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INTRODUCCION

El Departamento de Laboratorios Clinicos en conjunto con el Servicio de Microbiologia Clinica
del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio Villegas, presentan en este

documento las normas para el laboratorio con nivel 2 de bioseguridad.

Aqui se indican las pautas basicas de comportamiento destinadas a prevenir factores de riesgo
laborales procedentes de agentes bioldgicos, fisicos y/o quimicos, relacionadas con el trabajo

gue en él se realiza.

El personal involucrado en los procesos que se llevaran a cabo en este laboratorio, debera
incorporar estas normas en todos los procedimientos qgue realicen, también es importante
resaltar que su puntual cumplimiento no eliminan el riesgo de un accidente, sin embargo si lo
previene en gran medida, ademas de establecer los procedimientos a seguir en caso de que

acurra.
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OBJETIVO DEL MANUAL

El presente documento tiene como objetivo definir los requisitos de bioseguridad necesarios

para favorecer el funcionamiento de un Laboratorio con nivel de bioseguridad 2, asi como

facilitar la identificacion de riesgos relacionados con el manejo de agentes infecciosos, el

manejo, transporte y desecho de muestras potencialmente infecciosas y la determinacion de

los procesos a realizar por los médicos, investigadores, quimicos y demas personai

involucrado en el desarrollo de actividades de dicho espacio controlado.
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MARCO JURIDICO

Constitucion Politica de los Estados Unidos Mexicanos
D.O.F. 05-1I-1917.
Ref. 26-02-2013.

Leyes

Ley General de Salud.
D.O.F. 07-11-1984.
Ref. 08-1V-2013.

Ley Federal de las Entidades Paraestatales.
D.0O.F.14-V-1986.
Ref. 09-1V-2012.

Ley de la Comisién Nacional de los Derechos Humarios.
D.OF. 29-VI-1992.
Ref. 15-VI-2012.

Ley Federal de Proteccion al Consumidor.
D.O.F. 24-X11-1992
Ref. 16-1-2013.

Ley Federal de Procedimiento Administrativo.
D.O.F. 04-VIlI-1994.
Ref. 09-1V-2012.

Ley Federal del Derecho de Autor.
D.O.F. 24-XI1-1996.
Ref. 27-1-2012.
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Ley de Nacionalidad.
D.O.F. 23-1-1998.
Ref. 23-1V-2012.

Ley de Adquisiciones, Arrendamientos y Servicios del Sector Publico.
D.O.F. 04-1-2000.
Ref. 16-1-2012.

Ley de Obras Publicas y Servicios Relacionados con las Mismas.
D.O.F. 04-1-2000.
Ref. 09-1V-2012.

Ley General de Proteccion Civil.
D.O.F. 12-V-2000.
Ref. 06-VI-2012.

Ley de los Institutos Nacionales de Salud.
D.O.F. 26-V-2000.
Ref. 30-V-2012.

Ley Federal de Responsabilidades Administrativas de los Servidores Publicos.

D.O.F. 13-11I-2002.
Ref. 15-VI-2012.

Ley Federal de Transparencia y Acceso a la Informacion Publica Gubernamental.

D.O.F. 11-VI-2002.
Ref. 08-VI1-2012.

Ley Federal para Prevenir y Eliminar |a Discriminacion.
D.O.F. 11-VI-2003.
Ref. 09-1V-2012.
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Ley General para la Prevencion y Gestién Integral de los Residuos.
D.O.F. 08-X-2003.
Ref. 30-V-2012.

Ley de Bioseguridad de Organismos Genéticamente Modificados.
D.O.F. 18-1l1-2005.

Ley Federal de Archivos.
D.O.F. 23-1-2012.

Ley General de Proteccion Civil.
D.O.F. 06-VI-2012.

Cédigos

Caddigo Civil Federal.
D.O.F. 26-V-1928.
Ref. 08-1V-2013.

Caodigo Penal Federal.
D.O.F. 14-VIII-1931.
Ref. 15-1-2013.

Cadigo Federal de Procedimientos Civiles.
D.O.F. 24-11-1943.
Ref. 09-1V-2012.

Cédigo Federal de Procedimientos Penales.
D.O.F. 30-VII-1934.
Ref. 25-1-2013.
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Reglamentos

Reglamento de la Ley de Informacion Estadistica y Geografica.
D.O.F. 03-XI-1982.
Ref. 24-111-2004.

Reglamento por el que se establecen las bases para la realizacién del internado de Pregrado
de la Licenciatura de Medicina.
D.O.F. 09-XI1-1983.

Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Prestacion de Servicios de Atencion
Médica.

D.O.F. 14-V-1986.

Ref. 04-X11-20089.

Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Control Sanitario de Actividades,
Establecimientos, Productos y Servicios.

D.O.F. 06-1-1987.

Ref. 27-1-2012.

Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Publicidad
D.O.F. 04-V-2000.
Ref. 19-1-2012

Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud.
D.O.F. 06-1-1987.
Ref. 27-1-2012

Reglamento de la Ley Federal de las Entidades Paraestatales.
D.O.F. 26-1-1990.
Ref.09-1V-2012.
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Reglamento de la Ley de Propiedad Industrial
D.O.F. 23-XI-1994.
Ref. 10-VI-2011.

Reglamento de la Ley Aduanera.
D.O.F. 06-VI-1996.
Ref. 28-X-2003.

Reglamento Federal de Seguridad, Higiene y Medio Ambiente de Trabajo.

D.O.F. 21-1-1997.
Aclaracion D.O.F. 28-1-1997.

Reglamento de la Ley Federal del Derecho de Autor.
D.O.F. 22-v-1998.
Ref. 14-1X-2005.

Reglamento de Insumos para la Salud.
D.O.F. 04-11-1998.
Ref. 17-V-2012.

Reglamento de la Ley Federal Sobre Metrologia y Normalizacion.

D.O.F. 14-1-1999.

Reglamento de Control Sanitario de Productos y Servicios.
D.O.F. 09-VIlI-1999.
Ref. 26-1-2011.

Reglamento de la Ley de Obras Publicas y Servicios Relacionados con las Mismas.

D.O.F. 28-V1I-2010.

Reglamento de la Ley de Adquisiciones, Arrendamientos y Servicios del Sector PUblico.

D.O.F. 28-VII-2010.
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Reglamento de procedimientos para la atencién de quejas medicas y gestion pericial de la
Comision Nacional de Arbitraje Médico.

D.O.F, 21-1-2003.

Ref. 25-VIi- 2006.

Reglamento de la Ley Federal de Transparencia y Acceso a la Informacion Publica
Gubernamental.

D.O.F. 11-VI-2003.

Ref. 08-VI- 2012.

Reglamento de la Ley del Impuesto sobre la Renta.
D.O.F. 17-X-2003.
Ref. 04-XII-2006.

Reglamento Interno del Sistema Nacional de Certificacion de Establecimientos de Atencion
Médica.
D.F.O. 19-V-2009.

Reglamento de becas del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia.
D.O.F. 08-XI1-2004.
Ref. 09-I\V-2012.

Reglamento del Articulo 122 de la Ley Federal de Proteccién al Consumidor.
D.O.F. 27-VIII-2007.

 Reglamento de Seguridad, Higiene y Medio Ambiente en el Trabajo del Sector Publico
Federal.
D.O.F. 29-XI-2006.

Reglamento de la Ley General para la Prevencion y Gestion Integral de los Residuos.
D.O.F. 30-XI1-2006.
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Reglamento de la Ley del Impuesto al Valor Agregado.
D.O.F. 4-XII-2006.

Reglamento de la Ley de Bioseguridad de Organismos Genéticamente Modificados.
D.O.F.19-111-2008.
Ref. 06-111-2009.

Reglamento de la Ley General de Acceso de las Mujeres a una Vida Libre de Violencia.
D.O.F. 11-111-2008.

Reglamento del Sistema Nacional de Investigadores.
D.O.F. 21-11-2008.

Ref. D.O.F. 25-VII-2011.

Aclaracion 02-V111-2011.

Reglamento de la Ley General para el Control de Tabaco.
D.O.F. 31-V-2009.

Reglamento Interior de la Comision para la Certificacién de Establecimientos de Atencién
Medica.

D.O.F. 22-VI-2009.

Ref. D.O.F. 22-VI-2012.

Reglamento de la Ley de Nacionalidad.
D.O.F. 17-VI-2009.

Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Publicidad
D.O.F. 04-V-2000.
Ref. 19-01-2012.
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Decretos

Decreto por el que se crea el Consejo Nacional para la Prevencion de Accidentes con el
objeto de proponer las acciones en materia de prevencion y control de accidentes a que se
refiere el articulo 163 de la Ley General de Salud.

D.O.F. 20-11I-1987.

Decreto por el que se crea la Comision Nacional de Arbitraje Médico.
D.O.F. 03-VI-1996.

Decreto por el que se establecen los criterios para el otorgamiento de condecoracién y
premios en materia de salud publica.

D.O.F. 12-111-1997.

Ref. 22-VI-2011.

Decreto por el que se reforma el Consejo Nacional para la prevencion y el control del
Sindrome de la Inmunodeficiencia Adquirida y se abroga el diverso por el que se crea el
Consejo Nacional para la prevencién y control del Sindrome de la Inmunodeficiencia
Adquirida, publicado el 24 de agosto de 1988.

D.O.F. 05-VII-2001.

Decreto por el que se establece el Sistema de Cartillas Nacionales de Salud.
D.O.F. 24-XlI-2002.
Fe de Erratas 28-11-2003.

Decreto por el que se crea el desconcentrado denominado Comision Nacional de Bioética.
D.O.F. 07-1X-2005.

Decreto para realizar la entrega-recepcion del informe de los asuntos a cargo de los
servidores publicos y de los recursos que tengan asignados al momento de separarse de su
empleo, cargo o comision.

D.O.F. 14-1X-2005.
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Decreto que establece las medidas de austeridad y disciplina del gasto de la Administracion
Publica Federal.
D.O.F. 04-X1I-2006.

Decreto por el que se establecen diversas medidas en materia de adquisiciones, uso de papel
y de la certificacion de manejo sustentable de bosques por la Administracién Publica Federal.
D.O.F. 05-1X-2007.

Decreto por el que se aprueba el Programa Especial de Mejora de la Gestién en la
Administracién Publica Federal 2008-2012.
D.O.F. 10-IX-2008.

Decreto por el que se establece el Reconocimiento en Enfermeria Maria Guadalupe Cerisola
Salcido.
D.O.F. 14-X1-2008.

Decreto por el que se aprueba el Programa Especial de Ciencia y Tecnologia 2008-2012.
D.O.F. 16-X1I-2008.

Acuerdos

Acuerdo por el que se crea la Comisién Interinstitucional para la formacion de Recursos
Humanos para la Salud.

D.O.F. 19-X-1983.

Acuerdo por el que se crea la Comisién Interinstitucional de Investigacién en Salud.
D.O.F. 19-X-1983.
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Acuerdo que crea la Comision Permanente de la Farmacopea de los Estados Unidos
Mexicanos.

D.O.F. 26-Xli-1984.

Ref. 22-VII1-2007.

Acuerdo por el que se crea el Comité de Investigacion en Salud.
D.O.F. 11-1-1985.

Acuerde Numero 55 por el que se integran los patronatos en las unidades hospitalarias de la
Secretaria de Salud y se promueve su creacion en los Institutos de Salud.
D.O.F.17-111-1986.

Acuerdo Numero 71 por el que se crea el sistema de Capacitacion y Desarrollo del Sector
Salud.
D.O.F. 20-1V-1987.

Acuerdo Namero 86 por el que se crea la Comisién Coordinadora de los Institutos Nacionales
de Salud.
D.O.F. 25-VIIi-1989.

Acuerdo 114 por el que se ordena la distribucion de habitaciones para investigadores de los
Institutos Nacionales de Salud.
D.O.F.08-X-1993.

Acuerdo por el que los titulares de las dependencias y entidades de la Administracion Publica
Federal del sector salud, consultaran a la Academia Nacional de Medicina y a la Academia
Mexicana de Cirugia para la instrumentacion de las politicas en materia de salud.

D.O.F. 26-1X-1994.

Acuerdo 130 por el que se crea el Comité Nacional de Vigilancia Epidemiolégica.
D.O.F. 06-1X-1995.
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Normas Oficiales Mexicanas

Norma Oficial Mexicana NOM-003-SSA2-1993 para la disposicion de sangre humana y sus
componentes con fines terapéuticos.

D.O.F. 18-VII-1994.

Aclaracion D.O.F. 8-1X-1994.

F.E.D.O.F 23-1I-1996.

Norma Oficial Mexicana NOM- 010-SSA2-1993 para la prevencion y control de la infeccion por
virus de la inmunodeficiencia humana.

D.O.F. 17-1-1995.

Ref. 21-VI-2000.

Norma Oficial Mexicana NOM-006-SSA2-1 993, Para la prevencion y control de la tuberculosis
en la atencién primaria a la salud.

D..O.F. 26-I-1995.

Ref. 27-1X-2005.

Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-1995 que establece los requisitos para la
separacion, envasado. Almacenamiento, recoleccién, transporte, tratamiento y disposicion
final de los residuos peligrosos biologico-infecciosos que se generen en establecimientos que
presten atencién médica.

D.O.F. 19-X1-1995.

Norma Oficial Mexicana NOM-005-SCT/2008 informacion de emergencia para el transporte de
substancias, materiales y residuos peligrosos.
D.O.F 14-VIIl-2008.

Norma Oficial Mexicana NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002 proteccion ambiental - Salud
ambiental - Residuos peligrosos biolégico-infecciosos - Clasificacién y especificaciones de
manejo.

D.O.F 17-11-2003.
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Norma Oficial Mexicana NOM-052-SEMARNAT-2005 que establece las caracteristicas, el
procedimiento de identificacién, clasificacion y los listados de los residuos peligrosos.
D.O.F 23-VI-2006.

Norma Oficial Mexicana NOM-004-SSA3-2012, Del expediente clinico.
D.O.F 15-X-2012.

Norma Oficial Mexicana NOM-253-8SA1-2012, Para la disposicién de sangre humana y sus
componentes con fines terapéuticos.
D.O.F 16-X-2012.

Norma Oficial Mexicana NOM-017-SSA2-2012, Para la vigilancia epidemiologica.
D.O.F 19-11-2012

Norma Oficial Mexicana NOM-024-SSA3-2010, Que establece los objetivos funcionales y
funcionalidades que deberan observar los productos de Sistemas de Expediente Clinico
Electrénico para garantizar la interoperabilidad, procesamiento, interpretacion,
confidencialidad, seguridad y uso de estandares y catalogos de la informacion de los registros
electronicos en salud.

D.O.F. 08-1X-2010.

Norma Oficial Mexicana NOM-026-NUCL-1999, Vigilancia meédica del personal
ocupacionalmente expuesto a radiaciones ionizantes.
D.O.F. 05-VI11-1999.

Norma Oficial Mexicana NOM-017-SSA2-1994 para la vigilancia epidemioldgica.
D.O.F. 11-X-1999.

Norma Oficial Mexicana NOM-005-SSA3-2010, que establece los requisitos minimos de
infraestructura y equipamiento de establecimientos para la atencién médica de pacientes
ambulatorios.

D.O.F. 16-VI1-2010.
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Norma Oficial Mexicana NOM-173-SSA1-1998, para la atencién integral a personas con
discapacidad.
D.O.F. 19-X1-1999.

Norma Oficial Mexicana NOM-170-SSA1-1998 para la practica de anestesiologia.
D.O.F. 10-1-2000.

Norma Oficial Mexicana NOM-007-SSA3-2011, Para la organizacion y funcionamiento de los
laboratorios clinicos.
D.O.F. 27-Hl1-2012

Norma Oficial Mexicana NOM-028-SSA2-1999, para la prevencion, tratamiento y control de
las adicciones.

D.O.F. 15-1X-2000.

Ref. 07-X-2010

Norma Oficial Mexicana NOM-020-SSA2-1994, para la prestacién de servicios de atencion
meédica en unidades moviles tipo ambulancias.
D.O.F. 11-1V-2000.

Norma Oficial Mexicana NOM-031-SSA2-1999 para la atencién a la salud del nifio.
D.O.F. 09-11-2001.

Norma Oficial Mexicana NOM-032-SSA3-2010 asistencia social. Prestacion de servicios de
asistencia social para nifios, nifias y adolescentes en situacion de riesgo y vulnerabilidad.
D.O.F. 26-11-2011.

Norma Oficial Mexicana NOM-208-SSA1-2002 Regulacion de los Servicios de Salud para la
practica de ultrasonografia diagnéstica.
D.O.F. 04-111-2004.
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Norma Oficial Mexicana NOM-205-SSA1-2002, Para la practica de la cirugia mayor
ambulatoria.
D.O.F. 27-VII-2004.

Norma Oficial Mexicana NOM-206-SS1-2002 regulacién de los servicios de salud que
establece los criterios de funcionamiento y atencién en los servicios de urgencias de los
establecimientos de atencién médica.

D.O.F. 15-1X-2004.

Norma Oficial Mexicana NOM-040-SSA2-2004, En materia de informacién en salud.
D.O.F 28-1X-2005.

Norma Oficial Mexicana NOM-137-SSA1-2008, Etiquetado de dispositivos médicos
D.O.F. 12-XI1-2008.

Norma Oficial Mexicana NOM-045-SSA2-2005, Para la vigilancia epidemiolégica, prevencion
y control de las infecciones nosocomiales.
D.O.F. 20-X1-20089.

Norma Oficial Mexicana NOM-030-STPS-2009, Servicios preventivos de seguridad y salud en
el trabajo-Funciones y actividades.
D.O.F. 22-XII-2009.

Norma Oficial Mexicana de Emergencia NOM-EM-003-SSA2-2008, Para la vigilancia
epidemiolégica, prevencién y control de enfermedades transmitidas por vector (vigente por
seis meses a partir de su prorroga)

D.O.F. 02-1V-2009.

Norma Oficial Mexicana NOM-030-SSA2-1999, para la prevencion, tratamiento y control de la
hipertension arterial.

D.O.F. 17-1-2001

REF. 31-V-2010
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Norma Oficial Mexicana NOM-003-SSA3-2010, Para la practica de la hemodialisis
D.O.F. 08-VII-2010.

Norma Oficial Mexicana NOM-008-SSA3-2010, Para el tratamiento integral del sobrepeso y la
obesidad.
D.O.F.4-VIlI-10.

Norma Oficial Mexicana NOM-024-SSA3-2010, Que establece los objetivos funcionales y
funcionalidades que deberan observar los productos de Sistemas de Expediente Clinico
Electronico para garantizar la interoperabilidad, procesamiento, interpretacion,
confidencialidad, seguridad y uso de estandares y catalogos de la informacién de los registros
electrénicos en salud

D.O.F.8-1X-2010.

Norma Oficial Mexicana NOM-015-SSA2-2010, Para la prevencion, tratamiento y control de la
diabetes mellitus.
D.0.F.23-X-2010.

Norma Oficial Mexicana NOM-249-SSA1-2010, Mezclas estériles: nutricionales y
medicamentosas, e instalaciones para su preparacion
D.O.F 4-11I-2011.

Norma Oficial Mexicana NOM-032-SSA2-2010, Para la vigilancia epidemiolégica, prevencion
y control de las enfermedades transmitidas por vector.
D.O.F. 01-VI-2011.

Norma Oficial Mexicana NOM-006-SSA3-2011, Para la practica de la anestisiologia.
D.O.F.. 22-1ll-2012.

Norma Oficial Mexicana NOM-253-SSA1-2012, Para la disposicion de sangre humana y Sus
componentes con fines terapéuticos.
D.O.F 16-X-2012.
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Norma Oficial Mexicana NOM-022-SSA2-2012, Para la prevencion y control de la brucelosis
en el ser humano.
D.O.F.. 11-VII-2012.

Norma Oficial Mexicana NOM-037-SSA2-2012, Para la prevencion, tratamiento y control de
las dislipidemias.
D.O.F.. 13-VIl-2012.

Norma Oficial Mexicana NOM-026-SSA3-2012, Para la practica de la cirugia mayor
ambulatoria.
D.O.F.. 07-VIiI-2012.

Norma Oficial Mexicana NOM-015-SSA3-2012, Para la atencién integral a personas con
discapacidad.
D.O.F.. 14-1X-2012

Norma Oficial Mexicana NOM-022-SSA2-2012, Para la prevencién y control de la brucelosis
en el ser humano.
D.O.F. 11-VII-2012.

NORMA Oficial Mexicana NOM-037-SSA2-2012, Para la prevencion, tratamiento y control de
las dislipidemias.
D.O.F. 13-VIi-2012.

