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SANTIAGO,

VISTOS estos antecedentes; la pravidencia interna
1387, de fecha 28 de junio de 2023, de la Jefa (S) de Asesoria Juridica; la providencia 1033, de fecha
22 de junio de 2023, del Director del Instituto; el memordndum 233, de fecha 16 de junio de 2023,
de la Jefa (S) del Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia, y

CONSIDERANDO

PRIMERO: Que, de acuerdo al articulo 57 del D.F.L.
N° 1, de 2005, que “Fija el Texto Refundido, Coordinado y Sistematizado del Decreto Ley N° 2.763,
de 1979, y de las Leyes N° 18.933 vy N° 18.469”, el Instituto de Salud Publica de Chile “laboratorio
nacional y de referencia en los campos de la microbiologia, inmunologia, bromatologia,
farmacologia, imagenologia, radioterapia, bancos de sangre, laboratorio clinico, contaminacion
ambiental y salud oéupacional y desempefiard las demds funciones que le asigna la presente ley”.

SEGUNDO: Que, acorde a las funciones que, por ley,
toca a este Instituto desempefiar se encuentra aguella relacionada a la de constituirse en el
laboratorio nacional y de referencia en las materias que tanto el D.F.L. N° 1, de 2005, del Ministerio
de Salud, indica, asi como también aguellas encomendadas por el Cédigo Sanitario.

En cumplimiento de aquellas, la Seccion Virus
Respiratorios y Exantematicos del Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia
del instituto ha estimado necesario establecer una serie de recomendaciones para toma de
muestras respiratorias, especialmente para las técnicas de inmunofluorescencia y reaccion en
cadena de la polimerasa {PCR) para deteccidn de virus de la especie, dirigidas a los Iaboratorios que
realizan la toma para las técnicas de diagndstico, como ente rector en la materia.

Aquellas estan destinadas a ser aplicadas a todos los
servicios y unidades gue llevan a cabo dichas acciones, procurando un correcto desde la toma de
muestra, su almacenamiento y condiciones de transporte.

TERCERO: Que, a efectos de sancionar dichas
recomendaciones administrativamente, se hace necesario aprobar las mismas mediante una
resolucién, por lo que

TENIENDO PRESENTE lo dispuesto en la Ley N°
18.575; en la Ley N° 19.880; lo sefialado en los articulos 59 letra b), 60 y 61 del Decreto con Fuerza
de Ley N° 1, de 2005; lo prescrito en los articulos 8 y 10 letra a) del Decreto Supremo N° 1222, de

1996, del Ministerio de Salud; en el D.F.L. N° 1, de 1989, del Ministerio de Salud; lo previsto en la
Resolucion Exenta N° 7 de 2019, de la Contraloria General de la Republica; y las facultades que me
confiere el Decreto 15, de 2023, del Ministerio de Salud, dicto la siguiente
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RESOLUCION

1.- APRUEBANSE las siguientes “Recomendaciones
para la toma de muestras respiratorias para las técnicas de inmunofiuorescencia y reaccién en
cadena de [a polimerasa (PCR) para deteccién de virus respiratorios”, cuyo integro tenor es el que
a continuacion se expresa: '

“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, versidn 1, 2023.

Autores.

TM. MG. Alejandra Acevedo Contreras.

Profesional Seccion Virus Respiratorios y Exantemdticos.
Subdepartamento Enfermedades Virales.

Departamento Laboratoric Biomédico Nacional y de Referencia.
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BQ. Patricia Bustos Alister.
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Instituto de Salud Publica de Chile.

Th4. Lilion Vera Delgado. ,
Encargada de calidad del Subdepartamento Enfermedades Virales.
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Instituto de Salud Publica de Chile.
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Magister en docencia para la educacion superior
Docente escuela Tecnologia Médica UNAB
Tecndlogo Médico.

Hospital Dr. Exequiel Gonzdlez Cortés.

Dra. Vivian Luchsinger Farias.

