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1. Introduccion

La Caja Costarricense de Seguro Social (CCSS) necesita herramientas que faciliten
proporcionar los servicios de salud de forma integral al individuo, la familia y la comunidad.
Sobre esta base, el uso de evidencia cientifica constituye un insumo fundamental que
permite el desarrollo de gran cantidad de aplicaciones requeridas para el buen
funcionamiento de los servicios de salud.

La Ley de Control Interno establece la obligatoriedad que los titulares subordinados tengan
identificados, levantados y documentados sus procedimientos de trabajo. De igual manera,
uno de los elementos fundamentales en el desarrollo de sistemas de informacion es el
levantamiento del flujo de actividades que se debe estandarizar.

Ante este panorama la Coordinacidon Nacional de Laboratorio Clinico se ha dado a la tarea
de identificar y documentar procedimientos de manera estandarizada, segun lo dispuesto
en la Norma ISO 15189.

Este documento constituye una version actualizada de la estandarizacion de
procedimientos en Parasitologia, cuyo fin es mejorar la eficiencia y eficacia de los procesos
a costos razonables, sin dejar de lado la satisfaccion de las necesidades de las personas
usuarias de los servicios de la CCSS.

Cada subproceso estd integrado por actividades sustantivas, documentadas mediante
procedimientos. El procedimiento establece la forma especifica de como se deben realizar
las actividades, y detalla, cuando corresponda, alguna tarea del procedimiento se utilizara
una instruccién de trabajo.

El Laboratorio de Microbiologia Clinica desempefia un papel importante en el diagndsticoy
control de las enfermedades infecciosas. Este manual se enfoca en el diagndéstico de las
enfermedades causadas por pardsitos. Las enfermedades parasitarias se encuentran
distribuidas a nivel mundial con mayor o menor prevalencia en funcion de la distribucién
geografica de los patégenos responsables de las mismas.

En los paises desarrollados la incidencia de las parasitosis ha ido aumentando
principalmente a causa del mayor nimero de viajes internacionales y la inmigracién. Por
esto, todos los Laboratorios Clinicos deben contar con personal cualificado para el
diagnéstico de las enfermedades causadas por parasitos.
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2. Definiciones, abreviaturas y simbolos

2.1. Definiciones

Apariencia de la muestra fecal: se refiere a la textura y composiciéon de la muestra fecal
recibida (puede ser homogénea o heterogénea) (1).

Apariencia heterogénea de la muestra fecal: presenta variaciones visibles en textura o
contenido (1).

Apariencia homogénea de la muestra fecal: tiene textura uniforme, sin elementos visibles
gue se diferencien (1).

Camara de Neubauer: instrumento de laboratorio que consiste en una placa de vidrio
grueso, sirve para hacer recuentos de algunos tipos celulares como eritrocitos, leucocitos y
plaguetas, ademas puede utilizarse para recuento de espermatozoides, parasitos, otros (2).

0,700mm & NEUBAER
| Tiefe ce IMPROVED
Depth
[‘ Profondeur
|
/ O ehik
/ 0,0025mm? L abor

Figura 1. CAmara de Neubauer. Tomado de: Cdmara de Neubauer: qué es, caracteristicas, usos y
errores, (https://www.lifeder.com/camara-de-neubauer/), revisado 13/08/25

Ciclo de Loos: parte del ciclo de vida de algunos helmintos nematodos que involucra
migracion de larvas a través del pulmén del hospedero (Ascaris lumbricoides, Strongyloides
stercoralis, uncinarias) (3).

Consistencia: solidez de la muestra fecal (liquida, pastosa, sélida, escibalos) (4).

Creatorrea: presencia de fibras musculares en heces, por digestién incompleta de proteinas

(5).

Cristales de Charcot Leyden: cristales producto de la degranulacién de eosindfilos,
formados por galectina (6).
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Criterios de aceptacion o rechazo de muestras: son las condiciones basicas que debe
cumplir una muestra clinica, en este caso materia fecal, para su correspondiente analisis

(7).

Embalaje: envoltura con que se protege el recipiente (conteniendo la muestra requerida)
que va a ser transportado (16).

Esputo: moco u otra materia que se expulsa desde los pulmones al toser (8).
Esteatorrea: presencia de grasa en materia fecal (9).
Goma loca: adhesivo de cianoacrilato (10).

Infeccion: proceso causado por parasitos que se localizan en el interior del cuerpo humano,
tipo protozoarios y helmintos, encontrados en intestino, sangre, tejidos, entre otros (11).

Infestacidn: proceso causado por pardsitos que se localizan en el exterior del cuerpo
humano, tipo artrépodos, encontrados en piel, pelo, pestanas, glandulas sebéaceas, etc (12).

Informe de resultados: es el resultado de los analisis de laboratorio que se le realizaron a
la muestra de una persona, con el fin de informar y/o notificar al médico tratante los
hallazgos de Laboratorio (13).

Laboratorio de derivacion: es aquel laboratorio definido segun la red de establecimientos
de salud a nivel institucional para el envio de muestras primarias o alicuotas para analisis, o
bien cuando los andlisis de rutina no pueden realizarse (14).

Laboratorio de referencia: es el laboratorio especializado estipulado por el Ministerio de
Salud (INCIENSA), que oferta consultoria, asesoramiento y confirmacién en su respectiva
area de actuacidn y promueve capacitacion para instituciones afines como la CCSS (15).

Lienteria: muestra fecal usualmente diarreica con la presencia de alimentos no digeridos
(16).

Moco: componente de apariencia gelatinosa, blanda y pegajosa que acompaia a la muestra
fecal (16).

No conformidad: que no esta conforme con una situacion, entendiéndose con el desvio
detectado en los procesos, productos o servicios que no cumple con los parametros
esperados o definidos (17).
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Refrendo: “autorizar un despacho u otro documento por medio de la firma de la persona
habilitada para ello” 16). Dentro de la normativa técnica y juridica el refrendo o firma se
refiere a la accién de aprobar, dar autenticidad y fe publica del informe de los resultados de
analisis laboratorio, con esto se verifica la integridad, identifica en forma univoca y se
vincula juridicamente al profesional con el documento previo a su envio

Validacién: “confirmacién de la fiabilidad para uso especifico previsto o aplicacion
mediante el aporte de evidencia objetiva que se han cumplido los requisitos especificados”
(29).

