STANDARDE PENTRU LABORATOARELE TB
CONDITII MINIME PENTRU ASIGURAREA SIGURANTEI SI EFICIENTEI
ACTIVITATILOR DIN LABORATOR

2017



Dr Daniela Homorodean, medic primar microbiologie, doctor in stiinte medicale, coordonator
al retelei nationale a laboratoarelor de micobacteriologie, sef Laboratorul National de Referinta
Cluj Napoca, Spitalul Clinic de Pneumoftiziologie Leon Daniello Cluj Napoca.

Dr Adriana Moisoiu, medic primar medicind de laborator, doctor in stiinte medicale, sef
Laboratorul National de Referintd Bucuresti, Institutul National de Pneumoftiziologie Marius

Nasta Bucuresti.

Consultant tehnic din partea Organizatiei Mondiale a Sanatatii - Emanuele Borroni, San Rafaele
Scientific Institute, Milano



Cuprins:

TS = I T T L ] o TSR 4
LISTA TADEIEION ..c..e bbbt 4
AADTBVIBT T .ttt bttt b et bbbt b et b bbbt b ettt b e 5
INEFOTUCETE ..ottt ettt b ettt b et b et bt b e bt b s ens 6
1. Structura si functiile retelei laboratoarelor de micobacteriologie................cc.cccoceriiiiiininninnncnn, 7
2. Tehnici $1 MELOME............oooiiiiiie e e et e e e et te e e e et e e e e e rte e e s ebteeeeereeeeeaanes 10
Cultivarea MICODACTEITIION ........c.coviuiriiiieic ettt 11
F N a1 { o TTo o =Ty 1T VUSRS 12
Metodele de biologie Molecularii..........................cccoouivuiiiiiiiiiiiiiiiiiieie s 12
3. Conditii minime pentru asigurarea sigurantei si eficientei activititilor din laborator .............. 13
BIOSIQUIANEA ...ttt sttt et e st s e e s b e e e sab e e sbe e s reeesaneeennnes 13
ASIGUIAFEA CAIIALIL. ..ottt sttt b e bt st st e et e sbeesbeesaee e 17
TIMPUI A€ QIAGNOSTIC.....cveeeieiecteeece ettt ettt et e et e s be et e s besbeebesreessebesssensesreennas 17
RESUISEIE UIMANE ...ttt ettt sttt b ettt b e b e ens 18
4. Algoritmul de diagnostic al tUDEICUIOZEN ........ccuecvieieiiiiiieeeceeeeeeeee e 20
5. Inregistriri. Formulare de solicitare. REQISIIE............ccoevueeurvereeeeecieieeeseeie s ssessesses e 22
BIDHOGIATIE .o ettt et et e s beeab e b e e ra et e sbeeabenteeraebesreenes 23



Lista figurilor

Figura 1. Structura actuala si cea de perspectiva a retelei de laboratoare TB........ccccoevvevineeienencencnene 7
Figura 2. Algoritm de selectare a cazurilor pentru teste rapide fenotipice si de biologie moleculara ........ 21
Lista tabelelor

Tabel I. Metodele care sunt folosite in diferite niveluri de laboratoare..............ccoeevvvicinniciincnene, 10
Tabel 1. TIMPUI A GIAGNOSTIC. .....c.ecieiieieeiece ettt ettt b e e e st e s be e b e steesaesbeessensesreennas 17



Abrevieri

ABG: Antibiograma

BAAR: Bacilli acido-alcoolo rezistenti

C-LJ: Cultura in mediul Lowenstein Jensen
CEC: Control Extern al Calitatii

CIC: Control Intern al Calitatii

CPM: Cabinet de Protectie Microbiologica
INH: Izoniazida

LJ: Mediul Lowenstein Jensen

LNR: Laborator National de Referinta

LPA: Line Probe Assay

LRR: Laborator Regional de Referinta

M: Examen microscopic

MGIT: Mycobacterium Growth Indicator Tubes
MDR: Multidrug rezistenta

MTB: Mycobacterium tuberculosis

NTM: Micobacterii netuberculoase

PZM: Pirazinamida

PNPSCT: Programul National de Prevenire, Supraveghere si Control a Tuberculozei
RMP: Rifampicina

SIRE: Streptomicina, Izoniazida, Rifampicina, Etambutol
TB: Tuberculoza

ZN: Ziehl Neelsen



Introducere

Diagnosticul tuberculozei (TB) a cunoscut in ultimii ani progrese remarcabile prin folosirea in
practica de rutini a metodelor rapide de diagnostic fenotipic si de biologie moleculara® % 3,
Ingrijirea pacientilor cu TB incepe cu un diagnostic de laborator cu calitate asigurata.
Diagnosticul neadecvat, cauzat de unele laboratoare care nu au capacitatea sa ofere rezultate cu
calitate controlati, poate constitui o barierd in controlul TB3#.

Tehnicile si metodele recomandate pentru folosire in reteaua nationald a laboratoarelor TB
trebuie sa tind seama de necesitatile PNPSCT si de Strategia nationald pentru controlulTB, astfel
incat contributia laboratorului la realizarea obiectivelor si se situeze la nivelul asteptirilor>®.
Introducerea de metode noi in practica de rutind genereaza situatii complexe, fiind necesar sa se
tind seama de infrastructura laboratoarelor, de posibilitatea realizarii conditiilor de biosiguranta
corespunzatoare gradului de risc, validarea echipamentelor si asigurarea intretinerii acestora,
asigurarea furnizarii neintrerupte a reactivilor si  materialelor consumabile necesare,
managementul fiecarui laborator in parte si a retelei de laboratoare ca un intreg, cu realizarea
unui sistem de asigurare a calitatii la toate nivelurile. De asemenea, este necesard asigurarea
resurselor umane adecvate pentru situatia nou creati®.