Medico Magister en Microbiologia, Doctora en Ciencias Biomédicas
Profesora Asociada, Programa de Virologia, ICBM. Facultad de Medicina.
Universidad Chile

Dra. Eiba Wu.

Médico Pediatra Infectéloga.

Docente Facultad de Medicina Occidente, Universidad de Chile,
Hospital San Juan de Dios.

RESUMEN.

Este documento presenta una actualizacién de la primera version del documento técnico
denominado “Recomendaciones para la toma de muestras respiratorias para la téchica de

inmunofluorescencia para deteccién 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, constituyendo la
. toma de muestra una etapa clave para el diagnéstico.

Estas recomendaciones emanan desde el Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de
~ Referencia, Seccidn Virus Respiratorios y Exantemdticos del Instituto de Salud Publica de Chile (“ISP")
y estdn dirigidas a los laboratorios que realizan lo 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 diagnéstico viroldgico 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 inmunofiuorescencia es la muestra obtenida por aspirado
nasofaringeo y, como sequnda opcion, es la muestra obtenida por térula nasofaringea; en el caso de
sospechar de COVID-19 en un paciente ambulatorio se recomienda la térula nasofaringea como
primera opcidn.

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 la toma de la muestra y su procesamiento
en el laboratorio segun la técnica disponible.

Pagina 3 de 13



TERMINOLOGIA.

e dd: Destilada.

e EPP: Elementos de proteccion personal.

e |F: Inmunofluorescencia.

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

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

e  STF: Solucién Tampdn Fosfato.

e SF: Suero Fisiologico 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 o realiza, puesto que el paciente se encuentra sin mascarilla, y eventualmente podria toser
y/o estornudar durante el procedimiento. Por esto es esencial la proteccién del personal de salud
durante la toma de la muestra con los EPP adecuados y en el orden secuencial correcto: primero
ponerse delantal o bata desechable, luego guantes de procedimiento, seguido por respirador N95 y
finalmente protector facial o antiparras.

Tipo de muestra: Secrecion nasofaringea, secrecién orofaringea, secrecion broncoalveolar,
secrecién traqueal.

Métodos: Aspirado nasofaringeo, térula nasofaringea, térula orofaringea, lavado broncoalveolar,
aspirado traqueal.

Tab.1 Tipos de muestra, su respectivo método de obtencion y altura de la via drea
correspondiente.

? Secré:':lan nasofarfnga | ‘mAspirado NaSéfaringeo :
, Torula Nasofaringea

Secrecion oro faringea Torula Orofaringea Alta
Secreciontraqueal  Aspirado traqueal Bajo
Secrecion broncoalveolar  Lavado Broh&oalvéd)dr Baja

Para Inmunofluorescencia se debe tomar muestra de secrecion nasofaringea a través de aspirado
nasofaringeo o térula nasofaringea con el fin de obtener un alto nimero 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 localizacién del
paciente, esto es, ambulatorio u hospitalizado. Cuando el paciente es ambulatorio, se debe tomar
muestra de secrecién nasofaringea y si esto no es posible por las dificultades anatémicas del
puaciente, se puede optar por tomar muestra orofaringea.

Si el paciente estd hospitalizado y no se puede tomar la muestra de secrecion nasofaringea, la
alternativo es obtener secrecion traqueal o secrecién broncoalveolar mediante aspirado traqueal o
lavado broncoalveolar, respectivamente.
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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 evolucién del cuadro
respiratorio, con un mdximo de 3 a 5 dias. Debe mantenerse en bafio de hielo o con unidades
refrigerantes durante todo el proceso de recoleccién y manejo de lo 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 (ANE).

Elementos de proteccién personal (EPP):

Guantes de procedimientos que puede ser de Idtex, vinilo o nitrilo (sin talco).
Pechera o delantal desechable (anti fluidos).

Respirador N95.

Protector facial o antiparras (los lentes dpticos no reemplazan estos insumos).

Materiales:

®

Kit de aspiracion traqueal estéril (tapa rosca, etiqueta, tubo con tapa y conectores).

