APRUEBA  “RECOMENDACIONES PARA LA
REALIZACION DEL EXAMEN. PARASITOLGGICO
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' ”‘@ : 01914  25.07.2023
. ‘« ' RESOLUCION EXENTA N° /

SANTIAGO,

VISTOS: |la Providencia interna N2 1593, de fecha 18 de
julio de 2023, de fa Jefatura de Asesoria Juridica; la Providencia N2 1137, de fecha 17 de julio de 2023,
dellefe de Gabinete; et Memordndum N¢ 267, de fecha 17 de julio de 2023, de la Jefa del Departamento
Laboratorio Biomédico Nacicnal y de Referencia, y

CONSIDERANDO

PRIMERO:; Que, de acuerdo al articulo 57 del Decreto con
fuerza de Ley N2 1 de 2005, del Ministerio de Salud, que “fija el texto refundido, coordinado y
sistematizado del Decreto Ley N2 2,763, de 1979, y de las Leyes N2 18.933 y N2 18.469”, el Instituto de
Salud Publica de Chile es el “laborataorio nacional y de referencia en los campos de la microbiologia,
inmunologia, bromatologia, farmacologia, imagenologia, radioterapia, bancos de sangre, laboratorio
clinico, contaminacion ambiental y salud ocupacional y desempefiard las demds funciones que le asigna
fa presente ley’”. A

SEGUNDO: Que, en cumplimiento a dicha disposicién, que
nos define como laboratorio de referencia en distintos &mbitos, la Seccién Parasitologia de! Subdepto.
Enfermedades Infecciosas del Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia del
Instituto ha estimado necesario establecer una serie de recomendaciones para la. realizacién del
examen parasitologico seriado de deposiciones (EPSD), desde la obtencion de la muestra, su
procesamiento, hasta el control de calidad de la metodologia empleada, permitiéndose con ello
uniformar la realizacién del mentado examen en instituciones educativas y laboratorios clinicos.

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

TENIENDO PRESENTE lo dispuesto en la Ley N2 18.575,

Organica constitucional de bases generales de la Administracion del Estado; la Ley N2 19.880, que
establece bases de los procedimientos administrativos que rigen los actos de los érganos de la
Administracion del Estado; lo sefialado en los articulos 59 letra b), 60 y 61 del Decreto con Fuerza de
Ley N2 1, de 2005, que fija el texto refundido, coordinado y sistematizado del Decreto Ley N2 2763y de
las Leyes N2 18,933 y N2 18.469; lo prescrito en los articulos 8 y 10 letra a} del Decreto Supremo Ne
1222, de 1996, del Ministerio de Salud; lo previsto en la Resolucién Exenta N2 7 de 2019, de [a
Contraloria General de la Republica y las facultades que me confiere el Decreto N2 15, de 2023, del
Ministerio de Salud, dicto la siguiente:
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RESOLUCION

1. APRUEBANSE las siguientes “RECOMENDACIONES
PARA LA REALIZACION DEL EXAMEN PARASITOLOGICO SERIADO DE DEPOSICIONES", que consta de
33 paginas y cuyo integro tenor es el que a continuacién se expresa:

.. RECOMENDACIONES PARA LA REALIZACION DEL EXAMEN PARASITOLOGICO SERIADO DE
‘DEPOSICIONES

AUTORES

TM. Maria Isabel Jercic Lara PhD. Jefe Seccidn Parasitologia. Subdepartamento de Enfermedades
Infecciosas. Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia. Instituto de Salud Publica
de Chile.

TM. Alan Oyarce Fierro. Encargodo de Colidad. Seccion Parasitologia. Subdepartamento de
Enfermedades Infecciosas. Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia. Instituto de
Salud Pablica de Chile.

REVISORES INSTITUTO DE SALUD PUBLICA _
Dra. Verdnica Ramirez. Jefe Subdepartamento. Coordinacion Externa. Departamento Laboratorio
Biomédico Nacional y de Referencia. Instituto de Salud Publica de Chile.

REVISORES EXTERNOS

Comité de Expertos PEEC Parasitologia

TM. José Luis Cerva Cortés. Laboratorio de Parasitologia. Hospital Calvo Mackenna.

TM. Rubén Mercado Pedraza, PhD. Profesor Asociado, Unidod Docente de Parasitologia, Facultad de
Medicina. Universidad de Chile. Sociedad Chifena de Parasitologia.

TM. Hernan Sagua Franco. Mg en Ciencias Bioldgicas mencion Parasitofogia Universidad de Chile.

TM. Patricio Torres Hevia, PhD. Profesor Instituto de Parasitologio. Facultad de Medicina. Universidad

Austral de Chile.

