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PRESENTACION

La OMS ha recomendado estandarizar la metodologia del diagnostico de lepra para poder
llevar a cabo la comparaciéon de los resultados obtenidos en diferentes paises. El
laboratorio, como parte fundamental de las acciones del programa, necesita apegarse a
esta recomendaciéon. La elaboracién de este manual se enfocé a cumplir con este
proposito.

El Manual de Procedimientos de Laboratorio de Lepra, describe las técnicas que en
materia de identificacion, diagnéstico y seguimiento de casos sefiala la NOM-027-SSA2-
1999, Para la prevencion, control y eliminaciéon de la lepra, que se deben realizar con
apoyo del laboratorio.

Este Manual de 7 capitulos, incluye los aspectos generales sobre la enfermedad, las
técnicas de los estudios baciloscépico e histopatolégico para la identificacion de
Mycobacterium leprae y las lesiones que produce, los formularios para el registro e informe
de resultados, la metodologia destinada a llevar a cabo el control de calidad y las medidas
adecuadas de bioseguridad en el laboratorio.

Fue diseniado para utilizarse en todo el sector salud por lo que las técnicas se describen en
forma simplificada para ser aplicadas en laboratorios del primer nivel de atencién a la
salud y lograr una amplia cobertura.

Este manual es resultado del esfuerzo de personal altamente calificado tomando como
base las recomendaciones de la OMS y la experiencia propia del pais.



INTRODUCCION

La lepra ha sido una enfermedad que por siglos ha estado presente en todo el mundo. La
introduccién de la poliquimioterapia (PQT) ha sido definitiva para que su eliminacién en
muchos paises sea posible en corto plazo.

Meéxico no es la excepcién ya que desde 1990 en que se inici6 el uso de la PQT, se logré
reducir la prevalencia. Por otro lado, debido a la busqueda intencionada de enfermos y los
esfuerzos de las autoridades por llevar acciones de educacion al publico, la incidencia ha
aumentado, lo que indica que se descubrieron y curaron casos que anteriormente no
habian sido detectados. Como consecuencia de ello, el pais alcanz6 la eliminacién
(prevalencia inferior a un caso por 10,000 habitantes), sin embargo, atin existen entidades
y municipios que no han alcanzado esta meta, lo cual indica que todavia se necesita un
esfuerzo adicional importante para mantener la capacidad diagndstica en todos los niveles
de los servicios de salud del pais y lograr la eliminacién de la lepra como problema de
salud publica.



OBJETIVOS

e Describir las técnicas de laboratorio de manera simplificada para el diagnéstico de la

lepra y los procedimientos basicos para el buen funcionamiento de los laboratorios de la
red.

e Estandarizar las técnicas y procedimientos de laboratorio para el diagndstico de lepra
en el Sector Salud.






G.H.A. HANSEN (1841-1912)

(SENERAL IDADES

SOBRE LEPRA



GENERALIDADES

Conceptos generales

La lepra es una enfermedad infectocontagiosa crénica causada por Mycobacterium leprae,
que afecta principalmente piel y nervios periféricos, puede involucrar otros 6rganos y en
ocasiones es sistémica.

La patogenia de la lepra es multifactorial y depende de factores genéticos determinantes
de la resistencia o susceptibilidad, la virulencia del germen, el tamafio del indculo, la
frecuencia y duracion de la exposiciéon a M. leprae, entre otros.

Para que ocurra la infeccién se requiere que la persona susceptible mantenga un contacto
estrecho durante largos periodos con un enfermo. Es probable que la transmisién sea a
partir de moco nasal eliminado por pacientes con lepra multibacilar no tratados, también
se sospecha que el contagio sea a través de la piel. El periodo de incubacién es de cinco
afios como promedio.

Es notable que no sea mas del 5% de la poblaciéon la que desarrolle la enfermedad en
zonas de alta endemia siendo tan probable la infeccién por M. leprae entre los contactos.
Para explicar esta situacion se ha propuesto que la sintomatologia solo aparece en quienes
no tienen el factor genético de resistencia. Asi, intrafamiliarmente la enfermedad se
presenta con una frecuencia cinco a ocho veces mayor que fuera; se enferman dentro del
hogar 29% de quienes comparten el mismo techo, pero la lepra conyugal se observa sélo
en 6%.

Panorama epidemiolégico

La lepra tiene distribucién mundial. Para septiembre de 1999 la OMS reporta la existencia
de 820,205 casos de lepra en el mundo (tasa de 1.4 por 10,000 habitantes). De acuerdo a
esta informacion, el sureste asidtico tuvo el mayor ntiimero de casos y la tasa més alta con
4.5 casos por 10,000 habitantes, le siguieron Africa y América con 1.1; en este dltimo
continente, de los 13 paises que informaron en 1999, s6lo Brasil y Paraguay tuvieron tasas
por arriba de 1 X 10,000 habitantes; Brasil ocupé el primer lugar con 4.3 x 10,000
habitantes.

En México, hasta 1999 existia un total 1,850 casos, de ellos, 1,515 estaban en tratamiento y
el resto sin él, la cobertura de tratamiento con PQT es de 89%. Sélo los estados de Sinaloa
y Colima tuvieron tasa por arriba de 1 x 10,000 habitantes; de los 358 municipios
endémicos, en 101 la tasa es superior a este indicador. La lepra, aunque esté eliminada a
nivel pais, constituye un problema de salud debido al grado de discapacidad que
presentan los casos por no ser diagnosticados ni tratados con oportunidad.



Clasificacién

La lepra por la gama de manifestaciones clinicas se clasifica para su estudio con base en
criterios clinico, bacteriolégico, histopatolégico e inmunolégico; tres son las clasificaciones
que se usan con mayor frecuencia, la de Madrid, la de Ridley y Jopling y la de la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS). Para fines del Programa de Prevenciéon y
Control de la Lepra, se utiliza la clasificaciéon de la OMS, debido a que es practica y de
facil aplicacion.

Clasificacion de Madrid. Considera dos tipos polares, el lepromatoso y el tuberculoide y
dos grupos inestables, el indeterminado y el dimorfo.

Clasificacién de Ridley y Jopling. Considera las manifestaciones de la lepra a lo largo de
un espectro continuo que se extiende desde un extremo de buen prondstico donde se
ubica a la lepra tuberculoide (TT) en un extremo, seguido de las formas tuberculoide
limitrofe (BT), limitrofe (BB), lepromatosa limitrofe (BL) , con la lepra lepromatosa (LL), de
mal prondstico, en el extremo opuesto.

Clasificaciéon de la OMS. De gran valor para fines operativos, sélo considera dos grupos de
acuerdo con la carga bacilar en las lesiones: multibacilares, que tienen bacilos e incluye a
los LL, BL y BB; y paucibacilares, en los que no se demuestra la presencia de bacilos,
comprenden a los casos BT, TT e indeterminados.



Caracteristicas generales de las formas de lepra

Los enfermos de lepra presentan diversas caracteristicas clinicas, bacterioldgicas e
histopatolégicas tipicas para cada una de las siguientes formas:

CARACTERISTICAS TIPO TIPO GRUPO GRUPO DIMORFO
LEPROMATOSO TUBERCULOIDE INDETERMINADO
Evolucion Progresiva Regresiva Fase temprana de la | Forma inestable,
enfermedad evoluciona a los tipos
Si  no se trata, | lepromatoso 0
evoluciona a los tipos | tuberculoide
lepromatoso o]
tuberculoide
Lesiones cutaneas Placas eritematosas, | Placas asimétricas | Manchas Placas eritematosas,
simétricas nodulos o | infiltradas, hipopigmentadas con | cobrizas,
infiltracion difusa eritematosas de | trastorno de la | nodoedematosas
bordes definidos y | sensibilidad.

anestésicas

Alopecia Cejas, pestafias y No hay En las manchas Puede existir
vello corporal
Lesiones mucosas Rinitis, ulceraciony | No hay No hay Puede haber

perforacion del
tabique nasal
(porcién
cartilaginosa).

congestidn nasal.

Alteraciones neuriticas

Neuritis simétrica,

Neuritis asimétrica

Neuritis, trastornos

Neuritis, puede haber

trastornos de la retracciones de la sensibilidad en | o no trastornos de la
sensibilidad y musculares. las manchas y/o sensibilidad en las
motores retracciones placas.

musculares.

Lesiones oculares Puede haber Pueden existir No hay Puede haber
nédulos en la consecutivas a afeccion conjuntival
cornea, iritis, lagoftalmos por
iridociclitis. pardlisis muscular

Estados reaccionales Reaccion tipo Il o No hay No hay Reaccion tipo |,
reaccion leprosa reaccion de reversa o

de degradacion

Baciloscopia Positiva Multibacilar | Negativa Negativa Positiva 0 negativa

Paucibacilar Paucibacilar Multibacilar BB y BL
Paucibacilar BT

Histopatologia Granuloma Granuloma Infiltrado inflamatorio | Estructura mixta

lepromatoso tuberculoide inespecifico células de Virchow y

(células de Virchow)

(células epitelioides
y gigantes tipo
Langhans)

tipo Langhans

Leprominorreaccion

Mitsuda negativa

Mitsuda positiva

Mitsuda positiva o
negativa

Mitsuda positiva o
negativa

Epidemiologia

Antecedente de vivir o haber vivido con un enfermo de lepra o en region endémica.




Tratamiento

Hasta 1990, el manejo de los pacientes con lepra en México era con el uso de sulfona, a
partir de ese afio, se inici6 la PQT (que consiste en el tratamiento de dos o mas farmacos),
la cual ha modificado radicalmente el perfil de la lepra, ya que es altamente eficaz para la
curacion de la enfermedad, reduce el periodo de tratamiento, impide la aparicién de
farmacorresistencia e interrumpe la cadena de transmisién de la enfermedad.

El tratamiento es como sigue:

Casos multibacilares. 24 periodos de 28 dias que consisten en:

¢ Ingesta por el enfermo cada 28 dias, supervisada por personal de salud, de:

Rifampicina 600 mg
Clofazimina 300 mg
Sulfona 100 mg

Hasta completar como minimo 24 periodos.

e Ingesta diaria por el enfermo de:
Clofazimina 50 mg
Sulfona 100 mg
Hasta completar como minimo 648 dosis.

El tratamiento dura como minimo 24 meses cuando se toma regularmente, y en casos
especiales, los 24 periodos pueden distribuirse en un lapso no mayor a 36 meses.

Casos Paucibacilares. 6 periodos de 28 dias que consisten en:

¢ Ingesta por el enfermo cada 28 dias, supervisada por personal de salud, de:
Rifampicina 600 mg
Sulfona 100 mg
Hasta completar como minimo 6 periodos.

¢ Ingesta diaria por el enfermo de:
Sulfona 100 mg
Hasta completar como minimo 162 dosis.

El tratamiento dura 6 meses cuando se toma regularmente, y en casos especiales, las 6
periodos pueden distribuirse en un lapso no mayor de 9 meses.






BAcTERIOLOGIAY

TECNICAS
DIAGNOSTICAS



ETIOLOGIA

M. leprae, descrito por Hansen en 1873, es un bacilo acido-alcohol resistente (BAAR) que
pertenece a la clase Actinomicetales, orden Micobacteriales, familia Micobacteriaceae.
Mide de 1 a 8 pm (micrémetros) de largo por 0.3 a 0.5 pm de ancho, es rectilineo o curvado
y suele presentarse en grupos, llamados globias, constituidos por varias decenas de
individuos que permanecen unidos por una sustancia llamada glea. Se multiplican por
biparticion, la cual ocurre cada 10-20 dias. La temperatura 6ptima para su crecimiento es
de 30°C, de alli su preferencia por residir en piel y nervios periféricos. Expuesto en el
ambiente puede permanecer viable hasta por siete dias, si la humedad es elevada. No se
han identificado endo o exotoxinas. No es cultivable in vitro, sélo se ha podido infectar
experimentalmente a armadillos, monos Mangabay y chimpancés. Se ha encontrado que
los armadillos de 9 bandas (Dasypus novemcinctus) pueden estar naturalmente infectados.

