se pueda, el supervisor debera contro-
lar el tiempo utilizado para leer cada frotis. Esto solo es realizable
cuando el examen de los frotis del lote se hace bajo el control
del supervisor.

Un plazo razonable aceptado puede variar entre una semana y
un mes, en funcién del sistema de transporte, del personal y del
volumen de trabajo.

F. Frecuencia del control con paneles de frotis
Se recomienda que el control con paneles de frotis sea no me-
nos de una vez por afo. Siempre y cuando este sea complemen-
tado con el EEC mediante lotes de doble ciego.

G. Evaluacion e interpretacion de los resultados
Es util determinar los resultados globales de todos los labora-

torios previamente a la determinacién del puntaje final. Si la
mayoria de laboratorios informa mal el resultado de un mismo
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frotis, esto puede indicar un problema durante la preparacion de
este tipo de frotis en el laboratorio central y deberia por lo tanto
ser excluido de la evaluacion. Se utilizard el Formulario 4 para la
evaluacion global y el informe de los resultados.

Tabla 2. Clasificacion de los errores

Resultados | Resultados originales del controlador

del

técnico de Negativo 1-9 1+ 2+ 3+
laboratorio BAAR/100

periférico campos

Negativo Correcto FNB FNE FNE FNE

1-9 FPB Correcto Correcto EC EC
BAAR/100

campos

1+ FPE Correcto Correcto Correcto EC

2+ FPE EC Correcto Correcto Correcto
3+ FPE EC EC Correcto Correcto

Correcto: Ausencia de errores

EC Error de cuantificacion Error menor
FNB Falso negativo bajo Error menor
FPB Falso positivo bajo Error menor
FNE Falso negativo elevado Error mayor
FPE Falso positivo elevado Error mayor
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H. Sistema de puntaje

La evaluacién de la lectura se realizara de acuerdo al siguiente
esquema:

Lectura

a. 95-100%: Bueno
b. 90-94%: Regular
c. <90%: Deficiente

El porcentaje maximo tolerante de discordancia de la lectura del
panel de diez ldminas es de una lamina, cuando sea mayor de
una lamina, deberd realizarse una supervision para detectar los
casos de discordancia y corregir el error, dando sugerencias o
pautas.

Serie de diez frotis, cada frotis vale diez puntos. Puntaje total po-
sible=100.

Cada positivo informado negativo vale cero.

Cada negativo informado positivo vale cero.
¢. Error de cuantificacién vale cinco.

Puntaje de aprobacion = 90-100.

La evaluacion de la lectura de ldaminas en cuanto a la cuantifica-
cién de la carga bacteriana, sera de la siguiente manera:

1. Serie de diez frotis, cada frotis vale diez puntos. Puntaje total
posible=100.
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a. Cada frotis correcto vale diez puntos.
b. Cada frotis incorrecto vale cero.
¢. Puntaje de aprobacién = 90-100.

2. Serie de diez frotis, cada frotis vale diez puntos. Puntaje total
posible=100.

a. FPEyFNE valen cero.
b. FPB, FNBy EC valen cinco.

c. Puntaje de aprobacién = 90-100.

3. Serie de diez frotis, cada frotis vale diez puntos. Puntaje total

posible=100.

a. FPEyFPB valen cero.

b. FNE vale cero.

¢. FNBy ECvalen cinco.

d. Puntaje de aprobacion = 90-100.

I. Informe de evaluacion

Los informes deberan incluir los resultados individuales, asi
como la calidad general de todos los laboratorios evaluados. Se
debe enviar los informes a los laboratorios de acuerdo al nivel
de complejidad y, ademads, se deberan remitir al Laboratorio de
Referencia Nacional de Micobacterias y otro a la ESN-PCT.

Los informes deberdn comprender los criterios de aceptaciéon

de la calidad, las posibles causas de error y las sugerencias o
necesidades de una medida correctiva. Los formularios para la
retroalimentacién son dados en los Formularios 3 y 4.
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Una calidad deficiente debe conducir a la investigacion e identi-
ficacién de la causa. La investigacion deberd incluir la evaluacion
global de la calidad de todos los laboratorios de referencia. Para
determinar la calidad individual de los laboratorios, la investiga-
cién deberd incluir una evaluacién en el lugar de trabajo para
identificar la causa del problema.

Las visitas técnicas de supervision ofrecen la mejor oportunidad
de revisar los resultados del control por lote de frotis con los téc-
nicos en los laboratorios periféricos; de identificar las causas po-
tenciales de error y el implementar las medidas correctivas. Por
esta razon las visitas de supervision por personal experimentado
de un laboratorio intermediario o nacional, son recomendadas
al menos anualmente y, mas frecuentes, si son identificados pro-
blemas graves.

Resolucion de las divergencias
La implementacién a nivel nacional de un sistema de control
externo de la calidad distribuyendo series de frotis, presenta fre-

cuentemente dificultades mas o menos simples de superar:

- Dificultades técnicas durante la preparacion de los paneles de
frotis.

- Error en la lectura inicial de un frotis en el laboratorio de refe-

rencia.

- Informe incorrecto de los resultados esperados.
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« Decoloraciéon de los frotis durante el transporte a los centro
periféricos

Por esta razdn, todo sistema de control con paneles de frotis
debe incluir un mecanismo o procedimiento para resolver los
resultados divergentes. Esto puede requerir el envio de vuelta
de los frotis al laboratorio de referencia para la relectura o tam-
bién el envio de un técnico del laboratorio de referencia al cen-
tro periférico para una evaluacién precisa en el lugar de trabajo y
relectura de los frotis de la serie enviada con cada técnico.

9.2 Relectura“doble ciego” de laminas de baciloscopias (periferia a

centro)

Es un procedimiento que consiste en la relectura de una muestra

de frotis del laboratorio a controlar, para evaluar su nivel de calidad.

Los elementos esenciales de un sistema de relectura preciso y prac-

tico senalados son los siguientes:

La muestra de frotis del laboratorio debe contener un nimero su-
ficiente de frotis seleccionados de manera aleatoria como para ser
representativa de la calidad.

El laboratorio supervisor debe ocultar los resultados iniciales de
la baciloscopia al técnico que realizard la lectura de los frotis, para
evitar un sesgo en los resultados.

Los errores menores, que representan falsas interpretaciones po-
sitivas y negativas de 1-9 BAAR/100 campos, son incluidos con los
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errores mayores para el cdlculo del tamafio de la muestra lo mas
pequeia posible. Una muestra mas pequena facilita la implemen-
tacion y la continuidad de los programas de relectura.

- Los resultados divergentes son resueltos por un segundo contro-
lador.

« Debe existir un sistema que proporcione una continua retroinfor-

macién y mejoramiento a los laboratorios supervisados.

El apoyo fuerte y continuo de los laboratorios referenciales hace ne-
cesario implementar programas de relectura funcionales y regula-
res. Este método de la EEC proporciona aseguramiento fiable de la
calidad de los laboratorios de la red del pais. Todos los laboratorios
deberan incluir un programa de relectura a ciegas.

El método de la relectura a ciegas recomienda lo siguiente:

« El muestreo realizado con 10% de los negativos y el 100% de los
positivos no debe ser mas recomendado.

« Los errores mayores y menores son incluidos para obtener el ta-
mano de muestra mas pequefo posible.

- Los frotis positivos y negativos no son mas clasificados y conser-
vados separadamente.

« Larelectura se realiza siempre a ciegas, es decir que el técnico que
relee no conoce los resultados iniciales de los frotis.
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- Las divergencias deben siempre ser resueltas por un segundo
controlador.

- La calidad del laboratorio es evaluada en funcion al niumero y al
tipo de errores que superan el umbral limite predeterminado y no
calculando el porcentaje de errores.

Los programas de relectura estdn destinados a evaluar la calidad
global del laboratorio y, de ninguna manera, a confirmar un diag-
nostico individual de los pacientes. Por lo tanto, la relectura de to-
dos los frotis positivos deberd ser abandonada y reemplazada por
un método de muestreo representativo de todos los frotis, positivos
y negativos.

Si un laboratorio informa un nimero inaceptable de resultados fal-
sos positivos, que puede ser tan solo uno, esto es probablemente
una indicacién de un problema sistematico que puede ser detecta-
do revisando una muestra y no todos los frotis positivos. El método
de muestreo propuesto esta concebido para incluir el nimero mas
pequeno de frotis con el objetivo de determinar si un laboratorio se
acerca a la calidad esperada.