RESUMEN
Este documento, entrega recomendaciones para la realizacion del Examen Parasitoldgico Seriado de

Deposiciones (EPSD), desde lo obtencidn de los muestras, procesamiento de éstas, informe de resultados
hasta el control de calidod de lo metodologio empleade. Lo correcta utilizacidn de estas
recomendaciones permitird uniformar lo reafizacién del EPSD en instituciones educativas y en los
laboratorios clinicos del pais que realicen exdmenes de Parasitologia.

ALCANCE _
Las recomendaciones de este documento aplican a los laboratorios clinicos del pafs gue proporcionen
este exarmen entre sus prestaciones e instituciones educativas que impaortan caorreras cuyas sus malflas
curriculares incluyan asignaturas, objetivos de aprendizaje y competencias en Parasitologia general y
humana.

INTRODUCCION ‘

El EPSD es el procedimiento de diagndstico de laboratorio de mayor demanda en el drea de la
Parasitologia en los laboratorios clinicos del pais. Se estima, que al menos 466 laboratorios clinicos lo
ofrecen come uno mds de sus prestaciones, segun la informacion aportada por el Programa de
Evaluacion Externa de la Calidad (PEEC) del afio 2023.
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Para redlizarlo, se describen métodos basados en la concentracion de los elementos parasitarios
mediante sedimentacion por fuerza de gravedad, centrifugacion o flotacién, entre los mds empleados,
que permiten concentrar los distintos estadios microscépicos o elementos de desarrollo de protozoos y
helmintos pardsitos presentes en una muestra de deposiciones. Lo sensibifidod de los métodos,
dependerd entre otros de:

e Loadecuada seleccion del procedimiento y su aplicacién correcta.

® Aspectos biologicos de cada pardsito.

s [ntensidad de la infeccién.

»  Adecuada obtencion, transporte y procesamiento de la muestra.

®  Fquipamiento disponible en éptimas condiciones.

e Disefio fisico del laboratorio, el cual debe cumplir con los requerimientos de cada equipo
que interviene en el procesamiento de los muestras, asi como ajustarse a normas
ergondémicas y de bioseguridad.

s Tiempo dedicado por el profesional al andlisis de las muestros.

®  Sdlida formacion v experiencia del profesional que realiza el examen.

En este contexto, es primordial la seleccion del método que el laboratorio realice y lo competencia
técnica del profesional, esto ultimo respaldado por a lo menos un semestre de formacion en la
identificacion macroscépica y microscopica de los principales agentes parasitarios reconocibles en el
EPSD, condiciones fundamentales a la hora de implementar correctamente la metodologia.

Es importante destacar, que se requiere de un laboratorio con un buen disefio de su planta fisica, mds
una correcta instalacién y mantenimiento de su equipamiento, lo que permite un adecuado desarrolio
de las buenas prdcticas de laboratorio clinico.

Para asegurar la calidad de los resuftados emitidos, el laboratorio debe implementar un correcto control
interno tanto de lo etapa técnica, ya sea del método empleado, como también de la observacion
microscopica, evaluando periddicamente la competencia del observador en. la identificacion de los
principales elementos parasitarios, lo que se complementa con la participacién en un Programa de
Evaluacion Externa de fa Calidad.

Por lo anterior, el objetivo de este documento es entregar las recomendaciones para la seleccion y
realizacion del método a emplear asegurando asi lo calidad de la prestacion realizada.

DEFINICIONES Y ABREVIACIONES

Meétodo de concentracion: procedimiento de laboratorio, basado en principios de sedimentacion o
flotacién, mediante el cual se concentra o se gumenta la densidad, por unidad de muestra, de los
estadios o elementos presentes.

MIF: Solucion colorante y preservante gue contiene entre sus componentes: Merthiolgte, lugol vy
formaldehide. . '

PVA: Alcohol polivinilico es un polimero sintético que af mezclarse con el fijador Schaudinn es utilizado
para la preservacion de trofozoitos y quistes de protozoos en deposiciones y otras muestras biolégicas.
Solucion CVS: Soiucion gue es fa mezcla afcohdlica de los colorantes safranina y cristaf violeta.
Solucién Fijadora: Suspension homogénea de reactivos de rdpida accion, cuyo objetivo es inactivary
preservar fa morfologia de los elementos presentes en la muestra por largo tiempo, y o través de su
accion, disminuir los riesgos de contaminacién con las diferentes formas infectantes que podria
contener la muestra pora quien la transporte 0 manipule.

DESARROLLO
En relacién of EPSD se pueden mencionar los siguientes aspectos:
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Ventajas Desventajas

Na invasivo. Nirnero de muestra (tres seriados).

Permite detectar la mayoria de los pardsitos | Tiempo desde la toma de muestra hosta la
del tracto digestivo y de vias biligres, como | entrega de resultado.

Fasciola hepatica, prevalentes en Chile.

Bajo costo. Altamente dependiente del operador.
Ejecucion simple. Extenuante observacion microscopica.
Buena especificidad y sensibilidad. Lo especificidad depende de la competencia

del profesional.