En frotis tefiidos con la técnica de Ziehl-Neelsen, los bacilos leprosos vivos se encuentran
s6lidos, los bacilos muertos pueden estar fragmentados o granulosos.

TECNICAS DIAGNOSTICAS

Examen bacterioldgico (baciloscopia). Es el método mas simple, rdpido, especifico y
barato con que se dispone, ademdas de que no se requiere de personal ni de equipo
especializado en la toma y fijacion de la muestra. Esta técnica permite la identificaciéon de
casos multibacilares y, junto con el examen histopatolégico, son los procedimientos de
eleccién para el diagndstico y clasificacion de los enfermos sospechosos de lepra.

La demostracion de bacilos acido-alcohol resistentes (BAAR) en frotis de muestras clinicas
de casos sospechosos se hace mediante la tincién de Ziehl-Neelsen. Los frotis se hacen con
material obtenido por incisién del 16bulo de una oreja y de una lesion activa y cuando se
considere necesario, de la mucosa nasal. La tincién de los bacilos se realiza con fucsina
calentada y la decoloracién se lleva a cabo con alcohol acidificado con &cido clorhidrico.
En un microscopio 6ptico se observa un minimo de 100 campos en busca de bacilos
rectilineos o ligeramente curvados tefiidos de un color magenta intenso. El resultado
negativo no excluye el diagnéstico de lepra.

Examen histopatolégico. Es un procedimiento que proporciona datos para confirmar el
diagnostico de lepra, establecer la clasificacién clinica y evaluar la evolucién del
padecimiento. El tnico problema que ofrece es la necesidad de personal muy
especializado. Para realizar este estudio se requiere de un corte de piel obtenido de una
lesién activa, representativa, sin infecciéon agregada, que debe incluir epidermis, dermis y
tejido celular subcutaneo. Los cortes histologicos, se deben examinar mediante la tinciéon
de Fite Faraco que es una modificacién de la técnica de Ziehl-Neelsen. Se buscan BAAR y
se analiza el infiltrado celular que los acompaiia.

Intradermorreaccion. Consiste en la administracion intradérmica de lepromina (prueba de
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Mitsuda) y la btisqueda 72 horas después de una reaccion local de hipersensibilidad. La
lepromina es una preparaciéon antigénica rica en bacilos obtenidos a partir de lesiones
experimentales en armadillos que se ajustan a una concentracion de 40 a 160 millones de
bacilos/mL. Esta lepromina-A, ha venido a substituir totalmente a la lepromina-H que se
elaboraba a partir de bacilos obtenidos de lepromas humanos. La prueba no es diagndstica
y s6lo se utiliza como elemento de juicio para la clasificaciéon de un caso que ha sido
identificado por otros métodos. La respuesta positiva indica que la respuesta
inmunoldgica celular a los productos de M. leprae es adecuada, en tanto que la negativa es
indicio de un estado de anergia que se asocia con un mal prondstico.

Métodos serolégicos. Los métodos serologicos para la lepra que han sido desarrollados
hasta ahora sélo tienen utilidad complementaria en el estudio del caso. La mayoria de los
métodos han fallado debido a varios factores entre los que se cuentan aquellos que
dependen del que se esta aplicando (muy caro o complejo, de baja sensibilidad, etc.), del
tipo de antigeno utilizado (preparaciones muy crudas obtenidas de M. leprae o de otras
micobacterias), o de variaciones en la concentracién de anticuerpos segun la posiciéon del
paciente en el espectro de la enfermedad (concentraciones muy bajas en casos TT,BT, BB e
indeterminados).

1. Radioinmunoensayo. Propuesto para ser utilizado principalmente en estudios
epidemiolégicos, consiste en una prueba de inhibicion de la reaccion antigeno-
anticuerpo. Para este propodsito se emplean anticuerpos monoclonales especificos para
uno de los epitopos de cualquiera de los siguientes antigenos de M. leprae: proteinas de
35, 36 o 65 kilodaltones o la lipoarabinomanana (LAM). Cualquiera que sea el par
antigeno-anticuerpo elegido, el anticuerpo se marca con un isétopo radioactivo y se
establece una curva tipo. Los sueros problema se adicionan a sistemas similares y si en
ellos hay anticuerpos de la misma especificidad que los monoclonales, se establece una
competencia que hace que la reaccion esperada disminuya en proporcion directa a la
concentracion del anticuerpo no marcado. El problema mayor con este método es la
necesidad de utilizar marcas radioactivas cuyo manejo y uso estd altamente restringido,
ademas de requerir de equipo costoso y de personal especializado.

2. Anticuerpos fluorescentes con sueros absorbidos (FLA-ABS, flourescent leprosy
antibody absorbed). Desarrollado en Japén por Abe y colaboradores. Se trata de una
prueba de inmunofluorescencia indirecta que emplea como antigeno a bacilos intactos
de M. leprae y como anticuerpos primarios los presentes en sueros problema. Estos
sueros se tratan previamente con suspensiones de BCG y de una micobacteria no
patégena (M. vaccae) y con una solucion de cardiolipina-lecitina, con el propésito de
absorber los anticuerpos de reaccion cruzada. La reacciéon antigeno-anticuerpo se pone
en evidencia con anticuerpos anti-inmunoglobulinas humanas conjugados a
flouresceina y la lectura se hace en un microscopio con fuente de luz ultravioleta, en
busca de bacilos fluorescentes. Aunque la prueba muestra una gran especificidad, su
sensibilidad disminuye en direccién del polo TT y cerca del 90% de los convivientes
dan la prueba positiva, por lo que un resultado positivo debe valorarse en forma
cuidadosa en relacién a los datos clinicos y epidemiolégicos del sujeto. Las limitantes
técnicas principales de este método son la necesidad de un microscopio de
fluorescencia que es costoso y que el resultado depende mucho de la experiencia del
microscopista que hace la lectura.
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3. Inmunoensayo enzimatico (ELISA) con glicolipido fenélico. En la década de los afios
ochentas Brennan y Barrow descubrieron que el glicolipido fendlico (PGL-1) de M.
leprae es una molécula que s6lo se encuentra en este bacilo. Con este antigeno, ya sea
obtenido de la bacteria o sintetizado quimicamente, se desarroll6 un ELISA para buscar
anticuerpos de la clase IgM con utilidad diagnéstica. El ensayo es de tipo indirecto y
emplea un derivado hidrosoluble de PGL-1 con el que se cubren los pozos de una placa
de ELISA. Se afaden los sueros problema diluidos, se dejan reaccionar y el exceso se
elimina por lavado. La reaccién antigeno-anticuerpo se demuestra al agregar
anticuerpos anti-IgM humano acoplados a una enzima (peroxidasa o fosfatasa alcalina)
y una vez eliminado el exceso se agrega el substrato correspondiente. El color
desarrollado se cuantifica espectrofotométricamente en un lector de placas de ELISA y
de acuerdo con el valor de corte preestablecido se determina si el resultado es positivo
o negativo. Con este método, los resultados de diferentes autores con antigeno nativo o
sintético, han mostrado que los titulos de anticuerpos anti-PGL son altos en los casos
multibacilares y menores en los paucibacilares, con una baja proporcion de sujetos de la
poblacion general de dreas no endémicas que tienen anticuerpos positivos. La prueba es
barata y accesible y su tnica limitante es la disponibilidad de antigeno y del lector de
placas.

4. Aglutinacion pasiva de particulas sensibilizadas con glicolipido fenélico. Existe en el
mercado una prueba que emplea particulas de gelatina coloreada que estan recubiertas
con PGL-1. La prueba se hace en microplaca, los sueros problema se afiaden sin
tratamiento previo y la lectura se efecttia en cuanto sedimentan las particulas. Si hubo
reaccién se observa como la formacién de una fina malla de aglutinacién que se
deposita en todo el pozo, en tanto que la reaccion negativa se manifiesta como la
formacién de botones compactos coloridos en el fondo del pozo. La prueba es calificada
como “rdpida” no sélo porque se lleva a cabo en corto plazo, sino porque no requiere de
instrumento de lectura. Su excelente sensibilidad y especificidad la hacen de elecciéon
en estudios de campo.

Métodos de biologia molecular. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La PCR, es
una técnica de amplificacion de material genético muy poderosa basada en los
mecanismos de replicaciéon del ADN. Su sensibilidad es tan alta que permite la detecciéon
de una sola molécula de ADN en una muestra dada y su especificidad —que depende de
las secuencias elegidas para los oligonucleétidos iniciadores de la reaccion — puede
distinguir, si se desea, hasta cepas dentro de la misma especie. Para la lepra, se han
descrito varios iniciadores que permiten la deteccion e identificacion rapida y especifica
de M. leprae en hisopos nasales o en muestras de tejido.
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IMPORTANCIA DE LA BACTERIOLOGIA

El laboratorio juega un papel fundamental en el diagndstico y tratamiento de los pacientes
de lepra.

El diagnostico bacteriolégico, baciloscopia e histopatologia, permite confirmar y clasificar
los casos en multibacilares o paucibacilares. Durante el tratamiento la bacteriologia apoya
la evaluacién del paciente hasta su curacion.

Inicialmente la importancia radica en el momento en que se realiza la primera baciloscopia
y la histopatologia a todo caso probable de lepra. Estos estudios determinan el grado de
infectividad (presencia o ausencia de bacilos) del paciente, asi como el tipo de tratamiento
que debe recibir.

Los casos multibacilares requieren un seguimiento mediante una baciloscopia semestral y
al final del tratamiento. En los que al terminar el periodo de tratamiento establecido
contintian positivos a la bacteriologia, el médico tratante evaluard el estado clinico y
decidira su manejo.

Al finalizar el tratamiento a todos los casos se les realizara un estudio histopatolégico que
confirme su curacion.

Para fines del Programa de Control y Prevencién de la Lepra, las
pruebas diagndsticas vigentes en nuestro pais son la
baciloscopia usando la tincion de Zielh-Neelsen y la biopsia, las
cuales se detallarain mas ampliamente en los capitulos
siguientes.

17



BACILOSCOPIA

La btsqueda de bacilos acido-alcohol resistentes en forma directa en frotis tefiidos de
productos clinicos de sujetos con sospecha de lepra es una herramienta de gran utilidad
para el diagnostico y control de la lepra. Este examen comprende: la toma de la muestra,
la elaboracién y tincién del frotis y la lectura e informe de los resultados.

1. Material requerido

A) Mechero Bunsen o ldmpara de alcohol.
B) Cerillos o encendedor.

C) Alcohol .

D) Algodon.

E) Gradilla.

F) Guantes.

G) Pinzas.

H) Lapiz o pluma.

I) Lapiz diamante.

J) Mango de bisturi n° 3.

K) Navaja para bisturi.

L) Laminillas de vidrio (portaobjetos) 76 X 26 mm
M) Pinzas curvas de ramas largas.

N) Tubo de hule para pinzas.

O) Hisopo.

18



2. Toma de muestra.

La muestra por analizar es la base fundamental en todo procedimiento y la baciloscopia no
es la excepcion. Para que los resultados sean ttiles es necesario disponer de una buena
muestra y los requerimientos para obtener una buena muestra son:

- Provenir del sitio correcto.
- Contener cantidad suficiente del material a examinar

Requisitos:

- Transportarla adecuadamente

- Conservar en lugar fresco y seco
Existen diferentes tipos de muestras, las mas importantes son las obtenidas del l6bulo de
la oreja y de una lesion cutdnea. En los casos en los cuales no haya lesién activa o se
dificulte su toma, se hara de la mucosa nasal.

A). IDENTIFICACION Y REGISTRO DE LA MUESTRA.

Asignar el nimero correspondiente en la libreta de registro.
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Escribir este ntimero en el formato de solicitud asi como también, con la ayuda del lapiz
diamante, en el extremo de la laminilla.

B) SELECCION DEL AREA PARA LA TOMA DE MUESTRA.

l6bulo

lesion

rodill

En las figuras 1 y 2 se muestran los sitios para hacer toma de muestra. Se tomaran las
muestras en el orden ya descrito, esto es, primeramente 16bulo de la oreja y de lesiéon
cutdnea por ser los sitios de mayor probabilidad de encontrar el bacilo y causar menos
molestias al paciente; las muestras de la mucosa nasal se tomardn como segunda opcién.

