Asesoria Juridic

Mat.: Aprueba “Protocolo de procedimientos  dt
biologia molecular”.

602633 15-12-2.

Resolucion Exenta N°

Santiago.

VISTOS, Lo dispuesto en:

1. El Decreto con Fuerza de Ley N° 1 de 2005, de
Ministerio de Salud, que fij6 el texto refundido, coordinado y sistematizado del Decreto Ley N° 2763 d

1979 y de las leyes N° 18.469 y N° 18.933;
2. El Decreto con Fuerza de Ley N° 1/19.653 de 200(

del Ministerio Secretaria General de la Presidencia, que fija el texto refundido, coordinado y sistematizad
de la Ley N° 18.575, Orgénica Constitucional de Bases Generales de la Administracion del Estado.

3. El Decreto con Fuerza de Ley N° 29, de 2006, que fij
el texto refundido, coordinado y sistematizado de la Ley N° 18.834, sobre Estatuto Administrativo.

4. Tos Decretos Supremos N° 140 y N° 38, de 2004
2005, respectivamente, ambos del Ministerio de Salud, sobre Reglamento Organico de los Establecimientc
de Salud de Menor Complejidad y de los Establecimientos de Autogestién en Red.

5. La Resolucién N° 7 de 2019 y N° 16 de 2020 de L
Contraloria General de la Republica.

6. LaResolucion Exenta RA 116675/415/2023, de 21 &
agosto de 2023, del Servicio de Salud Metropolitano Central, que nombra en calidad de titular el cargo ¢

Director del Hospital de Urgencia Asistencia Pablica; y

CONSIDERANDO
a) Que, la Biologia Molecular se enfoca principalmente en el estudi:
de material genético ADN y ARN, lo que ha permitido explicar enfermedades congénitas y hereditari:

ademas de identificar v tratar enfermedades infecciosas.
b) Que, el Arca Técnica de Biologia Molecular del Laboratori

Clinico del Hospital de Urgencia Asistencia Piblica tiene por objetivo el procesamiento de muestras clinic:
para la deteccién de agentes infecciosos y asi poder entregar resultados con una alta sensibilidad
especificidad,

c) Que, en la actualidad el desarrollo constante de las técnica
moleculares ha permitido la implementacién de técnicas eficaces y répidas, transforméndose en ur
herramienta clave para los equipos clinicos en la toma de decisiones, garantizando el diagnostico
seguimiento terapéutico oportuno de los pacientes.

d) Que, en este Protocolo se establece como objetivo especifico:

i. Estandarizar y documentar los procedimientos

técnicas que se realizan en el Area de Biologia Molecular.



ii.

muestras y los flujos de trabajo de las técnicas realizadas en el Area de Biologia Molecular.

e)

en el articulo 23 letra c) del Decreto Supremo N°38. De 2005, del Ministerio de Salud, que contiene el
Reglamento Organico de los Establecimientos de Salud de Menor Complejidad y de los Establecimientos
de Autogestion en Red, segun el cual le corresponde al Director organizar internamente el Establecimiento
Autogestionado y asignar las tareas correspondientes, con el fin de atender las necesidades publicas o
colectivas de una manera regular, continua y permanente, como lo ordenan los articulos 3%y 28 delaLey
N°18.575, Orgénica Constitucional de Bases Generales de la Administracién del Estado, y con la finalidad

de establecer la segunda versién de él “Protocolo de procedimientos de biologia molecular”,

sigitiente:

Que, de conformidad con lo anterior, en el ejercicio de lo dispuesto

RESOLUCION

L

de procedimientos de biologia molecular” que es del siguiente tepor:
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. INTRODUCCION
La Biologia Molecular se enfoca principaimente en el estudio de material genético ADN y ARN,
lo que ha permitido explicar enfermedades congénitas y hereditarias ademas de identificar y
tratar enfermedades infecciosas.
El Area Técnica de Biologia Molecular del Laboratorio Clinico del Hospital de Urgencia de
Asistencia Publica tiene por objetivo el procesamiento de muestras clinicas para la deteccior
de agentes infecciosos y asi poder entregar resultados con una alta sensibilidad y especificidad,
En la actualidad el desarrolic constante de las técnicas moleculares ha permitido la
implementacién de técnicas eficaces y rapidas, transformandose en una herramienta clave para
los equipos clinicos en la toma de decisiones, garantizando el diagnostico y seguimiento
terapéutico oportuno de los pacientes.
El presente protocolo constituye una guia de procedimientos destinados a quienes participan
en ias etapas pre-analitica, analitica y post-analitica.

Il. OBJETIVOS

GENERAL

Estandarizar y documentar los procedimientos y técnicas que se realizan en ei Area de Biologia
Molecutar.

ESPECIFICO

Entregar directrices para el procesamiento de muestras y los flujos de trabajo de las técnicas
realizadas en el Area de Biologia Molecular.

IH. ALCANCE
Aplica a los profesionales y técnicos del Area Técnica de Biologia Molecular del Laboratorio
Clinico del HUAP, donde se procesan muestras para diagndstico y tratamiento clinico.
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IV.

DEFINICIONES

Antigeno: Molécula de procedencia exégena o enddgena que resulta exiraiia al
organismo y que puede ser especificamente unida por un anticuerpo.

Area limpia: Espacio fisico libre de productos amplificados, templados de ADN y de
muestras biolégicas que pudieran contaminar futuras PCR. Corresponde al area de
preparacién de reactivos.

Area Sucia: Espacio fisico donde existe presencia y manipulacion ADN-ARN y/o
muestras biclégicas. Comprende las areas de extraccion de material genético y area
de amplificacién.

BAC: Busqueda activa de casos.

BiosLis: Sistema Informatico de {aboratorio.

(C): Linea de control interno.

CCLI: Control de Calidad Interno.

Caso Sospechoso COVID-19: Persona que cumple con criterios clinicos (fiebre, tos,
debilidad general, cefalea, mialgia, dolor de garganta, disnea,
anorexia/nauseas/vomitos o diarrea) o epidemiolégicos (contacto de caso probable,
confirmado o vinculado de COVID-19).

Caso Sospechoso Viruela Simica: Persona de cualquier edad que presenta un
exantema agudo sin otra explicacién y que tenga unc 6 mas de los siguientes signos
o sintomas: cefalea, inicio subito de fiebre (>38,5°C), mialgia, dolor de espalda,
astenia y linfadenopatia.

Ct: Corresponde al nitmero de ciclos de amplificacion en el que la prueba PCR es
capaz de identificar la presencia de la diana molecular investigada, de caracter
semicuantitativo e inversamente proporcional a ia cantidad de ADN o ARN de la

muestra.
Eluido: Acido nucleico contenido en una solucion acuosa libre de RNAsa extraido
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desde tubo de muestra primaria.

- EPP: Elementos de proteccién personal.

—  Fluoréforo: Molécula o parte de ella que emite fluorescencia luego de ser excitads
con luz.

— Formulario de Solicitud de Examen: Documento normalizado que emite e
profesional solicitante y es remitido al laboratorio para la realizacién de examenes.

~ HCSBA: Hospital Clinico San Borja Arriaran.

~ HUAP: Hospital de Urgencia Asistencia Plblica

— IC: Control interno.

- ISP: Instituto de Salud Publica.

— Master Mix: Preparacion y mezcla de los compoenentes necesarios para que OCUrr:
una reaccion de PCR tales como: agua libre de nucleasas, tampoén (buffer), Mg+2
dNTPs, partidores, sondas y enzima polimerasa termoestable (Taq polimerasa).

- MAV: Mutaciones Asociadas a Variantes.

— MINSAL: Ministerio de Salud,

— MTB: Mycobacterium tuberculosis.

— Muestra: Cantidad limitada de cualquier sustancia o material proveniente de ur
organismo como tejidos, células, ADN, ARN, proteinas o fluidos corporales (orina
sangre, liquido cefalorraquideo, etc).

— PNTM: Plataforma Nacional de Toma de Muestra, sistema de registro y validacion d¢
resultados ministerial.

- PROCET: Programa de Control y Eliminacién de la Tuberculosis.

— RT-PCR: Técnica variante de la PCR convencional, la cual comprende un:
transcripcion inversa, que a partir de ARN sintetiza ADNg¢, con el cuai se realize

posteriormente la PCR correspondiente.

- TBC: Tuberculosis.

- Termociclador: Equipo que permite realizar los ciclos de temperaturas necesarios
para fa amplificacion de diversas hebras de DNA o RNA en la técnica de la PCR.
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V.

- Tubo primario: Corresponde al recipiente que contiene la muestra, el cual debe ser

impermeable y hermético.

— Variante: Nueva cepa generada por la mutacién de los virus en el tiempo.

RESPONSABLES DE LA EJECUCION

¢ Tecnélogo Médico de Biologia Molecular: Procesamiento de muestras clinicas

Vi.

analisis y validacion de resultados. Derivacion de muestras a ISP y HCSBA.
Coordinacion y dar continuidad a los lineamientos instruidos por el MINSAL.

Técnico Paramédico Recepciéon de muestras: Recepcion, ingresc a sistema
informatico del laboratorio (BiosLis) y traslado de muestras al Area de Biologia Molecular

DESARROLLO DEL PROCESO

1. RECEPCION DE MUESTRAS

1.1 RECEPCION DE MUESTRAS HUAP

Técnico Paramédico de turno gue se encuentra en recepcién de muestras, debe ingresai
las muestras que lleguen al sistema informatico Bioslis, dirigirse al gabinete de
bioseguridad que se encuentra dentro de la Sala de Extraccién y corroborar el correctc
rotulo de muestra con los datos del paciente. Avisar a Tecnélogo Médico del Arez
Técnica de Biologia Molecular.

El Tecndlogo Médico debe revisar que la informacién de Solicitud de examen esté

completa. En el caso de solicitar examenes de SARS- CoV-2 o Viruela Simica, tambiér
debe verificar su derivacion en Plataforma de Toma de Muestra (PNTM) de MINSAL.

Las muestras se deben almacenar transitoriamente en un refrigerador a 2-8°C, mientras
estén en proceso para posteriormente, una vez finalizadas, ser deben guardadas er
bolsas cerradas y rotuladas con la fecha del dia de procesamiento en refrigerador -80°C.
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1.2 RECEPCION DE MUESTRAS DERIVADAS DESDE OTROS CENTROS

El centro asistencial que solicita el examen debe previamente coordinar €l envio de la
muestra con el Tecndlogo Médico de turno del drea de Biologia Molecular por via
telefénica y correo electrénico.

Es requisito que se envie un listado de ias muestras derivadas y una copia del formularic
de solicitud de examen. En el caso de solicitar examenes de SARS- CoV-2 o Viruela
Simica, estas ademas deben llegar previamente derivadas en la Plataforma Nacional de
Toma de Muestras (PNTM) hacia el HUAP.

El Tecnélogo Médico recibe el cooler de muestras derivadas, verifica que se cumplan las
condiciones de transporte y que todos los datos solicitados en el formulario de solicitud
de examen estén completos.

El Técnico Paramédico de turno en recepcion ingresa las muestras a BiosLis.

Ordenar y enumerar muestras recepcionadas, rotulandolas con el ndmero
correspondiente y corroborando que coincidan con el listado adjunto al envio.

2. FLUJO DE TRABAJO EN AREA TECNICA: BIOLOGIA MOLECULAR
El area de Biologia Molecular se divide en 3 salas de trabajo, cada una de elias cuenta con

equipamiento y materiales independientes y exclusivos, que no se comparten entre ellas. Cada
vez que se ingrese a una sala de trabajo diferente se debe utilizar guantes nuevos, delantal

exclusivo y usar sélo los impiementos disponibles en esa sala (Anexo N°1).

e Sala Extraccién: Sala de recepcién y procesamiento de muestras (extraccion de

acidos nucleicos).

« Sala Amplificacién: Sala de preparacion de reactivos, dispensacién de eluidos y
amplificacion en termocicladores.

e Sala Administrativa: Sala de trabajo administrativo. Se realiza el analisis y la
validacion de los resultados obtenidos en el sistema informatico BiosLis.
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3. DETECCION DE SARS- CoV-2 POR TECNICA RT-PCR

La técnica de diagnodstico molecular de RT-PCR en tiempo real fue declarada por la
Organizacion Mundial de la Safud (OMS) como el “gold standard” para la deteccién de SARS-
CoV-2 desde muestras respiratorias. Esta se basa en la retrotranscripcién (RT) que permite la
conversidn del material genético viral (RNA) en cDNA (DNA complementario). De esta forma,
el cDNA viral puede ser reconocido por moléculas (primers) que se unen a genes especificos
de componentes virales para detectar su presencia.

Actualmente los genes que se utilizan en la técnica de RT-PCR son RARP (RNA polimerasa
dependiente de RNA), S (Glicoproteina de superficie spike), E (proteina pequefia de envoltura),
M (proteina de matriz) y N (proteina de la nucleocapside). Posterior al reconocimiento de estos
genes, la reacciébn de PCR genera productos de amplificacion que entregan una sefial
fluorescente la cual va aumentando en el tiempo y se puede monitorizar en tiempo real, lo que
finalmente se traduce en la deteccion del virus SARS-CoV-2.

3.1 TOMA DE MUESTRA

Para iniciar la toma de muestra, previamente el médico debe solicitar el examen mediante Ia
“Solicitud de examenes de Laboratorio; PCR SARS-CoV-2.” (Anexo N° 2). Este documento debe
contener foda la informacién que se solicita, la cual es responsabilidad del clinico y del
encargado de foma de muestra completaria. Los datos soficitados incluyen: Identificacion del
paciente, procedencia de la muestra, médico solicitante, responsable de la toma de muestra,
fecha y hora de la toma de muestra, nmerc de 1D y Epivigiia.

Todas las muestras provenientes de HUAP deben ser enviadas por Kinesidlogos de la Unidad

de Rehabilitacién y Gestién Funcional, quienes verificaran el correcto llenado de las solicitudes
de examen y envio de muestras al laboratorio (Ver en Profocolo de Toma de muestra de

Laboratorio Clinico).
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3.2 TRANSPORTE Y CONSERVACION DE MUESTRAS
» Transportar la muestra (MTU con térula) en bolsa plastica transparente y dentro de un

contenedor con tapa, resistente a filtraciones y golpes (cooler) con unidad refrigerante.

» |a estabilidad de la muestra es de 72 horas a 2-8 °C.

3.3 HORARIO DE RECEPCION Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS
El horario de envio de muestras y el procesamientc de ellas se han establecido segun
procedencia de estas.