GBTENCIéN Y CALIDAD DE LAS MUESTRAS

En Chile, en algunos casos, se ha decidido centralizar en un laboratorio la realizacién del EPSD, va sea
por las caracteristicas geogrdficas- (porque ain existen zonas alejadas de los centros de salud) o parg
optimizar recursos. En estas circunstancias, es importante minimizar los riesgos de infeccion por el
transporte de las muestros garantizando al mismo tiempo la calidad de las mismas.

De lo anterior se desprende la recomendacion de que las muestras empleadas sean colectadas en
soluciones fijadoras. De no ser posible su uso, en casos excepcionales y de preferencio en recintos
cerrados se podrdn procesar muestras sin fijacion debiendo garantizar el transporte de los muestras of
laboratorio en menos de 24 horas, a temperatura entre 2 y 28 °C y asegurando la conservacion
adecuada de fas muestras. '

Solicitud de examen
La orden o formulario de solicitud del EPSD debe incluir af menos:
o Nombresy apellidos del paciente.
e Fecha de nacimiento.
e  Numero de C.1. (cédula de identidad).
e S5exo.
- ®  Procedencia indicando:
- Direccién completa del paciente.
- Establecimiento que deriva la muestra y su direccion.
e« Nombre del profesional solicitante.
e Diagndstico clinico o hipétesis diagndstica.
e Fecho de toma de muestra {cuando corresponda).

Preparacion del paciente

Antes de lo toma de muestra, el paciente no debe haber recibide antibidticos, tratamiento
quimioterdpico, purgantes oleosos, antiparasitarios o compuestos que contengan carbén, bario o
bismuto, ya que podrian generar resultados falsos negativos o dificuftar la observacién microscopica de
las muestras. Si por razones médicas no pudiera suspenderse el uso de algunas de las sustancias antes
seffaladas, se recomiendaindicarlo come observacién en lo solicitud de examen.

El paciente o su acompafionte SIEMPRE deben recibir informacion verbal y por escrito sobre el
procedimiento correcto para la obtencion de la muestra y riesgo de la ingesta accidental del fijador.
Anexo 1.

Materiales para la obtencion de la muestrg -
® 3 frascos pldsticos limpios, no necesariamente estériles, con clerre hermético, de tapa rosca,
boca ancha y con etiquetas.
e Coda frasco con capacidad para 30 mL que debe contener 15 mit de solucién fijadora.
e Se recomienda el uso de frascos con cucharilla incorporada.
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®  5ino poseen cucharillas, se requerird de 3 paletas de madera auxiliares,

®  Hoja impresa con las instrucciones para la recoleccidn de las muestras. La hoja debe basarse en
los aspectos generales detallados en los requisitos de lo muestra, en lenguaje sencilfo y
comprensible. Anexo 2.

o Lus etiquetas deben tener suficiente espacio para los siguientes datos:
- Nombres y apellidos del pociente.
- Fecha de obtencion de la muestra.

Tipo y forma de obtencién de lu muestra

Las muestras requeridas deben provenir de deposiciones recién emitidas, no mezcladas con oring,
cremas o talco. Estas pueden ser colectadas desde un recipiente limpio y seco, del pafial en el caso de
factantes o recurriendo a lo ayudo de una bolsa pidstica limpia, sobrepuesta en la taza del bafio para
facilitar su recoleccion y-evitar la presencia de orina en la muestra,

Si se considera emplear sistemas concentradores desechables, éstos no deben ser incorporados a la
realizacién de ninguno de los métodos mencionados en estas recomendaciones, ya que corresponden o
uno forma diferente de realizacién de-busqueda de elementos parasitarios en deposiciones, por Jo que
se deben sequir las instrucciones especificas indicadas por cada fabricante.

Numero de muestras

El procesarniento debe ser de un nimero de tres muestras recogidas en dias alternados. Ei esquema
propuesto obedece o la variacién temporal en la eliminacion de los distintos estados de desarroflo de
los pardsitos con las deposiciones.

El periodo de recoleccion total comprende 5 dias. Lo anterior, no-excluye que en pacientes con cuadros
graves se. pueda emplear una sola muestra pora realizar el examen, sin perjuicio de continuar
posteriormente con la recoleccidn y andlisis de las demds muestras.

En el caso de algunas busquedas dirigidas para ciertos agentes como; Strongyloides stercoralis y
coccidios intestinales el nimero de muestras y su periodicidad puede variar con lg finalidad de aumentar
la sensibilidad. Por ello, se recomienda a los laboratorios diferenciar las indicaciones en la descripcion
de lg prestacion.