1. Structura si functiile retelei laboratoarelor de micobacteriologie

Pornind de la obiectivele Strategiei nationale pentru controlul TB®, fati de 105 laboratoare
functionale 1n reteaua de laboratoare n anul 2014, pana in anul 2020 vor trebui sd ofere rezultate
cu calitate asigurata, la nivelul necesitatilor PNPSCT, un numar de 40 - 45 laboratoare (fig 1).
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Figura 1. Structura actuali si cea de perspectivi a retelei de laboratoare TB.

Existenta retelei laboratoarelor permite®:

a.

b.

f.

aplicarea tehnicilor recomandate de PNPSCT la nivelul intregii tari, cu rezultate
comparabile intre laboratoare;

asigurarea unor investigatii speciale disponibile numai in laboratoarele specializate (ex.
micobacterii);

obtinerea informatiilor necesare planificarii si evaludrii activitatii la toate nivelurile;
obtinerea informatiilor privind activitatea de diagnostic si identificarea eventualelor
deficiente, cu aplicarea de masuri corective;

aprecierea tendintelor (ex: a confirmarilor bacteriologice, care este unul din indicatorii de
performanta pentru programul de control al TB)

asigurarea controlului intern si extern al calitatii diagnosticului bacteriologic al TB.

Categoriile de analize si activititile care trebuie si fie asigurate de laboratoarele retelei sunt®:

Laboratoare de nivel Il:

examenul microscopic pentru evidentierea bacililor acido-alcoolo-rezistenti (BAAR) si
cultura micobacteriilor in mediul solid Lowenstein Jensen, cu identificarea obligatorie a
germenilor din complexul M. tuberculosis. Daca exista conditii realizate pentru
asigurarea cultivarii in mediul lichid in sistem automat, aceste laboratoare pot folosi



suplimentar si aceasta metoda, la cazurile suspecte de TB-MDR sau pentru monitorizarea
tratamentului acestora, conform algoritmului de diagnostic®.

trimit culturile izolate de la toate cazurile noi si de la cele din cursul monitorizarii
tratamentului la laboratorul de nivel Ill, pentru efectuarea antibiogramei (a se vedea
algoritmul de diagnostic) (ABG).

trimit la laboratorul de referintd, pentru identificare geneticd, toate tulpinile de
micobacterii netuberculoase (test imunocromatografic Ag MPT64 negativ).

pot trimite sputa recoltatd de la pacientii suspecti de TB-MDR la laboratorul de arondare
teritoriala (LRR, LNR), in vederea efectudrii de teste de biologie moleculara pentru
diagnosticul rapid al TB-MDR.

in zonele cu prevalentd mare a TB-MDR sau/si a infectiei HIV, a TB la copii, daca exista
dotarea (GeneXpert MTB/Rif) si conditiile locale asigurate, pot efectua testarea rapida
pentru evidentierea TB/TB-MDR.

Laboratoare de nivel 1l1- Laboratoare Regionale de Referinta (LRR)

examenul microscopic pentru evidentierea bacililor BAAR si cultura micobacteriilor in
mediul solid Lowenstein Jensen, cu identificarea obligatorie a bacililor din complexul
M. tuberculosis.

asigurd cultivarea in mediul lichid 1n sistem automat la cazurile suspecte de TB -MDR
sau pentru monitorizarea tratamentului acestora, conform algoritmului de diagnostic
(pagl6).

efectueazda ABG MT pentru Rifampicind (RMP) si Izoniazida (INH) prin metoda
concentratiilor absolute sau prin metoda proportiilor modificatd - in mediul lichid
Middlebrook 7H9, in sistemul automat de cultivare disponibil.

efectueaza teste de biologie molecularda pentru identificarea complexului MTB si a
rezistentei la RMP (GeneXpert MTB/Rif) sau RMP si INH (GenoType MTBDRplus)
coordoneaza activitatea a 3 - 7 laboratoare judetene arondate si din municipiul Bucuresti;
desfasoara activitate de supervizare, asigurare a calitatii rezultatelor pentru examenul
microscopic pentru laboratoarele arondate.

colaboreaza cu LNR pentru toate activitatile desfasurate.

Laboratoarele Nationale de Referinga (LNR), din cadrul Institutului de Pneumoftiziologie
,Marius Nasta“ si din cadrul Spitalului Clinic de Pneumoftiziologie ,,Leon Danielo* - Cluj-
Napoca:

constituie nivelul la care se realizeaza coordonarea, planificarea, organizarea,
monitorizarea §i evaluarea retelei, instruirea personalului cu studii superioare din
laboratoarele retelei.

in plus fata de LRR, testeaza sensibilitatea pentru substantele anti-TB de linia a Il-a prin
metode fenotipice (metoda proportiillor in mediul Lowenstein Jensen si metoda
proportiilor modificata in mediul Middlebrook 7H9 in sistem MGIT 960) si prin teste de
biologie moleculara (GenoType MTBDRSI).

identifica prin metode de biologie moleculara speciile din cadrul complexului M.
tuberculosis, speciile de micobacterii netuberculoase (NTM) comune si efectueaza teste
de epidemiologie moleculara;



o desfasoara activitate de supervizare, asigurare a calitdtii rezultatelor, informare, educare -
instruire, management al resurselor si cercetare.Toate laboratoarele, indiferent de nivelul
lor, pot participa la activitatea de cercetare stiintifica.