Este método permite al laboratorio supervisor releer una muestra
minima y, si un laboratorio no tiene errores, existe una cierta garan-
tia que el laboratorio presenta la calidad deseada. Como en todos
los programas de relectura, si son detectados uno o mas errores, el
laboratorio supervisor debe decidir subjetivamente si esos errores
son aleatorios o representan un problema potencial de la calidad del
trabajo que requiere por lo tanto una investigacién y si es necesario
intervencion es para mejorar la calidad. Es posible que luego de una
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investigacion en un laboratorio en particular, ningtin problema serio
sea detectado.

Es necesario disponer de una red de laboratorios funcionando ade-
cuadamente. Debe haber un nimero suficiente de personal en los
laboratorios intermedios, regionales y central para realizar la relec-
tura. Para determinar los recursos necesarios el programa nacional
debe establecer un sistema para la realizacién de todas las etapas
necesarias al programa de relectura:

« Determinar un tamafo de muestra valido.

- Conservar apropiadamente los frotis hasta su colecta.

- Colectar una muestra aleatoria y representativa de los laborato-
rios periféricos.

- Releer los frotis asegurando la condicién de ciego.

« Resolver las divergencias entre el resultado inicial y el del evalua-
dor.

+ Implementar los errores y determinar los requerimientos para la
accion correctiva.

« Informar los resultados de la relectura al laboratorio periférico y al

laboratorio de referencia regional y este, a su vez, al laboratorio de
referencia nacional.
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- Investigar las causas potenciales de los errores durante la supervi-
sion del laboratorio.

« Proporcionar una formacion u otras medidas correctivas.

A. Tamaino de la muestra

Idealmente, los frotis colectados deberian constituir una mues-
tra aleatoria y representativa basada en el volumen de trabajo
en el laboratorio a evaluar y los pardmetros de la calidad desea-
da de los resultados definidos por el pais. Sin embargo, para que
la relectura sea realizable y fiable, el volumen de trabajo de los
evaluadores debe ser también considerado.

El tamafo de la muestra es obtenida por métodos estadisticos.
En este sistema el tamafo de la muestra depende de la tasa de
frotis positivos, del nimero total de frotis negativos examinados
por afo y del nivel de calidad de los resultados deseados (sen-
sibilidad) comparada con los evaluadores. Esto permite detec-
tar los laboratorios con nimero de errores que excede el nivel
aceptable establecido previamente por el LRN. La explicaciéon
detallada de los métodos estadisticos y las tablas necesarias son
dadas en el Anexo 2 como informacién suplementaria para los
programas que desean determinar los pardmetros de muestreo.

Tasa de frotis positivos (TFP): es la proporcién de frotis positi-
vos entre todos los frotis (diagndstico y control de tratamiento)
en el laboratorio de donde se colectara la muestra. Este dato
se estima utilizando los registros del laboratorio del afio prece-
dente o de los cuatro trimestres anteriores. Los tamafos de las
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muestras pueden ser determinados usando el promedio de la
tasa de frotis positivos del laboratorio, regién o pais.

TFP = #Frotis positivos por aiio
Numero de frotis anual

Total de frotis negativos (TFN): numero de frotis anual menos
el numero de frotis positivos por afo.

Sensibilidad: representa el nivel de capacidad para detectar los
frotis positivos, comparado con los evaluadores. La sensibilidad
aceptable debe ser determinada por el LRN. La sensibilidad,
como esta definida aqui, es la deteccion de todos los positivos,
incluyendo los positivos débiles (1-9 BAAR/100 campos). Por
lo tanto, se recomienda una sensibilidad general 75-85%. Los
programas mas recientes pueden comenzar fijando una sensi-
bilidad 75-80% ya que asi se reduce el tamafio de la muestra de
manera significativa, lo que contribuira a hacer mas realizable la
implementacién del programa de relectura.

Aunque una sensibilidad de 75-80% puede ser considerada muy
pequefa por algunos, es importante sefalar que aumentando
la sensibilidad deseada, el tamafo de la muestra aumentara
significativamente haciendo mas dificil la implementacién vy el
mantenimiento de la relectura.

Aun con una sensibilidad de 80%, serdn detectados errores en
muchos laboratorios. Esto no significa automaticamente que el
laboratorio no tiene el nivel esperado, y los errores deberan ser
evaluados basandose en los tipos y sus frecuencias. Por otro lado,
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algunos laboratorios pueden encontrar, una vez implementada
la relectura, que tienen una sensibilidad mayor de 80%. La Tabla
3 esta basada en una sensibilidad de 80%.

El nimero de frotis a seleccionar (tamafio de la muestra) debe-
ria ser fijada anteriormente por los directores de los programas
utilizando la Tabla 3. La determinacion del tamafo de la mues-
tra no deberia ser confiada al supervisor encargado de colectar
los frotis ni a los técnicos. Lo mejor es que un mismo tamano
de muestra sea escogido y utilizado pata todos los centros de la
zona como lo muestra la Tabla V.2.

Si la variacién del nimero total de frotis examinados o de las
tasas de frotis positivos entre los diferentes centros es conside-
rada excesiva, pueden hacerse modificaciones segun lo centros.
En las zonas donde existe una gran variabilidad, los supervisores
podran inclusive utilizar una lista con la actividad de cada labo-
ratorio del afo anterior.
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Tabla 3. Tamafo anual recomendado de la muestra’

Tasa de frotis positivos

Numero 5% 10% 15% 20% 25% 30%
de frotis

negativos

por afho*

200 107 72 54 43 36 30
500 154 89 62 48 39 31
1000 180 96 66 49 40 33
5000 208 103 69 50 40 33
50000 216 104 69 51 40 33

"Basado en el método LQAS aplicado a los frotis negativos para una sensibilidad de 80%, especificidad
del 100%, numero de errores aceptables d = 0, y 95% de intervalo de confianza. El tamafo de muestra
aumenta proporcionalmente con las tasas de frotis positivos para generar un tamano final de muestra
que incluye los frotis positivos y negativos.

“Elija la linea con el nimero de frotis por afo lo mas préximo al promedio de distrito o al nimero total
de frotis realizados en el laboratorio.

Ejemplo de determinacion del tamaiio de la muestra

Paso 1

- Elabore la lista de los laboratorios de microscopia de su pais
(o de region cuando los paises son grandes), con la siguiente
informacion:

» Numero de frotis por afio.

» Numero de frotis positivos por ano.
« Numero de frotis negativos por afo.
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Frotis/afo Negativo/aio
1500 1300
2550 2199
1990 1834
2085 1934
900 815
1158 1058
1250 1125
885 784
2569 2234
500 445
15387 13728
Paso 2

- Calcule la tasa de frotis positivos (TFP) en cada laboratorio y
redondee al porcentaje més préximo.

TFP = (Numero de frotis positivos por ano/Numero de frotis
hechos por afo) x 100

Es més facil para realizar este célculo usar los datos del afio ante-
rior del registro de laboratorio. Debe incluirse los frotis de diag-
néstico y de control.

Frotis/afo TFP
1500 13%
2550 14%
1990 8%

2085 7%

900 10%
1158 9%

1250 10%
885 11%
2569 13%
500 11%
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Paso 3
«+ Calcular el promedio de la TFP para el pais (o region) y redon-

dearlo al porcentaje mas cercano.

Promedio de TFP = (Total de frotis positivos / nimero total
de frotis) x 100

Promedio de TP = (1659/15 387) x 100 = 10,8% o 10% (redon-
deado)

Nota: si la variacion del nimero total de frotis negativos o de la
tasa de frotis positivos entre los laboratorios es excesiva, pueden
hacerse algunas modificaciones en los laboratorios que lo nece-
siten. En las zonas donde hay mucha variacion, los supervisores
podréan inclusive utilizar una lista con todas las actividades de
cada laboratorio del afo anterior.

Paso 4
« Calcule el numero promedio anual de frotis negativos y re-
dondearlo al mas préximo.

Volumen promedio de trabajo =Numero de frotis N realiza-
dos / nimero de laboratorios

Volumen promedio de trabajo = 13728 /10 =1 372 0 1 000 (re-
dondeado)

Nota: el tamano de la muestra no varia considerablemente cuan-

do el volumen anual de trabajo excede los 1000 frotis, por lo tan-
to, redondear no afecta al calculo.
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Paso 5
« Decida los limites aceptables de la competencia y calidad de
los resultados en su pais (o region).