Norma Oficial Mexicana NOM-026-SSA3-2012, Para la practica de la cirugia mayor
ambulatoria.
D.O.F. 07-Vil-2012.

Norma Oficial Mexicana NOM-017-SSA3-2012, Regulacién de servicios de salud. Para la
practica de la acupuntura humana y métodos relacionados.
D.OF. 18-1X-2012
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Norma Oficial Mexicana de Emergencia NOM-EM-001-SSA1-2012, Medicamentos
biotecnoldgicos y sus biofarmacos. Buenas practicas de fabricacion. Caracteristicas técnicas y
cientificas que deben cumplir éstos para demostrar su seguridad, eficacia y calidad.
Etiquetado. Requisitos para realizar los estudios de biocomparabilidad y farmacovigilancia
D.O.F. 21-VIIi-2012

Norma Oficial Mexicana NOM-241-SSA1-2012. Buenas practicas de fabricacion para
establecimientos dedicados a la fabricacion de dispositivos médicos
D.O.F. 11-X-2012

Planes y Programas

Programa Nacional de Salud 2007-2012.
D.O.F. 16-X-2007.

Plan Nacional de Desarrollo 2007-2012.
D.O.F. 31-VV-2007.

Programa Sectorial de Salud 2007-2012.
D.O.F. 17-1-2008.

Cuadros Basicos

Cuadro Basico y Catalogo de Instrumental y Equipo Médico.
Edicién 2010.

D.O.F. 23-v-2011.

12. Actualizacion D.O.F. 20-VIl-2011
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Cuadro Basico y Catalogo de Medicamentos
Edicion 2010.

D.O.F. 13-V-2011.

22 Actualizacion D.O.F. 20-VII-2011.

Sexagésima Tercera Actualizacion del Catélogo de Medicamentos Genéricos.
D.O.F. 07-X1-2008.
Modif. 17-1-2011.

Quincuagesima Primera Actualizacion del Catalogo de Medicamentos Genéricos
Intercambiables.
D.O.F. 07-XI1-2008.

Cuadro Basico y Catalogo de Auxiliares de Diagnostico. |
2a. Actualizacion Edicion 2009.
D.O.F. 29-VI-2010.

Cuadro Basico y Catalogo de Material de Curacion.
Edicién 2010.
D.O.F. 06-V-2011.

Quinta Actualizacion del Cuadro Basico y Catalogo de Medicamentos.
Edicién 2009.
D.O.F. 04-X1-2011.

Sexta Actualizacién de la Edicién 2010 del Cuadro Basico y Catalogo de Medicamento
D.O.F. 26-X11-2011.

Octava Actualizacién de la Edicion 2010 del Cuadro Basico y Catélogo de Medicamentos
D.O.F. 28-11-2012 ACUERDO que autoriza los Lineamientos de Racionalidad y Austeridad

Presupuestaria para el Ejercicio Fiscal 2012, asi como la autorizacién para su publicacion..
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Cuadro Basico de Instrumental y Equipo Médico.
Edicién 2009. Cuarta Actualizacion.
D.O.F. 15-111-2011.

Cuadro Basico y Catalogo de Material de Curacion: Tomo Il Material de Osteosintesis y
Endoproétesis,

Edicion 2011

D.O.F. 04-V-2012

Edicién 2011 del Cuadro Basico y Catalogo de Instrumental y Equipo Médico: Tomo |
Instrumental Médico
D.O.F. 11-v-2012

Primera Actualizacién de la Edicion 2011 del Cuadro Basico y Catalogo de Medicamentos
D.O.F. 15-V-2012

Edicion 2011 del Cuadro Basico y Catalogo de Instrumental y Equipo Médico: Tomo Il Equipo
Medico.
D.O.F. 18-V-2012

Segunda Actualizacion de la Edicion 2011 del Cuadro Basico y Catalogo de Medicamentos.
D.O.F. 29-V-2012

Tercera Actualizacion de la Edicion 2011 del Cuadro Basico y Catalogo de Medicamentos
D.O.F. 13-VI-2012

Nota Aclaratoria a la Tercera Actualizacién de la Edicién 2011 del Cuadro Basico y Catalogo
de Medicamentos,

publicada el 13 de junio de 2012.

D.O.F. 05-1X-2012
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Primera Actualizacion de la Edicion 2011 del Cuadro Basico y Catalogo de Material de
Curacion (Tomo I).
D.O.F. 21-VIlI-2012.

Primera Actualizacion de la Edicién 2011 del Cuadro Basico y Catalogo de Material de
Osteosintesis y Endoprotesis (Tomo ll).
D.O.F. 21-VIil-2012.

Primera Actualizacién de la Edicion 2011 del Cuadro Basico y Catalogo de Auxiliares de
Diagnéstico.
D.O.F. 21-VIII-2012

Nota Aclaratoria a la Tercera Actualizacion de la Edicion 2011 del Cuadro Basico y Catalogo
de Medicamentos, publicada el 13 de junio de 2012.
D.O.F. 05-1X-2012

Primera Actualizacién de la Edicion 2011 del Cuadro Basico y Catélogo de Material de
Curaciéon (Tomo ).
D.O.F. 21-Viil-2012.

Primera Actualizacién de la Edicién 2011 del Cuadro Basico y Catalogo de Material de
Osteosintesis y Endoprotesis (Tomo lI).
D.O.F. 21-VIil-2012.

Primera Actualizacién de la Edicion 2011 del Cuadro Basico y Catalogo de Auxiliares de
Diagnostico.
D.O.F. 21-VIil-2012.

Octava Actualizacién de la Edicion 2011 del Cuadro Basico y Catalogo de Medicamentos
D.O.F. 08-X-2012
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Nota Aclaratoria a la Sexta Actualizacion de la Edicion 2011 del Cuadro Basico y Catalogo de
Medicamentos, publicada el 4 de septiembre de 2012
D.O.F. 10-X-2012

Sexta Actualizacion de la Edicion 2011 del Cuadro Basico y Catalogo de Medicamentos
D.O.F. 04-1X-2012.

Nota Aclaratoria a la Tercera Actualizacion de la Edicion 2011 del Cuadro Basico y Catélogo
de Medicamentos, publicada el 13 de junio de 2012
D.O.F. 05-1X-2012.

Séptima Actualizacion de la Edicion de 2011 del Cuadro Basico y Catalogo de Medicamentos
D.O.F. 13-1X-2012.

Nota Aclaratoria a la Primera Actualizacién de la Edicion 2011 del Cuadro Basico y Catalogo
de Auxiliares de Diagnéstico, publicada el 21 de agosto de 2012
D.O.F. 13-1X-2012.

Lineamientos

Lineamientos que deben observar las dependencias y entidades de la Administracion Publica
en la recepcion, procesamiento y tramite de las solicitudes de acceso a la informacion
gubernamental que formulen los particulares, asi como las resoluciones y notificacién, y la
entrega de informacion en su caso, con exclusién de las solicitudes de acceso a datos
personales y su correccion,

D.O.F. 12-VI-2003.

Ref. 02-XII-2008.

Lineamientos especificos para la aplicacién y seguimiento de las medidas de austeridad y
disciplina del gasto de la Administracion Plblica Federal.

D.O.F. 29-X11-2006.

Ref. 14-V-2007.
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ACUERDO por el que se modifica el diverso por el que se dan a conocer los tramites y
servicios, asi como los formatos que aplica la Secretaria de Salud, a través de la Comision
Federal para la Proteccién contra Riesgos Sanitarios, inscritos en el Registro Federal de
Tramites y Servicios de la Comision Federal de Mejora Regulatoria publicado el 28 de enero
de 2011.

D.O.F. 18-VII-2012.

Documentos Normativos

Normas Generales para el Registro, afectacion, disposicion final y baja de bienes muebles de
la Administracion Publica Federal Centralizada.
D.O.F. 30-XI11-2004.

Normas que regulan los viaticos y pasajes para las comisiones en el desempefio de funciones
en la Administracion Pablica Federal.
D.O.F. 28-XII-2007.

Lista de valores minimos para desechos de bienes muebles que generen las dependencias y
entidades de la Administracién Publica Federal.
D.O.F. 30-VI-2011.

Relacién unica de la normativa del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias Ismael
Cosio Villegas
D.O.F. 10-1X-2010.

Adicién a la Relacion unica de la normativa del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias Ismael Cosio Villegas.
D.O.F. 01-VI-2011.

Lineamientos para la elaboracion e integracion de Libros Blancos y de Memorias
Documentales.
D.O.F. 04-X-2011.
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lll. RESPONSABILIDAD

1. RESPONSABLE DEL LABORATORIO}

Dr. José Arturo Martinez Orozco

Encargado del Servicio de Microbiologia Clinica.

2. REPRESENTANTE DE LA DIRECCION

Dr. Victor G. Hernandez Morales

Subdirector de Servicios Auxiliares de Diagnéstico y Paramedicos

3. RESPONSABILIDAD DEL PERSONAL DE LABORATORIO CLINICO

Q.F.B. Elia Maria Flores Pérez
Coordinadora del Servicio de Microbiologia Clinica
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IV. CcODIGO DE PRACTICAS

;!

ALCANCE

Agente: Mycobacterium spp. Exceptuando M. tuberculosis, M. bovis o M. leprae

Pike informé 40 casos de “tuberculosis” no pulmonar que se creia estaban relacionados
con accidentes o incidentes en el laboratorio o en la sala de autopsia66. Presuntamente,
estas infecciones se debieron a mycobacterias que no eran ni M. tuberculosis ni M. bovis.
Varias micobacterias que son por naturaleza ubicuas se asocian con enfermedades
distintas de la tuberculosis y de la lepra en humanos, animales domeésticos y en el reino
salvaje. Estos organismos Sson caracteristicamente infecciosos pero no contagiosos.
Clinicamente, las enfermedades asociadas con infecciones provocadas por estas

micobacterias “atipicas” se pueden dividir en tres categorias generales:

e Enfermedades pulmonares parecidas a la tuberculosis, que pueden asociarse a la
infeccion provocada por M. kansasii, complejo de M. avium y, rara vez, por M.
xenopi, M. malmoense, M. asiaticum, M. simiae y M. szulgai.

o Linfadenitis, que puede asociarse con la infeccion provocada por M. scrofulaceum,
complejo de M. avium y, rara vez, por M. foruitum y M. kansasii.

o Ulceras de piel e infecciones de heridas del tejido blando, que pueden asociarse
con la infeccién provocada por M. ulcerans, M. marinum, M. fortuitum y M.

chelonei.

Riesgos de laboratorio: Los agentes pueden estar presentes en esputos, exudados de
lesiones, tejidos y muestras ambientales (por ejemplo, suelo y agua). Los principales
riesgos de laboratorio asociados con los materiales y cultivos clinicos son el contacto
directo de la piel o las membranas mucosas con materiales infecciosos, la ingestion y la
inoculacion parenteral accidental. Los aerosoles infecciosos generados durante la

manipulacion de caldos de cultivos o de homogenatos de tejidos de estos organismos
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asociados con enfermedad pulmonar representan un peligro potencial de infeccion para

el personal de laboratorio.

Precauciones Recomendadas: Para las actividades que implican la manipulacién de
materiales y cultivos clinicos de Mycobacterium spp., que no sea ni M. tuberculosis ni M.
bovis, se recomiendan las practicas, el equipo de contencién y las instalaciones del Nivel
de Bioseguridad 2. Para los estudios con animales con mycobacterias que no sean M.
tuberculosis, M. bovis o M. leprae, se recomiendan las practicas, el equipo de contencién
y las instalaciones del Nivel de Bioseguridad Animal 2. Actualmente, no hay vacunas

disponibles para su uso en humanos.

Agente: Mycobacterium tuberculosis, M. bovis. Las infecciones con Mycobacterium
tuberculosis y M. bovis (incluida la BCG) constituyen un peligro probado para el personal
de laboratorio, asi como para otras personas que puedan estar expuestas a aerosoles
infecciosos en el laboratorio. Se ha informado que la incidencia de tuberculosis en el
personal de laboratorio que trabaja con M. tuberculosis es tres veces mayor que la de
quienes no trabajan con el agente. Los primates infectados natural o experimentalmente
son una fuente probada de infeccion humana (por ejemplo, la tasa anual de conversion
de tuberculina en el personal que trabaja con primates infectados es aproximadamente
70/10.000 en comparacion con una tasa de menos de 3/10.000 en la poblacién general).
Los cobayos o ratones infectados experimentalmente no presentan el mismo problema,
ya que estas especies no producen niicleos de gotitas al toser; sin embargo, la camilla de

animales infectados puede contaminarse y servir como fuente de aerosoles infecciosos.

Riesgos de laboratorio: Los bacilos de tuberculosis pueden presentarse en el esputo, en
los fluidos de lavaje gastrico, en el fluido cerebroespinal, en la orina y en lesiones de
varios tejidos74. El peligro mas importante que se encuentra es la exposicién a aerosoles
generados en el laboratorio. Los bacilos de tubérculos pueden sobrevivir en especimenes
fijados con calor y se pueden aerosolizar en la preparacion de secciones congeladas y
durante la manipulacion de cultivos liquidos. Debido a la baja dosis infecciosa de M.
tuberculosis en humanos (es decir, ID50 <10 bacilos) y, en algunos laboratorios, a la alta
tasa de aislamiento de organismos acidorresistentes de especimenes clinicos (>10%), los
esputos y otros especimenes clinicos de casos de tuberculosis sospechada o conocida
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deben considerarse potencialmente infecciosos y deben ser manipulados con la

precaucion correspondiente.

Precauciones Recomendadas: Para las manipulaciones de especimenes clinicos donde
no hay aerosoles, como la preparacion de especimenes acidorresistentes, se
recomiendan las practicas, el equipo de contencién y las instalaciones del Nivel de
Bioseguridad 2. Todas las actividades que generen aerosoles deben realizarse en un
Gabinete de Seguridad Bioldgica Clase | o Il. Se recomienda el uso de una bandeja
corrediza con calor, en lugar de una de secado por llamas. La licuacion y la concentracion
de esputos para la coloracion de acidorresistencia también se pueden realizar en forma
segura en la mesada, tratando previamente el espécimen (en un Gabinete de Seguridad
Clase | o II) con un volumen equivalente al 5% de solucion de hipoclorito de sodio

(blanqueador doméstico no diluido) y esperande 15 minutos antes del centrifugado.

Para las actividades de laboratorio de propagacién y manipulacién de cultivos de M.
tuberculosis o M. bovis y para estudios con animales utilizando primates no humanos
infectados natural o experimentalmente con M. tuberculosis o M. Bovis, se recomiendan
las practicas, el equipo de contencién y las instalaciones del Nivel de Bioseguridad 3. Los
estudios con animales utilizando cobayos o ratones se pueden realizar implementando el
Nivel de Bioseguridad Animal 2.

2. ACCESO

21 El simbolo y signo internacional de peligro biolégico estaran colocados en ias
puertas donde se manipulen microorganismos del grupo de riesgo 2 o superior en
este caso Mycobacterium spp. Signo legible y no borrado.

22  Sélo podra entrar en las zonas de trabajo del laboratorio el personal autorizado el
cual tendra acceso por huella digital. Entrada limitada al personal informado de
todos los riesgos.

2.3 Las puertas del laboratorio se mantendran cerradas.

94 No se autorizara ni permitira la entrada de nifios en las zonas de trabajo del

laboratorio.
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. ACCESO RESTRINGIDO.
SOLO PERSONAL AUTORIZADO

Nivel de bioseguridad:

Investigador encargado:

En caso de emergencia, avisese a:

Teléfono diurno:;

Teléfono particular:

Las autorizaciones de entrada deheran solicitarse al
investigador encargado mencionado mas arriba
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3. PROTECCION PERSONAL

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6
3.7

3.8

39

3.10

3.1

3.12

Se usaran en todo momento batas y/o uniformes especiales para llevar a cabo el
trabajo dentro del laboratorio.

Se usaran guantes protectores apropiados para todos los procedimientos que
puedan entrafiar contacto directo o accidental con sangre, liquidos corporales y
otros materiales potencialmente infecciosos. Una vez utilizados, los guantes se
retiraran de forma aséptica y a continuacién se lavaran las manos.

El personal deberd lavarse las manos después de manipular materiales
infecciosos, asi como antes de abandonar las zonas de trabajo del laboratorio.

Se usaran gafas de seguridad, viseras u otros dispositivos de proteccion cuando
sea necesario proteger los ojos y el rostro de salpicaduras, impactos y fuentes de
radiacion ultravioleta artificial.

Estara prohibido usar las prendas protectoras fuera del laboratorio, por ejemplo en
cantinas, cafeterias, oficinas, bibliotecas, salas para el personal y bafos.

No se usara calzado sin puntera.

En las zonas de trabajo estara prohibido comer, beber, fumar, aplicar cosméticos
o manipular lentes de contacto.

Estara prohibido almacenar alimentos o bebidas para consumo humano en las
zonas de trabajo del laboratorio.

La ropa protectora de laboratorio no se guardard en los mismos armarios o
taquillas que la ropa de calle.

Se recuerdan al personal del laboratorio las inmunizaciones/pruebas apropiadas
para los agentes que se manejan, en este caso se haré registro de vacuna BCG y
PPD en caso de contar con ellos.

Se recurre a los servicios médicos apropiados para las evaluaciones médicas, la
vigilancia y el tratamiento de la exposicién ocupacional. En este caso se enviara al
servicio de urgencias del hospital y/o sera valorado por el médico infectologo Jefe
de Servicio.

Se usa proteccion facial cuando se trabaja con material infeccioso fuera de la CSB

con agentes infecciosos y antes de salir del laboratorio
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4. PROCEDIMIENTOS (Generalidades)

El llevar a cabo los procedimientos en el laboratorio se deberan respetar los siguientes

puntos.

4.1

42

4.3

Pipetas:

4.1.1 Estara estrictamente prohibido pipetear con la boca.

4.1.2 Todas las pipetas tendran tapones de algodén para reducir la
contaminacion de los dispositivos de pipeteo.

4.1.3 No debe mezclarse el material infeccioso aspirando y soplando
alternativamente a través de una pipeta.

4.1.4 No se expulsaran a la fuerza los liquidos de una pipeta.

4.1.5 Son preferibles las pipetas aforadas con una muesca superior y ofra
inferior, ya que no exigen la expulsion de la Gltima gota.

4.1.6 Las pipetas contaminadas deben sumergirse completamente en un
desinfectante adecuado contenido en un recipiente irrompible vy
permanecer en &l durante un tiempo suficiente antes de tirarlas.

4.1.7 Debe colocarse un recipiente para las pipetas usadas dentro (no fuera) de
la CSB. No deben utilizarse para pipetear jeringuillas provistas de aguja
hipodérmica.

4.1.8 En vez de agujas, existen dispositivos para abrir los frascos tapados con
un diafragma que permiten usar pipetas y evitar el uso de agujas y
jeringuillas hipodérmicas.

4.1.9 Para evitar la dispersién del material infeccioso que caiga accidentalmente
de una pipeta, se recubrira la superficie de trabajo con material absorbente,
que se desechara como residuo infeccioso una vez utilizado.

No se colocara ningln material en la boca ni se pasara la lengua por las etiquetas.

Nunca se insuflara aire en un liquido gue contenga agentes infecciosos.

Todos los procedimientos técnicos se practicaran de manera que se reduzca al

minimo la formacion de aerosoles y goticulas.




MANUAL DE BIOSEGURIDAD NIVEL 2
LABORATORIOS q ° BMAXG L, 2010
—— INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES O'fr‘o Rew.0
RESPIRATORIAS INER " '
ISMAEL COSIO VILLEGAS Hoja: 34 De: 114

4.4 Se limitara el uso de jeringuillas y agujas hipodérmicas, que no se utilizaran en
lugar de dispositivos de pipeteo ni con ningun fin distinto de las inyecciones por
via parenteral o la aspiracion de liquidos de las muestras de laboratorio.

45 Todos los derrames, accidentes y exposiciones reales o potenciales a materiales
infecciosos se comunicaran al supervisor del laboratorio, en este caso la
coordinadora o el médico jefe de servicio. Se mantendra un registro escrito de

esos accidentes e incidentes.

46 Se aplican procedimientos para reducir al minimo los aerosoles y salpicaduras.

Para evitar la dispersién de material infeccioso:

461 A fin de evitar gque su carga caiga prematuramente, las asas
microbiolégicas deben tener un diametro de 2-3mm y terminar en un
anillo completamente cerrado. Los mangos no deben tener mas de 6cm
de longitud para reducir la vibracién al minimo.