Frascos para recoleccion de muestra

Deben ser tres frascos, uno para cada fecha de obtencién de muestra, lo que facilita la recoleccién de
los especimenes y garantizar la correcta relacion entre deposicion y fijador. El frasco debe ser hermeético,
de material pldstico resistente, de preferencia de boca ancha, lo suficiente como para permitir
facilmente la incorporacién de la muestra sin derramar sobre los bordes. Los frascos pueden tener
_adosada a su tapa una cucharilla, para facilitar la recoleccion de ja deposicién v homogenizacion con el
fijador. En caso de no tenerla, el laboratorio debe proporcionar algun elemento desechable que permita
hacerlo. Lo mas utilizados son las paletas de madera, gue deben ser tres.

Estos frascos deben ser entregados en un envase secundario, gue puede ser una bolsa pldgstica o cajg
de material n’gidd. Deben cerrarse herméticamente para evitar posibles derrames. Los frascds deben
tener una etiqueta que permita identificar al paciente y fecha de la obtencion de la muestra.

Relacion fijador/muestra

Debe utilizarse una parte de deposicién por tres de fijador. Homogenizar la muestra con el fijador para
permitir una mejor accion de este ditimo. El tiempo de fijacién requeride dependerd del fifador utilizado.
Se recomienda al menos 30 minutos de fijacién antes del procesamiento, asegurdndose de mezclar bien
{a muestra con el fijador.

Se debe considerar que, en algunas sospechas de d:agnost:cos como busqueda de larvas, trofozoitos o
coccidios se recomienda usar muestras sin fijador por su afinidad con los colorantes a emplear o ver
existencia de movilidad.
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Cantidad de la muestra por frasco

Por ser éste un examen cugdlitativo, la cantidad de muestra es aproximada, recomenddndose que en
caso de deposiciones formadas alrededor de 5 g (tamaiio de una nuez} para una cantidad de 15 mi de
solucion fijadora. Cuondo las deposiciones son liguidas, la cantidod de muestra aproximoda o
recolectar serd de 5 mi para 15 mi. de solucion fijodora, lo cual corresponderio a la cantidad equivalente
a una cuchara sopera.

Soluciones fijadoras

Debe ser empleada aquella que se haya utilizado en la estandarizacién del método elegido por ef
faboratorio.

La mayoria de los soluciones descritas, contienen sustancias reconocidamente peligrosas por lo que se
hace indispensable que el personal conozca sus componentes, sus riesgos, medidas preventivas y
primeros auxilios frente a accidentes de laboratorio, por elflo debe existir informacion escrita como ficha
de seguridad de cada uno de sus componentes en los manuales de procedimientos internos. Como uno
de los reactivos mds empleados en la elaboracién de soluciones fijudoras es el formaldehido, se
mencionan en este documento consideraciones especioles para su manipulacién en el Anexo 1.

Instrucciones para la obtencion de muestra

Ef laboratorio, ademds de entregar las indicaciones escritas, debe proporcionar instrucciones verbales
a los pacientes o familiares responsables de la obtencion de las muestras. Se recomienda que la persona
del laboratorio responsable de hacerlo solicite repetir las instrucciones parg asegurar su comprension.
Las instrucciones escritas deben ser entregadas junto a los frascos y deben indicar los riesgos asociados
al contacto con la solucion fijadora y de qué hacer en caso de accidente. Anexo 2.

Conservacion de las muestras

Como en la mayorio de los casos la recoleccion de las tres muestras toma 5 dias, la solucion fijadora
seleccionada debe permitir la correcta preservacion de las muestras en un rango amplio de
temperatura, sin necesidod de refrigeracion. Las muestras fifadas pueden ser conservadas durante
varias semanas en un lugar fresco y alejadas de los nifios. Pueden ademnds ser trasportadas a otras
localidades sin necesidad de refrigeracion, manteniéndose herméticamente cerradas y sin exposicidn al
sof.

SELECCION DEL METODO

Este documento recomienda el uso de un método de concentracion por sedimentacion mediante
centrifugacion, ya que permite lo pesquisa de la mayoria de los elementos diagnosticables en
infecciones. intestinales causadas por protozoos o helmintos. Dentro de los métodos de este tipo, se
propone el uso def Método de Burrows Modificado, como el recomendado por la Seccion Parasitologia
defl ISP,

£l uso de métodos de flotacion es alternativo o complementario al método de Burrows Modificado para
fa busqueda dirigida de coccidios intestinales, mientras que el método de sedimentacion por fuerza de
gravedad se recomienda para la deteccidn de huevos de Fasciola hepatica.

