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SERVICIO DE SALUD AYSEN
DEL GRAL. C. IBANEZ DEL CAMPO
HOSPITAL REGIONAL COYHAIQUE

APRUEBA PROCEDIMIENTOS
LABORATORIO DE BIOLOGIA
MOLECULAR PARA LA DETECCION
DE SARS-COV 2 HOSPITAL
REGIONAL COYHAIQUE.

REsoLUCION ExenNTa No U03053

COYHAIQUE, Z 4 JUL. 2020

VISTOS estos antecedentes:

a) Ley N© 19.937 de fecha 24 de febrero de
2004, de Autoridad Sanitaria; el DFL N° 1/2005, del Ministerio de Salud, que fija el
texto refundido, coordinado y sistematizado del Decreto Ley N© 2.763, de 1979 y de
las Leyes N© 18.933, N© 18.469 Y Ley N° 20.584;

b) Decreto Supremo N°© 140, de fecha 20 de
noviembre de 2004, del Ministerio de Salud, que aprueba el Reglamento Organico de
los Servicios de Salud; el D.S. N° 38/05, del Ministerio de Salud, que aprueba el
Reglamento Organico de los establecimientos de salud de menor complejidad y de los
establecimientos de autogestion en red, especialmente su articulo 43 y siguientes;

c) La Resolucién N° 072 de fecha 02.07.1988
del Director del Servicio de Salud Aysén que delega facultades en el Director del
Hospital Coyhaique, y sus modificaciones;

d) La Resolucion Afecta N° 1279 del 28 julio
2017 del Director de Servicio Salud Aysén que nombra Director Hospital Regional
Coyhaique afecto al sistema de alta direccion publica; tomada razén por Contraloria
Regional de Aysén el 11/08/2017.

e) Resolucion N° 6, 7 Y 8 de la Contraloria
General de la Republica, publicada con fecha 29 de marzo 2019 en el diario Oficial,
que fija las normas sobre exencion de Toma de Razén, y que dejoé sin efecto la
Resolucion N© 1600 del afio 2008 de Contraloria General de la Republica, que
establecia las normas sobre exencion del Tramite de Toma de Razén y la Resolucion:

f) La ley NO 19.880 de Bases de Ilos
Procedimientos Administrativos;

g) Ley 20.584, de fecha 01.10.2012, que
Regula los Derechos y Deberes que tienen las personas en relacién con acciones
vinculadas a su atencién en salud;

h) Decretos Supremos N° 4, 6 y 10, todos de
2020, del Ministerio de Salud, se declard alerta sanitaria en todo el territorio de la
Republica de Chile, para enfrentar la amenaza a la salud publica, por la propagacion a
nivel mundial del coronavirus 2019, Covid-19, actualmente en Fase 4 de acuerdo a las
definiciones de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS).

i) Que, con fecha 18 de marzo de 2020, Su
Excelencia el Presidente de la Republica declard estado de excepcion constitucional de
catastrofe, por calamidad publica, en el territorio de Chile, en virtud del decreto
supremo No 1 04, de 2020, del Ministerio del Interior y Seguridad Publica, el cual
fuera prorrogado con fecha de hoy por medio del Decreto NO 269.

j) Que, a la fecha se han dictado diversas
resoluciones exentas del Ministerio de Salud, que disponen medidas sanitarias que
indican por brote de Covid-19.-
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CONSIDERANDO:
La necesidad de implementar herramientas estandarizadas que permitan asegurar la

calidad y seguridad en las prestaciones de salud otorgadas en este establecimiento, y
proveer condiciones para la entrega de acciones de salud seguras.

RESUELV O:

1. APRUEBASE, el documento “Procedimientos Laboratorio de Biologia Molecular
para SARS-COV 2" en el Hospital Regional Coyhaique’.

2. TENGASE PRESENTE, que los Procedimientos Laboratorio de Biologia
Molecular para SARS-COV 2 entraran a regir a contar del 19 de junio 2020.