462 Para evitar el riesgo de que se produzcan salpicaduras de material
infeccioso al flamear las asas en el mechero de Bunsen, se utilizara un
microincinerador eléctrico cerrado para esterilizar las asas. Es preferible
utilizar asas desechables que no necesitan volver a ser esterilizadas.

463 Al secar muestras de esputo debe procederse con cuidado para evitar la
creacién de aerosoles.

46.4 Las muestras y los cultivos desechados destinados a la autoclave o a la
eliminacién se colocaran en recipientes impermeables, como las bolsas
de desechos de laboratorio. La parte superior se cerrard (con cinta de
autoclave) antes de tirarlas a los recipientes para desechos.

465 Las zonas de trabajo se descontaminaran con un desinfectante apropiado

después de cada periodo de trabajo.

4.7 Se elaborara y seguira un procedimiento escrito para la limpieza de todos los
derrames.

48 Los liquidos contaminados deberan descontaminarse (por medios quimicos o
fisicos) antes de eliminarlos por el colector de saneamiento.

49 Los documentos escritos que hayan de salir del laboratorio se protegeran de la

contaminacién mientras se encuentren en éste. Los formularios de peticion de
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4.10

4.1

examen de la muestra no se colocaran alrededor de los recipientes, sino por

separado, preferiblemente en sobres impermeables.

Para evitar fugas o derrames accidentales, deben utilizarse envases/embalajes

secundarios (cajas) equipados con gradillas, de modo que los recipientes que

contienen las muestras se mantengan en posicién vertical. Los envases/embalajes

secundarios pueden ser de metal o de plastico, pero deben poderse tratar en

autoclave o ser resistentes a la accion de los desinfectantes guimicos; de

preferencia, el cierre debe tener una junta que garantice la estanqueidad. Deberan

descontaminarse periédicamente.

Uso de las camaras de seguridad biolégica;

4.11.1

4.11.2
4.11.3

4.11.4

4.11.5

4116

4.11.7
4.11.8

Se explicara a todos los posibles usuarios el modo de empleo y las
limitaciones de estas camaras tomando como referencia las normas
nacionales y las publicacicnes pertinentes. El personal recibira protocolos
escritos o manuales de seguridad o de operacién. En particular, ha de
quedar claro que la cdmara no protege al frabajador de derrames, roturas
o técnicas incorrectas.

La camara no debe utilizarse si no funciona correctamente.

La ventana de vidrio transparente no debe abrirse mientras se esta
utilizando la camara.

Los aparatos y materiales introducidos en la camara deben reducirse al
minimo y no deben bloquear la circulacién del aire en la camara de
distribucion trasera.

No deben utilizarse mecheros de Bunsen en el interior de la camara, ya
que el calor producido perturbara el flujo de aire y puede dafiar los filtros.
Puede permitirse el uso de un microincinerador, aunque es preferible
utilizar asas estériles desechables.

Todo el trabajo debe hacerse en la zona media o posterior de la
superficie de trabajo y ser visible a través de la ventana.

El paso de personas por detras del trabajador debe reducirse al minimo.
El trabajador no debe alterar el flujo de aire al sacar y volver a introducir

repetidas veces los brazos.
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4119 Las rejillas de aire no deben estar bloqueadas con papeles, pipetas u
otros materiales, pues con ello se perturba el flujo de aire y puede
provocarse la contaminacion del material y la exposicion del trabajador.

411,10 La superficie de la CSB debera limpiarse con un pafio empapado con un
desinfectante apropiado una vez terminado el trabajo y al final del dia.

4.11.11 El ventilador de la camara se encenderd al menos 5 minutos antes de
empezar el trabajo y debe seguir funcionando al menos durante 5
minutos después de concluido el trabajo.

4.11.12 Nunca se introduciran papeles en las CSB.

Uso de las centrifugadoras:

4121 El funcionamiento mecanico satisfactorio es un requisito de la seguridad
microbiolégica del empleo de centrifugadoras en el laboratorio.

412.2 Las centrifugadoras se utilizaran segin las instrucciones del fabricante.

412.3 Las centrifugadoras deben colocarse a una altura tal que los trabajadores
puedan ver la cubeta para colocar correctamente los soportes y los
cestillos.

4.12.4 Los tubos de la centrifugadora y los recipientes de muestras destinados al
uso en la centrifugadora deben estar fabricados de vidrio grueso o,
preferiblemente, de plastico, y deben inspeccionarse para detectar
defectos antes de usarlos.

4125 Los tubos y los recipientes para muestras deben estar siempre bien
cerrados (con tapon de rosca si es posible) para la centrifugacion.

4.12.6 Los cestillos deben cargarse, equilibrarse, cerrarse y abrirse en una CSB.

4127 Los cestillos y los soportes se deben emparejar por el peso y equilibrar
correctamente con los tubos en su sitio.

4128 El espacio que debe dejarse entre el nivel del liquido y el borde de cada
tubo de centrifugacién debe ser especificado en las instrucciones del
fabricante.

4129 Para equilibrar los cestillos vacios se empleara agua destilada o alcohol
(propanol al 70%). No se empleara suero salino ni solucion de hipoclorito

porque ambos productos corroen los metales.
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413

4.12.10

412.11

4.12.12

412.13

4.12.14

41215

Cuando se utilicen rotores de cabeza angular, debe velarse por que el
tubo no esté excesivamente cargado, ya que puede haber fugas del
liquido.

El interior de la cubeta de la centrifugadora se inspeccionara a diario para
observar si existen manchas o suciedad en el rotor. Si éstas son
manifiestas, se deben examinar de nuevo los protocolos de
centrifugacion.

Los rotores y los cestillos de la centrifugadora deben observarse
diariamente para detectar signos de corrosion y grietas.

Los cestillos, los rotores y la cubeta de la centrifugadora deben
descontaminarse después de cada uso.

Después del uso, los cestillos se depositaran en posicion invertida a fin
de vaciarel liquido utilizado para equilibrar.

Al utilizar centrifugadoras pueden expulsarse particulas infecciosas
fransportadas por el aire, el empleo de una buena técnica de
centrifugacion y de tubos tapados correctamente ofrece proteccion

suficiente contra los aerosoles infecciosos y la dispersion de particulas.

Uso de homogeneizadores, agitadores, mezcladores y desintegradores

ultrasonicos:

4.13.1

4.13.2

413.3

No deben utilizarse homogeneizadores domésticos (de cocina) en el
laboratorio, pues pueden tener fugas o desprender aerosoles. Los
mezcladores y homogeneizadores de laboratorioc son méas seguros.

Los tapones y los recipientes o frascos deben estar en buenas
condiciones, sin deformaciones ni fisuras. Los tapones deben ajustar bien
y las juntas deben estar en buen estado.

Durante el funcionamiento de los homogeneizadores, agitadores y
desintegradores ultrasénicos se produce un aumento de la presién dentro
del recipiente, con lo que pueden desprenderse entre la tapa y el
recipiente aerosoles con materiales infecciosos. Se usaran recipientes de
plastico, en particular de politetrafluoroetileno (PTFE), porque el vidrio

puede romperse y liberar material infeccioso, e incluso herir al trabajador.
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414

4.15

4.13.4 Durante su utilizacién, hay que recubrir los aparatos con una funda fuerte
de plastico transparente, que se desinfectard una vez usada. Siempre
que sea posible, estos aparatos, con su funda de plastico, se utilizaran
dentro de una CSB.

4.13.5 Una vez terminada la operacion, el recipiente se abrira en una CSB.

4.13.6 Las personas que utilicen desintegradores ultrasénicos deben llevar

proteccién auditiva.

Mantenimiento y uso de refrigeradores y congeladores:

4.14.1 Los refrigeradores, congeladores y recipientes de nieve carbénica deben
descongelarse y limpiarse periédicamente; se eliminaran todos los tubos,
ampollas y otros objetos que se hayan roto durante el almacenamiento.
Durante la limpieza se debe utilizar proteccién facial y guantes de goma
gruesa. Después de la limpieza se desinfectaran las superficies interiores
de la camara.

4142 Todos los recipientes almacenados en refrigeradores y congeladores
deben llevar etiquetas bien claras con el nombre cientifico del contenido,
la fecha de almacenamiento y el nombre de la persona que los ha
almacenado. Los materiales sin etiquetas y anticuados deben tratarse en
la autoclave y desecharse.

4.14.3 Debe mantenerse un inventario del contenido de los refrigeradores y
congeladores.

4144 No deben guardarse nunca soluciones inflamables en refrigeradores,
excepto si estos son a prueba de explosion. En las puertas de los
refrigeradores se colocaran advertencias al respecto.

Recoleccion, etiguetado y transporte de muestras:

4.15.1 Se seguiran siempre las precauciones normalizadas; se usaran guantes
en todos los procedimientos.

4152 Los tubos se colocaran en recipientes apropiados para el transporte al
laboratoric y dentro del laboratorio. Los formularios de peticion de
examen se colocaran en bolsas o sobres impermeables separados.

4.15.3 El personal de recepcién no debe abrir estas bolsas.
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4.16

417

4.15.4

4.15.5

4.15.6
4157

4.15.8

4.15.9

4.15.10

Las muestras infecciosas se transportan fuera de la CSB en recipientes
aprobados, siguiendo las normas de transporte aprobadas.

Los recipientes para muestras son de plastico, deben ser fuertes y no
permitir fugas cuando la tapa o el tapén estén correctamente colocados.
En el exterior del recipiente no debe quedar ningun material.

Los recipientes han de estar correctamente rotulados para facilitar su
identificacion.

Debido a que se reciben un elevado numero de muestras se destina un
local 0 zona especial con este propésito.

El personal que recibe y desempaqueta las muestras debe conocer los
riesgos para la salud que entrafia su actividad y estara capacitado para
adoptar precauciones normalizadas, particularmente cuando manipule
recipientes rotos o con fugas.

Los recipientes primarios de las muestras deben abrirse en una CSB. Se
dispondra de desinfectantes.

Apertura de tubos de muestras y muestreo del contenido

4.16.1
4.16.2
4.16.3

4.16.4

4.16.5

Los tubos de muestras deben abrirse en una CSB.

Deben usarse guantes.

También se recomienda proteger los ojos y las mucosas (gafas de
seguridad de tipo mascara o viseras).

Las prendas de proteccion se complementaran con un delantal de
plastico.

Para sacar el tapén, éste se agarrara con un trozo de papel o de gasa

con el fin de evitar salpicaduras.

Vidrio y objetos punzantes y cortantes:

4171

4.17.2

4.17.3

Siempre que sea posible, se sustituira el material de vidrio por material de
plastico.

Solo se utilizara vidrio duro especial para laboratorio (borosilicato); se
desechara todo articulo que esté astillado o agrietado.

No se utilizaran agujas hipodérmicas para pipetear.
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418 Extensiones y frotis para el examen microscopico:

419

4.20

4.18.1 La fijacidon y tincion de muestras de sangre, esputo y heces para el
microscopio no destruye necesariamente todos los organismos o los virus
de las extensiones.

4182 Estas deben manipularse con pinzas, almacenarse cuidadosamente y
descontaminarse o tratarse en autoclave antes de eliminarias.

Descontaminacion:

4191 Para la descontaminacion se recomiendan hipocloritos y desinfectantes
de alto nivel.

4192 Las soluciones de hipoclorito recién preparadas contendran cloro
disponible a razén de 1 g/l para uso general, y de 5 g/l para limpiar
derrames de sangre.

4193 Para la desinfeccion de superficies puede utilizarse glutaraldehido.

Lavado y descontaminacion de las manos:

4.20.1

4.20.2

4203

4.20.4

4.20.5

Siempre que sea posible, se llevaran guantes apropiados cuando se
manipulen materiales biolégicos peligrosos, a pesar de ello, los guantes
no obvian la necesidad de que el personal se lave las manos de forma
regular y correcta.

Las manos se lavaran después de manipular materiales biolégicos
peligrosos y animales, y antes de abandonar el laboratorio.

En la mayoria de las situaciones, un lavado concienzudo de las manos
con jabon normal y agua basta para descontaminarlas, pero en las
situaciones de alto riesgo se recomienda utilizar jabones germicidas.

Se formara espuma abundante con el jabon y se frotaran bien las manos,
durante un minimo de 10 segundos; a continuacién se aclararan en agua
limpia y se secaran con una toalla de papel o un pafio limpio.

Se recomiendan los grifos accionados con €l pie o el codo, cuando no
existan, debe utilizarse una toalla de papel o pafio para cerrar los mandos
de los grifos con el fin de evitar volver a contaminarse las manos ya
lavadas. Como ya se ha dicho, pueden realizarse friegas con alcohoi 6

gel alcohol en las manos para descontaminarlas cuando estén
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ligeramente sucias y no se pueda lavarlas con agua y jabon. Se
capacitara para técnica adecuada de lavado de manos institucional. (El
Departamento de Calidad estaba capacitando junto con el Departamento

de Enfermeria)

4.21 El personal debe leer, revisar y seguir las instrucciones sobre practicas y
procedimientos, lo anterior debera realizarse al menos una vez al afio de manera

obligatoria para todas las personas involucradas en los procesos del laboratorio.
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5. PROCEDIMIENTOS ESPECIFICOS PARA EL MANEJO DE MICOBACTERIAS

9.1

MANEJO DEL PRODUCTO

a)

b)

Expectoracién:

La muestra debe recibirse en recipientes estériles proporcionados por
el laboratorio.

La muestra caracteristicamente debe ser mucosa, muco purulento 6
sanguinolento.

No debe depositarse el producto de mas de una expectoracién en el
mismo frasco.

La muestra puede almacenarse en refrigeracion 2°C-8°C por 48h
maximo, antes de su procesamiento.

Realizar el proceso de descontaminacion y cultivo sefialado en el
punto 5.1..1

En este tipo de muestra se realiza el frotis de Auramina-Rodamina
(Ver procedimiento de tinciones PROM-07 y PROM-13 A).

Lavado bronquio alveolar, lavado bronquial y aspirado bronquial:

Centrifugar el total de la muestra a 3000g., durante 20 min. desechar
el sobrenadante.

Realizar el procedimiento de descontaminacion detallado en el punto
11

En este tipo de muestra se realiza el frotis de Auramina-Rodamina.
(Ver procedimiento de Baciloscopias PROM-13 A y PROM-07

Tinciones generales).

Orina:

La orinas deben recibirse en serie de tres muestras proporcionadas
cada una en dias consecutivos.

Deben procesarse en forma individual.
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d)

Centrifugar el total de la muestra a 3000 g., durante 20 min. desechar
el sobrenadante.

Del sedimento realizar el procedimiento de descontaminacion y el
cultivo senalado en el punto 1.1.

En este tipo de muestra no se realiza el frotis de Auramina-
Rodamina. (Ver procedimiento de Baciloscopias PROM-13A y PROM-

07 Tinciones generales).

Liquidos corporales (Liquido pleural, ascitis, sinovial, peritoneal,

pericardico, etc.):

Centrifugar el total de la muestra a 3000 g., durante 20 min. desechar
el sobrenadante.

Del sedimento realizar el procedimiento de descontaminacion y el
cultivo sefalado en el punio 1.1.

Realizar el frotis para la tincion de Auramina-Rodamina . (Ver
procedimiento de Baciloscopias PROM-13A y PROM-07 Tinciones

generales).

Liquido cefalorraquideo:

El cultivo de este producto se realiza en la seccion de siembras

Este liquido corporal se siembra directamente en medio liquido
suplementado con solucion de antibidticos y suplemento de
crecimiento. Ver procedimiento PROM-06.

En caso de contar con un volumen mayor a 1 ml centrifugar la muestra
a 3500 r.v.p. durante 10 min.

Realizar el frotis para la tincion de Auramina-Rodamina. (Ver
procedimiento de Baciloscopias PROM-13A y PROM-07 Tinciones
generales).
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h)

Lavado gastrico:

El lavado gastrico debe procesarse en serie de 3 muestras. La
muestra debera ser recibida en un envase estéril que contenga 100
mg de carbonato de sodio para neutralizar el pH de la muestra.

Las muestras de jugo gastrico deben ser proporcionadas cada una en
dias consecutivos.

Debe procesarse en forma individual.

Centrifugar el total de la muestra a 3000 g., durante 20 min. desechar
el sobrenadante

Realizar el procedimiento de descontaminacién y cultivo detallado en
el punto 1.1

No se realiza frotis de Auramina-Rodamina.

Biopsias, Nodulo linfaticos, Piel, Tejidos:

El macerado de la muestra se realiza en el area de siembras.

Una porcién de este macerado se utiliza para realizar el proceso de
descontaminacion y cultivo detallados en el punto 1.1.

Apartar 1 ml del sedimento descontaminado para confirmar el
resultado del cultivo y mantener en refrigeracion a 8 ° C.

En caso de que el cultivo inicial se contamine tomar la muestra
reservada para estas situaciones. Realizar nuevamente el
procedimiento de descontaminacion y cultivo detallado en el punto il
Realizar frotis del sedimento y tedir por Auramina-Rodamina. (Ver
procedimiento general de Baciloscopias PROM-13A y PROM-07

Tinciones generales).

Hemocultivos y Mielocuitivos

Los frascos de hemocultivos para micobacterias detectados como positivos

por el equipo BACTEC 9120 son retirados del equipo y son enviados a la

seccion de TB para su andlisis. En el caso de hemocultivos finalizados
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como negativos por el equipo entregar el frasco a la seccién de

micobacterias para su evaluacion:

Realizar un frotis y tefir por Z-N para la confirmaciéon de bacilos acido
alcohol resistente.

Sembrar la muestra en una placa de agar gelosa sangre.

Incubar la placade 24 -48HR a35° C

Si la tincién de Z-N es positiva tomar 0.5 ml de muestra y sembrarla en
un frasco MGIT.

Una vez positivo realizar una segunda resiembra para la eliminacion
de eritrocitos que interfieren en la identificacién automatizada.

Seguir el procedimiento del manual de la seccion sefialado en el punto
1.2 Procedimiento de cultive en medio liquido (BACTEC MGIT) para
M. tuberculosis.

Realizar la identificacion de acuerdo al punto 2.2 identificacion
automatizada del manual de procedimiento de esta seccién.

Realizar la sensibilidad de acuerdo al punto 2.4 de pruebas de
sensibilidad por método automatizado del manual de la seccion.

En el caso de observarse en la tincién otro tipo de microorganismos
(bacterias y hongos) los cultivos son referidos a la seccién
correspondiente para su seguimiento.

Reportarlos como “cultivo con desarrollo de bacterias, de hongos o
levaduras.” de acuerdo a la fecha en que se registro como positivo.

Si el Z-N y el gram son negativos regresar el frasco de hemocultivo al
equipo BACTEC para finalizar su seguimiento.

Procedimiento de descontaminacion de muestras.

5.1.1.1 Registradas y revisadas las muestras para cultivo de tuberculosis

se deberan dividir el 50 % de las muestras recibidas entre los dos
técnicos para evitar el riesgo de contaminaciéon por manipulacion

de los cultivos.

9.1.1.2 Las muestras deben ser procesadas de acuerdo a los siguientes

métodos de descontaminacion:
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51:1.3

51.1.4

5115

51.1.6

e Descontaminacién con Hidroxido de Sodio al 2 %: procesar
por este método solo los liquidos organicos que no presenten
aspecto mucoso y purulento; LBA no mucosos y no
purulentos, y biopsias.

e Descontaminacién con Hidréxido de Sodio al 4 % / N-acetil-L-
cisteina; procesar por este método de descontaminacion solo
los productos que presenten macroscopicamente aspecto
purulento y/o mucoso como: expectoraciones, LBA, aspirados
bronquiales, abscesos, orinas, jugos gastricos, y liquidos
corporales.

En una gradilla colocar las muestras en tubos de centrifuga

estériles de 50 ml con tapon de rosca, etiquetados con el folio

correspondiente a cada muestra.

En general las muestras para descontaminacién deben ser

colocadas en cada tubo de plastico estéril y agregar: un volumen

maximo de 10 ml de muestra (expectoraciones y / o muesiras
diversas segun apliqgue) o del sedimento de la muestra
centrifugada y adicionar a igual volumen una solucion de hidroxido

de sodio al 4%-citrato de sodio al 0.1M méas N-acetil cisteina 0.5%

o hidréxido de sodio al 2% segun aplique (Concentracion 1:1). La

concentracion final de NaOH en el tubo es de 1%.