« Sensibilidad relativa (habilidad de los técnicos para detectar
BAAR con respecto a los controladores) Recomendado:
Si el programa es reciente 75%.
Si es un programa establecido 85%.

Seleccionada 80%.

« Numero aceptable o tolerable (nimero maximo de errores

permitidos antes de aplicar medidas correctivas)

Recomendado:
Si los recursos son limitados, cero.
Si existen recursos adecuados disponibles, uno.

Seleccionado, cero.

Nota: debido a las limitaciones inherentes a la baciloscopia, la
sensibilidad de 100% con respecto a los controladores es impo-
sible. Una concordancia entre técnicos y controladores deberia
acercarse a 95% en el caso de los frotis positivo elevado (2+/3+),
pero puede ser tan bajo como 30 - 50% en el caso de los po-
sitivos débil (1-9 BAAR/100 campos). Por estas razones, debe
seleccionarse una sensibilidad relativa basada en una calidad
esperada razonable.

Nota: el nimero aceptable de errores tiene un impacto directo
sobre el tamafo de la muestra - més grande es ese nimero,
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mayor serd el tamafo requerido. Para obtener el mas peque-
Ao y eficiente tamano de muestra se recomienda un nimero
aceptable de errores de cero, pero esto significa que un simple
error deberia ser considerado como una advertencia de posibles
problemas y deberian ser investigados. El aumento del numero
aceptable a d = 1 permitird un error pero, como consecuencia, el
tamano de la muestra aumentard de manera importante. El nu-
mero aceptable esta explicado con mas detalles en el Anexo D.

Nota: el hecho de elegir cero errores significa que se puede estar
95% seguro que el laboratorio ha alcanzado la calidad esperada
si ningun error es informado. Sin embargo, si los errores mayores
y menores son incluidos en el calculo del tamafio de la muestra,
la interpretacion de los resultados individuales de los laborato-
rios deberia tener en cuenta el nUmero y el tipo de errores, como
asi también su evolucion en el tiempo.

Paso 6

« Seleccione la tabla apropiada de tamafo de la muestra.

- LaTabla 3 puede ser utilizada por la mayoria de los laborato-
rios si una sensibilidad de 80% y un nimero aceptable de erro-
res de cero son elegidos.

- Enlado izquierdo de laTabla 3, busque en la primera columna
el promedio anual del nimero de frotis negativos de su pais o
region.

» Cuando elija una sensibilidad diferente o un nimero acepta-
ble de errores, remitase a las Tablas de los Anexo D.3y D.4

Numero promedio de frotis negativos = 1 000
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- Enla parte superior de la tabla, identifique la TFP promedio de
su pais o region, como esta calculado mas arriba

TFP promedio = 10%

- Localice el tamafio de muestra correspondiente a ese punto.
Tamano de la muestra = 96

Paso 7

« Decida un intervalo de tiempo conveniente para seleccionar

los frotis.

Recomendado
Cuatro veces por aio, es decir trimestralmente.

- Divida el tamafo de muestra requerida por el intervalo de
tiempo para calcular el niUmero de frotis a ser colectados en
cada periodo.

96 / 4 = 24 frotis para colectar trimestralmente.

Paso 8

» Colecte sistematicamente los frotis usando el registro de labo-
ratorio.

- Divida el nimero de frotis realizados durante ese periodo (tri-

mestre) por el tamano de la muestra para obtener el intervalo
que separa dos frotis que seran incluidos en la muestra.
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« Utilice un nimero al azar como punto de partida para colectar
los frotis de la muestra aleatoria seleccionada.

- Siun frotis no se encuentra, seleccione el siguiente en el regis-
tro de laboratorio, independientemente del resultado y conti-

nue sistematicamente, utilizando el intervalo de muestreo.

Supongamos 250 frotis que hayan sido realizados durante el ul-
timo trimestre. 24 deben ser colectados, por lo tanto:

250/24=104

Elija un nimero al azar para el primer frotis.

Colecte cada diez frotis uno luego del primero elegido al azar.

Los frotis son colectados y extraidos del total de los frotis reali-
zados, independientemente de los resultados positivos o nega-
tivos. Este método de muestreo aleatorio asegura que el nimero
de frotis positivos, negativos, falsos negativos y falsos positivos
de la muestra sea representativo de la poblacion entera de fro-
tis realizados en el laboratorio. Ademas, este método elimina la
necesidad de seleccionar los frotis positivos separados de los
negativos y ayuda a asegurar que la relectura sea realizada a cie-
gas, ya que el total de la muestra estard bien mezclada cuando la
serie llegue al evaluador.

Muestreo del frotis

La muestra colectada debe ser aleatoria y representativa de to-
dos los frotis leidos por los laboratorios, ademas los resultados
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de los laboratorios periféricos deben ser resguardados por los

responsables de los laboratorios sin ser mostrados a los evalua-

dores. Se deberd tener en cuenta los siguientes aspectos:

1.

Almacenamiento de frotis

El laboratorio debe almacenar los frotis de manera que se
puedan encontrar y recuperar facilmente para realizar la se-
leccion de la muestra. Por lo tanto, es mejor conservar todos
los frotis, almacenandolos en cajas en el mismo orden que
en la lista del registro de laboratorio.

Para el caso de los laboratorios de gran volumen de trabajo
no es practico almacenar todos los frotis; por lo tanto, cada
programa debera determinar un nimero apropiado basado
en el tamafo de muestra necesario y en la frecuencia del
muestreo. Se debe proporcionar un nimero suficiente de
cajas reutilizables para almacenar la cantidad necesaria de
frotis, utilizando un sistema de descarte de frotis de las cajas
mas antiguas y rellendndolas con nuevos frotis. Los laborato-
rios con poco volumen de trabajo deberan tener un nimero
de cajas disponible para almacenar todos los frotis.

Los frotis deben estar bien enumerados, de acuerdo al cua-
derno de registro del laboratorio. El resultado del examen no
debe aparecer escrito sobre el frotis.

Antes de ubicar los frotis en las cajas para su almacenamien-
to, estos deben ser limpiados con xileno para eliminar el
aceite de inmersion. Si no hay disponible xileno, el exceso de
aceite puede ser quitado con papel absorvente. Almacenar
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3.

los frotis en las cajas, una separada de las otras y cerrarlas
herméticamente para evitar la entrada de luz solar.

Colecta de frotis

La relectura requiere un personal formado y capacitado para
colectar los frotis y asegurar que el muestreo sea aleatorio.
Para evitar toda parcialidad, el técnico del laboratorio pe-
riférico no deberad nunca realizar el muestreo. El evaluador
solicitara un nimero correlativo de frotis de acuerdo a suTFP
obtenido previamente, de esta manera, se evitara que el téc-
nico pueda interferir el muestreo.

Seleccion de frotis

Con el objetivo de eliminar todo sesgo posible durante la se-
leccion de frotis, esta debe hacerse directamente usando el
registro de laboratorio. Este sistema asegura que los técnicos
almacenen todos los frotis, independientemente del resulta-
do o calidad. Los frotis no deben ser seleccionados a partir
de las cajas para almacenarlos.

Los frotis son colectados a partir del total, independiente-
mente del resultado positivo o negativo. Siguiendo este mé-
todo, durante el transcurso de cuatro trimestres de colecciéon
(un ano), se habra obtenido un tamano anual de muestra
como para permitir una conclusion estadisticamente precisa.

El Laboratorio evaluado debera conservar el total de las |a-
minas del trimestre.
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Los laboratorios evaluados deberan informar al laboratorio
supervisor de su jurisdicciéon con un maximo de dos dias
después de finalizado cada trimestre, el total de [aminas pro-
ducidas por cada laboratorio.

El laboratorio evaluador, debera realizar el calculo para la se-
leccion de las ldminas del trimestre de acuerdo al criterio de
la Tabla 4.

Al obtener el cdlculo, el evaluador deberd solicitar a sus la-
boratorios las ldaminas para seleccionar el nimero aleatorio
a utilizar como punto de partida, hasta llegar al nimero re-
querido (revisar ejemplo).