Sonda de alimentacion de prematuros Ne 8.

Tubos cénicos de 15 ml con tapa rosca.

Gradilla para tubos.

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

Contenedor para material contaminado.

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

Equipos:

Bomba de vacio o jeringa de 5 a 10 ml.

Fig. 1 Materiales necesarios para la obtencién de muestra por aspirado. En la imagen una

Jjeringa cumple la funcién de bomba de vacio.

Procedimiento Aspirado Nasofaringeo.
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8.

9.

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
diémetro menor.

Conectar la salida de didmetro menor del tubo a la sonda estéril.

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

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

Sin aplicar succién, insertar la sonda por la fosa nasal del paciente hasta el punto calculado
anteriormente 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 mi de solucidn
tampdn 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.

10. Eliminar el material usado en el contenedor de material contaminado.
11. 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.

Ly

Fig. 3 Procedimiento para la obtencion de aspirado nasbfaringed; I.a ‘sonda debe llegar hasta la

pared posterior.

Toma de Muestra por Torula Nasofaringea {TNF).
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Para una buena toma de muestra con TNF se deben utilizar tres térulas, una para cada fosa nasal,
que se deben introducir hasta la pared posterior de la rinofaringe. La tercera térula se debe introducir
por la boca hasta la faringe.

Las muestras que, sequn el flujo de trabajo definido por cada laboratorio, pasen a PCR, deben ser
tomadas, ademds, teniendo la precaucién de no contaminar la muestra con agentes inhibidores de
esta. Mds 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 reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR): dreas y flujos de trabajo”.

Elementos de proteccion personal (EPP):
e Guantes de procedimientos puede ser de Idtex, vinilo o nitrilo (sin talco).
e Pechera o delantal desechable.
e Respirador N95.
e  Protector facial o antiparras (los lentes dpticos no reemplazan estos insumos).

Materiales:

e 3 torulas de dacron, raydn, rayén rebobinado o poliéster para IF (2 térulas cuando se
sospecha de SARS-COV-2).

e Tubos cénicos de 15 ml con tapa rosca.

e 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) mantenidos en frio.

e  Gradilla para tubos.

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

e Contenedor de material contaminado.

Cuando la toma de muestra sea para la técnica de PCR, no utilizar térula de algodén ni mangos de
madera porque pueden inhibir la PCR.

Actualmente se comercializan kit que incluyen térula 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 Térula Nasofaringea.
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Procedimiento para la toma de muestra por TNF

10.
11.
12,
13.

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

Pedir al paciente que se siente cémodamente con la espalda apoyada en el respaldo de la
silla o camilla, con la cabeza ligeramente inclinada hacia atrds (en un dngulo de 70°).
Inmovilizar en esa posicion.

Introducir la térula por el piso de fosa nasal hasta tocar la pared posterior de la faringe.
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 térula para poder cerrar herméticamente el tubo de
transporte.

Repetir la operacion de los puntos 1 al 3 con la segunda térula en la otra fosa nasal.
Introducir la 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
diagndstica es SARS-COV-2) ‘

Toduas 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 la 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 abundantes.

Fig. 5 Toma de muestra por Térula Nasofaringea. Obsérvese el dhgulo de 70° en que debe estar

la cabeza del paciente.
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Fig. 6 Toma de muestra con detalle anatémico del drea a la que debe llegar la térula. 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 Térula Orofaringea.

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

1. Inserte la térula en la faringe posterior y las dreas amigdalinas.

2. Frote la térula sobre ambos pilares amigdalinos y la orofaringe posterior.

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

5. Corte lo que sobra del mango de la térula para poder cerrar herméticamente el tubo de

transporte.
6. Cierre el tubo que contiene la térula.

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 Traqueal, 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)
© Guantes estériles de procedimientos, puede ser de Idtex, vinilo o nitrilo (sin talco).
® Pechera o delantal desechable.
e Respirador N95.
e  Protector facial o antiparras (los lentes dpticos no reemplazan estos insumos).