En el caso de contaminacion por Pseudomonas aeruginosa,

descontaminar el cultive con una solucién de acido oxalico al 5%

a volumenes iguales de la muestra o del sedimento. Nota: en

caso de conocer que la muestra presenta desarrollo con

Pseudomonas antes del procedimiento de descontaminacion,

agregar a la solucién descontaminante un poco de N-L-acetil

cisteina.

Mezclar el contenido del tubo aproximadamente 20 segundos en

vortex hasta su licuefaccion. Las muestras deben homogenizarse,

para liberar el bacilo del moco, material celular y tejidos que

puedan acompanario.
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5.1.1.7 Incubar la mezcla durante 15 minutos a temperatura ambiente (20-
25°C) mezclando ocasionalmente las muestras. Es importante que
el contacto con el agente de descontaminacién sélo sea por 15
min., ya que un tiempo mas prolongado reduce la recuperacion de
micobacterias. Evitar movimientos que causen aeracion de la
muestra, ya que el NALC rapidamente es inactivado por oxidacion.
Una pequefia cantidad de cristales de NALC pueden ser
adicionados a muestras especialmente viscosas para una mejor
licuefaccion. Si se requiere de una descontaminacién mas activa,
aumentar la concentracion de NaOH en proporcion al tiempo de la
muestra expuesta al digestivo.

5.1.1.8 Llevar a un volumen de 35 ml de buffer de fosfatos pH 7 estériles
y agitar en el Vortex.

5.1.1.9 Centrifugar 20 min., de 3000 rpm., a 3250 rpm., durante éste
proceso en el que se producen aerosoles debe cuidarse en forma
especial el cierre hermético de los tubos y de la centrifuga. 7. |

5.1.1.10 Decantar el fluido sobrenadante en un dispositive a prueba de
salpicaduras que contenga fenol al 5% o cloro al 10% del
sedimento antes de ser neutralizado realizar el frotis y tefiir por
Auramina-Rodamina,

5.1.1.11 Agregar al tubo de 3 — 4 m! de Buffer de fosfatos pH=7.0 estéril y
agitar en vortex.

5.1.1.12 Medir el pH de la muestra con una tira reactiva y compararlo con
la referencia indicada en la caja del producto. Neutralizar con HCI
1N 0 Hidroxido de sodio 1N segln sea el caso. El proceso de
neutralizacién debe ser muy cuidadoso de manera que el pH no
sea menor de 6.5 ni mayor de 7.2.

5.1.1.13 Realizar control de pureza de las soluciones anteriormente
mencionadas poniendo una gota de cada una de ellas en placas
de gelosa sangre e incubar de 24-48 hrs. a 35° C.

5.1.1.14 Generar en el sistema MGIT la etiqueta para los tubos de cultivo
con los siguientes datos: fecha, folio, ubicacion y nombre del
paciente.
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5.1.1.1.1 Inoculaciébn del medio de cultivo soélido Lowentein

Jensen:

13

Sembrar en dos tubos de LJ y un tubo de LJ con
Citrato Férrico Amoniacal al 2% (para la
recuperacion de M. haemophilum) previamente
identificados solo en el caso de tratarse de
pacientes con diagnostico de VIH.

Con una pipeta Pasteur se toma el sedimento,
inocular 4 a 5 gotas en cada tubo de medio solido
LJ, dejando escurrir sobre la superficie del medio
sin tocarlo, no es recomendable la siembra directa,
de un tubo a otro, porque favorece la contaminacion
del medio.

Sembrar una gota del sedimento en una placa de
agar sangre de carnero como control microbiolégico
de la muestra e incubar la placa a 35° C por 48hrs.
y registrar los resultados en la bitacora PROM-12A.

5.1.1.1.2 Incubacion:

Incubar los tubos de LJ en posicion horizontal, con la

tapa semi-abierta en la estufa de cultivo para

micobacterias a una temperatura de 35° a 37 ° C en una

atmasfera de 5% CO2; y el tubo de Citrato Férrico a

una temperatura de 30 ° C.

5.1.1.1.3 Revision de Cultivos:

Los tubos con el medio de cultivo se examinan por
primera vez a los 3 - 7 dias de realizada la siembra,
con el objeto de verificar que la parte liquida de la
siembra se haya evaporado completamente, lo que
permite el desarrollo adecuado del bacilo.

Las tapas deben ajustarse firmemente para impedir

la desecacion del medio durante el tiempo de
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incubacién y para saber si alguno esta contaminado
0 alterado por mala neutralizacién de la muestra.
Los tubos contaminados se descontaminan
nuevamente y se sigue el procedimiento
anteriormente sefialado en el punto 1.1, y si ambos
tubos de nuevo se contaminan se solicita nueva
muesfra.

Si hay contaminacion por flora secundaria se
aprecia el desarrollo de colonias, en ocasiones el
medio puede estar licuado por la accion de
gérmenes proteoliticos (Pseudomonas) utilizar
acido oxalico como agente descontaminante.

Si existe contaminacién con hongos, el cultivo no se
descontamina se envia el cultivo a la seccién de
hongos para su identificacién.

La revision de los cultivos debera hacerse
semanalmente hasta completar un periodo de
incubacién de 9 semanas registrando los hallazgos
encontrados del cultivo en la bitacora PROM-12A.

5.1.1.1.4 Interpretacion de los cultivos

Cultivo Negativo: no se observa desarrollo de
colonias sospechosas de micobacterias al finalizar
el seguimiento de cada cultivo. “Debe reportarse
como “cultive negativo a los 60 dias”

Cultivo Positivo: se observan colonias de
crecimiento lento (a partir de la cuarta semana) se
debe realizar un frotis y tefiir por Ziehl-Neelsen (Ver
procedimiento de Baciloscopias PROM-13A);
anotando en la bitdcora de Registro de Cultivo de
Micobacterias PROM-12A, si son bacilos acido

alcohol resistente o no.
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e Cuando el frotis resulte positivo a BAAR permitir el
crecimiento bacteriano e incubar hasta que las
colonias sean suficientemente grandes para su
descripcion  morfolégica,  proceder a  su
identificacion.

e Sise obtiene un desarrollo escaso: 1) de una a 20
colonias en el medio sélido y sin desarrollo en el
medio liquido, tomar todo el crecimiento y pasario a
un tubo con perlas y suplemento de crecimiento o
agua destilada estéril y resembrarlo en un tubo
MGIT. 2) si se obtiene crecimiento en medio
liguido, diseminar la cepa en el mismo tubo de LJ
para obtener un mayor nimero de colonias.

e El informe del cultivo debe ser cualitativo y
semicuantitativo, para lo cual se recomienda la
siguiente escala:

NEGATIVO (-) No se observan colonias
POSITIVO 1a 19 El nimero total de colonias
en los tubos sembrados

cuando hay menos de 20

POSITIVO (+) Presencia de 20 a 100
colonias

POSITIVO (+1) Colonias separadas (mas
de 100)

POSITIVO (+++) Colonias confluentes

CONTAMINADO Cultivo contaminado

512 Procedimiento de cultivo en medio liquido (MIGIT) para M. tuberculosis.
E| sistema automatizado para cultivo de micobacterias proporciona la
ventaja de recuperar mas rapidamente las micobacterias en comparacion
con el cultive convencional y asi proporcionar al paciente sus resultados en
aproximadamente 1 mes. Preparar los reactivos necesarios para esta

prueba de acuerdo a las especificaciones del fabricante.
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5.1.2.1 Procedimiento:

8.4.2.2

Las muestras previamente descontaminadas en condiciones

asépticas se deberan sembrar en el medio liquide siguiendo el

procedimiento que a continuacion se detalla:

1.

S e

Reconstituya un tubec liofilizado del PANTA con 15 ml de
suplemento de crecimiento OADC BCTEC MGIT.

Identifique el tubo MGIT con el nimero de folio de la muestra.
Antes de la inoculacién de la muestra destape el tubo y afiada
asépticamente 0.8 ml, de suplemento de crecimiento
OADC/PANTA.

Afada 0.5 ml del sedimento de la muestra descontaminada.
Tapar el tubo y mezclar en vortex.

Colocar los tubos en el instrumento BACTEC MGIT.

Capturar la informacion de la muestra en el equipo
registrando el nombre del paciente, numero de folio,
localizacién del paciente, fecha del cultivo y tipo de muestra,
generar las etiquetas correspondientes para identificar los

tubos de Lowenstein Jensen.

Introduccién de los tubos de cultivo al equipo.

Los tubos deben ser introducidos en el instrumento el mismo dia

en que se descontamina, procesa e inocula la muestra.

1.

Antes de introducir los tubos en el instrumento, escanear el
codigo de barras y colocarlo en la estacién asignada de
acuerdo al procedimiento de introduccion de tubos.
Si los tubos no son registrados por el escaner antes de
introducirse en el instrumento, se convierten en tubos
anonimos y seran identificados como “tubos anénimos”.
a) Introduccion de tubos nuevos en el instrumento—N° de
Acceso del cédigo de barras inactivo.
Seguir las siguientes instrucciones para introducir nuevos
tubos al equipo:
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Lieve los tubos de cultivos nuevos al instrumento.
Abra el cajon deseado.

Pulse la tecla de funcién “introducir tubos”.

El escaner del cédigo de barras se enciende y
aparece el icono de cédigo de barras en el centro de
la pantalla, que indica que el instrumento esta listo
para registrar el codigo de barras del numero de
secuencia del tubo. Registre por el escaner la
etiqueta del codigo de barras del tubo. (Para registrar
por el escaner el cédigo de barras de un tubo,
coloque el tubo en el blogue de alineamiento frente al
escaner con la etiqueta del codigo de barras mirando
hacia el escaner. Si es necesario, gire el tubo un
poco para que el escaner pueda registrar la etiqueta.
El sistema emite una alerta para indicar que el codigo
de barras ha sido registrado correctamente.)

La estacion asignada se muestra en el centro de ia
pantalla (junto con el numero de secuencia
registrado). Por otro lado, los LED de la estacion
asignada se iluminan de color VERDE.

Ingserte el tubo en la estacion cuidadosa vy
completamente.

Repita los pasos de 3 a 5 para cada uno de los

cultivos nuevos que desea introducir.

NOTA: Cuando los tubos se hayan colocado en las estaciones, no deben ser torcidos ni

girados. Los tubos no deben ser descargados salvo en las condiciones siguientes:

e Para extraer un tubo positivo

e Para extraer un tubo negativo

o Para reasignar el tubo si la estacion se deteriora

En el caso de presentarse una notificacion de tubo anénimo

seguir las siguientes instrucciones:

b)

Identificacion de tubos andnimos
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Un tubo anoénimo es un tubo que esta colocado en una
estacion, pero no ha sido asignado a la estacion
mediante la operacién de “introducir tubos” (p. ej., un tubo
negativo fuera del protocolo sin extraer). Se notifica la
presencia de tubos andnimos de la manera siguiente:
aumenta el recuento de tubos anénimos en la zona de
resumen de la pantalla y aparece la definicion de la tecla
de funcion “identificar tubos an6nimos” al abrir el cajon.
Es muy importante que cuando el sistema notifica la
presencia de tubos anénimos, éstos sean identificados
tan pronto como sea posible. El estado de anonimato
tiene precedencia sobre todos los demas estados, lo cual
significa que los tubos andénimos también pueden ser
positivos, fuera del protocolo, en error, etc. Sin embargo,
antes de que se muestre ningln otro estado, el tubo

anénimo tiene que ser identificado para el sistema.

La funcion de Identificar los tubos anénimos permite localizar los tubos anénimos en el

instrumento y asignarlos a estaciones. Para identificar tubos anénimos—N°® de Acceso del

codigo de barras. Se deben seguir estas instrucciones para identificar tubos an6nimos en el

instrumento. (Véase la Seccion 2.4.2 del manual de usuario MGIT).

1 Abra el cajén deseado.

2 Pulse la tecla de funcion “identificar tubos anénimos”.

3 La primera estacién andnima se muestra en el centro
de la pantalla y se ilumina el indicador de estacién
NARANJA. Por otro lado, se enciende el escaner del

codigo de barras y el icono de codigo de barras
aparece en el centro de la pantalla, que sefiala que el
instrumento estd listo para registrar el codigo de
barras del nimero de secuencia del tubo.

4 Registre por el escaner la etiqueta del codigo de
barras del tubo. El nimero de secuencia registrado
ahora esta asignado a esta estacién. Por ofro lado,
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ios LED de la estacion asignada se iluminan de color
VERDE.

5 Se muestra ahora la siguiente estacion anénima en
el centro de la pantalla. Repita el paso 4 para cada
uno de los tubos anénimos en el cajon. Para los
tubos andnimos en los otros cajones, repita el

procedimiento desde el paso 1 al 4.

Para identificar tubos andnimos—Cédigo de barras del numero de acceso activo. Se deben
seguir estas instrucciones para identificar los tubos andnimos en el instrumento si esta activa la
funcién de Cédigo de barras del nimero de acceso (véase a Seccién 2.4.2 del manual de
usuario MGIT).
Abra el cajon deseado.
Pulse la tecla de funcién “identificar tubos anénimos”.
La primera estacion anénima se muestra en el centro
de la pantalla y se ilumina el indicador de estacion
NARANJA. El icono en el centro de la pantalia
muestra una flecha que apunta hacia el cédigo de
barras superior (el nimero de secuencia del tubo) vy
se enciende el escaner del codigo de barras. Esto
indica que el instrumento esta listo para registrar el
cédigo de barras del numero de secuencia de un
tubo.

4 Registre por el escaner la etiqueta del codigo de
barras del tubo.

5 El icono en el centro de la pantalla ahora muestra
una flecha gue apunta hacia el cédigo de barras
inferior (el nOmero de acceso) Yy permanece
encendido el escaner del codigo de barras. Esto
indica que el instrumento esta listo para registrar el
codigo de barras del nimero de acceso. Registre por
el escaner la etiqueta del codigo de barras del

nGmero de acceso o pulse la tecla de funcion “ningtin
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cbdigo de barras de nimero de acceso disponibie”.

6 El nimero de secuencia registrado ahora esta
asignado a esta estacion. Por otro lado, los LED de
la estacién asignada se iluminan de color VERDE.

Se muestra ahora la siguiente estacion anénima en el centro de la pantalla. Repita los pasos 4
y 5 para cada uno de los tubos anénimos en el cajén. Para los tubos andnimos en los otros
cajones, repita el procedimiento desde el paso 1 al Incubacion:

e El equipo incubara los cultivos por un periodo de 42
dias, periodo en el que se presenten notificaciones
de tubo anénimo, tubo negativo y tubo positivo.

e Seguir las siguientes metodologias para el retiro de

los tubos:

¢) Notificacidon de la presencia de tubos negativos
Los cultivos que no han dado sefial de desarrollo se
pueden considerar como negativos en curso (dentro del
protocolo) o negativos fuera del protocolo. Estas
condiciones se informan de la siguiente manera:
+  Negativos en curso-En la zona de resumen de la
pantalla, aparece el recuento de los tubos en curso

para cada cajén al lado del icono del circulo sélido

 Negativos fuera del protocolo-En la zona de
resumen de la pantalla, aparece el recuento de los
tubos para cada cajon al lado del icono del circulo

solido con un signo positivo.

@

5.1.2.3 Extraccion de tubos negativos
Los tubos negativos fuera del protocolo pueden extraerse uno por

uno o en blogue.
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Procedimiento:
1. Abra el cajon apropiado.
) 2. Pulse la tecla de funcidén “extraer tubos negativos”.
3. Se indican todas las estaciones negativas al concluir el
protocolo por la iluminacién de los indicadores VERDES
INTERMITENTES.
4. El escaner del codigo de barras se enciende y aparece el
icono de cédigo de barras en el centro de la pantalla, que

indica que el instrumento esta listo para registrar el cédigo de

barras del numero de secuencia del tubo.

5. Para extraer todos los tubos negativos a la vez (en blogue),
pulse la tecla de funcién “extraer los negativos en bloque”.
Extraiga todos los tubos de las estaciones indicadas. Se
apaga el escaner del cédigo de barras, de modo que no se
puede registrar por el escaner ninguna etiqueta del codigo de
barras de los tubos. No cierre el cajon hasta que haya
descargado todos los tubos de las estaciones indicadas por
LED VERDES INTERMITENTES. Cuando se han extraido
todos los tubos negativos, pulse la tecla de funcién “aceptar’.
Aseglrese de extraer todos los tubos de las estaciones con
LED VERDES INTERMITENTES; todos los tubos que quedan
en el cajon se convertirdn en tubos anénimos en el siguiente
analisis del cajon y sera necesario identificarlos antes de
poder extraerlos. Una vez que han sido identificados, son
tratados como tubos introducidos nuevamente.

6. Para extraer los tubos negativos uno por uno, extraiga los

tubos que desea exiraer y registre por el escaner sus
etiquetas del cédigo de barras. Continle el registro y extraiga
uno por uno todos los tubos negativos.

7. Cuando se han extraido todos los tubos negativos, el
instrumento pita tres veces y aparece el icono “aceptar” en el

centro de la pantalla.
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5.1.2.4 Extraccion de los tubos en curso

De vez en cuando, puede ser necesario extraer del instrumento

uno o mas tubos en curso (en protocolo). Si utiliza la operacién

“extraer tubos en curso’, puede extraer los tubos en curso sin

originar un error en la estacion asignada. Al igual que en la

operacion “extraer los tubos negativos”, cualquier tubo extraido es

eliminado de la base de datos y no puede ser reintroducido como

un cultivo en curso. (Si se vuelve a introducir un tubo en curso gque

ha sido extraido, el sistema lo trata como un tubo nuevo.) Si hay

gue extraer un tubo en curso y va a volver a introducirlo pronto,

puede ser preferible simplemente extraer el tubo fisicamente de la

estacion, dejar que la estacién indique un error, reintroducir el tubo

tan pronto como sea posible y resolver el error de la estacion.

Procedimiento:

Para extraer un tubo en curso

1. Abra el cajon apropiado.

’ 2. Pulse la tecla de funcién “extraer tubos en curso”.

3. Se iluminan Los indicadores NARANJAS INTERMITENTES
de la estacion en curso que tiene mayor antigiiedad. Por otro
lado, aparece una pantalla similar a la siguiente (que muestra

la misma estacién sefalada por los indicadores intermitentes):

#1 EE 106108 Hl @0 0 ©0
; 0 0 0
16:08 8 8 8
Arszolstigg - & O
0 0 0
310 320 320
= @M arFor ¢
- 444498765107

=k 32;00:00

e 0
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La informacién que aparece en el centro de la pantalla incluye el nimero de la estacion, el

cbdigo de barras del nimero de secuencia, el nimero de acceso (si es aplicable), el tiempo del

protocolo y la unidad de crecimiento actual.

4. El escaner del cédigo de barras se enciende y aparece el

icono de codigo de barras en el centro de la pantalla, que

indica que el instrumento esta listo para registrar el codigo de

barras del nimero de secuencia del tubo.

5. Si la estacion de donde desea extraer el tubo en curso es la

estacion mostrada, extraiga el tubo y registre por el escaner el

codigo de barras del nimero de secuencia. Si ésta no es la

estacion correcta, utilice las teclas de FLECHA ARRIBA o

FLECHA ABAJO para mostrar la lista de las estaciones en

curso hasta que aparezca

la estacion

deseada. A

continuacion, extraiga el tubo deseado y registre por el

escaner el codigo de barras de su nimero de secuencia.

6. Repita el paso 5 para cualquier otro tubo en curso que desea

extraer.

Si el sistema indique por medio de una luz roja constante, en uno de los modulos del equipo una

ubicacién particular indica un tubo positivo, seguir las instrucciones correspondientes para retirar el

cultivo positivo:

d) Notificacion de la presencia de tubos positivos.

El sistema notifica de la presencia de cultivos positivos de

varias formas:

e Se ilumina el indicador luminoso POSITIVC en la

parte anterior del cajon

e En la pantalla de resumen (parte superior derecha),

aparece el recuento de los tubos en cada cajon al

lado de un circulo que contiene un icono con el signo

mas

-+
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e Cuando el cajén se abre, aparece la tecla de funcion
“extraer tubos positivos” en la zona de definiciones
de las teclas de funcion de la pantalla (véase abajo).

e Hasta que se acepte la condicion, suena el aviso
acustico (si esta activo)

5.1.2.5 Extraccion de tubos positivos
1. Pulse la tecla SILENCIAR ALARMA para silenciar la alarma
acustica. Abra el cajon apropiado.
Puise la tecla de funcion “extraer tubos positivos”.
Se iluminan todas las estaciones positivas con indicadores
VERDES INTERMITENTES y ROJOS INTERMITENTES.
Extraiga uno de los tubos positivos.
4. El escaner del codigo de barras se enciende y aparece el
’ icono de cédigo de barras en el centro de la pantalla, que
indica que el instrumento esta listo para registrar el codigo de
barras del nimero de secuencia del tubo. Registre por el
escaner la etiqueta del codigo de barras del tubo positivo. Se
apagaran los LED de esta estacion.
5. Repita los pasos 4 a 5 para extraer los otros tubos positivos.
El indicador POSITIVO en la parte delantera del cajon (y en

la parte superior del instrumento) no se apagara hasta que
se hayan extraido todos los tubos positivos.