2. Tehnici si metode

Toate laboratoarele vor respecta algoritmul de diagnostic recomandat de PNPSCT®.
In tabelul I sunt prezentate metodele care sunt folosite in diferite niveluri de laboratoare:

Tabel I. Metodele care sunt folosite in diferite niveluri de laboratoare

Nivel | Nr | M | C-LJ | C-mediul | AB | ABG | GeneXpert | GenoType | Epidemio-
ul lab | lab lichid G linia | MTB/Rif LPA logie
Lini | 1+2 molecula-
al ra
LNR | 2 X X MGIT 960 | x MP X MTBDRplus X2
VersaTrek MTBDRsl
LRR | 6-8 | Xx X | MGIT960 | x X MTBDRplus
1 30- | x X | MGIT 960 X
35 sau
VersaTrek

Nota a: metodele pentru epidemiologia moleculara nu trebuie sd fie gazduite de LNR, ci sad fie
inafara zonelor de lucru cu micobacterii, insa trebuie sa colaboreze cu laboratoareleTB care
furnizeaza ADN-ul micobacterian necesar testelor.

Examenul microscopic constituie prima etapa in identificarea cazurilor suspecte de TB, prin
examinarea a 2 esantioane de sputi®.

Cazul de TB este definit daca se obtine rezultat pozitiv BAAR pentru cel pugin unul dintre
esantioanele examinate. Pentru monitorizarea tratamentului se examineaza, de asemenea, cate 2
esantioane de sputd la intervalele de timp recomandate de PNPSCT pentru fiecare categorie de
caz.

Microscopia conventionali (opticd)’

Foloseste coloratia Ziehl Neelsen (ZN), cu examinare la microscopul optic, cu marire de 1000x
(obiectiv cu imersie) pentru evidentierea BAAR.

Poate sa fie realizata direct, prin prelucrarea sputei sau, dacd existd dotarea cu centrifuga
conforma, dupa decontaminare/concentrare, prin colorarea frotiului efectuat din sediment.

Microscopia fluorescenta conventionala

Foloseste lampd cu vapori de mercur ca sursd de lumind. Fatda de microscopia optica, are
avantajul examinarii unui camp microscopic mai larg, folosind obiective de 20x si 40-60x,
permitand scurtarea timpului necesar examindrii.

Necesita pregatire/instruire speciald a personalului de laborator. De asemenea, costul este mai
ridicat, comparativ cu microscopia optica.

Este recomandatd pentru laboratoare care efectueaza zilnic un numar mare de examinari (35-
100)8°.

Poate sa fie realizatd direct, prin prelucrarea sputei sau, dacd exista dotarea cu centrifugd
conforma, dupd decontaminare/concentrare, prin colorarea frotiului efectuat din sediment.
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Microscopia fluorescentd cu microscop LED-UVO

Spre deosebire de microscopia fluorescenta conventionala, acest tip de microscop foloseste ca
sursd de lumina o diodd emitatoare de lumind (LED: Light-Emitting Diode), mai ieftind decat
lampa cu vapori de mercur, nu necesita timp pentru incalzirea lampii, iar In cazul spargerii nu
genereazd vapori toxici. Performantele sunt similare cu ale microscopului cu fluorescenta
conventionald, dar are avantajul ca examinarea se face In incapere luminata.

Cultivarea micobacteriilor

Se realizeaza prin insdmantarea produselor prelucrate in mediul solid Lowenstein Jensen (LJ) si,
acolo unde exista dotarea si se realizeaza conditiile de calitate si biosiguranta necesare, in mediul
lichid Middlebrook 7H9.

Cultivarea in mediul lichid va fi folosita in mod special pentru cazurile noi, suspecte de TB-
MDR, dar si pentru cultivarea probelor in cursul monitorizarii terapiei, pentru obtinerea rapida a
obtin doar rezultate calitative (pozitiv/negativ), spre deosebire de cultivarea in mediul solid LJ,
care ofera informatii cantitative (numar de colonii) utile pentru monitorizarea evolugiei sub
tratament. Pentru cazurile aflate la monitorizarea tratamentului, la controlul de la 4 luni este
recomandabil ca sputa prelucrata sa fie Insamantata si pe mediul lichid ca sa avem mai repede
informatia referitoare la rezistenta dobanditda, prin testare geneticd si fenotipicd a culturii
obtinute.

Examenul microscopic si cultura in mediul LJ riman obligatorii pentru toate laboratoarele
retelei, indiferent de nivelul laboratorului si de alte tipuri de teste folosite.

Pentru decontaminarea produselor potential contaminate in momentul recoltarii, se folosesc
exclusiv metodele recomandate de PNPSCT si numai dupa ce personalul a fost instruit asupra
tehnicii corecte. Introducerea in practica laboratorului a unei metode noi de decontaminare
trebuie sa fie precedatd de instruirea personalului si de validarea metodei. Dacd nu se obfin
rezultatele scontate (cel putin cu calitate similard metodei anterior folosite), ori se renuntd la
metoda, ori se reia instruirea personalului. Se solicitd asistenta tehnica a LNR.

Identificarea microbilor crescuti in mediul solid sau lichid se va face pentru toate culturile care,
la verificarea microscopica in coloratia ZN, evidentiazd prezenta de BAAR (indiferent de
asezarea acestora in frotiu), folosind testul rapid imunocromatogratic Ag MPT64, cu rezultat in
15 minute!!. Identificarea genetici este rezervati situatiilor in care testul imunocromatografic Ag
MPT64 este cu rezultat negativ.