Materiales:
®  Broncoscopio (estéril)
e STF o SF (estériles).
e Jeringa estéril.
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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.

M wNR

N

Coiocar 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 presién adecuada para no colapsar las
paredes bronquiales.

Tapar el tubo colector e 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)

Guantes estériles de procedimientos puede ser de Idtex, vinilo o nitrilo (sin taico).
Pechera o delantal desechable.

Respirador N95.

Protector facial o antiparras (los lentes dpticos no reemplazan estos insumos).

Materiales:

Sonda de aspiracion.

Bomba de vacio o jeringa en su reemplazo.

STF o SF (estériles).

Jeringa estéril.

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

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

Procedimiento para la toma de muestra de Aspirado Traqueal

oW AW N

7.
8.
9.

Conectar lo sonda de aspiracién al tubo del aspirador manteniendo la envoltura protectora
de la sonda.

Conectar el aspirador.

Con una mano sujetar el tubo del aspirador y retirar la envoltura protectora de la sonda.
Instalar de 3-5 mil de STF o SF en la cdnula si las secreciones son espesas.

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

 Aspirar de forma intermitente, realizando movimientos rotatorios de la sonda a la vez que

se extrae.

Enjuagar la sonda y el tubo del aspirador en la botella de SF tras finalizar el aspirado.
Tapar el tubo colector e identificar el tubo con los datos del paciente. |
Desechar sonda y guantes y recoger el equipo.

10. Apagar el aspirador.
11. Lavarse las manos.
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Almacenamiento y transporte de muestra.

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

El procesamiento de la 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
contendor secundario (por fuera de este) y el contenedor terciario o embalaje exterior debe poner
abundante hielo seco que asegure la cadena de congelacion de la muestra.

Fara el transporte, el tubo que contiene lo 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
Biologico” y rotulado como “transporte de material infeccioso categoria UN3373”, de acuerdo a la
guia técnica de transporte de sustancias infecciosas al ISP.

Tapadera N P y
impermeable & 4———— Recipiente primario

Material
absorbente Lista detallada
y de sujecion _~ del contenido

_ Designacion apropiada

3 i para transporte
W _—
- Identificacién del paquete
Fig. 7 Requisitos de Embalaje para Sustancia Infecciosa Categoria (Fuente: Curso para

Expedidores. Embalaje/Envasado de Sustancias Infecciosas. Organizacion Mundial de la Salud.
2017-2018).

Embalaje  “Seo g o
Secundario\N\ :’; w;"* b Embalaje exterior rigido
v»..,l\

Etiquetas
de remitente
y destinatario
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ANEXO
PREPARACION 1

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

gNdZ R o o 2;192910,9605;
5HP04 (Fosfato Dlsadlco Anhldro) PTG  NEIE

“ ,NaHz PO4 X HZO {Fosfato de Bihldmgena S ’d co) 4

‘ NaCI (Clorura de Sad:a)

T'Hz 0 ddcsp.

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.

Pesar y agregar las sales en el orden indicado agitando hasta disolucién total, agregando

mds agua si es necesario.

NS W RW

Controlar pH-metro.

Enrasar en matraz aforado al volumen deseado.

Envasar en porciones de 25 mL.

Esterilizar en autoclave a 1212C 10 Ib x 15 min.,

Almacenar a 4°C. ;

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
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Procedimiento:

1 En un matraz de 500 ml, enrasar una porcién de 25 mL de STE 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 HCl 1 N.

Nota: no se excluye la compra de soluciones comerciales”.

2.- PUBLIQUESE el presente acto administrativo en
el sitio web institucional www.ispch.cl y un extracto del mismo en el Diario Oficial.

Andtese, comuniquese y publiquese

Yawricto Onellana Yaldés

28/06/2023
Resol. A1/N° 635
Ref., S/R

ID N® 844749

Distribucién:

- Asesoria juridica.

- Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia.
- Oficina de Partes.

- Unidad de Comunicaciones e Imagen Institucional,
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