6. Cuando se han extraido todos los tubos positivos, el
instrumento pita tres veces, se apaga el escaner del codigo
de barras y aparece el icono “aceptar” en el centro de la
pantalla.

7. Todos los tubos positivos por el instrumento deben
permanecer a temperatura ambiente cuando estan fuera del

instrumento.

5.1.2.6 Reintroduccién de los tubos positivos en el instrumento para
seguir el protocolo.
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El sistema permite la reintroduccion de los tubos que son positivos
por el instrumento durante un intervalo de hasta cinco horas
después de su extraccion. Aunque el intervalo para la
reintroduccion se prolonga hasta cinco horas, los tubos deben ser
reintroducidos en el instrumento tan pronto como sea posible. Los
tubos deben permanecer a temperatura ambiente cuando estan
fuera del instrumento.
La funcién de reintroduccion reinicia las rutinas de positividad,
retiene la fecha de comienzo del protocolo y continia el analisis
del tubo como un cultivo en curso. Si el tubo no es reintroducido
dentro del intervalo de reintroduccién de cinco horas, se eliminan
todos los datos previos.
Para volver a introducir en el instrumento un tubo positivo
descargado para seguir el andlisis, abra la puerta. Pulse la tecla
de funcién “introducir tubos”. A continuacion registre por el
escaner la etiqueta del codigo de barras del tubo. Coloque el tubo
en la estacién indicada (que puede ser diferente de la estacion
original). Los datos previos se retienen sdlo si se cumplen las
siguientes circunstancias:
«  Eltubo se vuelve a introducir en el intervalo de tiempo preciso
«  La etiqueta del cédigo de barras del nimero de secuencia se
registra por el escaner para reintroducir el tubo
o El tubo se vuelve a introducir en el mismo instrumento de
donde fue extraido
Si no se utiliza la operacién “introducir tubos” para reintroducir el
tubo, se convierte en un tubo anénimo en el siguiente ciclo de
analisis del cajon y se eliminan de la base de datos los resultados
previos del analisis si el tubo no es identificado en el intervalo de 5
horas. Si un tubo no se reintroduce dentro del intervalo de
reintroduccion, puede ser introducido (o identificado) como un
cultivo nuevo y la duracién del protocolo puede ser reducida al
numero de dias que restaban para completar el protocolo de

analisis original. Si el protocolo se cambia para un tubo
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reintroducido, asegurese de volver a fijar el protocolo en el valor
establecido en su laboratorio (valor recomendado de 42 a 56

dias).

Informes preliminares del cultivo:
CULTIVOS NEGATIVOS

1
2.

Es aquel cultive que no presenta desarrollo de micobacterias.

Después de concluido el tiempo de incubacién de los cultivos se
revisan visualmente todos los tubos negativos. Si el tubo no muestra
ningun indicio de desarrollo, el tubo debe ser esterilizado antes de ser

desechado.

Al final del periodo de incubacion (42 dias) se debe realizar frotis a
aquellos cultivos que presenten las siguientes caracteristicas:

¢ Cultivos con baciloscopia positiva

e Cultivos con desarrollo en LJ

*  Cultivos que se hayan sembrado tUnicamente en medio liquido.
Realizar un frotis y tefiir por Z-N (ver procedimiento General de
Tinciones PROM-07) para la deteccion de bacilos acido alcohol

resistentes y realizar un subcultivo para su identificacién y sensibilidad.

CULTIVOS POSITIVOS:

If
Z

Son aquellos cultivos que presentan desarrollo de micobacterias.

Si el equipo detecta un tubo de cultivo positivo realizar la tincion de
Zeehl Neelsen y control de pureza en gelosa sangre de carnero, si el
resultado es positivo, concentrar la muestra y realizar una resiembra
en un tubo de LJ y un tubo de medio de Sonbrik para realizar la

prueba de identificacidén manual y automatizada.

CULTIVOS CONTAMINADOS.
En caso de contaminacién por bacterias, la muestra se debera

descontaminarse nuevamente de acuerdo al punto 1.1 del procedimiento

de descontaminacion. Si la contaminacion observada es por hongos,

De: 114
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desechar el frasco y esperar el resultado final de uno de los medios

utilizados para finalizar el cultivo. Si ambos medios estan contaminados

con desarrollo de hongos, referir el cultivo al area de micologia y solicitar

nueva muestra para micobacterias.

Control de calidad del tubo de cultivo MGIT:

Al recibir un nuevo lote de tubos MGIT es necesario verificar el adecuado

funcionamiento de los tubos probando el desarrollo de las siguientes cepas
control ATCC:

Dilucion de la
y No. suspensién 0.5 de Dias de positividad
Especie Atcc Macfarland en en el equipo
- ) solucién salina
M. :

tuberculosis | S it i
| M. kansas 12478 1:50000 6-11
M. fortuitum 6841 1:5000 1-3

10.

Resembrar las cepas antes sefialadas en medio sélido de menos de
15 dias de desarrollo.

Prepare una suspension de la cepa tipo en Caldo Middiebrook 7H9.
Deje reposar la suspensién durante 20 minutos.

Transfiera el liquido sobrenadante a un tubo vacio y esteril y déjelo
reposar 15 minutos mas.

Transfiera el liquido sobrenadante a otro tubo vacio y estéril.

Ajuste la suspension al 0.5 de Mc Farland.

Diluya las suspensiones de organismos de control de acuerdo a la
tabla anterior.

Inocule los tubos MGIT conforme al procedimiento de “Inoculacion de
los tubos MGIT.

El instrumento debe detectar los tubos MGIT como positivos en el
plazo de tiempo indicado en la tabla anterior.

Si los tubos de control de calidad MGIT no producen los resultados
esperados, no debe utilizar los tubos restantes informar a la jefatura de

la anomalia.
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Si no estan presentes otros microorganismos: Vuelva a poner el tubo en el instrumento como tubo

negativo dentro de 5 h de la extraccion. Permita que el tubo complete el procedimiento de analisis:

No hay resultado comunicable.

5.2

Procedimiento para la identificacion de micobacterias.

Procedimiento general.

A continuacion se describe una metodologia basica para la diferenciacién de las

micobacterias que incluye algunas pruebas enzimaticas tanto por método manual

como por método automatizado.

Este procedimiento se debera realizar al menos dos veces por semana.
Cuando el cultivo es positivo por el método de medio liquido y su confirmacion
por la presencia de bacilos acido alcohol resistentes por la tincién de ZN del
cultivo, los tubos se agitan en el vortex por espacio de 2-3 minutos, se saca
todo el liquido y se vacia en tubo de vidrio de 16X125mm previamente
identificado con el nimero de folio. Centrifugar a 3000 g. por 20 minutos y una
vez centrifugado, desechar el sobrenadante con una pipeta Pasteur estéril
dejando aproximadante 2 a 3ml de sedimento, agitarlo en el vértex y poner 5
gotas en un medio de LJ y 5 gotas en un medio de LJ con piruvato (Incubar a
35° C y 5% de CO2). Posteriormente se realiza la identificacion por sondas de
DNA (ver punto 2.2 de este procedimiento) para el complejo Mycobacteruim
tuberculosis, la identificacién final de la cepa se realiza cuando se obtiene el
desarrolio del aislade en medio sélido de Lowenstein—Jensen y se lieva a
cabo la prueba de niacina, nitratos, catalasa a 68° C ¥y pirazinamidasa en
tubo, estas pruebas son importantes para la determinacién de Mycobacteruim
tuberculosis (Ver punto 2.1.1).

Si ambas pruebas son positivas la cepa problema se identifica como
Mycobacteruim tuberculosis y realizar la prueba de sensibilidad automatizada
descrita en el punto 2.4,

Si ambas pruebas son negativas la cepa problema se identifica como una
cepa de micobacteria no tuberculosa realizandose un proceso diferente para
su identificacion (Ver punto 2.1.2 y Tabla N° 1), también se identifican por
medio de sondas de DNA (Ver procedimiento en el punto 2.2) para el




complejo Mycobacteruim avium, Mycobacteruim kansasii y Mycobacteruim
gordonae.

e Las cepas de bacterias no tuberculosas aisladas de biopsias, hemocultivos,
LCR y LP enviarlas a la seccion de PCR para realizar la identificacion por
hp65.

e Las cepas de micobacterias atipicas aisladas de muestras de expectoracion,
LBA, AB y orinas solicitar nueva muestra para confirmar el resultado y enviar

a PCR las que tengan 2 o mas muestras.

5.2.1 ldentificacion manual por pruebas bioquimicas
5.2.1.1 Primer Nivel de Diferenciacion:

Morfologia colonial:

e Medio de Lowenstein-Jensen: Colonias tipicas blancas a color
crema, de aspecto rugoso a seco, que con el tiempo toman
forma de coliflor. Se desarrollan en la superficie del medio y el
sitio en el gue se implantan no cambia de color. El crecimiento

es eugonico.

Morfologia celular:

e Bacilos de longitud mediana que miden 2 a 6 x 0.3 um.
Generalmente son de forma ligeramente curva, en cultivo, los
bacilos en ocasiones forman cordones serpentino que tienden

a ser extensos.

Velocidad de Desarrollo:

e Se prepara una suspension de bacilos y se ajusta su turbidez
con la del tubo 1 del nefelémetro de Mac Farland.

e A partir de esa suspension se hacen diluciones decimales 10-
1y 10-2. Con la dilucién de 10-2 se siembran 100 pl en cinco
tubos con medio de cultivo y se incuban en las siguientes

condiciones:
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o Un tubo con medio de LJ que se incuba a 20-25°C
(Temp., ambiente).

o Un tubo con medio de LJ que se incuba a 42°C.

o Dos tubos con medio de LJ uno se envuelve con papel de
aluminio o papel negro y se incuba a 35°C en una
atmosfera 5% de CO2.

o Un tubo de LJ con piruvato se incuba 35°C en una
atmésfera 5% de CO2.

Los tubos se revisan a los 7, 15, 30 y 60 dias. Se anota el dia

de la aparicion de las colonias, su aspecto, pigmento y las

temperaturas a las cuales hubo desarrollo. Si hay suficiente
crecimiento a 28-30 dias se procede a realizar las pruebas
enzimaticas y de foto cromogenicidad.

Si se observa pigmentacion en los dos tubos el cubierto y el

no cubierto incubado a 35°C se trata de una micobacteria

escoto cromogena.

Si no hay pigmentacion en ninguno de los tubos incubados a

35°C se puede efectuar la prueba de la foto cromogenicidad

exponiendo los tubos a la luz de una ldmpara de 50 watts a

50cm de distancia durante una hora y se incuban nuevamente

hasta el dia siguiente y se compara la coloracion de los tubos.

Si se observa aparicion de pigmento en los tubos expuestos a

la luz, la cepa es foto cromégena, si no hay pigmentacion en

ninguno de los tubos, la cepa no es cromégena. Los cultivos
deben ser jovenes para que sea valida la prueba.

Desarrollo a temperatura ambiente en menos de 7 dias grupo

IV de Runyon, micobacterias de rapido desarrollo. Desarrollo

lento: si se desarrollé mejor a 30-33°C y la muestra proviene

de biopsia de piel, es conveniente realizar otras pruebas
enzimaticas a fin de diferenciar M marinum, especie patégena

aislada de granuloma de piel.
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Si se desarrollé mejor a 35°C, se pueden diferenciar dentro de

3 grupos de Runyon:

Foto cromégena Grupo | de Runyon
Escoto cromégena Grupo |l de Runyon
No cromogena Grupo lll de Runyon

Se deben realizar, ademas de las pruebas ya descritas, otras
que deben ser efectuadas en cultivos recientes, nunca en
cultivos de mas de 30 dias:

o Reduccién de nitratos

o Actividad de catalasa a temperatura ambiente y a 68°C

o Hidrélisis de Tween 80

o Sensibilidad al TCH

Otras pruebas que se utilizan en los laboratorios de referencia
son:

o Reduccion del telurito

o Crecimiento en NaCl al 5%

o Crecimiento en medio de MacConkey sin cristal violeta

o Captura de hierro, presencia de arilsulfatasa,

o Ureasa,

o P-glucosidasay

o [-galactosidasa.

Caracteristicas fisiolégicas:

Acumulacién de niacina: Es POSITIVA para M tuberculosis,
sin embargo también sucede con M simiae y algunas cepas
de M marinum y M chelonae, ya que todas comparten la
ausencia de la enzima que convierte la niacina en niacina-

ribonucieodtido.
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e Reduccion de nitrates a nitritos: Es POSITIVO en M
tuberculosis, pero también lo es en otras como M kansasii, M
szulgai y M fortuitum.

e Actividad de la catalasa: La catalasa de M tuberculosis
presenta TERMOLABILIDAD POSITIVA, lo cual también
ocurre en M bovis y M gastri.

e Sensibilidad a la hidrazida del acido tiofen-2-carboxilico
(TCH): M tuberculosis es RESISTENTE, por lo cual la bacteria
se desarrolla bien en su presencia.

e Desaminacion enzimatica de la pirazinamida : POSITIVA para

M tuberculosis

Prueba de Niacina:

La niacina (4cido nicotinico) es un producto del metabolismo de la
biosintesis del glicerol y el acido aspartico, por todo el género
Mycobacterium; sin embargo, algunas especies (entre ellas M.
tuberculosis y algunas cepas de M. bovis) carecen de la enzima
responsable de degradar este compuesto hasta el complejo
ribonucledtido-niacina, por lo que lo acumulan en el medio de

cultivo como un compuesto soluble en agua.

El acido nicotinico reacciona con bromuro de cianégeno, en
presencia de una amina primaria, formando un compuesto de

color amarillo o rosa dependiendo si es utilizada la bencidina.

Procedimiento:

e Se toma un tubo del cultivo problema con abundante
desarrolio colonial de no menos de 4 semanas de desarrollo
y se le agrega 1 ml de agua destilada estéril

e Simultaneamente se deberan incluir los siguientes controles
cada que se realice la prueba:

POSITIVO: Cultivo conocido presuntivamente M tuberculosis.
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NEGATIVO: Tubo con agua estéril.

El medio se rompe con un aplicador de madera a fin de
facilitar la difusién de la niacina.

El tubo se deja inclinado durante 18 a 24 horas a 35° C.
Posteriormente se exirae el liquido con una pipeta Pasteur
provista de Pro pipeta, se pasa a un tubo limpio y se agregan
0.5 ml. de una solucién de bromuro de cianégenc y 0.5 ml de
solucion alcohdlica de bencidina al 4% (o anilina).

Al finalizar la prueba debe agregarse a los tubos una solucién
de hidréxido de sodio al 4%, ya que el bromuro de cianégeno
en presencia de acido, se convierte en acido cianhidrico que

es muy téxico.

Interpretacion de la prueba:

Prueba Positiva: La prueba es positiva cuando se detecta la
presencia de una coloracion rosa. Las cepas niacina positiva
se informan como M tuberculosis.

Prueba Negativa: La prueba es negativa cuando no se
detecta cambio de color en el medic a evaluar. Las cepas
niacina negativa que se hayan desarrollado en los tubos de

prueba se informan como cepas de micobacterias atipicas.

Segundo Nivel de Diferenciaciéon de Micobacterias

Ademas de las pruebas ya descritas se realizan las siguientes

pruebas enzimaticas, las que deben ser efectuadas en cultivos

recientes, nunca en cultivos de mas de 30 dias.

Reduccioén de nitratos (Prueba de Virtanen)

La reduccién del nitrato (NO3) en nitrito (NO2) y en gas nitrogeno,

tiene lugar generalmente en condiciones anaerdbicas, en las

cuales un organismo obtiene su oxigeno del nitrato. El oxigeno

sirve como aceptor de H+ y la mayoria de las bacterias aerobias
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solo pueden reducir el nitrato en ausencia de oxigeno, en Ia
reduccion del nitrato los citocromos bacterianos transportan
electrones a moléculas aceptoras especificas.
Algunas especies del género Mycobacterium presentan la enzima
nitratoreductasa que es la responsable de la reduccién de nitratos
a nitritos, a ftravés de esta prueba se determina si el
microorganismo es capaz de esta reduccion.
NO3 + 2e- + 2H+ — NO2- + H20
Nitrato Nitrito

Los nitritos presentes en el medio se detectan al agregar
sulfanilamida y a-naftilendiamina a pH acido, esto da la formacion
de un color rojo debido a una sal de diazonio.
Preparacion:
e Sustrato 0.01M de nitrato de sodio en 0.022M de buffer de
fosfato, pH-7.0.
e NaNO3 0.085 g.
e KH2PO4 0.117g.
e Na2HPO4 0.485g.=(0.1956 g.) del que no tiene 12 H20.
e H20dest. 100 ml.
1. Colocar
2. Reactivo No. 1: Afiadir 50 ml de HCI concentrado a 50 ml
de agua destilada.
3. Reactivo No. 2: Disolver 0.2 g de sulfanilamida ¢ acido
sulfanilico a 100 ml de agua destilada.
4. Reactivo No. 3; Disolver 0.1 g de dihidrocloruro de N-
naftilendiamina en 100 ml de agua destilada.
5. Almacenar los reactivos a 40C y en oscuridad, si se

forman precipitados 6 algun color desechar.

Procedimiento:
e Colocar de 3 a 4 gotas de agua destilada estéril en tubos de

16 x 125 Mm con tapa de rosca.
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e Introducir un inoculo cargado de masa bacilar en cada tubo,
tratando de homogenizar la mezcla.

e Agregar 2 ml de nitrato de sodio M/100 en amortiguador de
fosfatos M/45, pH 7. Agitar e incubar a 37 ° C por 2 h.

e Agregar una gota de una solucion de Ac. clorhidrico 1:2 y
agitar suavemente.

o Adicionar dos gotas de una solucion de sulfanilamida al 0.2
%.

e Afadir dos gotas de una solucién de Hidrocloruro de n-
naftilendiamina al 0.1 %.

e Incluir cada que se realice la prueba un control positivo:
POSITIVO: M tuberculosis
NEGATIVO: Sélo reactivos

Interpretacion de la prueba:
e Prueba Positiva: la prueba es positiva si se desarrolla color
rojo. Puede variar desde el rosado al rojo intenso (de 1+ a 5+)

e Prueba Negativa: no hay desarrollo de color.

Actividad de catalasa a temperatura ambiente y a 68° C.
La catalasa es una hemo enzima que pertenece al grupo de las
ferro-porfirinas, estas presentan un hemo como grupo prostatico.
Esta enzima se encuentra en organismos que tienen el sistema
citocromo y que son capaces de utilizar el oxigeno como aceptor
final al H+, de esta manera se reduce la molécula de 02 a
peroxido de hidrogeno (H202) que es uno de los productos
oxidativos finales en el metabolismo aerobio de carbohidratos. La
catalasa esta presente en las bacterias aerobias y funciona para
catalizar la descomposicién del peroxido de hidrogeno que se
encuentra en exceso, ya que éste es toxico para la célula.

2H202 » H20 + 02
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Para la observacion de esta enzima en micobacterias se procede

de dos formas una es determinar si la enzima es termoestable o

no y la catalasa semi cuantitativa que significa medir la columna

de burbujas que se producen. Ademas de que sirve para

identificar cepas resistentes a iscniazida (INH), ya gue se conoce

que una delecion del gen responsable de la catalasa (katG) suele

implicar la adquisicion de resistencia a este antifimico.
CATALASAB8° C

Reactivos:

Buffer de fosfatos 0.067M, pH=7

ml de Na2HPO4 (9.47 g/ I)

38.9ml de KH2PO4 (9.07g/l)

Una mezcla de Tween 80 al 10% y H202 al 30% (fresca).

Procedimiento:

Distribuir en tubos de 12 x 75mm. 0.5ml de la solucién
amortiguadora pH 7 por tubo. Emplear dos tubos para cada
cepa.

Inocular cada tubo con un inoculo denso de la cepa a evaluar.
Dejar uno a temperatura ambiente. Colocar el otro tubo en
bafio maria a 68°C por 20 min.

Retirar y dejar enfriar a temperatura ambiente.