3.3.1 HORARIO DE RECEPCION DE MUESTRAS HUAP

Las muestras de pacientes del HUAP se procesan por tandas y con una hora de validacion
aproximada (Tabla 1). Si una muestra es recepcionada fuera de estos horarios, ésta sera
procesada en la siguiente tanta. En el caso de muestras urgentes o provenientes de pacientes
que requieren ser trasladados, la muestra se procesa de forma inmediata, una vez recibida por
el Tecnélogo Médico, previo aviso por via telefénica o correo electronico.

Los resultados estaran disponibles dentro de un periodo aproximado de 4 horas. En caso de
que se requiera repetir una muestra, este periodo aumenta a 6 horas a partir del horario de

recepcion de la muestra.

Horario de procesamiento de PCR Horario de validacién de resultados ]
07:00 horas 11:00 horas |
12:00 horas 16:00 horas
16:00 horas 20:00 horas
21:00 horas 01:00 horas
03:00 horas 07:00 horas

Tabla 1. Horarios de procesamiento y validacion de resultados.

3.3.2 HORARIO RECEPCION DE MUESTRAS CESFAM
El horario se define previa coordinacion con jefatura del Laboratorio segln contingencia.
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3.3.3 HORARIO RECEPCION DE MUESTRAS DE CENTROS ASISTENCIALES DE
URGENCIA

El horario es continuo, durante las 24 horas del dia, en recepcién del laboratorio clinico HUAP
por el Tecnologo Médico de turno, previa coordinacion via telefénica y correo electronico con el

area de Biologia Molecular.

3.4 RECHAZO DE MUESTRAS

Ver Protocolo de Toma de muestras Laboratorio Clinico.

3.5 CONTROL. DE CALIDAD INTERNO

El CCl para la deteccion de SARS-CoV-2 por técnica RT-PCR consiste en evaluar de manere
sistematica los procesos, insumos, reactivos y equipamiento utilizados en la realizacién de le
técnica.

Frecuencia: En cada tanda PCR SARS- CoV-2 que se realice se debe cargar un control negativc
y un control positivo provistos en el kit, La carga de dichos controles se describe en el Protocolc
de Procedimientos de Biologia Molecular, seccion 3.6.

Ademas de estos controles, el kit para la deteccion de SARS- CoV-2 cuenta con un contro
interno endégeno (IC) el cual es un gen que permite supervisar todo el proceso de la toma de
muestra, extraccion de acido nucleico y verificacién de posibles inhibiciones de PCR.

La interpretacién y validacion de dichos controles se describe en el Protocolo de Procedimientos
de Biologia Molecular, seccidon 3.7.

Requisito_de calidad: Controles positivo deba tener auto interpretacion positiva y contro

negativo con auto interpretaciéon negativa.
Calibracion: No requiere.
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3.6 PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

3.6.1 INGRESO DE MUESTRAS EN SALA DE EXTRACCION

El Profesional Tecnoélogo Médico debe asignar una numeracion interna de trabajo diario a cada
muestra, para su manejo en fase analitica, desde el nimero 1 en adelante. Una vez cerrada la
ultima tanda del dia (21:00 horas) se reinicia la numeracién interna de trabajo diario partiendo
nuevamente desde 1. Ademas, se debe confeccionar diariamente la planilia Excel
“Planilla_laboratorios_ COVID_19" de uso interno, donde se registran los datos demograficos
del paciente, el nimero de peticion, procedencia y resultado de cada muestra que se procese
durante el dia {Anexo N° 3). Esta se encuentra en la carpeta compartida “Biologia Molecular” —
"PCR COVID" - “Planilla Consolidado Laboratorio BM”. Finalizado el procesamiento de las
muestiras del dia, la planilla debe ser enviada por correo electronico a los siguientes
destinatarios:

- altaasistida.husp@gmail.com

- danigla.herrerab@redsalud.gob.cl

- daniela.gutierrezm@redsalud.gob.cl

- funcionariosperhuap@amail.com

- francisca.arenasc@redsalud.gob.cl

- gestoreshuap@gmail.com

- gestioncamas.huap@redsalud.gob.cl

- ivan.hernandezi@redsalud gob.cl

- eylachaban@amail.com

- valentina.bucarey@redsalud.gob.cl

- vanessa.aguilera@redsalud.gob.cl

asha.molina@redsalud.gob.cl
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3.6.2 PROCESAMIENTO AUTOMATIZADO EN EQUIPO MAELSTROM

Maelstrom es un equipo semiautomatizado de extraccidon de acidos nucleicos, utiliza varillas

magnéticas para recolectar y transferir perlas magnéticas de un pozo a ofro y mezclar
uniformemente la solucién a través de puntas giratorias. En el transcurso del proceso de mezcla,
el acido nucleico puede ser adsorbido por perlas magnéticas, y después del proceso de lisis,

lavado y elucion se puede obtener ADN y ARN purificados.

Dentro del instrumento hay 3 modulos de extraccidon. El proceso puede ser realizado en
cassettes individuales de tubos (Auto Tube) o en placas (Auto Plate) con capacidad de carga
hasta 16 muestras (Figura 1). Ambos contienen los reactivos de extraccién y las perias

magnéticas necesarias para la obtencion de ARN o ADN purificado.

Figura 1. Cassettes Auto Tube (lzquierda) y Auto Plate (Derecha).

3.6.3 PREPARACION Y EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS

» En el gabinete de bioseguridad con flujo laminar nivel 2 (BSL2 Tipo 1l Clase A2), ubicado
en Sala de Extraccitn, se agitan mediante un vértex las muestras a procesar durante 15

segundos.

« Dispensar en el cassette 300 pl de muesira y 10 pl de proteinasa K en la posicidon 1 en

el caso de las Auto Tube y en las posiciones 1y 7 en el caso de las Auto Piate.

« Siel equipo MAELSTROM esta apagado, se debe encender desde el interruptor que se
encuentra en Ia parte posterior. El c6digo de usuario predeterminado para iniciar sesion

es 333. Este tarda entre 30-40 segundos en inicializar.
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« Posicionar el rack de puntas en el instrumento y presionar el icono de montaje para
ejecutar. Una vez finalizado ef montaje refirar el rack de puntas.

» Posicionar y empujar la Auto Placa y/o Auto Tube hasta el fondo de la rejilla para placas
o tubos. Asegurarse que el chaflan de la piaca de reactivos esté en la parte inferior
izquierda y que la puerta del equipo quede correctamente cerrada al finalizar la carga.

» Seleccionar Run — Elegir Programa M48 665-Opti-1. Este programa tiene un tiempo de
duracion de 15 minutos.

« En la pantalla del equipo se debe presionar la opcion Ejecutar - Ejecutar el Programa.
Presionar "Si" para comenzar.

« Una vez finalizado el proceso de extraccion retirar el o los cassettes y dirigirse al gabinete
de bioseguridad.

« Transferir los eluidos obtenidos (80p! aprox.) desde fas posicicnes 6 y 12 de la Auto
Placa o Auto Tube desde la posicion 6 a tubos eppendorf libres de RNAsa, previamente
rotulados con el nimero de muestra correspondiente.

s Finalmente, descartar las placas o tubos usados y las puntas giratorias dentro de una
bolsa cerrada y desechar en e} contenedor de residuos especiales.

3.6.4 PREPARACION DE MASTER MIX Y CARGA DE ELUIDOS

« Descongelar por 1 hora a 2-8° C los reactivos a utilizar que se encuentran en freezer de
-20° C de la Sala de Amplificacién para la preparacién de Master Mix {Allplex™ SARS-
CoV-2 o Allplex™ SARS-CoV-2 FAST).

« Realizar un vértex y posterior centrifugacion spin down a reactivos del Kits de PCR por
5-10 segundos aproximadamente.

« Calcular el volumen a preparar de Master Mix de acuerdo a ia cantidad de muestras que
conforman la tanda de procesamiento, dependiendo del kit a utilizar (Allpiex™ SARS-

CoV-2 o Master Mix Allplex™ SARS-CoV-2 FAST), considerando la totalidad de
muestras junto con 2 controles (Positivo y Negativo):
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a. Calculo Master Mix Allplex™ SARS-CoV-2

5 L SARS2 MOM

5 L EM8

5 pL RNase-free Water

15 ul Volumen total de Master Mix

a.1 Calculo Master Mix Aliplex™ SARS-CoV-2 por pocilio de amplificacién

15 L Master Mix
5 uL Eluido de la muestra
20 pl Volumen total de reaccion

b. Célculo Master Mix Allplex™ SARS-CoV-2 FAST

5 pL SC2F MOM

5 uL SEMXR2

5 uL SEMXR2 Buffer

16 pL Volumen total de MasterMix

b.1 Calculo Master Mix Allplex™ SARS-CoV-2 FAST por pocillo de amplificacién

15 uL Master Mix
5 L Eluido de la muestra
20 pL Volumen total de reaccion
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» Dirigirse a la cabina de flujo laminar de la Sala de Amplificacién y preparar Master Mix
en tubo eppendorf 1.5 mL segln esquema anterior, rotulando su tapa como “MM’. Se
prepara solo un Master Mix por tanda de procesamiento.

» Dejar las tiras/tubos de PCR a utilizar en soporte correspondiente, rotulando en la aletilla
superior su numero correlativo.

» Dispensar 15 pL de Master Mix en cada pocillo y 5 pL de eluido.

» En el pendltimo pocillo dispensar 15 pl. de Master Mix y 5 yul. de RNase free water
(Control Negativo).

» Para el (ltimo pocillo dispensar 15 L de Master Mix y 5 pL de Control Positivo.

« Tapar las tiras/tubos de PCR con sus respectivas tapas.

¢ Realizar centrifugacion spin down a tiras de PCR por 5-10 segundos aproximadamente.

« En caso de requerirlo se debera diluir el Control Positivo que viene dentro del kit en una
relacién 1:2 de Control Positivo y RNase free water respectivamente. Dejar registro de
esto en la planilla de “Alicuctas Control Positivo SARS-CoV-2" que se encuentra en la
Sala de Amplificacion (Anexo N° 4).

3.6.5 AMPLIFICACION DE RT-PCR EN TERMOCICLADOR REAL-TIME PCR CFX96TM DX

El termociclador CFX86 es un sistema de deteccion de PCR en tiempo real de seis canales con
un control de temperatura preciso que brinda una deteccién sensible de fluordforos para una

reaccion o multiplex (Figura 2).
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Figura 2. Vista frontal e interna del sistema CFX96.
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« Dirigirse a computador de termocicladores ubicados en la Sala de Amplificacion, en e:
escritorio seleccionar icono de programa Bio Rad CFX Dx.

» Seleccionar en opcidn File > Open > Protocol desplegandose la ventana de Oper
Protocoil.

» Seleccionar carpeta de Allplex Setting donde se encuentran los protocolos de perfi
térmico utilizados (Figura 3). Para la amplificacion det Kit Allplex™ SARS-CoV-2 elegir el
perfil Allplex SARSCOV 2 setting ciclos. En el caso del Kit Aliplex™ SARS-CoV-2 FAST
elegir el perfil Allplex FAST.
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Figura 3. Ventana de seleccién protocolo de perfil térmico.

» Configurar el molde de placa seleccionando la opcién Plate > Select Existing > Carpetz
PCR Manual > Molde Placa PCR Manual (misma opcién para ambos Kit) > Edit Selec:

(Figura 4)
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e Verificar que cada molde se encuentre con todos los canales de fluoréforos

seleccionados FAM, HEX, CAL Red 610 y Quasar 670 (Figura 5).
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Figura 5. Seleccion de fluordforos.

» Escogertermociclador a utilizar en la columna de Block Name y luego seleccionar opcién

de OPEN LID, esto hara que se abra el termociclador (Figura 6).
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Figura 6. Ventana seleccién de termociclador
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« Cargar tiras de PCR, completando siempre con al menos 2 tiras de contrapeso vacias
{Figura 7).

By

== DA ke !

Figura 7. Carga de tiras PCR contrapeso.

« Seleccionar CLOSE LID para cerrar tapa y presionar “Start Run” (Figura 8).
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Figura 8. Ventana cerrar tapa de termociclador y comienzo de RT-PCR.

 Seleccionar la carpeta "Deteccién Sars Cov 2" que se encuentra en el Escritorio.
« Guardar en “Resultados Crudos” copiar el formato de archivos previos y editar la fecha
de procesamiento.
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Guardar archivo para asi iniciar la corrida de amplificacién.

El proceso de amplificacion tiene una duracién de 1 hora

y 50 minutos para el kit

Allplex™ SARS-CoV-2 y de 52 minutos para el kit Allplex™ SARS-CoV-2 FAST.

3.6.6 DESCARGA DE RESULTADOS CFX96TM MANAGER Y SEEGENE VIEWER

Los datos son analizados mediante el software Seegene Viewer que permite el analisis de los
datos de ia corrida de PCR en tiempo real. Esta informacién sera almacenada con el formato

proveniente del termociclador y también descargada en formato Excel.

e Seguir los siguientes pasos en CFX Manager, desde el cuadro de curvas de resultados

Seleccionar Settings > Baseline Settings > No Baseline Subtraction (Figura 9).
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Figura 9 Selecclon opcién No Basellne Subtractlon

Seleccionar la opcion Export > Seegene Export (Figura 10).
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Figura 10. Exportar datos a Seegene Viewer.
[ ]

las carpetas Quantstep7 (Figura 11).
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Figura 11. Seleccién carpeta “Deteccion Sars Cov 2

¢ Abrir desde el escritorio el programa Seegene Viewer.

e Seleccionar lcono Carpeta, en la cual por defecto aparecerd abierta la carpeta
Quantstep? y abrir @ archivo previamente exportado desde CFX manager (Figura 12).

S

2

Seleccionar la carpeta “Deteccién Sars Cov 2", automéaticamente se generan archivos en
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Figura 12. Seleccién de archivo previamente exportado.

Seleccionar todas las muestras desde well plate e informacién de pocillo. Luego aplica
el kit utilizado (Figura 13).
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Figura 13. Seleccion de muestras y kit utilizado.

Analizar que todos los datos y curvas concuerden.
En el apartado Nombre en Seegene viewer, escanear el codigo de barra de etiqueta de
la hoja de solicitud de examen {Figura 14).
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Figura 14. Escaneo de codigos de barra.

» Seleccionar icono HL7 para enviar los resultados al BiosLis (Figura 15).
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Figura 15. Transmisién de resultados a BiosLis.

