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RECOMENDACIONES PARA LA TOMA DE MUESTRAS
RESPIRATORIAS PARA LAS TECNICAS DEINMUNOFLUO-
RESCENCIA'Y REACCION EN CADENA DE LA POLIMERA-
SA (PCR) PARA DETECCION DE VIRUS RESPIRATORIOS

RESUMEN

Este documento presenta una actualizacion de la primera version del documento técnico: Recomenda-
ciones para la toma de muestras respiratorias para la técnica de inmunofluorescencia para deteccion de
virus respiratorios,  publicado por el ISP el 14 de enero 2013 y contiene las recomendaciones de toma
de muestras para la técnica de Inmunofluorescencia (IF), PCR en tiempo real y RT-PCR en tiempo real para
deteccion de virus respiratorios, siendo la toma de muestra una etapa clave para el diagnostico.

Estas recomendaciones emanan desde el Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia, Seccion
Virus Respiratorios y Exantematicos del Instituto de Salud Pdblica de Chile (ISP) y estan dirigidas a los
laboratorios que realizan la toma de muestra para las técnicas de diagndstico mencionadas.

Se consideran todas las etapas relacionadas con el manejo de la muestra, conservacion y transporte.

ALCANCE

Estas recomendaciones aplican a todos los servicios y unidades donde se realiza la Toma de Muestra
para virus respiratorios.

INTRODUCCION

El éxito del diagndstico virologico de los virus respiratorios depende principalmente de la calidad de
la toma de muestra, del almacenamiento y de las condiciones de su transporte. La muestra optima y de
mayor rendimiento para la técnica de Inmunofluorescencia es la muestra obtenida por aspirado nasofarin-
geo y como segunda opcion es la muestra obtenida por torula nasofaringea; en el caso de sospechar de
COVID-19 en un paciente ambulatorio se recomienda la torula nasofaringea como primera opcion.

Como los virus requieren de células epiteliales vivas para replicarse y la estructura viral generalmente
es labil a las condiciones ambientales como el calor, la cantidad de virus disminuird después de ser tomada
la muestra, por lo que es importante mantener las muestras siempre en frio. Es de suma importancia que
transcurra el menor tiempo posible entre 1a toma de la muestra y su procesamiento en el laboratorio segun
|a técnica disponible.

Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia.
Instituto de Salud Pablica de Chile
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RECOMENDACIONES PARA LA TOMA DE MUESTRAS RESPIRATORIAS PARA LAS TECNICAS DE INMUNOFLUORESCENCIA
Y REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) PARA DETECCION DE VIRUS RESPIRATORIOS

TERMINOLOGIA

dd: Destilada.

EPP: Elementos de proteccion personal.

IF: Inmunofluorescencia.

PCR en tiempo real: Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (para virus DNA).

RT-PCR en tiempo real: Reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion Reversa en tiempo real
(para virus RNA).

STF: Solucion Tampon Fosfato.
SF: Suero Fisiol6gico estéril.

DESARROLLO

El personal que realiza la toma de muestra primero debe realizar el correspondiente lavado clinico de
manos.

La toma de muestra es una actividad considerada de alto riesgo de contagio para el personal de salud
que lo realiza, puesto que el paciente se encuentra sin mascarilla, y eventualmente podria toser y/o estor-
nudar durante el procedimiento. Por esto es esencial la proteccion del personal de salud durante la toma
de la muestra con los EPP adecuados y en orden secuencial : primero ponerse delantal o bata desechable,
luego respirador N95, seguido por proteccion facial o antiparras v finalmente guantes™.

* El orden secuencial descrito corresponde a lo indicado por el Ministerio de Salud, Chile en base a lo indicado por la Organi-
zacion Mundial de la Salud. Aunque podria haber mds de un método aceptable para ponerse los EPP En los establecimientos de
salud donde se ha implementado el uso extendido de EPP los procedimientos de postura y retiro de estos, pueden ser adaptados
a tales practicas.

Tipo de muestra: Secrecion nasofaringea, secrecion orofaringea, secrecion broncoalveo-
lar, secrecion traqueal.

Métodos: Aspirado nasofaringeo, torula nasofaringea, torula orofaringea, lavado broncoal-
veolar, aspirado traqueal.

Tab.1

Tipos de muestra, su respectivo método de obtencion y altura de la via drea correspondiente.