Si falta un frotis, este es reemplazado por el siguiente identi-
ficado en el registro de laboratorio, independientemente del
resultado. Esta substitucion es documentada en el formula-
rio de colecta. Si varios frotis estan ausentes, significa que
existe un problema en el laboratorio. Estos problemas pue-
den ser por ejemplo que los técnicos destruyan los frotis de
mala calidad, que los frotis no hayan sido leidos o que todos
los frotis no hayan sido leidos para la relectura. El supervisor
deberia considerar seriamente este problema y recomendar
una accién correctiva.
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Tabla 4. Ejemplo de muestreo

El nimero promedio de frotis negativos realizados por los laboratorios evaluados es
aproximadamente 1000 por aio, con una tasa de frotis positivos de 10%. Segun la Tabla 3,
el tamano anual de la muestra de la relectura a ciegas corresponde a 96 frotis por afo, por
lo tanto 24 frotis deben ser colectados durante cada visita trimestral. El supervisor calcula
que el laboratorio ha analizado 250 frotis desde la ultima visita. Seleccione el nimero alea-
torio a utilizar como punto de partida (en este ejemplo es el noveno frotis) y luego cada
diez frotis uno es colectado para alcanzar los 24 requeridos.

Registro de laboratorio (los circulos deberian aparecer cada diez frotis)

Ne de serie Sex Nom.bredela Direccidn | - potivo del examen- | Restiltados de . .

enelLab Fecha | Nombre WF unidadde | nuevos | | las muestras | Firma | Observaciones
' tratamiento | pacientes Diagnostico| Control | 3

18 Neg

19 Neg

20 i

21 Neg

2 SBAAR

3 Neg

24 Neg

25 Neg

26

27

28 Neg

29 Neg

2 Neg

31 Neg

32 Neg

33 Neg

34 3

3 Neg

36 Neg
37
38 &g
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A. Proceso derelectura

La relectura proporciona una oportunidad para evaluar elemen-
tos relacionados con la calidad en el nivel periférico. Los frotis
pueden ser evaluados para estimar la calidad de la muestra (es-
puto o saliva), el tamafio y espesor apropiados y la calidad de la
coloracién.

Los problemas detectados por los evaluadores deberan ser ano-
tados en el formulario ya que esta informacion puede ser muy
util para los responsables de la retroinformacion a los labora-
torios periféricos, para evaluar los resultados falsos positivos o
negativos elevados, calidad técnica del frotis (calidad técnica del
extendido y de la coloracién) y tomar acciones correctivas, si son

necesarias.

La baciloscopia es una técnica con errores inherentes, aun cuan-
do esta ejecutada por el mds experto técnico. Para distribuir
equilibradamente el trabajo de relectura el primer nivel de con-
trol serd usualmente realizado en el nivel intermedio.
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Organizacion del proceso de relectura:

Laboratorios locales, intermedios o —,
regionales

Muestra aleatoria Retroalimentacion

Controladores de primer nivel. Relectura
a ciegas laboratorios intermedios o S EE—
a —
regionales A

Frotis discordantes . »
Retroalimentacion

Divergencias resueltas. Controlador de
segundo nivel Laboratorio Referencial
Nacional del INS —_—

La relectura debe ser a ciegas para asegurar la objetividad. El
evaluador que hace la relectura no debe conocer el resultado
original de los frotis. En caso que exista una discrepancia, el res-
ponsable del laboratorio, para resolver los resultados divergen-
tes, requerira conocer los resultados. El responsable debera leer
hasta 300 campos aproximadamente.

Los laboratorios intermedios, seran evaluados por sus laborato-

rios regionales y este, a su vez, por el Laboratorio de Referencia
Nacional.
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E. Tipos de errores

Una vez mas, es importante enfatizar que la relectura no es un
método para validar el diagndstico individual del paciente, sino
para evaluar la calidad global del laboratorio, detectando niveles
de errores inaceptables y para tomar medidas correctivas para ob-
tener una mejora en la calidad del trabajo. Para el propésito de la
EEC los tipos de errores estan clasificados en funcién de la calidad
esperada de laboratorio y no en funcion del manejo de paciente.

Tabla 5. Clasificacion de los errores

Resultado | Resultados del evaluador
evaluado
Negativo 1-9 1+ 2+ 3+
BAAR/100
campos
Negativo Correcto FNB FNE FNE FNE
1-9 FPB Correcto Correcto EC EC
BAAR/100
campos
1+ FPE Correcto Correcto Correcto EC
2+ FPE EC Correcto Correcto Correcto
3+ FPE EC EC Correcto Correcto
Correcto: Ausencia de errores
EC Error de cuantificacion Error menor
FNB Falso negativo bajo Error menor
FPB Falso positivo bajo Error menor
FNE Falso negativo elevado Error mayor
FPE Falso positivo elevado Error mayor
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F. Resultados discordantes

Las discordancias entre el resultado inicial y los resultados del
evaluador deben ser resueltos por un segundo evaluador o res-
ponsable de laboratorio. Sin esto es imposible identificar las cau-
sas de los errores y existe el riesgo de informar erréneamente a
los microscopistas de los laboratorios locales. Las discordancias
pueden ser resueltas en el laboratorio intermedio, regional o na-
cional. Para los propdsitos de la EEC el resultado del segundo
evaluador es considerado “final’, y determina si el error ha sido
cometido en el laboratorio local o en el laboratorio intermedio o
regional. Aun con una buena competencia y calidad de trabajo
en los laboratorios locales, intermediario y regionales es razona-
ble esperar 5 a 10% de frotis en la muestra de la relectura que
necesitan ser rexaminados por un segundo evaluador, para re-
solver las discordancias.

Para que los controles sean considerados validos, los evaluado-
res deben presentar FN y casi ningun FPE. Si estos ultimos pre-
sentan claramente tasas mayores de FN que los centros evalua-
dos por ellos mismos, las tasas de FN de esos centros son con
certeza subestimados. En el caso que los centros son competen-
tes y que ambos controles estén bien realizados, los FPB estaran
divididos equitativamente entre los centros locales, intermedios
y regionales. Una distribucién desigual de los FPB (y a veces
también los FPE) puede identificar un problema en uno de los
niveles de control.
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G. Evaluacion de la calidad técnica del frotis

1. Extendido del frotis

La calidad del extendido influird en una buena visualizacion
y distribucién homogénea de los bacilos en los campos mi-
croscopicos Utiles que se van a observar en el microscopio.

« Bueno: cuando el extendido es adecuado, presenta ho-
mogeneidad de la muestra en la [dmina. Esta calidad se
obtiene cuando se toma muestras mucopurulentas.

- Deficiente: incluye a:

- Fino: cuando se toma una muestra hidrolizada, saliva o
la parte no util de la muestra, presentando campos sin
presencia celular, logrando una tincién muy tenue.

- Grueso: cuando se toma excesiva cantidad de la mues-
tra purulenta, presentando una coloracidn excesiva, ya
que no se logra realizar una buena coloracién.

- No homogéneo: es cuando la muestra no es extendida
correctamente, encontrando algunos campos sin pre-
sencia celular (transparentes).

2. Coloracion del frotis
+ Decoloracion de los frotis

Ha sido bien establecido que la coloracién con fucsina es
inestable bajo la luz solar directa y en condiciones de altas
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temperaturas y humedad. El tiempo que toma para com-
pletar la decoloracion depende de varios factores, inclu-
yendo la consistencia del frotis, del agrupamiento de los
BAAR Yy de la calidad de la coloracién.

La decoloracién excesiva contribuye a un alto nimero de
falsos negativos detectados durante la relectura. La reco-
loracion es necesaria para resolver esas divergencias.

+ Problemas de la coloracién
La recoloracion es util para resolver los problemas ligados
con los falsos negativos elevados que pueden deberse a
una decoloracién excesiva o a los falsos positivos elevados
por los precipitados de colorante u otros problemas duran-
te la preparacion del frotis o durante la coloracion.

En algunos casos, puede ocurrir que los BAAR sean elimi-
nados del frotis durante la recoloracién; sin embargo, esto
ocurre solamente cuando los frotis son muy finos, realiza-
dos a partir de esputos licuados o concentrados. En el caso
de las muestras con escaso numero de BAAR, puede resul-
tar en un informe de falso negativo por parte del evaluador.

El colorante de mala calidad o problemas de método de
coloracién, en el laboratorio local e intermedio, pueden
ser causa de resultados falsos negativos.