* Abrir lcono Flecha Exportar, para generar archivo Excel y seleccionar Carpeta
“Deteccion Sars Cov 2",
= Guardar archivo en carpeta “Resultado Validado” y copiar el formato de nombre de
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archivos previos y editar la fecha, Guardar (Figura 16).
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Figura 16. Archivo Excel de resultados.
¢ Enviar por Drive de la seccién de Biologia Molecula
(biologiamolecular.hua mail.com), en la carpeta “PCR SarsCoV2" los resultados de¢

la placa.

3.7 INTERPRETACION DE RESULTADOS.

Algoritmos para analisis de resultados Aliplex™ SARS-CoV-2 o Allplex™ SARS-CoV-:
FAST

» Criterios de validez de los resultados de control Positivo y Negativo
Para confirmar la validez de los resultados, las ejecuciones de PCR deben i
acompanadas de PC (control positivo) y CN (control negativo). Se determina que &

ejecucion del ensayo es vdlida cuando se cumplen todos los criterios siguientes:
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Resultado Seegene Viewer
C
Control FAM € al Red 610 | Quasar 670 HEX (CY)
(ct) (Ct) Auto
Interpretacion
Gen E Gen RdRP Gen N IC
Positivo Control
10=<Ct<23 [10=sCts23 10=Ct=<23 10=Ct=<23
Positivo (+)
. Control
Negativo | n/a N/A N/A N/A
Negativo (-)

En caso de fallo de la validez, los resultados no deben interpretarse ni deben informarse

Ademas de repetir la reaccién de PCR.

s Interpretacion Ct de genes

Target
Analito

Gen E Gen RdRP Gen N IC
Detectado {+) <38 <38 <38 < 35
No Detectado () > 38 0 N/A > 38 0 N/A > 38 0 N/A > 35 0 N/A
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+ [nterpretacion de resultados

Resultado objetivo

Resultado

GenE

Gen
RdRP

[ 04
Gen N

interpretacién

automatica

Descripcion

+ +/-

- +/-

+ i fm

SARS-Cov-2

Todos los resultados objetivos fueron
validados. Se detecta el resultado de
ARN SARS-Cov-2.

Todos los resultados objetivos fueron
validados. Se detecta el resultado de
ARN SARS-Cov-2.
Los resultados negativos son
Indicativos de:
e Una muestra con
concentracion  cercana o
inferior al limite de deteccion de

la prueba.
e Una mutaciéh en la region

objetivo correspondiente.
¢ Otros factores.

SARS-Cov-2

Presunto

posifivo

Todos los resultados objetivos fueron
validos. Se detecta el resultado de
RNA de Sarbecovirus. El resultado de
RNA de SARS-CoV-2 es
presuntamente positivo,

Los resultados objetivos negativos son

indicativos de:
e Una muestra con

concentraciones cercanas o
inferiores al limite de deteccion
de la prueba.

s Una mutacion en la regién
objetivo comrespandiente.
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e Ofros factores.

Se debe repetir |2 prueba con mas
acido nucleico. En el caso de las
muestras que obtengan el mismo
resultado en la repeticion de la prueba,
se pueden realizar pruebas
adicionales de confirmacion, si es
necesario diferenciar entre el SARS-
CoV-2 y oitros Sarbecovirus que
actualmente se desconozca que
infectan al ser humano, con fines
epidemioldgicos o de gestion clinica.

Todos los resultados objetivos fueron
- - - + No detectado | validos. No se detecta el resuitado de
RNA de SARS-CoV-2.

Los resultados indican una recoleccion
de muestras o0 procesos inadecuados,
0 la presencia de inhibidores de PCR.

Repetir la prueba desde la extraccidn
de acido nucleico desde ia muestra
original.

Si el resuitado es el mismo, solicitar
nueva muestra.

- - - - No valido

Es importante tener en consideracion de que un nivel elevado de acidos nucleicos objetivo
puede causar interferencia en la deteccion y la lectura del control interno. Una sefial de control
interno no valida (-) no indica que los resultados positivos de los objetivos no son validos.

3.8 VALIDACION DE RESULTADOS
Los resultados obtenidos que se transmiten desde el programa Seegene Viewer, se validan
desde el sistema informaético del Jaboratorio BiosLis.
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3.9 INGRESO Y VALIDACION EN PLATAFORMA NACIONAL DE TOMA DE MUESTRA
Para el ingreso de resultados a la plataforma nacional de toma de muestra se debe acceder a|

siguiente link: https://tomademuestrag.minsal.cl/, desde ahf se procede a:

» Seleccionar COVID 19,

» Hacer click en la pestafia PCR > Muestras > En proceso.

*» Recepcionar las muestras en proceso que se encuentran derivadas hacia H.U.A.P.
* Descargar la planiila de trabajo en Reportes en PCR Global de solicitudes.

* Seleccionar la fecha correspondiente y descargar la planilla "Registro Global de
Solicitudes > En proceso”.

Para subir los resultados a la Piataforma Nacional de Toma de Muestra:

* Hacer click en Cargas Masivas > Resultados.
* Hacer click en Descargar Data Actual y completar los resultados en archivo Exce
descargado.

» En la misma ventana > Choose file (seleccionar archivo correspondiente) y Subir e
archivo.

3.10 REPORTE DIARIO EN PLATAFORMA NACIONAL DE TOMA DE MUESTRA
Para realizar el reporte diario de los resultados a la Plataforma Nacional de Toma de Muestra
desde las 00:00 horas del dia siguiente:

» Hacer click en Reportes > PCR

= Hacer click en Reporte Ministerial y completar ia fecha del dia del reporte en cuadro
solicitado > Analizar > Reporte Ministerial

e Se debe confeccionar diariamente la planilla Excel “RT-XX-XX-XXXX
LAB_HOSP_HUAP" con los datos obtenidos del Excel descargado anteriormente, donde
se registran los datos del niimero de muestras procesadas del dia, numero de positivos
del dia y el acumulado de los exdmenes procesados junto el acumulado de los resultados
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positivos en el H.U.AP (Anexo N°5), Esta se encuentra en la carpeta compartida
“Biologia Molecular” — “PCR COVID” — “Planilla anexo 2 BM", la clave de ingreso es
minsal2021.

El Excel descargado anteriormente se debe guardar en la carpeta compartida “Biclogia
Molecular” ~ “PCR COVID" - “Reporte ministerial” con el nombre de “PNTM XX-XX-XXX
LAB_HOSP_HUAP®,

Las planillas deben ser enviada por correo electrénice a los siguientes destinatarios
antes de las 10:00 horas:

reportes.covid@minsail.cl

notificacionescovid@minsal.cl

covid19@minsal.cl

daniela.gutierrezrm@redsalud.gob.cl
daniela.herrerab@redsalud.gob.cl

3.11 FLUJOS DE TRABAJO PARA PROCESAMIENTO DE VARIANTES

De acuerdo con el ordinario N® 1839 de MINSAL que habla sobre las estrategias para la
vigilancia genémica de SARS-CoV-2 (COVID-19), a través del programa de Vigilancia

Genomica, indica que a partir del primero de mayo de 2023 se descontindian los andlisis de

MAV en los establecimientos de salud, y que las muestras que cumplan los criterios se derivan

al ISP para su secuencia genomica.

3.11.1 DERIVACION A ISP PARA SECUENCIACION GENOMICA

e Las muestras H.U.A.P que cumplan con los requisitos para secuenciacién gendmica

(Ct<25 y maximo 3 dias desde la fecha de toma de muestra) se debe llenar Formulario
online: hitps:/formularios.ispch.gob.cl, Ingresar como usuario: HAPUBLIC - Formularios
y seleccionar “V8-Notificacion IRA Grave y 2019-nCoV".

En la ventana desplegada ingresar todos los datos personales solicitados: Nombre, RUT,
direccion, teléfono, Epivigila, fecha de toma de muestra, hora de toma de muestras y en
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seccién “Virus detectado localmente” seleccionar RT-PCR y en Otro completar cor
“SARS COV 2 CT XX, XX” (Ct de Gen N) y ENVIAR.

Volver a HOME y seleccionar icono de documento PDF, imprimir 2 copias del formulario
de las cuales una se debe archivar en carpeta de "FORMULARIOS ISP” que se
encuentra en la Sala Administrativa, mientras que otra se debe enviar junto a la muestre
a derivar.

Descargar formulario de cada muestra a carpeta de “MUESTRAS ENVIADAS A ISP”
luego en la carpeta con fecha del dia en que se derivaran las muestras.

El dia de la derivacion, enviar previamente por correo formularios a cmedina@ispchi.c.
con copia a daniela.herrerab@redsalud.qob.cl; daniela.gutierrezm@redsalud.gob.cl:

laboratorio.bmhbuap@redsalud.gob.cl
Todas las muestras que se deriven deben ser registradas en el libro de derivados de!

Area de Biologia Molecular, indicando la fecha de procesamiento, el niimero de peticion
el tipo de muestra, y la fecha de entrega. Finalmente, la muestra debera ser entregad:
al Tecnoélogo Médico encargado de derivados, de lunes a viernes antes de las 09:00

horas, mediante triple embalaje y junto con una copia del formulario.

4. DETECCION DE VIRUS RESPIRATORIOS SARS- CoV-2, VRS, INFLUENZA TIPO A/E
POR TECNICA RT-PCR (EQUIPO COBAS LIAT)

El eguipo Cobas LIAT, es un equipo automatizado que realiza RT-gPCR para deteccior

cualitativa y simulténea de RNA de virus infecciosos. Esta presentado en dos kits de reaccior
distintos, INFLUENZA A/B - SARS- CoV-2 y/o INFLUENZA A/B - VRS, a partir de muestras de
hisopado nasofaringeo, con un tiempo de procesamiento aproximado de 20 minutos.

Este equipo realiza los pasos de purificacion de las muestras, amplificacion de los acidos

nucleicos y deteccitn de la secuencia objetivo. El sistema requiere el uso de un tubo de ensayc

Cobas desechable, de uso Unico, el cual contiene todos los reactivos para la preparacién de |2

muestra, la extraccion, purificacion, y amplificacion de las secuencias objetivo.




HOSPITAL DE URGENCIA ASISTENCIA PUBLICA Codigo: APL 1.3

SURDIRECCION DE GESTION CLINICA Versién: 02

Fecha: 12/2023
UNIDAD DE LABORATORIO CLINICO Vigencia; 5 afios

PROTOGOLO PROCEDIMIENTOS DE BIOLOGIA Pagina: 33 de 92
MOLECULAR

i) =

e R

Figura 17. Vista frontal de Cobas LIAT (Izquierda) y Cartucho de reaccion {Derecha).

4.1 TOMA DE MUESTRA
Ver en Protocolo de Toma de muestra de Laboratorio Clinico.

Para iniciar la toma de muestra, previamente el médico debe solicitar el examen mediante la
“Solicitud de examenes de Laboratorio: PCR INFLUENZA A/B - SARS- CoV-2 y/o PCR
INFLUENZA A/B - VRS.” (Anexo N°2). Este documento debe contener toda la informacién que
se solicita, la cual es responsabilidad del clinico y del encargado de toma de muestra
completaria. Los datos solicitados incluyen: Identificacion del paciente, procedencia de la
muestra, médico solicitante, responsable de la toma de muesira, fecha y hora de la toma de
muestra. En el caso de solicitud de examen de laboratorio PCR INFLUENZA A/B - SARS- CoV-
2 debe incluir el namero de ID y Epivigila.

4.2 TRANSPORTE Y CONSERVACION DE MUESTRAS
 Transportar la muestra (MTU con térula) en bolsa plastica transparente y dentro de un

contenedor con tapa, resistente a filtraciones y golpes (cooler) con unidad refrigerante.

+ La estabilidad de la muestra es de 72 horas a 2-8 °C.

4.3 HORARIO DE RECEPCION DE MUESTRAS
El horario es durante las 24 horas del dia en recepcion del laboratorio clinico HUAP por el
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Tecnico Paramédico de turno en recepcion de muestras.

4.4 RECHAZO DE MUESTRAS

* Ver Protocolo de Toma de muestra de Laboratorio Clinico.

4.5 CONTROL DE CALIDAD INTERNO

El CCl para la deteccién de virus respiratorios SARS- CoV-2, VRS, INFLUENZA TIPO A/B  en
el equipo COBAS LIAT consta de un control de proceso interno en cada ensayo y su funcion es
verificar el procesamiento adecuado de la muestra biolégica. Este control se supera cuando la
purificacién de la muestra y la amplificacién del fragmento objetivo cumplen los criterios de
aceptacion validados.

También se realiza un control de calidad externo al kit de reaccion.
Frecuencia: Cada vez que llegue un nuevo lote de kit de reactivos, mediante la carga de un
control negativo y un control positivo provistos en el “quality control kit”.

Requisito de calidad: Control positivo debe dar resultado positivo v control negativo debe dar
resultado negativo.

Calibracion: No requiere.

Cada técnica ya sea INFLUENZA A/B - SARS- CoV-2 o INFLUENZA A/B — VRS cuenta con su
propio kit de controles. El kit contiene reactivos control, pipetas de transferencia y una tarjeta
con los respectivos codigos de barra de cada control (Figura 18 y 19).
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Figura 18. Kit contro! INFLUENZA A/B - SARS- CoV-2. Figura 19. Kit control INFLUENZA A/B - VRS.

Como paso previo a la validacion de un nuevo lote se debe reconstituir el control positivo de la
técnica a controlar. En el caso de Influenza A/B — SARS- CoV-2, se debe reconstituir el control
positivo de SARS — Cov-2 (liofilizado) con el contenido total del control positivo de Influenza
A/B. (Figura 20). Para Influenza A/B - VRS se debe reconstituir el control positivo Influenza A/B
~ VRS (liofilizado) con el contenido total de un tube de control negativo NEG BUF. (Figura 21).

Figura 20. Control negativo Dilution UTM (izquierda), contro! positivo Influenza A/B (centro) y
control positivo SARS- Cov-2 (derecha).
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Figura 21. Control positivo Influenza A/B — VRS (derecha) y control negative NEG BUF

(izquierda).

Para controlar un nuevo lote debemos ingresar a la pantalta principal del equipo Cobas LIAT.

» Una vez dentro de la pantalla principal, seleccione la opcion mehnl de ensayos y luego
el boton “Selecc”. Si el equipo se encuentra sin sesion de usuario, digitar en usuario
ADMIN y contrasefia 23646.

« Seleccionar la opcién [Lote nuevo] y, a continuacién, el botén “Selecc”.