3. Elaboracion del frotis
20



Limpiar la laminilla con algodén humedecido con alcohol. Posteriormente evitar el
contacto con los dedos.

Colocar la laminilla con la marca hacia arriba, dejarla en la mesa donde sea facil de
alcanzar.

_ 4

Encender la ldmpara de alcohol o mechero de Bunsen.
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LOBULO DE OREJA

Pedir al paciente que se siente y explicar el procedimiento para evitar que se
preocupe o moleste. El sitio para la toma de muestra es el borde inferior del 16bulo de
la oreja.

Limpiar el sitio donde se tomara la muestra con algodén y alcohol. Dejar que seque
antes de hacer el corte.
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Presionar la piel haciendo un pliegue con los dedos en el borde del 16bulo, aplicando
suficiente presion hasta producir isquemia. En caso necesario auxiliese con las pinzas
curvas de ramas largas protegidas con tubo de hule sin usar el seguro de estas. Las
pinzas no son recomendables porque la fuerza de presién puede ser excesiva y no es
detectable ni por el tomador de la muestra ni por el paciente, causando algtn dafio en
el sitio.

Con el bisturi estéril hacer un corte de aproximadamente 5 mm. de largo en el borde
del 16bulo y por lo menos 2 mm. de profundidad de la dermis.
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Después del corte girar el bisturi hacia la derecha y raspar con él para obtener tejido
desde esa orilla hasta el principio del corte, sin dejar de presionar durante todo el

proceso.
/\@O %’7

CORRECTO INCORRECTO

Presionar lo suficiente hasta producir isquemia.

32 IR

Transferir la muestra a la laminilla colocdndola en el extremo mas cercano al namero
de identificacion y extenderla en forma circular, para facilitar la lectura del frotis.
Realizarlo como se muestra en la figura. El frotis se hace de 5-7 mm de didmetro
aproximadamente.
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La muestra tiene una apariencia de incolora a rosa la mayoria de las veces.

Colocar una torunda de algodén humedecida en alcohol sobre la incisién y presionar.

< 7] =

Realizar la limpieza de la hoja del bisturi antes del siguiente corte. Limpiar el bisturi
con algodén humedecido en alcohol. Pasar la navaja sobre la flama, sin que se ponga
al rojo.

Dejar enfriar el bisturi cuidando que no lo toquen.
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LESION CUTANEA

La muestra se toma de acuerdo al tipo de lesion:
No6dulos. Tomar la muestra del centro.
Manchas. Tomar la muestra de la orilla.

Placas. Tomar la muestra de la orilla.

Hacer el corte como se ha descrito previamente. Transferir el material hacia la
laminilla colocandola en la parte central y extenderla.

ML

..'____,_,..--

Repetir la limpieza del bisturi cada vez que se tome muestra de la misma persona.
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MUCOSA NASAL

En los casos que no es posible tomar la muestra de lesion activa, se debe obtener de la

mucosa nasal.

Para tomar la muestra de la mucosa nasal se indica al paciente que se limpie la nariz

para no obtener moco nasal.

Se frota con un hisopo la parte anterior y posterior del tabique nasal. Se recomienda

que el algod6n del hisopo esté bien compactado.

32
or=
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Con la muestra obtenida se realiza el extendido sobre la laminilla en el extremo
opuesto al del niimero de identificacion.

Dejar secar los frotis a temperatura ambiente sobre la gradilla o la mesa de trabajo
(10-15 minutos aproximadamente).
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Después del secado, los frotis estan listos para ser fijados.

X

Pasar la laminilla tres veces sobre la flama. La temperatura de la laminilla debe ser
soportable al tacto.

La laminilla est4 lista para enviarse al laboratorio o ser tefiida en ese lugar.
Llene el formulario para solicitud de baciloscopia, conservando una copia.
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En caso de ser necesario el traslado de la muestra se procede como sigue:

Envolver la laminilla con una hoja de papel y colocarla en una caja para transporte,
anexar la solicitud en un sobre.

Enviar al laboratorio lo antes posible.

En el laboratorio anotar el estudio en la libreta de registro.
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TINCION DEL FROTIS

La principal caracteristica de las micobacterias es su acido-alcohol resistencia debido
al alto contenido de lipidos en su pared celular. La tincién de Ziehl-Neelsen hace
evidente esta caracteristica.

Material y equipo necesario

A) Mesa con tarja.

B) Puente de vidrio (con 2 tubos de goma).
C) Embudo.

D) Bafio Maria.

E) Balanza con capacidad de 0.1-10 g.

F) Cronémetro.

G) Probetas de 50 y 100 mL.

H) Frascos contenedores color ambar.

I
J
K) Pinzas.

L) Gradilla.

M) Papel filtro.

Propipetas.

Pizeta.

)
)

N) Cerillos o encendedor.

O) Algodon.
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Técnica de Ziehl-Neelsen

Esta técnica se basa en tres etapas que son: coloracién, decoloracion y coloracion de
contraste.

Preparacion de reactivos:

a) Fucsina fenicada se prepara con: soluciéon de fucsina basica y fenol acuoso.
La solucién de fuscina bésica contiene:
—- Fucsina bésica ........cccccccueunene 3g.
—- Alcohol etilico de 96°.......... 100 mL.

Disolver por agitacion en un matraz aforado, agregando lentamente el alcohol.

Preparacion del fenol acuoso:
— Fenol en cristales.................... 5g.

Calentar en bafio Maria hasta fundir completamente el fenol y enfriar.
e Adicionar a la solucién de fucsina bésica el fenol fundido.
e Agitar y agregar agua destilada hasta completar 1 L.
e Dejar reposar 24 horas y filtrar.
e Filtrar una vez por semana.
b) Solucién decolorante (alcohol-acido)
- Acido clorhidrico................... 30 mL.
- Alcohol etilico de 96°.......... 970 mL.

e Dejar escurrir lentamente el acido clorhidrico por las paredes del matraz que
contiene el alcohol. Agitar suavemente.

c) Azul de metileno
- Azul de metileno.................... lg.

- Alcohol etilico de 96°......... 100 mL.

e Disolver por agitacion y agregar agua destilada hasta completar 1000 mL. filtrar.

Procedimiento

Para efectuar la coloracién del frotis, colocar las laminillas en el puente de tincién con
el frotis hacia arriba y el nimero hacia el técnico. Es conveniente que la varilla mas
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cercana al técnico esté ligeramente levantada, para evitar que el colorante cubra la
numeracion del portaobjetos. Las laminillas no deben tocarse entre si.

Ty

INCORRECTO CORRECTO

Se cubre la superficie del extendido con fucsina fenicada previamente filtrada, evitar
que el colorante se derrame.

GiEEE

Con un hisopo o con la ayuda de unas pinzas tomar una torunda humedecida en
alcohol y encenderla. Calentar suavemente por debajo de las laminillas cubiertas con
fucsina, hasta que se produzca emision de vapores blanquecinos visibles; dejar de
calentar y repetir la operacion por dos veces méas. jNO HERVIR! ya que la
laminilla se tornaria café y no se observarian los bacilos. Evitar que la laminilla se
seque, adicionando constantemente el colorante. Si no se realizara asi, la fucsina seria
dificil de eliminar.
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La operacion de calentar tres veces hasta la emisién de vapores toma unos 5 minutos,
que es el tiempo adecuado de contacto entre el extendido y el colorante.

Enjuagar las laminillas para eliminar la fucsina, inclinandolas hacia adelante y con un
flujo suave de agua. Se gira la laminilla para lavar la cara inferior, eliminando asi la
fucsina que ha escurrido.
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Se cubre el extendido con alcohol-acido para realizar la decoloracion. Las laminillas
se toman con unas pinzas o con los dedos pulgar e indice y con un suave movimiento
de vaivén se arrastra la fucsina. El contacto no debe exceder de 1 minuto.

Se elimina el alcohol-acido lavando la laminilla con agua a baja presion.
Cuando las partes mas gruesas del extendido adquieren un color rosado se considera
que el extendido se ha decolorado.

Ya que se ha decolorado se procede a la coloracién de contraste, para lo cual, se cubre
la superficie del extendido con azul de metileno por 1 minuto.
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Se lavan la laminillas con agua a baja presion para eliminar el colorante, tanto por la
superficie como por la cara inferior. Con un pedazo de algodén humedecido con
alcohol &cido se limpian las laminillas por la cara inferior, para eliminar
completamente los residuos de colorantes adheridos al vidrio. jCUIDADO!
cerciérese de no limpiar la cara en la cual se encuentra el extendido.
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Deje secar las laminillas en una gradilla para su posterior lectura.
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Lectura e interpretacion de resultados

Una vez obtenido el frotis y desarrollada la tincién con el método de Ziehl-Neelsen,
se realizard lo siguiente:

e Verificar que el nimero de la laminilla corresponda al formulario de la
solicitud.

e Lalaminilla debera estar lista para ser examinada.

e Colocar la laminilla en la platina y localizar el material usando el objetivo de
mas bajo poder (objetivo 10 x).

e Enfocar y ver como esté distribuido el material.
e Escoger un drea adecuada para un examen mas a fondo.
e Recordar que el primer frotis se encuentra cerca del namero.

e Agregar una gota de aceite de inmersién al frotis.

—\
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Se observa al microscopio con objetivo de inmersién y deben examinar por lo menos 100
campos.

Notar la presencia de eritrocitos, leucocitos, células de tejido, etc. Buscar bacilos tefiidos de
rojo, de los cuales se encuentran como sélidos, fragmentados o granulosos.

L eucocitos

Bacilosen

Globia
Bacilo Sélido

Célula Epitelial
Eritrocito
Bacilo
Bacilo Granuloso
Fragmentado

El resultado puede hacerse en forma cuantitativa y cualitativa por medio de los indices
bacteriol6gico y morfolégico (OMS, Guia antileprosa, Ginebra 1980).
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Indice bacteriolégico

Es un indice cuantitativo que indica el nimero de los bacilos, incluye tanto vivos o viables
(uniformemente coloreados), como los muertos o no viables (fragmentados o granulosos).
Segun la escala logaritmica de Ridley, que varia de 1 a 6 cruces, y esta basada en el namero
de bacilos observados por campo microscépico.

INDICE BACTERIOLOGICO BACILOS POR CAMPO

Negativo No hay bacilos en 100 campos
1+ 1- 10 bacilos en 100 campos
2+ 1- 10 bacilos en 10 campos
3+ 1- 10 bacilos en cada campo
4+ 10 - 100 bacilos en cada campo
5+ 100 - 1000 bacilos en cada campo
6+ mas de 1000 bacilos en cada campo

+ bacilos aislados
@ bacilos en globias

Algunas veces los bacilos se encuentran agrupados en globias de diferentes tamafios.
Globia grande: contiene aproximadamente 100 bacilos.
Globia mediana: contiene aproximadamente 60 bacilos.
Globia pequefia: contiene aproximadamente 30 bacilos.

Representacion esquemidtica del indice bacterioldgico (ib) de los frotis cutdneos
y frotis de secreciones nasales, segiin la escala logaritmica de ridley.

Examinar la laminilla sistematicamente como se muestra en la figura:

Ejemplo: IB NEGATIVO
Ningtn bacilo en 100 campos.

/‘_\\“
v \r\_/v/ y

38



IB 1+ IB 2+
1-10 bacilos en 100 campos. 1-10 bacilos en 10 campos.

O O 8]
g
@C’%O OOO OO%%
%Cb é’o%%%%%o
RS

Examinar 100 campos Examinar 100 campos
IB 3+ IB 4+
1-10 bacilos por campo 10-100 bacilos por campo

O
©0
© OO0
O 0
© O
Examinar 25 campos Examinar 25 campos

IB5+ IB6+
100-1000 bacilos en cada campo. Mas de 1000 bacilos en cada campo*

Examinar 25 campos Examinar 25 campos

* En el microscopio pueden aparecer sélidos, fragmentados o granulosos. En la lectura de los
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frotis o biopsias, aparecen tefiidos individualmente, en grupos o en masas compactas
conocidas por el nombre de “globias”. Las globias estan rodeadas de una membrana limitante
y pueden contener 30 6 mas bacilos.