3. DESE a la presente Resolucion la mas amplia difusién por los receptores de la
misma.
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2. INTRODUCCION:

La RT-PCR en tiempo real es un método nuclear que detecta la presencia
de material genético especifico de los patégenos, como los virus. Para el
diagndstico se toma una muestra de una de las partes del cuerpo donde se
acumula el coronavirus, por ejemplo, la nariz o la garganta; se le aplican
diversas soluciones quimicas para eliminar ciertas sustancias, como las proteinas
y las grasas, y se extrae solo el ARN de la muestra. Este extracto de ARN consiste
en una mezcla del material genético de la persona y, de estar presente, del ARN
del coronavirus.

3. OBJETIVO:
e Estandarizar los procesos de la etapa preanalitica, analitica y post analitica

para el diagnostico de SARS-COV 2 mediante la deteccién de RNA viral
por medio de la técnica PCR en tiempo real.

4. RESPONSABLES:

RESPONSABLE FUNCION
Jefe de laboratorio Clinico | e« Velary evaluar el cumplimiento de la aplicacién
de la Normativa.

Encargado Laboratorio | e Velar por el cumplimiento de los

Biologia Molecular procedimientos del laboratorio biologia
molecular.

e Supervisar el funcionamiento del laboratorio de
biologia molecular.

e Evaluacién periédica del cumplimiento de
cumplimiento de los procedimientos vy
problemas relacionados con la toma de

muestras.
Bioquimicos, Tecnodlogos | e Llevar a cabo el procesamiento bajo las
médicos de laboratorio directrices validadas por el ISP
biologia molecular
Personal de Salud que e Cumplir con los requerimientos y exigencias
toma las muestras para descritos en la etapa preanalitica
examenes de Laboratorio
Clinico
Técnicos Parameédicos | e Conocer, aplicar y cumplir con la Normativa.
laboratorio clinico e Corroborar y etiquetar muestras al laboratorio
clinico.

e Evaluar las condiciones de las muestras
recibidas y destinadas a ser procesadas, en
relacion a los requerimientos y exigencias que
descritas en el protocolo.

e Ingresar datos demograficos al sistema
informatico.

Administrativo e Ingresar datos demograficos al sistema

informatico.
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5. ALCANCE:

e Los procedimientos descritos en el presente documento seran aplicados a
las muestras que provienen de pacientes de Atencién Abierta y Atencion
Cerrada de la Red Asistencial del Servicio Salud Aysén para la
determinacion de SARSCoV-2 en el laboratorio de biologia molecular.

6. EXCEPCIONES: N/A

7. TERMINOLOGIA:
Area Extraccion: Sala donde se extrae material genético de las muestras.

Area Pre PCR: Sala donde se preparan los reactivos necesarios para realizar el
analisis.

Area de Carga: Sala donde se realiza la mezcla de los reactivos con el material
genético de las muestras.

Area Amplificacion: Sala donde se encuentra el termociclador.
Infinity: Sistema informatico de laboratorio.
RT-PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real.

Termociclador: Equipo que realiza la desnaturalizacion, alineamiento y
extension del material genético.

8. DESCRIPCION DE LAS ACTIVIDADES DEL PROCESO:
8.1. CONSIDERACIONES GENERALES:

e El laboratorio biologia molecular del Hospital Regional Coyhaique es un
laboratorio Nivel de Bioseguridad tipo II con caracteristicas de Nivel de
Bioseguridad tipo III.

e Laboratorio esta constituido por las siguientes secciones:

o Recepcidon de formularios en Laboratorio Clinico Central.

o Recepcidon de muestras en Gabinete de Bioseguridad nivel II A2 en &rea
de Tuberculosis ubicado en Laboratorio Central

o Area de extraccidn de acidos nucleicos ubicado en Laboratorio de Biologia
Molecular.

o Area de pre PCR ubicado en Laboratorio de Biologia Molecular.