La recomendacién clasica para le relectura es examinar los

frotis en las mismas condiciones de su recepcion para que
la calidad de la coloracién pueda ser evaluada.
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Sin embargo, los problemas de la coloracién que resultan
en BAAR no coloreados pueden ser evidentes a los eva-
luadores e importantes causas de error permaneceran sin
ser detectadas. Por estas razones, se recomienda la recolo-
raciéon de los frotis previamente a la relectura.

Nota: para evaluar la concordanciay calidad técnica de las
ldminas, ver Anexo 05.

H. Interpretacion

Cuando se establece un sistema de relectura, serd importante
para la red de laboratorios establecer los estandares necesarios
para determinar la calidad aceptable, asi también recomendar
las etapas de investigacion de los errores y las acciones apropia-
das para corregir los problemas.

Este sistema de relectura evalUa tanto el nUmero como el tipo
de errores detectados, cuando se controla la calidad del labo-
ratorio. Por ejemplo, los tamanos de las muestras basados en
una sensibilidad de 80% en comparacion con los evaluadores,
es probable encontrar uno o mas errores en los laboratorios
con nivel esperado aun mayor. Este es un concepto importante
a tener en cuenta por el Laboratorio de Referencia Nacional en
el momento de la retroinformacion a los laboratorios locales e
intermedios. Légicamente, un sistema de relectura comenzara
por focalizarse en los errores mayores en los laboratorios con un
gran nuimero de errores.

El objetivo de obtener una buena competencia serd alcanzado
si no existen discordancias. Si son detectados los errores, la in-
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terpretacion y las acciones apropiadas a implementar pueden
ser diferentes dependiendo del nimero y tipo de error, como asi
también los recursos y capacidad del programa.

Falsos positivos elevados (FPE): deberian ser muy raros de
observar. Un FPE aislado es usualmente debido a errores admi-
nistrativos o a registros deficientes en los laboratorios locales.
Un error en el muestreo, donde un frotis incorrecto es colec-
tado, puede causar falsos positivos ocasionales. Los frotis que
inicialmente hayan sido informados positivo 1+ a 3+ y que son
repetidamente observados como negativos por los evaluadores
pueden ser debido a una transcripcién incorrecta en el regis-
tro, una falsificacion deliberada de los resultados, una técnica
inadecuada, microscopios de mala calidad o simplemente una
negligencia general. Las tasas elevadas de FPE son debidas tipi-
camente a microscopios descompuestos o microscopistas mal
formados o inexpertos, especialmente en los centros con pocos
frotis a examinar.

Si casi todos los frotis positivos son FPE, acompafnados de nu-
merosos FNE, la causa mds probable es el uso de un microscopio
defectuoso. Ya que todo resultado FPE indica un problema, debe
realizarse inmediatamente una investigacion y la implementa-
cién de la accién correctiva requerida.

Falsos negativos elevados (FNE): los resultados falsos negati-
vos pueden ser debidos a problemas técnicos como la utiliza-
cién de colorantes de mala calidad, tiempo de coloracién o de
calentamiento insuficiente, malos microscopios o inadecuada

formacion de los técnicos.
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Los errores falsos positivos bajos y falsos negativos bajos tam-
bién se pueden esperar, nuevamente debido a los problemas in-
herentes a la baciloscopia. Bajo positivo (paucibacilar) esta defi-
nido en la norma técnica de procedimientos como 1-9 BAAR/100
campos, y estos resultados se encuentran regularmente. Como
los BAAR no estén distribuidos homogéneamente en el esputo,
muy pocos bacilos pueden ser detectados por un técnico y no
por otro que examina otros campos diferentes. Por estas razo-
nes, la interpretaciéon de los errores falsos positivos bajos y los
falsos negativos bajos pueden ser considerados separadamente
de los errores mayores FPE/FNE.

Falsos negativos bajos y falsos positivos bajos (FNB y FPB):
Son errores menores. Es importante incluirlos en el sistema de
la relectura de las [dminas, porque estos tipos de errores consti-
tuyen un indicador mas sensible de la competencia y calidad de
los laboratorios. Un nimero elevado de errores menores puede
representar problemas de competencia y calidad en los labora-
torios locales e intermedios y puede ser util abordarlos luego
que las deficiencias mas importantes hayan sido corregidas.

Una vez resueltos los problemas mayores, los errores meno-
res sirven también como un control continuo de competencia
y como un medio de validacién de los resultados de relectura,
ya que se esperaria observar una tasa similar de estos tipos de
errores cometidos por los técnicos de los laboratorios los labo-
ratorios locales e intermedios y por los evaluadores siempre y
cuando la calidad global sea equivalente.

Observar regularmente algunos falsos positivos bajos junto con
ocasionales falsos positivos elevados, puede indicar que el téc-
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nico no reconoce bien los BAAR necesitando, por lo tanto, una
capacitacion adicional. Una frecuencia alta de falsos negativos
bajos puede indicar una sobrecarga de trabajo, resultando en un
examen superficial de frotis por el técnico. Los microscopios de
mala calidad o insuficiente luz pueden también contribuir a un
alto numero de falsos negativos bajos.

Los errores de cuantificacion (EC): son menos importantes du-
rante las fases iniciales de laimplementacion de la EEC. Observar
una cantidad considerable de variaciones en la cuantificacion es
usual, solamente debido a la lectura de diferentes campos por
diferentes evaluadores.

Por estas razones los errores de cuantificacion se definen como
la diferencia de por lo menos dos grados de la lectura de los
frotis positivos. Sin embargo, la cuantificacién correcta puede
a veces ser util al médico clinico para tomar decisiones en los
casos dificiles, por lo tanto es un ideal por el cual se deberia es-
forzar. Ademas, la observacion regular de resultados de lectura
con bajos nimeros de BAAR puede aportar datos Utiles durante
la investigacion de las tasas de errores falsos negativos elevados.

Ejemplos de diferentes métodos de interpretacién:

a. Todo error mayor (FPE o FNE) revela una calidad inaceptable
y trae como consecuencia una accién correctiva. Los errores
menores son informados al laboratorio local, intermedio o
regional, pero la calidad de ese laboratorio es atin considera-
da aceptable, a no ser que esos errores aparezcan en canti-
dad significativa.
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b. Todo error mayor (FPE o FNE) puede indicar una calidad o
competencia inaceptable y deberia resultar en una evalua-
cion e implantacién de medidas correctivas, si son necesa-
rias. Es posible que no se encuentren problemas significati-
vos en la préctica de laboratorio y la evolucién de la calidad
deberia ser evaluada con el tiempo. Los errores menores
requieren posteriores evaluaciones solamente si exceden el
numero predeterminado, o excede el nimero promedio ob-
servado en todos los laboratorios o si el nimero de errores
menores demuestra una tendencia con el tiempo.

c. Todo FPE y mas de tres FNB es considerado de calidad in-
aceptable y requiere la implementacion de una accién co-
rrectiva. Uno o dos FNE pueden indicar una calidad inacepta-
ble y deberia resultar en una evaluacién y accion correctiva,
si es necesario. Es posible que ningun problema significativo
en la practica de laboratorio sea encontrado y la evolucién
de la calidad deberia ser evaluada con el tiempo. Los errores
menores requieren posteriores evaluaciones, solamente si
ellos exceden el nimero predeterminado o exceden el nu-
mero promedio observado en todos los laboratorios, o si el
numero de errores menores demuestran con el tiempo una
tendencia.

I. Retroalimentacion
El propésito primario de un sistema de relectura es mejorar la
calidad de la baciloscopia, por lo tanto, una retroinformacién

regular y oportuna a los laboratorios locales, intermedios y re-
gionales es esencial si se espera un mejoramiento importante
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de la calidad. Deben enviarse informes anuales a la autoridad
sanitaria regional, a los médicos clinicos y a los técnicos de labo-
ratorio. Aunque el analisis final de los resultados y las conclusio-
nes deben esperar la relectura de la muestra total (anual), las ob-
servaciones y resultados preliminares, la retroalimentacion y las
acciones correctivas pueden ser posibles al final de cada periodo
del muestreo. Esto serd obvio en el caso de los laboratorios que
presentan una calidad pobre, donde la resolucién de problemas
inmediatos es necesaria de manera urgente.

Los resultados de los evaluadores en la retroinformacién, debe-
ria incluir el envio de vuelta de los frotis cuyos resultados eran
discordantes, para ser releidos por el técnico del laboratorio lo-
cal, intermedio o regional. Esto les da la posibilidad de mostrar lo
que ellos interpretaron como BAAR o de observar los BAAR que
no habian encontrado durante el primer examen.