Se desplegara una ventana en donde necesitaremos la tarjeta del boletin técnico del nueve
lote y la tarjeta de los controles. Dichas tarjetas las encontramos en la caja del kit nuevo &
controlar y en la bolsa del kit de controles. Estas tarjetas contienen la informacién del test
lote, fecha de validacion, fecha de caducidad del lote y los dias restantes para la activaciénr

del ensayo. Una vez que contamos con dichas tarjetas debemos:

« Seleccionar la opcién Escanear, para escanear el codigo de barras del boletin tecnico
del nuevo lote,

« Seleccionar nuevamente el botén Escanear, para escanear el cédigo de bairas del
control negativo.

« Destapar y afiadir en el tubo de ensayo del lote a controlar el control negativo utilizandc
la pipeta de transferencia de 200 pL. Tapar nuevamente el tubo de ensayo.
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Eliminar pipetas de transferencia usadas segun las indicaciones del Protocolo
Bioseguridad del Laboratorio.

Seleccionar el botén Escanear.

Situe el tubo de ensayo preparado con el control debajo del lector de codigo de barras
para su lectura.

Retirar el tubo de ensayo de la funda y cargar el tubo en equipo Cobas LIAT, comenzando
automaticamente el procesamiento. La carga en el equipo no debe superar los 10
segundos.

Transcurrido el tiempo de procesamiento, Aparecera un mensaje informando que el
control se ha aceptado. Seleccione el botdn Confirmar para confirmar el mensaje.

Si el control no se ha completado con éxito se debe repetir el proceso.

El equipo solicitara que retire el tubo de ensayo del analizador. Elimine el fubo de ensayo
en el basurero de residuos peligrosos.

Espere a que la informacion de la barra de titulo deje de parpadear y seleccione a
continuacién el botén Atras.

Repita el mismo proceso con el control positivo.

Revise la entrada para el nuevo lote de tubos de ensayo.

Registrar los resultados obtenidos en la planilia del Anexo N°10 ubicada en la carpeta
compartida QC BIOLOGIA MOLECULAR que se encuentra el Drive de la seccion
Biologia Molecular.

4.6 PROCESAMIENTO DE MUESTRAS EN LA DETECCION DE SARS- CoV-2, VRS E
INFLUENZA TIPO A/B

Los kits de reaccion INFLUENZA A/B - SARS-CoV-2 e INFLUENZA A/B - VRS se
encuentran en el refrigerador 2-8°C ubicado en la Sala de Amplificacion.

Dirigirse al gabinete de bioseguridad de la Sala de Extraccién, romper el envoltorio de
aluminio del tubo de ensayo y revisar que este se encuentre en condiciones optimas para

SUu uUso,
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» Agitar mediante vortex las muestras a procesar durante 15 segundos.

» Destapar el tubo de ensayo y transferir [a muestra utilizando la pipeta de transferencia

de 200 pL. Tapar nuevamente el tubo de ensayo.

= Ingresar al mend del equipo (Main), seleccionar la opcién Procesamiento de Ensayo y
luego el botdn Select. Si el equipo se encuentra sin sesién de usuario, digitar en usuario
ADMIN y contrasefia 23646.

» Seleccionar la opcidn Escanear, para escanear el cadigo ID del tubo de ensayo.

« Seleccionar nuevamente el boton Escanear, para escanear el cédigo de barras de la
efiqueta de muestra,

» Seleccionar el botén Escanear y proceder a escanear nuevamente el cadigo ID del tubo
de ensayo utilizado.

« Retirar el tubo de ensayo de la funda y cargar el tubo en equipo Cobas LIAT, comenzando
automaticamente el procesamiento, La carga en el equipo no debe superar los 20
segundos.

s Transcurridos los 20 minutos de procesamiento, el equipo solicitara que retire el tubo de
ensayo utilizado.

¢ Para visualizar los resultados, seleccionar el boton informe.

4.7 INTERPRETACION DE RESULTADOS

El equipo presenta los resultados como “DETECTADQO’, “‘NO DETECTADO",
“INDETERMINADO”, o “ENSAYO NO VALIDO". Ver tabla N°2 de Interpretacion de resultados
para SARS- CoV-2, VRS e Influenza Tipo A/B.

Informe de resultados Interpretacion

Prueba para influenza A Negativa

Influenza A
Influenza.A-ho deisilado {no se ha detectado ARN de influenza A).
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Prueba para influenza A Positiva

(se ha detectado ARN de influenza A).

Influenza A Indeterminado

Es imposible determinar la presencia o ausencia de
influenza A. Repetir el ensayc con la misma
muestra, si el resultado es el mismo solicitar nueva
muestra.

Influenza B No detectado

Prueba para influenza B Negativa
{no se ha detectado ARN de influenza B).

Influenza B Detectado

Prueba para influenza B Positiva

Influenza B (se ha detectado ARN de influenza B).
Es imposible determinar la presencia o ausencia de
Influenza B Indeterminado | influenza B. Repetir el ensayo con la misma
muesira, si ¢l resultado es el mismo solicitar nueva
muestra.
Prueba para VRS Negativa
VRS No Detectado
{no se ha detectado ARN de VRS).
Prueba para VRS Positiva
VRS Det
VRS Siggtade (no se ha detectado ARN de VRS).
Es imposible determinar la presencia o ausencia de
VRS Indeterminado VRS. Repetir el ensayo con la misma muestra, si el
resultado es el mismo solicitar nueva muestra.
Prueba para SARS- CoV-2 Negativa
SARS- CoV-2 No Detectado | \\ '\, detectado ARN de SARS- CoV-2).
SARS-CoV- o
Prueba para SARS- CoV-2 Paositiva
ARS- ¥
2 SARS-CoV-2Detectado | 1\ o0 ha detectado ARN de SARS- CoV-2).

SARS-CoV-2 Indeterminado

Es imposible determinar la presencia o ausencia de
SARS- CoV-2. Repetir el ensayo con la misma
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muestra, si el resultado es el mismo solicitar nueva
muestra.

Tabla N°2. Interpretacion de resultados para SARS- CoV-2, VRS e Influenza Tipo A/B.

4.8 VALIDACION DE RESULTADOS
« Tras la interpretacion, los resultados obtenidos se transcriben en el sistema informatico
del laboratorio BiosLis como “Detectado”, “No Detectado” o “Indeterminado” para su
validacion. Ante un resuitado Indeterminado se debe solicitar telefonicamente el envic
de una nueva muestra junto con un nuevo Formulario de Solicitud de Examen. Los
resultados positivos a SARS-CoV2 se deben registrar en la planilla Exce
“Planilia_laboratorios_COVID_19" (ver Anexo 3).

4.9 INGRESO Y VALIDACION EN PLATAFORMA NACIONAL DE TOMA DE MUESTRA
Para el ingreso de resultados a la plataforma nacional de toma de muestra se debe acceder a

siguiente link: https:/ffomademuestras.minsal.cl/, desde ahi se procede a:

e Seleccionar COVID 19.
» Hacer click en la pestafia PCR - Muestras - En proceso.
» Recepcionar las muestras en proceso que se encuentran derivadas hacia HU.A.P.

o Completar con Resultado y Finalizar.

5. TEST DE ANTIGENOS SARS-COV-2
Se trata de un ensayo inmunocromatografico "in vitro" para la deteccién cualitativa de antigen:

de la proteina de la nucleocapside del SARS-CoV-2 desde muestras nasofaringeas. Durante |
prueba, el antigeno SARS-CoV-2 en la muestra interactiia con el anticuerpo monoclonal 1g¢

anti-SARS-CoV-2 conjugado con particulas de color que forman un complejo de particulas d
antigeno-anticuerpo. Este complejo migra en la membrana a través de la accion capilar hast
la linea de prueba, donde sera capturado por la proteina recombinante del anticuerp
monoclonal de ratén anti SARS-CoV-2 IgG.
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3.1 TOMA DE MUESTRA

Ver en Protocolo de Toma de muestra de Laboratorio Clinico.

Para iniciar la toma de muestra, previamente el médico debe solicitar el examen mediante la
“Solicitud de exdmenes de Laboratorio: “Test antigeno para SARS-Cov-2" (Anexo N°2). Este
documento debe contener toda la informacién que se solicita, la cual es responsabilidad del
clinico y del encargado de toma de muestra completarla. Los datos solicitados incluyen:
Identificacién del paciente, procedencia de la muestra, médico solicitante, responsable de la
toma de muestra, fecha y hora de la foma de muestra, debe incluir el ndmero de ID y Epivigila.
Tener en consideracion que una vez tomada la muestra esta posee una estabilidad de 1 hora.
5.2 TRANSPORTE Y CONSERVACION DE MUESTRAS

« Transportar la torula en el envase de papel sellado con cinta adhesiva en bolsa plastica,

dentro de un contenedor con tapa, resistente a filtraciones y golpe.

» Laestabilidad de la muestra es de 1 hora a temperatura ambiente.

5.3 HORARIO DE RECEPCION DE MUESTRAS
El horario es durante las 24 horas del dia en recepcién del Laboratorio Clinicc HUAP por el

Tecnico Parameédico de turno en recepcién de muestras.

5.4 RECHAZO DE MUESTRAS
Ver Profocolo de Toma de muestras de Laboratorio Clinico.

5.5 CONTROL DE CALIDAD INTERNO

Frecuencia: EI CCI para la deteccion de Antigeno SARS-CoV-2 se realiza cada vez que llegue
un nuevo lote de test de antigenos SARS- CoV-2, mediante la carga de un control externc
negativo y positivo en formato de térula.

La carga de dichos controles se describe en el Protocolo de Procedimientos de Biologiz
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Molecular, seccion 5.6, Usese una tira reactiva para cada control.

Ademas de estos controles, cada tira reactiva cuenta con un control interno (C) que valida cada
test de antigeno realizado. La regién de la linea control es invisible antes de la aplicacién de la
muestra o control y esta cubierta por un anticuerpo monoclonal de ratén. La linea control se
utiliza como control procedimental y aparecera siempre que el procedimiento de prueba sea
desarrollado adecuadamente y los reactivos de prueba se encuentren operativos.

La interpretacién y validacién de dichos controles se describe en el Protocolo de Procedimientos
de Biologla Molecular, seccion 5.7.

Si el resultado de la tira reactiva concuerda con el control cargado en dicha tira, se debe aprobar
el nuevo lote de reactivos. En caso contrario se debe repetir el control utilizando una nueva tira
reactiva.

Se deben registrar los resultados obtenidos del CCI del nuevo lote en la planilla del Anexo N°11
ubicada en la carpeta compartida QC BIOLOGIA MOLECULAR gque se encuentra el Drive de la
seccién Biologia Molecular.

Regquisito de calidad: Control positivo debe dar resuitado positivo y control negativo debe dar

resultado negativo.
Galibracion; No requiere.

5.6 PROCESAMIENTO DE MUESTRAS EN LA DETECCION DE ANTIGENOS SARS-COV-2
» Dirigirse a la Sala de Extraccion y sacar la tira reactiva de su empaque.
¢ Romper el sello del tubo con buffer.
» introducir ia térula de muestra en el tubo con buffer, realizar movimientos rotatorios para

suspender el material contenido en la térula.

= Eliminar la torula y tapar ¢l tubo con la tapa dispensadora dispucesta en <l kit.
¢ Dispensar 3 gotas en el pocillo de muesiras de la tira reactiva.

* Incubar a temperatura ambiente de 15 a 30 minutos.
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5.7 INTERPRETACION DE RESULTADOS

Informe de resultados Interpretacion

Antigeno Positivo La aparicion de una linea coloreada en la seccidon T,
indica la presencia de antigenos de SARS-Cov-2.

Antigeno Negativo La ausencia de una linea coloreada en la seccion T,

indica la ausencia de antigenos de SARS-Cov-2.
No aparece una linea coloreada en el area de condrol (G),

Invalid . . . . .
o ia técnica queda invalidada, siendo requerida una nueva
muestra.
1
covipas | | covbag coviBag covitay | | covie-ie
g ] Ag g Ag
! o i i
"h [ - einf -l
E) n-n-i h = -'—! - __-._l_, =
wl o emelap LA " ) comal
| d
:
|
{ i
£ ol . |
Antigieng Antigeno Invalido
Positivo Negativo

5.8 VALIDACION DE RESULTADOS

Tras la interpretacion, los resultados obtenidos se transcriben en el sistema informatico del
laboratorio BiosLis como “Positivo”, “Negativo” o “Invalido” para su validacion. Ante un resultado
Invalido se debe solicitar telefonicamente el envio de una nueva muestra, junto con un nuevo
Formulario de Solicitud de Examen. Los resultados positivos a SARS-CoV2 se deben registrar
en la planilla Excel “Planilla_}aboratorios_ COVID_18" (Anexo N°3).

5.9 INGRESO Y YALIDAGION EN PLATAFORMA NAGIONAL DE TOMA DE MUESTRA
Para el ingreso de resultados a la plataforma nacional de toma de muestra se debe acceder al
siguiente link: hitps:/fomademuestras.minsal.cl/, desde ahi se procede a:

« Seleccionar COVID 19.

= Hacer click en la pestaria Antigeno > Regisfro y Seguimiento > Muestras en Creacidn.
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» Seleccionar muestra en proceso y completar los campos de Datos de la Muestra y
Resultado con la marca del test de antigeno utilizada y Resultado.

» Hacer click en Finalizar.

6. DETECCION DE VIRUS VIRUELA SIMICA POR TECNICA gPCR
La Viruela Simica es una zoonosis viral causada por el virus ADN de la viruela simica, que
pertenece al género Orthopoxvirus, de la familia Poxviridae. Esta se caracteriza por generar
erupciones o lesiones cutaneas que suelen concentrarse en la cara, las palmas de las manos y
las piantas de los pies. El Ministerio de Salud, a través de su Departamento de Epidemiologia,
inicio la vigilancia de este evento segin las recomendaciones internacionales el afio 2022.
Ei kit Bio-Speedy® Monkeypox Virus gPCR es una prueba de transcripcién inversa y PCR en
tiempo real (RT-QPCR) destinada a la deteccion cualitativa del ADN y ARNm del virus
Monkeypox. La deteccidn con el kit a partir de muestras de lesiones cutdneas se logra mediante
RT-gPCR miuiltiple directa dirigida a la region del gen F3L especifica del virus de la Viruela
Simica.
6.1 CRITERIO SOLICITUD DE MUESTRA
La toma de muestra debe considerarse s6lo para personas que cumplan los siguienies
criterios:

o Cumplir con la definicion de caso sospechoso establecida segin MINSAL.

