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1. INTRODUCCION

La Unidad Central de Referencia para la Vigilancia Epidemiolégica (UCREVE) del Laboratorio Nacional
de Salud (LNS) es el laboratorio del Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social que aporta al sistema
la evidencia cientifica para la confirmacion de casos y eventos de importancia para la salud publica
nacional. Para cumplir con lo anterior, es importante mejorar la efectividad y eficiencia de la realizacién
de pruebas de laboratorio que inician desde la toma de muestra y, ademas, considerar la bioseguridad

tomando en cuenta el posible riesgo de contaminacién con material infeccioso.

Este manual tiene el objetivo de dar a conocer el procedimiento para la toma, almacenamiento y
transporte de muestras al LNS asi como los conceptos basicos de Bioseguridad. Es de utilidad para

personal de laboratorio, enfermeria, epidemiologia, clinicos y otros que intervienen en este proceso.

El LNS y UCREVE emiten el presente manual, con caracter técnico normativo y operativo, como
referencia a la Red Nacional de Laboratorios, Red Nacional de Hospitales, Red Nacional de
Epidemiologia y al personal de salud en general que estan involucrados indirectamente en el andlisis de

las muestras.

Guatemala 2015
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2. A Aspectos importantes para el uso adecuado del presente manual
A. La seccion 8 de este manual corresponde a los ANEXOS, entre los cuales encontrard el anexo 8.9
que consiste en una TABLA/RESUME de todos los eventos diagndsticos que atiende la Unidad Central

de Referencia para la Vigilancia Epidemiolégica. Ver pagina 154.

B. Hemos habilitado el siguiente correo: ucreve@Ins.gob.gt donde usted puede hacer consultas,

dejar sus sugerencias 0 quejas relacionadas con todo el quehacer diario de la Unidad Central de
Referencia para la Vigilancia Epidemioldgica del Laboratorio Nacional de Salud. En su defecto puede

contactarnos por teléfono al 66440599 extensiones:

X 213 (Médulo 8 UCREVE): Coordinacion, Bacteriologia, Micobacteriologia (TB),

VIH/Hepatitis/Sifilis, Parasitologia (Leishmania, Chagas, Malaria).

x 214  (Mobdulo 7 Virologia): Dengue, Virus respiratorios e Influenza, Sarampion, Rubéola,

Rotavirus, Paralisis Flacida Aguda, Virus del Nilo, Encefalitis, Chikungunya.

x 226 (Modulo 6 Zoonosis): Rabia, Anemia Infecciosa Equina, Brucelosis.
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3. DEFINICIONES

3.1 FLUIDOS CORPORALES:
Son todas las secreciones o liquidos biolégicos (fisiolégicos o patolégicos), que se producen en el
organismo.

A. FLUIDOS CORPORALES DE ALTO RIESGO:

Son fluidos corporales que constituyen fuente de infeccién de virus de hepatitis B, hepatitis C, VIH y
otros agentes que se transmiten por la via parenteral. Se aplica a sangre y a todos los fluidos que
contengan sangre visible. Se incluyen, ademas, semen, secreciones vaginales, leche materna y aquellos
liquidos provenientes de cavidades normalmente estériles como liquido cefalorraquideo, liquido sinovial,
liquido peritoneal, liquido pericardico y liquido amnidtico.

B. FLUIDOS CORPORALES DE BAJO RIESGO:

Se aplican a las deposiciones, secreciones nasales, expectoraciones, transpiracion, lagrimas, orina o
vomitos, a excepcién de aquellos que tengan sangre visible. Se debe considerar que estos fluidos,
aunque no constituyen fuente de infeccién de virus de hepatitis B, VIH y otros agentes que se transmiten
por la via parenteral, si tienen el riesgo de transmitir infecciones bacterianas, virales y parasitarias al
entrar en contacto con piel y mucosas del operador.

3.2 INFECCIONES ASOCIADAS A LA ATENCION EN SALUD (IAAS):
Infeccién que se desarrolla en el interior de un hospital (u otro tipo de instalacion médica) y que el
paciente adquiere durante su estancia.

3.3 MEDIOS DE TRANSPORTE:

Contenedor con una solucion solida o liquida que cuenta con los nutrientes necesarios para conservar
microorganismos durante su transporte al laboratorio de analisis. Previene que las muestras se sequen o
se contaminen con algun otro microorganismo.

3.4 DESCONTAMINACION:
La remocion de substancias dafiinas como quimicos 6 microorganismos de individuos expuestos,
habitaciones y muebles en edificios o en el ambiente externo.

3.5 DESINFECCION:
Destruccion, inhibicidn o eliminacién de microorganismos que pueden causar una enfermedad. Se refiere
normalmente al tratamiento de objetos inanimados con productos quimicos.

3.6 TRANMISION DE ENFERMEDAD:
Transmision por vectores en la que un patégeno sufre varios cambios morfolégicos o fisioldgicos dentro
del vector.

3.7 INFECCION:
Invasién de un huésped por un microorganismo, con el consiguiente establecimiento y multiplicacion del

agente. Una infeccion puede producir o no una enfermedad patente.

3.8 CONTROL DE INFECCION:
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Medidas practicadas por personal del cuidado de la salud para prevenir la propagacion de agentes
infecciosos.

3.9 EQUIPO DE PROTECCION PERSONAL:

Ropa o equipo especializado usado por un trabajador para protegerse del peligro. El equipo de
proteccion personal (PPE) esta disefiado para proteger a los empleados en el lugar de trabajo de
lesiones o enfermedades serias que puedan resultar del contacto con peligros quimicos, radiologicos,
fisicos, eléctricos, mecanicos u otros.

Se entiende por EPI, cualquier equipo destinado a ser llevado o sujetado por el trabajador para que lo
proteja de uno o mas riesgos que puedan amenazar su seguridad y/o su salud, asi como cualquier
complemento destinado al mismo fin.

3.10 METODO:
Procedimiento de laboratorio utilizado para confirmar un agente infeccioso.

3.11 RECHAZO DE MUESTRA:

Es la no aceptaciéon de la muestra para su procedimiento en el LNS por no cumplir con las normas
descritas en este manual y/o no contar con lo siguiente: Ficha epidemiolégica completamente llena (con
especial atencién a: nombres, apellidos, fecha de inicio sintomas, fecha de toma de muestra, nombre del
evento a descartar, Sello/Nombre de Area de Salud que refiere), muestras mal identificadas, muestras
con mas del tiempo permitido desde su toma hasta su ingreso al LNS, muestras que no hayan
conservado un adecuado transporte en cadena de frio.

3.12 SANGRE COMPLETA:
Liquido corporal constituido por hematies, leucocitos, plaquetas y plasma que no han sido separadas por
ningdn medio.

3.13 PLASMA:
Porcion liquida de la sangre constituida por suero y fibrinGgeno; se obtiene a partir de tubos con
anticoagulantes.

El plasma sanguineo es la porcién liquida de la sangre en la que estan inmersos los elementos formes.
Es salado y de color amarillento traslucido y es més denso que el agua. El volumen plasmético total se
considera como de 40-50 ml/kg peso.

3.14 SUERO:
Porcién clara y liquida de la sangre que no contiene ni células sanguineas ni fibrindgeno. Es el liquido
gue queda después de la coagulacion del plasma, la fraccién liquida sin células de la sangre.

3.15 INMUNODIAGNOSTICO:
Método de laboratorio que consisten en la deteccién de antigenos o anticuerpos en fluidos corporales.

3.16 SEROLOGIA:
Rama de la inmunologia que se ocupa de las reacciones in vitro donde participan uno o mas
componentes del suero (p. €j., anticuerpos y el complemento).

3.17 MICROORGANISMO FASTIDIOSO:
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Mi croorgani smo de idni fwyatqueoaguiere dé mediesrdé wansfiorte, cultivos y/o
condiciones especiales.

3.18 MICROORGANISMO NO FASTIDIOSO:
Microorganismode r el ativa facilndadtdeodocreci miento 0

3.19 FICHA EPIDEMIOLOGICA:

Para fines de este manual, se entiende AFichas epi
segun los Protocolos Nacionales de Vigilancia de Salud Publica editado por el Centro Nacional de
Epidemiologia del Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social.

3.20 GOTA GRUESA:

Es una técnica de rutina y consiste en una muestra de una gota de sangre conformada por numerosas
capas en su mayoria de glébulos rojos, los que son deshemoglobinizados durante la coloracién con
Giemsa. Esta concentracién de glébulos rojos facilita la deteccion de los parasitos que pudieran estar
presentes en su interior en densidades bajas.

3.21 FROTIS:

Es una capa delgada, Unica de células sanguineas, fijadas con metanol y coloreadas con Giemsa, que
facilitan la observacién de las caracteristicas morfologicas de los parasitos presentes en los glébulos
rojos.
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4. PRINCIPIOS DE BIOSEGURIDAD
EN LA TOMA, MANEJO Y TRANSPORTE DE MUESTRAS

4.1 EQUIPO DE PROTECCION

4.1.1 GUANTES

Los guantes de latex, vinilo o polietileno proporcionan una barrera protectora adecuada. Use guantes
cuando se anticipa contacto con: fluidos corporales de alto y bajo riesgo, sustancias peligrosas o
manipule material peligroso o contaminado.

Recomendaciones para mejor uso de los guantes:

Verificar el buen estado de los guantes (sin perforaciones).

Desecharlos después de terminar el trabajo o al final del dia.

Cambiarlos por nuevos si resultan dafiados o contaminados.

Observar técnicas asépticas al quitarse y desechar los guantes.

No lavar ni desinfectar los guantes usados.

Descartarlos en bolsa roja para descarte y posteriormente autoclavearlos.

Descartar la bolsa en el centro de acopio o depdsito de la basura designada para desechos

bioinfecciosos.

X En caso de extracciones de tejido cerebral utilizar doble guante y en la medida de lo posible utilizar
guantes corrugados.

X X X X X X X

No use los guantes de trabajo cuando:

x Utilice el teléfono.

Maneje el equipo de laboratorio.

Abra y cierre puertas o ventanas.

Escriba en los libros de registro.

Maneje papeleria de las muestras o lapiceros.

X X X X

4.1.2 BATA DE MANGA LARGA
Se debe utilizar mientras se realizan procedimientos tales como: toma de muestra, preparacion de
muestras para envio, o procesamiento de las mismas.

4.1.3 MASCARILLAS, ANTEOJOS PROTECTORES Y/O CARETA PLASTICA

Se deben usar en los procedimientos en que con frecuencia se producen aerosoles o salpicaduras de
sangre u otro fluido corporal de alto riesgo, ejemplo: durante la centrifugacion y separacion del
plasma/suero.

4.2 EQUIPO Y PROCEDIMIENTO DE DESCARTE DE MATERIAL INFECCIOSO
4.2.1 EQUIPO
4211 CONTENEDOR DE MATERIAL PUNZOCORTANTE

Caja o contenedor grueso resistente a material punzante y/o cortante.

421.2 BOLSA DE DESCARTE
Bolsa de polipropileno a prueba de derrames y pinchazos. Generalmente son de color rojo y/o con
s2mbolo de fARiesgo biol-gicoo.
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4.2.2 COLECCION DE MATERIAL PELIGROSO
El material punzante o cortante debe ser colocado en contenedores de material punzocortante. Ejemplo:
agujas, lancetas, portaobjetos, tubos de vidrio, etc.

El material que no sea punzante o cortante debe ser colocado en bolsas de descarte. Ejemplo: guantes,
papel toalla que se utilizé en la desinfeccion/descontaminacion, mascarillas, algodén contaminado,
jeringas (sin aguja)

Cuando el contenedor/bolsa esté lleno a ¥ de su capacidad se debe cerrar.

4.2.3 DESCARTE FINAL:
Para ambos casos, se debe asegurar su descontaminacién final por medio de autoclave, incineracion o
contratacién de los servicios de empresa especializada en el descarte final.

4.3 NORMAS DE MANIPULACION

4.3.1 GENERALIDADES

Durante la manipulacion de sustancias biopeligrosas o material contaminado con sustancias
biopeligrosas, utilizar guantes y bata protectora. Si ha heridas en las manos, recubrirlas con una banda
adhesiva y luego proceder a colocarse los guantes.

4.3.2 MANIPULACION DE AGUJAS
X Retirar la aguja de la jeringa (NO REENFUNDE LA AGUJA CON LA MANO), coléquela en un
recipiente de descarte.

En caso de tener contenedores de descarte de punzocortantes con el espacio para descarte bioseguro
de agujas, proceder segun las instrucciones del fabricante.

4.3.3 MANIPULACION DE SANGRE

Esta muestra es la mas frecuente y la que constituye mayor riesgo. Los tubos de sangre, o cualquiera de
sus derivados (suero o plasma), deben estar correctamente tapados con su tapdn de goma, y dispuestos
en gradilla de modo de mantenerse en posicion vertical.

Toda muestra de sangre debe manipularse con guantes y transportarse en contenedores con tapa,
especialmente disefiados y destinados sélo para ese propésito. Jamas debe transportarse una muestra
dentro de un bolsillo o en la mano.

4.3.4 MANIPULACION DE ORINA
Las muestras de orina para urocultivo deben venir en frasco con tapa rosca. No es necesario que el
frasco venga lleno de orina, suficiente hasta sus % partes.

4.3.5 DEPOSICIONES

Muestras de heces para examenes parasitolégicos, virolégicos o coprocultivos deben enviarse en
recipiente correspondiente, correctamente tapados y sin derrames en su exterior. No es necesario llenar
el frasco y basta con un aproximado de 1 a 5 gramos priorizando secciones con sangre o moco.

43.6 ESPUTO
Muestras de esputo deben colocarse en frascos de tapa de rosca de modo que no se generen derrames
0 aerosoles.

4.3.7 MANEJO DE MUESTRAS DE RABIA HUMANA 'Y ANIMALES:

X Todas las personas involucradas en el diagnéstico de rabia deben recibir inmunizacién pre-
exposicion.

x El personal no inmunizado NO debe entrar al laboratorio o areas donde se realiza trabajo en rabia.

X Todos los tejidos procesados deben ser dispuestos como desechos médicos y todas las

actividades relacionadas a la manipulacion de animales y muestras para diagndstico de rabia
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deben ser realizadas usando practicas apropiadas de bioseguridad para evitar contacto directo
con tejidos o fluidos potencialmente infectados.

Todas las manipulaciones de tejidos y laminas deben ser realizadas de que no se produzcan
liquidos aerosolizados.

Se requiere proteccién de barrera para remisién segura de cerebro de animales para prueba de
descarte de rabia. Como minimo: Lentes de seguridad, escudo facial y guantes quirirgicos
Cuando se procesan varios animales en una locacién central el equipd de proteccion personal
debe incluir: guantes de caucho pesado, bata y mandil a prueba de agua, botas, mascaras
quirdrgicas, mangas protectoras y escudo facial. Capuchas de bioseguridad o de humo no son
necesarias, pero podrian brindar proteccion adicional para olor, ectoparasitos y fragmentos 6seos.

4.4 TRANSPORTE DE MUESTRAS

4.4.1
X

4.4.2

X X X X

X X

GENERALIDADES

No envolver ni colocar los frascos con las fichas epidemioldgicas, éstas deben estar en forma
separada.

Todo personal de salud que manipule muestras biolégicas, SIEMPRE DEBE USAR GUANTES.

El llenado de los frascos debe ser realizado con precaucidon para evitar el derrame por sus
costados.

Los frascos deberan ser transportados en cajas de seguridad tapadas y en posicién vertical.

EL TRANSPORTE Y TRANSFERENCIA EFICIENTE DE MUESTRAS PARA CONFIRMACION,
REQUIERE UNA BUENA COORDINACION ENTRE REMITENTE (servicio de salud que envia la
muestra), EL TRANSPORTADOR (piloto, empresa contratada para el servicio) Y EL
DESTINATARIO (en este caso, LNS).

FUNCIONES DEL REMITENTE (QUIEN ENVIA LA MUESTRA):

Todo el personal que trabaja en laboratorio, sala de animales y otras actividades relacionadas con
animales de las diferentes especies y que tenga contacto con el virus de la Rabia deben ser
vacunados con el esquema de pre-exposicion.

Identificar las muestras en el cuerpo del recipiente (hunca en la tapa) escribiendo con tinta
indeleble y letra legible los nombres y apellidos completos, edad y otros datos necesarios segun
los requerimientos del destinatario.

La ficha epidemioldgica debe estar completamente llena y con letra legible. Asegurarse de
entregarla al que transportara la muestra.

Asegurarse que los frascos tengan su tapon bien ajustado. Nunca enviar muestras en tubos con
tapones de algodoén (se pierde muestra por absorcién) o tubos sin tapén envueltos en papel
parafilm.

Sellar los tapones o tapas de los frascos tubos o viales con papel parafilm.

Todas las muestras sospechosas de Rabia deben ser tratadas como altamente infecciosas para
evitar posibles contaminaciones.

Las muestras deben ser remitidas en un recipiente impermeable hermético, dentro de otro mayor
debe utilizar refrigerantes, utilizando bolsas plasticas selladas e hielera en buenas condiciones
para evitar derrames de liquido, conservando la cadena de frio, no debe ir la muestra sospechosa
de Rabia en formol u otro preservante.

Verificar la concordancia de los datos de la ficha y datos en la muestra.

Introducir los frascos, tubos o viales en bolsitas plasticas limpias.

Colocarlos en una gradilla u otro recipiente que asegure la posicion vertical

Una vez colocados dentro de este recipiente, colocar la gradilla/recipiente en posicion vertical
dentro de una hielera, apoyandola en duroport y papel absorbente.

Introducir los paquetes frios o baterias congeladas para mantener la temperatura de 2 a 8°C.
Cerrar la hielera manteniéndola en posicion vertical para evitar algun derrame.

Adjuntar a las muestras y fichas, un set con los siguientes insumos: Material absorbente (papel
mayordomo, algodon), cloro al 5%, contenedor para desechos a prueba de fugas liquidas, guantes
resistentes desechables, bolsas plasticas.

Capacitar al personal que transporta las muestras en el tema de bioseguridad.
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Figura 19. Ejemplo ideal para el embalaje de muestras para envio

4.4.3 FUNCIONES DEL TRANPORTADOR (PILOTO O EMPRESA CONTRATADA PARA EL
SERVICIO):

X Verificar la concordancia del nUmero de muestras y fichas que le entregan.

x Guardar la documentacion correspondiente.

x Transportar la hielera con especial cuidado de no voltearla.