Indiferent de mediul de cultivare folosit si de nivelul laboratorului, este obligatorie
identificarea apartenentei bacteriilor izolate la complexul M. tuberculosis.
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Antibiograma

ABG pentru substantele anti-TB de linia I in mediul solid LJ se va limita la INH si RMP,
folosind metoda concentratiilor absolute. Testarea in mediul lichid Middlebrook 7H9 in sistem
automat se va face fata de SIRE si eventual la PZM in LNR 1in sistem Bactec MGIT 960 si la RIE
in cazul sistemului VersaTREK. LNR vor testa si substantele anti-TB de linia a doua, atat in
mediul solid, cat si in mediul lichid (in sistem MGIT 960).

Este de retinut ca reproductibilitatea rezultatelor este foarte buna pentru RMP si INH, dar mai
slaba pentru SM si EMB, de aceea mono-rezistenta izolatd doar la acestea din urma trebuie
interpretatd cu prudenta’?122,

Toate laboratoarele care efectueazd ABG trebuie sd participle la scheme de control extern al
calititii/comparare intre laboratoare, pentru a dovedi si a putea mentine calitatea rezultatelor?,

Metodele de biologie molecularda

Metodele moleculare de diagnostic pot fi folosite ca test direct (din proba recoltata de la bolnav)
exclusiv pentru cazurile noi, care nu au inceput tratamentul anti-TB sau sunt in primele 3 zile de
tratament, deoarece se bazeaza pe detectarea ADN-ului bacterian si nu se poate face distinctie
intre bacteriile vii (viabile) si cele moarte (neviabile)®2.

Pentru cazurile aflate in cursul terapiei specifice si care necesitd un rezultat rapid referitor la
profilul de rezistenta se va efectua test molecular indirect folosind cultura obtinutd in mediul
lichid sau solid.

Se vor folosi metode de identificare simultand a complexului M.tuberculosis si a rezistentei la
RMP sau si a rezistentei la RMP si INH. La nivelul LNR se va testa genetic rezistenta la
substantele anti-TB de linia a doua, si se identifica speciile de micobacterii in cadrul complexului
M.tuberculosis sau speciile comune de NTM,

Metodele de epidemiologie moleculara vor fi folosite in LNR pentru stabilirea filiatiei cazurilor
din focarele de TB.

Indiferent de nivelul laboratoarelor, tehnicile si metodele recomandate trebuie sa fie
folosite de personal calificat, suficient numeric pentru sarcinile si responsabilitatile pe care
le are de indeplinit, instruit si verificat pentru calitatea rezultatelor obtinute.
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3. Conditii minime pentru asigurarea sigurantei si eficientei activitiitilor din laborator

Biosiguranta

Deoarece Mycobacterium tuberculosis este incadrat in grupul 3 de bacterii patogene din cauza
riscului pe care 1l reprezintd pentru persoanele care sunt expuse profesional sau accidental, este
necesar ca toate activitatile de laborator sa se realizeze in conditii controlate, cu nivel de
biosigurantd adecvat (1, 2 sau 3), care asigura protectia personalului si a mediului.

Spatiul laboratorului trebuie sa fie astfel dimensionat si structurat incat sa asigure realizarea de
analize de calitate, activitatea sa se desfasoare in mod fluent si sa previna riscul contaminarii
incrucisate a probelor, contaminarea mediului sau a personalului. Trebuie sa se asigure circuite
functionale pentru clienti/solicitanti, probe, personal si deseurile provenite din prelucrarea
probelor®, Compartimentul pentru diagnosticul TB trebuie si fie separat de bacteriologia non-
TB, dotat cu echipament care s poati sustine toate activititile in conditii de biosiguranta'®.

In timpul activitatilor de diagnostic se genereaza cantitati diferite de aerosoli infectiosi in functie
de metoda folosita dar, mai ales, in functie de cantitatea de micobacterii continuta in materialul
prelucrat.

Fiecare laborator trebuie sa-si evalueze activitatile prin prisma riscului pe care il prezinta pentru
transmiterea TB, cu identificarea zonelor care necesita, in afara de accesul restrictionat,
echipament pentru protectia personala.

In aprecierea riscului se tine seama de cantitatea de micobacterii continuti in materialul prelucrat
(sputa, fluid al corpului sau suspensie bacteriana din culturd), manopera care trebuie efectuata si
gradul in care aceasta poate fi generatoare de aerosoli, numdrul manevrelor generatoare de
aerosoli pentru fiecare metoda, volumul de lucru al laboratorului, profilul epidemiologic al
pacientilor pentru care se efectueaza testele si starea de sanatate a personalului din laborator.
Trebuie sa existe plan pentru controlul infectiei, cu reguli pentru realizarea programului de
curatenie, dezinfectie, colectarea, neutralizarea si eliminarea deseurilor in functie de natura
|Or17,18a,19,20_

Cerinte minime:

e Trebuie ca laboratorul de micobacterilogie sa fie dotat cu cabinet de protectie
microbiologicd (CPM) de clasa II sau I si toate activitdtile care presupun manuirea de
material cu continut de micobacterii sa se realizeze in interiorul acestuia.

e Daci este folosita centrifuga pentru concentrarea probelor, aceasta trebuie sa aiba sistem
de protectie anti aerosoli.

e Accesul 1n laborator trebuie sa fie controlat.

e Personalul trebuie sd fie instruit asupra riscului de infectie si a manoperelor corecte, sa
lucreze cu calm, sa reduca la minim cantitatea de aerosoli generati in timpul lucrului.

e Personalul trebuie sd poarte echipamentul de protectie individuala recomandat pentru
fiecare tip de activitate.