Cuando se realiza la toma del frotis en diferentes areas, el indice bacteriologico se calcula
sumando el indice de cada zona examinada, dividiendo el total por el nimero de campos
examinados:

Ejemplo:
Loébulo de oreja 5+  Mucosa nasal 4+
Lesion cutanea 4+
5+4+4 13
. = = S +
IB: 3 3 4.3=4

Indice morfolégico (im)

Es el porcentaje de bacilos presuntamente vivos, en relacién con el ntimero total de bacilos en
el frotis. Se calcula después de examinar 200 bacilos sélidos aislados (no agrupados) tefiidos
de rojo. Esto se calcula por separado para cada frotis. A continuacién, se suman los
porcentajes y se divide por el nimero de bacilos examinados, el cual indica el IM del
paciente; el calculo exacto del IM requiere mucha habilidad y experiencia. Es un indicador
vélido sobre la respuesta del paciente al tratamiento con PQT, y ayuda a sefialar cualquier
resistencia .

El IM se calcula de la siguiente forma:

IM: Ntmero de bacilos uniformemente coloreados  _ X 100
' Numero total de bacilos observados

Ejemplo:

.o 140 - 0
IM: 200 X100 70 %

Se reporta de la siguiente manera:

70% solidos (viables)
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30% fragmentados y/o granulosos (no viables)

Este indice es cualitativo e indica el porcentaje de bacilos viables; se basa en el hecho de que
el bacilo modifica su forma, su tincién, su aspecto y conformacién, debido a los cambios
biolégicos o efectos del tratamiento. En este tltimo caso, disminuye el nimero de globias,
posteriormente se fragmentan los bacilos y se hacen granulosos hasta que desaparecen.

Estos bacilos aparecen en tres formas diferentes:

a. Solido: en forma de bastén, derecho o curvo con bordes redondeados, lisos y
regulares; ademas de tomar una coloracién fuerte y uniforme, son bacilos vivos e
infectantes.

b. Fragmentado: son bacilos menos tefiidos o interrumpidos en su tincién en uno o mas

puntos, son formas muertas.

C. Granuloso: los bacilos consisten de granulos pequefios hasta que desaparecen, son
formas muertas.

BACILOS LEPROSOS:

VIVOS (VIABLES) MUERTOS MUERTOS

R I e W s _

R o ,="

Solidos Fragmentados Granulosos
(Uniformemente tefiidos)

Se requiere baciloscopia de control (IB) en multibacilares cada 6 meses hasta concluir el
tratamiento, y en los paucibacilares se recomiendan una baciloscopia al inicio y otra al final.

El IM se recomienda cuando hay duda en la eficacia del tratamiento.

Mantenimiento del microscopio

Un buen microscopio es esencial para la lectura de frotis.
Por lo tanto es necesario mantenerlo en buen funcionamiento.
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Uso y cuidado del microscopio

El microscopio es un instrumento de precision que debe manejarse y conservarse
cuidadosamente tanto su parte mecdnica como el sistema 6ptico. Por ello se recomienda lo
siguiente:

- Manejarlo con suavidad.

- Evitar que caiga aceite de inmersiéon sobre la platina, en caso contrario, limpiar de
inmediato con un pafio suave.

- Quitar el aceite del objetivo de inmersién utilizando papel especial para lentes, pafio de
seda o de algodon humedecido con poca cantidad de xilol o mezcla de alcohol-éter, y
secarlo inmediatamente con otro pafio seco. No usar s6lo alcohol.

- Evitar que los objetivos que se usan en seco, se pongan en contacto con el aceite de
inmersion. En caso de que asi suceda, limpiarlos de inmediato como se indic6
anteriormente.

- Retirar siempre la laminilla del microscopio cuando se haya terminado la lectura.

- Limpiar perfectamente el microscopio, especialmente el sistema Optico, antes de
guardarlo. Se puede usar un bulbo de goma para eliminar el polvo del microscopio.

- El microscopio se cubre con una bolsa de plastico.

- Ubicarlo en un sitio alejado de reactivos quimicos o gases corrosivos.

- En ambientes humedos, en donde se puede dafiar el sistema 6ptico del microscopio por
proliferaciéon de hongos, mientras no se utilice, se recomienda colocar un foco de 25 watts
dentro de su cubierta a intervalos de 20 minutos, con el propédsito de mantener el

ambiente seco.

- Cuando el microscopio se descomponga debe reportarse y solicitar al laboratorio de
referencia estatal su reparacion.

- Tener algunas lamparas sobrantes y otras refacciones de repuesto.
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OCULAR

PERILLA DE AJUSTE

OBJETIVOS

PLATINA

CONDENSADOR

LAMPARA O ESPEJO

Después de usar el microscopio debe ser cubierto con una funda de plastico o guardar en su
estuche para evitar la exposicién al polvo.
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LA BIOPSIA

La biopsia que es el examen microscépico de una muestra de tejido tomada de un ser
vivo, es el método méas comunmente empleado para la confirmacién y clasificacién de
la lepra. Es de valor esencial en las investigaciones y de gran beneficio para la
educacion de los leprélogos. El diagnoéstico histolégico tiene ventaja sobre el
diagnostico clinico en que asegura la clasificaciéon y con ello el pronéstico, es comtn
que la imagen histolégica anteceda a las manifestaciones clinicas. La correlacién entre
los cuadros clinicos y las imagenes histopatolégicas es indispensable en el estudio de
todo caso de lepra.

Material para tomar la muestra de tejido

1). Guantes.
2). Gasa y torundas.
3). Antiséptico: benzal, isodine o alcohol.
4). Anestésico local para infiltracion: xilocaina o lidocaina al 2%, solucion inyectable.
5). Jeringa para tuberculina o para insulina.
6). Campo quirdrgico.
7). Mango de bisturi N° 3.
8). Hoja de bisturi N° 15.
9). Sacabocado N° 6 y 8 mm.
10). Nylon monofilamento quirdrgico no absorbible: 000.
11). Portagujas.
12). Tijeras iris chicas para separar la pieza.
13). Tijera chica para cortar puntos.
14). Cartoncillo cuadrado de 1.5 cm. por cada lado.
15). Formol al 10% o formol amortiguado al 10% cuando se cuente con éL.
16). Frasco de plastico con capacidad de 50 a 100 mL.
17). Etiqueta para rotular el frasco.

Equipo para procesar el tejido e incluirlo en parafina.

Para procesar las muestras y examinarlas, es necesario un laboratorio de patologia
equipado con lo mas indispensable como es procesador de tejidos, microtomo, bafio
Maria, estufa de cultivo y microscopio.
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Técnica para tomar la muestra

1. Antes de obtener la muestra preparar el frasco con el fijador, rotular el frasco con
los siguientes datos del enfermo: nombre, nimero de expediente, regién
anatomica de donde se tomo la muestra y la fecha. Preferir frascos de plastico.

2. Seleccionar cuidadosamente la lesion, la mas representativa del padecimiento, sin
infeccion secundaria, ni huellas de rascado, ni de reaccion.
Si la lesion tiene borde elevado eritematoso, tomar la muestra de este sitio porque
es la parte mas activa, no es necesario incluir piel normal.
Si la lesion es una mécula, placa o nédulo, tomar la muestra de la parte central de
la lesién, no es necesario incluir piel normal.
No tomar nudosidades o placas infiltradas de reaccién leprosa, si se hace debera
especificarse.

3. No frotar la lesién, limpiar suavemente con el antiséptico para evitar cambios en
la superficie.

4. Infiltrar el anestésico por fuera del area seleccionada, profundamente en la dermis
y en el tejido celular subcutédneo, para evitar alteraciones en la estructura tisular.

5. Usar una jeringa de 1 mL. de las empleadas para aplicar tuberculina o insulina.
6. Corte del tejido: la muestra debera incluir epidermis, dermis e hipodermis.

Con sacabocado: usar sacabocado de tamafio minimo de 6 mm. de diametro y
cortar hasta tejido celular subcuténeo.

El instrumento debe presionarse sobre la piel con movimiento de rotacion hasta
que se sienta el tejido blando de la hipodermis, al retirar el sacabocado, el
cilindro de tejido sale de la herida pudiéndose levantar facilmente con un
gancho apropiado o con la aguja empleada en la anestesia, se levanta
suavemente y se corta con las tijeras en su base. Si el corte del sacabocado llega
tnicamente hasta la dermis se dificulta el corte de la base porque al retirar el
instrumento no se levanta el cilindro.
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CON SACABOCADO

Con_bisturi: Incision de 10 mm. de longitud por 6 mm. de grosor y en
profundidad hasta el tejido celular subcutaneo.

Las incisiones con el bisturi deben hacerse verticales, perpendiculares a la
superficie y llegar hasta la hipodermis, asi las muestras seran semejantes a las
tomadas con sacabocados y facilitard su separacién. Evitar hacer el corte en cufia
porque con este tipo de incisiéon se obtienen muestras piramidales de base
amplia y vértice estrecho. También, se recomienda que la incisién sobre la
superficie cutdnea se efecttie por cortes rectos en forma de hexdgono, este tipo
de corte, en lugar del fusiforme, disminuye el niimero de puntos de sutura para
cerrar la herida y sufre menos tensién. Se debe evitar pinzar el tejido extraido,
para levantarlo se puede usar la aguja con la que se infiltr6 el anestésico.

CON BISTURI




CORTE CORRECTO CORTE INCORRECTO

Una muestra de piel sin tejido celular subcutdneo, es una muestra inadecuada.
La cicatrizacion es mejor en las heridas en las que se ha llegado hasta el tejido
celular subcutaneo, incluso, si no se sutura granula mas rapidamente porque el
tejido celular subcutdneo esta ricamente vascularizado.

7. Si la muestra fue tomada con bisturi, colocar el tejido sobre un cartoncillo
cuadrado de 15 mm. por lado, poner la hipodermis en contacto con el cartéon
durante 30 a 60 segundos para que se adhiera a él, ya adherido, sumergir el
cartoncillo con la pieza dentro del fijador. Si se omite el paso de adherir el tejido al
carton, la muestra se deforma y dificulta obtener cortes histologicos aceptables.

HIPODERMIS

CARTON
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8. Si el tejido fue tomado con un sacabocado no es necesario adherirlo al cartoncillo,
porque no se deforma, al separar el cilindro de tejido, inmediatamente sumergirlo
a la solucioén fijadora.

9. Una vez tomada la muestra debe sumergirse en el fijador que contiene el frasco
previamente rotulado.

El fijador mas usual es el formol al 10% que se prepara con una parte de formol
comercial y nueve partes de agua de la llave, sin embargo, se prefiere el formol
amortiguado porque se obtienen mejores tinciones y menos artefactos en los cortes
histolégicos.

El formol amortiguado se prepara de la siguiente manera:

Formol comercial..........ccoovviiiiiiiniiiiiiias 100.0 mL
Fosfato de sodio monobasico monohidratado.............. 40¢g
Fosfato de sodio dibasico anhidro.........cccccoeeevninnnnns 65¢g
Agua destilada..........ocoiiiiniiiii, 900.0 mL

El volumen del fijador se considera en cantidad adecuada cuando el liquido es
20 veces el volumen del tejido a fijar. Nunca dejar la muestra en agua o soluciéon
fisiolégica, porque se descompone el tejido. Si no hay formol, fijar en alcohol
absoluto.

10. Cerrar bien el frasco para impedir se derrame la solucion fijadora, empacar
debidamente protegiendo el frasco.

11. Enviar junto con la muestra la solicitud del estudio histopatolégico, anotar todos
los datos especificados en el formulario, para ser utilizados en la correlacion
clinico-patolégica para el diagnostico y en estudios de investigacion.