Método de Burrows Modificado

Este método fue descrito en Estados Unidos por Robert A. Burrows en 1967 con el nombre de Método
de PAFS (“Phenol-Alcohol-Formaldehyde-Sedimentation™). En Chile fue modificado por Torres P. y
Navarrete N. en 1972, Mas tarde, fue evaluado respecto ol método del PVA y al método de Telemann
Medificado (Sagua y col, 1973,1975, Apt y col, 1977 vy Mercado y col 1983). Estas evaluaciones
demostraron ung mayor eficiencia diagnostica comparativa, especiolmente en el hallazgo de
trofozoitos de protozoos, respecto a los métodos utilizados de rutina en esa época. En Chile, se le conoce
mayoritariamente como Método de Burrows Madificado.
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Este es un métada de concentracién por sedimentacién mediante centrifugacion gue se caracteriza por
su buen rendimiento en el diagndstico de huevos de helmintos, quistes y trofozoitos de protozoos,
especialmente en el diagndstico de elementos del género Entamoeba. La ventaja rodico en la calidad
de la solucion empleada como fijador, gue penetra rapidamente en el elemento parasitario permitiendo
que las caracteristicas morfoldgicas no se alteren e inactiva las formas infectantes que pudieran estar
presentes en la muestra.

Recomendaciones para la observacién microscopica de las muestras

Estos recomendaciones se aplican o todos los métodos.

El método de Burrows modificado incluye 2 fases en el procesamiento de los muestras {Anexo 3)
observandose una preparacion en cada fase, que es lo indicado en la fiteratura por los autores de las
diferentes publicaciones al respecto. Sin embargo, si el laboratoric posee mds de una tincign, se
recomienda que se observen dos preparaciones por fase, una por cada colorante. Esto facilita y
aumenta la probabilidod de detectar elementos parasitarios, en la mayoria de los casos, pudiéndose lg
identificacion de algunos elementos que pudieran presentar dificultad y es el proced:miento utilizado
de rutinag por el Laboratorio de Referencia de Parasitologia del ISP.

Observacién microscépica de ldmings preparadas:

e Utilizar un microscopio binocular con lentes objetivos de 10x, 40x y 100x (inmersion). Los lentes
oculares deben tener un minimo de 10x y estar dotados de una escala micrométrica parg
efectuar diagndsticos diferenciales que requieren mediciones de los elementos parasitarios o
sus estructuras {por ejemplo, huevos de Fasciola hepdtfca respecto a los de la familia
Diphyllobothriidae, larvas.de nemotodos, huevos de Ancy!ostoma/Necator respecto a fos de
Trichostrongylidae, etc.)

® Observar las preparaciones con objetivos de 10x para la bisqueda de huevos v larvas de
helmintos y de 40x para la busqueda de trofozoitos, quistes, ooquistes o esporoguistes de
protozoos,

e Utilizar el objetivo de 100x para confirmar fa identificacion de trofozoftos o quistes en especiaf
aguellos de amebas.

® Recorrer la preparacion completamente con objetivo de 10x como con objetivo de 40x, teniendo
especial cuidado en permitir que los fimites de los recorridos se superpongan, para no dejar
dreas sin examinar.

TINCIONES
Los coforantes recomendodos para la observacion de preparaciones hiimedas en muestras de
deposicion deben ser copaces de tefiir las estructuras y permitir la identificacién de los distintos
elementos parasitarios, con especial interés en la observacion de los niicleos, en el caso de los protozoos.
5ino se dispone de colorantes y solo en casos de urgencia, la muestra puede ser observada al fresco y
sin tefiir, sin embargo, esto podria disminuir la sensibilided y especificidad del método cuando el
observador no posee la experiencia adecuada por lo que se recomienda utilizar tinciones.
Es importante considerar que todos los colorantes requieren un tiempo de accidén para la correcta
tincion de los elementos. No existen referencias publicadas anteriores que indiquen estos tiempos, sin
embargo, la experiencia, a juicio de expertos, recomienda un rango que va entre 5 y 15 min,
dependiendo del tipo de colorante, de la dilucién, del pardsito que se busgue en la muestra y de los
estructuras especificas por tefir.
Los colorantes mencionados, en este documento, han sido utilizados por distintos laboratorios en Chile,
sin embargo, tionina es el colorante de eleccién y descrito por Burrows (1967) y otros autores.
Entre los colorantes disponibles se encuentran:

®  Solucién de tionina, recomendado para el método de Burrows modificado.

e Solucion MIF recomendada para el método de Telemann modificado.

e Solucion de yodo o lugol,
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Solucion de cristal violeta y safranina (CV5).

INFORME DE RESULTADOS

Se recomienda emitir el informe de acuerde o la normativa vigente para los laboratorios clinicos.
Ademadas, se debe indicar el niimero de muestras examinadas.

Si el resultado es negativo, es decir no se observan elementos parasitarios, se informa de la siguiente

manera;

Examen Parasitolégico Seriddo de Deposiciones. (EPSD)
Meétado de Burrows Modificado.

{x) Numero de muestras procesadas.

Resultado:  No se observan elementos parasitarios.
Observaciones:

Sief resultado es positivo, es decir presenta estados evolutivos de protozoos o helmintos, se informa de

la siguiente manera:

]

Examen Parasitologico Seriado de Deposiciones. (EPSD)

Metodo de Burrows Modificado.