Cabinetele de protectie microbiologica (CPM)

e sunt concepute pentru a proteja personalul, mediul inconjurdor sau/si produsele prelucrate

e folosesc filtre de mare eficientd in sistemul de exhaustare sau recirculare a aerului.

o filtrele HEPA (sau filtre ULPA) retin particulele cu diametrul > 0.3pm (respectiv >0,1
pm), cu o eficientd de 99,97 % (respectiv 99.99%). Pentru activitatea de rutind din
laboratorul TB sunt recomandate CPM cu filtre tip HEPA.

e in bacteriologia TB se folosesc cabinetele de clasa II i 14
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necesitd Intretinere si verificarea vitezei fluxului de aer pentru asigurarea functionarii in
parametri optimi

este necesara verificare si certificare anuala a functionarii in paramentri de protectie

este necesara schimbarea filtrelor conform recomadarii producatorului

asezare - departe de cdile de acces, centrifugi; nu se lucreaza cu fereastra deschisa; nu se
deschide usa in timpul lucrului; nu se circuld prin spatele celui care lucreaza deoarece
perdeaua protectoare de aer este fragila

in interior se pun numai lucruri strict necesare; nu se amestecad in aceeasi zond materiale
curate, sterile, cu deseurile infectioase: stanga-zona curata, in fata- zona de lucru; la
dereapta -zona cu deseuri infectioase.

flacara de gaz creaza turbulente in interior, deci este preferabil lucrul cu materiale de
unica folosinta

materialul infectios se tine la mai mult de 15 cm de deschiderea frontala, cu flacoanele in
pozitie oblica, nu vertical

nu se tin deschise in acelasi timp mai multe recipiente, iar cele cu material infectios sunt
inchise cat mai repede.

Pentru toate laboratoarele:

La pregatirea frotiurilor, este preferabila utilizarea anselor de unica folosintd in locul
anselor metalice reutilizabele care ar trebui sterilizate prin flambare.

Daca totusi nu existd posibilitatea folosirii acestora, flambarea anselor metalice trebuie sa
se facd intr-un microincinerator sau la flacara unui bec Bunsen protejat, iar bucla ansei
metalice reutilizabile se descarca inainte de sterilizare prin rotire intr-un amestec de nisip
si alcool.

Nu este permisd incalzirea sau fixarea la flacard a frotiurilor inainte ca ele sa se fi uscat
complet la aer.

Factori care cresc riscul infectiei in laborator:

Lucrul 1n arii cu ventilatie necorespunzatoare.

[luminare slabd a zonei de lucru.

Utilizarea unor CPM necertificate, intretinute necorespunzator.
Echipament pentru protectie personald neconform (halat cu maneci scurte, inchis in fata,
masca chirurgicald)

Mediu cu mult praf care poate bloca filtrele CPM.

Manevrare defectuoasa, neglijenta, a probelor, cu formare de aerosoli.
Nu sunt luate toate masurile de sigurantd la vortexarea/agitarea probelor.
Spargerea in timpul centrifugdrii a tuburilor continand prelevate clinice.
Formarea de aerosoli la deschiderea capacului blocat al unei centrifugi.
Functionarea defectuoasa a sistemelor de racire sau de incalzile.

Folosirea tehnicilor microbiologice corecte este esentiald pentru reducerea la minim a
riscului de formare a aerosolilor infectiosi.
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Pentru laboratoarele cu risc mediu si mare de infectie (efectuarea culturilor, identificarea
culturilor, efectuarea ABG):

Este interzisa eliminarea fortata a lichidului din pipeta.

Este interzisd barbotarea (suflarea fortatd a aerului intr-un lichid cu continut potential
infectios).

La pipetarea unui reactiv intr-un lichid potential infectios, pipeta se plaseaza in
apropierea peretelui intern al marginii superioare a recipientului si lichidul se Tmpinge
usor pentru a se prelinge in interior.

Centrifugarea unei probe sau a unei culturi trebuie facuta intr-un rotor cu capac de
sigurantd pentru a preveni Imprastierea aerosolilor din centrifuga in incinta laboratorului.
Capacele cuvelor rotorului trebuie deschise in interiorul CPM.

Dupa manevrele de centrifugare, vortexare sau dupa agitareca manuald a probelor,
recipientele care le contin trebuie sd fie plasate in interiorul CPM si lasate in repaos
pentru cca 10 minute pentru a permite depunerea aerosolilor fnainte de deschiderea
recipientelor.

Niciodata nu se vortexeaza sau agitd manual un tub deschis; trebuie intotdeauna si ne
asigurdm ca filetul capacului este bine strans. Niciodatd nu se vortexeaza sau agitd
manual recipiente cu dop de vata sau cu dop de cauciuc.

Trebuie sa ne asiguram ca la decantarea lichidelor tuburile sunt tinute inclinat, astfel incat
lichidul sa se poatd scurge, iar la depunerea recipientului in vasul colector al deseurilor
nu se formeaza stropi.

Zonele de lucru: Laboratorul trebuie sa fie impartit in arii curate si arii potential
contaminate. Ariile curate sunt destinate activitdtilor administrative si prepararii
materialelor necesare pentru procedurile de lucru.

Laboratorul trebuie sa fie curat si liber de materiale si echipamente care nu sunt necesare
activitatii de rutina.

Suprafetele de lucru trebuie decontaminate dupd orice manevra formatoare de stropi
potential infectiosi si la terminarea lucrului.

Personalul de laborator

Erorile umane si slaba pregatire tehnicd a personalului pot compromite masurile de
biosiguranta.

Tot personalul trebuie sda fie instruit pentru respectarea atit a bunelor practici de
laborator, cat si a procedurilor operationale din manualul de control al infectiilor in
laborator.