Aspirado Nasofaringeo
Secrecion nasofaringea Alta
Torula Nasofaringea

Secrecion oro faringea Torula Orofaringea Alta
Secrecion traqueal Aspirado traqueal Baja
Secrecion broncoalveolar Lavado Broncoalveolar Baja

Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia.
Instituto de Salud Pablica de Chile



RECOMENDACIONES PARA LA TOMA DE MUESTRAS RESPIRATORIAS PARA LAS TECNICAS DE INMUNOFLUORESCENCIA
Y REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) PARA DETECCION DE VIRUS RESPIRATORIOS

Para Inmunofluorescencia se debe tomar muestra de secrecion nasofaringea a través de aspirado naso-
faringeo o torula nasofaringea con el fin de obtener un alto ndmero de células que permitan realizar la
técnica de IF.

Para PCR, el tipo de muestra y, por ende, el método de obtencion depende de la localizacion del pa-
ciente, esto es, ambulatorio u hospitalizado. Cuando el paciente es ambulatorio, se debe tomar muestra
de secrecion nasofaringea y si esto no es posible por las dificultades anatomicas del paciente, se puede
optar por tomar muestra orofaringea. Si el paciente esta hospitalizado y no se puede tomar la muestra de
secrecion nasofaringea, la alternativa es obtener secrecion traqueal o secrecion broncoalveolar mediante
aspirado traqueal o lavado broncoalveolar, respectivamente.

TOMA DE LA MUESTRA PARA VIRUS RESPIRATORIOS

El personal que realice el procedimiento de la toma de muestra debe estar debidamente capacitado,
conocer la técnica de toma de muestra, el fundamento de porqué se realiza y el uso correcto de elementos
de proteccion personal.

La muestra debe ser obtenida precozmente, en los primeros dias de evolucion del cuadro respiratorio,
con un maximo de 3 a 5 dias. Debe mantenerse en bafio de hielo o con unidades refrigerantes durante todo
el proceso de recoleccion y manejo de la muestra, hasta su llegada al laboratorio. La muestra debe ser
enviada debidamente rotulada con los datos del paciente en el formulario de solicitud de examen.

Toma de Muestra por Aspirado Nasofaringeo (ANF)

Elementos de proteccion personal (EPP):

e Pechera o delantal desechable (anti fluidos).

e Respirador N95.

e Protector facial o antiparras (los lentes 6pticos no reemplazan estos insumos).
e (Guantes de procedimientos que puede ser de latex, vinilo o nitrilo (sin talco).

Materiales:

e Kit de aspiracion traqueal estéril (tapa rosca, etiqueta, tubo con tapa y conectores).
e Sonda de alimentacion de prematuros N° 8.

e Tubos conicos de 15 ml con tapa rosca.

e (radilla para tubos.

e Bafio de hielo (recipiente con cubos de hielo o con unidades refrigerantes).

e Contenedor para material contaminado.

e Solucion tampdn fosfato pH 7,2 (STF) estéril, en tubos con 8-10 ml cada uno mantenidos en frio o
tubos comerciales.

Equipos:

Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia. 5
Instituto de Salud Pablica de Chile
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RECOMENDACIONES PARA LA TOMA DE MUESTRAS RESPIRATORIAS PARA LAS TECNICAS DE INMUNOFLUORESCENCIA
Y REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) PARA DETECCION DE VIRUS RESPIRATORIOS

Bomba de vacio o jeringa de 5a 10 ml.

Fig. 1
Materiales necesarios para la obtencion de muestra por aspirado. En la imagen una jeringa cumple la funcién de bomba de vacio.

Procedimiento Aspirado Nasofaringeo

1.

O =~ w

9.
10.
11.

Abrir el sobre que contiene el Kit de aspiracion traqueal y el sobre que contiene la sonda.

El tubo sellado del kit de aspiracion tiene 2 salidas, una de didmetro mayor y otra de didmetro menor.
Conectar la salida de didmetro menor del tubo a la sonda estéril.

Conectar la salida del didmetro mayor del tubo a una bomba de vacio o jeringa.

Medir la cantidad de sonda que se va introducir en la fosa nasal. Este célculo se realiza midiendo
desde la aleta de la fosa nasal hasta el I6bulo de la oreja.

Sin aplicar succion, insertar la sonda por la fosa nasal del paciente hasta el punto calculado anterior-
mente que debe coincidir con la nasofaringe del paciente.

Aspirar suavemente, dejando la sonda en su sitio por unos segundos, y luego retirarla lentamente
girando suavemente. Repetir el procedimiento en la otra fosa nasal, desde el punto 6 al 7.