2.2. Abreviaturas

AUX: Auxiliar en Laboratorio Clinico.

CCSS: Caja Costarricense de Seguro Social.

CUCI: colitis ulcerativa crdnica idiopatica.

DLC: Asistente Laboratorio Clinico, Diplomado.

Ell: enfermedad inflamatoria intestinal.

INCIENSA: Instituto Costarricense de Investigacién y Ensefianza en Nutricidn y Salud.
LCR: liquido cefalorraquideo.

MQC: profesional en Microbiologia y Quimica Clinica.

PBS: solucion amortiguadora de fosfatos.

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa.

rpm: revoluciones por minuto.

SENASA: Servicio Nacional de Salud Animal.

SNR: sustancias no reductoras.

SOH (FOB): sangre oculta fecal (en inglés: Fecal Ocult Blood).
SR: sustancias reductoras

TEC-: Asistente en Laboratorio Clinico (técnico).

TRF: transferrina fecal.

UCR: Universidad de Costa Rica.

2.3. Simbolos
Mg: microgramo
ML: microlitro

g: gramo

mg: miligramo
mL: mililitro

°: grado
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3. Referencias normativas

Cuadro 1. Referencia de la Normas que se aplican en el documento

Numero

Nombre de normativa

Ley N° 5395. 30 de octubre de 1973.

Ley General de Salud.

Ley N° 5462. 24 de diciembre de 1973.

Reglamento  Estatuto  Servicios de
Microbiologia y Quimica Clinica.

Ley N° 8239. Marzo 2002.

Derechos y Deberes de las personas
usuarias de los servicios de salud publicos y
privados.

Ley N° 7600. La Gaceta N° 112 del 29 mayo | Igualdad de oportunidades para las
1996. personas con discapacidad.

Ley 8279. La Gaceta, N° 96, mayo 2002. Sistema Nacional para la Calidad.

Ley N° 8292. Gaceta 169 del 04 setiembre | Ley General de Control Interno.

del 2002.

Norma ISO 15189: 2007. Laboratorios Clinicos: Requisitos

particulares relativos a la calidad y la
competencia.

Articulo 2 sesion #8139 Junta Directiva
CCSS, celebrada el 22 de marzo del 2007.

Politica de Calidad y Seguridad a la persona
usuaria de la CCSS.

CCSS, 2006. Manual de Normas y Procedimientos
Técnico- Administrativos de los
Laboratorios.

CCSS, 2013. Manual de Bioseguridad Laboratorios
Clinicos.

CCSS, 2012. Manual de Apoyo para la Implementacion
de la Gestién de Calidad en los Laboratorios
Clinicos.

4. Alcance

Para aplicacién en todos los Laboratorios Clinicos de la Caja Costarricense de Seguro Social
para la realizacién de los diferentes andlisis parasitolégicos en muestras clinicas para la
emision del correspondiente informe de resultados.

5. Objetivo General

Proporcionar una guia a las Divisiones o Secciones de Parasitologia de los procedimientos
gue se deben realizar para garantizar calidad y unificar criterios relacionados con la
recepcién, toma, consideraciones analiticas de las pruebas, asi como el reporte de analisis

gue se realizan en esta area.
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6. Metodologia

Para la elaboracidn del presente manual se realizaron sesiones de trabajo en conjunto con
diversos profesionales en Microbiologia y Quimica Clinica con especialidad en Parasitologia.
Se realizd una revisidn inicial de los procedimientos que se realizan en las Divisiones o
Secciones de Parasitologia Institucionales para definir los que se incorporarian al
documento. La elaboracién de los procedimientos fue basado en revisién bibliografica y
experiencia profesional en los tres niveles de atencion. La presente versidn fue validada por
profesionales en Microbiologia de diversas regiones y niveles de atencidn, a través de una
encuesta electronica de un total de 16 preguntas sobre los diferentes componentes del
manual, utilizando la metodologia “Delphi Modificada”, la encuesta se aprobd por item con
una nota minima de 7 por consenso por mayoria minima. Se recibieron comentarios de los
validadores y se incorporaron los comentarios que tuvieran fundamento técnico o se
consideraran oportunos.

7. Responsable del cumplimiento
La responsabilidad de la aplicacién de este Manual de Procedimientos se indica en el
siguiente cuadro.

Cuadro 2. Unidades y su responsabilidad

Unidades y puestos de trabajo Responsabilidad
MQC Director (a) del Laboratorio Clinico. Supervisién y evaluacién.
MQC encargado de Parasitologia. Aplicacién directa.
MQC analista, DLC, TEC-2, TEC-1 y AUX. Aplicacion directa.

8. Responsable de verificar el cumplimiento
Cuadro 3. Responsable de verificar el cumplimiento
Unidades y puestos de trabajo Responsabilidad
MQC Director de Laboratorio Clinico. Supervision y Evaluacién.

9. Contenido

El manual ha sido compilado mediante busqueda de los procedimientos que se realizan en
la Divisidon o Seccién de Parasitologia nivel Institucional, asi mismo se ha realizado revisidn
bibliografica para actualizar los diferentes procedimientos.

Como parte de la estandarizacion de los procesos de los Laboratorios Clinicos
Institucionales, se ha establecido el Subproceso denominado Gestidn Técnica de
Parasitologia,

los procedimientos operativos que se describen en el presente manual son complemento
de los subprocesos estandarizados de los servicios de Laboratorio Clinico, proporcionando
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mayor nivel de detalle a las diferentes actividades que se realizan en el area de
Parasitologia.

El objetivo de este manual es asegurar que la recoleccion, procesamiento, analisis e informe
de resultados de las diferentes muestras para la bdsqueda por parasitos, asi como otras
pruebas coproldgicas no parasitoldgicas, se realicen segln los requerimientos establecidos
y especificados.