Cuando existan discordancias bajas o elevadas, deberd realizar-
se las visitas de supervision ya que ofrecen la mejor oportuni-
dad para revisar los resultados de la relectura con los técnicos
en los laboratorios locales, intermedios o regionales, identificar
las fuentes potenciales de error e implementar las medidas co-
rrectivas.

Todas las causas potenciales de error deberian ser consideradas,
incluyendo la calidad de los colorantes y la técnica de coloracién,
la calidad de los microscopios y los procedimientos administrati-
vos que pueden contribuir a errores de registro. Todo problema
que contribuya a la aparicién de errores debe ser resuelto. Las
causas posibles de errores y las etapas de evaluacion sugeridas
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estan listadas en el Anexo 3. Una formacién correctiva debe ser
proporcionada a los técnicos incapaces de identificar los BAAR
en los frotis. En algunos casos no seran detectados problemas
obvios. El control suplementario por envio de panel de frotis y
una relectura a ciegas continua son recomendados para evaluar
la calidad del laboratorio.

Debido a las numerosas variables que pueden afectar la calidad
del laboratorio y al cambio potencial de estos factores con el
tiempo, se recomienda que la relectura sea continua aun luego
de haber obtenido e identificado un nivel de calidad éptimo y
regular.
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Il ANEXOS

ANEXO 1
Evaluacion de paneles de laminas de baciloscopias (centro a la periferia)
1. Preparacion del panel de laminas
a. Materiales

+ Tubos plasticos de 50 mL tapa rosca.
» Formaldehido al 40%.

« Hidréxido de sodio (NaOH) al 4%.

- Vortex.

« Agua destilada.

- Centrifuga.

« Laminas.

- Bafio maria

+ Muestras positivas

- Muestras negativas.

b. Preparacion de los frotis: método de NaOH
b.1 Preparacion del panel frotis positivo: deberan ser muestras frescas
(no mas de dos dias), en cantidad minima de 3 mL, con una carga bacilar

de >2+ BAAR (por coloracion Ziehl Neelsen), la calidad del esputo debera
ser mucopurulenta. Los frotices se realizaran de la siguiente manera:
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« Colocar 3 mL de una muestra positiva en un tubo plastico de 50 mL
con tapa rosca. Si el volumen de la muestra es superiora 3 mL, dividirla
en dos alicuotas en tubos separados.

+ Agregar por cada mL de muestra de esputo, una gota (aproximada-
mente 50 ul) de formaldehido al 40% y mezclar bien usando vortex.

+ Incubar durante una hora a temperatura ambiente (25°C-30°Q).

+ Agregar 1 mL de NaOH al 4% (si el esputo es demasiado grueso agre-
gar hasta 2 mL de la solucion de NaOH para que la concentracion final
se mantenga en 1-2%). Mezclar vigorosamente usando vortex durante
4-5 minutos. Completar hasta 20 mL de agua destilada y homogenizar.
Incubar en bafio maria durante 30 minutos a 55 - 60 °C., mezclar peri6-
dicamente invirtiendo el tubo durante la incubacién.

+ Agregar agua destilada hasta un volumen total de 40 mL, mezclar in-
virtiendo el tubo.

- Centrifugar a 3000 rpm durante 20 minutos a temperatura ambiente
(25-30°Q).

« Descartar cuidadosamente el sobrenadante, agregar 0,5 - 1 mL de
agua destilada para resuspender el sedimento. Si el esputo original fue
distribuido en alicuotas, los sedimentos obtenidos, luego de la centri-
fugacién de todos los tubos, deberan ser mezclados antes de ser res-
uspendidos.

b.2 Preparacion de panel frotis negativo: deberdn ser muestras fres-
cas (no mas de dos dias), en cantidad minima de 5 mL o mds, BAAR ne-
gativo (por coloracién Ziehl Neelsen) y la calidad del esputo deberd ser
mucosa. Los frotices se realizaran de la siguiente manera:

« Distribuir alicuotas de 3-4 mL de esputo BAAR negativo en tubos de
50 mL con tapa rosca. Hacer un pool de esputos negativos, mezclar y
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distribuir en alicuotas de 3 mL. Los esputos deberan ser confirmados
como baciloscopia negativa, previamente a la preparacién del pool.

 Agregar por cada mL de muestra de esputo, una gota (aproximada-
mente 50 uL) de formaldehido al 40% y mezclar bien usando vortex.

+ Incubar durante una hora a temperatura ambiente (25 °C-30°C).
Agregar 1 mL de NaOH al 4% (si el esputo es muy espeso, agregar hasta
2 mL de la soluciéon de NaOH 4% (si el esputo es muy espeso agregar
hasta 2 mL de la soluciéon de NaOH para mantener la concentracion
final a 1-2%). Mezclar usando vortex durante 2-3 minutos.

« Agregar hasta 20 mL de agua destilada mezclar bien.

+ Incubar en bafio maria durante 10 minutos a 55 - 60 °C. (Nota: Las
muestras negativas deberdn ser calentadas durante menos tiempo
que las positivas para preservar los glébulos blancos.

c. Evaluacion del panel frotis positivo

a. Con la ayuda de un pipeta Pasteur descartable, colocar una gota
(aproximadamente 100 ul) de la suspensién en un portaobjeto y
realizar un extendido de aproximadamente 1 x 2 cm.

b. Stock positivo: es 6ptimo obtener una concentracién de 50-60 BAAR
por campo microscépico.

d. Proceso de dilucion

a. Hacer diluciones con la preparacion de la muestra positiva de acuer-
do con las directivas de la OMS para la cuantificacién de los BAAR:

0 BAAR/100 campos: Negativo
1-9 BAAR/100 campos: Numero exacto de BAAR
10-99 BAAR/100 campos: 1+
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1-10 BAAR/campo/50 campos: 2+
>10 BAAR/campo/20 campos: 3+

Elija una concentracién conveniente de BAAR para cada caso dentro
del rango de la escala sugerida. Para obtener los mejores resultados
se recomienda usar frotis de 20 BAAR/campo para los positivos 3+,
5 BAAR/campo para los positivos 2+, 50 BAAR/100 campos para los
positivos 1+, y 5 BAAR/100 campos para los cuales el nimero exacto
debe ser informado (nimero contable de BAAR).

Preparar 3-4 mL de cada suspensién para poder realizar suficiente
cantidad de frotis.

Para facilitar los calculos, las alicuotas de las preparaciones positivas y
negativas son medidas en gotas. Calibrar una pipeta Pasteur descar-
table (medir la cantidad de gotas contenidas en TmL de suspensién
de esputo). Nota: no utilizar agua para realizar la calibracion ya que la
cantidad de gotas puede resultar diferente a causa de la ausencia de
viscosidad.

Para el célculo del factor de dilucién usar la férmula siguiente:

N=(CD/CA)*A

Donde:

N: es la cantidad de gotas de la preparaciéon de muestras positivas
para ser agregada.

CD: es la concentracion deseada de BAAR

CA: es la Concentracion actual de BAAR

A: es la cantidad de gotas en un volumen dado que se estimado du-
rante la calibracion.
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Ejemplo 1:

La concentracién de BAAR en la suspension stock (CA = 65 BAAR/campo y tene-
mos que preparar 4 mL de suspension (+++),

A =60 gotas

(CD =20 BAAR/campo).

En este caso N = (20 BAAR/65 BAAR) *60 gotas

N = 18 gotas. Por lo tanto, 18 gotas de la muestra preparada positiva se mezcla
con 42 (60-18=42) gotas de la muestra preparada negativa.

N=(CD/CA)*A. N=20/65 * 60
N=18

Ejemplo 2:

La concentracion de BAAR en la suspension stock (CA = 65 BAAR/campo y tene-
mos que preparar 4 mL de suspension (++),

A =60 gotas

(CD =5 BAAR/campo).

En este caso N = (5 BAAR/65 BAAR) *60 gotas

N = 4.6 gotas (aproximadamente 5 gotas). Por lo tanto, 5 gotas de la muestra
preparada positiva se mezcla con 55 (60-5=55) gotas de la muestra preparada
negativa.