Lavar el interior de la sonda aspirando un volumen aproximado de 8-10 ml de solucion tampon pH 7,2
frio a través del tubo colector para arrastrar toda la secrecion.

Cambiar la tapa del tubo colector e identificar el tubo con los datos del paciente.
Eliminar el material usado en el contenedor de material contaminado.
Enviar la muestra al laboratorio inmediatamente, con el formulario de solicitud de examen.

La muestra debe mantenerse en todo momento en bafio de hielo o con unidades refrigerantes hasta su
llegaaa al laboratorio.

Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia.
Instituto de Salud Pablica de Chile
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Fig. 2

Medicion de la sonda de aspiracion, desde la punta de la nariz hasta el 16bulo de la oreja.

Fig. 3

Procedimiento para la obtencion de aspirado nasofaringeo. La sonda debe llegar hasta la pared posterior.

Toma de Muestra por Torula Nasofaringea (TNF)

Para una buena toma de muestra con TNF se deben utilizar tres torulas, una para cada fosa nasal, que se
deben introducir hasta la pared posterior de la rinofaringe. La tercera torula se debe introducir por la boca
hasta la faringe.

Las muestras que, segun el flujo de trabajo definido por cada laboratorio, pasen a PCR, deben ser to-
madas, ademas, teniendo la precaucion de no contaminar la muestra con agentes inhibidores de esta. Mas
detalle sobre los inhibidores de PCR se encuentra en el documento técnico del ISP publicado el afio 2017
“Recomendaciones para laboratorios que realizan la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR):
areas y flujos de trabajo”

Elementos de proteccion personal (EPP):

e Pechera o delantal desechable (anti fluidos).

e Respirador N95.

e Protector facial o antiparras (los lentes 6pticos no reemplazan estos insumos).
e (Guantes de procedimientos que puede ser de latex, vinilo o nitrilo (sin talco).

Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia.
Instituto de Salud Pablica de Chile
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Materiales:

3 torulas de dacrdn, ray6n, rayon rebobinado o poliéster para IF (2 térulas cuando se sospecha de
SARS-COV-2).
Tubos conicos de 15 ml con tapa rosca.

Tubo tapa rosca con medio de transporte viral (MTV), en caso de no disponer de ello puede ser
medio de transporte Universal (MTU) o tubos con 8-10 ml de STF (todos deben ser estériles) man-
tenidos en frio.

Gradilla para tubos.
Bafio de hielo (recipiente con cubos de hielo o unidades refrigerantes).
Contenedor de material contaminado.

Cuando la toma de muestra sea para la técnica de PCR, no utilizar torula de algodon, ni mangos de

madera porque pueden inhibir la PCR.

Actualmente existen marcas que comercializan kit que incluyen torula estériles, frascos con tapa rosca

y medios de transporte. Sin embargo, estos materiales se pueden adquirir por separado y los medios de
transporte pueden ser de elaboracion local asegurando su esterilidad.

Fig. 4

Materiales necesarios para la obtencion de muestra Torula Nasofaringea.

Procedimiento para la toma de muestra por TNF

1.

ldentificar un tubo con medio de transporte con los nombres, apellidos y nimero de Rut del paciente
al que se le tomara la muestra.

Pedir al paciente que se siente comodamente con la espalda apoyada en el respaldo de la silla o cami-
Ila, con la cabeza ligeramente inclinada hacia atrds (en un angulo de 70°). Inmovilizar en esa posicion.

Introducir la torula por el piso de fosa nasal hasta tocar 1a pared posterior de la faringe.

Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia.
Instituto de Salud Pablica de Chile



L N o O

10.
11.
12.
13.

RECOMENDACIONES PARA LA TOMA DE MUESTRAS RESPIRATORIAS PARA LAS TECNICAS DE INMUNOFLUORESCENCIA
Y REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) PARA DETECCION DE VIRUS RESPIRATORIOS

Hacer girar suavemente la torula en esa posicion, para obtener la mayor cantidad posible de células
epiteliales.

Colocar la térula en el tubo, sumergiéndola en el STF o medio de transporte viral.
Corte lo que sobra del mango de la torula para poder cerrar herméticamente el tubo de transporte.
Repetir la operacion de los puntos 1 al 3 con la segunda torula en la otra fosa nasal.

Introducir |a tercera torula por la boca, cuidando de no tocar la lengua, introducir hasta tocar la pared
posterior de la faringe y frotar en esa posicion. (Obviar este paso si la sospecha diagnostica es SARS-
COV-2)

Todas las torulas se sumergen en el mismo tubo con STF con el objeto de concentrar la mayor cantidad
de muestra obtenida.