Preparar una mezcla en partes iguales de la solucién de
Tween 80 al 10 % y el peroxido de hidrégeno al 30 % y
agregar 0.5 ml de este reactivo a cada tubo. Esta mezcla se

debe preparar en el momento de ser usada.

Interpretacion de la prueba:

Prueba Positiva: M tuberculosis (positiva a temperatura
ambiente), M fortuitum o M phlei (positiva a temperatura
ambiente y a 68° C)
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Prueba Negativa: M. tuberculosis a 68 ° C

Prueba de la catalasa Semicuantitativa:

Virtualmente todas las micobacterias poseen la enzima capaz de

degradar el peroxido de hidrégeno excepto M. gastri, algunas

cepas mutantes de M. tuberculosis, M. bovis y M. kansasii Las

especies de micobacterias pueden distinguirse por sus diferencias

cuantitativas en la actividad de la catalasa y por diferencias en su

termo estabilidad.

Procedimiento:

Inoculo: utilizar un caldo de cultive de 7 dias o una
suspensién celular con una turbidez comparable.

Preparar una mezcla fresca de Tween 80 al 10 % y peroxido
de hidrégeno al 30 %

Preparar medio de LJ en posicion vertical

Inocular un medio de cultivo con 0.2 ml de la suspension
bacteriana,

Incubar por 2 semanas a 35 ° C con el tapo del tubo un poco
abierto

Afadir 1ml de la mezcla de tween—peroxido y dejar el tubo a
temperatura ambiente por 5 min. y observar la produccion de
burbujas.

Esperar un tiempo de 20 min. antes de descartarlas como
negativas.

Incluir un control positivo y un control negativo cada que se
realice la prueba:

o Control positivo: M. kansasii

o Control Negativo: M. tuberculosis
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Interpretacion de la prueba:

Prueba Positiva: Produccion de Burbujas > 45 Mm al revelar
la prueba
Prueba Negativa: < 45 Mm de produccion de Burbujas al

revelar la prueba

Prueba de hidrélisis de Tween 80 (método de Wayne)

Algunas especies del género Mycobacterium producen lipasas

capaces de degradar al detergente polioxietilén sorbitol mono-

oleato (Tween 80), las lipasas descomponen al Tween 80 en acido

oleico y sorbitol polioxietileno, al haber degradacion el medio se

torna de un color rojo oscuro debido a la separacion del Tween 80

del rojo neutro.

Reactivos:

100 ml. de Buffer de fosfatos 0.15 M
Na2HPO4 - 2.129 g.
KH2PO4 -2.041g.
0.5 ml de Tween 80
2.0 ml de una solucion acuosa de rojo neutro al 0.1%
pH68-7

Procedimiento;

Repartir 2 ml del sustrato en tubos de 13 x 100 con tapén de
rosca.

Esterilizar a 1210C por 10 min. después de esterilizado el
reactivo debe de presentar una coloracion paja o ambar.

Guardarlo en la oscuridad a 4°C por no mas de dos

semanas.

Inocular el sustrato con un indculo denso de la cepa.
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o Incubar de 35 a 37°C hasta por 12 dias, hacer lecturas a las
24 hrs., 5 dias y hasta 10 a 12 dias.

e Revisar los tubos los tubos a 1, 5 y 10 dias para observar los
cambios de color de rosa a rojo. No agitar los tubos.

e Incluir dos controles cada que se realice la prueba:
POSITIVO: M kansasii
NEGATIVO: Solo reactivos

Interpretacion de la prueba:

e Prueba Positiva: aparicion de color rosa a rojo antes de 5 dias
y de 5 a 10 dias.

e Prueba Negativa: sin cambio de color después de 10 dias.

Prueba de Arilsuifatasa (prueba de 3 dias):

La arilsulfatasa es una enzima producida por ciertas especies de
micobacterias, ésta provoca que se libere fenolftaleina al romper
el enlace existente entre el grupo sulfato y el anillo aromatico del
disulfatc tri potasico de fenolftaleina. La presencia de la
fenolftaleina libre se observa al agregar una base al medio de

cultivo, lo que origina la formacion de un color rosa.

La prueba de 3 dias se utiliza principalmente para identificar
micobacterias de rapido crecimiento de importancia clinica. La
prueba de 14 dias es utilizada para la diferenciacion de

micobacterias de lento crecimiento.

Sustrato:

100 ml. de agar base dubos oleico.

1 ml. de glicerol.

65 MG. de tri potasio de fenolftaleina disulfuro.
pH6.8a7.0
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Reactivo:

10.6 g. Na2CO3 en 100 ml. de agua destilada.

Procedimiento:

e Incorporar 1 mi de glicerol y 65 mg de disulfato de fenoftaleina
tri potasica a 100 ml de base de agar Dubos oleico.

e Colocar 2 ml de esta mezcla en tubos con tapon de rosca

e Esterilizar y permitir que el medio solidifique en posicién
vertical.

e  Utilizar como Inoculo una suspension ligeramente turbia.

e Inocular el medio con 50 pl de suspensién bacilar.

e Incubar a 35 ° C por 3 dias para micobacterias de rapido
crecimiento y 14 dias para micobacterias de lento crecimiento.

e Preparar una solucion de Na2C0O3 1 M(10.6 g en 100 mi de
agua)

e  Ahadir 1 ml de la solucion de Na2CO3

e Incluir controles positivo y negativo cada que se realice la
prueba:
o Control Positivo: M. fortuitum
o Control Negativo: M. avium

Interpretacion de la prueba:
e Prueba Positiva: se observa la aparicién de un color rosa.
e Prueba Negativa: no se observa el cambio de color de Ia

prueba.

Crecimiento en Agar Mac Conkey sin Cristal Violeta:
Es utilizado para distinguir a las micobacterias de rapido
crecimiento que son potencialmente patégenas. Muchos aislados

del complejo M. fortuitum crecen en este medio, mientras que los
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aislados de cepas no patogenas (generalmente no pigmentadas)

no crecen.

Procedimiento:

o Preparacion del medio de cultivo de acuerdo a las
especificaciones del fabricante (15 ml por placa).

e Inoculo: un caldo de cultivo con 7 a 10 dias de incubacion.

e Inocular una placa del agar tomando el indculo del caldo con
una asa estéril, estriar para obtener colonias aisladas

e Observar el crecimiento de 5 a 11 dias.

e Incluir un control positivo y un control negativo:
o Control Positivo: M. fortuitum

o Control Negativo: M. tuberculosis

Interpretacion de la prueba:
e Solamente las cepas del complejo fortuifum—chelonei crecen
hasta el final de la estria. Otras micobacterias pueden mostrar

crecimiento donde el inoculo es mas cargado.

Prueba Toma de Hierro:
Esta prueba se utiliza para detectar micobacterias de rapido
crecimiento capaces de convertir el citrato férrico amoniacal en

oxido de hierro.

Procedimiento:

e Inoculo: Suspension Acuosa.

e lnocular un medio de LJ con 100pl de la suspension de la
cepa.

e Incubar el tubo a 35°C hasta que aparezca el crecimiento
definido (2-3 semanas).

o  Preparar tubos con citrato férrico amoniacal al 20%. esterilizar
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Afadir una gota de la solucion de citrato estéril por cada ml.
de medio de LJ (15 gotas).

Incubar a 37 ° C por 21 dias

Incluir un control positivo y un control negativo cada que se
realice la prueba:

o Control Positivo: M. fortuitum

o Control Negativo: M. chelonae

Interpretacion de la Prueba:

Prueba Positiva: el 6xido de hierro se observa como un color
café oscuro (6xido) y decoloracién del medio.
Prueba Negativa: no se observa cambio de color en el medio

de cultivo.

Prueba de Pyrazinamidasa:

La enzima pyrazinamidasa hidroliza la pirazinamida a acido

pirazinoico y amonio. Este acido se detecta por la adicion de

sulfato ferroso amoniacal en el medio de cultivo. Esta prueba es

util para separar M. marinum de M. kansasii y M. bovis de M.

tuberculosis.

Procedimiento:

]

Inoculo: cultivo con 2 a 3 semanas de crecimiento.

Preparar tubos con caldo de base Dubos con 0.1g se
pirazinamida, 2g de acido pirQivico y 15 g de agar/L, adicionar
15 ml a cada tubo c/tapon de rosca. Esterilizar y solidificar en
posicién vertical.

Sembrar el agar agregando un indculo fuerte del cultivo a
probar.

Incubar a 35°C por 4 dias.

Preparar una solucion de sulfato ferroso amoniacal al 1%

recién preparado.
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Afadir 1ml de sulfato ferroso amoniacal a los tubos vy
colocarlos en el refrigerador por 4h.

Incluir un control positivo y un control negativo cada que se
realice |la prueba:

o Control Positivo: Mycobacterium tuberculosis

o Control Negativo: medio no inoculado.

Interpretacién de la prueba:

Prueba Positiva: desarrollo de una banda de color rosa indica
un resultado positivo de la prueba.

Prueba Negativa: no se desarrolla cambio de color en el tubo.

Prueba de Tolerancia al Cloruro de Sodio:

De las micobacterias de lento crecimiento, solamente M. triviale

crece en presencia de NaCl al 5%. Las micobacterias patégenas

de rapido crecimiento, excepto M. mucogenicum y muchos

aislados de M. chelonae, crecen también en NaCl al 5%.

Procedimiento:

Inoculo: una suspension turbia.

Utilizar LJ conteniendo NaCl al 5%.

Utilizar como control de crecimiento el mismo medio de LJ sin
cloruro de sodio.

Inocular el medio con 0.1ml de la suspension bacteriana.
Incubar el cultivo a 35°C y leer a la 4° semana.

Incluir un control positivo y un control negativo cada que se
realice la prueba:

o Control Positivo: M. fotuitum

o Control Negativo: M. tuberculosis
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Interpretacion de la prueba:

e Prueba Positiva: se observa desarrollo de micobacterias en el
medio.

e Prueba Negativa: no se observa desarrollo de micobacterias

en el medio.

Prueba de Reduccion de Telurito:

La telurito reductasa reduce el telurito de potasio incoloro a un
precipitado negro metalico en un periodo de 3 a 4 dias, y es una
propiedad que distingue a las cepas del complejo M. avium, asi

como también a las micobacterias de rapido crecimiento.

Procedimiento:

e Inoculo: utilizar cultivos de 7 dias crecidos en caldo
Middlebrook 7H9. El caldo debe presentar una turbidez
evidente que indique un crecimiento activo.

e  Preparar tubos con una solucion acuosa de telurito de potasio
al 2 % (0.1 g en 50 ml de agua). Esterilizar a 121 ° C por 10
min.

e Afadir 2 gotas de la solucién de telurito a cada cultivo y
regresar los cultivos al incubador.

e  Examinar los cultivos diariamente por 4 0 mas dias

e Incluir un control positivo y un control negativo cada que se
realice la prueba:

o Control Positivo: M. avium
o Control Negativo: M. kansasii

Interpretacion de la prueba:

e Prueba Positiva: se observa la presencia de un precipitado
negro azabache en el cultivo.

e Prueba Negativa: no se observa la presencia de un precitado

de color negro
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Prueba de Ureasa:

Se basa en la habilidad de un aislado para hidrolizar la urea en
amoniaco y CO2, se utiliza para identificar tanto micobacterias
escoto cromégenas como no foto cromégenas. La urea es Ufil

para reconocer cepas pigmentadas de MAC.

Procedimiento:

e Inoculo: colonias en medio sélido en crecimiento activo.

e Preparar tubos de vidrio con tapén de rosca con 4 ml de agar
base urea estéril (Mezclar 1 parte de la base agar urea
concentrada con 9 partes de agua desionizada estéril,
esterilizar por filtracion).

e Agregar las colonias a un tubo con el sustrato.

e Incubar a 35 ° C por mas de 3 dias

e Incluir un control positivo y un control negativo cada que se
realice la prueba:

o Control Positivo: M. fortuitum

o Control Negativo: M. gordonae

Interpretacion de la prueba:
s Prueba Positiva: Cambio de color del medio de naranja a
rosa intenso.

e Prueba Negativa: Sin cambio de color.

Sensibilidad a hidrazida del acido tiofén-2-carboxilico (TCH)

La inhibicion del crecimiento por la hidracida del acido Tiofén-2-
carboxilico (T2H), es una prueba Util para distinguir entre M. bovis
y M. tuberculosis. Este compuesto inhibe el crecimiento de M.
bovis sin afectar el crecimiento de M. tuberculosis a

concentraciones de 5 ug/ml en el medio de cultivo.
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e En el medio Middiebrook 7H11 se le agregan 5 ug/ml de T2H

en tubos de 16 X 150.

e  Preparar el mismo medio sin T2H como control.

Procedimiento:

e Preparar una suspension turbia de las cepas problema en

agua destilada estéril.

e Diluir 1:1000 e inocular tres gotas de la suspension en el

medio control y en el medio con T2H.

e Incubar a 37° C y registrar la fecha en la que se observa un

crecimiento definido en el medio control. Incubar el medio con

T2H hasta que aparezca crecimiento y hasta un maximo de 3

semanas.

Interpretacion:

e RESISTENTE: Si el crecimiento en el medio de T2H es mayor

al 1% que el crecimiento en el medio control.

o SENSIBLE: (M bovis) si el crecimiento en el medio con TCH

es menor del 1%, comparade con el crecimiento en el testigo.

Después de realizar las pruebas de identificacion se reporta el

resultado conforme al cuadro # 1, Pruebas de identificacion de

micobacterias el cual se encuentra en el area de Micobacterias y

al final de este procedimiento, en la libreta asignada para el

registro del area de Micobacterias PROM12-A, |la cual se muestra

a continuacion:

R~ PROM12-A
# Nombre : : Tipo
Folio Paciente Expedlente‘ Procedencia Edafd / ioEtia
Fecha Baciloscopia Diagnostico
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2.2

Donde:

# Folio: anotar el numero de folio del paciente

Nombre paciente: anotar el nombre del paciente empezando por
apellido

Expediente: anotar el nimerc de expediente del paciente

Procedencia: anotar la procedencia del paciente

Edad: anotar la edad del paciente

Tipo muestra: anotar el tipo de muestra

Fecha: anotar la fecha en se recibié la muestra
Baciloscopia: anotar la tincion que se realizo

Diagnostico: anotar el diagnostico del paciente

Identificacién por método automatizado (identificacion por sondas de DNA
GEN PROBE).

Es un método de identificacion rapida por sondas de DNA que utiliza la
técnica de hibridacién de acidos nucleicos para la identificacion de
micobacterias del complejo M. tuberculosis, micobacterias del complejo M.

avium entre otras micobacterias, aisiadas a partir de cultivo.

Procedimiento:
5.2.2.1 Preparacién de la muestra:

e Cepas aisladas de medio sélido de LJ, placas de Middlebrook
7H10 o 7H11 yl/o cultivo liquido de 3 a 4 semanas de
desarrollo. Remover el crecimiento bacteriano del medio
solido con un aplicador de madera y disolver directamente en
el tubo de reactivo de lisis. Medio de cultivo liquido o
Middiebrook 7H9 concentrar el cultivo y desechar el
sobrenadante.

e Marcar los tubos de reactivo de lisis con el folio

correspondiente a cada prueba
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Pipetear 100 ul del reactivo de lisis y 100 ul de buffer de
hibridizacion en los tubos de reactivo de lisis (solo cuando se
procesen cepas a partir de medio sdélido). Cuando se
procesen muestras de medio liquido no adicionar el reactivo
de lisis.

Mezclar con Vortex.

5.2.2.2 Lisis de la Muestra:

Colocar los tubos de lisis en el Sonicador para mezclar la
muestra con los reactivos y se lleve a cabo la reaccion.
Sonicar por 15 min.

Colocar los tubos en el termo block por 10 min. a 95° +/- 5°C.

Saque los tubos del termo Block.

5.2.2.3 Hybridizacién:

Pipetear 100 pl de las muestras de los tubos de reactivo de
lisis y adicionarlas en los tubos correspondientes al reactivo
de sonda.

Tape los tubos e incubelos por 15 min. a §9.5°C — 61°C en un
bafio de agua.

5.2.24 Seleccion:

Remueva los tubos del reactivo de sonda del bafio. Pipete
300pl del reactivo de Seleccién en cada tubo. Mezcle en
Vortex

Incubar los tubos de reactivo de sonda por 10min. a 59.5°C —
61°C en un bafio de agua.

Saque los tubos del bafio y déjelos a temperatura ambiente
por 5 min.

Leer los resultados en el luminémetro metro en una hora

maximo.

De: 114
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5.2.2.5 Deteccion:
e Seleccionar el protocolo adecuado para cada cepa en el
menu de protocolos del software del equipo.
o [nsertar el tubo en el luminémetro metro de acuerdo a las
instrucciones del eguipo.
e Cuando la lectura del equipo haya terminado sacar el tubo del

mismo.

5.2.2.6 Resultados:
e Los resultados de la prueba estan basados en los siguientes
valores de punto de corte:
o Positivas: Muestras con igual o mayor valor que el punto
de corte.
o Indeterminadas: Muestras que se encuentran enire
ambos valores (+y =)
o Negativas: Muestras con menor valor que el punio de

corte.

Nota: Los resultados negativos por sonda de DNA se deberan enviar a la seccion de PCR para su

identificacion por la técnica de RFLP y / o secuenciacion.

5.2.3 Prueba de sensibilidad manual:
5.2.3.1 Meétodo de las proporciones:
Procedimiento:
o Medio preparado de medio de Middlebrook 7H10 con OQADC:
Los medios de cultivo sin y con medicamentos se deben
preparar al mismo tiempo y su duracioén es de un mes a partir
de la fecha de su preparacioén, si es que se les mantiene en

refrigeracién entre 4 y 8° C.
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o Preparar soluciones stock de los antibidticos con al menos
1,000pg de la droga biolégicamente activa por ml de agua
desionizada estéril.

e Inmediatamente después de su preparacion, dispensar
pequerios volumenes de la solucidon en viales estériles y

congelar a -20°C.

Criterios de resistencia de M. Tuberculosis a los medicamentos antituberculosos y potencia.

: == Coizsr;trr;cién | ﬁ;ﬂﬁgon Eg’ienr:gg
Isoniacida 0.2 1 1000
Isoniacida 1 1 I 1000
Estreptomicina " 2.0 1 800
Estreptc;micina 10.0 1_ 80(?
Rifampicina | 1.0 ’ 1 | 1000
. o B o
ciorhicrato 100 1 00

(*) Se determina de acuerdo a la informacioén que acompafa al envase
** pg de sustancia activa por mg

e Preparar el agar 7H10 de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Dejar enfriar hasta una temperatura de 50-52°C
antes de adicionar el OADC.

o Afadir cada uno de los antibiéticos en el medio a la
temperatura anteriormente sefialada, mezclar bien vy
dispensar en placas con 2 cuadrantes (10 ml en cada
cuadrante).

e El medio debe prepararse solo en cantidades que se utilicen

en un mes.
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e Inoculo: La cepa usada para el estudio debe tener un buen
crecimiento (como minimo 10 colonias) y por lo menos 30
dias de desarrollo. Si el niumero de colonias es menor de 10,
la muestra no es representativa de la poblacién bacilar de las
lesiones.

e Tomar con un aplicador de madera estéril el mayor numero de
colonias desarrolladas en el tubo de cultivo de la cepa en
estudio.

e Colocarlas en un tubo con perlas de vidrio y tapén de rosca
estéril con 5 gotas de agua desionizada estéril.

e Agitar en vortex por 1 min., hasta que se rompa Ia
micobacteria.

e Dejar sedimentar de 30 a 60 segundos.

e Con una pipeta Pasteur retirar la parte homogénea y colocarla
en el tubo destinado a preparar la suspension de Mac
Farland, para lo cual se va agregando agua desionizada y
agitando, hasta que se ajuste al patron de Mac Farland No. 1
(108 ufc/ml). Esta es la suspension madre.

e A partir de esta suspensidon se preparan cuatro nuevas
suspensiones en escala decimal, utilizando los cuatro tubos
con 9 ml de agua destilada estéril rotulados 10-1 a 10-4.

e Las suspensiones decimales se hacen tomando con una
micropipeta 1 ml de la suspensién madre y mezclandolo con
los © ml de agua destilada del primer tubo, es decir el rotulado
10-1. Agitar hasta obtener una suspensién homogénea. A
continuacion, tomar 1 ml de la suspension 10-1 y afadirlo a
los 9 ml del agua desionizada del tubo 10-2, en la misma
forma de antes. Se continla asi sucesivamente hasta
preparar las cuatro diluciones.

e Inocular 100ul de las diluciones 10-2 y 10-4 sobre grupos

idénticos de placas de agar con antibiético.
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Incubar a 35° C en una atmésfera de 5 — 10 % de CO2 en
bolsas de polietileno.