X Asegurarse que el vehiculo del transporte contenga un set con los siguientes insumos:
X Material absorbente (papel mayordomo, algodén)

x Cloro al 5%

X Un contenedor par desechos a prueba de fugas liquidas

x Guantes resistentes desechables

X Bolsas plasticas.

x En caso de derrames ver Seccién 4.5

4.4.4 FUNCIONES DEL DESTINATARIO (LABORATORIO NACIONAL DE SALUD):
X Recibir las muestras.

x Verificar que cumpla con las condiciones y requisitos de envio.

X Verificar que venga la ficha epidemiol6gica esté completamente llena.

x Asignar el cédigo de laboratorio correspondiente.

X

Dar aviso e ingresar la muestra al laboratorio para su andlisis.
45 MANEJO DE DERRAMES

En caso de derrames de cualquier tipo muestra:

Colocarse el equipo de proteccion personal: guantes, bata, mascarilla, entre otros.

Colocar papel absorbente sobre el derrame.

Verter solucién de cloro sobre el papel absorbente.

Dejar actuar por 10 minutos.

Proceder a retirar derrame y colocarla en la bolsa para descarte. Tener cuidado de no cortarse.
Limpiar la superficie con detergente y luego aplicar cloro.

Notificar al Area de Salud y al Laboratorio Nacional de Salud acerca del derrame, para tomar las
medidas necesarias.

X X X X X X X
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5. ABREVIATURAS

° C: Grados Celsius

ADN: Acido desoxirribonucleico

c/u: Cada Uno

CDC: , Centers for Disease Control and Prevention
Cm: Centimetros

CNE: Centro Nacional de Epidemiologia

EC: Equipo de campo

EDTA: Acido etilen-diamino-tetra-acético

EIA: Ensayos Inmunoenzimatico

Ej.: Ejemplo

ELISA: Ensayo Inmunoenzimatico siglas en ingles
EPP: Equipo de Proteccion Personal

Etc.: Etcétera

ETV: Enfermedad transmitida por vectores

Ext.. Extension

F3EDTA: Acido etilen-diamino-tetra-acético tripotasico
Fig.: Figura

FTA: Tarjeta de papel Filtro

Gr.: Gramos

Hrs: Horas

IFI: Inmunofluorescencia Indirecta

IgG: Inmunoglobulina tipo G

IgM: Inmunoglobulina tipo M

IHA: Inhibicion de la hemaglutinacion

INE: Instituto Nacional de Estadistica

IRAG: Infeccion Respiratoria Aguda Grave

LCR: Liquido Cefalorraquideo

LLR: Laboratorio Local de Referencia

LNS: Laboratorio Nacional de Salud

LRR: Laboratorio Regional de Referencia

MAT: Microaglutinacién en placa

mL: Mililitros

mm: milimetros

MSPAS: Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social
MTV: Medio de transporte viral

No.: Namero

NS1: Proteina no estructural

Pag.: Pagina

PCR: Reaccidén en cadena de la polimerasa (Prueba de Biologia Molecular)
PFGE: Electroforesis en Gel de Campo Pulsado

Rpm: Revoluciones por minuto

RPR: Reagina Plasmética Rpida

TBP: Tuberculosis Pulmonar

TPHA: Ensayo de aglutinacion de particulas Treponema pallidum
UGCF 245: Formato de Gestion de Calidad

Ul: Unidades internacionales

VDRL: Laboratorio de Investigacion de Enfermedades Venéreas
VIH: Virus de Inmunodeficiencia Adquirida

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
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6. TOMA DE MUESTRAS

fiToda muestra enviada al udddbeir aconpaiada deNa espectiva fichade Sal

epidemiolégica o Epificha completamente llena. Las fichas epidemiolégicas/Epificha vigentes son las
normadas segun los Protocolos Nacionales de Vigilancia de Salud Publica del Centro Nacional de
Epi demi.ol og2abdo

Para solicitar los andlisis realizados en la Unidad Central de Referencia para la Vigilancia
Epidemiolégica del LNS, debe:

X Adjuntar las fichas epidemiologicas , y
X Un listado de las muestras que se encuentran en la hielera u otro tipo de embalaje que estén

remitiendo al LNS, veranexo A UCRF XXX For mato de env2o de.(Meuest|ras

Anexo 9 de Formato de envio de muestras por evento al LNS, Pagina 152).

El objetivo de este registro es que el personal de la ventanilla de recepcién de muestras del LNS,
conozca el estado de las muestras (tipo de muestra, nimero de muestras, etc.) que se encuentran
embaladas, para manipularlas de forma segura y efectiva. Por otro lado, a los usuarios (hospitales,
areas de salud, etc.) les servird para una gestion adecuada de las muestras y asi poder garantizar la
entrega de las mismas de forma organizada, inclusive como un registro para el seguimiento de las
muestras remitidas al LNS.

Horario de atencién de la ventanilla de recepciéon de muestras es de 7:30 a 16:00 horas.

Fuera de dicho horario las muestras pueden ser dejadas en la garita de seguridad del LNS ingresando
en calidad de custodi a, se |l e estar8 entregando
de hielera en hosigaifica que Se mekilliré la dotumenksidn y la hielera, sin que este
impliqgue compromiso, de ningln tipo por parte del LNS en relacién a su posterior procesamiento.

Comuniquese lo antes posible (dia y hora habil), a la ventanilla de recepcion de muestras (Tel. 66440599
ext. 231) para confirmar que sus muestras seran procesadas.

Cualquier sugerencia, duda, comentario o queja, favor comunicarse al correo ucreve@Ins.gob.gt

6.1 Rotavirus

A. Método
Inmunodiagndstico: deteccién de Antigeno por ensayo inmunoenzimético.

B. Uso de la prueba
Control de Calidad, confirmacién y diagnéstico de casos de Rotavirus.

C. Tipo de muestra
Heces frescas

D. Recipiente para el envio de muestras

Recipiente de plastico estéril, transparente, de boca ancha con tapa de rosca. El frasco debe tener
espacio para la identificacion de la muestra. El recipiente de plastico debe introducirse en una bolsa de
plastico debidamente cerrada, enviarla inmediatamente al LNS con su respectiva ficha.

E. Volumen necesario

x Heces liquidas: 5 a 10 ml.

X Heces sélidas: aproximadamente de 5 gramos (equivalente a la Gltima falange del dedo pulgar de
un adulto)

copi a
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F. NUmero de muestras
Una sola muestra

G. Material necesario

Ficha epidemiologica

Marcador indeleble

Guantes desechables

Recipiente de plastico estéril, transparente, de boca ancha con tapa de rosca. El frasco debe tener
espacio para la identificacion de la muestra, (Nombre del paciente, edad, procedencia y fecha de
toma de muestra)

Bolsas de plastico

Hisopos estériles (para bebés y nifios que usan pafial)

Baja lenguas o espatula descartable

Bata

Bolsas para desechos bioinfecciosos (para descarte de guantes, hisopo, baja lenguas)

X X X

X X X X X

H. Técnica
Con ayuda de baja lenguas o espatula, depositar las heces en un recipiente de plastico estéril de boca
ancha.

I Instrucciones al paciente

En adultos:

X Tomar la muestra en los primeros siete dias de sintomas.

x Obtener la muestra fresca diarreica por eliminacién espontanea.

X Recolectar de 5 a 10 ml de heces fecales liquidas 0 5 gramos de heces sélidas e introducirlas en

frasco pléstico estéril, transparente, de boca ancha con tapa de rosca (si lo necesita, puede
ayudarse con una espétula o baja lengua desechable).
X Tapar el frasco y entregarlo lo mas pronto posible al personal de salud.

En bebés y nifios que utilizan pafal (ver Figura 1):

X Tomar la muestra en los primeros siete dias de sintomas.

X Colocar el pafial al revés para evitar la absorcién de las heces.

X En menores de un afio, se puede estimular el esfinter anal con un hisopo estéril y esperar a que
se produzca la deposicion.

x Con ayuda de una espétula o baja lenguas de madera, tomar la deposicion méas superficial y

abundante que contenga el pafial y depositarla en frasco plastico estéril, transparente, de boca
ancha con tapa de rosca.
X Tapar el frasco y entregarlo lo més pronto posible al personal de salud.

Figura 1. Toma de muestra en bebés y nifios que utilizan pafial

S A

¥ -

Remover |a tapa e =
Paiial puesto al reves

- .,
By .
.‘ . » . —

. - -

Introducir el bajalenguas ) Introducir el frasco herméticamente
Tapar el frasco e identificarlo s

con 5 ml de heces en el con etiqueta correspondiente cerrado en una bolsa de plastico

frasco d P y enviarlo inmediatamente al laboratorio

Fuente: Ministerio de Salud Piblica y Bienestar Sodal de Paraguay. Direccion General de Vigilancia de la Salud.
Proyecto para la Vigilancia de |a Diarrea producida por Rotavirus en nifics menores de cinco afios en Paraguay.
Manual Operativo. Asuncién: OPS/OMS, 2004:57.
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Instrucciones al personal de toma de muestra

La muestra de heces fresca debe ser tomada entre 1 a 3 dias de inicio de sintomas.

Entregar recipiente adecuado y dar instrucciones al paciente.

Llenar ficha epidemiolégica (Ver Anexo 5, pagina 103) completa, agregar fecha de vacunacion
contra rotavirus y que tipo de vacuna se le administro.

X Identificar adecuadamente el recipiente.

X X X &G

K. Conservacion
En refrigeracion (2 a 8°C).

L. Condiciones de transporte
En refrigeracion (2 a 8°C)

M. Tiempo de transporte
Hasta siete dias en cadena de frio (2 a 8°C)

N. Observaciones

X Para enviar muestra para rotavirus no necesita medio de transporte, son solamente heces frescas.

x Cualquier duda o comentario, comunicarse al Laboratorio Nacional de Salud, Area de Virologia, al
teléfono 66440599 ext. 214.

6.2 Enfermedad diarreica aguda de etiologia bacteriana

. Método
Coprocultivo
Susceptibilidad antimicrobiana por la técnica de Kirby Bauer
Serotipificacion
Para Salmonella spp. y Shigella spp., Electroforesis en Gel en Campo Pulsado (PFGE)

X X X X >

B. Uso de la prueba
Confirmacion de casos de enfermedades trasmitidas por alimentos causadas por: Salmonella spp,
Shigella spp., Escherichia coli 0157:H7, Escherichia coli patégena, Campylobacter spp.

C. Tipo de muestra
X Heces frescas

Hisopado rectal
Hisopado de heces
Cepa sospechosa

X X X

D. Recipiente para el envio de muestras

X Heces frescas: Recipiente de plastico transparente estéril de boca ancha con tapa hermética a
prueba de derrames, libre de desinfectantes y residuos de detergentes y con espacio para la
identificaciéon de la muestra.

X Hisopados (rectal / de heces) y cepa: en medio de transporte Cary Blair.

E. Volumen necesario
X Heces liquidas: 5a 10 ml.
X Hisopados y cepas: No aplica

F. Nimero de muestras
Una sola muestra

G. Material necesario

X Ficha epidemiolégica
X Marcador indeleble

X Guantes desechables
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X Para heces frescas: Recipiente de plastico transparente estéril de boca ancha con tapa hermética
a prueba de derrames, libre de desinfectantes y residuos de detergentes y con espacio para la
identificacién de la muestra, (Nombre del paciente, edad, procedencia y fecha de toma de
muestra)

Para hisopados/cepas: Medio de transporte Cary Blair e hisopo estéril
Bata
Bolsas para desechos bioinfecciosos (para descarte de guantes)

H. Técnica
No aplica

I. Instrucciones al paciente

Heces frescas: Se debe indicar que debe depositar aproximadamente 1 gr. de heces solidas 0 5 a 10 ml
de heces liquidas (teniendo cuidado de no mezclar con orina) en un recipiente de plastico transparente
estéril de boca ancha con tapa hermética a prueba de derrames.

J. Instrucciones al personal de toma de muestra
x La muestra debe ser tomada antes de la administracién de cualquier tratamiento antimicrobiano y
debe llenarse la ficha epidemiol6gica completa del evento. (Epificha), (Ver Anexo 5, pagina 105)

X Identificar adecuadamente el recipiente nombre del paciente, fecha de toma de muestra y
procedencia del paciente.

X Heces frescas: Son la muestra ideal. Deben procesarse lo mas pronto posible, de preferencia
antes de 2 o 3 horas; no es necesario que el paciente esté en ayunas.

X Hisopado rectal: Los hisopados rectales sélo se aceptaran en caso de que no se puedan obtener
heces, ejemplo: en neonatos, adultos debilitados, pacientes que se encuentran en unidades de
cuidado intensivo y postmortem. En adultos, se le indica al paciente que debe acostarse de lado y
separarse los gluteos. Posteriormente humedecer un hisopo estéril en medio de transporte Cary
Blair e introducirlo con cuidado (4 cm. aproximadamente), dar tres vueltas a la derecha y tres hacia
la izquierda, retirarlo y luego introducirlo en el medio de transporte Cary Blair.  Los nifios deben
de acostarse boca arriba y con la mano izquierda tomar ambos pies, presionar a manera de
flexionar las rodillas hacia el pecho, luego humedecer un hisopo estéril en medio de transporte
Cary Blair e introducir con cuidado (2.5 cm. aproximadamente), dar tres vueltas a la derecha y tres
hacia la izquierda, retirarlo y luego introducirlo en el medio de transporte Cary Blair.

X Hisopado de Heces: Con un hisopo estéril humedecido con medio de transporte Cary Blair, tomar
una pequefia cantidad de heces; seleccionar partes con moco, pus o sangre e introducir el hisopo
al medio de transporte.

X Cepa: Con un hisopo estéril humedecido con medio de transporte Cary Blair, tomar varias colonias
de la cepa identificada en el establecimiento, y luego introducirlo en el medio de transporte Cary
Blair. EL CULTIVO DEBE SER PURO Y FRESCO (NO MAS DE 24 HORAS DE CRECIMIENTO).

K. Conservacion

X Heces frescas: en refrigeracion (2 a 8°C)

X Hisopados y cepas: en medio de transporte Cary Blair a temperatura ambiente.

L. Condiciones de transporte (Medio y Temperatura)

X Heces frescas: Las muestras deben de trasportarse en cadena de frio (2 a 8°C), para conservar
las caracteristicas de la muestra. Los frascos se colocan en una hielera, la cual contiene baterias
congeladas.

x Hisopados y cepas: Dos muestras por paciente, cada uno en un medio de transporte Cary

Blair a temperatura ambiente.

M. Tiempo de transporte
X Heces frescas: Antes de 2 o 3 horas de haber recolectado la muestra.




Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social
Direccion General de Regulacion Vigilancia y Control de la Salud
. L ABORATORIO NACIONAL DE SALUD

Hisopados y cepas: Hasta 8 dias de haber recolectado la muestra.

X

N. Observaciones

X El hisopo rectal es una alternativa de toma de muestra (en caso de no ser posible obtener una
muestra de heces) porque arrancan las bacterias que se encuentran dentro de la mucosa
intestinal.

X Las muestras deben manipularse segun lo descrito en la seccion 4 (Principios de Bioseguridad en
la toma, manejo y transporte de muestras, pagina 12) de este manual.

X En caso de Enfermedad diarreica aguda bacteriana notificar obligatoriamente a donde
corresponda.

En caso de brotes, consultar el protocolo de vigilancia del CNE.
Cualquier duda o comentario comunicarse al Laboratorio Nacional de Salud, Seccion de
Bacteriologia al teléfono 66440599 Ext.213.

6.3 Colera

. Método
Coprocultivo
Susceptibilidad antimicrobiana por método de Kirby Bauer
Serotipificacion

X X X >

B. Uso de la prueba
Confirmacion de casos de enfermedad por Vibrio cholerae

. Tipo de muestra
Heces frescas

Hisopado rectal
Hisopado de heces
Cepa sospechosa

X X X X O

. Recipiente para el envio de muestras
Heces frescas: Recipiente de plastico transparente estéril de boca ancha con tapa hermética a

prueba de derrames, libre de desinfectantes y residuos de detergentes y con espacio para la
identificaciéon de la muestra.
X Hisopados (rectal / de heces) y cepa: en medio de transporte Cary Blair.

X O

m

. Volumen necesario
Heces liquidas: 5 a 10 ml.

Hisopados y cepas: No aplica

X X

F. Nimero de muestras

X Heces frescas: Una muestra
X

X

Hisopado de heces: Dos hisopados por paciente
Cepa: Un hisopado por cepa

G. Material necesario

x Ficha epidemioldgica.

X Marcador indeleble.

X Guantes desechables.

X Para heces frescas: Recipiente de plastico transparente estéril de boca ancha con tapa hermética
a prueba de derrames, libre de desinfectantes y residuos de detergentes y con espacio para la
identificacién de la muestra.

Para hisopados/cepas: Medio de transporte Cary Blair e hisopo estéril.
Bata.
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X Bolsas para desechos bioinfecciosos (para descarte de guantes).

H. Técnica
No aplica

I. Instrucciones al paciente
Heces frescas: Se debe indicar que debe depositar aproximadamente 1 gr. de heces sélidas 0 5 a 10 ml

de heces liquidas (teniendo cuidado de no mezclar con orina) en un recipiente de plastico transparente
estéril de boca ancha con tapa hermética a prueba de derrames.

J. Instrucciones al personal de toma de muestra

x La muestra debe ser tomada antes de la administracion de cualquier tratamiento antimicrobiano y
debe llenarse la ficha epidemioldgica completa del evento.

X Identificar adecuadamente el recipiente nombre del paciente, fecha de toma de muestra y
procedencia del paciente.

x Heces frescas: Son la muestra ideal. Deben procesarse lo mas pronto posible, de preferencia

antes de 2 o 3 horas; no es necesario que el paciente esté en ayunas.