Instruirile pentru controlul infectiilor trebuie sa cuprindd informatii referitoare la
practicile de biosigurantd pentru a reduce la minim riscul de inhalare, ingerare sau
inoculare, precum si informatii privitoare la colectarea, decontaminarea, depozitarea
materialului infectios si eliminarea deseurilor din laborator!”18 18
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Trebuie retinut ca.:

e existenta reguluilor si a procedurilor nu confera protectie prin ele insele, acestea
trebuind sa fie insusite si aplicate corect in activitatea de rutina.

e este necesara verificarea periodica a nivelului de cunostinte teoretice si practice
referitoare la tehnicile corecte de lucru si aplicarea de rutina a masurilor de
biosiguranta prin folosirea de chestionare si observarea directa.

e folosirea incorecta a CPM expune operatorul la risc.

Dezinfectia si curatenia

Dezinfectantii recomandati pentru laboratorul de micobacteriologie sunt cei care contin fenol,
clor si alcool.

Pentru ca fenolul este iritant pentru ochi, piele si mucoase, in locul lui se folosesc derivatii
fenolici in solutii apoase de 5%.

Clorul (hipocloritii) se foloseste in solutie cu concentratie de 5%, care poate fi diluata in apa
pentru a obtine solutii finale de lucru de 1%. Solutia concentratd de clor poate fi pastrata Intr-un
loc bine aerisit si la intuneric pentru o perioada de 3 luni. /n solutiile de lucru, diluate, clorul este
instabil, deci se prepara zilnic, cantitatea nefolosita din ziua precedentd se indeparteaza la
deseuri chimice; nu se amesteca solutie veche cu solutie proaspatd. Fiind foarte corozive,
solutiile de clor nu sunt indicate pentru dezinfectia componentelor metalice. Solutia de lucru de
hipoclorit de sodiu cu concentratiec de 1% se prepara amestecand 20 ml din solutia cu
concentratie de 5% cu 80 ml apa distilatd; sau 4 ml din solutia de hipoclorit de sodiu in
concentratie de 25% cu 96 ml apa distilata.

Alcoolii, etanolul sau izopropil alcoolul trebuie folositi in solutie de 70°. Alcoolii sunt volatili si
inflamabili si este interzisa folosirea lor in apropierea flacarii. Solutiile de alcooli se pastreaza in
recipiente bine inchise spre a preveni evaporarea. Aceste recipiente trebuie etichetate
corespunzator si nu se autoclaveaza.

Alcoolul de 70° se utilizeaza pentru dezinfectia curenta a CPM.

Solutia de formalina pentru folosirea in vaporizatorul CPM se prepara astfel: 130 ml formalina
38-40% se amesteca cu 260 ml apa distilatd. Rezultd 390 ml solutie apoasa de lucru pentru
vaporizator.

Colectarea deseurilor rezultate din activitatile laboratorului trebuie sa se faca urmand procedurile
scrise care se conformeaza reglementarilor referitoare la curatenie, dezinfectie si colectarea

deseurilor medicale "8,

Fiecare laborator trebuie sa aibd proceduri scrise referitoare la conduita in caz de accident cu
potential infectios.
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Asigurarea calitatii

Activitatea de asigurare a calitdfii si Tmbunatatire a ei are ca scop motivarea personalului din
laborator si ajuta laboratorul in relatiile sale externe (factori de decizie, finantatori, organizatii de
certificare/acreditare)??2, Numirul laboratoarelor care implementeazi standardul de calitate
pentru laboratoare ISO 15189 este un indicator al calitatii pentru reteaua de laboratoare?!,

Indiferent daca sunt sau nu acreditate conform ISO 15189, toate laboratoarele retelei trebuie sa
efectueze CIC pentru toate testele si metodele aplicate si sa pastreze documente doveditoare. De
asemenea, este obligatorie participarea la scheme de comparare interlaboratoare (CEC), cu

documentarea corespunzatoare.

Pentru a lua in considerare rezultatele oferite de un laborator, acesta trebuie sa obtina la CEC
concordanta de cel putin 90% a rezultatelor pentru examenul microscopic si culturd. Pentru ABG
fenotipicd la RMP concordanta trebuie sa fie de cel putin 95%, iar pentru INH cel putin
90%.12122 Concordanta rezultatelor testelor genetice cu cele fenotipice trebuie si depdseasci
90%.

Rezultate concordante intre 80-90% denota deficiente de tehnica si necesita corectare imediata
prin instruirea/reinstruirea personalului in LNR. Concordanta sub 80% nu este acceptabilad pentru
nicio metoda sau tehnica si este necesara verificarea imediatd a conditiilor de lucru din laborator
si pregatirea teoretica si practicad a personalului.

Timpul de diagnostic

TB, boald infectioasad pentru care exista tratament specific, are sanse maxime de vindecare daca
este diagnosticata precoce si tratatd corect. Timpul de diagnostic include, pe de o parte, intervalul
de timp de la aparitia simptomelor pana la prezentarea la consult medical, iar pe de altd parte,
intervalul de timp dintre recoltarea produselor patologice si obtinerea rezultatelor testelor de
laborator 3232425 Timpul de diagnostic, din perspectiva laboratorului, este calculat de la data
receptiei probelor de la pacienti in laborator (tabelul II).