N=(CD/CA)*A. N=5/65*60
N=45 ~5
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Ejemplo3:

La concentracién de BAAR en la suspension stock (CA = 65 BAAR/campo y tene-
mos que preparar 4 mL de suspension (+),

A =60 gotas

(CD =50 BAAR/100 campos = 0.5 BAAR/campo

En este caso N = (0.5 BAAR/65 BAAR) *60 gotas

N = 0.46 gotas (aproximadamente 0.5 gotas). Por lo tanto, 0.5 gotas de la muestra
preparada positiva se mezcla con 59.5 (60-0.5=59.5) gotas de la muestra prepa-
rada negativa.

N=(CD/CA)*A. N=0.5/65 * 60
N= 0.5 gotas = 0.025 mL=25 uL

Ejemplo 4:

La concentracion de BAAR en la suspensidn stock (CA = 65 BAAR/campo y tene-
mos que preparar 4 mL de suspension (N°...BAAR) A = 60 gotas

(CD =5 BAAR/100 campos) = 0.05 BAAR/campo.

En este caso N = (0.05 BAAR/65 BAAR) *60 gotas

N = 0.046 gotas (aproximadamente 0.05 gotas). Por lo tanto, 0.05 gotas de la
muestra preparada positiva se mezcla con 59.95 (60-0.05=59.95) gotas de la
muestra preparada negativa.

N=(CD/CA)*A. N=0.05/65 * 60
N=0.05 gotas = 0.0025 mL=2.5 uL
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Notas sobre el procedimiento

a. Para la lectura e interpretaciéon de los resultados, es importante
que la apariencia de los frotis sea homogénea y reproducible y,
es por ello, que es beneficioso mantener estable la cantidad de
linfocitos en varias diluciones. Para lograr esto se sugiere diluir los
esputos negativos con agua destilada (previamente al agregado
de NaOH) cuando la cantidad de linfocitos es relativamente alta y
evitar diluir cuando la cantidad es baja.

b. Cuando se realizan las suspensiones 1+ seria también util prepa-
rar dos concentraciones diferentes: 50 BAAR/100 campos para la
preparacion de la suspension 1+ y 15 BAAR/100 campos para la
dilucion siguiente hasta los frotis con escasos BAAR (con nimero
contable de BAAR).

e. Preparaciony validacion de los lotes de frotis

- Usando las preparaciones de stocks diluidos, prepare los lotes o series
de frotis (se recomienda 50-100 frotis por serie). Nota: si los laborato-
rios son capaces de preparar frotis homogéneos y reproducibles, rea-
lizar varios frotis a partir de pocas muestras ayudard a ahorrar tiempo.
Los frotis fijados al calor deberian mantenerse en buen estado durante
meses si estan conservados en lugar fresco y seco.

« La reproducibilidad de cada serie de frotis debe ser validada seleccio-
nando una muestra de al menos seis frotis de cada serie para colorear
y hacerlos examinar por diferentes técnicos. Las muestras producidas
y controladas que no sean suficientemente reproducibles deberian ser
descartadas.
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PROCEDIMIENTOS PARA EL CONTROL DE CALIDAD EXTERNO DE BACILOSCOPIA
PARA EL DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO DE LA TUBERCULOSIS

ANEXO 3

INVESTIGACION DE ERRORES

Tipos de error Causas posibles Etapas de investigacion recomendadas
. . Examinar un frotis 3+ usando ese microscopio.
Microscopio defectuoso Proble- L
) .~ .| Controlar los colorantes y el procedimiento de
mas en la coloracion El técnico . . . o
FPEy FNE -~ | coloracién. Verificar con frotis positivos y nega-
no reconoce los BAAR. Negli-| . . ;
oo tivos en otro micrscopio.
gencia importante. ;
Excluir otras causas.
Error administrativo Comparar el registro de laboratorio con el listado
Un solo FPE . del CQ: ;frotis correcto/resultado correcto? Ex-

Lo mismo que para FPE.

cluir las causas de FPE.

Regularmente
un FPE con o
sin FPB

FPB raro

Registro de datos deficiente
Problemas de coloracién/deco-
laracion.

El técnico reconoce mal
BAAR.

los

Puede esperarse.

Controlar la exactitud del registro y el llenado
de otros registros. Controlar los colorantes y el
procedimiento de coloracion, considerar la reco-
loracion para la relectura. Buscar en el registro de
laboratorio resultados dudosos para el diagnds-
tico de pacientes sospechosos (sistematicamen-
te un solo positivo/positivo débil).

No es necesaria una investigacion, a no ser que el
numero observado aumente.

Numerosos
FPB, con o sin
FPE ocasiona-
les

Problemas con los controlado-
res.

El técnico
BAAR.
Colorantes contaminados.

reconoce mal los

Evaluar a los controladores.

Controlar un la muestra de FPB seleccionada en
el registro del laboratorio.

Controlar los colorantes con frotis negativos co-
nocidos.

Solo FNE

Error administrativo Frotis muy
grueso/o poca luz.
Negligencia grave.

Comparar el registro del laboratorio con la lista
del CQ: nimero del frotis correcto y resultado.
Evaluar la calidad de la preparaciéon del frotis,
controlar el microscopio.

Excluir otras causas.

FNE frecuentes
0 Nnumerosos
FNB

Problemas de coloracion/deco-
laracién.

Técnica de coloracion deficiente.
Problemas del microscopio.
Microscopio mal mantenido.
Colorantes/agua contaminada.

Controlar los colorantes y la realizacién de la
técnica de coloracion, considerar la recoloracion
para el control por relectura.

Asi como para el caso de un solo FNE.

Controlar el microscopio usando frotis positivo.
Excluir otras causas.

Controlar el colorante con frotis negativos cono-
cidos.

Una gran
proporcion de
FNB

Azul de metileno o agua
contaminada.

Idem anterior.

Numerosos CE

Coloracion deficiente.

Idem anterior.
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MANUAL DE PROCEDIMIENTOS TECNICOS DE LABORATORIO

Formulario 1. REGISTRO DE VALIDACION DE LOTES DE FROTIS
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PROCEDIMIENTOS PARA EL CONTROL DE CALIDAD EXTERNO DE BACILOSCOPIA
PARA EL DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO DE LA TUBERCULOSIS

INSTRUCTIVO PARA EL LLENADO DEL Formulario 1

1.

4,

Numero de frotis preparados. El laboratorio deberd registrar la cantidad de
frotis preparados, a partir de cada muestra, para determinar cuantos estan
disponibles para las series de frotis. Se recomienda la preparacién de 50 a
100 frotis, de acuerdo al nimero de laboratorios a evaluar de su jurisdiccion.

Fecha de preparacion de los frotis. Se trata de la fecha de produccion de
los frotis. El tiempo de conservacién de los frotis sin que su calidad se en-
cuentre afectada, no ha sido determinada, pero estimamos que el tiempo
conveniente de conservacién es de 4 — 6 meses.

Resultados de los frotis del panel (columnas 1-6 del Formulario 1). Cada
columna representa el nimero de BAAR/100 campos para seis frotis selec-
cionados de la muestra y examinados preferentemente por dos a seis técni-
cos diferentes. Para el caso de frotis positivos elevados (2+ o 3+) los técnicos
pueden estimar el nimero de BAAR/100 campos seleccionando un numero
suficiente de campos representativos. Para el caso de los frotis positivos dé-
biles (nimero contable de BAAR/100 campos y 1+) y los frotis negativos los
técnicos deberian examinar como minimo 300 campos y registrar el nimero
promedio de BAAR/100 campo.

Promedio. Es calculado a partir de los resultados de los frotis 1-6 (ver ejemplo).

Investigar para proteger la salud
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MANUAL DE PROCEDIMIENTOS TECNICOS DE LABORATORIO

5. Desviacion estandar. La desviacion estandar es calculada a partir de los fro-

72

tis 1-6 (ver ejemplo).

nyx2 - (¥x)2
nn-1)

Uniformidad. El resultado de la uniformidad es calculado utilizando la si-
guiente formula:

Promedio [M] menos dos desviaciones estandares [DS].

Si M-2 SD es >0 luego la uniformidad es 6ptima (suficiente).

SiM-2 SD es <0 luego la uniformidad es deficiente (insuficiente).

Si la uniformidad es deficiente, significa que hay demasiada variacion en el
numero de BAAR por frotis y esa muestra no es suficientemente homogénea
o uniforme para ser usada en el control por envio de paneles de frotis, des-
tinados a una evaluacion fiable de la calidad de un laboratorio. Esta formula
proporciona una evaluacién objetiva de la uniformidad, pero el laboratorio
deberia revisar y determinar cudl es la variacion aceptable dentro de una
muestra de frotis.