Tapar tubo que contiene las torulas.
Eliminar el material usado en el contenedor para material contaminado.
Enviar la muestra al laboratorio inmediatamente, con el formulario de solicitud de examen.

La muestra debe mantenerse en todo momento en bafio de hielo o con unidades refrigerantes hasta su
llegada al laboratorio.

Mantener la muestra en cadena de frio es importante para mantener Ia estabilidad de ésta y asegurar un
resultado de calidad.

Evitar la toma de este tipo de muestra en pacientes que presenten hemorragias nasales frecuentes y abun-
dantes.

Fig. 4
Toma de muestra por Torula Nasofaringea. Obsérvese el angulo de 70° en que debe estar la cabeza del paciente.

Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia.
Instituto de Salud Pablica de Chile
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RECOMENDACIONES PARA LA TOMA DE MUESTRAS RESPIRATORIAS PARA LAS TECNICAS DE INMUNOFLUORESCENCIA
Y REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) PARA DETECCION DE VIRUS RESPIRATORIOS

Fig. 5
Toma de muestra con detalle anatémico del drea a la que debe llegar a torula. Esta debe ir paralela a la base de la fosa nasal
hasta llegar a la pared de la faringe.

Procedimiento para la toma de muestra con Torula Orofaringea

El torulado Orofaringeo se considerard como una muestra alternativa al Torulado Nasofaringeo, cuando
esta no es posible de obtener por problemas anatomicos del paciente.

Inserte la torula en la faringe posterior y las dreas amigdalinas.

Frote la torula sobre ambos pilares amigdalinos y a orofaringe posterior.

Evite tocar la lengua, los dientes y las encias, para ello puede ayudarse de un baja lengua.
Coloque la torula, con la punta primero, en el tubo de transporte.

. Corte lo que sobra del mango de la torula para poder cerrar herméticamente el tubo de transporte.
.Cierre el tubo que contiene la torula.

Toma de muestra de Lavado Broncoalveolar y Aspirado Traqueal

La prioridad para la toma de muestra es el Torulado Nasofaringeo y el Aspirado Nasofaringeo. El equipo
médico debe analizar si se requiere otro tipo de muestras como Lavado Broncoalveolar o Aspirado Tra-
queal, las que deben ser obtenidas siguiendo todas las normas de bioseguridad requeridas para ambos
procedimientos.

Para ambos procedimientos los guantes a utilizar deben ser estériles.

Toma de muestra de Lavado Broncoalveolar

Elementos de Proteccion Personal (EPP)

e Pechera o delantal desechable (anti fluidos).

e Respirador N95.

e Protector facial o antiparras (los lentes 6pticos no reemplazan estos insumos).
e Guantes de procedimientos que puede ser de ldtex, vinilo o nitrilo (sin talco).

Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia.
Instituto de Salud Pablica de Chile,
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Materiales:

Broncoscopio (estéril)
STF o SF (estériles).
Jeringa esteéril.

Frasco tapa rosca que asegure un cierre hermético (tanto el medio como el contenedor deben estar
estériles).

Bafio de hielo (recipiente con cubos de hielo o unidades refrigerantes).

Procedimiento para la toma de muestra de Lavado Broncoalveolar

1.

2.
3.
4

Colocar al paciente en dectbito supino.
Instalar broncoscopio al lado del paciente.
Introducir el broncoscopio a través de la boca o nariz.

Instalar en bolos de 5-10 ml de STF o SF hasta el volumen total deseado a través del canal interno del
broncoscopio, tras encajarlo en el bronquio elegido.

Aspirar las secreciones con la misma jeringa con la presion adecuada para no colapsar las paredes
bronquiales.

Tapar el tubo colector ¢ identificar el tubo con los datos del paciente
Apagar el broncoscopio.
Lavarse las manos.

Toma de muestra de Aspirado Traqueal
Elementos de Proteccion Personal (EPP)

Pechera o delantal desechable (anti fluidos).

Respirador N95.

Protector facial o antiparras (los lentes Opticos no reemplazan estos insumos).
Guantes de procedimientos que puede ser de latex, vinilo o nitrilo (sin talco).

Materiales:

Sonda de aspiracion.

Bomba de vacio o jeringa en su reemplazo.
STF o SF (estériles).

Jeringa esteéril.

Frasco tapa rosca que asegure un cierre hermético (tanto el medio como el contenedor deben estar
estériles).