En el siguiente cuadro se indican los procedimientos operativos que se describen en el
presente manual:

Cuadro 4. Procedimientos de Parasitologia
Procedimientos de Parasitologia
Examen de materia fecal

1 |Examen al fresco o examen directo (solucién salina y lugol).

2 |Técnica de Kato.

Pruebas de tamizaje

Determinacién de calprotectina fecal semicuantitativa.
Determinacién de calprotectina fecal cuantitativa.

3

4

5 | Determinacion de elastasa fecal.
6 |Determinacion grasa en heces.
7

8

9

Determinacién sustancias reductoras y no reductoras.

Prueba cualitativa de transferrina fecal y sangre oculta en heces.
Prueba rdpida para deteccién de Cryptosporidium sp y Lamblia intestinalis.
Técnicas de concentracion
10 | Gota gruesa y frotis sanguineo por Plasmodium sp.
11 | Técnica de Baermann.
12 | Técnica de Knott.
13 | Técnica de Ritchie.
14 | Técnica de Strout.
15 | Técnica sedimentacion con agua.
Técnicas de tincidn
16 | Tincion de Koster modificado para deteccidon de Cryptosporidium sp.
17 | Tincion de Giemsa.
18 | Tincion de Ziehl Neelsen.
19 | Tincion de Ziehl Neelsen modificado.
Técnicas de diagnostico
20 | Deteccién de amebas de vida libre en fluidos bioldgicos.
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21

Cultivo de amebas de vida libre.

22

Diagnéstico de Trichomonas vaginalis.

23

Técnica de Graham.

24

Toma de muestra para diagnostico de leishmaniosis cutanea.

25

Toma de muestra y diagndstico de demodicosis. Técnica 1.

26

Toma de muestra demodicosis y diagndstico. Técnica 2.

27

Toma de muestra y diagndstico de escabiosis.

Otros analisis

28

Andlisis directo de esputo por parasitos.

29

Andlisis de lesiones furunculares con sospecha de infestacion por larvas de moscas.

30

Examen de heces de triatominos.

31

Sospecha de miasis por Cochliomyia hominivorax (gusano barrenador).

Cor
con

responde a cada Laboratorio Clinico aplicar los procedimientos que realiza localmente
base en su oferta de servicios (apegado a la oferta institucional por nivel de atencion) y

su capacidad instalada.

9.1.

Examen al fresco o examen directo (solucion salina y lugol).

Objetivo: Realizar la observacién directa de materia fecal en busca de parasitos
intestinales.

Insumos, equipos y reactivos

1.

Suministros de oficina: formulario institucional de solicitud de examenes, rotuladores,
instrucciones para la recoleccion de la materia fecal, lapiz de cera, |apiz de grafito,
etiquetas adhesivas, impresora, etc.

Muestra: materia fecal.

Reactivos: solucidn salina 0.85 % y lugol (1 g de yoduro de potasio, 1.5 g de cristales de
yoduro y 100 mL de agua destilada).

Insumos de laboratorio: palillos de madera limpios (sin torunda), portaobjetos,
cubreobjetos, recipiente para descarte de palillos de madera utilizados y/o
portaobjetos.

Equipo de laboratorio: microscopio de luz visible.

Equipo de proteccidn personal: anteojos de seguridad, cubrebocas, gabacha, guantes.

Descripcion de las actividades

1.
2.

Inicio del procedimiento.
Revisa la identificacidon del recipiente conteniendo la muestra fecal con el formulario de
solicitud.
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10.

11.

12.

13

14.
15.

16.

¢La identificacion y condicion de la muestra coincide con la solicitud y criterios de
aceptacion? En caso negativo continua con la actividad 4, en caso afirmativo continua
con la actividad 5.
Rechaza segln corresponda de acuerdo con lo establecido en la divisién de
Parasitologia. Final del procedimiento.
Identifica con el nUmero de muestra con la etiqueta generada por el Laboratorio Clinico
los recipientes conteniendo las muestras fecales, colocandola a nivel lateral (nunca en
la tapa) sin cubrir la identificacion dada por la persona usuaria.
Prepara los materiales necesarios para los analisis correspondientes (portaobjetos,
cubreobjetos, solucién salina, lugol, palillos de madera, |apiz de cera o grafito).
Analiza las caracteristicas macroscopicas de la muestra, relacionadas con:

- Consistencia (liquida, pastosa, sélida, escibalos).

- Color (café, acdlica, negro, verduzco, amarillento, rojiza).

- Aspecto (normal, mucoide, disentérico, granuloso).

- Apariencia (homogéneo y heterogéneo).

- Otros hallazgos (hematoquecia, melena, lienteria, esteatorrea).
Anota las caracteristicas macroscdpicas observadas donde corresponda (formulario de
solicitud o documento dispuesto para tal efecto). Para las muestras solidas o pastosas
se debe realizar de forma simultanea el procedimiento de Kato.
Rotula el portaobjetos con |apiz de cera o lapiz de grafito con la numeracion respectiva
para realizar el analisis directo.
Coloca en un portaobjetos una gota de solucién salina y una gota de lugol, a una
distancia tal que no permita que se mezclen las soluciones.
Con un palillo de madera “pica” la muestra fecal en varios sitios de tal manera que en el
palillo quede aproximadamente 2 mg de heces.
Mezcla las heces que quedan en el palillo con la solucién salina primero y luego con el
lugol, haciendo una suspensiéon no muy gruesa ni muy transparente con la muestra fecal
(si la muestra de heces es diarreica liquida no mezclar con la solucién salina, verla
directamente entre portaobjetos y cubreobjetos).

. éLa suspension de la muestra de heces es la adecuada? En caso negativo realiza de

nuevo el procedimiento desde la actividad 9, en caso afirmativo continua con la
actividad 14.

Coloca el cubreobjetos evitando la formacién de burbujas o derrames.