{x} Nimerc de muestras procesadas.

Resultado: Se debe informar la presencia de todos los elementos
ocbservados en la muestra.

Observaciones:

Cansideraciones adicionales:

Siempre deberd indicarse el estado de desarrolio del elemento observado, tales como: huevo,
larva, gquiste, ooquiste, etc. y el nombre cientifico del pardsito, correctamente escrito y
cifiéndose las recomendaciones del Cédigo Internacional de Nomenclatura Zooldgica.

No utilizar abreviaciones.

No clasificar las especies encontradas en pardsitos y comensales.

Siempre se deben informa la presencia de cristales de Charcot-Leyden.

No se debe estimar la carga perasitaria de los elementos presentes en la muestra, dado que el
EPSD no corresponde a un método cuantitativo. ‘

REGISTROS _
Se recomienda utilizar hoja de trabajo y libro de registro, ya sea en formato papel o digital, de las
actividades realizadas que debe incluir al menos fa siguiente informacion:

Nombre del paciente.

N° de registro.

Fecha del examen.

Edad del paciente.

Procedencia.

Técnica empleada.

Resuftado obtenido.

Nimero de muestras observadas

Nombre de responsable de la ejecucion de la técnica.
Nombre def observador
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CONTROL DE LA CALIDAD

Control Interno | _

Se sugiere contar con un control interno pora esta metodologio que incluya todos los aspectos
relevantes. Algunos de los indicadores posibles de evaluar, extraidos del Manual de Control de Calidad
en el Laboratorio Clinico publicado por ef Instituto de Salud Piblica, serion:

Se evalia Frecuencia Indicador
' Expresado  como  porcentaje  de
muestras
Relacion Mensual % de muestras escasas.
fijador/muestra % de muestras excesivos.
Instrucciones al | Trimestral % de pacientes que comprenden. las
paciente instrucciones.,
Observacion Trimestral % de muestras positivas por profesional
microscopica calculando  promedio,  desviacidn
variacion entre estdndar y coeficiente de variacién.
observadores

Lo anterior se complementa el documento técnico publicado en 2016: Recomendaciones para el Control
de Calidad aplicado al Examen Parasitoldgico Seriado de Deposiciones (EPSD) disponible en:
hitps:/fwww.ispch.cl/sites/defauit/files/Recomendaciones%20para¥%20el%20Control%20de %20Calida

d%20EP5D. pdf

Control Externo
Los laboratorios que proporciones la prestacion de este examen deben participar en algtin Programa de
Evaluacion Externa de la Calidad con al menaos dos envios af afio y dos muestras cada vez. Esto permite
evaluar y mantener actualizado al personal en el reconocimiento de los principales. elementos
parasitarios. Es necesario, que estas. muestras sean analizadas como una muestra mds dentro de la
ruting de trobajo.

BIOSEGURIDAD

Durante la obtencién y el procesamiento de las muestras, ol igual que para los otros exdmenes de fluidos
corporales, se deben guardar las precauciones contenidas en ef Manual de Bioseguridod del laboratorio
y seguir las buenas prdcticas necesarias para proteger al paciente, al operador, al observador y al medio
ambiente.

Tener presente y aplicar las normas def reglamento sobre Manejo de Residuos de Establecimientos de
Atencion de Salud (REAS, 2009) y decreto N° 594 sobre condiciones sanitarias y ambientales bdsicas en
fos lugares de trabajo (DECRETO DE SALUD N9 594/1999) que regulan las condiciones minimas de
contaminantes en las dreas de trabajo.

Los frascos con deposicion y mezclodes con fijador que contengan formaldehido no pueden ser
desechados en la basura comtin. Se debe disponer de un recipiente especial para residuos pelfigrosos,
asi como también se deben colocar en bidones los liquidos resultantes de los centrifugados,
sobrenadantes y soluciones que contengan formaldehido.

Se deben considerar atencién especial a las recomendaciones relacionadas con el uso de reactivos tales
como fenol y formaldehide Anexo 1.

AGRADECIMIENTOS
Se agradece en forma especial el trabajo realizado por el Sr. Victor Muiioz Flores Q.E.P.D. Tecndlogo
Meédico, Prafesor Asociado de Tecnologia Médica de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile,
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ANEXO 1

RECOMENDACIONES PARA LABORATORIOS DE PARASITOLOGIA QUE EMPLEEN FORMALDEHIDO O
FENGL EN SUS SOLUCIONES FIJADORAS.

Todos los laboratorios que empleen formaldehido entre sus reactivas, deben ocupar campana de
extraccion de gases con capacidad suficiente para osegurar concentraciones inferiores al limite
aombiental de 0,3 ppm (0,37 mg/m3) para exposiciones cortas.