Bafio de hielo (recipiente con cubos de hielo o unidades refrigerantes).

Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia.
Instituto de Salud Pablica de Chile
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RECOMENDACIONES PARA LA TOMA DE MUESTRAS RESPIRATORIAS PARA LAS TECNICAS DE INMUNOFLUORESCENCIA
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Procedimiento para la toma de muestra de Aspirado Traqueal

1. Conectar la sonda de aspiracion al tubo del aspirador manteniendo la envoltura protectora de la sonda.
2. Conectar el aspirador.

3. Conuna mano sujetar el tubo del aspirador y retirar la envoltura protectora de la sonda.

4. Instalar de 3-5 ml de STF o SF en la canula si las secreciones son espesas.

5. Introducir la sonda de aspiracion a traves del tubo endotraqueal sin ejercer aspiracion.

6. Aspirar de forma intermitente, realizando movimientos rotatorios de la sonda a 1a vez que se extrae.
7. Enjuagar la sonday el tubo del aspirador en la botella de SF tras finalizar el aspirado.

8. Tapar el tubo colector e identificar el tubo con los datos del paciente.

9. Desechar sonda y guantes y recoger el equipo.

10. Apagar el aspirador.

11. Lavarse las manos.

Almacenamiento y transporte de muestra

Las muestras deben mantenerse, desde el momento de su obtencion hasta el analisis, en una cadena
de frio a 4°C.

El procesamiento de 1a muestra debe realizarse antes de las 72 horas luego de haber sido tomada, en
caso que esto no sea posible se debe congelar a-70° C.

Si requiere enviar la muestra congelada (-70° C) a algtin centro de derivacion o al ISP, entre el conten-
dor secundario (por fuera de este) y el contenedor terciario 0 embalaje exterior debe poner abundante hielo
Seco que asegure la cadena de congelacion de la muestra.

Para el transporte, el tubo que contiene la muestra debe ser puesto en una bolsa de cierre hermético
y luego en un recipiente rigido. Si serd enviado al ISP debe venir ademds en un tercer contenedor para
cumplir con el sistema de triple embalaje y que sea identificado visualmente como “Riesgo Bioldgico™ y
rotulado como “transporte de material infeccioso categoria UN3373", de acuerdo a la guia técnica de trans-
porte de sustancias infecciosas al ISP.

Tapadera __, .
impermeable <+— Recipiente primario

Material
absorbente

Lista detallada

y de sujecion del contenido
Embalaje ; W
secundario Embalaje exterior rigido
_ Designacion apropiada
para transporte
Etiquetas ~— Identificacion del paquete

de remitente
y destinatario

Fig.6
Requisitos de Embalaje para Sustancia Infecciosa Categoria (Fuente: Curso para Expedidores. Embalaje/Envasado de Sustancias
Infecciosas. Organizacion Mundial de la Salud. 2017-2018).

Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia.
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ANEXO

PREPARACION 1
PREPARACION SOLUCION TAMPON FOSFATO (STF). 20 X, pH 7, 2

HPO4 (Fosfato'\[l)aizédico Anhidro) 21920 109609

NaH2 P04 x H20 (Fosfato de Bihidrogeno Sddico) 0,630 ¢ 3,150 g
NaCl (Cloruro de Sodio) 17,09 85,0 ¢
H20ddc.s.p 100 mL 500 mL

Procedimiento:

1. Colocar aproximadamente la mitad del volumen total que se va a preparar de agua dd, en un vaso de
precipitado, con agitador magnético.

2. Pesary agregar las sales en el orden indicado agitando hasta disolucion total, agregando mas agua si
es necesario.

Controlar pH-metro.

Enrasar en matraz aforado al volumen deseado.
Envasar en porciones de 25 mL.

Esterilizar en autoclave a 121°C 10 Ib x 15 min.
Almacenar a 4°C.

e N o o~ W

Antes de utilizarlo agitar a mano el reactivo y corroborar que no haya turbidez. Si existe turbidez eliminar.

PREPARACION 2
PREPARACION SOLUCION TAMPON FOSFATO 1X, pH 7,2

Procedimiento:
1. Enun matraz de 500 mL, enrasar una porcion de 25 mL de STF 20X, con agua bidestilada estéril.
2. Controlar pH: si este es inferior a 7,25, ajustar con NaOH 1 N; si es superior a 7,25, ajustar con HCI 1 N.

Nota: no se excluye la compra de soluciones comerciales.

1 4 Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia.
Instituto de Salud Pablica de Chile