X Hisopado rectal: Los hisopados rectales s6lo se aceptaran en caso de que no se puedan obtener
heces, ejemplo: en neonatos, adultos debilitados, pacientes que se encuentran en unidades de
cuidado intensivo y postmortem. En adultos, se le indica al paciente que debe acostarse de lado y
separarse los gluteos. Posteriormente humedecer un hisopo estéril en medio de transporte Cary
Blair e introducirlo con cuidado (4 cm. aproximadamente), dar tres vueltas a la derecha y tres hacia
la izquierda, retirarlo y luego introducirlo en el medio de transporte Cary Blair.  Los nifios deben
de acostarse boca arriba y con la mano izquierda tomar ambos pies, presionar a manera de
flexionar las rodillas hacia el pecho, luego humedecer un hisopo estéril en medio de transporte
Cary Blair e introducir con cuidado (2.5 cm. aproximadamente), dar tres vueltas a la derecha y tres
hacia la izquierda, retirarlo y luego introducirlo en el medio de transporte Cary Blair.

X Hisopado de Heces: Con un hisopo estéril humedecido con medio de transporte Cary Blair, tomar
una pequefa cantidad de heces; seleccionar partes con moco, pus o sangre e introducir el hisopo
al medio de transporte. Repetir lo anterior con un segundo hisopo.

X Cepa: Con un hisopo estéril humedecido con medio de transporte Cary Blair, tomar varias colonias
de la cepa identificada en el establecimiento, y luego introducirlo en el medio de transporte Cary
Blair. EL CULTIVO DEBE SER PURO Y FRESCO (NO MAS DE 24 HORAS DE CRECIMIENTO).

~

. Conservacion
Heces frescas: en refrigeracion (2 a 8°C).
Hisopados y cepas: Dos muestras por paciente, cada uno en un medio de transporte Cary
Blair a temperatura ambiente.

X X

—

. Condiciones de transporte (Medio y Temperatura)
x Heces frescas: Las muestras deben de trasportarse en cadena de frio (2 a 8°C), para conservar

las caracteristicas de la muestra. Los frascos se colocan en una hielera, la cual contiene baterias
congeladas.
X Hisopados y cepas: En medio de transporte de Cary Blair a temperatura ambiente.

M. Tiempo de transporte
X Heces frescas: Antes de 2 o 3 horas de haber recolectado la muestra.

X Hisopados y cepas: Hasta 8 dias de haber recolectado la muestra.

N. Observaciones

x El hisopo rectal es una alternativa de toma de muestra (en caso de no ser posible obtener una
muestra de heces) porque arrancan las bacterias que se encuentran dentro de la mucosa
intestinal.

x Las muestras deben manipularse segun lo descrito en la seccion 4 (Principios de Bioseguridad en

la toma, manejo y transporte de muestras, pagina 6) de este manual.
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En caso de brotes, consultar el protocolo de vigilancia del CNE.
Cualquier duda o comentario comunicarse al Laboratorio Nacional de Salud, Seccion de
Bacteriologia al teléfono 66440599 Ext.213.

6.4 Fiebre Tifoidea

. Método
Aislamiento e identificacién de microorganismo.
Susceptibilidad antimicrobiana.
Seratipificacion.
Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE) para Salmonella Typhi.

X X X X >

B. Uso de la prueba
Confirmacion de Salmonella Typhi en heces.

C. Tipo de muestra
Heces frescas

Hisopado rectal
Hisopado de Heces
Cepa aislada de coprocultivo 0 hemocultivo

X X X X

. Recipiente para el envio de muestras
Heces frescas: Recipiente de plastico transparente estéril de boca ancha con tapa hermética a

prueba de derrames, libre de desinfectantes y residuos de detergentes y con espacio para la
identificacién de la muestra.
X Hisopados (rectal / de heces) y cepa: en medio de transporte Cary Blair.

x O

m

. Volumen necesario
Heces liquidas: 5 a 10 ml.
Hisopados y cepas: No aplica

X X

F. Nimero de muestras

X Heces frescas: Una muestra
X

X

Hisopado de heces: Dos hisopados por paciente
Cepa: Un hisopado por cepa

G. Material necesario

x Ficha epidemiolégica

X Marcador indeleble

x Guantes desechables

X Para heces frescas: Recipiente de plastico transparente estéril de boca ancha con tapa hermética
a prueba de derrames, libre de desinfectantes y residuos de detergentes y con espacio para la
identificaciéon de la muestra.
Para hisopados/cepas: Medio de transporte Cary Blair e hisopo estéril
Bata
Bolsas para desechos bioinfecciosos (para descarte de guantes)

H. Técnica

No aplica

I. Instrucciones al paciente
Heces frescas: Se debe indicar que debe depositar aproximadamente 1 gr. de heces sdlidas 0 5 a 10 ml

de heces liquidas (teniendo cuidado de no mezclar con orina) en un recipiente de plastico transparente
estéril de boca ancha con tapa hermética a prueba de derrames.
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Instrucciones al personal de toma de muestra

La muestra debe ser tomada antes de la administracion de cualquier tratamiento antimicrobiano y
debe llenarse la ficha epidemioldgica completa del evento.

Identificar adecuadamente el recipiente nombre del paciente, fecha de toma de muestra y
procedencia del paciente.

En caso de estar en los primeros dias de sintomas, realizar un hemocultivo en un Hospital, segin
su protocolo interno.

Al LNS solo referir Heces, Hisopados y cepas.

Heces frescas: Son la muestra ideal. Deben procesarse lo mas pronto posible, de preferencia
antes de 2 o 3 horas; no es necesario que el paciente esté en ayunas.

Hisopado rectal: Los hisopados rectales s6lo se aceptaran en caso de que no se puedan obtener
heces, ejemplo: en neonatos, adultos debilitados, pacientes que se encuentran en unidades de
cuidado intensivo y postmortem. En adultos, se le indica al paciente que debe acostarse de lado y
separarse los gluteos. Posteriormente humedecer un hisopo estéril en medio de transporte Cary
Blair e introducirlo con cuidado (4 cm. aproximadamente), dar tres vueltas a la derecha y tres hacia
la izquierda, retirarlo y luego introducirlo en el medio de transporte Cary Blair. Los nifios deben de
acostarse boca arriba y con la mano izquierda tomar ambos pies, presionar a manera de flexionar
las rodillas hacia el pecho, luego humedecer un hisopo estéril en medio de transporte Cary Blair e
introducir con cuidado (2.5 cm. aproximadamente), dar tres vueltas a la derecha y tres hacia la
izquierda, retirarlo y luego introducirlo en el medio de transporte Cary Blair.

Hisopado de Heces: Con un hisopo estéril humedecido con medio de transporte Cary Blair, tomar
una pequefia cantidad de heces; seleccionar partes con moco, pus o sangre e introducir el hisopo
al medio de transporte. Repetir lo anterior con un segundo hisopo.

Cepa: Con un hisopo estéril humedecido con medio de transporte Cary Blair, tomar varias colonias
de la cepa identificada en el establecimiento, y luego introducirlo en el medio de transporte Cary
Blair. EL CULTIVO DEBE SER PURO Y FRESCO (NO MAS DE 24 HORAS DE CRECIMIENTO).

. Conservacion

Heces frescas: en refrigeracion (2 a 8°C).
Hisopados y cepas: Introducir el hisopo en un medio de transporte Cary Blair a temperatura
ambiente

. Condiciones de transporte (Medio y Temperatura)

Heces frescas: Las muestras deben de trasportarse en cadena de frio (2 a 8°C), para conservar
las caracteristicas de la muestra. Los frascos se colocan en una hielera, la cual contiene baterias
congeladas

Hisopados y cepas: En medio de transporte de Cary Blair a temperatura ambiente

M. Tiempo de transporte

X
X

N

Heces frescas: Antes de 2 o 3 horas de haber recolectado la muestra.
Hisopados y cepas: En medio de transporte Cary Blair pueden ser estables de 3 a 4 dias.

. Observaciones

Para confirmar el diagnéstico de fiebre tifoidea o paratifoidea es necesario aislar e identificar el
agente hasta serovariedad. La técnica de serotipificacion de Salmonella spp. se realiza solamente
en el Laboratorio Nacional de Salud.

La fiebre tifoidea y paratifoidea son enfermedades de natificacion obligatoria y se debe comunicar
al Centro Nacional de Epidemiologia, ya que la investigacion epidemioldgica de estos casos debe
realizarse dentro de las 48 horas posteriores a la notificacién, con el fin de determinar si se trata
de un brote e identificar la fuente probable de infecciéon. Para lo anterior el Laboratorio Nacional
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de Salud cuenta con la técnica epidemioldgica molecular llamada Electroforesis en Gel de Campo
Pulsado.

X Hemocultivo: Recolectar sangre en pico febril, preferiblemente durante las 2 primeras semanas
de iniciados los sintomas. Este tipo de muestra se debe procesar a nivel local en los laboratorios
de hospital que cuenten con area de bacteriologia.

X Coprocultivo: Recolectar heces frescas durante la semana 2-3 de iniciados los sintomas.

X Médula Osea: Esta muestra es adecuada en caso el paciente haya recibido tratamiento
antimicrobiano y esté hospitalizado. Este tipo de muestra se debe procesar a nivel local en los
laboratorios de hospital que cuenten con area de bacteriologia.

X Prueba de Widal: No es recomendable, ya que esta prueba solamente mide respuesta de
anticuerpos flagelares y somaticos de Salmonella spp. Puede sugerir el diagndstico, pero LOS
RESULTADOS NO SON DEFINITIVOS vy tienen que ser interpretados con cautela ya que la
prueba es poco especifica y los titulos de anticuerpos (aln en sueros pareados) pueden aumentar
en respuesta a otras infecciones (incluyendo malaria).

x Las muestras deben manipularse segun lo descrito en la seccion 4, (Principios de
Bioseguridad en la toma, manejo y transporte de muestras, pagina 6)

X Cualquier duda o comentario, comunicarse al Laboratorio Nacional de Salud, Secci6on de
Bacteriologia al teléfono 66440599 Ext.213.

6.5 Hepatitis A,Bo C

A. Método
Ensayos inmunoenzimético (EIA).

B. Uso de la prueba
Confirmacion de casos de infeccion por virus de hepatitis A, B o C.

C. Tipo de muestra
Suero o plasma, de preferencia sin hemdlisis y lipemia

D. Recipiente para el envio de muestras

Enviar la muestra separada en tubo limpio y de preferencia estéril y/o criovial o eppendorf de
polipropileno estéril. (Ver anexo 1, inciso 3.2 Plasma o suero, pagina 91). Si utiliza tubos con gel debera
centrifugarlos previo al envio.

E. Volumen necesario
1 ml como minimo de suero o plasma.

F. NUimero de muestras
Una muestra

G. Material necesario
Ver Anexo 1, inciso 1, pagina 91. Materiales, equipo e insumos.

H. Técnica
Ver Anexo 1. Técnica general de toma de muestras sanguineas por venopuncion, pagina 91.

I. Instrucciones al paciente
Preferentemente, ayuno de 7 horas previo a la toma de muestra.

J. Instrucciones al personal de toma de muestra
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Llenar la ficha epidemioldgica segun corresponda para cada tipo de hepatitis, para casos de Hepatitis B
y C, utilizar las boletas del anexo 5, paginas 107 y 108.

K. Colocar identificaciéon en el tubo de muestra, la cual debe coincidir con los datos de la ficha.

L. Conservacion
Refrigerar las muestras a temperatura entre 2°C y 8°C por un periodo méaximo de 4 dias.
Si no es posible enviar la muestra en menos de 4 dias, congelar a -20°C hasta su envio.

M. Condiciones de transporte (Medio y Temperatura)

Enviar las muestras con las debidas medidas de bioseguridad (Ver seccion 4. (Principios de
Bioseguridad en la toma, manejo y transporte de muestras, pagina 6) y transportar en cadena de frio
a una temperatura entre 2°C y 8°C.

N. Tiempo de transporte
Enviar la muestra al Laboratorio Nacional de Salud lo méas pronto posible en un periodo méximo de 7
dias luego de haber tomado la muestra.

O. Observaciones
Tomar la muestra al inicio de los sintomas.

Verificar la rotulacion de las muestras para evitar que haya confusion de las mismas.
6.6 Dengue

A. Método

X Aislamiento del virus Dengue en Cultivo Celular.
X

X

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) en tiempo real y convencional.
Inmunodiagndstico: EIA de NS1, IgM, IgG segun corresponda.

B. Uso de la prueba
Confirmacion de casos de Dengue y apoyo a la vigilancia epidemiolégica.

C. Tipo de muestra
Suero.

D. Recipiente para el envio de muestras
X Tubos Vacutainer, sin anticoagulante u otro tipo de aditivos (tapon naranja).
X Vial de plastico (tipo eppendorf). Ver anexo. 1, pagina 91.

E. Volumen de muestra necesario
Minimo 1 ml de suero o 5 ml sangre sin anticoagulante.

F. Nimero de muestras

X 13, muestra: tomada en la etapa aguda (primeros 3 dias de iniciados los sintomas) que serviran
para realizar NS1 Y PCR.
X 22, muestra: 4 dias después de iniciados los sintomas (en casos de sospecha de Dengue

Hemorragico y/o severo) para realizar la prueba de ELISA IgM.

G. Material necesario
Ver anexo 1, inciso 1.3, pagina 91.

H. Técnica
Ver Anexo 1, incisos 2 y 3.2, pagina 92.

I. Instrucciones al paciente
Ninguna.
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J. Instrucciones al personal de toma de muestra

Se debe tomar la muestra a todo paciente que cumpla con la definicion de caso de Dengue clasico o
Dengue hemorragico (severo), es muy importante tomar en cuenta que el paciente debe ser febril. (Ver
normas de atencién del Ministerio de Salud).

K. Conservacion

X Mantener las muestras en sus respectivos tubos vacutainer, a temperatura de refrigeraciéon (2 a
8°C).
Los tubos deben de colocarse en posicion vertical, siempre.
Las muestras NO se congelan.

L. Condiciones de trasporte (medio y temperatura)

X Las muestras deben de trasportarse en cadena de frio, para conservar el virus (2 a 8°C), no mas
de 3 dias.

X Los tubos se colocan en posicidn vertical en una gradilla, la gradilla se coloca en una hielera, la
cual contiene baterias congeladas.

X Las muestras deben de llevarse al Laboratorio Nacional de Salud lo mas pronto posible.

M. Tiempo de trasporte
Las muestras deben de ingresar al Laboratorio Nacional de Salud lo antes posible, después de 7 dias de

toma de la muestra, no se recibiran las muestras.

N. Observaciones

X Toda muestra de caso sospechoso de Dengue, debe acompafiarse de su respectiva Epificha /
ficha epidemioldgica, debidamente llena. Es indispensable llenar la casilla de fecha de inicio de
sintomas y fecha de toma de muestra.

X La muestra para diagnostico de Dengue no varia, no importa si es para Dengue virolégico o
seroldgico, por lo que debe tratarse de igual manera.
X Tanto el cultivo viral como el PCR sirven para dar el serotipo circulante y el Inmunodiagndstico

indica si el paciente tiene anticuerpos contra Dengue y se reporta como positivo y negativo.
Es importante esperar que la muestra se coagule antes de empezar a manipularla.
La muestra siempre debe de mantenerse en refrigeracion, NO se congela.
En cuanto a casos de pacientes fallecidos, realizar una puncion cardiaca (Técnica realizada por
médico a nivel hospitalario) y enviar el suero y/o sangre completa al laboratorio, indicando que es
caso fallecido en la Epificha / ficha epidemiol6gica.

X Cualquier duda o comentario comunicarse a: Laboratorio Nacional de Salud, Area de Virologia;
66440599 Ext. 214.

6.7 Chikungunya

A. Método
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) en tiempo real
Inmunodiagnostico: IgM.

B. Uso de la prueba
Confirmacion de casos de Chikungunya y apoyo a la vigilancia epidemioldgica.

C. Tipo de muestra
Suero.

D. Recipiente para el envio de muestras
Tubos Vacutainer, sin anticoagulante u otro tipo de aditivos (tapdn naranja).
Vial de plastico (tipo eppendorf). Ver anexo. 1, pagina 91.
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E. Volumen de muestra necesario
Minimo 1 ml de suero o 5 ml sangre sin anticoagulante.

F. Niomero de muestras

13, Muestra: tomada en la etapa aguda (primeros 8 dias de iniciados los sintomas) que serviran para
realizar prueba seroldgica y PCR.

223, Muestra: 10 a 12 dias después de tomada la primera muestra para realizar la prueba de ELISA IgM.

G. Material necesario
Ver anexo 1, inciso 1.3, pagina 91.

H. Técnica
Ver Anexo 1, incisos 2 y 3.2, pagina 92.

I. Instrucciones al paciente
Ninguna.

J. Instrucciones al personal de toma de muestra
Se debe tomar la muestra a todo paciente que cumpla con la definicidon de caso de Chikungunya es muy
importante tomar en cuenta que el paciente debe ser febril.

K. Conservacion

Mantener las muestras en sus respectivos tubos vacutainer, a temperatura de refrigeracion (2 a 8°C).
Los tubos deben de colocarse en posicion vertical, siempre.

Las muestras NO se congelan.

L. Condiciones de trasporte (medio y temperatura)

Las muestras deben de trasportarse en cadena de frio, para conservar el virus (2 a 8°C), no mas de 3
dias.

Los tubos se colocan en posicién vertical en una gradilla, la gradilla se coloca en una hielera, la cual
contiene baterias congeladas.

Las muestras deben de llevarse al Laboratorio Nacional de Salud lo més pronto posible.

M. Tiempo de trasporte
Las muestras deben de ingresar al Laboratorio Nacional de Salud lo antes posible, después de 7 dias, no
se recibiran las muestras.

N. Observaciones

X Toda muestra de caso sospechoso de Chikungunya, debe acompanarse de su respectiva Epificha
/ ficha epidemiolégica, debidamente llena. Es indispensable llenar la casilla de fecha de inicio de
sintomas y fecha de toma de muestra.

x La muestra para diagnodstico de Chikungunya no varia, no importa si es para Chikungunya
virolégico o serolégico, por lo que debe tratarse de igual manera.
X El PCR sirven para dar el serotipo circulante y el Inmunodiagnéstico indica si el paciente tiene

anticuerpos contra Chikungunya y se reporta como positivo y negativo.
Es importante esperar que la muestra se coagule antes de empezar a manipularla.
La muestra siempre debe de mantenerse en refrigeracion, NO se congela.
En cuanto a casos de pacientes fallecidos, realizar una puncién cardiaca (Técnica realizada por
médico a nivel hospitalario) y enviar el suero y/o sangre completa al laboratorio, indicando que es
caso fallecido en la Epificha / ficha epidemiolégica.