¢ Exposicién reciente a un caso probable o confirmado.

¢ Antecedentes de viajes internacionales los dltimos 21 dias y que presente lesiones

cutaneas.
6.2 TOMA DE MUESTRA

Ver en Prolocolo de Toma de muestras de Laboratorio Clinico.

Para iniciar la toma de muestra, previamente el médico debe solicitar el examen mediante la
“Solicitud de examenes de Laboratorio: “PCR VIRUELA SIMICA” (Anexo N°2). Este documento
debe contener toda la informacién que se solicita, la cual es responsabilidad del clinico y del

encargado de toma de muesira completarla. Los datos solicitados incluyen: Identificacion del
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paciente, procedencia de la muestra, médico solicitante, responsable de la toma de muestra,

fecha y hora de la toma de muestra, debe incluir el nimero de iD.

6.3 TRANSPORTE Y CONSERVACION DE MUESTRAS
* Transportar la muestra (2 tubos conicos tapa rosca con 2 térulas cada uno o frasco de
orina tapa rosca) en bolsa pléstica transparente y dentro de un contenedor con tapa,
resistente a filtraciones y golpes (cooler) con unidad refrigerante. .
* la estabilidad de la muestra es de 7 dias a 2-4 °C.
6.4 HORARIO RECEPCION MUESTRAS HUAP Y OTROS CENTROS ASISTENCIALES
El horaric de recepcién de muestras es durante las 24 horas del dia en recepcion de muestras
del laboratorio clinico HUAP por el Técnico Paramédico. Ef procesamiento de las muestras de
pacientes del HUAP y derivados desde otros centros asistenciales se realiza por tandas y con
una hora de validacién aproximada (Tabla N°3).
Cada tanda de muestras debera llegar al menos 10 -15 minutos antes de la hora de
procesamiento, si ilegasen posterior a dicho horario quedaran para la tanda siguiente. En el
caso de muesiras de caracter urgente, esta se procesa de forma inmediata, una vez recibida
por el Tecndlogo Médico, previo aviso via telefénica o correo electronico.
Los resultados estaran dentro de un periodo de 02:30 horas aproximadamente, en caso de que
se requiera repetir una muestra, este pericdo aumenta a 4 horas a partir del horario de la
recepcién de la muestra.

Horario de procesamiento de PCR Horario de validacién de resultados
10:00 Horas 12:30 Horas
23:00 Horas 01:30 Horas

Tabla N°3. Horarios de procesamiento y validacion de resultados.

6.5 RECHAZO DE MUESTRAS
Ver Protocolo de Toma de muestras de Laboratorio Clinico.
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6.6 CONTROL DE CALIDAD INTERNO

El CCl para la deteccion de Viruela Simica por téchica gPCR nos permite evaluar de manera
sistematica la existencia de una posible contaminacion en la reaccion, ademas de la estabilidad
de los reactivos utilizados en la técnica.

Frecuencia: En cada tanda de Viruela Simica que se realice se debe cargar un control negativo
Y un controt positivo provistos en el kit. La carga de dichos controles se describe en el Protocolc
de Procedimientos de Biologia Molecular, seccién 6.7.

Ademas de estos controles, el kit para la deteccion de Viruela Simica cuenta con un controt
interno endégeno (IC) el cual es un conjunto de oligonucledtidos dirigido al gen RNAsa P
humana, funcionando como un control de muestreo, extraccion de acidos nucleicos,
transcripcion reversa y qPCR.

La interpretacién y validacion de dichos controles se describe en el Protocolo de Procedimientos
de Biologia Molecular, seccién 6.8.

Requisito de calidad: Controt positivo debe dar resultade positivo y control negativo debe dar
resultado negativo,

Calibracion: No requiere.

6.7 PROCESAMIENTO DE MUESTRAS PARA DETECCION DE VIRUELA SIMICA

6.7.1 INGRESO DE MUESTRAS EN AREA TECNICA BIOLOGIA MOLECULAR
El Profesional Tecndlogo Médico debe asignar una numeracion interna de trabajo diario a cada
muestra, para su manejo en fase analitica, desde el nlimero 1 en adelante. Una vez cerrada Ia

dltima tanda del dia (23:00 horas) se reinicia la numeracion interna de trabajo diario partiendo

nuevamente desde 1.
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6.7.2 PROCESAMIENTO AUTOMATIZADO EN EQUIPO MAELSTROM

Dirigirse al gabinete de bioseguridad de la Sala de Extraccion, y resuspender en un tubo

Falcon la muestra de lesién con 2 mL de suero fisioldgico.
Aplicar vortex vigoroso durante 10 segundos.

Dejar a temperatura ambiente por 5 minutos.

Dispensar en el cassette 300 ul de muestra y 10 pl de proteinasa K en la posicion 1 en
el caso de las Auto Tube y en las posiciones 1y 7 en el caso de las Auto Plate.

Si el equipe MAELSTROM esta apagado, se debe encender desde el interruptor que se
encuentra en la parte posterior. E! codigo de usuario predeterminado para iniciar sesion
es 333, Este tarda entre 30-40 segundos en inicializar.

Posicionar el rack de puntas en el instrumento y presionar el icono de montaje para
gjecutar. Una vez finalizado el montaje retirar el rack de puntas.

Posicionar y empujar {a Auto Placa y/o Auto Tube hasta el fondo de la rejilta para placas
o tubos. Asegurarse que el chaflan de la placa de reactivos esté en la parte inferior
izquierda y que la pueria del equipo quede correctamente cerrada al finalizar la carga.
Seleccionar Run - Elegir Programa “655 rapid”. Este programa tiene un tiempo de
duracion de 30 minutos.

En ia pantalla del equipo se debe presionar la opcién Ejecutar - Ejecutar el Programa.
Presionar "Si" para comenzar.

Una vez finalizado el proceso de extraccion refirar el o los cassettes y dirigirse al
gabinete de bioseguridad.

Transferir los eluidos obtenidos (80ul aprox.) desde las posiciones 6 y 12 de la Auto

Placa o Auto Tube desde la posicion 6 a tubos eppendorf libres de RNAsa, previamente
rotulados con el naumero de muestra correspondiente.

Finalmente, descartar las placas o tubos usados y las puntas giratorias dentro de una
bolsa cerrada y desechar en el contenedor de residuos especiales.
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6.7.3 PREPARACION DE MASTER MIX Y CARGA DE ELUIDOS

[ ]

Descongelar por 1 hora a 2-8° C los reactivos que se encuentran en freezer de -20° C

de la Sala de Amplificacidn para la preparacién de Master Mix (Monkeypox Virus qPCR
kit BIOKSEN).

Realizar un vértex y posterior centrifugacién spin down a reactivos del Kits de PCR por
3-10 segundos aproximadamente.

Calcular el volumen a preparar de Master Mix de acuerdo a la cantidad de muestras que
conforman la tanda de procesamiento, considerando la totalidad de muestras junto con
2 controles (Positivo y Negativo).

a. Cdlculo Master Mix

5 uL 2X Prime sctipt mix
2.5uL MPV Oligo Mix

7.5 UL Volumen total de MasterMix

b. Calcuio Master Mix por pocillo de amplificacion

7.5 pL MasterMix
25 pL  Acido nucleico de la reaccién

10 L Volumen total de reaccion

Dirigirse a la camara de flujo laminar de la Sala de Amplificacion y preparar Master Mix
en tubo eppendorf 1.5 mL seglin esquema anterior, rotulando su tapa como “MM”. Se

prepara un solo master mix por tanda de procesamiento.
Dejar las tiras/tubos de PCR a utilizar en soporte correspondiente, rotulando en la aletilla

superior su nimero correiativo.

Dispensar 7.5 pL de Master Mix en cada pocillo y 2.5 L de eluido.
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» En el pendltimo pocillo dispensar 7.5 (L de Master Mix y 2.5 yL de NTC {(Control
Negativo).

« Para el Ultimo pocillo dispensar 7.5 pL de Master Mix y 2.5 pL de PC-MPV (Control
Positivo).

« Tapar las tirasftubos de PCR con sus respectivas tapas.

« Realizar centrifugacion spin down a tiras de PCR por 5-10 segundos aproximadamente.

6.7.4 AMPLIFICACION DE RT-PCR EN TERMOCICLADOR REAL-TIME PCR CFX96TM DX

« Dirigirse a computador de termocicladores ubicados en ia Sala de Amplificacién, en el
escritorio seleccionar icono de programa Bio Rad CFX Dx.

« Seleccionar en opcion File > Open > Protocol desplegandose la ventana de Open
Protocol.

+ Seleccionar carpeta de Allplex Seiting donde se encuentran los protocolos de perfil
térmico utilizados (Figura 22). Para la amplificacion del Kit MonkeyPox virus Qper
Bioksen elegir el perfil MPX BIOKSEN.

s Open Profocot »
k
L = CFX9% » Esoitoris ¥ Detkction FARSGie * ANplc senlng + L -] Buncow un Al SEeng -
Omganizr Nuove gerpets "2~ O &
Quantftzat > Kambro - Fachsde modicuzién  Tipw Tamabo
- i o 5 § PCR Maneal WY TREIPo Tamesy de prchivey
PesMades rodes ) Abplen 219 nCOVZ retting ciutod YT LTINS fen-Rod Fertozct . ane
Peafadovalidete £ 3 ANpher FAST YASLDZ WS AM Ep-Red Peetaset 2m
' ABlex extling R Afplex SRS COVZ seiting ciciea EH/ZE 63T R So-Hod Mz tezct zv
(" ecAm 1 anptex v ek YRR A5TI Foad Protored -, @
i - CusiStepT 7Y hapk Exap RS - 1oLty eal (R EE L Rl
R 3 MPX Litmikcer FANIIIE A AN LS SR ¥R
1 %o Fim DEKMSEROISH « Shartast BRI 12E2 2% Rugean diren 28
j ] R Tqhiom Mutazion Paned TR TR AR Chomlatt Proamcad 2
Jis s s ¥ 210 melsckn SARY-CaVZ-PLER AL 1R2APH R Bectonrd oy 258
| A
Nismbra de archive: |MPXDIDESEN w1 FrotwoulFile thgrd) -

Cancter.

Figura 22. Ventana de seleccién protocolo de perfil térmico

» Configurar el moide de placa seleccionando la opcion Plate - Select Existing - Carpeta
PCR Manual — Molde MPX KIT BIOKSEN FINAL — Edit Select (Figura 23).
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Figura 23. Ventana de seleccién de molde.

» Verificar que cada molde se encuentre con los canales de fluoréforos FAM y HEX

seleccionados (Figura 24).
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Figura 24. Seleccién de fluorédforos.

* Seleccionar en el fluordforo FAM el Target Name “Target”, en el fluoréforo HEX el Target
Name “IC”, en la opcién Sample Name en el caso de Control Positivo escribir “PC”, en el
Control Negativo “NTC” y para la muestra el niimero de peticién creado en recepcion.
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Escoger termociclador a utilizar en Ia columna de Block Name y luego seleccionar opcidr
de OPEN LID, esto hara que se abra el termociclador.

Cargar tiras de PCR, completando slempre con al menos 2 tiras de contrapeso vacias.
Seleccionar CLOSE LID para cerrar tapa.

Presionar “Start Run”,

Seiecclonar la carpeta “Deteccién MPX" que se encuentra en el Escritorio.

Guardar en “Resultados Crudos” copiando el formato de archivos previos y editar Ia
fecha de procesamiento.

Guardar archivo para asi iniciar la corrida de amplificacion.

El proceso de ampilificacion tiene una duracién de 55 minutos para este kit.

6.7.5 DESCARGA DE RESULTADOS FAST FINDER
Terminada la amplificacion los datos son analizados mediante Ja aplicacién web FastFinder

Bioksen, que permite e! analisis de |a curva de la corrida de PCR en tiempo real. La informacién
de la curva de amplificacion generara un informe en formato PDF.

Cerrar CFX Manager, dirigirse al nNavegador web y escribir en el buscador
“Fastfinder.app”.

Iniciar sesién  con username ‘biomolecular.huap@gmail.com” y contrasefia
“labbm12345",

Ir a la pestaiia Analisis - Crear Nuevo Analisis y desde la carpeta de Deteccion MPX -
Resultados Crudos escoger ei archivo a analizar (Figura 25).
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Figura 25. Creacién de nuevo andlisis y seleccion de archivo.

« Esperar hasta que la pagina web complete el estatus a “Listo para Revisar”.
e Hacer click en archivo anteriormente subido y analizar que la curva de amplificacion y

controles estén correctos, para luego seleccionar el botén “Autorizar” (Figura 26).
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Figura 26. Andlisis de curva de amplificacion.

= Dirigirse a la pestafia Archivo donde se mostrara el historial de resultados analizados,
escoger el archivo del analisis realizado y en seleccionar la opcién “Descargar como

PDF” (Figura 27).
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Figura 27. Historial de resultados y descarga de informe.

* Guardar el archivo PDF en la carpeta de escritorio “PCR MPX" - “Informes Fast Finder”.

6.8 INTERPRETACION DE RESULTADOS
o Criterios de validez de los resultados de control Positivo y Negativo
Para confirmar la validez de los resultados, las ejecuciones de PCR deben ir
acompaiiadas de PC (control positivo} y NTC (control negativo). Se determina que la
gjecucion del ensayo es valida cuando se cumplen todos los criterios siguientes:

Control RNASA P (HEX) FAM

Negativo (NTC) No detectado N/A No detectado N/A

Positivo (PC) Detectado (Ct = 33) Detectado (Ct < 33)

Control interno {IC) Detectado (Ct s 33) Si el target tiene un Ct = 35, se
concluye que el IC es valido

En caso de fallo de la validez, los resuitados no deben interpretarse ni deben informarse.

Ademas de repetir la reaccion de PCR.
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s Interpretacién de resultados

F3L (FAM) RNASA P (HEX) Interpretacion de | Accion
resultados

Positivo Positivo Resultado valido Informar Positivo
ADN virus Monkeypox
detectado

Positivo Negativo Resultade valido Informar Positivo
ADN virus Monkeypox
detectado

Negativo Positivo Resultado valido Informar Negativo
ADN virus Monkeypox
no detectado

Negativo Negativo Resultado Repetir el ensayo con a

indeterminado

misma muestra desde
la extraccion, si el
resultado es el mismo
solicitar nueva muestra.

6.9 VALIDACION DE RESULTADOS

Tras la interpretacion, los resultados obtenidos se transcriben en el sistema informatico del
laboratorio BiosLis como “Positive”, “Negativo” o “Indeterminado” para su validacion. Ante un

resultado Indeterminado se debe solicitar telefonicamente el envic de una nueva muestra, junto

con un nuevo Formulario de Solicitud de Examen.