Técnica histologica de tincion

En el laboratorio de dermatopatologia del INDRE se aplica con muy buenos
resultados una variante de las técnicas de Ziehl-Neelsen y de Fite-Faraco, esta
variante tifie los ntcleos de las estructuras anatomicas, lo cual permite distinguir
claramente el lugar en donde se ubican los bacilos.
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VARIANTE DE LAS TECNICAS DE ZIEHL-NEELSEN Y DE FITE FARACO

Soluciones:
Xilol-aceite de cacahuate..........ccocccevveuevirccineenccnnnee. 1 parte
XILOL et 2 partes

Alcohol-acido al 1%

Acido clorhidrico concentrado...........oveeeeeevevevrrrnnnn. 1 mL
AICONOL A€ 709 e 99 mL

Solucién de fucsina de Ziehl (carbol fucsina)

Fucsina basica........cevvveiniiieiniciniciicccrcceceee 05¢g

Cristales fundidos de fenol.............cooevvevvevivveiicnennnnne. 2.5 mL
Alcohol absoluto 0 de 96° ..........ccouveevviieceeieeeeeeeeenee 5.0 mL
Agua destilada.........ccccooviiiiiiii 50.0 mL

Fundir los cristales de fenol en un recipiente de vidrio, dentro de la estufa de cultivo
durante 10 a 15 minutos.

Triturar en un mortero la fucsina con el fenol hasta obtener una pasta semiliquida,
afiadir el alcohol, mezclar bien y terminar afiadiendo el agua. Filtrar antes de usarse.

Hematoxilina de Harris

Oxido de mercurio (f0JO) .........owwverrerrvererrensssrsserenens 25¢g
Cristales de hematoxilina............cccoccovviinninninnnnns 5g
Alcohol absoluto ...........cccciiiiiiiiiiiiiiiicce 50 mL
Alumbre de amonio 0 potasio...........cceceeeveueirieucnce 100 g
Agua destilada..........cccocoevviiiiiiii 1000 mL

Disolver en el alcohol, el alumbre en el agua con ayuda del calor, quitar del calor y
mezclar las dos soluciones, calentar a ebullicién tan rdpido como sea posible, quitar
del calor y agregar el 6xido de mercurio lentamente. Recalentar hasta que la solucién
tome color purpura oscuro, remover del calor inmediatamente y enfriar el recipiente
en agua fria.
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La solucién puede usarse al enfriar. La adicion de 2 a 4 mL. de acido acético glacial por 100
mL. de solucién aumenta la precision de la tinciéon nuclear.

Solucién de trabajo de amarillo metanilo

Amarillo metanilo ..., 025¢g
Acido acético glacial ... 0.25 mL
Agua destilada.........ccoceeiiiiniiinii 100.00 mL

Disolver el amarillo metanilo en el agua destilada, afiadir el acido acético glacial.

Procedimiento

1.  Desparafinar con una mezcla de xilol-aceite de cacahuate, dos cambios de 12 minutos
cada uno.

2. Escurrir, secar con papel filtro, limpiar. El aceite residual evita el encogimiento del corte.

3. Tedir con la solucién de carbol fucsina de Ziehl-Neelsen durante 10-15 minutos
calentando con lampara de alcohol hasta emision de vapores. Entre la solucién y el corte
poner papel filtro para evitar precipitados, mantener la laminilla completamente
cubierta con la solucidon colorante, filtrar la solucién antes de usarse.

4.  Lavar con agua de la llave.

5. Diferenciar con solucién acuosa de alcohol-acido al 1% cada laminilla, hasta que los
cortes tomen color rosa, alrededor de 1 minuto.

6. Lavar con agua de la llave y agua destilada.

7. Tetir con hematoxilina de Harris durante un minuto.

8.  Lavar con agua de la llave por 5 a 10 minutos, pasar por agua destilada.

9.  Teiiir con la solucién de amarillo metanilo durante dos minutos.

10. Lavado rapido con agua destilada.

11. Deshidratar con dos pasos rdpidos de alcohol de 96°, seguidos de dos cambios de
alcohol absoluto.

12. Aclarar con un paso rapido por una mezcla a partes iguales de alcohol absoluto-xilol y

finalmente dos cambios rapidos de xilol.
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13. Montar en resina.

Resultados:

Bacilos acidorresistentes ------ rojos
Ntcleos cafés
Fondo amarillo

LECTURA E INFORME DE RESULTADOS.

Criterios para el diagnéstico histopatologico

En el diagnoéstico histopatolégico de la lepra se distinguen dos tipos: tuberculoide y
lepromatoso y dos grupos: indeterminado y dimorfo.

LEPRA INDETERMINADA (I)

Infiltrados inespecificos de linfocitos, monocitos e histiocitos alrededor de vasos, anexos
epidérmicos y nervios. Los bacilos acidorresistentes son ausentes o muy escasos.

LEPRA TUBERCULOIDE (TT).

Granulomas tuberculoides de células epitelioides y células gigantes polinucleadas tipo
Langhans rodeados por linfocitos. El infiltrado puede erosionar el estrato basal de la
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epidermis e invadir y destruir anexos epidérmicos y mnervios. No hay bacilos
acidorresistentes.

LEPRA GRUPO DIMORFO

BT (dimorfo tuberculoide).
BB (dimorfo).
BL (dimorfo lepromatoso).

Lepra Dimorfa Tuberculoide (BT).

Granulomas tuberculoides de células epitelioides y numerosas células gigantes polinucleadas
tipo Langhans, rodeados por linfocitos, el infiltrado no hace contacto con la epidermis. Los
anexos epidérmicos y los nervios estdn rodeados por el infiltrado. Con frecuencia se observan
escasos bacilos en los nervios o en el infiltrado.
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Lepra Dimorfa (BB).

Granuloma tubercuolide de células epitelioides difuso con escasos linfocitos dispersos,
generalmente no hay células gigantes. Siempre hay moderada cantidad de bacilos
acidorresistentes.

Lepra Dimorfa Lepromatosa (BL).

Granulomas de histiocitos, con tendencia a mostrarse como células epitelioides y/o como
células espumosas; presencia de abundantes linfocitos y de bacilos acidorresistentes.
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LEPRA LEPROMATOSA (LL).

Granulomas densos compuestos por células grandes de citoplasma espumoso y escasos
linfocitos. Abundante cantidad de bacilos aislados o en globias.

e Las células mas importantes del infiltrado inflamatorio y que interesan para la clasifica-
cion son histiocitos (células epitelioides y celulas espumosas) y linfocitos.

e las estructuras en donde es frecuente observar bacilos acidorresistentes son: nervios,
musculos piloerectores, histiocitos del infiltrado y entre las fibras coldgenas de la dermis
subyacente al estrato basal de la epidermis.

Limitaciones de la biopsia

e La persona que toma una muestra para biopsia puede no hacerlo adecuadamente, ya sea
porque la lesién elegida no es representativa de la enfermedad, o porque la muestra fue
insuficiente en su tamafio y con eso ser parte del fracaso de este recurso diagndstico.

e  El patdlogo informa solamente sobre lo que encuentre en la muestra que reciba y si esa
muestra no es representativa del padecimiento o es insuficiente en su tamafio, su exa-
men no suministra informacién precisa. Por eso es conveniente cuidar de que la muestra
que se tome para su examen histopatolégico sea la adecuada.

¢ En ocasiones no es posible hacer un diagnoéstico definitivo porque los hallazgos micros-
copicos utnicamente pueden ser sugestivos del diagnostico o ser enteramente
inespecificos, sin embargo, cuando hay inespecificidad, la correlacién histolégica con la
clinica, inmunologia y bacteriologia, puede ayudar a establecer el diagnoéstico.
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Muchos pacientes no lepromatosos en tratamiento pueden perder rapidamente los carac-
teres histolégicos més importantes, la lesion clinica se resuelve y la imagen microscépica
se hace inespecifica.

En algunos casos el valor histolégico del estudio es el de eliminar posibles casos de lepra.

Otra limitacién es la informacién clinica insuficiente que impide la correlacién clinico-
patoldgica.
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REGISTRO E INFORME DE RESULTADOS

El sistema de informacién para el diagnéstico y el seguimiento del enfermo de lepra tiene por
objeto dejar constancia de la recepciéon de muestras para su estudio y de la entrega de los
resultados. Ademas, permite conocer las actividades de localizaciéon de casos que se realizan
en las unidades de salud, en relacion con el programa de eliminacion de la lepra.

Formularios e instructivos

e Las solicitudes para los estudios de baciloscopia e histopatologia deberadn ser llenadas
y requisitadas por el médico, después de haber realizado el diagnéstico diferencial
(lepra), y por el responsable del laboratorio para la informacién de los resultados.

e Los formularios para solicitud e informe del resultado del examen baciloscépico o
histopatolégico estan divididos en dos partes. La primera se llena en la unidad

solicitante y la segunda en el laboratorio.

e Este documento se elabora en original y dos copias, el original y una copia se envia al
laboratorio junto con la muestra y la otra copia se conserva en la unidad de salud.

e En el laboratorio se registra la recepcién de la muestra en la «Libreta de Laboratorio».
e Una vez procesada la muestra se registra el resultado en la misma libreta y se
transcribe al original de la solicitud y a la copia; el original se envia a la unidad

solicitante y la copia se conserva en el archivo del laboratorio.

e [l laboratorio al final del mes envia un informe del nimero de estudios realizados
utilizando el formulario «Informe Mensual de Actividades de Lepra».

e Los datos de estos formularios deben registrarse a maquina o con letra de molde

(legible).
e Verificar que los datos contenidos sean los correctos y completos.

e Evitar rezagos en el envio de resultados.
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Los estudios baciloscépico e histopatolégico son obligatorios en todos los
enfermos que se estudien por primera vez.

El examen microscépico directo o baciloscopia es la técnica fundamental
en toda investigacion bacteriolégica en lepra, tanto para el diagnéstico
como para el control del tratamiento.

El estudio histolégico nos proporciona datos para confirmar el
diagnéstico de lepra, establecer la clasificacién clinica y para evaluar la
evolucién del padecimiento.
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SOLICITUD DE ESTUDIO BACILOSCOPICO PARA LEPRA
DATOSDEL CASO

NOMBRE DEL PACIENTE EDAD Y SEXO F M
DOMICILIO
LOCALIDAD MUNICIPIO ESTADO
DATOSDEL SOLICITANTE
UNIDAD DE SALUD INSTITUCION
LOCALIDAD MUNICIPIO ESTADO
DIAGNOSTICO CLINICO (MARQUE CON X)
MB PB ESTUDIO PARA:
LEPRA LEPROMATOSA () LEPRA TUBERCULOIDE () DIAGNOSTICO ()
LEPRA DIMORFA () LEPRA INDETERMINADA () CONTROL ()

LEPRA SIN CLASIFICAR ()
DATOS CLINICOS

TIEMPO DE EVOLUCION DEL PADECIMIENTO:

ANTECEDENTES IMPORTANTES:

TRATAMIENTO
MONOTERAPIA ( ) PQT () OTRO ESQUEMA ( ) SIN TRATAMIENTO ( )
SITIO DE TOMA DE LA MUESTRA
1. LOBULO DE LA OREJA ( ) 2. LESION CUTANEA ( ) 3. MUCOSA NASAL ( )
NOMBRE Y FIRMA DE QUIEN TOMO LA MUESTRA
FECHA
NOMBRE Y FIRMA DE QUIEN SOLICITA EL ESTUDIO
FECHA

INFORME DEL RESULTADO BACILOSCOPICO

LABORATORIO: JURISDICCION ESTADO
NUMERO DE REGISTRO DEL LABORATORIO FECHA DE RECEPCION
iNDICE INDICE MORFOLOGICO | CALIDAD DE LA MUESTRA

SITIODELAMUESTRA | BACILOSCOPICO | % DE BACILOSVIABLES | ADECUADA | INADECUADA

LOBULO DE LA OREJA

LESION CUTANEA

MUCOSA NASAL

PROMEDIO
OBSRVACIONES
INDICE BACILOSCOPICO BACILOS POR CAMPO
Negativo Nohay  bacilos en 100 campos
1+ 1 - 10 bacilos en 100 campos
2+ 1 - 10 bacilos en 10 campos
3+ 1 - 10 bacilos en cada campo
4+ 10 - 100 bacilos en cada campo
5+ 100 -1000 bacil os en cada campo
6+ + de 1000 bacilos en cada campo
+ bacilos aislados
@ bacilos en globias
INDICE MORFOLOGICO  IM = Ndmero de bacil os uniformemente coloreados X 100 = % de bacilos viables

Numero total de bacilos observados

FECHA DE ESTUDIO NOMBRE Y FIRMA DEL RESPONSABLE DEL LAB.
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SOLICITUD DE ESTUDIO BACILOSCOPICO PARA LEPRA
Instructivo para el llenado

DATOS DEL CASO:

Nombre del paciente:

Anotar el(los) nombre(s) y luego apellidos paterno y materno sin abreviar.