o Area de carga de material genético ubicado en Laboratorio de Biologia
Molecular.

o Sala de Amplificacién, analisis y generacion de informes ubicada en
Laboratorio de Biologia Molecular.

e El acceso al Laboratorio Biologia Molecular tendré caracter de
RESTRINGIDO, por lo que, el ingreso de personal de salud no perteneciente
al Laboratorio Biologia Molecular estard sujeto a dar aviso para su ingreso,
contando para ello con la autorizacion de la Jefatura de la Unidad y debiendo
cumplir con las medidas de bioseguridad definidas en el presente Protocolo.
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e Se deben cumplir las normas de bioseguridad al interior del laboratorio de
acuerdo a lo establecido en el Protocolo institucional de Bioseguridad de
Laboratorio Clinico vigente.

e Las muestras para examenes de determinacion de PCR pueden ser:
o Hisopado nasofaringeo y/o orofaringeo
o Esputo
o Aspirado nasofaringeo
o Lavado broncoalveolar.

e Se procesaran muestras tomadas en los distintos puntos de la red del
Servicio de Salud Aysén: establecimientos de Asistencia Primaria de Salud
(APS), Postas de Salud Rural, Hospitales de alta, mediana y baja complejidad.

e Materiales para determinacion PCR:
o Delantales desechables manga larga exclusivos para cada area.
Guantes de latex, nitrilo o vinilo sin polvo.
Manguillas desechables para brazos (idealmente).
Mascarillas N95, y mascarillas quirurgicas.
Protector facial.
Cubre calzado
Cofia desechable.

O O O O O O

e Insumos:

o Tubos Eppendorf de 2 ml DNAse-RNAse free.

o Tubos Eppendorf de 1.5 6 0.6 ml DNAse-RNAse free. )

o 3 Juegos de micropipetas P2, P20, P200 y P1000. 1 para cada area (Area
Extraccion, Area prePCR, Area carga)

o Gasa estéril para descontaminar de RNAsas

o Gradillas multipropésito para tubos Eppendorf.

o Recipientes para eliminar desechos.

o Toallas de papel.

o Puntas con filtro DNAse-RNAse free, de P2, P20, P200 y P1000.

o Puntas sin filtro de P2, P20, P200 Y P1000.

o Tiras de tubos de 0.2 ul y/o placas de tubos para PCR en tiempo real
compatibles con el termociclador.

o Tiras de tapas Opticas para PCR en tiempo real o papel adhesivo dptico para
placas segun corresponda.

o Papel aluminio.

o Plasticos relacionados a extraccién automatizada

!

e Equipos:

o Microcentrifugas para tubos Eppendorf de 0.6 y 1.5 ml.
Vortex.
Gabinete de Bioseguridad tipo II A II.
Cabinas de PCR cerradas con luz UV.
Termobloque.
Termociclador en tiempo real QuantStudio 5 Thermo Fisher.
Freezer de -80°C de descongelacion manual.
Refrigeradores de 4 y -20°C.
Extractor automatico KingFisher DUO Thermo Fisher.
Spin de placas y Spin de tubos eppendorf.
Computador, impresora y etiquetadora.

O O O O O O O O O O

W
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e Reactivos:
o Purelink Nucleic Acid Extraction kit de Thermo Fisher, E.Z.N.A. Kit de
Genexpress (Extraccion manual)
MagMax Viral Kit isolation (50) Thermo Fisher (Extraccion automatizada)
TagMan 2019 nCoV Assay kit v1, Thermo Fisher.
TagMan 2019 nCoV Control kit v1, Thermo Fisher
TagPath 1-Step RT-qPCR MasterMix, CG Thermo Fisher.
Solucién descontaminante de DNAse-RNAse.
Etanol al 70% en rociador.
Agua DNAse-RNAse free grado PCR.
Etanol absoluto grado molecular

O O O OO0 O O O

Nota: El ensayo para la detecciéon de SARS-CoV-2 tiene los target en 3 regiones
distintas del genoma del virus (gen ORF-1ab, Proteina S y Proteina N), ademas
del ensayo para la deteccion de RNAase P que servira como control interno de
la muestra. Los tres genes del virus vienen marcados con FAM y RNAase P
con VIC. El kit trae ademas, el control positivo para los 3 genes virales
mencionados anteriormente.