Enviar un correc con informe de resultado cuando sea Positivo o Negativo, a los siguientes
destinatarios:

- leviachaban

mail.com

- vigilancia.eno@minsal.cl
- epidemiclogiarm@redsalud.gcb.cl
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- virologi@ispch.ci

- vanessa.aquilera@redsaiud.gob.cl.

6.10 INGRESO Y VALIDACION EN PLATAFORMA TOMA DE MUESTRA

Para el ingreso de resultados a |a plataforma de toma de muestra se debe acceder al siguiente
link hitps:/tomademuesiras.minsal.cl/, desde ahi proceder:

iniciar sesi6n y seleccionar el moédulo Monkey Pox.
Hacer click en la pestaiia PCR.

Hacer click en Muestras.

Hacer click en Proceso.

Recepcionar las muestras en proceso.

Finalizar muestras con resultado obtenido.

6.11 DERIVACION A ISP PARA SECUENCIACION GENOMICA

Las muestras del HUAP que cumplan con los requisitos para secuenciacién genémica

(Ct< 25 y maximo 7 dias desde la fecha de toma de muestra) se debe llenar Formulario
online: https:/fformularios.ispch.gob.cl/, Ingresar como usuario: HAPUBLIC - Formularios

y seleccionar “Formulario general de envio de muestras clinicas para analisis
virologicos”.

En la ventana desplegada ingresar todos los datos personales solicitados: Nombre, RUT,
direccion, teléfono, Epivigila, fecha y hora de toma de muestra. En seccion
“Antecedentes de la muestra” seleccionar aislamientc de virus varicela zoster y en

seccion "muestra” Seleccionar torula de lesion.
En el apartado de “antecedentes clinicos/epidemiolégicos del paciente”, en la seccion

diagnéstico escribir el Ct y observacion viruela simica. Al finalizar enviar.
Volver a HOME y seleccionar icono de documento PDF, imprimir 2 copias del formulario,
de las cuales una se debe archivar en carpeta de “FORMULARIOS ISP que se
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encuentra en la Sala Adminisirativa, mientras que ofra se debe enviar junto a la muestra
a derivar.

» Descargar formuiario de cada muestra a carpeta de “MUESTRAS ENVIADAS A ISP”,
luego en la carpeta con fecha del dia en que se derivaran las muestras.

+ El dia de la derivaci6n, enviar previamente por correo formularios a cmedina@ispeh.cl
con copia a daniela.herrerab@redsaiud.gob.cl; daniela gutierrezm@redsalud.gob.ci
laboratorio.bmhuap@redsalud.gob.cl

+ Todas las muesiras que se deriven deben ser registradas en el libro de derivados del

Area de Biologia Molecular, indicando la fecha de procesamiento, el niumero de peticion,
el tipo de muestra, y la fecha de entrega. Finalmente, la muestra debera ser entregada
al Tecndloge Médico encargado de derivados, de lunes a viernes antes de las 09:00
horas, mediante triple embaiaje y junto con una copia del formulario.

7. DETECCION DEL COMPLEJO MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS POR TECNICA
qPCR

La tuberculosis es una enfermedad transmisible causada por el agente Mycobacterium
tuberculosis, que se transmite por via aérea y afecta a diversos organos, particularmente a los
pulmones.

El cuitivo y la PCR en tiempo real complementan a la baciloscopia, ya que permite poner en
evidencia bacilos presentes en escasa cantidad en una muestra, identificarios para confirmar
que sea el bacilo de la Tuberculosis y determinar la susceptibilidad del microorganismo a los
farmacos antituberculosos.

El Xpert MTB/RIF Assay o Ultra, que se usan con el sistema Cepheid GeneXpertR, es una

prueba diagndstica in vitro de PCR semicuantitativa, integrada y en tiempo real, que se utiliza

para la deteccion de ADN del complejo Mycobacterium tuberculosis y mutaciones del gen rpoB
asociadas a la resistencia a rifampicina.

7.1 TOMA DE MUESTRA
Ver en Profocolo de Toma de rmuesira de Laboratorio Clinico.




HOSPITAL DE URGENCIA ASISTENGIA PUBLICA Cédigo: APL 1.3

SUBDIRECCION DE GESTION CLINICA Version: 02
Fecha; 12/2023
UNIDAD DE LABORATORIO CLINICO Vigendia: 5 afios
PROTOCOLO PROCEDIMIENTOS DE BIOLOGIA Pagina: 57 de 92
MOLECULAR

Para iniciar la tora de muestra, previamente el médico debe solicitar el examen mediante la

“Solicitud de exdmenes de Laboratorio: “Solicitud de Investigacion bacteriologica de

Tuberculosis” (Anexo N° 2). Este documento debe contener toda la informacion que se solicita,

la cual es responsabilidad del clinico y del encargado de toma de muestra completaria. Los

datos solicitados incluyen: ldentificacion del paciente, procedencia de la muestra, médico

solicitante, responsable de la toma de muestra, fecha y hora de la toma de muestra, tipo de

hallazgo, estado de tratamiento del paciente, tipo de muestra y vulnerabilidad del paciente. En

la Tabla N°4 se resume la toma de muestras de origen puimonar y extrapulmonar y sus

condiciones de recoleccion.

TIPO DE MOMENTO E!E CONDICIONES DE CANTIDAD TIEMPO DE N° DE
MUESTRA RECOLECCION RECOLECCION DE MUESTRA | CONSERVACION | MUESTRAS
Expectoracidn | La primera Después de un [Minimo 3 mL | ldeal 24-48 horas, 2
espontinea inmediata y la esfuerzo de tos, enun | por muestra Maximo § dias a
segunda matinal | espacio  iluminado, 4°C.
ventilade y privado
Expectoracion | Segun Maniobras kinésicas | Minimo 3 mL | Ideal 24-48 horas. 2
inducida necesidad ¢ nebulizacion por muestra Maximo 5 dias a
laringea 4°CG,
Lavado Durante Procedimiento Minime 3 mL | Procesar 1
Broncoalveolar | procedimiento médico por por muestra inmediatamente.
fibrobroncoscopia Maximo 4 horas a
4°C.
Contenido Matinal Después de un ayuno | Minimo 3 mL | Procesar 2
Gastrico de 12 horas por muestra inmediatamenie
maximo 4 horas a
4°C.
Orina Matinal Muestras en dias | Mimimo 10 mL | Procesar Minimo 3
sucesivos, orina de inmediatamente
segundo chorro ¥y maximo 4 horas a
luego de un aseo 4°C.
genital profijo
Pus Segun Hisopo o aspirado |Lo que se | Procesar 1
necesidad con jeringa pueds obtener | inmediatamente
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maximo 4 horas a
4°C,
Liquido pleural | Segan Puede wusarse un |Minimo 3 mlL | Procesar 1
necesidad anticoagulante por muestra inmediatamente
(EDTA) maximo 4 horas a
4°C,
Biopsia o | Segun Con agua destilada [ Lo que se | Procasar 1
material de | necesidad estéril o suero | pueda obfener | inmediatamente
resecado fisiolégico estéril. Con maximo 4 horas a
el volumen necesario 4°C.
para mantenerio
hidratado
LCR Segun Envase estéril Minimo 0.5 mL | Procesar 1
necesidad por muestra inmediatamente
maximo 4 horas a
4°C.
Otros liquidos | Segin Envase estéril Minimo 3 mL | Procesar 1
estériles necesidad por muestra inmediatamente
maximo 4 horas a
4°C,
Contenido Segun Envase estéril Lo que se | Procesar 1
ganglionar necesidad pueda obtener | inmediatamente
maximo 4 horas a
4°C,

Tabla N°4. Resumen de toma de muestras de origen pulmonar y extrapulmonar.

7.2 TRANSPORTE Y CONSERVACION DE MUESTRAS

« Transportar la muestra en envase recolector de muestras estéril (frasco recolector de
esputo o frasco recolector de orina) envuelto en una bolsa plastica transparente y dentro

de un contenedor con tapa, resistente a filiraciones y golpes (cooler} con unidad
refrigerante,

» La estabilidad de las muestras Puimonares es de 24-48 horas. En el caso de muestras
extrapuimonares, la estabilidad es de 4 horas desde la toma de muestra, por lo que
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deben conservarse en refrigeracion hasta su procesamiento.

7.3 HORARIO DE RECEPCION DE MUESTRAS
El horario es durante las 24 horas del dia en recepcién de muestras del Laboratorio Clinico

HUAP por el Técnico Paramédico de turno.

7.4 RECHAZO DE MUESTRAS
Ver Profocolo de Toma de muestras de Laboratorio Clinico.

7.5 CONTROL DE CALIDAD INTERNO

El CCl para la deteccion del Complejo MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS por técnica qPCR
consiste en evaluar los procesos, insumos, reactivos y equipamiento utilizados en la realizacion
de la técnica, mediante dos controles incluidos en cada cartucho de carga, los cuales dehen ser
revisados en cada corrida.

Frecuencia: Cada cartucho para la deteccion de MTB contiene un control de procesamiento de
muestras (SPC, Sample Processing Control) para controlar el procesamiento adecuado de los
microorganismos y monitorear la presencia de inhibidores en Ia reaccién de PCR y posterior
deteccién de fiuorescencia y un control de comprobacion de sonda (PCC, Probe Check Control)
para comprobar la rehidratacion de los reactivos, el llenado del tubo de PCR en el cartucho, la
integridad de las sondas y la estabilidad del flucrocromo.

Requisito de calidad: Para el analisis de dichos controles, una vez terminada la PCR nos
dirigimos a la seccién Analyte Result (Figura 28) y comprobamos que tanto el control SPC

como el PCC fueron superados.
La interpretacién y validacién de dichos controles se describe en el Protocolo de Procedimientos

de Biologia Molecular, seccién 7.7.
Calibracion: No requiere.
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Interpretacion del software

Test Result: 2
Resulado del . .
control de |
procesamiento de W
miestra o SPC 1l
PASS « SUPERADD
1s1081- 0.0 Tas FAIL PASS Resuttado del
iIS6110 control de
rpoly 0.0 1 BVALID PASS Cﬂlﬂpr:bacl'ﬁn de
rpoB2 0.0 2 INVALID PASS sonda o PCC
rpoB3 0.0 5 INVALID ~ PASS e i
rpoB4d 0c 12 INVALID PASS

Figura 28: Pestana Analyte Result del equipo GENEXPERT, sefialando control SPCy PCC.

7.6 PROCESAMIENTO DE MUESTRAS PARA DETECCION DEL COMPLEJO
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS POR TECNICA qPCR

7.6.1 PROCESAMIENTO AUTOMATIZADO EN EQUIPO GENEXPERT DX

GeneXpert Dx es un método actualmente recomendado por la OMS para el diagnéstico de la
tuberculosis y la deteccién de resistencia a la rifampicina. Dispone de 4 compuertas para
procesamiento, un computador, un lector de codigo de barras y un software precargado para iz

realizacion de las pruebas y visualizacion de resultados (Figura 29).

El sistema requiere de cartuchos Xpert MTB/RIF Ultra para el diagndstico de tuberculosis y
deteccion de resistencia a RIF, son desechables de un solo uso. El cuerpo del cartucho se
encuentra segmentado en distintas camaras, las que contienen todos las soluciones Yy reactivos

necesarios en forma de esferas liofilizadas para Ia realizacién de la PCR. En la parte posterior

se ubica una lengiieta que corresponde al tubo de PCR, donde ocurre la amplificacion de acidos
nucleicos y la deteccién de la fluorescencia emitida por cada sonda. En la base del cartucho se¢
encuentran los diversos componentes mecénicos, encargados de generar la lisis de las
bacterias y de comandar el émbolo que dirige las soluciones a las distintas camaras de
procesamiento en el cuerpo.
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Para la deteccion del bacilo utiliza 2 secuencias multicopia de insercion como objetivos de
amplificacion 151081 - 1S6110 y para la resistencia a rifampicina 4 sondas (rpoB1, rpoB2, rpoB3
y rpoB4) para identificar las mutaciones en la Region determinante de resistencia a rifampicina
(RRDR) del gen mpoB. Los controles del sistema GeneXpert se basan primeramente en una
comprobacion del estado sistema 6ptico, temperatura del modulo e integridad de los
dispositivos mecénicos de cada cartucho. El segundo control se realiza en cada cartucho a

través de controles internos, control de procesamiento de muestras (SPC) y controles de
comprobacion de sonda (PCC).

; Figura 29. Vista frontal del sistema GeneXpert Dx.
.6.2

PROCESAMIENTO MANUAL
« Dirigirse al gabinete de la Sala de Extraccion y utilizar EPP correspondiente (guantes,
mascarilla y pechera desechable).
« Verificar la calidad/cantidad de muestra y si fuera el caso aplicar criterios de rechazo.
e Si la muestra es un esputo se debe observar el aspecto: Saliva, mucosa,
mucosanguinolenta 0 mucopurulenta (Figura 30).
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Mucopuruienta Sangulnolenta Mucosa Saliva

Figura 30. Aspecto macroscopico de muestras de esputo.

El volumen minimo de muestra requerida es 1 mL a excepcion del LCR, el cual se acept
desde 0.5 mL.

Si la muestra es liguida y contiene un volumen mayor de 5 mL se debe centrifugar a 160
RPM durante 15 minutos y eliminar el sobrenadante dejando un volumen de 2 m
aproximadamente. La centrifuga a utilizar se encuentra en el area de siembra d
Microbiologia.

Si la muestra es un tejido se debe agregar 2 mL de suero fisiolégico al contenedc
primario y macerar en mortero estéril dentro del gabinete de la Sala de Extraccion.

En un tubo Falcon estéril de 15 mL agregar 2 mL de buffer Xpert MTB/RIF Sample Rg!
y posteriormente 1 mL de muestra.

Mezclar en vértex durante 30 segundos e incubar durante 10 minutos a temperatur:
ambiente.

Mezclar nuevamente en voriex durante 30 segundos e incubar durante 5 minutos
temperatura ambiente.

Abrir el cartucho MTB/RIF Ultra y depositar 2 mL de la mezcla en el orificio de muestr

por las paredes evitando la formacion de burbujas y cerrar el cartucho.

7.6.3 PROCESAMIENTO EQUIPO GENEXPERT DX

Encender el equipo y el computador.