Edad y sexo:

Registrar con nuimeros ardbigos la edad en la linea correspondiente al sexo F = femenino, M =
masculino.

Domicilio o referencia del paciente:

Anotar los datos completos mencionando el nombre de la calle y nimero exterior o interior, colonia,
barrio o sector.

Localidad:

Anotar el nombre de la localidad en la que se ubique el domicilio del paciente.

Municipio:

Anotar el municipio al que pertenece la localidad.

Estado:

Entidad federativa a la que pertenece el municipio.

DATOS DEL SOLICITANTE:

Unidad de salud:

Nombre del centro de salud, clinica, hospital , etc.

Institucion:

Escribir el nombre o siglas de la Institucion: S.S5.A. , LM.S.S., 1.S.S.S.T.E,, etc.
Localidad:

Anotar el nombre de la localidad en la que se ubique el domicilio de la unidad de salud que ofrece el
servicio.

Municipio:

Al que pertenece la localidad.

Estado:

Entidad federativa a la que pertenece el municipio.

Diagnostico clinico:

Marcar con una "X el diagnéstico del enfermo.

Estudio para:

Marcar con una "X si el estudio es para diagndstico o para control.

DATOS CLINICOS

Tiempo de evolucién del padecimiento:

Anotar el tiempo que tiene la enfermedad a partir de su inicio.

Antecedentes importantes:

Especificar si es lepra familiar y aquellos antecedentes que el médico considere de interés.
Tratamiento:

Marcar con una “X” el tipo de tratamiento.

Sitio de toma de la muestra:

Se marcard con una “X" el tipo de lesion de donde proviene la muestra

Nombre y firma de quien tomé la muestra: Se anotaré el nombre y firma de la persona que toma la o
las muestras, registrando también la fecha de la toma.

Nombre y firma de quien solicita el estudio: Se anotara el nombre y la firma del médico solicitante
del estudio y la fecha de la misma.
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INFORME DEL RESULTADO BACILOSCOPICO
Instructivo para el llenado

Laboratorio:

Se anota el nombre de la unidad de salud a la que pertenece el laboratorio

Jurisdiccién:

el nombre y ntmero de la jurisdiccién a la que pertenece la unidad de salud.

Estado:

nombre de la entidad federativa a la que pertenece la jurisdiccion.

Namero de registro del laboratorio:

Se anota el niimero progresivo correspondiente del estudio, iniciando cada afio con el nimero 1.
Fecha de recepcion:

Se registra la fecha en que el laboratorio recibe la solicitud de estudio con la muestra.

El reporte de los resultados se hara de acuerdo a los indices baciloscopico 6 indice morfolégico
indicados en el cuadro.

indice baciloscépico:

Se anota el numero de cruces correspondiente a cada muestra establecido de acuerdo a los
parametros incluidos en el formulario. Si se encuentran globias, el namero de cruces se encierra con
un circulo. Se calcula el promedio del IB del paciente sumando el ntimero de cruces y se divide entre
el nimero de muestras procesadas.

Indice morfolégico:

Se reporta el porcentaje de bacilos presuntamente vivos(viables) entre el total de bacilos encontrados
en el frotis. El indice se calcula con la férmula indicada en el formulario.

Calidad de la muestra:

Se marcara con una “X" en la columna correspondiente, segtin se considere si la muestra es adecuada
o inadecuada.

Observaciones

Anotar las observaciones pertinentes a cada caso, ejemplo: muestra insuficiente, laminilla rota,
muestra rezagada, no se recibi6 muestra, los datos solicitados no fueron reportados, si es necesario
tomar otra muestra, etc.

Fecha del estudio:

Anotar el dia, mes y afio en que se emite el resultado.

Nombre y firma del responsable del laboratorio:

Anotar nombre completo y la firma del responsable del laboratorio

CONTENIDO DE LA LIBRETA DE BACILOSCOPIiAS DE LEPRA

. FECHA EDAD Y BACILOS RESULTADOS CALIDAD OBSERVACIONES
NUM. DE NOMBRE | DOMICILIO SEXO UNIDAD COPIA
DE LAB. LICITANTE LO* L.C** ML.N ***
RECEP. F M SOLICITAN Dx| C O C N A I

B| M| IB| M| IB|IM

* L.O. = LOBULODE LA OREJA IB. = INDICE BACILOSCOPICO
=  LC. = LESION CUTANEA IM. = INDICE MORFOLOGICO.
# MN. =  MUCOSA NASAL A = ADECUADA

I = INADECUADA
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LIBRETA DE BACILOSCOPIAS DE LEPRA
Instructivo para el llenado

Se recomienda el uso de una libreta exclusiva para el registro de los estudios para lepra, que
contenga encabezando por columna, los siguientes datos:

Nam. de lab.:

Se anota el namero de laboratorio en orden progresivo, iniciando nueva numeracién cada
ano.

Fecha de recep.:

Se registra el dia, mes y afio en que se recibe la muestra utilizando dos digitos para cada dato,
separados por un guién (-) o diagonal(/).

Nombre:

Se escribe el nombre completo de la persona a quien corresponde la muestra, en el siguiente
orden: nombre(s), apellido paterno y apellido materno.

Domicilio:

Se pondré la direcciéon o referencia iniciando por el nombre de la calle, nimero interior o
exterior, colonia, barrio o sector y localidad. Agregar el nombre del estado si la muestra
procede de otro al que corresponde el laboratorio.

Edad y sexo:

Se registra la edad en afios cumplidos en la columna F si se trata de un paciente del sexo
femenino o en la columna M si corresponde a un paciente del sexo masculino.

Unidad solicitante:

Se anota el tipo, institucion y ubicacién de la unidad que solicita el estudio, ejemplos: Centro
de Salud Urbano, SSA, Tecoman; UMF 15, IMSS, Puebla.

Baciloscopia:

Anotar con una “X” en la columna de “Dx” si el estudio es para diagnoéstico o en la columna
“C” si es para control.

Resultados:

En las columnas IB (indice baciloscopico), de acuerdo al lugar de toma de muestra: LO
(I6bulo de la oreja); LC (lesién cutdanea); y MN (mucosa nasal): anotar una N si es negativo; si
es positivo, el nimero de cruces correspondiente a la escala de Ridley. Ejemplo: 3+, 1+, 6+; si
aparecen globias, encerrar las cruces del IB en un circulo. En las columnas IM, anotar el valor
porcentual que corresponda al indice morfolégico.

Calidad:

Anotar una “X” en la columna “A” si la muestra es adecuada o en la columna “1” si es
inadecuada.

Observaciones:

Se anotara las pertinentes en cada caso.
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ANVERSO
SOLICITUD PARA ESTUDIO HISTOPATOLOGICO PARA LEPRA

DATOS DEL CASO DATOS DEL LABORATORIO
NOMBRE: EXPEDIENTE:
EDAD: INSTITUCION:
SEXO: F() M() LOCALIDAD.
DOMICILIO: MUNICIPIO:
LOCALIDAD: ESTADO:
MUNICIPIO: FECHA DE SOLICITUD:
ESTADO: FECHA DE RECEPCION:
DIAGNOSTICO CLINICO
LEPRA LEPROMATOSA () LEPRA TUBERCULOIDE () ESTUDIO PARA:
LEPRA INDETERMINADA () LEPRA DIMORFA () DIAGNOSTICO ( )
LEPRA SIN CLASIFICAR () CONTROL ()
DATOS CLINICOS

TIEMPO DE EVOLUCION DEL PADECIMIENTO:
ANTECEDENTES IMPORTANTES:

TOPOGRAFIA

Localizada ( ) Diseminada ( ) Generalizada () Numerode lesiones ( )
SEGMENTOS AFECTADOS

Cabeza () Tronco () Miembros: Superiores 1( ) D ( ) InferioresI ( )D ( )
MORFOLOGIA DE LAS LESIONES

Manchas () Placas () Nodulos ( ) Lesionesanulares ( ) Difusa ( )
Eritematosas ( ) Hipopigmentadas( ) Hiperpigmentadas( ) Color normal () Otro ()

DESCRIPCION COMPLEMENTARIA:

FECHA Y RESULTADO DE LA ULTIMA BACILOSCOPIA:

TRATAMIENTO
MONOTERAPIA: Inicio Término
PQT: () Inicio Término
OTRO ESQUEMA: Inicio Término
SIN TRATAMIENTO ()
OBSERV ACIONES:

Lesion de la que se tomo la muestra de tejido.

Regién de donde se tomo la muestra de tejido.

Fecha de Toma

Nombre y firma del médico que solicita el estudio.
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REVERSO
INFORME DEL RESULTADO

NUMERO DE REGISTRO DE LABORATORIO:

DESCRIPCION HISTOPATOLOGICA:

DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO:

OBSERVACIONES:

NOMBRE Y FIRMA DEL MEDICO QUE REALIZO EL ESTUDIO

FECHA DEL ESTUDIO
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SOLICITUD DE ESTUDIO HISTOPATOLOGICO PARA LEPRA

Instructivo para el llenado

ANVERSO el llenado del anverso de la solicitud le corresponde al médico tratante.

Datos del caso:

En el lado izquierdo del formato, anotar los datos del paciente en estudio como sigue:
Nombre:

Anotar primero el nombre(s), apellido paterno y apellido materno.

Edad:

Anotar el numero de afios cumplidos.

Sexo:

Marcar una “X” segtin corresponda: F si es femenino o M si es masculino.

Domicilio:

Anotar los datos completos mencionando el nombre de la calle y nimeros exterior e interior, colonia,
barrio, sector; agregar en caso necesario alguna referencia acerca del domicilio del paciente.
Localidad:

Anotar el nombre de la localidad en la que se ubica el domicilio del paciente.
Municipio:

Al que pertenece la localidad.

Estado:

Al que pertenece el municipio.

Datos del laboratorio:

En el lado derecho, anotar los datos completos de la unidad de salud como sigue:
Expediente:

Anotar el nimero designado por la unidad de salud solicitante.

Institucion:

Escribir las siglas de la institucion.

Localidad:

En donde se ubica la institucién solicitante.

Municipio:

En donde se ubica la institucién solicitante.

Estado:

Al que pertenece el municipio de la institucién solicitante.

Fecha de solicitud:

Anotar dia, mes y afio en que se elabora la solicitud.

Fecha de recepcion:

En el laboratorio se anotara el dia, mes y afio en que se recibe la muestra.
Diagnéstico clinico:

Marcar con una "X", el diagnoéstico clinico del enfermo.

Estudio para:

Marcar con una “X” si el estudio es para diagndstico o para control.

Datos clinicos. Tiempo de evolucion del padecimiento:

Anotar el tiempo transcurrido desde la apariciéon de los signos y sintomas de la enfermedad actual
hasta el momento en que se establece el diagnéstico de lepra.

Antecedentes importantes:

Especificar si es lepra familiar y aquellos antecedentes que el médico considere de interés.
Topografia:

Sefialar con una "X" la topografia correspondiente:

Localizada:

Si la presencia de lesiones se limita a un segmento del cuerpo humano.

Diseminada:

si existen lesiones en dos 0 méas segmentos.

Generalizada:

Si hay lesiones en los todos los segmentos.

Ntmero de lesiones:

Indicar la cantidad de lesiones que presenta el paciente: 0 = no hay lesién; 1 = una lesién; 2=de2a 5
lesiones y; 3 = cinco o mas lesiones .

Segmentos afectados:
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Poner una "X" en el segmento o segmentos con lesiones.

Morfologia de las lesiones:

Indicar con una "X" el tipo de lesiéon o lesiones que presente el enfermo. Asi mismo, especificar la
coloracion de ellas, si existen lesiones con distinta coloracion o si existe infiltracién difusa, marcar
cada espacio correspondiente.