8.2. DESCRIPCION DE LOS PROCESOS LABORATORIO BIOLOGIA
MOLECULAR:

8.2.1. ETAPA PRE-ANALITICA:

a) Instrucciones de preparacion del paciente:

e Para la toma de muestra no se requiere ayuno u otra condicién especial
para el paciente.

Paciente con IRA Alta:

Instrucciones para la toma muestra:

e Solicitar en laboratorio clinico material para toma muestra:

e Aspirado nasofaringeo (tubo de doble entrada + tubo con buffer).
Una vez tomada la muestra depositar en contenedor con agua y
unidad refrigerante
0

e Hisopado nasofaringeo + hisopado orofaringeo (2 térulas por
paciente + tubo con medio de transporte viral). Colocar los hisopos
inmediatamente en un tubo estéril que contiene el medio de
transporte viral.

Paciente IRA Grave:

Instrucciones para la toma muestra:

e Solicitar en laboratorio clinico material para toma muestra:

e Esputo (frasco estéril tapa rosca). Solicite al paciente que enjuague
su boca con agua y luego con tos profunda expectore y deposite el
esputo en frasco. Solicitar ayuda al kinesidlogo si se requiere.

o

e Lavado broncoalveolar (tubo doble entrada)
o)

e Aspirado traqueal (tubo doble entrada).

oA
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Procedimientos de toma de muestra para determinacién PCR:

Condiciones y elementos de toma de muestra: El lugar donde se
realice el procedimiento debe contar con las siguientes condiciones:

Luz adecuada ya sea natural o artificial.

Elementos para toma de muestra segun tipo de muestra descrito en el
punto 8.2.1. (tubo de doble entrada + tubo con buffer, térulas hisopo +
tubo con medio de transporte viral, frasco estéril tapa rosca).

EPP correspondientes disponibles (Delantal manga larga impermeable,
desechable, guantes desechables de procedimiento, mascarilla quirdrgica
o respirador N95 y escudo facial)

Identidad del paciente:

Es imprescindible corroborar que el formulario solicitud de muestra
corresponda con el paciente al cual se le realiza la obtencion de la
muestra. En el caso de pacientes ambulatorios mediante su carnet de
identidad y pacientes hospitalizados a través de su brazalete de
identificacion y/o ficha clinica.

Entrega de informacion al paciente:

Es necesario que el paciente cuente con la informacion sobre dicho
procedimiento si su condicion lo permite en un lenguaje claro y sencillo.
Obtencién de muestra hisopado nasofaringeo y orofaringeo para

deteccion de COVID-19:

Colocar al paciente con la cabeza ligeramente inclinada hacia atras
(aproximadamente 45° e inmovilizar en esta posicion).

Introducir hisopo de nylon estéril flexible por la fosa nasal del paciente,
de forma que la trayectoria sea por la pared inferior de la cavidad nasal
hasta llegar a la pared posterior de la nasofaringe.

Al llegar a la nasofaringe tomar la muestra rotando el hisopo para coger
cé€lulas y descamacion de la mucosa nasofaringea.

Romper hisopo en linea marcada y depositarlo en el medio de transporte
viral.

. Tomar la muestra orofaringeo con un nuevo hisopo estéril, con la ayuda

de un depresor de lengua, se frota con firmeza la pared posterior de la
garganta, se debe tener cuidado de no tocar lengua ni epiglotis.

Romper hisopo en linea marcada y colocarlo en el mismo medio de
transporte en el cual colocé el primer hisopo.
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