Examinar las placas semanalmente por 3 semanas.

5.2.3.2 Reporte:
La lectura de la prueba se hace de la siguiente forma: si la prueba

se realizé apropiadamente, debe haber de 2+ a 3+ de crecimiento

en el control 10-2 y colonias aisladas en el control 10-4.

El conteo se reporta de la siguiente manera:

4+
3+
2+
1+

Crecimiento abundante (500 o mas colonias)
200 - 500 colonias

100 — 200 colonias

50 — 100 colonias

Contar < 50 colonias

Se cuentan cuidadosamente las colonias de los cuadrantes
con droga y se comparan con el nimero de colonias del
control 10-4, lo que indica el nimero de mutantes resistentes
a cada una. La relacién entre el nimero de mutantes
resistentes al farmaco de que se trate y el nimero de bacilos
sembrados (cuadrante control) multiplicada por 100 da el
porcentaje de resistencia a esta droga. Comparando este
porcentaje con la proporcién critica establecida para esa
droga se determina si la cepa es sensible o resistente.

Los resultados se informan indicando solamente si la cepa es
sensible o resistente a cada una de las drogas probadas:
Sensible: < 1% que el crecimiento en el cuadrante control.
Resistente: > 1 % que el crecimiento en el cuadrante control.
Incluir cepas control ATCC de Mycobacteruim tuberculosis
sensible y resistente cada que se realicen las pruebas de

sensibilidad
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5.2.4 Pruebas de Susceptibilidad por método automatizado:

e Las pruebas de sensibilidad por el método automatizado BACTEC

MGIT se deberan realizar al menos dos veces por semana debido a

que se deben proporcionar los resultados de nuestras pruebas de

acuerdo a los tiempos de entrega de resultados con el proposito de

cumplir con la satisfaccion de nuestros clientes.

Procedimiento:

A) Los tubos de sensibilidad antes de su inoculacion se deben preparar

de la siguiente manera:

ﬁ

Control de
Crecimiento SR A S

Control de #1 #2 #3 #4
Crecimiento S I R E

\\\\\
0.1 ml suspension

del organismo

Solucién Salina
Estéril

~ 0.8 ml
Suplemento
SIRE 1. Agregar 0.8 ml de Suplemento
BACTEC™ MGIT™ 960 SIRE a cada
tubo.

y

100 ul
? 2. Agregar 100 pl de cada farmaco al tubo

MGIT marcado apropiadamente.

3. Preparar el Inoculo de Control de
Crecimiento: Pipetear 0.1 ml de inoculo
de AST en 10 ml de solucién salina
estéril para preparar una dilucion
1:100. Mezclar
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B) Prueba de sensibilidad a partir de medio liguido:

De un Tubo MGIT de 7 ml Positivo:

A. Dia de Positividad = Dia 0
Incubar al menos uno ¢ mas dias

después de detectar positividad
B. Si el tubo es del ‘Dia 1" o ‘Dia 2,

Dia 0 © ; -
mezclar por inversion y vaya

Dlat o Dia3as directamente a  Preparacién &

I Inoculacion.
X

C. Si el tubo es del ‘Dia 3’ a ‘Dia 5, diluir
1 ml del caldo positivo en 4 mi solucion

salina estéril. Mezclar
(1:5 dilucion)
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C) Prueba de sensibilidad a partir de medio sélido:

Medio Solido con
crecimiento < 14 dias

1)
2)
3)

Tubo estéril con 4
mL de Caldo 4)

MGIT y perlas de

vidrio
9)
Preparar Suspension
= 1.0 McFarland

/ Vortex 2 - 3 minutos 6)
7)

sobrenadante

20 minutos para
sedimentar grumos
gruesos

®

sobrenadante

15 minutos para
sedimentar grumos
gruesos

Ajustar turbidez a
0.5 McFarland

Usar crecimiento en medio solido < 14
dias.

>1.0
McFarland en un caldo MGIT que

Preparar una suspension
contiene 8 - 10 perlas de vidrio.
Vortex 2 - 3 minutos.

Dejar 20 minutos en reposo para
sedimentar los grumos grandes.
Transferir el sobrenadante a otro tubo
estéril y dejar en reposo otros 15
minutos.

Transferir el sobrenadante a otro tubo

estéril y ajuste la turbidez a 0.5

McFarland.
Diluir 1 mL de la suspension final en 4
ml solucion salina estéril  (1:5

Dilucion). Mezclar

4 ml Solucion
Salina Estéril
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D) Sensibilidad a pirazinamida:
De Medio Liguido:

De un Tubo MGIT de 7 mL Positivo:

@ \
Dia 0 ©
Diat1o2

v

De Medio Solido:

Dias 3-5

: Inoculo PZA

WV

Medio Sdlido con
crecimiento < 14 dias

Preparar Suspension
= 1.0 McFarland

Tubo estéril con
4 mL de caldo
MGIT y perlas de
vidrio

/ Vortex 2 - 3 minutos

A. Dia de Positividad = Dia 0 Incubar al menos uno
0 mas dias después detectar positividad.

B. Si el tubo es del Dia 1 o Dia 2, mezclar por
inversion y vaya directamente a Preparacion &
inoculacion,

C. Si el tubo es del Dia 3 a Dia 5, diluir 1 ml del
caldo positivo en 4 mi solucion salina estéril (1:5

diliicidiny Mezelar

1) Usar crecimiento de medio sdlido < 14 dias.

2) Preparar una suspension >1.0 McFarland en
calde MGIT que contiene 8 - 10 perlas de vidrio.

3) Vortex 2 - 3 minutos.

4) Dejar 20 minutos en reposo para sedimentar los
grumos grandes.

0) Transferir el sobrenadante a otro tubo estéril y
dejar reposar otros 15 minutos.

6) Transferir el sobrenadante a otro tubo estéril y
ajuste la turbidez a 0.5 McFariand.

7) Diluir 1 mL de la suspension final en 4 mL de
solucion salina estéril para obtener una dilucion
1:5. Mezclar.

sobrenadante sobrenadante
20 minutos para 15 minutes para : : 4 mL Sol. Salina
sedimentar grumos sedimentar grumos Agj ?i;;ggl:iz # Estéril
gruesos gruesos ]

PZA Inoculo
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Interpretacion:

a. SENSIBLE: Sin desarrollo en el frasco con antibiético dentro de

los cuatro dias de crecimiento del control.

b. RESISTENTE: Desarrolio en el frasco con antibiético dentro de los

cuatro dias de crecimiento del control. Realizar una resiembra en

gelosa sangre como control de contaminacion.

Susceptibilidad a drogas de segunda linea:

Se realiza las pruebas de susceptibilidad a drogas de segunda linea

por los métodos antes descritos en cepas de Mycobacterum

tuberculosis multidrogo resistentes para los siguientes antimicrobianos:

amikacina, ofloxacina, levofloxacina y proteonamida.

o ]
chg?lr;ac:. lda: ['::::?;l::a Ag;‘égg:esctilﬂ?er:ronto Agregar la droga | Agregar el inoculo a
y concentracion final OADC prapsiada a evaluar .
RIFA 1 ug/ml 0.8 ml 100 0.5 ml |
INH 0.1 ug/ml 0.8 ml 100 wl 0.5 mi
INH 0.4 ug/ml 0.8 ml 100 pl ~ 05ml
EMB 5 pg/ml 0.8 mi 100 pl 0.5 ml
EMB 8ug/ml 0.8 ml 100 pl 0.5 ml
STR 1 pg/ml 0.8 ml 100 pl 0.5 ml
STR 4 pg/ml 0.8 mi 100 pl 0.5 ml
PZA 100 pg/ml 0.8 ml 100 pl 0.5 ml
Control de cepa 0.8 ml | 0.5 mi
DROGAS DE SEGUNDA LINEA
AMK 1 pg/ml 0.8 mi 100 pl 0.5 ml
OFX 2 pg/ml 0.8ml 100 pl 0.5 ml
ETH 5 pg/iml 0.8 ml 100 pl 0.5 ml
KAN 2.5 pug/ml 0.8 ml 100 pl 0.5 ml
PAS 4 ug/ml ) 0.8 ml 100 ul 0.5 ml
Control de cepa ~_0.8ml i 0.5 mi

Inocular los tubos Mgit de acuerdo a los incisos anteriormente sefalados.
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Preparacion de los antibiéticos:

Reconstituir con agua destilada o desionizada bajo condiciones asépticas.

Conservacion: de 2 a 8°C hasta su fecha de caducidad y ya hidratados se

conservan hasta 4 semanas de 2 a 8°C ¢ hasta 3 meses -20°C, una vez

descongelados no se re congela el antibidtico.

e En cada lote de pirazinamida incluir un control de sensibilidad a la
prueba con cepas control ATCC de Mycobacteruim tuberculosis
sensible 25618 y resistente 35828.

Incluir tabla de antibidticos

Volumen a"f'—lédido a

Concent. del ab Concent. Final en

Antibidtico reconstituide los tubos 'rr!g_it para el tibo
anal|3|s )
Estreptomicina 83 pg/mi 100 ul 1 ug/mi
Isoniacida 8.3 ug/mi 100 pl 0.1 pg/mi
Rifampicina 83 ug/ml 100 pl 1 pg/mi
Etambutol 415 ng/ml 100 pl 5 ug/mi
Estreptomicina 332 ug/mi 100 pl 4 pg/mi
Isoniacida 33.2 pg/mi 100 pl 0.4 pg/ml
Pirazinamida 8000 ug/ml 100 pl 100 ng/ml

Preparacion de antibidticos:
1) Los antibidticos de alta concentracion se reconstituyen con 2 ml de

agua desionizada estéril.
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2) La pirazinamida se reconstituye con 2.5 ml de agua desionizada

estéril.

Los resultados impresos se entregan a la secretaria adscrita al Servicio de Microbiologia
Clinica que tiene la funcién de cotejar con la lista de examenes solicitados dicho resultado y
entregarlo al paciente, archivo o pabellén clinico, (Ver procedimiento PROM 17 y PROM 18) en
el formato Hoja de reporte de resultados para el expediente clinico.

Si el resultado va al archive o pabellén, un mensajero de la direccién recibe el resultado de la
secretaria del Servicio de Microbiologia Clinica para su entrega al destino final, si es paciente
externo sin expediente se le entrega directamente al paciente por la secretaria en la fecha que

le fue asignada para su recoleccion.

IMSTITOTS RACIOMAL DE ENFERMEDADES REXPIRATCRIAS

Bubdirecoién de Servicion Auziliszas o
Departamento de Micrebic

INER Exta. 5258 y 5285

' v 1511 30a . m

Noabre del pacientas
el parlente: Al . 58411

ny i
Nombre del test Flasl N il Resultado Fecha/Horn de resultado
BACILOSCOPIA s} HEGATIVO OIORZ0E] ORSE ] dam,
Cultivo de Micobacte riey CLLTIVO NEGA TV A
P ot D
i}
Laboratorio aciediado por CAP Lateratona Cedifizadn en S0 D001 2008
Licened Sanitars Mo 10140045068
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Bitacora de Micobacterias PROM-12 A y reporte de resultados no tienen
caducidad.
Cuadro # 1 Pruebas de identificacion de micobacterias
PRUEBAS DE IDENTIFICACION DE MICOBACTERIAS
TERMING ESPECIES VELOCI DA TEMP. OPTI- FORMA CION DE PIGMENTO [ MORFO LOGIA NIACLNA HEDL N CATA-LASA CATA LAsa REDU 0N
DESCRIF TIVO PE CRECI- M 4 COLO-NIAL DE NITRA-TOS e DETELURI-TO
MIENTO (e 4] RS Ly SEMICUAN.
TITATIVA (mm)|
de burbujan)
Campleju TR | M. iwkercafoms 37 n - 45(EY) T 6T
M. africanum v Ll L5 45 4
17 B A R A5 (6D} i -2l
; ar - ® . L4 . =
Nu Crumigrms AAC Lente 7 LUK SRS <AS(PE k3 - [[¥1]
M. Tenapr Lentir 47 L AT A5 H5 = CRE EISL
M Baemophiism Lemti i = B 45 i
M. il Lenta a7 Lh] 1 - A5 aTa
M. chimarder Lenlu aT - " 45
M. penavene lema 37 5 Lg 45
M. cefutum n - [ - 4%
M. ulcwrans Xa - H B L)
Comp M. rerrae a7 23 - Ri FieTm) 459y 4B}
M trnuale Lento 37 " H 12T 45
M. pasies Fnte au LR v
Cremigene M. Eanswair Tenti AT z T LRI ETNY] K TETIEL ] =
M marimum Lente an . LLE (TR} - 4 nx
Moo Lemtn AT . 1. LB 01w ~45{93% } a5
M. waiaticem Lemtn T - 1. - nas TR nas
M. xemnpr Leita 42 L 45 i
M. gardomee Lema a7 L - A5 ALY miy
M rerofufaceum Lenin 7 L B INE AS{R4%) AR 04"}
M LAZufpas Lemin 17 Lol £ ~AM{YR") SRR 2(51%a)
M. flavescens Lenta 37 I Wz ANy - ey ELAY
Sl rmmigens [Upa, M. frmiinm Hinda 2% - [ER A5 ERrTEE R
M chelinue Rapide Iz | 3 AT DR L] {18 1}
M. wbveerrus Riipido 13 LK -45 v
M. mocogeniam Hapado Iz - % -4% .
M. smiegmetic 28 - LR = 43[R2%)
Ui senn M. e i r [3 1 = ] =¥
M, vaceae 0 1 E 45 |

V- varishle. t usmalin, prescate. -t

neual:

M szulpar os

penn a 3Ty finkis

24T

wmsente; B rugoss, L Dnal U sansparente: Rio Intermedia en oo goadad, ¢

vl 14 dias pontliva:
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6. ZONAS DE TRABAJO DEL LABORATORIO

6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

i

T

7.3

7.4
Fd -

El laboratorio se mantendra ordenado, limpio y libre de materiales no relacionados
con el trabajo.

Las superficies de trabajo se descontaminaran después de todo derrame de
material potencialmente peligroso y al final de cada jornada de trabajo.

Todos los materiales, muestras y cultivos contaminados deberan ser
descontaminados antes de eliminarlos o de limpiarlos para volverlos a utilizar.

El embalaje y el transporte de material deberan seguir la reglamentacion nacional
o internacional aplicable.

Las ventanas que puedan abrirse estaran equipadas con rejillas que impidan el

paso de artropodos.

GESTION DE LA BIOSEGURIDAD

Incumbira al director del laboratorio (la persona que tiene responsabilidad
inmediata respecto del laboratorio) garantizar la elaboracion y la adopcion de un
plan de gestion de la bioseguridad y de un manual de seguridad o de operacion.

El supervisor del laboratorio (que dependera del director) velara por que se
proporcione capacitacion periddica en materia de seguridad en el laboratorio.

Se informara al personal de los riesgos especiales y se le exigird que lea el
manual de seguridad o de trabajo y siga las practicas y los procedimientos
normalizados. E| supervisor del laboratorio se asegurara de que todo el personal
los comprenda debidamente. En el laboratorio estara disponible una copia del
manual de seguridad o de trabajo.

Habra un programa de lucha contra los artropodos y los roedores.

Se ofrecera a todo el personal en caso de necesidad un servicio apropiado de
evaluacion, vigilancia y tratamiento médico, y se mantendran los debidos registros

médicos.
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DISENO E INSTALACIONES DEL LABORATORIO

Al disefiar el laboratorio y asignarle determinados tipos de trabajo, se prestara especial
atencion a aquellas condiciones que se sepa que plantean problemas de seguridad. Entre

ellas figuran:

e La formacién de aerosoles.

e El trabajo con grandes cantidades o altas concentraciones de microorganismos.

e El exceso de personal o de material. Por lo que el acceso estara restringido al personal
autorizado de laboratorio, y en caso de personal en capacitacion temporal (residentes,
pasantes, rotantes) con previa autorizacién de la jefatura de microbiologia, ensefanza y
la subdireccion de servicios auxiliares de diagnostico y paramédicos.

e La infestacion por roedores y artrépodos.

e El mobiliario sera robusto y quedara espacio entre mesas y ofros muebles, asi como
debajo de los mismos, a fin de facilitar la limpieza.

» Habra espacio suficiente para guardar los articulos de uso inmediato, evitando asi su
acumulacion desordenada sobre las mesas de trabajo y en los pasillos. También se dara
espacio para el almacenamiento a largo plazo, convenientemente situado fuera de las
zonas de trabajo.

° Se preveran espacio e instal.aciones para la manipulacién y el almacenamiento seguros
de disolventes, material radiactivo y gases comprimidos y licuados en caso de ser
utilizados.

e Los locales para guardar la ropa de calle y los objetos personales se encontraran fuera de
las zonas de trabajo del laboratorio.

e Los locales para comer y beber y para descansar se dispondran fuera de las zonas de
trabajo del laboratorio.

e En la sala del laboratorio habra un lavabo con agua corriente, instalado cerca de la salida.

e Las puertas iran provistas de mirillas y estaran debidamente protegidas contra el fuego;

se cerraran automaticamente.
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En el nivel de bioseguridad 2 dispone de una autoclave para descontaminacion dentro
del laboratorio.

Los sistemas de seguridad comprenden medios de proteccion contra incendios Y
emergencias eléctricas, asi como duchas para casos de urgencia y medios para el lavado
de los ojos.

Habra un sistema mecanico de ventilacién que introduzca aire del exterior sin
recirculacién.

Se contara con un suministro regular de agua de buena calidad.

Se dispondra de un suministro de electricidad seguro y de suficiente capacidad, asi como
de un sistema de iluminacién de emergencia que permita salir del laboratorio en
condiciones de seguridad. Hay un grupo electrégenoc de reserva del instituto para

alimentar el equipo esencial (estufas, CSB, congeladores, entre otros).

CARACTERISTICAS DE DISENO DEL LABORATORIO

1l Se dispondréd de espacio suficiente para realizar el trabajo de laboratorio en
condiciones de seguridad y para la limpieza y el mantenimiento.

1.2  Las paredes, los techos y los suelos seran lisos, faciles de limpiar, impermeabies
a los liquidos y resistentes a los productos quimicos y desinfectantes normalmente
utilizados en el laboratorio. Los suelos seran antideslizantes.

13 Las superficies de trabajo serédn impermeables y resistentes a desinfectantes,
acidos, alcalis, disolventes organicos y calor moderado.

14 La iluminacién sera adecuada para todas las actividades. Se evitaran los reflejos y
brillos molestos.

15  El mobiliario debe ser robusto y debe quedar espacic entre mesas, armarios Yy
otros muebles, asi como debajo de los mismos, a fin de facilitar la limpieza.

16 Habra espacio suficiente para guardar los articulos de uso inmediato, evitando asi
su acumulacion desordenada sobre las mesas de trabajo y en los pasilios.
También debe preverse espacio para el almacenamiento a largo plazo,

convenientemente situado fuera de las zonas de trabajo.




MANUAL DE BIOSEGURIDAD NIVEL 2
LABORATORIOS Q e 15 9010
INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES E ¥ g s gevo
RESPIRATORIAS INER
ISMAEL COSIO VILLEGAS Hoja:99 | De:114

1T

1.8

1.9

1.10

14

1.16

Se preveran espacio e instalaciones para la manipulacién y el almacenamiento
seguros de disolventes, material radiactivo y gases comprimidos y licuados.

Los locales para guardar la ropa de calle y los objetos personales se encontraran
fuera de las zonas de trabajo del laboratorio.

Los locales para comer y beber y para descansar se dispondran fuera de las
zonas de trabajo del laboratorio.

En cada sala del laboratorio habra lavabos, a ser posible con agua corriente,
instalados de preferencia cerca de la salida.

Las puertas iran provistas de mirillas y estaran debidamente protegidas contra el
fuego; de preferencia se cerraran automaticamente.

En el nivel de bioseguridad 2 se dispondrd de una autoclave u otro medio de
descontaminacién debidamente préximo al laboratorio.

Los sistemas de seguridad deben comprender medios de proteccion contra
incendios y emergencias eléctricas, asi como duchas para casos de urgencia y
medios para el lavado de los ojos.

Hay que prever locales o salas de primeros auxilios, convenientemente equipados
y facilmente accesibles (véase el anexo 1 i

Cuando se planifique una nueva instalacién, habra que prever un sistema
mecanico de ventilacion que introduzca aire del exterior sin recirculacién. Cuando
no se disponga de ventilacion mecanica, las ventanas deberan poder abrirse y, a
ser posible, estaran provistas de mosquiteras.