En caso de no poseer este equipamiento los operadores deberan emplear elementos de proteccion
personal para proteccion por via aérea, piel o salpicaduras, tales como guantes, delantal, gafas vy
mdscara facial. Si se pretende evitar completamente la inholacion de vapores, debe recurrirse o la
utilizacidn de equipos de proteccién respiratoria incluyendo fiftros quimicos del tipo BP3 y asequrar
recambios de aire de la habitacion.
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Para el caso del uso de Fenol, se recomienda utilizar ventilacin por extraccién localizada en el fugar de
fas emisiones quimicas y aislar del resto del personal el proceso de manipwlacion. De lo contrario, se
puede utilizar respiradores apropiados junto con el uso de elementos de proteccion personal,

Es importante mantener af personal continuamente informado de los riesgos o los que se encuentra
expuesto, como minimizar estos riesgos y como actuar en caso de accidente.

El laboratorio puede evaluar el reemplazo del formaldehido y otros reactivos nocivas para la salud en
olgunas metodologias. Sin embargo, debe mantenerse su eficiencia original, incluyendo la preservacion
efectiva de los pardsitos y facilitacion del proceso de tincion. Si bien, en algunos métodos como PVA se
ha efectuado el remplazo de reactivos por otros menos nocivos, los resultados no han sido tan buenos
como con el fijador original.

ANEXO 2 _
INSTRUCCIONES PARA LA TOMA DE MUESTRA DE DEPOSICIONES PARA ESTUDIO DF
ENTEROPARASITOSIS
1. Completar la etigueta del frasco con el nombre completo y fecha de obtencion de la muestra.

2. Defecar en un recipiente limpio y seco, en el pafial o recurriende o lo ayuda de una bolsa plastica
limpia, sobrepuesta en la taza del bafio para facifitar su recoleccidén sin orina.

3. No debe mezclar las deposiciones con orina, cremas o talco.

4. No debe haber ingerido en dias anteriores antibidticos, tratamiento quimioterdpico , purgantes
oleosos, farmacos a base de bismuto, bario o carbono, ni medicamentos especificos, contra la o las
parasitosis que se investigan.

3. Debe colocar un trozo de deposicién del tamafio de una nuez dentro del frasco. En el caso de
deposiciones liquidas colocar lo equivalente a una cuchara sopera (5 mL).

6. Revolver con la cucharifla o el agitador adjunto hasta que el excremento se disuelva completamente
en el liquido que contenga el frasco.

7. Repetir dfa por medio hasta completar los 3 frascos.

NOTA: EL CONTENIDO LIQUIDO DE LOS FRASCOS ES TOXICO Y DEBE PERMANECER FUERA DEL
ALCANCE DE LOS NINOS. EN CASO DE INGESTA ACCIDENTAL DEBE ACUDIR DE INMEDIATO A UN
SERVICIO DE URGENCIA PARA RECIBIR ATENCION.,

ANEXC 3
METODO DE BURROWS MODIFICADO
Materigles y Equipos
= Vasos de vidrio.
* Pisetos.
e Mallas de tamizaje de bronce fosforico, cobre o acero inoxidable. Aberturg 425 umde didmetro.
Hilo 250 um.

® Paleta de madera o baquetas de vidrio.

e Tubos de centrifuga graduados con 15 mL de capacidad, cénicos, de pldstico desechable y con
tapa.

© Portaobjetos 1" ancho x 3" de fargo, 1 mm — 1,2 mm de grosor.

e Cubreobjetos de 22 x 22 mm,

®  Mdscara de segquridad de uso individual con filtro para formaldehido tipo BP3,

o Centrifuga no refrigerada.

e (Cdmara de extraccién de gases.

e Suero fisiologico de 0,85 %

e  Fijador PAF.
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e Acetato de etilo, que reemploza al éter etilico por razones de seguridad.

Tincion

El métode de Burrows modificado fue descrito empleando solucién de tionina como colorante seqgin las
recomenduaciones del autor del método, sin embargo, en su ausencia se podrion utilizar como
alternativa las siguientes soluciones:

s MIF
e  Solucidn de yodo o fugo!
e (VS

De los colarantes mencionados esta normativa recomienda el uso de CVS. Sin embargo, el laboratorio
debe seleccionar lg o las tinciones para la cual ef observador se sienta mas comodo v le permita ung
mejor diferenciacion de los elementos presentes en la muestra.