Iniciar sesion con usuario cepheid-admin y contrasefia cphd.
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» Luego seleccionar en el escritorio el icono GeneXpert Dx, e ingresar usuarioc BMHUAP y
contrasefia RBM12345.

» El programa realizara dos preguntas: “Do you want to perform data base management
tasks?” y “Archive is overdue. Do you want fo archive now?” a las cuales se debe
seleccionar la opcién No.

+ Seleccionar el icono Create Test, automaticamente se desprende una ventana.

« Seleccionar Manual Entry y escribir el nombre del paciente. Seleccionar OK (Figura 31).

Waw it Moy WA

T T

i

Figura 31. Ventana identificaciéon de paciente.
e En la segunda ventana desprendida escanear la etiqueta de ingreso de la muestra.
Seleccionar OK (Figura 32).
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Figura 32. Ventana identificacion de muestra.
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« En latercera ventana desprendida escanear el c6digo QR del cartucho. Seleccionar OK

(Figura 33). El cartucho solo permite un unico uso.

BT MmN SATROT MUY | =

[ T e —
il

T U W Y LA T

~ 5 S IS PR v bty o I S0
[l Y
w” T i
K ! A = i
[ 23 B H
- 4 ny O A
I Scun Casttiga Barcade x CphtEs)
oo T T
Sangini 'EJ_T Plak b 40A VNS BATOL wee ezl oy
[P o Jare Booa ©K |!l
| ——— | m om c- w_
et AR —— e ] e :I D:‘W c‘ 14 l
SRR [ wosswrany | et } e, Do S i
L — Somm— e gn . 3
[ ﬁuﬁ'ﬁm Y T T iR [ i ___&: :.:“'m %’«
Tonttrow [Soaciran SreelEa REON Y KN
igp. BTM m{
"'"'"" I.._....__..._—_——_! g, S Poeh i Rt B oy ‘x,._'um "t [1ne
e Bome oW |
el e N w1 1 e s e I e il e
FIEAth NTT CUrB 28 oy e e T
U228 TA TA1 SENted 2 TSI C
Fiaze l=gdtne rumegy s oy med e el
Dotde 1 Tan) Srted o1 1 1730 SersCuuipeBaceds | Camell |
_F_imel_:_nmaaﬂ.‘;w'n!.m:! el L

Figura 33. Ventana identificacion de cartucho.

» Seleccionar el Médulo en el cual sera posicionado el cartucho en el botén Select Module
(Figura 34).

« Seleccionar el boton Start Test, para iniciar la prueba el programa solicitara el usuario
BMHUAP y ia contrasefia RBM12345.

Ilmm e
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Figura 34. Ventana seleccion de modulo e inicio de test.
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« Colocar el cartucho con el cédigo QR hacia adelante en el médulo correspondiente

cuando la luz led de la compuerta comience a parpadear y cerrar la puerta hasta el tope.

s Al comenzar la prueba la luz del médulo dejara de parpadear. El procesamiento tiene

una duracion de 01:20 horas aproximadamente.

+ Revisar los resultados obtenidos en ia pestaiia de View Test.

7.7 INTERPRETACION DE RESULTADOS

Informe de .
resultados 1S1081-IS6110 | SPC PCC Interpretacién
No se ha detectado la secuencia dianz
de MTB en la muestra,
g‘:tBectad 5 No ﬁic:eetr;itaa da Superado | Superado No §e pugr.ie deter_minar fa resistenf:’ie
a Rifampicina debido a una deteccior
insuficiente de la sefial.
Un resultado en traza significa que se |
han detectado niveles bajos de MTB
MTE Detectado :.siempre tlas de resis.tencia a rifampicfr'me
Traza y | Secuencia fndetel:mlnada debld~o a una deteccior
Resistencia a | detectada N/A Superado insuficiente de la sefial.
Rifampicina ) ~
Indeterminada SPC No se requnercla una sefial (N/A
porque la amplificacién de MTB puede
competir con este control.
La muestra contiene la secuenci:
MTB Detectado diana de MTB
Bajo o Muy .
Bajo y Secuencia N/A Superado No se puede determinar la resistencis
Resistencia a | detestada a rifampicina debido a una detecciér
Rifampicina insuficiente de la sefal.
Indeterminado
MTB Detectado | Secuencia No es vélidc un resultadc
Medio Y | detectada S Superado indseterminado para rifampicina si ha;

Resistencia a

un nivel de deteecién de MTB medio ¢
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Rifampicina alto. Esto se puede deber a un exceso
Indeterminado de ADN en la muestra o presencia de

inhibidores.

Accion correctiva: Se  recomienda

repetir la prueba con una dilucién 1:10.
MTR Detectado La muestra contiene la secuencia
Medio v | Secuencia diana de MTB.
ﬁ;iﬁt;:?; & | detectaca bt Superado Se ha detectado al menos una
Detectado mutacién rpoB.

La muestra contiene la secuencie
MTB Detectado diana de MTB.
Medio Y | Secuencia
Resistencia a | detectada N/A Superado No se ha detectado ninguna mutacior
Rifampicina No en la secuencia diana del gen rpoB.
Detectado

La muestra contiene la secuenciz
MTB Detectado diana de MTB.
Alto Y | Secuencia
Resistencia a | detectada N/A Superado Se ha detectado al menos une
Rifampicina mutacién rpoB.
Detectado

La muestra contiene la secuencie
MTE Detectado diana de MTB.
Alto Y | Secuencia
Resistencia a | detectada N/A Superado | No se ha detectado ninguna mutacior

Rifampicina No
detectado

en la secuencia diana del gen rpoB.
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Invalido

N/A

No
Superado

Superado

No puede determinarse la presencia o
ausencia de la diana de MTB (IN/A).

Causas posibles: Recogida
inadecuada de la muestra,

preparacién incorrecta de la muestra,
conservacidon inadecuada de los
cartuchos, procesamiento ineficaz de
la muestra en el cariucho, presencia
de sustancias interferentes en la
muestra, falta de cebador, sonda o
microesferas de enzimas.

Solucion: Repetir prueba con un nuevo
cartucho y nueva muestra.

Error

Sin resultado

Sin
resultado

No
Superado

No puede determinarse la presencia o
ausencia de la diana de MTB.

Si la Comprobacién de sonda PCC da
un resuitado No superado, las causas
posibles son: Recogida inadecuada de

la muestra, volumen de muestra
incorrecto anadido al cartucho.

Sin resultado

Sin
resultado

Superado

Si la Comprobacion de sonda PCC da
un resultado superado, las causas
posibles son:

Problema en el mdadulo del sistema
GeneXpert.

Solucién: Repetir prueba con un nuevo
cartucho.

Sin resultado

Sin resultado

Sin
resuitado

N/A

Neo puede determinarse la presencia o
ausencia de la diana de MTB.

Las causas posibles son: L.a prueba se
detuvo, falla eléctrica.

Solucién: Asegurar la alimentacién de
energia, Repetir prueba con un nuevo
cartucho.
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7.8. VALIDACION DE RESULTADOS
Tras la interpretacion, los resultados obtenidos se transcriben en el sistema informatico de

laboratorio BiosLis.

En el apartado Calidad de Muestra se debe seleccionar el tipo de muestra procesada.
En el apartado Resistencia e Interpretacion de los antibidticos que no se procesan en e
cartucho Xpert MTB/RIF seleccionar la opcién No Aplica.

En el apartado Nro de Cultivo seleccionar la opcién Pendiente o No Aplica en caso de
que la muestra cumpla o no los criterios de derivacion al HCSBA.

En el apartado Antecedentes de Tratamiento seleccionar opcion segln lo sefalado en :
solicitud del examen.

En el apartado Grupo de Riesgo solo se debe ingresar “.”, ya que esta es informacior
confidencial.

7.9 REGISTRO Y ENVIO DE RESULTADOS

Dirigirse al correo de la seccion de Biologia Molecula
(Biclogiamolecular.huap@gmail.com), y en drive abrir archivo “Planilla de Muestra
Diarias TBC", agregar los datos solicitados en |a tabla.

En el Libro Ministerial de Registro y Seguimiento de Casos Presuntivos de Tuberculosic
(CPT), se deben escribir todos los datos solicitados en la tabla con apiz pasta azul, lo:
resultados deben ser escritos con los simbolos “” en caso de que no se haya detectadt
el bacilo y no presente resistencia a rifampicina, mientras que en el caso de que se hay:
detectado el bacilo y presente resistencia a rifampicina se debe escribir en rojo el simbolo
oy

En caso de que el resultado sea detectado se debe llamar al Servicio donde se encuentre
el paciente para informar via telefonica al médico o enfermero de turno (Ver Protocolo de
Notificacién de Valores Criticos de Laboratorio Clinico). Ademas, se debe enviar ui
correo con el informe de resultado a los siguientes destinatarios:
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- victor.hernandezh@redsalud.qob.ci

- christian.calquin@redsalud.gob.cl

- procet.hesba@redsalud.gob.cl

-  mhavarretevega@amail.com

- gdanielse.riverac@redsalud.gob.cl

- francisca.perez@redsalud.gob.cl

- vanessa.aguilera@@redsalud.gob.cl
- valentina.bucarey@redsalud.gob.cl

7.10 DERIVACION DE MUESTRAS AL HOSPITAL CLINICO SAN BORJA ARRIARAN

En el marco del Programa de Tuberculosis del Servicio de Salud Metropolitano Central, se
requiere ef uso de técnicas de Biologia Molecular para el diagnéstico de Tuberculosis, por lo
que resulta necesaria la colaboracion entre establecimientos de la Red Asistencial como lo son

el HUAP y el HCSBA, con el fin de asegurar el adecuado y oportuno diagnostico, seguimiento

y tratamiento de nuestros usuarios.

Bajo el contexto Nacional y el convenio colaborativo que actualmente existe entre ambas
instituciones es que se han definido los siguientes criterios para la derivacion de muestras al

HCSBA:

a)} Segln condicion del paciente:

e Pacientes contactos TBC, menores de 15 aiios y pacientes con VIH.
e Pacientes en control de tratamiento deben ser derivados directamente a HCSBA sin

procesamiento de PCR.

b) Segun tipo de muestras:

e Muestras de origen extrapulmonar; Todas muestras exirapulmonares indicadas en

PROCET y contenido gastrico deben ser derivadas independientes de su resuitado.

e Muestras de origen pulmonares: Esputos, LBA, aspirado bronquial con un resultado

Detectado.
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Todas las muestras que se deriven deben ser registradas en el libro de derivados del Area de
Biologia Molecular que se encuentra en la sala administrativa, indicando la fecha de
procesamiento, al nimero de peticién, el tipe de muestra, y la fecha de entrega. Finalmente, la
muestra debera ser entregada al Tecndlogo Médico encargado de derivados, de lunes a viernes

antes de las 09:00 horas, mediante triple embalaje junto con la copia de la Solicitud de
Investigacién bacteriolégica de Tuberculosis.

8. CONSERVACION DE MUESTRAS POST-ANALISIS Y ELIMINACION DE DESECHOS

El contenedor primario de la muestra se conservara por una semana a -80°C en ultracongelador
vertical exclusivo para este fin, en caso de que se deba repetir el analisis o derivar a otro centro
asistencial.

Los eluidos ya analizados igualmente se conservan a -80°C en ultracongelador por un periodo
de tres semanas para luego ser eliminados.

La eliminacion de muestras se realiza bajo directrices del Profocolo de Bioseguridad del
Laboratoric Clinico.

9. MANTENIMIENTO DE USUARIO
Se debe realizar mantenciones y limpieza diaria al equipamiento del Area de Biologia Molecular
para garantizar el correcto funcionamiento de éstos.

9.1 MANTENIMIENTO MAELSTROM

El Area Técnica de Biologia Molecular cuenta con dos equipos Maelstrom que funcionan en
modalidad espejo para el progesamiento de muestras. Es importante ilimpiar los instrumentos

después de cada uso y en caso de derrame de muestras o reactivos, se debe limpiar el
dispositivo de inmediato con alcohol 70% para evitar dafios o contaminacion en las muestras.

El mantenimiento diario del equipo consiste en:

« Limpieza la superficie interna utilizando papel absorbente con alcohol 70%.
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+ Limpieza los soportes de varillas metalicas con papel absorbente y agua destilada

* Apagar uno de los dos equipos, noche por medio durante tres horas.

La mantencién se registra en la Planilla Registro Mantencidn usuario equipo MAELSTROM
4800 - 4810 {Anexo N°6).

9.2MANTENIMIENTO TERMOCICLADOR CFX96™ BIORAD
Para la amplificacién de las muestras se utilizan tres termocicladores CFX396 en modalidad
espejo. La tecnologia desarrollada para los sistemas CFX96, permite que estos funcionen con

un mantenimiento minimo por parte del usuario. El mantenimiento diario del equipo consiste en:
» Limpieza de superficie utilizando papel absorbente con alcohol 70%.

La mantencion se registra en ia Planilla Registro Mantencién usuario equipo CFX86 IVD
BIORAD (Anexo N°7).

Aparte del mantenimiento diario, se realiza también una visita técnica anual, en la que se efectia
una revisién interna mas exhaustiva, revision de partes moviles, limpieza profunda,

actualizaciones de software y pruebas de mecanismos. Esta fecha de mantenimiento se
establece a partir de la fecha de instalacion del equipo, con una duracién de doce meses.

9.3 MANTENIMIENTO COBAS LIAT
El area de Biologia Molecular cuenta con tres equipos Cobas LIAT que funcionan en modalidad

espejo para el procesamiento de muestras. El mantenimiento diario del equipo consiste en:
« Limpieza de superficie utilizando papel absorbente con aleohol 70%.

La mantencién se registra en la Planilla Registro Mantencion usuario equipo COBAS LIAT
{Anexo N°8).




HOSPITAL DE URGENCIA ASISTENCIA PUBLICA Cédigo: APL 1.3

SUBDIREGCION DE GESTION CLINICA Version: 02

Fecha: 12/2023
UNIDAD DE LABORATORIO CLINICO Vigencia: 5 afios

PROTOCOLO PROCEDIMIENTOS DE BIOLOGIA Pagina: 72 de 92
| MOLECULAR

9.4 MANTENIMIENTO GENEXPERT DX
El equipe posee mantenciones que se realizan de manera diaria, semanal y mensual. El

mantenimiento diario del equipo consiste en:
¢ Limpieza del area de trabajo utilizando papel absorbente con alcohol 70%.
s Cerrar puerta de los modulos.

¢ Desechar los cartuchos usados en el contenedor de residuos especiales.