Descripcién complementaria:

Describir todos aquellos signos y sintomas que el médico solicitante considere sean de importancia
para el diagnéstico del padecimiento.

Fecha y resultado de la altima baciloscopia:

Anotar el dia, mes y afio en que se efectu¢ la tltima baciloscopia del enfermo asi como el resultado en
namero de cruces.

Tratamiento.

Monoterapia:

Escribir sobre la linea el nombre del medicamento, ejemplo: DDS, Rifampicina, etc.

PQT:

Poner una "X" si estd en tratamiento con el esquema de la OMS.

Otro esquema:

Especificar los medicamentos prescritos para la lepra.

Sin tratamiento:

Poner una "X" si el enfermo no ha iniciado tratamiento especifico para la lepra.

Inicio:

Anotar la fecha de inicio del tratamiento.

Término:

Anotar la fecha solo en el caso de que el tratamiento haya llegado a su fin.

Observaciones:

Anotar, si anteriormente se ha efectuado otro estudio para lepra, el resultado, el nimero del estudio,
el laboratorio e instituciéon que lo efectud; si ha recibido tratamiento en otra época; y otros datos que
considere el solicitante pertinentes.

Lesion de la que se tom6 la muestra de tejido:

Escribir el tipo de lesién (mancha, placa redonda o anular, nédulo, eritematosa, hipopigmentada,
hiperpigmentada, de color normal, anestésica) o si se tomé muestra de piel con apariencia normal.
Region de donde se tom6 la muestra de tejido:

Especificar la region anatémica en la que se ubica la lesion o el sitio de la piel elegida para tomar el
fragmento de tejido, ejemplo: cara anterior del antebrazo, regién escapular, interescapular, lumbar,
glatea, etc.

Fecha de toma:

Anotar el dia, mes y afio en que se obtuvo la muestra.

Nombre y firma de la persona que solicita el estudio:

Anotar nombre(s) apellido paterno y apellido materno y la firma de la persona que solicita el estudio.

REVERSO. Es llenado por el laboratorio que efectiia el estudio histopatologico.

Nuamero de registro de laboratorio:

Se anota el numero con que fue registrado en la Libreta del Laboratorio, iniciando cada afio nueva
numeracion.

Descripcion histopatolégica:

Anotar la descripcion somera de los hallazgos microscépicos en los cortes examinados de la muestra
recibida.

Diagnéstico histopatolégico:

Registrar el diagnodstico basado en los hallazgos microscépicos y su correlaciéon con los datos clinicos.
Observaciones:

Anotar las observaciones pertinentes a cada caso, ejemplo: muestra fijada en formol concentrado,
muestra sin fijacién, frasco roto y muestra suelta, no se recibié la muestra, los datos solicitados no
fueron reportados, si es necesario tomar otra muestra, etc.

Nombre y firma del médico que realiz6 el estudio:

Se anota en forma clara el nombre(s) y apellidos, agregando la firma.

Fecha del estudio:

Anotar el dia, mes y afio en que se emite el resultado.
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LIBRETA DE PATOLOGIA

Instrucciones para el llenado

Se recomienda el uso de una libreta exclusiva para el registro de los estudios para el control de la
lepra.

N° lab:

Se anota el niimero de laboratorio en orden progresivo, iniciando nueva numeracién cada afio.

Fecha de recepcion:

Se registra el dia, mes y afio en que se recibe la muestra utilizando dos digitos para cada dato,
separados por un guién (-) o diagonal(/).

Nombre del enfermo:

Se escribe el nombre completo de la persona a quien corresponde la muestra, en el siguiente orden:
nombre(s), apellido paterno y apellido materno.

Edad y sexo:

Se registra la edad en afios cumplidos en la columna F si se trata de un paciente del sexo femenino o
en la columna M si corresponde a un paciente del sexo masculino.

Médico que tom6 la muestra:

Se escribe el nombre del médico que tomo el fragmento de tejido para su estudio histopatolégico.
Unidad e institucion:

Se anota el tipo, institucion y ubicacion de la unidad que solicita el estudio, ejemplos: Centro de Salud
Urbano, SSA, Tecomén; UMF 15, IMSS, Puebla.

Region anatémica:

Se escribe el nombre de la regién anatémica de donde se tom¢ el fragmento de tejido.

Lesion:

Se anota el tipo de lesiéon (mancha, placa, nédulo, anular), o piel sin lesion.

Diagnéstico clinico:

Se registra el diagnoéstico clinico preliminar establecido por el médico que atiende al enfermo.
Tratamiento:

En la primera columna titulada "TIPO" se escribe DDS, PQT, Otro esquema o Sin tratamiento. En la
segunda columna titulada "INICIO" se escribe la fecha de inicio del tratamiento que tiene o tuvo. En la
tercera columna titulada "FIN", se escribe la fecha en la que terminé el tratamiento.

Baciloscopia:

Se registra la fecha y el nimero de cruces de la dltima baciloscopia del enfermo.

Resultado histolégico:

Se anota el diagnostico del laboratorio de patologia.

Fecha de entrega del resultado:

Se registra la fecha en la que entrego el laboratorio el resultado del estudio histopatolégico.
Observaciones:

Se anotan las observaciones pertinentes en cada caso.
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INFORME MENSUAL DE ACTIVIDADES DE LEPRA
Instructivo de llenado

Institucion:

Siglas de la institucién a la que pertenece la unidad que reporta.

Dias laborados:

Registrar los dias que labor¢ la unidad en el mes reportado.

Unidad de Salud:

Anotar el tipo de unidad: centro de salud, hospital general, hospital basico, etc.

Localidad:

Anotar el nombre de la poblacién donde est4 ubicada la unidad de salud.

Municipio:

Nombre del municipio al que pertenece la localidad.

Estado:

Nombre de la entidad federativa a la que pertenece la poblacién.

Mes:

Nombre del mes que se reporta.

Afo:

Al que corresponde el mes reportado.

Total de muestras tomadas para diagnéstico:

Anotar el nimero de muestras de diagndstico recibidas en el mes. Incluir los frotis hechos fuera del
laboratorio pero que son leidos en el laboratorio. No se deben incluir las muestras y frotis de control
de tratamiento.

No. de muestras adecuadas :

Anotar el nimero de muestras y frotis de diagnéstico adecuados que llegaron en el mes. No incluir
las muestras y frotis de control de tratamiento.

Baciloscopias. Diagnéstico:

Anotar el numero de baciloscopias de diagnoéstico positivas, negativas y el total realizado en el mes.
Control de tratamiento anotar el nimero de baciloscopias positivas, negativas y el total realizado en
el mes.

Total:

Anotar la suma de los totales de baciloscopias de diagnéstico y de control realizadas en el mes.
Estudios histopatolégicos

Diagnéstico:

Anotar en cuadro correspondiente a la clasificacion de lepra el namero de estudios de diagnostico
realizados en el mes que se informa y anotar el total.

Control:

Anotar los estudios realizados para control de tratamiento en el cuadro respectivo: con actividad y sin
actividad. Sumar ambos para registrarlos en el total.

Total:

Anotar la suma de los estudios de diagnoéstico y de control realizados.

Relacion de casos nuevos confirmados:

Anotar el namero de laboratorio, nombre completo del paciente, edad en afios cumplidos en la
columna correspondiente al sexo del paciente, domicilio y/o datos que permitan localizar al paciente
rapidamente, la fecha del diagnoéstico bacterioldgico, resultado de la baciloscopia y/o la histopatologia
y nombre y localidad de la unidad que solicit6 el estudio.

Elabor6 el informe:

Nombre y firma del responsable del drea de micobacterias.

Fecha:

Registrar la fecha en que se elabor6 el informe.

Director de la unidad:

Nombre y firma del director de la unidad de salud que informa
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BIOSEGURIDAD

La bioseguridad se define como el manejo técnico adecuado de los procedimientos
de operaciéon cuya eficiencia refleja el entrenamiento del personal ademds de
significar la proteccién individual.

Las medidas de bioseguridad en el laboratorio de bacteriologia, se consideran como
un conjunto de practicas realizadas sistematicamente por personal conciente y bien
adiestrado.

La principal medida de bioseguridad, es la realizacién meticulosa de cada técnica 6
procedimiento. Ni el mejor equipo puede sustituir el orden y cuidado con que se
trabaje.

Aunque no se han reportado casos de lepra como resultado del manejo de muestras
de tejido y otros materiales clinicos de origen humano o animal, en su manejo se
deben seguir las siguientes PRECAUCIONES UNIVERSALES DE SEGURIDAD
para la proteccion del personal:

e El disefio del laboratorio debe permitir una limpieza facil.

e El lugar de trabajo debera ser amplio, con buena iluminacién y
aislado de otras &reas.

e Debera contar con instalaciones de gas, hidraulica y eléctrica en buen
estado.

e El acceso debe ser restringido.

e No se debe barrer o encerar el piso, se debera limpiar con trapo
htimedo.

e Uso de bata de tela o desechable, la cual deberd permanecer en el drea
de trabajo.

e Uso de guantes y respiradores (cubre bocas).

e No ingerir alimentos y bebidas dentro del laboratorio.

e No utilizar cosméticos ni utensilios personales en el area de trabajo.
e No fumar.

e No tocarse los ojos ni la boca sin haberse lavado previamente las
manos.

e Desinfectar las mesas de trabajo con solucién de fenol al 5% antes y
después de cada sesion.

e Evitar el manejo de muestras, cuando se tengan cortadas o heridas en
las manos.

e Lavado frecuente de manos con suficiente agua, jabén, y cepillo
quirargico.
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Tener cuidadosa manipulacién de objetos punzocortantes y de vidrio.

Realizar adecuada esterilizacién, desinfecciéon y disposicion del
material con autoclave o fenol al 5%.

Se deberd contar con autoclave u olla de presiéon con mandémetro y
valvula de seguridad.

El equipo debera manejarse con precaucion.

Al terminar la sesién de trabajo guardar el equipo de reactivos
utilizados.

Medidas de proteccion para el paciente

El paciente nunca debe tener acceso al drea de procesamiento de
muestras del laboratorio.

En el 4drea de toma de muestras, se limpiard la mesa perfectamente
con fenol al 5%. En esta drea deberd existir un contenedor especial
para objetos punzocortantes asi como otro, con la bolsa de color que
corresponde a residuos sélidos, tales como algodon, gasa o cualquier
otro material utilizado en la toma de la muestra (ver cuadro).

El personal que tome la muestra debe portar bata y de preferencia
usar guantes y respiradores.

Para la toma de la muestra es necesario utilizar material desechable, si
son varias muestras de un mismo paciente se puede usar la misma
hoja de bisturi. NO utilizar la misma hoja de bisturi para otro
paciente.

Una vez tomada la muestra se debe realizar asepsia en el sitio
anatémico de donde proviene la toma.

En el caso de toma de muestras de tejido se realizara de acuerdo a las
indicaciones e implementos necesarios de una cirugia menor.

Las muestras se etiquetan antes o inmediatamente después de realizar
la toma con el objeto de evitar errores o pérdidas.

Toma, manejo y transporte de la muestra

La toma, manejo y transporte de las muestras son de vital importancia para un buen
diagnostico y tratamiento.

Las precauciones para evitar la infeccién deben empezar desde la adecuada toma de
los especimenes, los cuales deben colectarse protegidos con guantes y utilizando
material desechable para la proteccion del paciente.

Todos los frotis enviados al laboratorio deben ser fijados y tratados como
potencialmente infectantes, por lo que se manejaran dentro de un estuche especial
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libre de humed

ad, polvo y fuera del alcance de la luz solar (la tincién se altera en

presencia de luz solar).

EL MANEJO Y TRANSPORTE INADECUADO DE LAS
MUESTRAS Y FROTIS PUEDE AFECTAR EL RESULTADO
FINAL.

Manejo de residuos biolégico-infecciosos

Para el manejo
mexicana NOM

de residuos biol6gico-infecciosos en lepra se aplica la norma oficial
-087-ECOL-1995.

e Residuos peligrosos biol6gico-infecciosos

0

e Lospa

La sangre asi como productos derivados cuando se hacen pruebas
serologicas.

tologicos

Los tejidos, 6rganos, partes y fluidos corporales que se remueven
durante la biopsia y durante las necropsias, la cirugia 6 algtn otro
tipo de intervenciéon quirargica.