Realiza andlisis microscépico general de la muestra de heces determinando: parasitos
(algun estado evolutivo de protozoarios o helmintos), eritrocitos, leucocitos, cristales
de Charcot- Leyden y microbiota. Dicha revisidn se realiza primero en 10 X, observando
algun elemento sugestivo segun lo mencionado al inicio de este parrafo, luego se
confirma en 40 X para ver caracteristicas especificas del elemento o parasito.

Realiza el informe de resultados con los elementos observados o los estados evolutivos
de los pardsitos encontrados sean protozoarios (trofozoitos, quistes u ooquistes) o
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helmintos (huevecillos, proglétides o larvas). Reporta de la siguiente manera:
e Parasitos:

o Ausencia de parasitos: No se observan parasitos.

o Presencia de parasitos: Se observa (n) (indicar el estado evolutivo) de
(nombre cientifico bien escrito del parasito). Ejemplo: Se observan

quistes de Endolimax nana.

e leucocitos:

@)
@)
@)
@)
©)

No se observan.

Pocos: 1 a 2 campo de 40 X.

Moderados: 3 a 9 por campo de 40 X.
Muchos: 10 a 25 campo de 40 X.
Abundantes: mas de 25 en campo de 40 X.

e Eritrocitos:

@)
@)
@)
@)
©)

No se observan.

Pocos: 1 a 2 campo de 40 X.

Moderados: 3 a 9 por campo de 40 X.
Muchos: 10 a 25 campo de 40 X.
Abundantes: mas de 25 en campo de 40 X.

e Microbiota:

@)
@)

©)

Normal.

Alterada (bacterias aumentadas, levaduras aumentadas sin
pseudomicelio, levaduras aumentadas y pseudomicelio, bacterias

disminuidas).
Ausente.

e Cristales de Charcot-Leyden:

@)
@)

Presencia.
Ausencia.

17. Registra los resultados en el sistema de informacion.
18. Valida y refrenda el informe de resultados.

19. Envia los resultados a quien corresponda.

20. Final del procedimiento.

Controles

1. Recipientes conteniendo muestras fecales adecuadamente identificadas.
2. Informes de criterios de rechazo.
3. Informes de resultados emitidos.
4. Listas de trabajo.
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9.2. Técnica de Kato.

Objetivo: Analizar la muestra fecal para la busqueda de huevecillos helmintos para el
diagnéstico y tratamiento.

Insumos, equipos y reactivos

1. Suministros de oficina: formulario Institucional de solicitud de exdmenes, rotuladores,
instrucciones para la recoleccion de la materia fecal, |1apiz de cera, lapiz de grafito,
etiquetas adhesivas, impresora, etc.

2. Muestra: materia fecal.

3. Reactivos: medio aclarador de Kato (100 partes de agua y 1 parte de solucidn acuosa de
verde malaquita al 3%)

4. Insumos de laboratorio: espatula o bajalenguas de madera, palillos de madera limpios
(sin torunda), papel absorbente, papel celofan (dejarlo inmerso durante al menos 24
horas en el medio aclarador de Kato, antes de su uso), portaobjetos, recipiente para
descarte de palillos de madera utilizados y / o portaobjetos, medio aclarador de Kato
(100 partes de agua y 1 parte de solucién acuosa de verde malaquita al 3%).

5. Equipo de laboratorio: microscopio de luz visible.

6. Equipo de proteccion personal: anteojos de seguridad, cubrebocas, gabacha, guantes.

Descripcion de las actividades

1. Inicio del proceso.

2. Revisa la identificacion del recipiente conteniendo la muestra fecal con la
documentacion y condiciéon de esta (formulario de solicitud o lista de trabajo).

3. ¢la identificacion y condicién de la muestra coincide con la solicitud y criterios de
aceptacién? En caso negativo continua con la actividad 4, en caso afirmativo continua
con la actividad 5.

4. Rechaza segun corresponda de acuerdo con lo establecido en la divisién de
Parasitologia. Final del procedimiento.

5. ¢la condicidn de la muestra fecal es sélida o pastosa? En caso negativo continua con la
actividad 6, en caso afirmativo continua con la actividad 7.

6. No se realiza la técnica de Kato solo examen al fresco (solucion salina y lugol). Final del
procedimiento.

7. Prepara los materiales necesarios (papel absorbente, papel celofan inmerso en solucion
de Kato al menos 24 horas, palillos o bajalenguas de madera, portaobjetos) y rotula el
portaobjetos.

8. Coloca con palillo o bajalenguas de madera, de 50 mg - 60 mg de materia fecal en un
portaobjetos.

9. Descarta el palillo o bajalenguas en recipiente destinado para tal efecto.

10. Cubre la muestra fecal con una tira de celofan (aproximadamente de 40-50 micrometros
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11.

12.

13.

14.
15.

16.
17.
18.
19.

de grosor, de textura suave, 22 x 30 mm de largo), que ha permanecido en el medio
aclarador de Kato.
Coloca el portaobjetos con la muestra fecal sobre una servilleta de papel, presiona y
mueve en sentido longitudinal para extender la muestra, teniendo cuidado de que no
se salga del portaobjetos.
Coloca en el portaobjetos posicidon horizontal y deja a temperatura ambiente de 20 a 30
minutos (tomar en cuenta condiciones ambientales, temperatura y humedad) para el
aclaramiento de la muestra fecal, en caso de tiempo prolongado se pueden aclaran los
huevecillos, y no ser observables.
¢El tiempo de aclaracién fue el adecuado? En caso negativo regresa a la actividad 7, en
caso positivo continua con la actividad 14.
Realiza el analisis microscépico para la busqueda de huevecillos de helmintos.
Reporta los resultados de la siguiente manera:

- Sise observa: Se observa la presencia de huevecillos (género y especie del

helminto).

- No se observan: No se observan huevecillos de helmintos.
Registra los resultados en el sistema de informacién.
Valida y refrenda el informe de resultados.
Envia los resultados a quien corresponda.
Final del procedimiento.