X Cualquier duda o comentario comunicarse a: Laboratorio Nacional de Salud, Area de Virologia;
66440599 Ext. 214.




Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social
Direccion General de Regulacion Vigilancia y Control de la Salud
. L ABORATORIO NACIONAL DE SALUD

6.8 Rickettsiosis
Las Rickettsias son bacterias de crecimiento estricto intracelular que se transmiten a través de vectores

artrépodos a diferentes mamiferos que actlan como reservorio entre los que nos encontramos los seres
humanos.

A. Método:
X Ensayo Inmunio-Enzimatico IgM / ELISA IgM)
X Prueba indirecta de anticuerpos fluorescentes (IFI)

B. Uso de la prueba
Confirmacion de casos de Rickettsias como diagndstico deferencial de Dengue y como apoyo de la
vigilancia epidemiolégica de esta enfermedad.

C. Tipo de muestra
Suero.

D. Recipiente para el envio de muestras
Tubos Vacutainer, sin anticoagulante u otro tipo de aditivos (tapén naranja).
Vial de plastico (tipo eppendorf). Ver anexo 1, Pagina 91.

E. Volumen de muestra necesario
Minimo 1 ml de suero o 5 ml sangre sin anticoagulante.

F. NUmero de muestras:

Muestras pareadas
12, Muestra: debe ser dentro de los primeros 5 dias de iniciado los sintomas

22 Muestra: Debe ser de 101 15 dias después de tomar la primera muestra

G. Material necesario
Ver anexo 1, inciso 1.3, pagina 91.

H. Técnica
Ver Anexo 1, incisos 2 y 3.2, pagina 92.

I. Instrucciones al paciente
Ninguna.

J. Instrucciones al personal de toma de muestra
Se debe tomar la muestra a todo paciente que cumpla con la definicién de caso de Rickettsiosis, es muy
importante tomar en cuenta que el paciente debe ser febril.

K. Conservacion
Mantener las muestras en sus respectivos tubos vacutainer, a temperatura de refrigeracion (2 a 8°C).

Los tubos deben de colocarse en posicién vertical, siempre.
Las muestras NO se congelan.

L. Condiciones de trasporte (medio y temperatura)

X Las muestras deben de trasportarse en cadena de frio, para conservar las caracteristicas de la
muestra.
x Los tubos se colocan en posicién vertical en una gradilla, la gradilla se coloca en una hielera, la

cual contiene baterias frias.
x Las muestras deben de llevarse al Laboratorio Nacional de Salud lo méas pronto posible.
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M. Tiempo de trasporte
Las muestras deben de ingresar al Laboratorio Nacional de Salud antes de 48 horas de haber sido

tomadas, hasta un maximo de 7 dias.

N. Observaciones
X Es indispensable que toda muestra de casos sospechosos de Rickettsiosis, debe acomparfarse

de su respectiva Epificha / ficha epidemiologica, debidamente llena.
Es importante esperar que la muestra se coagule antes de empezar a manipularla.
La muestra siempre de mantenerse en refrigeracién, nunca se congele
En cuanto a casos de pacientes fallecidos, realizar una puncién cardiaca (Técnica realizada por
médico a nivel hospitalario) y enviar el suero y/o sangre completa al laboratorio, indicando que es
caso fallecido en la Epificha / ficha epidemiol6gica.

X Cualquier duda o comentario comunicarse a: Laboratorio Nacional de Salud, Area de Virologia;
66440599 Ext. 214.

6.9 Erlichiosis

Ehrlichia, pequefia bacteria Gram-negativa intracelular obligatoria, reside dentro de vacuolas en el
citoplasma de células sanguineas de animales y humanos.

A. Método:
x Ensayo Inmunio-Enzimético IgM / ELISA IgM)
X Prueba indirecta de anticuerpos fluorescentes (IFI)

B. Uso de la prueba
Confirmacion de casos de Ehrlichia como diagnéstico deferencial de Dengue y como apoyo de la
vigilancia epidemiolégica de esta enfermedad.

C. Tipo de muestra
Suero.

D. Recipiente para el envio de muestras
Tubos Vacutainer, sin anticoagulante u otro tipo de aditivos (tapon naranja).
Vial de plastico (tipo eppendorf). Ver anexo 1, Pagina 91.

E. Volumen de muestra necesario
Minimo 1 ml de suero o 5 ml sangre sin anticoagulante.

F. NUmero de muestras:

G.  Muestras pareadas
13, Muestra: debe ser dentro de los primeros 5 dias de iniciado los sintomas

22, Muestra: Debe ser de 141 21 dias después de tomar la primera muestra
Se debe tener en cuenta que los anticuerpos pueden persistir durante afios tras la infeccion.

H. Material necesario
Ver anexo 1, inciso 1.3, pagina 91.

I. Técnica
Ver Anexo 1, incisos 2 y 3.2, pagina 92.

J. Instrucciones al paciente
Ninguna.
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K. Instrucciones al personal de toma de muestra
Se debe tomar la muestra a todo paciente que cumpla con la definicién de caso de Rickettsiosis, es muy
importante tomar en cuenta que el paciente debe ser febril.

L. Conservacion
Mantener las muestras en sus respectivos tubos vacutainer, a temperatura de refrigeracion (2 a 8°C).

Los tubos deben de colocarse en posicion vertical, siempre.
Las muestras NO se congelan.

M. Condiciones de trasporte (medio y temperatura)

Las muestras deben de trasportarse en cadena de frio, para conservar las caracteristicas de la muestra.
Los tubos se colocan en posicion vertical en una gradilla, la gradilla se coloca en una hielera, la cual
contiene baterias frias.

Las muestras deben de llevarse al Laboratorio Nacional de Salud lo méas pronto posible.

N. Tiempo de trasporte
Las muestras deben de ingresar al Laboratorio Nacional de Salud antes de 48 horas de haber sido

tomadas, hasta un maximo de 7 dias.

O. Observaciones
Es indispensable que toda muestra de casos sospechosos de Erlichiosis, debe acompafarse de su

respectiva Epificha / ficha epidemioldgica, debidamente llena.

Es importante esperar que la muestra se coagule antes de empezar a manipularla.

La muestra siempre de mantenerse en refrigeracion, nunca se congele

En cuanto a casos de pacientes fallecidos, realizar una puncién cardiaca (Técnica realizada por médico
a nivel hospitalario) y enviar el suero y/o sangre completa al laboratorio, indicando que es caso fallecido
en la Epificha / ficha epidemioldgica.

Cualquier duda o comentario comunicarse a: Laboratorio Nacional de Salud, Area de Virologia;
66440599 Ext. 214.

6.10 Malaria

A. Método
Microscopia con tincion de Giemsa (gota gruesa).

B. Uso de la prueba
Confirmacion de casos de Malaria.

C. Tipo de muestra

2 gotas de sangre capilar (puncion dactilar) en pacientes sintomaticos (escalofrios, sudoracion y en el
pico de un episodio febril).

Muestra en papel Filtro ver anexo 6 pagina 135.

D. Recipiente para el envio de muestras
Lamina portaobjeto con el respectivo frote y gota gruesa debidamente embalados

E. Volumen necesario
2 gotas de sangre capilar que servirdn: una para Frotis y otra para Gota Gruesa, distribuidas en 1 ldmina
portaobjetos siguiendo cualquiera de los patrones mostrados en la Figura siguiente:
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Figura 2. Laminas con Gota gruesa y Frotis

1.5 cm 1.5cm

1.0 cm 1.0 em

L.0cm

10em 10em
F. Numero de muestras
Una Lamina que contenga el Frotis y la Gota Gruesa.
G. Material necesario
x Epificha/Ficha epidemioldgica
X Alcohol etilico al 70% (para desinfectar)
x Algodén o gasa (Para limpiar el area)
x Lancetas nuevas
X Laminas porta-objetos (Limpias)
X Guantes
X Bata
X Lapiz (Para rotular la lamina)
X Bolsa roja
X Recipiente de descarte de punzocortantes
H. Técnica
X La muestra debe de ser tomada por personal entrenado para que el laboratorio pueda obtener un

resultado fidedigno, dado que la muestra es la parte mas importante para el diagnostico de Malaria.

x Sostener la mano izquierda del paciente, con la palma hacia arriba, seleccionar el dedo anular,
para ello hacer que el paciente extienda el dedo seleccionado y flexione los demas (Fig. 3).

Figura 3 Seleccion de dedo anular

<«———— | PUNTODE
“? PUNCION

Nota:

X En nifios pequefios puede usarse el dedo gordo del pie o el talén, también puede usarse el I6bulo
de la oreja.

x Limpie el dedo con una torunda de algodén ligeramente humedecida en alcohol para limpiar y
desinfectar el area.

x Dejar secar el dedo con un algodoén limpio, estimulando la circulacion de la sangre con un ligero

masaje.
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X Sostener el dedo del paciente con la mano izquierda manteniendo una suave presion para
favorecer la salida de la sangre (Fig. 4).

Figura 4 Toma de muestra

X Pinchar con la lanceta estéril, el costado del dedo elegido, en donde la sensibilidad es menor.
Hacerlo con un movimiento rapido y firme.
X Dejar salir las primeras tres gotas de sangre limpiandolas con una torunda de algodon seca

retirando cualquier fibra de algodén que pueda permanecer en el dedo para que esta no se mezcle

con la sangre (Fig. 5).
Figura 5 Limpieza de las primeras gotas

X Colectar una a dos gotas de sangre. Colocarla en contacto con el primer tercio de la superficie de
una lamina porta objetos, la cual servira para la gota gruesa.

x Luego colocar una segunda gota de sangre (mas pequefia que la del inciso anterior) en el
segundo tercio de la lamina, la cual servira para preparar un frotis en el cual se rotulara la muestra
(Fig. 6).

Figura 6 Toma de Muestra

x Limpiar la sangre restante del dedo con una torunda de algodén humedecida con alcohol, indicar
al paciente que la presione contra el lugar de la puncién hasta que la sangre deje de salir.
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Preparacion del Frotis: Sobre la segunda gota de sangre, colocar otra lamina porta objeto
(lamina auxiliar) en un angulo de 45°. Asegurarse que se disperse sangre en todo el borde de la
lamina auxiliar. Extender rapidamente a lo largo de la lamina porta objeto que tiene las muestras.
La gota se debe dispersar en 1/3 del porta objetos (Fig. 7)

Figura 7 Preparacién de Frotis

X Preparacion de Gota Gruesa: Utilizando uno de los &ngulos de la ldmina auxiliar, esparcir
rapidamente la gota de sangre y extenderla uniformemente hasta formar una gota gruesa de 1 cm
de lado o de didmetro. La sangre no debe ser excesivamente homogenizada, es suficiente con 3 a
4 movimientos en una sola direccion.

x La lamina auxiliar para preparar la gota gruesa y el frotis se debe limpiar con alcohol etilico para
ser utilizada para otro fin. Nunca utilice la misma lamina auxiliar para preparar mas de una
muestra.

X =

Instrucciones al paciente
No auto-medicarse con antipaltdico, sin haber sido confirmado el diagndstico.
Si viajé al extranjero o areas endémicas del pais, indicar cuando, dénde y por cuanto tiempo
estuvo fuera.

X

J. Instrucciones al personal de toma de muestra

X Mantener las condiciones de bioseguridad en la toma de muestra indicadas en la seccion 4
(Principios de Bioseguridad en la toma, manejo y transporte de muestras, pagina 6) de este
manual.

X Si se obtiene un resultado negativo pero se tiene alta sospecha, se deben tomar muestras
consecutivas a intervalos de 6 a 12 horas hasta que se establezca o descarte el diagndstico.

X Las laminas porta objetos deben de tener un tratamiento previo antes de ser utilizadas, el

tratamiento se realiza de la siguiente forma: lavar las laminas con agua caliente y detergente
Neutro luego se procede a quitar el exceso de detergente y se secan, luego se sumergen en
alcohol etilico para quitar los restos de grasa que pudieran quedar. Las laminas ya limpias deben
de tomarse por los bordes nunca en el centro para evitar dejar grasa proveniente de los dedos.

K. Conservacion

X Después de secarse la sangre en la lamina, guardar en cajas portalaminas protegidas de la luz,
polvo y humedad.
x En caso de no poseer las cajas portalaminas, se deben envolver en una hoja de papel absorbente.

Colocar las laminas a 3 cm del borde (se colocan dos laminas, una a la par de la otra) y se dobla
el borde, cubriendo ambas laminas.

x Luego se colocan otras dos laminas sobre las dos anteriores y se repite el procedimiento hasta
formar un paquete. Por ultimo se sella el paquete con cinta adhesiva.
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L. Condiciones de transporte (Medio y Temperatura):

X Se puede guardar en bolsas con bolsitas de desecante (silica gel) para evitar que se humedezca.
X Cuidar que las laminas no se quiebren.
X Las laminas deben de envolverse cada una en un papel aparte, si no se cuenta con los tubos o

cajas porta laminas pueden envolverse en un papel grueso, bien identificado y colocados en una
caja de cartdn grueso previamente identificado.

M. Tiempo de transporte

La lamina con frote y gota gruesa deben ingresar al Laboratorio Nacional de Salud o a un laboratorio de
la Red Nacional de Laboratorios hasta 48 horas después de haber sido tomadas. Revisar cual
laboratorio o centro de microscopia es el lugar mas cercano para realizar el diagnostico.

N. Observaciones

X Se debe tener un cuidado especial para la identificacién de la muestra, siendo necesario cumplir
con este requisito antes de tomar una nueva muestra. El frote o la gota gruesa debe de tener la
clave del servicio que manda la muestra y el nimero correspondiente del paciente. Este dato
debe de ser anotado con un lapiz (nunca con boligrafo o pluma); si es un frote, se anotard la clave
del paciente en la base del extendido; si es una gota gruesa, se anotara en la bandera que se
localiza a la par de la gota.

X La l&dmina utilizada como auxiliar para preparar la gota gruesa y el frotis puede ser utilizada para
colocar sobre ella la siguiente muestra y una nueva lamina se usard como lamina auxiliar. Nunca
utilice la misma lamina auxiliar para preparar mas de una muestra.

X Cualquier duda o comentario comunicarse al Laboratorio Nacional de Salud, Area de parasitologia,
al teléfono 66440599 ext. 213.

6.11 Malaria complicada, Malaria post-mortem o estudios especiales de Malaria

A. Método
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

B. Uso de la prueba

X Diagnéstico de malaria complicada
x Diagnéstico de malaria post-mortem
X Estudios especiales

C. Tipo de muestra

X Sangre Completa con anticoagulante EDTA (acido etilen-diamino-tetra-acético)
X Necropsia de 6rganos (higado, cerebro).
x Muestra en papel Filtro (Ver anexo 6 pagina 135).

D. Recipiente para el envio de muestras

x Sangre completa: Tubo recolector al vacio con anticoagulante EDTA (tap6én morado).

x Necropsia: Recipiente plastico estéril sin preservantes con tapadera de rosca. No utilizar
formalina.

E. Volumen necesario

X

Sangre completa: 2.5 ml para pacientes pediatricos y 5 ml para adultos.
Necropsia: 1 gramo.

X

F. Numero de muestras
Un tubo de sangre completa debe mantener la relacion de anticoagulante anteriormente descrito.
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G. Material necesario

X

X

X T

M.

Sangre completa: Ver Anexo 1, seccion 1.1, pagina 91
Necropsia: segun procedimiento médico forense

Técnica
Sangre completa: Ver Anexo 1, seccion 2 y 3.1, pagina 92
Necropsia: segln procedimiento médico forense.

Instrucciones al paciente

No estar auto-medicado con antipaltdico, sin haber sido confirmado el diagnostico.

Si viajo al extranjero o areas endémicas del pais indicar cuando, dénde y por cuanto tiempo estuvo
fuera.

En caso de un paciente fallecido es necesario el acceso total al historial clinico.

Instrucciones al personal de toma de muestra

Mantener las condiciones de bioseguridad en la toma de muestra.

Si se obtiene un resultado negativo pero se tiene alta sospecha, se debe tomar muestras
consecutivas a intervalos de 6 a 12 horas hasta que se establezca o descarte el diagndstico.

Para las muestras de Necropsia se puede solicitar buffer para conservacion del ADN.

Conservacion

Sangre Completa: Luego de sacar la sangre (Anexo 1, Pagina 88), homogenizar bien la muestra,
teniendo cuidado de no hemolisarla, luego refrigerarla entre 2 a 8°C. NUNCA CONGELE.
Necropsia: Refrigerar entre 2 a 8°C.

Condiciones de transporte (Medio y Temperatura):

Ambas muestras deben estar en cadena en frio, colocarlas en una hielera, la cual contiene
baterias congeladas.

Se puede solicitar buffer para conservacién de ADN.

Tiempo de transporte

Ambas muestras debe ingresar al laboratorio antes de 24 horas después de haber sido tomada

Observaciones

Se debe tener un cuidado especial para la identificacion de la muestra, siendo necesario cumplir
con este requisito antes de tomar una nueva muestra.

Cualquier duda, consulta o comentario, comunicarse al Laboratorio Nacional de Salud Area de
Parasitologia al teléfono66440599 Ext. 213.

6.12 Leishmaniasis cutanea

A. Método
Microscopia con tincion de Giemsa.

B. Uso de la prueba
Confirmacioén de casos de leishmanisis cutanea.

C. Tipo de muestra
Raspado del borde de la lesién (Linfa).




Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social
Direccion General de Regulacion Vigilancia y Control de la Salud
i&BORATORIO NACIONAL DE SALUD

D. Recipiente para el envio de muestras
Frote de la lesién sobre portaobjetos debidamente embalados.

E. Volumen necesario
Extendido del tamafio aproximado de una moneda de 10 centavos

F. Niomero de muestras
4 extendidos distribuidos en 2 laminas portaobjetos (2 en cada lamina)

G. Material necesario

X Ficha epidemioldgica

x Lapiz graso

x Guantes desechables

X Alcohol

x Algodén

x Solucién salina

X Jabon quirdrgico

X Gasa estéril

X Laminas porta-objetos

X Lancetas u hojas de bisturi de punta roma
X Descarte de punzocortantes (descarte de lancetas/bisturi)
X Bolsa roja (descarte de guantes)

H. Técnica

X En uno de los extremos, rotular dos laminas portaobjetos, con el niUmero de registro y la fecha de
la toma de muestra.