El mantenimiento semanal del equipo consiste en:

e Apagado del computador y el equipo.

e Desinfeccion del interior de los compartimientos de cartuchos, utilizando papel
absorbente con cloro 0.5% y luego papel absorbente con aicohol 70%.

¢ Desinfeccion de la superficie del instrumento, utilizando papel absorbente con cloro 0.5%
y luego papel absorbente con alcohol 70%.

e Limpieza del prefiliro de los ventiladores ubicados en fa zona posterior del equipo,
eliminando el polvo y limpiando con agua destilada.

El mantenimiento mensual del equipo consiste en:

¢ Almacenar pruebas, luego del reinicio semanal, se despliega una ventana preguntando
Do you want to perfom database managemen tasks?, seleccionar Yes, seguido se
desplegara otra ventana donde se debe seleccionar la opcidon Database Backup y
Proceed. En la nueva ventana desplegada seleccionar la opcidn Save.

¢ Desinfeccion de los émbolos utilizando papel absorbente con Clore 0.5% y luego pape
absorbente con alcohol 70%. Seleccionar en el programa ila opcion Maintenance y
Plunger Rod Maintenance, se desplegara una ventana seleccionando Clean all.

e Limpieza de ranura de insercion usando el cepillo de limpieza incluido en jos materiales
externos del equipo.

e Lamantencidn se registra en la Planilla Registro Mantencién usuario equipo GENEXPER
DX (Anexo N°9).
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10. TIEMPOS DE RESPUESTA

Los tiempos de respuesta para los examenes de la seccion de Biologia Molecular estan

descritos en el Protocolo Tiempos de Respuesta de exédmenes de Laboratorio

VILI.

VIl

iX.

CONTINGENCIAS
Falla de sistema informatico BiosLis.

Falla o intermitencia de red que impida el envic de correos electronicos y que afecte la
red telefénica.

Falla de equipos.

Falta de reactivos o insumos.

DISTRIBUCION
Direccion
Subdireccion de Gestion Clinica

Unidad de Calidad y Seguridad del Paciente.
Unidad de Laboratorio Clinico.
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ANEXO N°2, SOLICITUD DE EXAMENES DEL AREA DE BIOLOGIA MOLECULAR
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SOLICITUD DE EXAMEN DE LABORATORID
PCR INFLUENZA A/B - SARS-CoV-2

JIDENTIEICACION DEL PAGIEHIE

Noméxes,

Apelide Matomo: Naditnakdad:

£, Edad:
Fedha nadmients,

Sexo: I:] Femnenlap :Imasunhn
Prioided. D Hosptakzedo Dﬁn:’mh Dmﬂo

MHierelin
Comuna
Telélony:

-
Apelide Patemo’ Procedenc

PROCEDERCIA

Hibcpital

S| la e Safud:

Nombre Madico solicftarts:
Fonon'anexs;

Fecha soliciiud exmmtn;

IDENTIFICACION DE LA MUESTRA

Tipo o mucatre: E I‘foﬂnuhmsnfaﬂnm

Nembee respansabla tama de muestra
Feaniexo.

FechaMom foms do musetra:

N° epivigila:

L+

BIOLOGIA MOLECULAR

Flrina Médico

VSO EXCLUSIVO LABORATORIO
Reaponeable: Fecha y Hornt
Observaciones;
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\2x7 ) SOLICITUD DE EXAYEN DE LABORATQRIQ
| N mns PCR INFLUENZA A/B - VRS
[IDENTIFICACION DEL PACIENTE

Nombyes,

Apelido Procedencta___
Apclide Matama: Nadonakdad:

RUT Edad:

Dmm

Prcrdod: [ Hosttse [ Jrunconaro [ ambuatain
Direceicn on:
Comuna Ciodad:
Teléfono: Eid
PROCEDEHCIA
| N
Waiai Sesvitio:
Serviclo de Sakd:
Hombre Medico soiichants:

RUT:
Fona’anexs;
Fecha soficitug sxamen:

IDENTIFICACION DE LA MUESTRA

Nomlire responsable toma de muesta:
Fonolanexy
FochaHora too de mussira:

Tipo de muestva: I__—_I Torulada racalaringeo

BIOLOGIA MOLECULAR

Firma Médico

USO EXCLUSNO LABORATORIC
Responsaile:
Chasrnciones:

Fecha y Hore:
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SOLICITUD DE EXAMEN DE LABORATORIO

TEST ANTIGENO SARS-CoV-2
HOENTIFICACION DEL PACIENTE
Momtmes,
Apeiida Patarmr Procedencla
Apctide Motorno: Nadanaftad:
'R“T- Edadk
Fecia nadwiento

Sexe: I:] Fementno DMucuhn
lPﬁcrEdad: [ ] Hospietzado Dr‘uﬁomh [ ambutsaro

Direcelen

Presgion
;";"::" Chrdad:
[ 4 Ensl:
FROCEDEMNCIA
Hospnral

Servicio
Servicis de Selud:
Nembre Medics oelisdante:

RUT: Fosw/aneag:

Fetha solicRud examen
IDEHTIFICACION DE'LA MUESTRA

Tipo de muestre D Torutadonasofaringes

INembre seep bletama de
Fensfanexa,
FechaHorm tams da nuosba:
K wpivigla:
N°I0;

BIOLCGIA MOLECULAR
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SOLICITUD OE EXAMEN DE LABORATORID
3 PGR VIRUELA SIMIGA
IDENTIFICACION DEL PACIENTE
Nomistes: !
Ape!Tdo Palemo; Procedencix:
Apelido Nialema:
RUT: Hatonafdad:

Comims: Pravidén;
Teléfana: Chudac:

IFROCEDEHCIA

IHmi!n!:

Seniclo da Sak:

Nombre Médico soicitante: RUT:
Fonc/anexo:

Fecha solicRnd exanenc

|IENTIRCACION DE LA MUESTRA

100 de nucsine: D Tonkodo 62 kesidn:
[ Toudado delein:
[ Gosmdctesion

] cosrade i

JFonsfarexa:

FechalHoro loma de muestra:
" epiviia:

N° ID:

BIOLOGIA MOLECULAR

FImma Médico

USO EXCLUSIVO LABORATORIO
Responsabie; Fediny Hora:
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SOLICITUD DE EXAMEN DE LABORATORIO
_ PCR SARS-CoV-2
IDENTIFICACION DEL. PACIENTE
Hombeag.
4palido Patemo: Procedenein
ApeEda Matomao: Ragonaidad
RUT: Edad

Fetha nadmianta:

S D Fervonino E] Masculing

Prioridad: D Hospitrlizndo I:lﬁn:'onm D Arbatatoria
D
secctin Proviside
Cormures:
Ciudad:
Te'é 4
eréfare Emait
FROCEDEHNCIA
Hoapital:
Stk
Servicio de Sahud:
Nombre Modics sollconin:
RUT; Fonalanena:
Fechi salictud examen:
IDENTIFICACICHN DE LA BIUESTRA

Troe de muestra: I:l Torulado nasafaringas

Hombre sesponsable toma de muesira
Fondanaeo:

FachaHora toma o muazira:

N* ophigha:

R*iD:
BIOLOGIA MOLECULAR
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SOUCITUD DE INVESTIGACION BACTERIOLOGICA DE TUBERCULOSIS

HNOMBHRES PRIMER APELLIDD

SESURIDO ARELLIDO
RUT FECHA DE HACIMIENTO EDAD
| ESTABIECIMIEENTO URIDAD SECTOR
pomMICiLID TELEFONO
EXANIEN SOUCITADO PARA:
] resaunsa I conrronpe  wemes I3 persisTencia ps
TRATAMIENTO SINTOMAS
ANTECEDENTES DE TRATAMIENTO
D [~ [:I Freviamants tratato, recaida. D P oditda de
seguimhinte.
SEFALE EL TIPO DE MUESTRA
Espute Lig. Platral Orina 1* Muastra
Lwado broncoatveolar Tajdo ganghanar Orina 2* Muastra
Asplrado bronquial Tafdo cse0 Orina 3" Muasirs
‘Contenido giswrico Tajido pleural
Liy. Cefalorraquides
Dtros lquidos 0 teidos {especificar):
IDENTIEIQUE GRUPDS VULNERABLES
Mayor da 65 afios Aeohol f Drogas Trabajador sxpuasto a siice
Extranfera Puebio indigens Oneras poblasionss cerradsx
Lantocta TeuSansibe Passans privada de Tbarssd (especificar]:
| | Contwcto TB-Resixtente Parsonal do satud
PVVIH mumosuprasiin D Orre grupo (especificor)
Distutes Siuscidn de calle

IDENTIFICACION DEL SOLICITANTE

FECHA DE SOLICITUD

FECHA DE TOMA DE MUESTRA

——— e
RESPOMSARLE DE TOMA DE MUESTRA
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ANEXO N°4. PLANILLA DILUCION 41:2 Y ALICUOTAS CONTROL (+) SARS-COV-2

PLANILLA DRLOCTAH 1:2 ¥ AUCUOTAS CORTROL [+) SARS-LXOAL2

NOMBRE LOTE FECHADE N DETURD M
CONTROL (FAST, ALICUSTAS INIGLALES
VARIANTE 10

VARMANTE 2)
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ANEXO N°5. PLANILLA REPORTE MINISTERIAL
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ANEXO N°6. MODELO REGISTRO MANTENCION USUARIO EQUIPO MAELSTROM
4800 - MAELSTRONM 4810

REGISTRO MANTENCION USUARIO EQUIPO MAELSTROM 4800 SERIE M4800-0382

DIARIA 1] 2[3[A]5]6|7[B|0[10]4%]4Z[ 18] 34]15] 16 [17[ 8118 ] 20| 2i[ 22 |23 [ 24| 25| 26] 27| 28] 29| 30| 31
Limpiar superficie Inlerna can

aleohal 70°

Lirnpieza de soporie da varillas

metslicas eon Agua Dostilada

NOCHE FOR WEDIO 112 (3 {45 |6 |7 [8 )9 (107111 [12[13 |14 |15 [16 (17 |18 |19 |20 |21 |22 |23 |24 | 25 | 46 |27 |28 28 [ 30 | 3%

Ayagar (3 horas)

Inlclales det responsable
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ANEXO N°7. MODELO REGISTRO MANTENCION USUARIO EQUIPO CFX96

PIARIA

REGISTRO MANTENCION USUARIO EQUIPO CFX96 SERIE 787BR13311 {4629)

Limplar superficie con alcohel

92123 | 74| 25| 26| 27| 28|20 30 31

70°

Iniciales dol rasponsablo

123455?BB101112131415116171!192021
T
|
|
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ANEXO N°8. MODELO REGISTRO MANTENCION USUARIO EQUIPO COBAS LIAT

REGISTRO MANTENCION USUARIO EQUIPOS LIAT SERIES: 15517, 32845 Y 17047
SEMANAL 1 (273 (4|58 {7 la]9 10111z f13]14 )56 ]1r{18[19][20 (21 [22][23 |24 |25 [26 [27 {25 )29 |30 {31
Litpieza da
superficle con

alcohol 70°
Iniciales del
responsable
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ANEXO N°9. MODELO REGISTRO MANTENCION USUARIO EQUIPO GENEXPERT

REGISTRO MANTENCION USUARIO EQUIPO GENEXPERT SERIE 820791

DIARIA 12246 [6[7]B[O[10[ ]| 12| 3| E[16[ 16| 7]1B] 0|20 21| 22|23 |28 26| 26| 2t | 20) 29| 90| 31
Limpiar &rea da irebajo

Cerrar puenas 4 105 modirios

Desachar carhchos usados

SEMANAL 12 [3 [3[|516 |7 |8 |9 [0 1113|3314 ]16]16 |7 |18 |19 |20 [21 |22 |23 |24 |25 |26 |27 |28 |29 |30 | 31
Apagar ordanador ¥ equipt
Desinfectar interior dal
campartimianlo de cattuchos

{Cloro 0,5% vy aleohol 7096)
{esinfectar superficie del
Instrymanto (Closo 0,5% y
aleohol 7025}

Limpiar prefiltras de vantitadoies

MENSUAL 112 |3 [A {6 [6 |7 |8 10 (101 f12[8|14[6]18 |7 |ie|18[20 |21 [22(23[2d 25 (25|27 |28 {28 |30 [N

Almacenar pruebas

Purgar pruebas

Dasinfedar émboios (Cloro 0,5%
y alcohol 70%0)

Limpiar ranura de insercidn
usando el cepillo.

Responsable
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ANEXO N°10. REGISTRO DE CONTROL DE CALIDAD INTERNO EQUIPO COBAS

LIAT.
RESTS T CONTROL DE CALIDAD COBAS LIAT Sars-CoV-2 & influgnza A/B ~ ~
ID ENSAYO ENSAYO LOTE KIT CONTROLADO| FECHA DEVALIDACISN | FECHA DEEXPIRACION |  ESTADO | RESPONSABLE
CONTROL DE CALIDAD COBAS LIAT VRS & Influenza A/B
1D ENSAYO ENSAYO LOTE KIT CONTROLADO| FECHADEVALIDACION | FECHA DEEXPIRACION | ESTADO | RESPONSABLE
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ANEXO N°11. REGISTRO DE CONTROL DE CALIDAD INTERNO TEST DE
ANTIGENOS SARS - CoV-2.

CONTROL DE CALIDAD ALTIGEL0S ROCKE S0 BIOSELSOR

FECHA VENCIMIENTO | LOTE CONTROL POSITIVO | ESTADO COMTROL POSITIVO

FECHA CONTROL LOTE AG

LOTE CONTROL NEGATIVO ESTADO CONTROL NEGATIVO | RESPOMSABLE




Il. TENGASE PRESENTE la vigencia de est
Protocolo a contar de la fecha de la total tramitacién de la presente Resolucion.
II1. ESTABLECESE que el sefialado “Protocolo d.
procedimientos de biologia molecular” debe ser el que se tenga en consideracion a contar de la fecha de su
entrada en vigencia.

Iv. DEJESE SIN EFECTO toda normativa interna quc

diga relacion con la materia de este Protocolo.

A P4
DR. PATRICIO BARRIA AILEF

DIRECTOR ,
HOSPITAL DE URGENETA’ASISTENCIA PUBLICA

Unidad de Laboratorio Clinico.
Asesoria Juridica.

1. Direccidn, wmn:;'.’:" e
2. Subdireccién de Gestidn Clinica. ’[;anslcrﬂ_gfﬁ‘iclmcmg

3. Unidad de Calidad y Seguridad del Paciente. Ministro de Fe==
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