Controles

PwwnNpE

Recipientes conteniendo muestras fecales adecuadamente identificadas.
Informes de criterios de rechazo.

Informes de resultados emitidos.

Listas de trabajo.

9.3. Determinacion de calprotectina fecal semicuantitativa.

Objetivo: Analizar la muestra de materia fecal para seguimiento del tratamiento de
personas usuarias con diagndstico de CUCI, Ell, enfermedad de Crohn, sindrome del colon
irritable y marcador de inflamacién de mucosa intestinal.

Insumos, equipos y reactivos.

1.

Suministros de oficina: formulario Institucional de solicitud de exdmenes, instrucciones
para la recoleccién de la materia fecal, rotulador o lapiz de cera, etiquetas adhesivas,
impresora de cddigo de barras, etc.

Muestras: materia fecal refrigerada desde la recoleccién y hasta ser llevada al
laboratorio.

Reactivos: inmunocromatografia.
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4,

5.

Insumos de laboratorio: dispositivo con solucion de extraccién de muestra, cronémetro
o temporizador, inserto o panfleto del fabricante segln corresponda.
Equipo de laboratorio: agitador tipo vortex.

Descripcién de actividades

1.
2.

10.

11.

12.
13.
14.
15.

Inicio del proceso.
Revisa la identificacion del recipiente conteniendo la muestra fecal con Ia
documentacidn y condicion de ésta (formulario de solicitud o lista de trabajo).
¢éLa identificacion y condicién de la muestra coincide con la solicitud y criterios de
aceptacion? En caso negativo continua con la actividad 4, en caso afirmativo continua
con la actividad 5.
Rechaza segun corresponda de acuerdo con lo establecido en la division de
Parasitologia. Final del procedimiento.
En caso de que la muestra tenga moco y/o sangre, de preferencia utiliza la porcién de
la muestra fecal que no tenga la condicidén anterior y si no es asi, procesa la muestra de
todas maneras.
Rotula el dispositivo con solucidn de extraccion de muestra con la identificacion de la
muestra, asi como la placa de inmunocromatografia.
Toma aproximadamente 250 mg de heces introduciendo unas 4 veces el palito del
dispositivo para diluir la muestra.
Agita para facilitar la dispersion de la muestra por 1 minuto hasta homogenizar bien
(puede utilizarse un vortex).
Corta la punta del tapén del dispositivo con solucion de extraccién de muestra.
Coloca 3 gotas de la suspensidn, en cada una de las ventanas circulares marcadas con
una flecha o una S (“sample”) en la placa inmunocromatografica (evita dispensar
particulas con el liquido).
Lee el resultado en 10 minutos exactos (no dejar mas de ese tiempo de lectura):
a. Negativo: Solamente se observa la linea de control en ambos canales de la placa
de inmunocromatografia.
b. Positivo mas de 50 pg/g y menos de 200 ug/g de heces: se observan las lineas
de los controles, pero solamente da reaccion en el canal de 50 pg/g de heces.
c. Positivo mas de 200 pg/g de heces: se observan las lineas de los controles, y da
reaccion en ambos canales, de 50 pg/gy 200 pg/g de heces.
Registra los resultados en el sistema de informacién.
Valida y refrenda el informe de resultados.
Envia los resultados a quien corresponda.
Fin del proceso.
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Controles

1. Recipientes conteniendo muestras fecales adecuadamente identificadas.

2. Informes de criterios de rechazo.

3. Informes de resultados emitidos.

4. Listas de trabajo.

5. Cadajuego de reactivos contiene control positivo para verificar la funcionalidad del lote.

9.4. Determinacion de calprotectina fecal cuantitativa

Objetivo: Analizar la muestra de materia fecal para seguimiento de personas usuarias con
diagnéstico de CUCI, Ell, enfermedad de Crohn, sindrome del colon irritable y marcador de
inflamacién de mucosa intestinal.

Insumos, equipos y reactivos.

1.

u

Suministros de oficina: formulario Institucional de solicitud de examenes, protocolo
establecido por Gastroenterologia, instrucciones para la recoleccién de la materia fecal,
rotulador o lapiz de cera, etiquetas adhesivas, impresora de cédigo de barras, etc.
Muestra: materia fecal refrigerada.

Reactivos: particulas magnéticas, conjugado, solucion tamponada de ensayo, diluente
de muestras, calibradores y controles de calidad, agua destilada o desionizada.
Insumos de laboratorio: tubo con solucién de extraccidon de muestra.

Equipo de laboratorio: centrifuga, agitador tipo vortex.

Equipo de proteccién personal: anteojos de seguridad, cubrebocas, gabacha, guantes.

Descripcion de las actividades

1.
2.

Inicio del proceso.

Revisa la identificacion del recipiente conteniendo la muestra fecal con la
documentacion y condiciéon de esta (formulario de solicitud o lista de trabajo).

¢La identificacion y condicién de la muestra coincide con la solicitud y criterios de
aceptacién? En caso negativo continua con la actividad 4, en caso afirmativo continua
con la actividad 5.

Rechaza segln corresponda de acuerdo con lo establecido en la divisiéon de
Parasitologia. Final del procedimiento.

¢La condicién de la muestra fecal es totalmente mucoide o sanguinolenta? En caso
positivo continua con la actividad 6, en caso negativo continua con la actividad 7.
Solicita nueva muestra fecal segln lo estipulado en la divisidn de Parasitologia. Final del
procedimiento.

En caso de que la muestra tenga poco moco y/o sangre, utiliza la porcién de la muestra
fecal que no tenga la condicién anterior.

Rotula el tubo de dilucidn con etiqueta con cédigo de barras.
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9. Dado que el tubo de dilucidn tiene dos tapas, retira la primera que tiene el dispositivo
de muestreo y desenrosca para la recoleccion de la muestra.

10. Introduce el dispositivo de muestreo en la muestra fecal varias veces (en 3 o 5 sitios
diferentes), hasta que las ranuras queden totalmente recubiertas.