X Escoger la lesion mas reciente es decir, la que tenga menor tiempo de evolucion y los bordes méas
indurados. De acuerdo con el caso, puede ser necesario tomar muestras de mas de una lesion.

x Idealmente debe estar libre de sobreinfeccién (tratamiento con antibidticos completo formulado por
el médico) antes de la toma de muestra.

x Retirar la costra de la superficie, si estuviera presente. Se recomienda aplicar agua o solucion
salina con la ayuda de una torunda de algodon, para ayudar a remover la costra. Fig. 8

Figura 8 Seleccion del borde més activo de la lesion.
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X Sobre la cara interna del borde de la Ulcera, realice un raspado con el borde romo de una lanceta
0 con una hoja de bisturi sin filo. Hagalo de manera tal que no sangre mucho, si esto sucede
limpie la sangre con una gasa estéril.

X El material asi obtenido (linfa) se extiende en forma suave sobre una lamina (en un portaobjetos
de preferencia nuevo, previamente limpio, desengrasado y debidamente rotulado) donde se deben
tomar 2 laminas y hacer dos extendidos en cada una (Fig. 9).

Figura 9 Extendido de la linfa sobre el porta objeto de forma circular.

X Deje secar las muestras a temperatura ambiente (no colocar sobre superficies calientes) y
protegerlos de polvo o insectos.

I. Instrucciones al paciente
No aplica

J. Instrucciones al personal de toma de muestra

x Limpiar la herida con agua y jab6n antes de la toma de muestra En caso de estar infectada se
debe completar un ciclo de tratamiento con antibidticos (formulado por el médico) previo a la toma
de la muestra.

x Para el diagnoéstico oportuno, revisar cudl laboratorio o centro de microscopia es el lugar mas
cercano para referir la muestra.
x Las laminas porta objetos deben de tener un tratamiento previo antes de ser utilizadas, el

tratamiento se realiza de la siguiente forma: lavar las ldminas con agua caliente y detergente,
luego se procede a quitar el exceso de detergente y se secan, luego se sumergen en alcohol
etilico para quitar los restos de grasa que pudieran quedar. Las ldminas ya limpias deben de
tomarse por los bordes nunca en el centro para evitar dejar grasa proveniente de los dedos.

K. Conservacion

Después de secarse la muestra, guardar en cajas portalaminas protegidas de la luz, polvo y humedad.
En caso de no poseer las cajas portalaminas, se deben envolver en una hoja de papel absorbente.
Colocar las laminas a 3 cm del borde (se colocan dos laminas, una a la par de la otra) y se dobla el
borde, cubriendo ambas laminas. Luego se colocan otras dos laminas sobre las dos anteriores y se
repite el procedimiento hasta formar un paquete. Por Ultimo se sella el pagquete con cinta adhesiva.

L. Condiciones de transporte (Medio y Temperatura)

X A temperatura ambiente.

X Se puede guardar en bolsas con bolsitas de desecante (silica gel) para evitar que se humedezca.
X Proteger las laminas para evitar que se quiebren.
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M. Tiempo de transporte

La muestra debe ingresar al Laboratorio Nacional de Salud o a un laboratorio de la Red Nacional de
Laboratorios antes de 48 horas de haber sido tomada. Revisar cual laboratorio o centro de microscopia
es el lugar mas cercano para realizar el diagndstico.

N. Observaciones

x El diagnostico por biologia molecular con la técnica de PCR (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa) se realizard s6lo en casos que no se ha logrado confirmar leishmaniasis por
microscopia y existe alta sospecha del evento.

X Si cuenta con los insumos necesarios (metanol, Giemsa y buffer de fosfatos); puede tefir las
muestras como si fueran gota gruesa, y enviarlas al laboratorio mas cercano que realiza el
diagndstico. Si no hay laboratorio a nivel local, referir al Laboratorio Nacional de Salud.

X Cualquier duda o comentario comunicarse al Laboratorio Nacional de Salud, Area de parasitologia,
al teléfono 66440499 ext. 213.

6.13 Leishmaniasis Visceral

A. Método
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

B. Uso de la prueba
Confirmacioén de casos de Leishmaniasis visceral

C. Tipo de muestra

x Medula Osea

x Sangre Completa con anticoagulante (EDTA)
x Biopsias

x Aspirados de Bazo

D. Recipiente para el envio de muestras

X Sangre completa y Médula 6sea: Tubo recolector con anticoagulante EDTA de tap6n Morado.

X Biopsias y aspirados: Recipiente plastico estéril sin preservantes y tapadera de rosca. Se le
puede agregar solucion buffer para conservar ADN.

E. Volumen necesario

X Sangre completa: 2.5 ml para pacientes pediatricos y 5 ml para adultos
x Médula ésea y aspirados: 2 ml
x Biopsias: Aproximadamente 1 gramo

F. Nimero de muestras
Una sola muestra. En casos de un tubo de sangre completa, debe mantener la relacién de sangre /
anticoagulante.

G. Material necesario

X Sangre completa: Ver Anexo 1, seccion 1.1, Pagina 91.

X Médula ésea, aspirados y biopsias: Ficha epidemioldgica.

H. Técnica

x Sangre Completa: Ver Anexo 1, Secciones 2 y 3.1, pagina 92.

X Medula ésea, aspirados y biopsias: Procedimiento exclusivo para Hospitales, donde el médico

es sea el responsable de la toma de muestra. NO SE DEBE DE HACER EN OTRA AREA QUE
NO SE HOSPITALARIA.
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I. Instrucciones al paciente
No aplica.

J. Instrucciones al personal de toma de muestra

Los signos y sintomas que caracterizan esta enfermedad son: fiebre, hepatoesplenomegalia,
linfadenopatia, anemia, leucopenia, trombocitopenia, emaciacion y debilidad progresivas. Si no se trata
la afeccién clinica, suele causar la muerte. La fiebre tiene un comienzo gradual o repentino, es
persistente e irregular, a menudo con dos picos febriles al dia, que se alternan con periodos de apirexia y
febricula.

K. Conservacion
Para todas las muestras conservar entre 2 y 8°C. Para los casos de médula 6ésea o sangre completa,
homogenizar bien la muestra, teniendo cuidado de no hemolizarla, para luego refrigerarla.

L. Condiciones de transporte (Medio y Temperatura)

X En cadena en frio entre 2 y 8°C.
X Se puede solicitar buffer para conservacion de ADN. de aspirados o biopsias

M. Tiempo de transporte
La muestra debe ingresar al Laboratorio Nacional de Salud antes de 24 horas de haber sido tomada.

pd

. Observaciones
Coordinar previamente con el Laboratorio Nacional de Salud.
Cualquier duda o comentario comunicarse al Laboratorio Nacional de Salud, Area de
Parasitologia, al teléfono 66440499 ext. 213.

X

X

6.14 Chagas
. Método

Microscopia con tincion de Giemsa (fase aguda)

Microscopia directa (fase aguda)

Inmunodiagndstico: ELISA Crudo y Recombinante (fase crénica, verificacion de curacién, tamizaje
en embarazadas y encuestas seroldgicas)

X X X >

. Uso de la prueba
Confirmacion de Enfermedad de Chagas en la fase aguda
Confirmacion de Enfermedad de Chagas en la fase crénica
Verificacion de curacion
Estudios especializados, encuestas Seroldgicas en grupos de poblacion para establecer la
seroprevalencia
X Tamizaje en embarazadas

X X X X W

C. Tipo de muestra
X Sangre completa (durante la fase aguda)

X Sangre capilar en portaobjetos (fase aguda)

X Suero (fase cronica o verificacion de curacion)

X Sangre capilar en papel filtro (encuesta serologica)

D. Recipiente para el envio de muestras

x Sangre completa: Tubo estéril con aditivo (EDTA tripotasico)

x Sangre capilar en portaobjetos: LaAmina portaobjetos previamente desengrasada
x Suero: Tubo estéril sin aditivo
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Sangre capilar en papel filtro: Papel Filtro Whatman No. 1 con area demarcada con lapiz grafito
(cuadrado de 15 X 15 mm) para llenar con sangre capilar

E. Volumen necesario

X

X

Sangre completa: 2.5 ml para pacientes pediatricos y 5 ml para adultos.

Sangre capilar en portaobjetos: 2 gotas de sangre capilar que serviran para Frotis y otra para
Gota Gruesa, distribuidas en 1 lamina portaobjetos siguiendo cualquiera de los patrones
mostrados para malaria (Fig. 1).

Suero: 1.5 ml.

Sangre capilar: Llenado del cuadro 15 x 15 mm por completo (100 a 120 uL de sangre capilar).

F. NUimero de muestras

X

X

X

Sangre y suero: Un tubo contenedor con el volumen necesario
Sangre capilar en portaobjetos: 1 sola lamina con ambos extendidos ya secos
Sangre en papel filtro: 1 papel filtro con la muestra seca

G. Material necesario

X Sangre y suero: Ver Anexo 1, secciones 1.1y 1.3, pagina 91.

X Sangre capilar:

X Ficha creada para la encuesta serolégica o Ficha epidemioldgica. (Ver Anexo 5, pagina 116).

X Lancetas

X Alcohol etilico al 70% (para desinfectar)

X Algoddén o gasa (Para limpiar el &rea)

x Papel Filtro Whatman No. 1 con area demarcada con lapiz grafito (cuadrado de 15 X 15 mm) para
llenar con sangre capilar o lAmina portaobjetos previamente desengrasada.

X Guantes

X Bata

X Lapiz (Para rotular)

X Bolsa Plastica

H. Técnica

X

Realizar toma de muestra siguiendo las normas de Bioseguridad indicadas en seccién 4 de este
manual, Pagina 6.

Sangre y Suero: Ver anexo 1, Seccién 2 y 3, pagina 92.

Sangre capilar en portaobjetos: Seguir indicaciones de técnica del evento de fi Ma | aVYer
seccién 6.10 inciso H, Pagina 30).

Sangre en papel filtro

Anotar en la ficha epidemiolégica o la ficha creada para la encuesta serolégica los datos
solicitados.

Anotar en cada papel filtro el c4digo que corresponda.

Limpiar con alcohol el dedo pulgar de la mano izquierda.

Pinchar con la lanceta y llenar con sangre el cuadro marcado en el papel filtro, dejando que se
rebase las lineas.

Dejar secar las muestras.

Colocar las muestras totalmente secas en una bolsa plastica con la hoja de datos correspondiente,
y cerrar la bolsa.

Instrucciones al paciente

En caso de pruebas ELISA, es preferible estar en ayunas

J.

Instrucciones al personal de toma de muestra

ao




X X X X

K. Conservacion

X

X Sangre capilar en portaobjetos: Seguir indicaciones de i ¢ o n sciérmod a | evento de
(Ver seccion 6.10 inciso K, Pagina 31).

L. Condiciones de transporte (Medio y Temperatura):

X Sangre completa y suero: Para todos los casos deben de mantenerse entre 2 y 8 °C (Ver anexo
1, Pagina 88).

X Sangre capilar en portaobjetos: Seguir indicaciones de ACondici @
de @ Ma Veasgeccian6.1Q inciso L, Pagina 31).

X Sangre capilar en papel filtro: Las muestras en papel filtro deben empacarse individualmente en
bolsas plasticas pequefas y trasladarse en un sobre manila que contenga sobres de silica gel
para protegerlas de la humedad. Conservar entre 2 y 8°C.

M. Tiempo de transporte

X Sangre completa: se transporta entre 2 y 8°C y debe ingresar al laboratorio donde se procesara
antes de 48 horas de haber sido tomada la muestra.

X Sangre capilar en portaobjetos: Seguir indicaciones de ATi empo

X 2
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Verificar el tipo de muestra que debe tomarse segun la fase de la enfermedad o actividad de
monitoreo

Anotar en la ficha epidemiolégica si:

El paciente refiere signos o sintomas (fiebre persistente, signo de Romafia) o refiera haber sido
picado por una chinche recientemente (menos de 3 meses) ya que se trata de un diagnéstico en la
fase aguda (tomar muestra de sangre completa o sangre capilar en lamina).

El paciente esta en verificacion de curacion

Es una embarazada

Es un donador de sangre u 6rganos reactivo para una prueba de Chagas

Si se trata de una encuesta seroldgica coordinar con el Laboratorio Nacional y el Area de Salud
correspondiente

Sangre completa, suero o sangre capilar en papel filtro: mantener en refrigeraciéon (2 a 8°C)
hasta el momento de realizar las pruebas.

i Ma | aVerisacdion 6.10, inciso M, Pagina 31).

Suero: debe de transportarse entre 2 y 8°C e ingresar al laboratorio donde se procesard en menos
de 4 dias de haber sido tomada la muestra. Si no se puede enviar, congelar a -20°C hasta su
envio.

Sangre capilar en papel filtro debe transportarse entre 2 y 8°C lo méas pronto posible al
laboratorio donde sera procesada. Se deben proteger del calor, humedad, insectos o cualquier
otro factor que las pueda deteriorar.

Observaciones

Se debe tener un cuidado especial para la identificacion de la muestra.

Los datos que van en la Ficha creada para la encuesta seroldgica, deben de coincidir con los
datos que aparecen en la muestra.

Anotar en la ficha epidemioldgica si:

El paciente refiere signos o sintomas (fiebre persistente, Signo de Romafia) o refiera haber sido
picado por una chinche recientemente (menos de 3 meses) ya que se trata de un diagnostico en la
fase aguda (tomar muestra de sangre completa o sangre capilar en lamina).

El paciente esta en verificacion de curacion

Es una embarazada

Es un donador de sangre u érganos reactivo para una prueba de Chagas

nes
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X Verificar que el papel filtro este completamente seco antes de almacenarlo, ya que puede haber
crecimiento de hongos debido a la humedad de la muestra.
X Cualquier duda o comentario comunicarse al Laboratorio Nacional de Salud, Area de parasitologia,

al teléfono 66440499 ext. 213.

6.15 Paralisis Flaccida Aguda (Poliomielitis)

A. Método
Cultivo y Aislamiento viral: la muestra debe ser enviada al LNS, el cual lo enviara al laboratorio de
CDC de Atlanta, para su procesamiento.

(o9)

. Uso de la prueba:
Diagnéstico y Confirmacién de casos de poliomielitis y sus serotipos
Aislamiento viral de otros enterovirus

X X

C. Tipo de muestra
Heces frescas: 5-20 gr de materia fecal, equivalente a la Ultima falange del dedo pulgar de un adulto.

En caso de paciente fallecido:

X Heces: la muestra de heces se obtiene por aspirado rectal del contenido intestinal o de las heces
ya formadas y se colocan en recipiente de boca ancha estéril.
X Se puede tomar una de las siguientes muestras de tejidos: médula espinal, sustancia gris,

bulbo raquideo, protuberancia anular, cerebro, un segmento del nervio de la extremidad afectada y
adicionalmente un segmento de intestino delgado. Para el caso de las biopsias no enviar en
formol u otro preservante, Unicamente en solucion salina estéril (enviarlas una en cada frasco

Estéril).

D. Recipiente para el envio de muestras

X Heces frescas: Recipiente de plastico con tapa de rosca, de boca ancha, de preferencia estéril,
transparente y con espacio para la identificacion de la muestra.

X Contenido intestinal o muestras de tejido de fallecidos: El tejido en solucion salina estéril, en
recipientes estériles individuales, de tapa hermética o resistente a derrames. Las heces deben ser
colocadas en frasco de boca ancha con tapa de rosca, limpio y seco debidamente rotulado.

E. Volumen necesario

X Heces frescas: 5-20 gr de materia fecal.

X Muestra de paciente fallecido: a criterio de quien realice la necropsia.

F. Niomero de muestras

Pacientes vivos: Una muestra

X Pacientes fallecidos: Una muestra de heces o una muestra de los siguientes tejidos: bulbo
raquideo, sustancia gris, médula espinal, protuberancia anular, cerebro, segmento del nervio de la
extremidad afectada, segmento de intestino delgado. Nota: Para la manipulacion de los pacientes
fallecidos sospechosos de poliovirus, no utilizar los mismos guantes y equipo para la obtencion y
manejo de muestras.

X

G. Material necesario

X Ficha epidemiol4gica

X Marcador indeleble

X Guantes desechables

X Recipiente de plastico con tapa de rosca de boca ancha
X Bata

X Bolsas para desechos bioinfecciosos (roja)
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H. Técnica
X Llenar ficha epidemioldgica completa, detallar si el paciente esta vacunado.
X Dar instrucciones al paciente para la toma de muestra.
X
X

Identificar el recipiente con el nimero de registro y la fecha de toma de muestra.
En caso de pacientes fallecidos, tomar la(s) muestra(s) segun el procedimiento médico forense.

I. Instrucciones al paciente

Muestra de heces frescas en adultos

X Obtener la muestra fresca por eliminacion espontanea o realizar tacto rectal para estimular la
evacuacion.

X La cantidad minima requerida es 5 gramos.

X Entregar la muestra al personal de salud antes de 2 horas de obtenida la muestra.

Recoleccidon de muestra de deposicidon de paal

X Ver Figura 1 de Seccibon 6.1A Rot avi r us 0.

X Se debe obtener la muestra recién emitida.

X Si el paciente cursa con diarrea, usar pafial descartable al revés para que la muestra no se
absorba.

X Sacar con una espatula o baja lenguas de madera la deposicién mas superficial y abundante que

contenga el pafial y depositarla en frasco plastico, estéril de boca ancha con tapa de rosca, 1/3 de
la espatula sera suficiente.

X Tapar el recipiente y entregar la muestra al personal de salud antes de 2 horas de obtenida la
muestra.
J. Instrucciones al personal de salud en latoma de muestra

X

Tomar muestra en los primeros 14 dias de iniciados los sintomas de Paralisis flacida. (Una sola
muestra).

Debe de llenarse la ficha epidemiol6gica completa, detallar si el paciente est4 vacunado.

Identificar adecuadamente el recipiente, con nombre, procedencia, edad del paciente.

No agregar ningun tipo de solucién a la muestra.