Informe de los resultados. Se trata de los resultados de todos los frotis del

panel. Este resultado debe ser representativo de los seis frotis examinados y
la muestra debe reunir los criterios de uniformidad.
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PROCEDIMIENTOS PARA EL CONTROL DE CALIDAD EXTERNO DE BACILOSCOPIA
PARA EL DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO DE LA TUBERCULOSIS

Formulario 2: REGISTRO

NOMINA DE PANEL DE LAMINAS

Laboratorio que envia los paneles:

Laboratorio que recepciona los paneles:
Fecha de envio:

Fecha de recepcion:

NOMINA DE LAMINAS

_

W |0 [N | |juv|bd~ |[w|N

o
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MANUAL DE PROCEDIMIENTOS TECNICOS DE LABORATORIO

Formulario 3: REGISTRO

RESULTADOS DE LECTURA DE PANEL DE LAMINAS

DISA/DIRESA/GERESA:

Nombre del laboratorio:

Referencia documento N°:

Fecha de envio:

Fecha de recepcién:

Periodo de la colecta:

NOMINA DE LAMINAS

RESULTADOS

_

O |0 [ N[ v (> w]|N

—_
o

Observacién: Enviar la némina con resultados al laboratorio que lo envid
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PROCEDIMIENTOS PARA EL CONTROL DE CALIDAD EXTERNO DE BACILOSCOPIA
PARA EL DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO DE LA TUBERCULOSIS

Formulario 4: INFORME

INFORME DE RESULTADOS DEL PANEL DE LAMINAS

DISA/DIRESA/GERESA:
laboratorio de referencia o intermedio:

Referencia documento N°:

Fecha de recepcion:

Periodo de la colecta:

ler evaluador:

RESULTADOS DEL RESULTADOS DEL LABORATORIO EVALUADOR
LABORATORIO EVALUADO |NEGATIVO| 1-9BAAR | 1+ 2+ 3+ Total

NEGATIVO
1-9 BAAR
1+

2+

3+

Total

RESUMEN DE ERRORES IDENTIFICADOS

ERRORES MAYORES ERRORES MENORES
FPE FNE FPB FNB EC
TOTAL DE ERRORES MAYORES: TOTAL DE ERRORES MENORES:
FPE= Falso Positivo Elevado FPB= Falso Positivo Bajo EC= Error de Cuantificacion
FNE= Falso Negativo Elevado FNB= Falso Negativo Bajo
Objetivo alcanzado: si........ No.........

Recomendaciones:

Firma del evaluador Firma del responsable del lab.
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MANUAL DE PROCEDIMIENTOS TECNICOS DE LABORATORIO

Formulario 5: INFORME

CONSOLIDADO DE RESULTADOS DE PANELES DE
LAMINAS DE BK DE LOS LABORATORIOS DE LA RED
DISA/DIRESA/GERESA

DISA/DIRESA/GERESA:
Nombre del laboratorio:

Supervisor:

Periodo de la colecta:

LABORATORIOS TOTAL DE TOTALDE N°DE LAMINAS| TOTALDE
EVALUADOS LAMINAS DEL ANO| POSITIVOSALANO | EVALUADAS FNE FPE FNB FPB EC ERRORES

TOTAL

Firma del responsable del lab.
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PROCEDIMIENTOS PARA EL CONTROL DE CALIDAD EXTERNO DE BACILOSCOPIA

PARA EL DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO DE LA TUBERCULOSIS

Formulario 6: REGISTRO

NOMINA DE LAMINAS

DISA/DIRESA/GERESA:

Nombre del laboratorio:

Referencia documento N°:

Fecha de envio:

Fecha de recepcion:

Periodo de la colecta:

NOMINA DE LAMINAS

(Nl [w|N|=

Investigar para proteger la salud
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MANUAL DE PROCEDIMIENTOS TECNICOS DE LABORATORIO

Formulario 7: REGISTRO

NOMINA DE LAMINAS CON RESULTADOS

DISA/DIRESA/GERESA:

Nombre del laboratorio:

Referencia documento N°:

Fecha de envio:

Fecha de recepcién:

Periodo de la colecta:

NOMINA DE LAMINAS

RESULTADOS

(N wW|N|=

Observacién: Enviar la ndmina con resultados en sobre cerrado

Investigar para proteger la salud




PROCEDIMIENTOS PARA EL CONTROL DE CALIDAD EXTERNO DE BACILOSCOPIA
PARA EL DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO DE LA TUBERCULOSIS

Formulario 8: REGISTRO

EVALUACION DE LA LAMINA - RELECTURA
DOBLE CIEGO

DISA/DIRESA/GERESA:
Nombre del laboratorio:

Referencia documento N°:

Fecha de recepcion:
Periodo de la colecta:

ler evaluador:

2do evaluador:

A.LABORATORIO D. CALIDAD DE
EVALUADO B C. CALIDAD DEL EXTENDIDO COLORACION

DEL "

Deficiente

N° Lamina Resultado EVALUADOR Bueno Tamaiio Bueno Deficiente

NH Fino Grueso

Utilizar la siguiente simbologia en tamano: A= Adecuado  P=Pequeio  G=Grande
NH= No Homogéneo
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MANUAL DE PROCEDIMIENTOS TECNICOS DE LABORATORIO

Formulario 9: INFORME

RESULTADOS DE LA RELECTURA DE DOBLE CIEGO DE
LAMINAS DE BACILOSCOPIAS

DISA/DIRESA/GERESA:
laboratorio de referencia o intermedio:
Referencia documento N°:
Fecha de recepcion:
Periodo de la colecta:
1er evaluador:
2do evaluador:

RESULTADOS DEL RESULTADOS DEL LABORATORIO EVALUADOR
LABORATORIO EVALUADO | NEGATIVO| 1-9BAAR | 1+ 2+ 3+ Total

NEGATIVO
1-9 BAAR
1+

2+

3+

Total

RESUMEN DE ERRORES IDENTIFICADOS

ERRORES MAYORES ERRORES MENORES
FPE FNE FPB FNB EC
TOTAL DE ERRORES MAYORES: TOTAL DE ERRORES MENORES:
FPE= Falso Positivo Elevado FPB= Falso Positivo Bajo EC= Error de Cuantificacion
FNE= Falso Negativo Elevado FNB= Falso Negativo Bajo
Objetivo alcanzado: si........ No.........

Recomendaciones:

Firma del evaluador Firma del responsable del lab.
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PROCEDIMIENTOS PARA EL CONTROL DE CALIDAD EXTERNO DE BACILOSCOPIA
PARA EL DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO DE LA TUBERCULOSIS

Formulario 10: INFORME

CALIDAD TECNICA DE LAS BACILOSCOPIAS

DISA/DIRESA/GERESA:
Nombre del laboratorio:

Periodo de la colecta:

CALIDAD DE LAS LAMINAS DE BACILOSCOPIAS
A. EVALUACION DEL EXTENDIDO

CALIDAD DEL EXTENDIDO
TOTAL DE Bueno No homogéneo Fino Grueso
LAMINAS Ne % No % Ne % No %

B. EVALUACION DE LA COLORACION

CALIDAD DEL EXTENDIDO

TOTAL DE Bueno Deficiente
LAMINAS No % Ne %

C.EVALUACION DEL EXTENDIDO + COLORACION D. CRITERIOS DE EVALUACION

PROMEDIO Ne % 75-100 % | BUENO
BUENO 60-74% | REGULAR
< 60 % | DEFICIENTE

Comentarios:

Recomendaciones:

Firma del evaluador Firma del responsable del lab.
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MANUAL DE PROCEDIMIENTOS TECNICOS DE LABORATORIO

Formulario 11: INFORME

RESULTADOS DE RELECTURA DE LAMINAS DE
BACILOSCOPIA DE LOS LABORATORIOS DE LA RED
DISA/DIRESA/GERESA

DISA/DIRESA/GERESA:
Nombre del laboratorio:

Supervisor:

Periodo de la colecta:

LABORATORIOS TOTAL DE TOTALDE N° DELAMINAS| TOTALDE
EVALUADOS LAMINAS DEL ANO| POSITIVOSALANO | EVALUADAS ERRORES

TOTAL

Firma del responsable del lab.
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