11. Inserta y vuelve a colocar el dispositivo de muestreo dentro del tubo de dilucién;
enrosca adecuadamente para que quede bien sellado. El exceso de heces se retirara del
dispositivo por la accién del embudo de goma.

12. Con la tapa mirando hacia arriba, homogeniza las heces en un agitador tipo vortex,
aplicando el ajuste maximo del agitador durante 30 minutos. Se asegura que no queden
restos de heces visibles en las ranuras del dispositivo de muestreo. Continua agitando
en vortex las veces que sean necesarias hasta que no haya restos de heces en las
ranuras.

13. Centrifuga la muestra a 4500 rpm por 5 minutos, para que se dé adecuada
sedimentacién de particulas que puedan obstruir las mangueras del equipo de
deteccion.

14. Desenrosca la segunda tapa y la desecha en un recipiente para residuos biolégicamente
peligrosos.

15. Coloca el tubo de dilucién en la gradilla de muestras para ser procesada.

16. Verifica que el equipo se encuentre en condicién adecuada para su uso (controles,
calibradores e insumos).

17. Realiza el analisis.

18. Revisa los resultados en el equipo.

19. Registra los resultados en el sistema de informacion.

20. Valida y refrenda el informe de resultados.

21. Envia los resultados a quien corresponda.

22. Fin del proceso.

Controles

1. Recipientes conteniendo muestras fecales adecuadamente identificadas.

2. Informes de criterios de rechazo.

3. Informes de resultados emitidos.

4. Listas de trabajo.

5. Los estipulados en el equipo.

9.5. Determinacion de elastasa fecal.

Objetivo: Analizar la muestra de materia fecal para seguimiento de personas usuarias con
insuficiencia pancreatica.
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Insumos, equipos y reactivos.

1.

U

Suministros de oficina: formulario Institucional de solicitud de exdmenes, instrucciones
para la recoleccion de la materia fecal, rotulador o |apiz de cera, etiquetas adhesivas,
impresora de cddigo de barras, etc.

Muestra: materia fecal refrigerada.

Reactivos: particulas magnéticas, conjugado, solucidon tamponada de ensayo, diluente
de muestras, calibradores y controles de calidad, agua destilada o desionizada, inserto
o panfleto del fabricante segun corresponda.

Insumos de laboratorio: tubo con solucidn de extraccidon de muestra.

Equipo de laboratorio: centrifuga, agitador tipo vértex.

Equipo de proteccidn personal: anteojos de seguridad, cubrebocas, gabacha, guantes.

Descripcion de las actividades

1.
2.

10.

11.

12.

Inicio del proceso.

Revisa la identificacion del recipiente conteniendo la muestra fecal con la
documentacion y condicion de esta (formulario de solicitud o lista de trabajo).

¢La identificacién y condicidon de la muestra coincide con la solicitud y criterios de
aceptacion? En caso negativo continua con la actividad 4, en caso afirmativo continua
con la actividad 5.

Rechaza segun corresponda de acuerdo con lo establecido en la division de
Parasitologia. Final del procedimiento.

¢La condicidén de la muestra fecal es totalmente mucoide o sanguinolenta? En caso
positivo continua con la actividad 6, en caso negativo continua con la actividad 7.
Solicita nueva muestra fecal segun lo estipulado en la Division de Parasitologia. Final del
procedimiento.

En caso de que la muestra tenga poco moco y/o sangre, utiliza la porcién de la muestra
fecal que no tenga la condicién anterior.

Rotula el tubo de dilucion con etiqueta con cédigo de barras.

Dado que el tubo de dilucién tiene dos tapas, retira la primera que tiene el dispositivo
de muestreo y desenrosca para la recoleccion de la muestra.

Introduce el dispositivo de muestreo en la muestra fecal varias veces (en 3 o 5 sitios
diferentes), hasta que las ranuras queden totalmente recubiertas.

Inserta y vuelve a colocar el dispositivo de muestreo dentro del tubo de dilucién;
enrosque adecuadamente para que quede bien sellado. El exceso de heces se retirara
del dispositivo por la accién del embudo de goma.

Con la tapa mirando hacia arriba, homogeniza las heces en un agitador tipo vortex,
aplicando el ajuste maximo del agitador durante 30 minutos. Se asegura que no queden
restos de heces visibles en las ranuras del dispositivo de muestreo. Continta agitando
en vortex las veces que sean necesarias hasta que no haya restos de heces en las
ranuras.
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13.

14.

15.
16.

17.
18.
19.
20.

Centrifuga la muestra a 4500 rpm por 5 minutos, para que se dé adecuada
sedimentacién de particulas que puedan obstruir las mangueras del equipo de
deteccion.

Desenrosca la segunda tapa y la desecha en un recipiente para residuos biolégicamente
peligrosos.

Coloca el tubo de dilucién en la gradilla de muestras para ser procesada.

Verifica que el equipo se encuentre en condicidon adecuada para su uso (controles,
calibradores e insumos).

Realiza el analisis.

Revisa los resultados en el equipo.

Registra los resultados en el sistema de informacion.

Valida y refrenda el informe de resultados.

21. Envia los resultados a quien corresponda.

22. Fin del proceso.

Controles

1. Recipientes conteniendo muestras fecales adecuadamente identificadas.
2. Informes de criterios de rechazo.

3. Informes de resultados emitidos.

4, Listas de trabajo.

5. Los estipulados en el equipo, controles normal y patolégico diario.

9.6. Determinacion de grasa en heces

Objetivo: Determinar la presencia de grasa no absorbida en las heces debido a un cuadro
de mala digestidn o absorcion intestinal.

Insumos, equipos y reactivos

1.

Suministros de oficina: formulario Institucional de solicitud de examenes, rotuladores,
instrucciones para la recoleccion de la materia fecal, |dpiz de cera, lapiz de grafito,
etiquetas adhesivas, impresora, etc.

Muestra: materia fecal.

Reactivos: suddn negro Il o sudan negro Il al 1% en alcohol 95%, rojo de suddn al 1% en
alcohol 95%, solucidn salina fisioldgica.