Las muestras biolégicas para analisis microbiol6gico, histologico.

Los residuos no anatémicos derivados de la atencion a humanos y
animales: torundas, algodon, los guantes se deberdn desechar segtn
la norma.

El material desechable utilizado para la exploraciéon y toma de
muestras biologicas se puede dejar en solucién de hipoclorito de
sodio al 5 %.

Los objetos punzocortantes usados.
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Separacién y envasado de residuos peligrosos Bioldgico - infecciosos

TIPO DE RESIDUOS ESTADO FISICO ENVASADO COLOR
SANGRE SOLIDOS BOLSA DE PLASTICO ROJO
Cultivos y cepas almacenadas de
agentes infecciosos.

Residuos no anatémicos c S
derivados de la atencion a LIQUIDOS RECIPIENTE ROTO
pacientes y los Laboratorios. HERMETICOS )
SOLIDOS BOLSA HERMETICA AMARILLO
PATOLOGICOS RECIPIENTES
LIQUIDOS HERMETICOS AMARILLO
OBJETOS PUNZOCORTANTES . RECIPIENTES
USADOS Y SIN USAR SOLIDOS RIGIDOS ROJO

Los recipientes de los residuos peligrosos punzocortantes deben ser rigidos, color
rojo debiendo estar etiquetados con la leyenda que indique “Peligro residuos
punzocortantes biolégico-infecciosos” y con el simbolo universal de riesgo biolégico.

Los residuos peligrosos biologico-infecciosos deben ser tratados por métodos fisicos

0 quimicos.
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CONTROL DE CALIDAD

Objetivos

e Garantizar la exactitud, precision y oportunidad del diagndstico bacteriolégico e
histopatolégico de lepra.

o Establecer los requisitos que deben satisfacerse para acreditar la calidad de los laboratorios
que realizan diagnoéstico de lepra.

e Proporcionar al personal operativo los elementos técnicos para asegurar la calidad en el
diagnostico y en el seguimiento de los enfermos de lepra.

Los requerimientos minimos para el aseguramiento de la calidad del laboratorio en el
diagnostico bacterioldgico e histopatologico de lepra.

A) Administrativos. Se debe contar con:

Formularios: Solicitud de baciloscopia.
Solicitud de estudio histopatolégico.
Solicitud de evaluacién de baciloscopias.
Solicitud de evaluacién de histopatologia.
Libreta del laboratorio de baciloscopia.
Libreta del laboratorio de patologia.

Manuales: Procedimientos Operativos para el Control de Lepra.
Procedimientos de Laboratorio de Lepra.

B) Recursos Humanos.

Del responsable. El laboratorio debe ser dirigido por un profesional capaz de asumir las
responsabilidades cientificas, tecnoldgicas y administrativas que se requieran.

Del laboratorio. Debe existir suficiente personal calificado con capacitacién, experiencia y

educaciéon continua documentada, para conducir y ejecutar las técnicas bacterioldgicas e
histopatolégicas para el diagnoéstico de lepra.
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C) Recursos Materiales y Tecnoldgicos.

El laboratorio debe contar con espacio, equipo y abastecimientos suficientes y adecuados para
realizar el volumen de trabajo requerido por su nivel de atencién con éptima confiabilidad,
seguridad y oportunidad.

Metodologia

Todo laboratorio debera contar con un control de calidad interno y otro externo.

Control de calidad interno

Es la suma de las técnicas y actividades que se utilizan para cumplir los requisitos de calidad
del servicio. Debe estar dirigido a eliminar las causas de desempefio insatisfactorio y lograr
eficiencia (optimizacion de recursos).

Para ello, se debe cumplir con lo siguiente:

e Asegurar la ejecucion correcta de las técnicas y procedimientos conforme se indica en el
presente Manual.

e Establecer un programa anual de capacitacion para el personal.

e Contar con un programa de mantenimiento de equipo (microscopios).

e Garantizar el abastecimiento de insumos de éptima calidad.

Las instituciones del Sector Salud deben proporcionar los recursos necesarios para la correcta
operacion de sus laboratorios.

Control de calidad externo

Consiste en un andlisis sistemético de la capacidad con la que el laboratorio puede cumplir con
los requisitos especificados para llevar a cabo el diagnoéstico de lepra. Esto se efectta de dos
maneras:

Supervision directa

Se lleva a cabo mediante la visita del supervisor al laboratorio para revisar y evaluar lo
siguiente:

Instalaciones del laboratorio
Recursos humanos

83



Equipo e insumos

Bioseguridad

Formularios y manuales

Libretas de laboratorio

Técnicas y procedimientos
Coordinaciéon

Organizacion

Aspectos administrativos

Control interno y externo de calidad

Al finalizar la visita se dejard por escrito un informe preliminar del resultado obtenido, asi
como los problemas observados y las recomendaciones para solucionarlos.

Posteriormente se enviard el informe definitivo al director de la unidad de salud y al jefe del
laboratorio.

Supervision indirecta

Consiste en el envio periddico de laminas del laboratorio supervisado al laboratorio supervisor
para su relectura y establecimiento de concordancia en los resultados.

Se enviaran todas las laminas positivas y 10 % de las laminas negativas en baciloscopia y en

caso de que se realicen estudios histopatoldgicos, enviar el 10% de sus laminillas. En ambos
casos las laminillas deben ir acompafadas de la solicitud correspondiente.
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SOLICITUD DE EVALUACION DE BACILOSCOPIAS

Laboratorio: Localidad:
Municipio: Estado:
Direccién:
No. de laminas enviadas: Diagnéstico: Control:
Positivas: Negativas:
Periodo evaluado:
LABORATORIO SUPERVISADO LABORATORIO SUPERVISOR
Nuamero NOMBRE Resultado de 1a lectura Calidad de Cali.dac'l/de Resultado
de DEL PACIENTE la muestra | la tincién de la
Lab. Sitio de toma: No. de Cruces Adec|Inad |Adec|Inad| lectura

Lébulo de oreja

Lesién cutanea

Mucosa nasal

Loébulo de oreja

Lesién cutanea

Mucosa nasal

Loébulo de oreja

Lesiéon cutanea

Mucosa nasal

Lébulo de oreja

Lesiéon cutanea

Mucosa nasal

Loébulo de oreja

Lesién cutanea

Mucosa nasal

Loébulo de oreja

Lesién cutanea

Mucosa nasal

Lébulo de oreja

Lesiéon cutanea

Mucosa nasal

Lébulo de oreja

Lesién cutanea

Mucosa nasal

Loébulo de oreja

Lesién cutanea

Mucosa nasal

Loébulo de oreja

Lesiéon cutanea

Loébulo de oreja

Los resultados del control de calidad se informaran de la siguiente manera:

Ntumero de falsos positivos Ntumero de falsos negativos
Porcentaje de concordancia en lectura

El resultado del control de calidad recomendable debe ser de 98 a 100 % de concordancia.
Recomendaciones:
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SOLICITUD DE EVALUACION DE BACILOSCOPIA

Instructivo para el llenado

Este formulario es llenado por el encargado del laboratorio supervisado hasta la columna LABORATORIO
SUPERVISADO.

Laboratorio:

Anotar el tipo y nombre de la unidad de salud donde se encuentre el laboratorio supervisado.

Localidad, municipio y estado:

Anotar el nombre de la localidad, del municipio y del estado en donde se encuentra ubicado el laboratorio
supervisado.

Direccién:

Anotar el nombre de la calle y el nimero donde se ubica el laboratorio.

No. De ldminas enviadas:

Registrar el total de laminillas que se envian para su evaluacion.

Diagnéstico y control:

Registrar el nimero de laminas de diagnoéstico y el de ldminas de control de tratamiento que se envian para el
control de calidad.

Positivas y negativas:

Anotar el ntimero de laminas positivas y ldminas negativas enviadas.

Periodo:

Anotar el periodo de tiempo al que pertenecen las laminas enviadas.

Numero de lab.:

Se debe anotar en esta columna el ntimero de registro de cada lamina a evaluar.

Nombre del paciente:

Anotar el nombre(s), apellidos paterno y materno del paciente.

Laboratorio supervisado:

Anotar en las tres primeras columnas Nimero de laboratorio asignado, Nombre del paciente y Resultado de la
lectura (ndmero de cruces) de cada frotis de las diferentes muestras tomadas, procurando registrar primero las
ldminas con resultado positivo en cualquiera de los frotis y anotar a continuacién las laminas negativas.
Laboratorio supervisor:

Llenar las columnas correspondientes a Calidad de la muestra y Calidad de la tincién, calificiandolas como
adecuadas o inadecuadas; en la columna final anotar el Resultado de la lectura de cada frotis realizada por el
laboratorio supervisor.

En la parte final del formulario estdn los pardmetros usados para la evaluacién de los frotis. Existe discordancia
cuando el laboratorio supervisado reporta una ldmina como positiva y el supervisor como negativa o cuando el
supervisado la reporte negativa y el supervisor como positiva. La discordancia en ntimero de cruces se considera

menor y solamente que se presente en forma constante, se sugerira dar capacitacién al laboratorista.

El laboratorio supervisor anotara ahi el resultado, asi como las recomendaciones que considere necesarias.

86



SOLICITUD DE EVALUACION DE HISTOPATOLOGIA PARA LEPRA

Laboratorio: Localidad:
Municipio: Estado:
Direccioén:
No. de laminas enviadas: Diagnostico: Control:
Periodo:
Positivas: L (), D( ); T( ), I( ) Negativas: ( ) Otro diagnéstico: ( )
LABORATORIO SUPERVISADO LABORATORIO SUPERVISOR
Nu;:f o NOMBRE DEL Resultado de iﬂ;ﬁitﬂz (izl’iidlfcciiéie Resultado del
Estudio PACIENTE La lectura Diagnostico

adec|inad| adec|Inad

Observaciones:

Los resultados del control de calidad se informaran de la siguiente manera:
100% Concordancia en diagnésticos = 100 puntos

El resultado del control de calidad recomendable debe ser igual o mayor a 95 puntos.

Resultado: Puntos
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FORMULARIO DE EVALUACION PARA HISTOPATOLOGIA PARA LEPRA
Instructivo para el llenado

Este formulario es llenado por el encargado del laboratorio supervisado hasta la columna
LABORATORIO SUPERVISADO.

Laboratorio:

Anotar el tipo y nombre de la unidad de salud donde se encuentre el laboratorio supervisado.
Localidad, municipio y estado:

Anotar el nombre de la localidad, del municipio y del estado en donde se encuentra ubicado el
laboratorio supervisado.

Direccion:

Anotar el nombre de la calle y el nimero donde se ubica el laboratorio.

No. de laminas enviadas:

Registrar el total de laminillas que se envian para su evaluacion.

Diagnéstico y control:

Registrar el namero de laminas de diagnéstico y el de laminas de control de tratamiento que se envian
para el control de calidad.

Positivas:

Anotar el nimero de laminas de acuerdo al diagnéstico histopatolégico establecido.

Negativas:

Anotar el namero de laminas negativas para lepra (sin datos suficientes para establecer diagnéstico)
enviadas para control de calidad.

Periodo:

Anotar el periodo de tiempo al que pertenecen las laminas enviadas.

Laboratorio supervisado:

Anotar en las tres primeras columnas Numero del estudio asignado por el laboratorio, Nombre del
paciente y Resultado de la lectura de los diferentes cortes estudiados, procurando registrar primero las
laminas con resultado L y D (BL, BB y BT) y anotar a continuacién las ldminas con resultados T e L
Laboratorio supervisor:

Llenar las columnas correspondientes a Calidad de la muestra, Calidad de la tincién, calificando si se
trata de una muestra adecuada o inadecuada; y en la columna final anotar el Resultado del Diagnéstico
histopatolégico establecido por el laboratorio supervisor.

En la parte final del formulario estdn los datos usados para la evaluacion del diagnoéstico

histopatolégico. El laboratorio supervisor anotard ahi el RESULTADO, asi como las observaciones que
considere necesarias.
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