Es indispensable contar con un suministro regular de agua de buena calidad. No
debe haber ninguna conexién entre las conducciones de agua destinada al
laboratorio y las del agua de bebida. El sistema de abastecimiento publico de agua
estara protegido contra el reflujo por un dispositivo adecuado.

Debe disponerse de un suministro de electricidad seguro y de suficiente
capacidad, asi como de un sistema de iluminacion de emergencia que permita
salir del laboratorio en condiciones de seguridad. Conviene contar con un grupo
electrogeno de reserva para alimentar el equipo esencial (estufas, CSB,
congeladores, entre otros), asi como para la ventilacién de las jaulas de los

animales.
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118 Es esencial un suministro fiable y adecuado de gas. La instalacion debe ser objeto
del debido mantenimiento.

119 Tanto los laboratorios como los locales destinados a los animales son a veces
objeto de actos de vandalismo. Hay que prever sistemas de proteccion fisica y
contra incendios. Cabe mejorar la seguridad reforzando las puertas, protegiendo
las ventanas y limitando el nimero de llaves en circulacién. Se podran estudiar y
aplicar otras medidas, segin proceda, para incrementar la seguridad (véase el
capitulo 9).




MANUAL DE BIOSEGURIDAD NIVEL 2 MAYO 15, 2013

LABORATORIOS q
== s INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES % e 0
RESPIRATORIAS INER
ISMAEL COSIO VILLEGAS Hoja: 101 | De: 114

VI.

MATERIAL DE LABORATORIO

Junto con los procedimientos y practicas correctos, el uso de material de seguridad ayudara a

reducir los riesgos cuando se trabaje con agentes biologicos que entrafien peligro. En la

presente seccion se exponen los principios fundamentales relacionados con el material

apropiado para los laboratorios de todos los niveles de bioseguridad.

Tras consultar con el funcionario de bioseguridad, el director del laboratoric debe velar por

que el material sea apropiado y se utilice debidamente. Para elegir el material de laboratorio

habra que cerciorarse de que responda a los siguientes principios generales:

Que su disefio permita limitar o evitar los contactos entre el trabajador y el material
infeccioso.

Que esté construido con materiales impermeables a los liquidos, resistentes a la
corrosion y acordes con las normas de resistencia estructural.

Que carezca de rebabas, bordes cortantes Yy partes moviles sin proteger.

Que esté disefiado, construido e instalado con miras a simplificar su manejo y
conservacion, asi como a facilitar la limpieza, la descontaminacién y las pruebas de
certificacion; siempre que se pueda, se evitara el material de vidrio y otro material

rompible.

Para cerciorarse de que el material posee las caracteristicas de seguridad requeridas se

consultaran sus especificaciones detalladas de funcionamiento y construccién.

1

MATERIAL DE BIOSEGURIDAD INDISPENSABLE

1.1 Dispositivos de pipeteo para evitar que se pipetee con la boca. Existen muchos
modelos diferentes.
1.2 CSB, que se utilizaran en los siguientes casos:
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1.3

1.4
1.5
1.6

1.7

121 Siempre que se manipule material infeccioso; ese material puede ser
centrifugado en el laboratorio ordinario si se utilizan vasos de
centrifugadora con tapas herméticas de seguridad y si éstos se cargan y
descargan en una CSB;

1.2.2 Cuando haya un alto riesgo de infeccién transmitida por via aérea.

1.2.3 Cuando se utilicen procedimientos con grandes posibilidades de producir
aerosoles, como la centrifugacion, trituracion, homogeneizacion,
agitaciones o mezcla vigorosa, desintegracion ultrasonica, apertura de
envases de materiales infecciosos cuya presion interna pueda diferir de la
presién ambiental.

Asas de siembra de plastico desechables. También pueden utilizarse

incineradores eléctricos de asas dentro de la CSB para reducir la formacion de

aerosoles.

Frascos y tubos con tapon de rosca.

Autoclaves u otros medios apropiados para esterilizar el material contaminado.

Pipetas de Pasteur de plastico desechables, cuando estén disponibles, en

sustituciéon del vidrio.

Los aparatos como las autoclaves y las CSB han sido validados con métodos

apropiados antes de usarlos. A intervaios periodicos deben ser nuevamente

certificados, de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

CARACTERISTICAS DE LA CAMARA DE SEGURIDAD BIOLOGICA

Certificada en los doce meses anteriores. Su superficie se limpia con un desinfectante

apropiado. Rejilla frontal y filtro de salida sin obstrucciones. Uso de llamas desnudas

dentro de la camara. La linea de vacio dispone de filtros y sifones con desinfectante. Se

evita la posicién incorrecta en relacién con las corrientes de aire en la sala. Se ufiliza

cuando hay posibilidad de que se generen aerosoles.

A continuacién se anexa una tabla de materiales de bioseguridad que debe y/o pueden

utilizarse en un Laboratorio de Bioseguridad 2:
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Equipo de bioseguridad

EQUIPO PELIGRO EVITADO CARACTERISTICAS DE SEGURIDAD
Camaras de seguridad
binlogica

—Glaze | Aerosoles y salpicaduras = Flujo minimo de aire hacia el

interior (velocidad frontall an la
abertura de trabajo. Filtracian
adecuada del aire axpulsado
o protege el producta

- Clasa Il Aerosoles v salpicaduras Flujo minimo de aire hacia 2|
interior ivelocidad frontal) 2n la
abertura de trabajo. Filtracidn
adecuada del aire expulsado
Protege &l producto

- Clase [l Aerosoles v salpicaduras + Contencién maxima
* Protege el producto si se incluys
flujo de aire laminar
Camaras aislantes de Aerosoles v salpicaduras < Gontencion maxima

material flexible v
prasion negativa

Pantalla contra Salpicadura de sustancias  » Establece una separacion entre
salpicaduras quimicas el frabajador y el trabajo

Riesgos propios del pipetea < Facilidad de emplen

por succion bucal, como la o Bvita la contaminacian del
ingestion de patogenos, la axtramao bucal da [a pipeta,
inhalacion de aerosoles con o que protege el dispositivo,
producidos por la succidn al usuario v el circuito de vacio
bugal, expulsién de liquido Pasibilidad de esterilizacion

o goteo de la pipeta, Se evita el goteo del extrermno
contaminacion del extiemo inferior de la pipeta

bucal de la pipeta

Dispositivos de pipeteo

Microincineradaores Salpicaduras procedentes = Proteccion meadiante un tubo de

de asas. asas de las asas vidrio o ceramica. abierto por un
desechables extremo v calentado por gas

o electricidad

¢ [esechables, no necesitan
calentamiento
Recipientes herméticos Aerosoles, derrames y + Diseno hermético, con tapa
para recoger y transpartar  fugas + Duraderos

material infeccioso Paosibilidad de tratarlos en la
destinado a la esterilizacion autaclave
dentro del laboratorio
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EQUIPO

PELIGRO EYITADO

Recipientes para la
aliminacion de olijetos
cortantes y punzantes

Heridas punzantes

Recipientas de transporte
antre laboratorios
e instituciones

Autoclaves, manuales o
automaticas

Liberacion de organismos

-

CARACTERISTICAS DE SEGURIDAD

Posibilidad de tratamiento en
autoclave

Robustos. a prueba de
perforaciones

Robustos

Recipientes primario y
secundarin estancos para avitar
fugas

Material absorbente para enjugar
los escapes

Material infeccioso
itransformado en inocuo
para su aliminacion o
rewtilizacion)

a

Diseno aprobado
Esterilizacion térnica eficaz

Frascos con tapdn de rosca Aercsoles y derrames

Proteccidn del circuito
de vacio

Confaminacion del sisterna
de vacio del laboratorio por
aerosoles o rebosamiento
de liquidos

g

Contencion eficaz

Un filtro de tipo cartucho
impide &l paso de aerosoles
(tamano de las particulas:
045um)

El matraz de rebosamiento
contiene un desinfectante
apropiadeo. Puede usarse
una pera de goma para
cortar automaticamente

el vacio cuando se

llena el matraz colector
Todo el sistema pueda
esterilizarse en la autoclave
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Equipo de proteccion personal

EQUIPO

PELIGRI EVITADO

Recipientas para la
eliminacion de abjetos
cortantes v punzantes

Heridas punzantes

Recipientes da transporte
antre laboratorios
& instituciones

Autoclaves, manuales o
automiticas

Frascos con tapén de rosca

Liberacién de organismos

CARACTERISTICAS DE SEGURIDAD

Fosibilidad de tratamiento en
autoclave

Robustos. a prueba de
perforacionss

s Robustos

Recipientas primaric y
secundario estancos para evitar
fugas

iaterial ahsorhente para enjugar
los escapes

-

Material infecciosn
{transformado en inocuo
para su aliminacion o
reutilizacion)

Disenio aprobado
Esterilizacion ténmica eficaz

o

Aerozoles y derrames

Proteccion del circuito
de vacio

GContaminacién del sistema

de vacio del laboratorio por
aerosoles o rebosamiento
de liquidos

Contencidn eficaz

s Ln filtre de tipo cartucho
impide el paso de agrosoles
(tamano de las particulas:
0.45pm)

El matraz de rebosamiento
contiene un desinfectante
apropiada. Pueds usarse
una pera de qoma para
cortar automaticaments

al vacio cuando se

[lapa el matraz colector
Todo el sistema puede
asterilizarse en la autoclave
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VIL.

VIGILANCIA MEDICA Y SANITARIA

La entidad que emplea al personal del laboratorio (Subdireccién de servicios auxiliares de

diagnostico y paramédicos) tiene la obligacién de cerciorarse, por medio del jefe de servicio

de microbiologia clinica, de que la salud de dicho personal esté sometida a la debida

vigilancia. El objetivo de esa vigilancia es detectar posibles enfermedades contraidas durante

el trabajo. Entre las actividades apropiadas para alcanzar ese objetivo figuran las siguientes:

@

Proporcionar inmunizacion activa o pasiva cuando esté indicada.

Facilitar la deteccién temprana de infecciones adquiridas en el laboratorio.

Excluir a las personas muy susceptibles (por ejemplo, embarazadas o personas
inmunodeficientes) de las tareas de laboratorio gue entrafien mucho riesgo.

Proporcionar material y procedimientos eficaces de proteccion personal.

NORMAS PARA LA VIGILANCIA DE LOS TRABAJADORES QUE MANIPULAN
MICROORGANISMOS EN EL NIVEL DE BIOSEGURIDAD 2

11 El reconocimiento médico previo al empleo o a la asignacién de un puesto es
indispensable. Se registrara el historial médico de la persona y realizara una
evaluacion de la salud ocupacional para los fines del laboratorio.

1.2 El jefe del laboratorio de microbiologia clinica debe mantener un registro de
enfermedades y bajas laborales.

1.3  Las mujeres en edad fecunda deberan ser informadas de los riesgos que supone
para el feto la exposicién profesional a ciertos microorganismos, como el virus de
la rubéola. Las medidas concretas que se adopten para proteger al feto

dependeran de los microorganismos a los que pueda estar expuesta la mujer.
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VIIL.

CAPACITACION

Los errores humanos y las técnicas incorrectas pueden poner en peligro incluso las mejores
medidas destinadas a proteger al personal de laboratorio. Por esta razén, el elemento clave
para prevenir las infecciones adquiridas, los incidentes y los accidentes en el laboratorio es un
personal preocupado por la seguridad y bien informado sobre la manera de reconocer y

combatir los peligros que entrafia su trabajo en ese entorno.

En consecuencia, la formacion continua en el servicio acerca de las medidas de seguridad es
primordial. El proceso empieza por el personal directivo, que debe velar por que los
procedimientos y practicas de seguridad en el laboratorio formen parte de la capacitacion

basica de los empleados.

La formacion en medidas de seguridad siempre debe estar integrada en la capacitacion inicial
de los nuevos empleados. Deben ponerse a disposicién del personal el codigo de practicas y

las directrices locales, incluido el manual de seguridad o de operaciones.

Se adoptaran medidas para garantizar que los empleados hayan leido y comprendido las
directrices, como pueden ser las paginas de firmas. Los supervisores del laboratorio deben
desempefiar el papel principal en la formacién de sus subordinados inmediatos acerca de las

técnicas correctas de laboratorio.

El funcionario encargado de la bioseguridad puede colaborar en esa formacion y contribuir a

la elaboracion de materiales y documentos de capacitacién.

La capacitacién del personal debe comprender siempre la ensefianza de métodos seguros
para utilizar procedimientos peligrosos que habitualmente afectan a todo el personal de

laboratorio y que entranan los siguientes riesgos:
e Riesgo de inhalacién (es decir, formacion de aerosoles): uso de asas, siembra de placas
de agar, pipeteo, preparacién de frotis, apertura de recipientes de cultivo, toma de

muestras de sangre/suero, centrifugacion, entre otros.
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Riesgo de ingestion al manipular muestras, frotis y cultivos.
Riesgo de inoculacién cutanea al emplear jeringuillas y agujas.
Manipulacién de sangre y otros materiales patolégicos potencialmente peligrosos.

Descontaminacion y eliminacion de material infeccioso.
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IX.

MANIPULACION DE DESECHOS

Se considera desecho todo aquello que debe descartarse. En los laboratorios, la

descontaminacién y la eliminacién de desechos son operaciones estrechamente relacionadas.

En el trabajo cotidiano, son pocos los materiales contaminados que es preciso retirar del

laboratorio o destruir. La mayor parte de la cristaleria, los instrumentos y la ropa del

laboratorio vuelve a utilizarse o se recicla. El principio basico es que todo el material

infeccioso ha de ser descontaminado y esterilizado en autoclave en el laboratorio.

Las principales preguntas que hay que hacerse antes de eliminar cualquier objeto o material

de un laboratorio que trabaja con microorganismos o tejidos potencialmente infecciosos son

las siguientes:

¢ Se han descontaminado o desinfectado realmente los objetos o el material por un
procedimiento aprobado?

De lo contrario, ;se han embalado con un método aprcbado para ser incinerados
inmediatamente in situ o transferidos a otro laboratorio que tenga capacidad para
incinerar?

¢ Entrafia la eliminacion de los objetos o materiales descontaminados algun otro peligro,
bioldgico o de ofra clase, para quienes realizan las operaciones de eliminacion
inmediata o para quienes puedan entrar en contacto con los objetos o materiales

desechados fuera del recinto del laboratorio?

DESCONTAMINACION.

El tratamiento en autoclave de vapor constituye el método de eleccién para todos los
procesos de descontaminacion. El material destinado a la descontaminacion y
eliminacion debe introducirse en recipienies (por ejemploc en bolsas de plastico
resistentes al tratamiento en autoclave) que tengan un cédigo de color para indicar si el
contenido ha de pasar a la autoclave o a la incineracién. Solo se recurrirda a otros

métodos si éstos eliminan o destruyen los microorganismos.
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Entre las acciones que se tomaran para la descontaminacién incluyen:

e Se usara un descontaminante especifico para el organismo que se esté usando

e Informe al supervisor del laboratorio de todo derrame y accidente con material
infeccioso

e Utilizacion del descontaminante apropiado para limpiar los derrames

e Descontaminacién de las superficies de trabajo antes y después de cada operacion,

todos los dias y tras cualquier derrame

2. PROCEDIMIENTOS DE MANIPULACION Y ELIMINACION DE MATERIAL Y
DESECHOS CONTAMINADOS.

Debera adoptarse un sistema de identificacion y separacion del material infeccioso y sus
recipientes. Se seguiran las normas nacionales e internacionales y se tendran en cuenta
las siguientes categorias:

e Desechos no contaminados (no infecciosos) que puedan reutilizarse o reciclarse o
eliminarse como si fueran «basura» en general.

o Objetos cortantes y punzantes contaminados (infecciosos): agujas hipodérmicas,
bisturis, cuchillas, vidrio roto; se recogeran siempre en recipientes a prueba de
perforacién dotados de tapaderas y serédn tratados como material infeccioso.

e Material contaminado destinado al tratamiento en autoclave que después pueda
lavarse y volverse a utilizar o reciclarse.

e Material contaminado destinado al tratamiento en autoclave y a la eliminacion.

o Material contaminado destinado a la incineracion directa.

3. OBJETOS PUNZOCORTANTES

Las agujas hipodérmicas no se deben volver a tapar, cortar ni retirar de las jeringuilias

desechables después de utilizarlas. El conjunto completo debe colocarse en un recipiente

de eliminacion especifico. Las jeringuillas desechables, utilizadas con o sin aguja, se
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introduciran en recipientes de eliminacion apropiados y se incineraran, esterilizandolas

previamente en autoclave si fuera necesario.

Los recipientes de eliminacién de objetos cortantes y punzantes seran resistentes a la
perforacion y no se llenaran por completo. Cuando estén llenos en sus fres cuartas partes
se colocaran en un recipiente de «desechos infecciosos» y se incineraran,
esterilizandolos primero en autoclave. Los recipientes de eliminacién de objetos cortantes

y punzantes no se desecharan en vertederos.

MATERIAL CONTAMINADO (POTENCIALMENTE INFECCIOSO) PARA SER TRATADO
EN AUTOCLAVE O REUTILIZADO

No se efectuard limpieza alguna de ningln material contaminado (potencialmente
infeccioso) que vaya a ser tratado en autoclave y reutilizado. Cualquier limpieza o
reparacion que se revele necesaria se realizara siempre después del paso por la

autoclave o la desinfeccion.

MATERIAL CONTAMINADO (POTENCIALMENTE INFECCIOSO) PARA SER
ELIMINADO

Aparte de los objetos cortantes y punzantes mencionados mas arriba, todo el material
contaminado (potencialmente infeccioso) debe ser introducido en recipientes
impermeables (por ejemplo en bolsas de plastico que resistan el tratamiento en autoclave
marcadas con un cédigo de color) y tratado en autoclave antes de proceder a su Aparte
de los objetos cortantes y punzantes mencionados mas arriba, todo el material
contaminado (potenciaimente infeccioso) debe ser introducido en recipientes
impermeables (por ejemplo en bolsas de plastico que resistan el tratamiento en autoclave
marcadas con un coédigo de color) y tratado en autoclave antes de proceder a su
eliminacion. Después de pasar por la autoclave, el material puede colocarse en
recipientes apropiados para ser transportado al incinerador. Si es posible, el material

procedente de actividades relacionadas con la atencion sanitaria no debe desecharse en
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vertederos, ni siquiera después de haber sido descontaminado. Si se dispone de un
incinerador en el laboratorio, no es necesario el tratamiento en autoclave: el material
contaminado se coloca en recipientes especialmente marcados (por ejemplo, bolsas con
un cédigo de color) y se transporta directamente al incinerador. Los recipientes de
transporte reutilizables deben ser impermeables y tener tapas que ajusten debidamente.
Se desinfectaran y limpiaran antes de devolverlos al laboratorio para un uso ulterior. En
cada puesto de trabajo deben colocarse recipientes, tarros o cubetas para desechos, de
preferencia irrompibles (por ejemplo, de plastico). Cuando se utilicen desinfectantes, los
materiales de desecho deben permanecer en contacto intimo con éstos (es decir, sin
estar protegidos por burbujas de aire) durante el tiempo apropiado, segun el
desinfectante que se utilice. Los recipientes para desechos habran de ser

descontaminados y lavados antes de su reutilizacion.

Para la manipulacién de desechos contaminados verificar:

o Los recipientes de desechos infecciosos se utilizan debidamente

e Los recipientes estan excesivamente lienos

e Los recipientes estan debidamente rotulados y cerrados

e Los cultivos y otros desechos reglamentados se descontaminan correctamente
antes de eliminarlos

e Los materiales descontaminados fuera del laboratorio se transportan en
recipientes cerrados, duraderos y estancos, conformes con las normas y
reglamentaciones locales

e Los desechos mixtos se descontaminan biolégicamente antes de ser eliminados

como residuos quimicos o radiolégicos
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SEGURIDAD QUIMICA, ELECTRICA Y RADIOLOGICA, PROTECCION CONTRA

INCENDIOS Y MATERIAL DE SEGURIDAD.

Los incendios o los accidentes de origen quimico, eléctrico o radiolégico pueden tener como

consecuencia indirecta un fallo de las medidas de contencion de organismos patogenos. Asi

pues, en cualquier laboratorio de microbiologia es indispensable mantener un nivel elevado

de seguridad en esos aspectos. La promulgacién de normas y reglamentos sobre cada una

de estas formas de proteccion incumbe normaimente a las autoridades nacionales y locales

competentes, cuya ayuda debe recabarse siempre gue sea necesario.
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