Tabel Il. Timpul de diagnostic

Testul Limite de timp acceptabile
Examenul microscopic pentru evidentierea BAAR | 24 de ore
Cultura in mediul LJ 3-8 sdptdmani
Cultura in mediul lichid 1-3 saptdmani (6 saptamani pentru

rezultatele negative)

Identificarea culturii pozitive Imediat dupa pozitivare
ABG mediul lichid 14 zile de la data culturii pozitive
ABG linia intai, mediul solid 30 zile de la data culturii pozitive
ABG linia a doua 4 saptamani de la data culturii pozitive
Testele de biologie moleculara pentru diagnostic 48 ore

Rezultatele testelor trebuie comunicate clinicianului (telefonic, intranet) imediat dupa
validarea lor, in mod special pentru cele pozitive la examenul microscopic, cultura, test
genetic sau fenotipic de sensibilitate. Se elibereaza imediat si buletinul semnat de catre seful
de laborator care a validat rezultatele.
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Rezultatele trebuie, de asemenca, sa fie inregistrate imediat si in baza nationala de date a
PNPSCT pentru cunoasterea in timp real a situatiei din tara.

intarzierea diagnosticului are impact in dinamica transmiterii, a misurilor de prevenire si
in controlul infectieiTB, putand fi unul dintre factorii decisivi in controlul TB, de aceea
sunt necesare masuri pentru scurtarea timpului de diagnostic in ansamblu.

Resursele umane

Corectitudinea rezultatelor analizelor efectuate de un laborator poate fi influentata de mai multi
factori, dintre care cel mai important este factorul uman®®.

Calificarea si numarul personalului necesar in fiecare laborator sunt dependente de functiile si
responsabilitatile care 1i revin 1n cadrul laboratorului, dar si al retelei de micobacteriologie.
Pentru realizarea obiectivelor PNPSCT in conditii de diagnostic cu calitate asiguratd, este
necesara incadrarea corespunzatoare cu personal calificat, in acord cu volumul de lucru realizat
si estimat.

Particularitatea activititii in laboratoarele de micobacteriologie consta in faptul ca®®:

¢ numadrul de examene bacteriologice/pacient este standardizat,

e necesarul de examene bacteriologice se poate estima pentru perioade indelungate de timp,

e cantitatea de munca poate fi echitabil repartizata in cadrul laboratorului,

e personalul acestor laboratoare este instruit special pentru folosirea tehnicilor standardizate de

lucru pentru diagnosticul bacteriologic al TB,

personalul este instruit pentru a intelege semnificatia si consecintele rezultatelor eronate,

e personalul lucreaza in concordantd cu sistemul de management al calitdfii implementat in
cadrul retelei laboratoarelor de micobacteriologie.

Numarul frotiurilor colorate ZN examinate zilnic de citre un microscopist nu trebuie sa
depiseasci 20° datoritd oboselii care se instaleazi si a riscului de deteriorare a calititii
rezultatelor. Totusi, calitatea poate fi mentinutd doar dacid microscopistul examineaza
saptimanal cel putin 10-15 frotiuri®,

Activitatea de diagnostic trebuie sa fie asiguratd fard intrerupere, motiv pentru care este necesar
ca intr-un laborator sa existe mai multe persoane instruite si implicate Tn activitatea zilnica pentru
tehnicile de lucru folosite.

La stabilirea necesarului de instruire trebuie avute in vedere®:

e deficientele in stapanirea tehnicilor de lucru (apreciate prin participarea la scheme de
comparare interlaboratoare, CIC - cu evaluarea periodica a indicatorilor realizati,
observarea directd),

e personal nou angajat, care necesitd instruire referitoare la normele de biosiguranta si
pregatire teoretica si practica pentru metodele pe care le va efectua,

¢ introducerea de metode noi in practica de rutina,
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e achizitia de echipament nou,

e modificari in situatia epidemiologica locala,

e modificarea statutului si responsabilitatilor laboratorului.
Atragerea de personal spre laboratoarele de micobacteriologie se poate realiza prin introducerea
unui modul dedicat diagnosticului TB in curricula de invatamant a medicilor rezidenti, a
biologilor/chimistilor si asistentilor de laborator.
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4. Algoritmul de diagnostic al tuberculozei

In activitatea de diagnostic trebuie si se tini seama de algoritmul de diagnostic recomandat de
PNPSCT ° (fig. 2).

In functie de dotarea laboratorului, experienta personalului si solicitarea clinicianului, tindnd
seama de categoria de caz, se va selecta calea de urmat pentru fiecare situatie:

a.

Produsele provenite de la toate cazurile (cazuri noi, recidive, monitorizare) se
prelucreaza obligatoriu pentru examen microscopic si cultura pe mediul LJ,
indiferent ce alte metode se pot folosi intr-un laborator. Se prelucreazd si se
insdmanteaza pe mediul LJ toate tipurile de produse patologice, cu exceptia sangelui
pentru hemoculturi, care necesita sistem special de cultivare (centrifugare-liza).

Este obligatorie folosirea testului imunocromatografic Ag MPT64 pentru
confirmarea apartenentei culturilor la complexul M. tuberculosis, atat pentru
culturile pozitive din mediul lichid, cét si pentru cele din mediul solid. Culturile cu
rezultat negativ la acest test se trimit la LNR de arondare pentru identificare, cu aceasta
mentiune. Se va mentiona si produsul patologic pentru care s-a facut cultura si rezultatul
semicantitativ al examenului microscopic si al culturii din mediul solid sau daca este
pozitiv doar in mediul lichid.

Daca este un caz eligibil pentru cultivare in mediul lichid, respectiv suspect de
tuberculoza cu rezistenta (contact cu un caz MDR, abandon repetat, recidiva,
colectivitate supraaglomerata, persoana fara adapost), pacient infectat HIV suspect de
TB, copil suspect de TB, cel putin unul dintre produsele prelucrate se va insamanta atat
pe doua tuburi cu mediul LJ cat si un tub cu mediul lichid in sistem automat (celalalt
produs insamantandu-se doar pe mediul LJ).

Se exclud de la insamantarea in mediul lichid in sistem MGIT 960 urina si sangele
(pentru acesta din urma se folosesc sisteme speciale).