Para la manipulacién de los pacientes fallecidos sospechosos de Poliovirus, no utilizar los mismos
guantes y equipo para la obtencién y manejo de muestras.

X Enviar la muestra al Laboratorio Nacional de Salud, conservando la cadena de frio y antes de 48
horas de obtenida la muestra.

X X X X

K. Conservacion:
Heces frescas y muestras de fallecidos (tejido y heces): en refrigeracion (2 a 8° C).

L. Condiciones de transporte
Heces frescas y muestras de fallecidos (tejido y heces): en refrigeracion (2 a 8° C).

M. Tiempo de transporte
Heces frescas y muestras de fallecidos (tejido y heces): antes de 48 horas.

N. Observaciones

X Las muestras de suero solamente se utilizan para estudios de respuesta a vacunas, el suero no es
una muestra de eleccion para diagndstico de Poliomielitis.

X Para enviar muestra para Poliomielitis no necesita medio de transporte, son solamente heces
frescas.

X Cual qui er duda o comentario, comunicarse al

teléfono 66440599 ext. 214.

Laba

r

at
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6.16 Meningitis Tuberculosa (por Cultivo de M. tuberculosis)

A. Método
Cultivo en medio sélido a base de huevo (Lowenstein Jensen)

B. Uso de la prueba
Confirmaciéon de casos de Meningitis Tuberculosa por medio del aislamiento de Mycobacterium
tuberculosis de muestras de LCR.

C. Instrucciones al paciente
No aplica

D. Instrucciones al personal de toma de muestra

X Preferiblemente tomar muestras al inicio de la terapia antimicrobiana.

X Tomar la muestra del paciente (de preferencia 5 ml) y alicuotarla en tres tubos (aproximadamente
1.5 ml en cada uno). Dos tubos de muestra se refieren al Laboratorio clinico del Hospital (pruebas
bioguimicas y citolégico y un tubo con muestra se refiere al el Laboratorio Nacional de Salud o el
laboratorio regional de referencia para cultivo. ( Ver anexo 3, Pagina 99 de Laboratorios que
realizan cultivo de Micobacterias )

E. Tipo de muestra
Liquido Cefalorraquideo

F. Tipo de Contenedor
Frasco o tubo de vidrio o plastico con tapa de rosca, estéril con una capacidad acorde al volumen de

muestra obtenida.

G. Volumen necesario
Aproximadamente 5 ml distribuido en los tres tubos (1.5 mL en cada uno), o la que el médico crea

conveniente tomando en cuenta que para andlisis de Micobacterias, en cuanto mayor es la cantidad de
muestra procesada, mayor es la posibilidad de hallazgo de bacilos.

H. Nimero de muestras
Una muestra por paciente.

l. Material necesario

X Ficha epidemiologica y boleta de solicitud de cultivo (anexo 5, Solicitud de cultivo/prueba de
sensibilidad de Micobacteria pégina 131)

Lapiz

Recipiente para recolectar la muestra

Guantes desechables

Jabon quirdrgico

Hielera

Baterias de hielo

Material para embalaje (afiadir todo aquel material necesario para la desinfeccion).

X X X X X X X

. Técnica
Llenar ficha epidemioldgica completa para estudio de Tuberculosis.
Identificar tubos o frasco con nombre del paciente y servicio.
Extraer muestra mediante Puncién Lumbar: Este método debe ser realizado por personal médico
entrenado.
X Extraer la muestras de liquido cefalorraquideo y distribuirlo con sumo cuidado en los TRES (3)
TUBOS (aproximadamente 1.5 mL cada uno), referir dos tubos de muestra al Laboratorio del

X X X &
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Hospital y uno al Laboratorio Nacional de Salud o el laboratorio regional de referencia para cultivo
de micobacterias. (Ver anexo 4, pagina 100)

K. Conservacidn
Temperatura de 2 a 8°C (Refrigeracion)

L. Condiciones de transporte (Medio y Temperatura)
Las muestras deben enviarse en cadena de frio (Hielera con baterias)

M. Tiempo de transporte
La muestra no debe exceder de 12 hrs. desde la toma de la misma hasta su ingreso al LNS o a su
laboratorio regional de referencia para cultivos.

N. Observaciones
El transporte y traslado eficiente de muestras para el diagnostico de tuberculosis, pruebas

especiales y seguimiento de control de tratamiento requiere una buena coordinacion entre
remitente y el destinatario. Las fichas de Solicitud de Cultivo y Prueba de Sensibilidad deben venir
en un sobre o folder fuera de la hielera que contiene las muestras.

X

X

Cualquier duda comunicarse con el encargado del Area de Micobacteriologia al 6644-0599 ext
213.
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6.19 Rabia Humanay Animal

. Método
Inmunofluorescencia Directa
Prueba bioldgica

x >

X

B. Uso de la prueba
Confirmacion de casos sospechosos a Rabia en humanos, especies de animales domésticos y silvestres

C. Tipo de muestra

X Humanos: Paciente fallecido sospechoso a rabia deberd tomarse el tejido cerebral completo
(cerebro, cerebelo y tallo encefalico).

X Animales: Debera tomarse el tejido cerebral completo (cerebro, cerebelo y tallo encefélico).
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D. Recipiente para el envio de muestras

Hielera o contenedor plastico identificado con el rotulo de: i PEL | GRO, MATERI AL SOSP
RABIAQ Enviar muestra en buenas condiciones y en doble bolsa plastica. NO COLOCAR HIELO
DENTRO DE LA BOLSA DONDE ESTA LA MUESTRA.

E. Volumen necesario
x Humanos: Cerebro, cerebelo y tallo encefélico completo.
X Animales domésticos y silvestres: Cerebro, cerebelo y tallo encefalico completo.

F. Nimero de muestras
Una sola muestra.

NOTA para material necesario y técnica de toma de muestra en humanos:
Sera segun protocolo de necropsia del hospital que refiere.

G. Material necesario en animales

x Ficha epidemioldgica

X Mesa para colocar cadaver

x Hielera

X Baterias de hielo

X Bolsas plasticas

x Cuchillo de acero inoxidable bien afilado
x Hachuela o hacha

X Arco y sierra

X Bata de manga larga

X Mascarilla

x Mandil o gabacha de hule o plastico
X Careta de plastico o lentes protectores

X Pinzas dientes de raton

x Martillo de bola

X Tijeras rectas

x Cincel

x Lima o piedra para afilar cuchillo

x Desinfectante (Yodo o cloro comercial)

X Jabon

x Bolsas plasticas para eliminar el cadaver

x Guantes descartables

X Guantes corrugados

X Cepillo de plastico para limpieza de instrumental

. Técnica en animales
Llenar ficha epidemioldgica para caso sospechoso de RABIA.

H

X

X Localizar la articulacién occipitoatloidea (nuca).

x Cortar la piel y muasculo.

X Separar la cabeza del cuerpo cortando el resto de tejidos blandos.

X Quitar el tejido muscular que puede dificultar el paso del cuchillo, al efectuar los cortes de los
huesos craneales para dejar libre el paso al de la articulacién.

X Colocar la muestra en doble bolsa plastica, sellar bolsa, colocar baterias de hielo dentro de una
hielera y colocar la bolsa de muestra dentro de ella. NO COLOCAR HIELO DENTRO DE LA
BOLSA DONDE ESTA LA MUESTRA.

Sellar la hielera y colocarrotuloAi PELI GRO, MATERI AL SOSPECHOSO DE
Después de la decapitacion, colocar cadaver en doble bolsa e incinerar.

ECH

RABI
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I. Instrucciones al paciente

No aplica.

J. Instrucciones al personal de toma de muestra

X El personal que toma la muestra debe estar inmunizado contra la Rabia (las inmunizaciones del
personal deben estar documentadas).

X Al momento de toma de muestra seguir las normas de bioseguridad detalladas en Seccién 4,
Inciso 4.3.7, Pagina 7 (Principios de bioseguridad en la toma, manejo y transporte de muestras)

X Asegurarse de evitar derrames y salpicaduras para prevenir contaminacion del ambiente y el
personal.

X Todo animal sospechoso de padecer rabia, debe ser capturado y mantenerlo en observacion

durante 10 dias o mas si es posible, dejando que la enfermedad evolucione hasta la terminacion
fatal; posteriormente se toma la muestra.

K. Conservacion
La muestra debe ser enviada al LNS urgentemente antes de 24 horas y en cadena de frio (2 a 8°C) (NO
UTILIZAR FORMALINA NI OTRO PRESERVANTE).

L. Condiciones de transporte (Medio y Temperatura)

Colocar la muestra en doble bolsa plastica, sellar bolsa, colocar baterias de hielo dentro de una hielera y
colocar la bolsa de muestra dentro de ella NO COLOCAR HIELO DENTRO DE LA BOLSA DONDE
ESTA LA MUESTRA. Enviar muestras con ficha epidemiolégica. Asegurarse de anotar datos de:
Destinatario, Remitente, Niumero de teléfono y fax del remitente, Departamento, Municipio de donde se
tomo la muestra y direccion del agredido.

M. Tiempo de transporte
La muestra debe ser ingresada al Laboratorio Nacional de Salud antes de 24 horas de haber sido
tomada ya que después de este tiempo puede haber contaminacion bacteriana.

N. Observaciones
X Descarte de cadaveres: Después de la decapitacion colocar el cadaver en doble bolsa e

incinerar. Las personas que deben descartar el cadaver deben estar inmunizadas contra la rabia
y capacitadas para toma, embalaje y envio de muestra sospechosa de rabia.

X El sacrificio prematuro de los animales disminuye la precision del diagnéstico de laboratorio, ya
que los corpusculos de Negri se desarrollan en el tejido cerebral en relacion directa con la
duracion del proceso clinico de la Rabia, si las condiciones obligan a sacrificar al animal se matara
pero sin dafar el tejido cerebral.

X No se recomienda el empleo de venenos porque pueden causar dificultades en las pruebas
biolégicas (Inoculacién en ratones).

X No enviar muestras en mal estado (putrefaccion o pasadas de 24 horas).

X Enviar tejido cerebral de preferencia o cabezas de caninos, felinos y otras especies menores.

X En caso de especies mayores enviar tejido cerebral completo (cerebro, cerebelo y tallo encefalico)
x En caso de dudas o comentarios comunicarse al Laboratorio Nacional de Salud, Seccién de

Zoonosis al teléfono 66440599 Ext. 226.
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6.20 Leptospirosis

A. Método

x Diagnostico microbiolégico

x PCR convencional (1 a 5 dias de iniciados los sintomas).

X Diagnostico Seroldgico (6 dias o mas de iniciados los sintomas).
X IHA- Hemaglutinacion.

X ELISA- Ensayo Inmunoenzimatico.

X MAT- Prueba de Microaglutinacién (indica serovariedad infectiva).

B. Uso de la prueba
Diagnéstico y confirmacion de casos de Leptospirosis humana.

C. Tipo de muestra
X Suero y plasma: (Muestra recomendada para el diagnéstico inicial).
X Orina: (Muestras para pruebas complementarias).

D. Recipiente para el envio de muestras
X Suero y plasma: Suero: Tubo limpio y estéril, crioviales o microtubos de plastico con rosca.
x Orina: Frasco estéril oscuro.

E. Volumen necesario
X 1 ml de suero o plasma.
X 50 ml de orina.

F. Nimero de muestras

Diagnéstico microbioldgico:
X Suero y plasma: 1 muestra en los primeros dias de sintomas (1 a 5 dias).
X Orina: 1 muestra si el paciente se encuentra en la segunda semana de inicio de sintomas.

Diagnostico serolégico:
x Suero: 2 muestras, la lera. muestra de suero al inicio de los sintomas (6 dias en adelante) y la
segunda muestra de suero a los 7-10 dias de tomada la primera muestra.

G. Material necesario
Suero y plasma: Ver Anexo 1, seccion 1.2 y 1.3, pagina 91.

Orina:

Ficha epidemiolégica

Frasco plastico estéril con tapa de rosca
Marcador indeleble

Guantes desechables

Bata de manga larga

Bolsa para desechos bioinfecciosos
Hielera

Gradilla

Ice packs o baterias de hielo

X X X X X X X X X
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H. Técnica

x Sangre y plasma: Ver Anexo 1, seccion 2 y 3.2, pagina 92.

X Orina: Las muestras de orina se debe recolectar al vuelo y enviar en recipientes estériles de boca
ancha y tapa de rosca, bien cerrados.

I Instrucciones al paciente
Suero y plasma: Ayuno de 7 horas previo a la toma de muestra.
Orina: antes de la toma de muestra, se le indica al paciente que debe tomar 3 vasos de agua al
dia que contengan 0.5 gr. de bicarbonato cada vaso.

J. Instrucciones al personal de toma de muestra
X Suero y plasma: Ver Anexo 1, pagina 88
X Orina: Se deben recolectar 50 ml de orina en frasco estéril oscuro. Se recomienda tomar la

muestra en la segunda semana de la enfermedad (8 y 9 dia) y hasta los tres meses de iniciado el
proceso.

K. Conservacion
Todas las muestras (suero, plasma y orina) deben conservarse a temperatura de 2 a 8°C.

L. Condiciones de transporte (Medio y Temperatura)

X Se debe mantener la cadena de frio (2 a 8°C) durante todo el transporte y envio de las muestras.

X Es de suma importancia que todo el personal que participara en el proceso de trasporte y envio
conozca las medidas de bioseguridad necesarias para transportar material bioinfeccioso. (Ver
Seccion 4, PRINCIPIOS DE BIOSEGURIDAD EN LA TOMA, MANEJO Y TRANSPORTE DE
MUESTRAS, Pagina 6).

M. Tiempo de transporte
Las muestras deben ser referidas al Laboratorio Nacional de Salud lo mas pronto posible (24-48 hrs.).

N. Observaciones

X No referir muestras hemolisadas ni lipémicas.
X La muestra debe ser tomada antes del inicio del tratamiento Antibidtico.
X Durante la primera fase de la enfermedad (Fase Leptospirémica), la espiroqueta se puede aislar

por medio de cultivo de sangre y liquido cefalorraquideo; durante este periodo no hay anticuerpos
circulantes detectables por las pruebas seroldgicas de rutina, sin embargo, se pueden utilizar
técnicas moleculares, las cuales se realizan hasta el quinto dia de iniciados los sintomas. La
técnica molecular que se realiza en el Laboratorio Nacional de Salud es la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) para detectar material genético de Leptospira.

X La observacion de espiroquetas en campo obscuro de muestras de sangre, orina y liquido
cefalorraquideo NO ES UN DIAGNOSTICO CONCLUSIVO.
X En la 2da semana de iniciados los sintomas (fase leptospiririca) se pueden detectar los

anticuerpos especificos anti-leptospira en el suero del caso sospechoso, o recomendable es la
obtencién de una muestra de suero, para realizarle pruebas que detecten anticuerpos contra
Leptospira. Entre el 8° y 10° dia después de la infeccidn, siempre y cuando el paciente no haya
recibido tratamiento antibiético. En estos casos las pruebas a realizar en el Laboratorio Nacional
de Salud son: ELISA IgM, IHA, MAT.

X Cualquier duda o comentario comuniquese al Laboratorio Nacional de Salud, Encargado del
diagnéstico de Leptospirosis al teléfono 66440599 Ext. 213.
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6.21 Encefalitis y Virus del Nilo Occidental

A. Método

X Serologia (Determinacién de anticuerpos IgM T 1gG). Encefalitis Equina venezolana, Encefalitis
equina del Este, Encefalitis Equina del Oeste y Encefalitis por el Virus del Nilo Occidental.

X Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). Encefalitis Equina venezolana, Encefalitis equina

del Este, Encefalitis Equina del Oeste

B. Uso de la prueba
Confirmacion de casos sospechosos de Encefalitis Equina venezolana, Encefalitis equina del Este,
Encefalitis Equina del Oeste y Encefalitis por el Virus del Nilo Occidental.

C. Tipo de muestra

X Sangre (suero o plasma) y Liquido cefalorraquideo.

X Muestras en fallecidos: Dos muestras de los siguientes tejidos: Corteza cerebral, Tallo cerebral y
Cerebro medio; en solucion salina estéril para su preservacion.

D. Recipiente para el envio de muestras

X Suero o plasmay liquido cefalorraquideo: Tuvo estéril o vacutainer.

X Muestras de fallecidos: Frasco estéril de boca ancha y cierre hermético. El frasco debe contener
solucién salina estéril.

E. Volumen necesario

Suero o plasma:

X Adultos: el volumen de suero o plasma que se obtengade 57 10 ml de sangre

X Nifios mayores de 2 afos: el volumen de suero o plasma que se obtenga de 37 5 ml de sangre

X Lactantes y nifios menores de 2 afios: el volumen de suero o plasma que se obtenga de 1 ml de
sangre

Ligquido cefalorraquideo:
x Nifios menores de 2 afios y lactantes: lo minimo 1 ml
x Adultos hasta 5 ml

Muestras en fallecidos: 1 a 5 gramos de tejido

F. Niomero de muestras

X Suero o plasma. Dos muestras de la siguiente manera: tomar una muestra en el primer contacto
con el paciente y una segunda muestra de 2 a 3 semanas de inicio de la enfermedad ya que el
incremento de anticuerpos de 4 veces 0 mas en el suero o plasma del paciente confirma infeccion

reciente.
x Liquido cefalorraquideo: Una sola muestra
x Muestra de casos fallecidos: dos muestras de los tejidos de corteza cerebral, tallo cerebral y

cerebro medio.

G. Material necesario

X Suero o plasma. Ver Anexo 1, secciones 1.2 y 1.3, pagina 91.

X Liquido cefalorraquideo: Ficha epidemiolégica y materiales segin procedimientos de hospital
que refiere.

X Muestra de casos fallecidos: Ficha epidemioldégica y materiales segun procedimientos de

Necropsia del hospital que refiere.

I

. Técnica
Suero o plasma. Ver Anexo 1, secciones 2 y 3.2, pagina 92.
Liguido cefalorraquideo: segun procedimientos de hospital que refiere.

X X
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X Muestra de casos fallecidos: segun procedimientos de necropsia del hospital que refiere.

I. Instrucciones al paciente
No aplica.

J. Instrucciones al personal de toma de muestra
Revisar seccién 4, Pagina 6 (Principios de Bioseguridad en la toma, manejo y transporte de muestras).