Insumos de laboratorio: palillos de madera limpios (sin torunda), portaobjetos,
cubreobjetos, recipiente para descarte de palillos de madera utilizados y/o
portaobjetos, mechero o lampara de alcohol y encendedor.

Equipo de laboratorio: microscopio de luz visible.

Equipo de proteccidn personal: anteojos de seguridad, cubrebocas, gabacha, guantes.
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Descripcién de las actividades

1. Inicio del proceso.

2. Revisa la identificacion de la muestra con la documentaciéon (formulario de solicitud o
lista de trabajo).

3. ¢la identificacion y condicién de la muestra coincide con la solicitud y criterios de
aceptacion? En caso negativo continua con la actividad 4, en caso afirmativo continua
con la actividad 5.

4. Rechaza segun corresponda de acuerdo con lo establecido en la division de
Parasitologia. Final del procedimiento.

5. Prepara una suspensién en un tubo de ensayo pequefio (o el que se encuentre
disponible), de la materia fecal en solucién de negro sudan o rojo sudan (suspensién
semejante al frotis al fresco).

6. Coloca en un portaobjetos limpio una gota de la suspension y sobre ésta coloca un
cubreobjetos evitando la formacidon de burbujas.

7. Calienta suavemente el portaobjetos sobre una pequefa llama y deja enfriar.

8. Observa la preparacién al microscopio con el lente de 40 X, en busca de gotas de grasa
que se identifican de color naranja o ambar. Importante hacer la revisidon en el centro
del cubreobjetos y no en la periferia.

9. Revisa al menos 10 campos con el lente de 40 X, se promedia el nimero de gotas
observadas por campo.

10. Reporta de la siguiente manera:

- Negativo (menos de 5 gotas por campo de 40 X).

- Positivo + (6 a 20 gotas por campo de 40 X).

- Positivo ++ (21 a 59 gotas por campo de 40 X).

- Positivo +++ (mas de 60 gotas por campo de 40 X).

11. Registra los resultados en el sistema de informacion.

12. Valida y refrenda el informe de resultados.

13. Envia los resultados a quien corresponda.

14. Fin del proceso.

Controles

1. Recipientes conteniendo muestras fecales adecuadamente identificadas.

2. Informes de criterios de rechazo.

3. Informes de resultados emitidos.

4. Listas de trabajo.
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9.7. Determinacion de sustancias reductoras y no reductoras en materia
fecal.

Objetivo: Determinar la presencia de reductores y azucares no reductores en materia fecal
con el fin de ayudar en el diagndstico de trastornos de la digestion y absorcidon de
carbohidratos.

Insumos, equipos y reactivos.

1. Suministros de oficina: formulario institucional de solicitud de exdmenes, rotuladores,
etiquetas adhesivas, impresora, etc.

2. Muestra: materia fecal.

Reactivos: solucion de Benedict, acido clorhidrico (HCI) al 0.1 N.

4. Insumos de laboratorio: recipientes de descarte, tubos de vidrio tipo pirex, mechero o
ldampara de alcohol, encendedor o fésforos, palillos de madera, pinzas de metal para
sostener tubo de ensayo.

5. Equipo de laboratorio: no aplica.

Equipo de proteccion personal: anteojos de seguridad, cubrebocas, gabacha, guantes.

w

Descripcion de las actividades
Inicio del procedimiento.
Recibe la muestra contenida en el recipiente respectivo.
Revisa la identificacion del recipiente con la muestra con el formulario de solicitud.
¢La identificacion y condicién de la muestra coincide con la solicitud y criterios de
aceptacién? En caso negativo continua con la actividad 5, en caso afirmativo continua
con la actividad 6.
5. Rechaza segln corresponda de acuerdo con lo establecido en la division de
Parasitologia. Final del procedimiento.
6. Rotula dos tubos de ensayo de vidrio tipo pyrex, uno como SR (sustancias reductoras) y
otro como SNR (sustancias no reductoras).
7. Agrega 0,5 mL de heces liquidas o una porcion de heces semisdlidas tomada con palillo
de madera en cada tubo de ensayo.
7.1. Al tubo rotulado como SNR.
7.1.1. Agrega 5 gotas de HCI 0,1 N.
7.1.2. Calienta suavemente el tubo SNR hasta la salida de vapores con ayuda de
mechero o [dmpara de alcohol.
7.1.3. Deja enfriar.
7.1.4. Agrega 2,0 mLa 2,5 mL de reactivo de Benedict.
7.1.5. Calienta a ebullicién.
7.1.6. Deja enfriar.
7.1.7. Lee de acuerdo con el cambio de color producido al calentar el tubo, seguin la

PwwnNpE
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actividad 8.

7.2. Al tubo rotulado como SR.

7.2.1. Agrega 2,0 mLa 2,5 mL de reactivo de Benedict.

7.2.2. Calienta a ebullicidn.

7.2.3. Deja enfriar.

7.2.4. Lee de acuerdo con el cambio de color producido al calentar el tubo, segin la
actividad 8.

8. Interpreta el cambio de color de la siguiente manera:

- Sin cambio de color: Negativo.

- Azul verdoso: Positivo trazas.

- Verde: Positivo (+).

- Verde pardo: Positivo (++).

- Amarillo: Positivo (+++).

- Rojo ladrillo: Positivo (++++).

POSITIVO 1+ POSITIVO 2+ POSITIVO 3+ POSITIVO 4+ NEGATIVO

Figura 2. Interpretacion en la determinacién de azucares reductores y no reductores. Fuente:
Fotografia Dr. Alvaro Vargas, Hospital Nacional de Nifios.

9. Registra los resultados en el sistema de informacién.
10. Valida y refrenda el informe de resultados.

11. Envia los resultados a quien corresponda.

12. Final del procedimiento.

Controles

1. Recipientes conteniendo muestras fecales adecuadamente identificadas.
2. Informes de criterios de rechazo.

3. Informes de resultados emitidos.

4. Listas de trabajo.
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9.8. Determinacion cualitativa de transferrina fecal y sangre oculta en

heces

Objetivo: Detectar pérdida de sangre en el tracto gastrointestinal superior y/o inferior por
deteccién de hemoglobina humana (FOB) y/o transferrina (TRF) en heces.