Produsele pozitiv BAAR se pot testa genetic prin test direct pentru confirmarea MTB
si evidentierea modificarilor indicatoare de rezistenta la RMP sau RMP/INH (GeneXpert
MTB/RIf, respectiv GenoType-MTBDRplus). Cazurile eligibile: suspect de TB cu
rezisten,td14 (contact cu un caz MDR, abandon repetat, recidivd, colectivitate
supraaglomerata, persoana fara adapost), pacient infectat HIV suspect de TB, copil
suspect de TB.

in cazurile HIV pozitiv sau sputi de la copii, se pot testa genetic (folosind GeneXpert
MTB/RIf) si cazuri negative BAAR la microscopie.

Culturile pozitive dupa 4 luni de la inceperea tratamentului si toate culturile izolate
dupa fiecare 6 luni de la ABG anterioara se testeaza genetic pentru detectarea
rezistentet RMP/INH si prin metoda fenotipica rapida folosind mediul lichid in sistem
automat, urmata de metoda conventionald (metoda proportiilor in mediul Lowenstein
Jensen), fatd de substantele anti-TB de linia I si linia II. Testarea folosind cele doud
metode se va mentine pana la castigarea experientei necesare obtinerii unor rezultate de
incredere la testarea Tn mediul lichid.

Nu se face test genetic direct pentru produsele recoltate in cursul monitorizarii,
indiferent de rezultatul examenului microscopic, rezultatele nefiind concludente. Pentru
aceste cazuri se poate face test genetic indirect (i) folosind cultura din mediul lichid
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sau mediul solid, urmat de testele fenotipice pentru confirmarea rezistentelor.

Pacient suspect TB
Sputa

v

Se asigurd masuri de control al infectiei la recoltare si transport la laborator

v

e Testare HIV BAAR NEGATIV
e Examen microscopic >

BAAR POZITIV -«

\ 4

Cultura: mediul solid sau /si

MTB pozitiv lichid: identificare obligatorie MTB negativ
LPA/Xpert d cu test rapid Ag MPT64 T~

\

ABG-LJ/lichid- RH

LPA-RH T
L

Sensibil

Mono-rezistenta
Sensibil R/H, MDR

!

LPA- linia 2

ABG- linia (1+2)- MP

Figura 2. Algoritm de selectare a cazurilor pentru teste rapide fenotipice si de biologie
moleculara

LEGENDA: LPA = Geno Type, line prabe assay, Xpert = GeneXpertMTB/Rif, LJ= culturi pe
mediul solid Lowenstein Jensen, MGIT = sistem automat de cultivare in mediul lichid, MGIT
960 sau VersaTrek; Linia 1= medicamente antit-TB de linia I-a, Linia 2= medicamente anti-TB
de linia a I1-a; MP= metoda proportiilor.

i. Cultura pozitiva de la To pentru cazul nou microscopic negativ, contact cu un caz TB -
MDR se trimite la un laborator care are in dotare echipament GenoType-LPA sau
GeneXpert pentru examinare preliminard. Dacd se evidentiazd modificéri sugestive pentru
rezistentd la RMP sau/si INH, laboratorul respectiv trimite imediat cultura respectiva la LNR
de arondare pentru a fi testat prin metoda rapida (GenoType MTBDRsl) si metoda
conventionala fata de substantele anti-TB de linia I si linia IL.

J.  Pentru pacientii cu rezistentd confirmata la RMP (GeneXpert) sau TB-MDR (GenoType
MTBDRplus) prin test direct, trebuie efectuatd imediat testarea moleculara pentru linia a
doua (GenoType MTBDRsI) ca test initial, pentru orientarea rapida a terapiei, in loc de
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testarea fenotipicd pentru detectarea rezistentei la fluoroquinolone.!*® Culturile de la
pacientii TB-MDR cunoscuti se trimit imediat dupa izolare la LNR de arondare si
se efectueaza test genetic indirect pentru detectarea rezistentei la
aminoglicozide/polipeptide si fluoroquinolone (pentru orientarea rapida a terapiei) si
se face ABG pentru substante de linia I si linia a II-a prin metoda fenotipica rapida
(mediul lichid) si prin metoda conventionald (mediul solid). (Rugdm revedeti si
punctul g, referitor la intervalul de timp Intre testari) .

k. Orice cultura pozitivi (mai mult de 10 colonii) crescuti dupa conversia
bacteriologica se va testa prin metoda genetica indirecti (GenoType-LPA) si metoda
fenotipica rapida - mediul lichid, pentru substante de linia I;

|. Pentru supravegherea dinamicii prevalentei MDR se vor efectua teste fenotipice de
sensibilitate la INH si RMP la toate culturile pozitive cu mai mult de 10 colonii,
obtinute din produsul recoltat inainte de inceperea tratamentului, chiar daca testul
genetic direct efectuat nu a pus in evidentd modificari sugestive de rezistentd. ABG se
efectueaza in laboratoarele de nivel III care au implementat sistemul de management al
calitatii, care au obtinut rezultate excelente si foarte bune la controlul extern al calitatii
cel putin pentru RMP si INH.

Este posibil sa fie semnalate situatii epidemiologice noi, particulare pentru o anumitd zona, de

aceea se vor lua in considerare recomandarile referitoare la triajul pacientilor, metodele folosite,
a relatiilor dintre clinica si laborator, care vor fi comunicate de catre PNPSCT.

5. inregistriri. Formulare de solicitare. Registre.

Pentru solicitarea examinarilor vor fi folosite formularele recomandate de PNPST, anexele 8, 9 si
11 din Ghid metodologic de implementare a Programului National de Prevenire, Supraveghere si
Control al Tuberculozei. Bucuresti, 2015 °, sau ultima revizie a sa, recomandati de PNPSCT.
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