K. Conservacion
Refrigerar las muestras a temperatura entre 2 y 8°C.

L. Condiciones de transporte (Medio y Temperatura)
Las muestras deben de transportarse en cadena de frio, para conservar las caracteristicas de la muestra
(2 a 8°C).

M. Tiempo de transporte
Las muestras deben ser ingresadas al Laboratorio Nacional de Salud antes de 48 horas de haber sido
tomada.

N. Observaciones )
Cualquier duda o comentario comunicarse al Laboratorio Nacional de Salud, Area de Virologia, al
teléfono 66440599 ext. 214

6.22 Brucelosis humana
A. Método
Diagnéstico seroldgico: Aglutinacion en placa utilizando antigeno rosa de bengala.

B. Uso de la prueba
Confirmacion de casos sospechosos de Brucelosis humana (Brucella abortus).

C. Tipo de muestra
Suero o Sangre completa sin preservantes.

D. Recipiente para el envio de muestras
Tubo estéril o vacutainer.

E. Volumen necesario
1 ml. de suero o 5 ml. de sangre completa.

F. Niumero de muestras
Una muestra.

G. Material necesario

X Ficha epidemiolégica de Casos de Brucelosis (Ver protocolo de vigilancia epidemiologica).
X Ver anexo 1, seccion 1.2., pagina 91.
H. Técnica

Ver anexo 1, secciones 2y 3.2., pagina 92.

I. Instrucciones al paciente
Suero y plasma: De preferencia ayuno de 7 horas previo a la toma de muestra.

J. Instrucciones al personal de toma de muestra

X Precauciones generales de bioseguridad ya que se desconoce el tipo de agente infeccioso que
esté presente.
x Observar que la muestra no tenga turbidez, hemodlisis o indicios de crecimiento bacteriano, ya que

puede interferir con la muestra.
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K. Conservacion
Refrigerar las muestras a temperatura entre 2°C y 8°C.

L. Condiciones de transporte (Medio y Temperatura)
Las muestras deben de transportarse en cadena de frio, para conservar las caracteristicas de la muestra
(2 a 8 grados centigrados).

M. Tiempo de transporte
Las muestras deben ser ingresadas al Laboratorio Nacional de Salud antes de 24 horas de haber sido
tomada.

N. Observaciones

x No congelar la muestra de sangre entera.

x Si es suero, si se puede congelar la muestra.

X No referir muestras hemolizadas, contaminadas con bacterias (suero con turbidez), ni lipémicas.
X

Cualquier duda o comentario comunicarse al Laboratorio Nacional de Salud, Seccién de Zoonosis,
al teléfono 66440599 ext. 226

6.23 Anemia Infecciosa Equina
A. Método
Diagnéstico seroldgico: Técnica de Inmunodifusion Gel Agar.

B. Uso de la prueba
Confirmacion de casos sospechosos de Anemia Infecciosa Equina.

C. Tipo de muestra
Suero o Sangre completa sin preservantes.

D. Recipiente para el envio de muestras
Tubo estéril o vacutainer.

E. Volumen necesario
1 ml. de suero o 5 ml. de sangre completa.

F. Niumero de muestras
Una muestra.

G. Material necesario
Ficha epidemiol6gica de Casos de Anemia Infecciosa Equina.

H. Técnica
Ver anexo 1, secciones 2 y 3.2., pagina 92.

I. Instrucciones al paciente (Muestra de Animal)
No Aplica

J. Instrucciones al personal de toma de muestra
Precauciones generales de bioseguridad ya que se desconoce el tipo de agente infeccioso que esté
presente.

K. Conservacion
Refrigerar las muestras a temperatura entre 2°C y 8°C.

L. Condiciones de transporte (Medio y Temperatura)
Las muestras deben de transportarse en cadena de frio, para conservar las caracteristicas de la muestra
(2 a 8 grados centigrados).
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M. Tiempo de transporte
Las muestras deben ser ingresadas al Laboratorio Nacional de Salud antes de 24 horas de haber sido
tomada.

N. Observaciones

x No congelar la muestra de sangre entera.

X Si es suero, si se puede congelar la muestra.

x No referir muestras hemolizadas, contaminadas con bacterias (suero con turbidez), ni lipémicas.
X

Cualquier duda o comentario comunicarse al Laboratorio Nacional de Salud, Area de Virologia, al
teléfono 66440599 ext. 214

6.24 Confirmacién de Infeccién por VIH

A. Método
Ensayos inmunenziméticos (EIA).

B. Uso de la prueba
Confirmacion de casos de infeccion por VIH.

C. Tipo de muestra
Sangre completa con o sin anticoagulante, suero o plasma.

D. Recipiente para el envio de muestras

Tubo limpio y de preferencia estéril y/o criovial o eppendorf de polipropileno estéril. (Ver anexo 1, inciso
3. PROCEDIMIENTO PARA PREPARACION DE MUESTRAS SANGUINEAS, pagina 91). Si utiliza
tubos con gel deber& centrifugarlos previo al envio.

E. Volumen necesario
Como minimo 3 ml de sangre completa o 1 ml de suero o plasma.

F. Niumero de muestras
Una muestra por paciente.

G. Material necesario
Materiales, equipo e insumos. Ver Anexo 1, inciso 1, pagina 92.

H. Técnica
Ver Anexo 1. Técnica general de toma de muestras sanguineas por venopuncion.

I. Instrucciones al paciente
De preferencia ayuno de 7 horas previo a la toma de muestra.

J. Instrucciones al personal de toma de muestra

x Llenar la ficha epidemioldgica para VIH

X Enviar muestra y ficha debidamente identificadas con el cddigo de paciente (Ver Anexo 2.
Instructivo para la realizacion de codigo de identificacion del paciente de VIH, pagina 94).

K. Conservacion
Refrigerar las muestras a una temperatura entre 2°C y 8°C por un periodo maximo de 4 dias. Si no es
posible enviar la muestra en menos de 4 dias, congelar a -20°C hasta su envio.

L. Condiciones de transporte (Medio y Temperatura)

Enviar las muestras con las debidas medidas de bioseguridad (Ver seccion 4, pagina 6 (PRINCIPIOS DE
BIOSEGURIDAD EN LA TOMA, MANEJO Y TRANSPORTE DE MUESTRAS,) y transportar en cadena
de frio a una temperatura entre 2°C y 8°C.
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M. Tiempo de transporte
Enviar la muestra al Laboratorio Nacional de Salud lo mas pronto posible en un periodo maximo de 7
dias luego de haber tomado la muestra.

N. Observaciones

X Verificar la rotulaciéon de las muestras para evitar que haya confusiéon y que la misma coincida con
los datos colocados en la ficha epidemioldgica.

X Recordar que el diagnéstico de VIH es confidencial, toda muestra y ficha epidemiolégica debe
identificarse con el codigo del paciente.

X Si se ha realizado alguna prueba previa de VIH al paciente en su centro de atencion, colocar en la

ficha epidemioldgica el nombre y resultado de la misma.

6.25 Determinacion de Carga Viral de VIH-1

A. Método
Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

B. Uso de la prueba
Control y seguimiento del paciente VIH positivo con tratamiento antirretroviral.

C. Tipo de muestra
Plasma.

D. Recipiente para el envio de muestras
Criovial o eppendorf de polipropileno estéril (Libre de DNAsas y RNAsas).

E. Volumen necesario
2 ml de plasma.

F. Nimero de muestras
Una muestra por paciente, distribuida en 2 crioviales con 1 ml c/u.

G. Material necesario

Plasma: Ver Anexo 1, inciso 1, numeral 1.2, Pagina 91

Nota: Utilizar de preferencia guantes sin talco.

H. Técnica

Venopuncién con sistema de extraccion al vacio. (Ver Anexo 1, inciso 2, numeral 2.3, Pagina 91)
Plasma: (Ver Anexo 1, inciso 3, numeral 3.2. Pagina 92)

Nota: Separar el plasma antes de 6 horas luego de la extraccion.

I. Instrucciones al paciente
De preferencia ayuno de 7 horas previo a la toma de muestra.

J. Instrucciones al personal de salud en toma de muestra

X Llenar la ficha de solicitud de analisis de carga viral.

X Asegurarse que las muestras de plasma sean recolectadas en tubo que contenga EDTA
tripotasico (K3 EDTA) como anticoagulante.

X Realizar un procedimiento de venopuncién adecuado para evitar hemdalisis.

K. Conservacion

Las muestras de plasma deben ser almacenadas a temperatura de refrigeracion entre 2°C y 8°C por un
periodo méaximo de 4 dias, si no es posible enviar la muestra en este periodo de tiempo, congelar a -
20°C y -80°C hasta el momento del envio.
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L. Condiciones de transporte (Medio y Temperatura)

Enviar las muestras con las debidas medidas de bioseguridad (Ver seccion 4 PRINCIPIOS DE
BIOSEGURIDAD EN LA TOMA, MANEJO Y TRANSPORTE DE MUESTRAS, pagina 6) y transportar en
cadena de frio a una temperatura entre 2°C y 8°C.

M. Tiempo de transporte
Enviar la muestra al Laboratorio Nacional de Salud lo méas pronto posible en un periodo maximo de 7
dias luego de haber tomado la muestra.

N. Observaciones
x Estas muestras deben ser enviadas Unicamente a través de las Unidades de Atencion Integral,

quienes se encargan de darle seguimiento a pacientes VIH positivo.

Enviar el listado de solicitud de analisis de carga viral indicando si es muestra basal o control
Verificar la rotulacion de las muestras para evitar que haya confusién de las mismas.

Utilizar guantes sin talco durante la separacion del plasma

Colocar el plasma en dos crioviales o dos eppendorf, los cuales deben estar bien identificados
verificando que coincidan los datos con los colocados en la solicitud.

X X X X

6.26 Confirmacion de Sifilis

A. Método
Ensayos inmunenziméticos (EIA)
Hemaglutinacion (TPHA)

B. Uso de la prueba
Confirmacion de casos de infeccion por Treponema pallidum.

C. Tipo de muestra
Suero

D. Recipiente para el envio de muestras

Tubo limpio y de preferencia estéril y/o criovial o eppendorf de polipropileno estéril. (Ver anexo 1, inciso 3
Pagina 92, de PROCEDIMIENTO PARA PREPARACION DE MUESTRAS SANGUiNEAS). Si utiliza
tubos con gel debera centrifugarlos previo al envio.

E. Volumen necesario
1 ml como minimo de suero

F. Niumero de muestras
Una muestra por paciente.

G. Material necesario
Materiales, equipo e insumos. Ver Anexo 1, inciso 1, pagina 91.

H. Técnica
Ver Anexo 1. Técnica general de toma de muestras sanguineas por venopuncion.

I. Instrucciones al paciente
De preferencia ayuno de 7 horas previo a la toma de muestra.

J. Instrucciones al personal de toma de muestra

X Llenar la ficha de solicitud de prueba para sifilis

x Técnica general de toma de muestras sanguineas por venopuncion. (Ver Anexo 1, Pagina 91).
X Obtener muestras de suero: recordar usar tubo sin anticoagulante o con gel separador de suero.
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K. Conservacion
Refrigerar las muestras a temperatura entre 2°C y 8°C por un periodo maximo de 4 dias. Si no es posible
enviar la muestra en menos de 4 dias, congelar a -20°C hasta su envio.

L. Condiciones de transporte (Medio y Temperatura)
Enviar las muestras con las debidas medidas de bioseguridad (Ver seccion 4. PRINCIPIOS DE
BIOSEGURIDAD EN LA TOMA, MANEJO Y TRANSPORTE DE MUESTRAS, pagina 6) y transportar en

cadena de frio a una temperatura entre 2°C y 8°C.

M. Tiempo de transporte
Enviar la muestra al Laboratorio Nacional de Salud lo mas pronto posible en un periodo maximo de 7
dias luego de haber tomado la muestra.

N. Observaciones

X Tomar la muestra al inicio de sintomas.

X Verificar la rotulacion de las muestras para evitar que haya confusion de las mismas.
X

Enviar la muestra acompafada de su respectiva ficha epidemioldgica (Ver anexo 5. Solicitud de
prueba para sifilis, pagina 130).

X En la ficha de solicitud colocar toda la informacion requerida incluyendo las pruebas previas
realizadas con su resultado, en caso de realizar VDRL o RPR colocar los titulos.

6.27 Diagnostico y Seguimiento de Tuberculosis por Cultivo

A. Método
Cultivo en medio sélido a base de huevo (Loweinstein Jensen).

B. Uso de la prueba
Confirmacion de casos de tuberculosis por medio del aislamiento de Mycobacterium tuberculosis de
muestras pulmonares y extrapulmonares.

C. Tipo de muestra

X Esputo

X Lavado Bronquial

X Lavado Gastrico (ver anexo 4 de toma de muestra extrapulmonar para diagnéstico de tuberculosis
y otras micobacteriosis)

x Muestras extra pulmonares liquidas o sélidas (ver anexo 4, Pagina 100 de toma de muestra

extrapulmonar para diagndstico de tuberculosis y otras micobacteriosis)
D. Recipiente para el envio de muestras

Muestras de esputo

X Recipiente de boca ancha (50 mm de didmetro), No necesariamente estéril.

x Con tapa de rosca, hermético para disminuir derrames de la muestra en el transporte y reducir la
produccion de aerosoles al abrirla.
Capacidad de 30 a 50 ml.
De paredes lisas y semitransparentes.
Con area para identificacion (Identificar con nombre completo del paciente, lugar de referencia,
fecha de toma de muestra y definir si es 13, 22 0 32 muestra para diagnostico o el nimero de mes
de tratamiento al que corresponde la muestra).

x De material desechable que se pueda autoclavear.

Para muestras extrapulmonares
x Frasco estéril segun el tipo de muestra recolectada.
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Si la muestra es seca agregar solucion salina estéril o agua destilada estéril.
La muestra liquida no se necesita ninguna solucién adicional.
Identificar el frasco con nombre completo del paciente, lugar de referencia, fecha de toma de
muestra.
Figura 13 Ejemplo de recipiente para toma de esputo

E. Volumen necesario

Esputo de 3-5 ml.

Extrapulmonar: Revisar anexo 4 de toma de muestra extrapulmonar para diagnostico de
tuberculosis y otras micobacteriosis

X

F. Niomero de muestras

x Diagnostico TBP: Una muestra de esputo.
Control: una muestra de esputo con baciloscopia positiva a partir del segundo mes de
tratamiento.

x Extrapulmonar: Revisar anexo 4, Pagina 100.

G. Material necesario
x Ficha de Solicitud de Cultivo y Prueba de Sensibilidad (ver anexo 5 Fichas epidemiolégicas,

pagina 131, Solicitud de cultivo/prueba de sensibilidad de Micobacterias).
Lapiz

Recipiente para recolectar la muestra

Guantes desechables

Jabén quirdrgico

Hielera

Baterias de hielo

Material para embalaje

X X X X X X X

H. Técnica

Recolectar la muestra en el recipiente indicado y mandar al Laboratorio Nacional de Salud o al
laboratorio regional de referencia para cultivos. Ver anexo 3, Pagina 99. (Laboratorios que realizan
cultivo de Micobacterias)

I. Instrucciones al paciente

Muestras pulmonares: Indicar al paciente que produzca un esputo bronquial, inspirando
profundamente, reteniendo el aire por un instante en los pulmones y expeliéndolo violentamente por un
esfuerzo de tos, desgarrando las flemas y escupiendo dentro del recipiente. Debe de repetir este
procedimiento por lo menos tres veces para un volumen de 3 a 5 ml de material.

J. Instrucciones al personal de toma de muestra
X Si el paciente recolecta la muestra en su casa indicar que sea al levantarse, en ayunas y sin haber

ingerido agua o alimentos, que realice el procedimiento en un lugar ventilado de preferencia y
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cierre cuidadosamente el recipiente verificando que la rosca esta bien colocada y que se lave las
manos. La muestra debe entregarla lo antes posible al servicio de salud.

Si el paciente recolecta la muestra en el servicio de salud, debe ser en un lugar bien ventilado,
donde este solo y cédmodo, de preferencia al aire libre o idealmente en una cabina especial (En
este caso no es necesario que se encuentre en ayunas y sin haber ingerido agua).

Para diagnostico de Tuberculosis Pulmonar o pruebas especiales: una muestra de esputo.
Seguimiento y control de tratamiento: una muestra de esputo mensual mientras dure el
tratamiento (por medio de baciloscopia en el servicio de salud). Si se tiene baciloscopia positiva al
segundo mes de tratamiento o en los meses siguientes, debe enviarse la muestra examinada de
preferencia (si la muestra tiene menos de tres dias) o solicitar una nueva muestra para realizar
cultivo.

Para muestras extrapulmonares: Ver anexo 4, Pagina 100. (Toma de muestra extrapulmonar
para diagnostico de tuberculosis y otras micobacteriosis)

K. Conservacion

Temperatura de 2 a 8°C (Refrigeracion).

L. Condiciones de transporte (Medio y Temperatura)

Las muestras deben enviarse en cadena de frio (Hielera con baterias).

Figura 14 Ejemplo de forma de transporte

M. Tiempo de transporte

X Muestra Pulmonar: Menos de tres dias desde la toma de muestra hasta el ingreso de la misma al
Laboratorio.

X Muestra extrapulmonar: Ver anexo 4, Pagina 100. (Toma de muestra extrapulmonar para
diagndstico de tuberculosis y otras micobacteriosis)

N. Observaciones

X El transporte y traslado eficiente de muestras para el diagnéstico de tuberculosis, pruebas
especiales y seguimiento de control de tratamiento requiere una buena coordinacién entre
remitente y el destinatario. Las fichas de Solicitud de Cultivo y Prueba de Sensibilidad deben
venir separadas de las muestras. )

X Cualquier duda comunicarse con el encargado del Area de Micobacteriologia al 6644-0599 ext
213.

6.28 Diagndstico MTB y resistencia a Rifampicina por Gene Xpert

A. Método

a. PCR en tiempo real por medio de casetes cerrados que incluyen todos los reactivos.

B. Uso de la prueba

a. Confirmacion de casos de tuberculosis por medio del aislamiento de deteccion de ADN de

Mycobacterium tuberculosis de muestras pulmonares y extrapulmonares.
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. Tipo de muestra
Esputo

Liquido cefalorraquideo
Consultar directamente otras muestras extrapulmonares. NO se procesa: Sangre, Heces y orina.