Preparacion de soluciones
a.- Fijador PAF:

»  Cristoles de Fenol 204¢g
¥  Suero fisioldgico (0,85%) 825 mL
¥ FEtanol al 95% 125mL

» Formaldehido en solucidn (37 040%)  50ml

Disolver los cristales de fenol y formaldehido en el suero fisioldgico 0.85%. Mezclar bien y guardar el
frasco en un lugar fresco. Ef fenol liquido (23 mL) puede reemplazar a los 20 g de fenol en cristales.

b.- Suero fisiologico 0.85%:
» NagCl 85g¢
»  Aguag destiloda 1000 mL

Preparacion de la Tincion

a) Solucion MIF:
Solucidn de yodo o Lugof 0,10 mL
Formaldehido sol. (37 040 %) 0,15mL

Timerosal 1/1000 0,75 mL
Debe prepararse diariamente.

b) Solucién de yodo o Lugol:

Yodo 1g.
Yoduro de Potasio 2g.
Agua destilada 30miL

Guardar en frasco dmbar como maximo un mes.
c) Solucion de Tionina 0,1 %:
Tioning en polvo i0mg
Agua destitada 100 mt
Filtrar con papel filtro varias veces hasta gue no se produzca precipitacion de los cristales al tefiir las
preparaciones.
d} Solucién CVS:
Solucidn A:
Cristal violeta ig
Etanol _ 6mi
Suero fisiologico 0.85% 484 ml
Mezclar y filtrar, Guardar en frasco ambar.
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Solucion B:

Safranina 025¢g
Etanol 10 mlL
Suero fisiologico 0,85% 490 mi

Mezclar y filtrar. Guardar en frasco dmbar
Las soluciones A 'y B se mantienen indefinidamente o temperatura ambiente.

Preparacion solucion de trabajo:

Colocar 4 partes de solucion A y 10 partes de solucién B. Mezclar. Guardar en frasco dmbar. Etiguetar.
La solucién de trabajo de la tincidn CVS mantiene sus propiedades como mdximo 3 meses desde ef
momento de su preparacion. :

Desarrolio del Método

1. Durante el procesamiento de las muestras, al igual que para los otros métodos aplicados a fluidos
corporales, se deben guardar los precauciones contenidas en los manua!es de bioseguridad.

2. Numerar los tres frascos del paciente con el mismo ndmero.

3. Numerar 2 portaobjetos diferenciando la Fase trofozoitica (T) de la Fase quistica (Q), 2 vasos y 1
tubo de centrifuga con el mismo ndmero de los frascos.

4. Homogenizar el contenido de los frascos mediante ayuda de una paleta de madera.

Vaciar todo el contenido de cada frasco en un vaso y agregar suero Jisiolégico 0,85% con lg

precaucion de efectuar una buena dilucién y homogenizacién.

Tamizar lo emulsion a través de la malla colocada en un vaso limpio.

Observar el material retenido en la malla en busca de pardsitos macroscépicos.

Colocar aproximadamente 12 mi de tamizado en el tubo de centrifuga.

Centrifugar por 3 minutos a 1.800 r.p.m.

10. Eliminar el sobrenadante invirtiendo el tubo. Si el sedimento es menor de 3.5 mL agregar del
tamizado hasta lograr un sedimento de 0,5 a 0,6 mL. Resuspender con suero fisiolégico 0,85 % y
centrifugar nuevamente.

11. Resuspender el sedimento hasta 2 mi con suero fisioldgico 0,85 % y agitar para soltar el sedimento.

12. Completar a 12 mL con suero fisiolégico 0.85% y centrifugar por 3 minutos o 1.800 r.p.m.
aproximadamente.

t

L N o

13. Repetir los pasos 11 y 12 entre dos y cuatro veces hasta obtener un sobrenadante limpio o
transparente.

14. Colocar una gota de tincion, en el portacbjeto marcado con la letra T (fase trofozoitica).

15. Colocar una gota del sedimento, una junto a cada gota de tincion.

16. Con un dngulo del cubreobjetos mezclar el sedimento y la tincion; luego cubrir,

17. Guardar en cdmara himeda,

18. Resuspender el contenido del tubo de sedrmento con suero fisiolégico 0,85% hasta 10 mL

18. Agregar 2 ml de acetato de etilo. S

20. Tapor el tubo y agitar energ:camente por 30 sequndos. Destapar lentamente.

21. Centrifugar por 3 minutos 0°2.000 r.p.m.-

22. Vaciar todo el sobrenadante de una sola vez, en forma répida, invirtiendo el tubo.

23. Resuspender el sedimento en 1 mL de suero fisiolégico 0,85 % y homogenizar.

24. Proceder como en el punto 14 y marcar el portaobjetos con una letra Q (fase quistica).

25. Proceder igual que en el punto 15 y 16.

26. Colocar en cdmara himeda hasta su lectura. Estos preparaciones se pueden conservar hasta 24
horas en la cdmara himeda en un fugar fresco o refrigerar entre 2 y 8°C.



Pégina 14 de 14

27. Observar las muestras recorriendo totalmente la preparacion e informar. Siguiendo el esquema de
orientacion de lectura de las preparaciones.

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

ANOTESE, COMUNIQUESE Y PUBLIQUESE
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