X X X O

Recipiente para el envio de muestras
Muestras de esputo
Recipiente de boca ancha (50 mm de diametro), No necesariamente estéril.
Con tapa de rosca, hermético para disminuir derrames de la muestra en el transporte y reducir la
produccion de aerosoles al abrirla.
Capacidad de 30 a 50 ml.
De paredes lisas y semitransparentes.
Con érea para identificacion (Identificar con nombre completo del paciente, lugar de referencia,
fecha de toma de muestra y definir si es 1%, 22 0 32 muestra para diagnéstico o el nimero de mes
de tratamiento al que corresponde la muestra).

x De material desechable que se pueda autoclavear.

®0

b. Para muestras extrapulmonares
Frasco estéril segun el tipo de muestra recolectada.
Identificar el frasco con nombre completo del paciente, lugar de referencia, fecha de toma de
muestra.
Figura 13 Ejemplo de recipiente para toma de esputo
|

E. Volumen necesario

X Esputo de 3-5 ml.

X Extrapulmonar: Revisar anexo 4, Pagina 100 de toma de muestra extrapulmonar para diagnéstico
de tuberculosis y otras micobacteriosis

. Nimero de muestras
Diagndéstico TBP: Una muestra de esputo en cualquiera de los siguientes casos:

F

a

x Adulto o nifio contacto de MDR

X Paciente VIH positivo

X Adulto o nifio con sospecha de tuberculosis extrapulmonar

X Pacientes con tratamientos previos (recaida, fracaso, perdida al seguimiento)

X Grupo de riesgo como diabético, privado de libertad, personal de salud, etc (condicionado a
existencia de insumos)

X Sintomatico respiratorio con seriados negativos, clinicamente inestable y/o rayos X sugestivos.
b. Monitoreo de Rifampicina: una muestra de esputo en la siguiente condicion
X Paciente con Bk positivo a partir del 2do mes en adelante.

C. Extrapulmonar: una muestra para LCR, otras extrapulmonares solicitar informacion.
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G. Material necesario

X Ficha de Solicitud de Cultivo y Prueba de Sensibilidad (ver anexo 5 Fichas epidemiolégicas, pagina
131, Solicitud de cultivo/prueba de sensibilidad de Micobacterias).

Lapiz

Recipiente para recolectar la muestra

Guantes desechables

Jabén quirdrgico

Hielera

Baterias de hielo

Material para embalaje

X X X X X X X

H. Técnica

Recolectar la muestra en el recipiente indicado y mandar al Laboratorio Nacional de Salud o al
laboratorio regional de referencia para cultivos. Ver anexo 3, Pagina 99. (Laboratorios que realizan cultivo
de Micobacterias)

I. Instrucciones al paciente

Muestras pulmonares: Indicar al paciente que produzca un esputo bronquial, inspirando
profundamente, reteniendo el aire por un instante en los pulmones y expeliéndolo violentamente por un
esfuerzo de tos, desgarrando las flemas y escupiendo dentro del recipiente. Debe de repetir este
procedimiento por lo menos tres veces para un volumen de 3 a 5 ml de material.

J. Instrucciones al personal de toma de muestra

Si el paciente recolecta la muestra en su casa indicar que sea al levantarse, en ayunas y sin haber
ingerido agua o alimentos, que realice el procedimiento en un lugar ventilado de preferencia y cierre
cuidadosamente el recipiente verificando que la rosca esta bien colocada y que se lave las manos. La
muestra debe entregarla lo antes posible al servicio de salud.

Si el paciente recolecta la muestra en el servicio de salud, debe ser en un lugar bien ventilado, donde
este solo y comodo, de preferencia al aire libre o idealmente en una cabina especial (En este caso no es
necesario que se encuentre en ayunas y sin haber ingerido agua).

Para muestras extrapulmonares: Ver anexo 4, Pagina 100. (Toma de muestra extrapulmonar para
diagndstico de tuberculosis y otras micobacteriosis)

K. Conservacion
Temperatura de 2 a 8°C (Refrigeracion).

L. Condiciones de transporte (Medio y Temperatura)
Las muestras deben enviarse en cadena de frio (Hielera con baterias).

Figura 14 Ejemplo de forma de transporte
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M. Tiempo de transporte

Muestra Pulmonar: Menos de tres dias desde la toma de muestra hasta el ingreso de la misma al

Laboratorio.
Muestra extrapulmonar: Ver anexo 4, Pagina 100. (Toma de muestra extrapulmonar para diagnostico

de tuberculosis y otras micobacteriosis)
N. Observaciones

El transporte y traslado eficiente de muestras para el diagnéstico de tuberculosis, pruebas especiales y
seguimiento de control de tratamiento requiere una buena coordinacién entre remitente y el destinatario.
Las fichas de Solicitud de Cultivo y Prueba de Sensibilidad deben venir separadas de las

muestras.
Cualquier duda comunicarse con el encargado del Area de Micobacteriologia al 6644-0599 ext 213.

6.29 Prueba de sensibilidad de Tuberculosis

A. Método

X Prueba se sensibilidad por método de proporciones
X Prueba de sensibilidad por métodos moleculares

X Prueba de identificacién de especie

B. Uso de la prueba
Identificar las cepas con resistencia a los farmacos antituberculosos y confirmar especie

C. Tipo de muestra
x Esputo o muestras extrapulmonares
x Cepa aislada de paciente

D. Recipiente para el envio de muestras

X Esputo o muestras extrapulmonares (Ver evento 6.27 inciso D, Diagnéstico y seguimiento de
Tuberculosis por Cultivo).

Cepa: Tubo de vidrio con tapa de rosca.

X

. Volumen necesario
Esputo o muestras extrapulmonares: Ver evento 6.27 inciso E, Diagndstico y seguimiento de
Tuberculosis por Cultivo). .

X Cepa: con crecimiento de 25-30 dias, con 20 colonias.

m

X

Figura 15 Ejemplo tubo de referencia

T

. NUumero de muestras
Esputo: una muestra.
Extrapulmonares: Ver anexo 4, Pagina 100. (Toma de muestra extrapulmonar para diagnéstico
de tuberculosis y otras micobacteriosis)

x Cepas: De 1 a 3 tubos de Léwenstein Jensen.

X X
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G. Material necesario
X Ficha de Solicitud de Cultivo y Prueba de Sensibilidad (Ver anexo 5, pagina 131, Solicitud de

cultivo/prueba de sensibilidad de Micobacterias)
Lapiz.

Guantes desechables.

Jabén quirlrgico.

Hielera.

Baterias de hielo.

Material para embalaje.

X X X X X X

H. Técnica

x A partir de muestras de esputo: recolectar la muestra en el recipiente indicado y mandar al
Laboratorio Nacional de Salud o al laboratorio regional de referencia para cultivos. (Ver anexo 3
De Laboratorios que realizan cultivo de Micobacterias)

X A partir de Cepa: seleccionar los tubos con crecimientos de 251 30 dias y de una a tres cruces si
es un solo tubos. Pueden enviarse varios tubos de un mismo paciente si entre ellos suman mas
de 20 colonias.

I. Instrucciones al paciente
Las mismas que para realizar el cultivo (Ver 6.27, inciso |, Pagina 68)

J. Instrucciones al personal de toma de muestra

Las mismas que para realizar el cultivo (Ver 6.27, inciso J, Pagina 68)

K. Conservacion

Esputo, muestras extrapulmonares y cepas deben ser conservadas a temperatura de 2 a 8°C.

L. Condiciones de transporte (Medio y Temperatura)

x Muestras: enviarse en cadena de frio (Hielera con baterias).

X Cepas: en triple embalaje, a temperatura de 2 a 8°C, indicando el nombre del paciente, fecha de
inoculacién y fecha en que se empezaron a observar las colonias.

Figura 16 Ejemplo de triple embalaje

Recipiente primirio
caon el matenal

Maunerial absarbenie
de envpragque

Tapa dc
rosca

Recipiente
scoundano

Dettalles de contenido
TS PECITIRGT b

Teyprin de posgin
Briguets de niesgo
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Recipicnte exierios

Etigucta con direccida
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M. Tiempo de transporte
X Muestras: (Ver 6.27, inciso M, Pagina 68)
x Cepas: al observarse el crecimiento de las colonias

N. Observaciones

X El transporte y traslado eficiente de muestras para el diagnostico de tuberculosis, pruebas
especiales y seguimiento de control de tratamiento requiere una buena coordinacion entre
remitente y el destinatario. Las fichas de Solicitud de Cultivo y Prueba de Sensibilidad deben venir
dentro de un sobre o folder fuera de la hielera que contiene las muestras.

X Cualquier duda comunicarse con el encargado del Area de Micobacteriologia al 6644-0599 ext
213.

6.29 Influenzay Virus Respiratorios

Nota: La toma de muestra de influenza y virus respiratorios se realizara en los lugares designados para la

vigilancia centinela seg¥%n pr ot oc difeccion ResgietoriacGCsave s i
Inusitada0 en |l ugares que no per telantemarelas maestrhsaseguni ebsigliente c i

procedimiento.

A. Métodos

X Inmunofluorescencia Directa o Indirecta

X Reaccioén en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR) en tiempo real
X Cultivo Viral

B. Uso de la prueba
Deteccion de:
X Influenza A

Influenza B

Adenovirus

Virus Sincitial Respiratorio
Parainfluenza |, I, IlI
Metapneumovirus Humano

X X X X X

. Tipo de muestra
Hisopado Nasofaringeo y Orofaringeo
Aspirado Bronquial

X0

X

D. Recipiente para el envio de muestras )
Medio de Transporte Viral (MTV) proporcionado por el LNS, Area de Virologia, Seccién de Influenza y
Virus Respiratorios; o Medios de trasporte de casas comerciales, universales para virus y Mycoplasma.

E. Volumen Necesario
No aplica para hisopados nasofaringeos y orofaringeos.
En el caso de aspirados bronquial obtener 1 ml como minimo.

F. Nimero de muestras

X Medio de Transporte Viral (MTV) con dos Hisopos (el primer hisopo tomado de Nasofaringe y el
segundo hisopo tomado de orofaringe ambos en el mismo MTV).
X En caso de no ser posible tomar la muestra de la orofaringe del paciente, tomar la segunda

muestra de la otra fosa nasal.

G. Material necesario

Ficha epidemiolégica

Bata de manga larga, limpia

Guantes de latex

Mascarilla tipo N 95 o mascarilla quirdrgica tipo cénica

X X X X
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Medio de Transporte Viral (MTV)

Dos hisopos de poliéster o dacrén por paciente
Depresor de lengua (si se requiere)

Hielera

Gradilla para tubos de 15ml

Ice packs o baterias de hielo

Marcador permanente

Lapicero

X X X X X X X X

H. Técnica de toma de Muestra

Hisopado Nasofaringeo y Orofaringeo

X ROTULAR el envase de la muestra con los datos solicitados nombre del paciente, edad, fecha de
la toma, sitio centinela o establecimiento de salud que lo envia).

X Llenar todos los datos del paciente en la ficha epidemiolégica, principalmente fecha de inicio de
sintomas y fecha de toma de muestra.

X Sentar al paciente en una silla (si es paciente ambulatorio), en caso de estar hospitalizado se
puede tomar la muestra con el paciente acostado.

X Se le pide al paciente que incline su cabeza hacia atrés.

X Colocar la cabeza del paciente en un angulo aproximado de 70 grados. (figura 17)

x Introducir el hisopo de poliéster o dacron estéril flexible con suavidad a través de la fosa nasal
hasta la nasofaringe (porcién de la faringe que se encuentra sobre el techo de la boca).

X Con el hisopo dentro de la nasofaringe rotarlo suavemente durante tres segundos, esto facilita a
que las células se queden ancladas en la cabeza del hisopo.

X Inmediatamente colocar el hisopo en el medio de transporte viral (quebrar si es necesario la
porcion excedente del mango del hisopo).

X Con un depresor de lengua, hacer presion sobre la lengua hacia abajo, a fin de dejar descubierta
la orofaringe.

X Introducir un segundo hisopo hasta la orofaringe (figura 18) y raspar suavemente la misma, se
debe tener cuidado de no topar en ningln momento la garganta, lengua o carrillos.

X Inmediatamente colocar el segundo hisopo dentro del medio de transporte viral (quebrar si es

necesario la porcidon excedente del mango del hisopo) y cerrar adecuadamente.

Figura 17

Hisopado en ia parte posterior de Ia Faringe

Aspirado nasofaringeo
El aspirado nasofaringeo se debe tomar a pacientes menores de 5 afios y/o pacientes con IRAG o en
cuidados intensivos.
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Procedimiento:

X Identificar debidamente el recipiente colector de la muestra con el nombre completo del paciente.

X Llenar completamente la ficha epidemioldgica

X Romper el sobre que contiene el kit de aspiracién y conectar el final del tubo con didmetro menor a
una sonda de alimentacion estéril.

x Conectar el otro extremo de diametro mayor a la bomba de vacio o jeringa.

X Medir la cantidad de sonda que se va introducir en la fosa nasal, este cédlculo se realiza midiendo
desde la aleta de la fosa nasal hasta el I6bulo de la oreja.

X Aspirar suavemente, dejando la sonda en su sitio por unos segundos, y luego retirarlo lentamente
girando suavemente

x repetir el procedimiento en la otra fosa nasal.

X Una vez que se retira la sonda del paciente, aspirar un volumen aproximado de 2 mL a 3 mL de
medio de transporte viral o solucidn salina estéril para arrastrar toda la secrecién al recipiente
colector.

X Tapar inmediatamente la muestra.

X Mantener la muestra en cadena de frio y transportarla al laboratorio local o LNS.

I. Instrucciones al paciente
No aplica.

[

Instrucciones al personal de toma de muestra

X Preferiblemente que el paciente esté sentado en una silla con respaldo y explicar el procedimiento
a realizar. Y en casos graves el paciente en encamamiento se puede realizar la toma de muestra,
sin necesidad de sentarlo.

X El personal asignado (personal de Control de Infecciones o laboratorio clinico) tomara la muestra

debiendo equiparse con los insumos de Bioseguridad como: mascarilla, guantes, proteccién ocular

y bata (de preferencia desechable o en su defecto de tela lavable exclusiva para la toma de

muestra.

x En caso de derrames agregar sobre el liquido derramado suficiente cantidad de hipoclorito de
sodio (cloro comercial), dejar reposar 15 minutos, limpiar con material absorbente.

X Verificar que se cuenta con todos los materiales abajo listados antes de proceder a tomar la

muestra, la envoltura de los hisopos debe estar integra a fin de preservar la esterilidad de los
mismos; al tomar la muestra se debe mantener la cadena de frio, es decir, se debe preparar la
hielera con las baterias de hielo o ice packs (almacenadas previamente en congelador ai 20 °C) y
alli se debe depositar la gradilla para la toma de muestra.

K. Conservacion
Una vez tomada la muestra colocar en la hielera (con baterias de hielo o ice packs) y transportar al
laboratorio local para su conservacion y refrigerar entre 2 y 8°C.

L. Condiciones de transporte (Medio y Temperatura)

Trasladar al Laboratorio Nacional de Salud preferentemente antes de 24 horas y no més de 48 horas
luego de haber tomado la misma. En triple embalaje. El embalaje de muestras es aplicable desde el sitio
centinela o establecimiento de salud hacia el Hospital local, asi como del Hospital local al Laboratorio
Nacional de Salud.

M. Tiempo de transporte
La muestra debe ingresar al laboratorio antes de 48 horas de haber sido tomada, respetando la cadena
de frio (2 a 8°C).

N. Observaciones

X Es importante que en el momento de toma de muestra el paciente cumpla con la definicién de
caso para Infeccion Respiratoria Aguda Grave (IRAG) o Enfermedad Tipo Influenza (ETI)
contenidos segun protocolos de vigilancia de influenza.

Definiciones de caso de ETI
Una infeccidn respiratoria aguda con:
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x Fiebre medida de o38UC;
X Tos, con aparicién dentro los ultimos diez dias.

Criterios para toma de muestra de casos de ETI: tomar la muestra del paciente que cumpla con la
definicién de caso y que no tenga mas de 5 dias de iniciados los sintomas

Definiciones de caso de IRAG

Una infeccién respiratoria aguda con:

x Hi storia de fiebre o fiebre medida de o3s8U0C;
x Tos, con aparicion dentro los Ultimos diez dias y que requiere hospitalizacion

Criterios para toma de muestra de casos de IRAG: tomar la muestra del paciente que cumpla con la
definicién de caso y que no tenga mas de 7 dias de iniciados los sintomas.

x Cualquier duda o comentario comunicarse al Laboratorio Nacional de Salud, Area de Virologia,
Seccion de Influenza y Virus Respiratorios al teléfono 66440599 ext. 214.

6.30 Neumonias y Meningitis

A. Método

x Cultivo

x Susceptibilidad antimicrobiana

x Serotipificacion

x Prueba de latex

X PCR en Liquido Cefalorraquideo (Centro Centinela)

B. Uso de la prueba
Confirmacion de casos por Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis y
vigilancia de serotipos circulantes.

C. Tipo de muestra

Muestras a enviar al laboratorio del hospital:
X Hemocultivo o Liquido pleural: Para estudio de neumonia

x Liquido cefalorraquideo o Hemocultivo: Para estudio de meningitis

Muestra a enviar al Laboratorio Nacional de Salud:

X Cepa bacteriana

X En el caso de hospitales que no cuenten con la capacidad para realizar cultivo se puede referir
Liquido Cefalorraquideo para realizar prueba de latex (sospecha de meningitis).

D. Recipiente para el envio de muestras

X Cepa bacteriana: Medio de transporte AMIES con carbdn, lo puede solicitar al LNS o comprarlo
comercialmente.

Liquido Cefalorraquideo: Tubo nuevo de plastico o vidrio, estéril, hermético, enviarlo en cadena
de frio.

X

m

. Volumen necesario
Cepa bacteriana: No aplica.
Liquido cefalorraquideo: 1.5 ml para latex (solamente para hospitales que no cuenten con
capacidad de diagnéstico local para realizar cultivos).

X X

. Nimero de muestra
Cepa bacteriana: Una muestra.
Liquido Cefalorraquideo: Una muestra.

T

X X