Insumos, equipos y reactivos

1.

Suministros de oficina: formulario Institucional de solicitud de exdmenes, rotuladores,
instrucciones para la recoleccion de la materia fecal, lapiz de cera, lapiz de grafito,
etiquetas adhesivas, impresora, etc.

Muestra: materia fecal.

Reactivos: inmunocromatografia para deteccion de hemoglobina y transferrina en
heces.

Insumos de laboratorio: palillos de madera limpios (sin torunda), recipiente para
descarte de palillos de madera utilizados y/o portaobjetos, inserto o panfleto del
fabricante segun corresponda.

Equipo de laboratorio: microscopio de luz visible.

Equipo de proteccion personal: anteojos de seguridad, cubrebocas, gabacha, guantes.

Descripcion de las actividades

1.
2.

10.

11.

Inicio del procedimiento.

Revisa la identificacion de la muestra con la documentacion (formulario de solicitud o
lista de trabajo).

¢La identificacion y condicién de la muestra coincide con la solicitud y criterios de
aceptacién? En caso negativo continua con la actividad 4, en caso afirmativo continua
con la actividad 5.

Rechaza segun corresponda de acuerdo con lo establecido en la divisiéon de
Parasitologia. Final del procedimiento.

Alista el tubo de recogida de muestra y el reactivo a utilizar (placa de prueba).

Rotula el tubo de recogida de muestra con la identificacion de la muestra.

Desenrosca la tapa del tubo de recoleccidon de muestra y con el palillo punza al menos 3
sitios diferentes de la muestra.

Cierra el tubo y agita vigorosamente.

Saca la placa de prueba de la bolsa sellada y la rotula con la identificacidn de la muestra.
Quita la tapa del tubo de recogida de muestra, invierte el tubo y agrega tres (3) gotas
de la muestra sin burbujas de aire en el pozo de muestra de la placa.

Interpreta los resultados negativos y positivos segun la metodologia utilizada.
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Interpretacidn del resultado
NEGATIVO POSITIVO
€ C C C
2 2 2 2
1 1 1 1
C: Control, 2:Transferrina, 1: Hemoglobina (Sangre oculta) W4 . ‘
. . N\

Figura 3. Interpretacién del resultado en la prueba de sangre oculta y transferrina. Fuente: Inserto
Kit de prueba FOB-TRF Novatest®

12. Registra los resultados en el sistema de informacion.
13. Valida y refrenda el informe de resultados.

14. Envia los resultados a quien corresponda.

15. Final del procedimiento.

Controles

1. Recipientes conteniendo muestras fecales adecuadamente identificadas.
2. Informes de criterios de rechazo.

3. Informes de resultados emitidos.

4, Listas de trabajo.

9.9. Prueba rapida para deteccion de Cryptosporidium sp y Lamblia
intestinalis.

Objetivo: Analizar la muestra de materia fecal diarreica liquida o semiliquida para la
deteccion de Cryptosporidium sp y Lamblia intestinalis (considerar la busqueda de
portadores de Lamblia intestinalis en muestra de heces sdlidas).

Insumos, equipos y reactivos

1. Suministros de oficina: formulario institucional de solicitud de exdmenes, instrucciones
para la recoleccién de la materia fecal, rotulador o |apiz de cera, etiquetas adhesivas,
impresora de cddigo de barras, etc.

2. Muestra: materia fecal liquida o semiliquida.

Reactivos: inmunocromatografia.

4. Insumos de laboratorio: dispositivo con solucion de extraccion de muestra, crondmetro,
inserto o panfleto del fabricante segun corresponda.

5. Equipo de laboratorio: agitador tipo vortex.

w
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Descripcién de actividades

1.
2.

10.
11.

12.

13.
14.
15.
16.

Inicio del proceso.

Revisa la identificacion del recipiente conteniendo la muestra fecal con Ia

documentacion y condicidon de ésta (formulario de solicitud o lista de trabajo).

¢La identificacion y condicién de la muestra coincide con la solicitud y criterios de

aceptacion? En caso negativo continua con la actividad 4, en caso afirmativo continua

con la actividad 5.

Rechaza segun corresponda de acuerdo con lo establecido en la division de

Parasitologia. Final del procedimiento.

Rotula el dispositivo con la identificacion, asi como la placa de inmunocromatografia.

Introduce el palillo del dispositivo en 4 o 5 sitios diferentes, para tener mayor posibilidad

de captar los parasitos. Para muestras liquidas toma 125 pL.

Coloca la muestra tomada en la actividad anterior en el dispositivo de dilucion.

Agita la muestra en vértex o mezcla vigorosamente por 1 minuto para homogenizar

bien. Si la suspension tiene muchos detritos se puede centrifugar 5 minutos a 4500 rpm.

Retira la placa inmunocromatografica de su empaque hasta el momento de su uso.

Corta la punta del tapdn del dispositivo.

Coloca 3 gotas de la suspension, en cada una de las ventanas circulares en la placa

inmunocromatografica.

Lee el resultado en 10 minutos exactos (no dejar mas de ese tiempo de lectura):

- Negativo: Solamente se observa la linea de control en ambos canales de la placa de
inmunocromatografia.

- Positivo por Cryptosporidium sp: se observan las lineas de control en ambos
canales, pero solamente en el canal de Cryptosporidium aparece la linea respectiva
(positivo por Cryptosporidium sp y negativo por Lamblia intestinalis).

- Positivo por Lamblia intestinalis: se observan las lineas de control en ambos
canales, pero solamente en el canal de Lamblia intestinalis aparece la linea
respectiva (positivo por Lamblia intestinalis y negativo por Cryptosporidium sp).

- Positivo por Cryptosporidium sp y Lamblia intestinalis: se observan las lineas de
control en ambos canales, asi como las lineas de prueba de los dos canales (positivo
por Cryptosporidium sp y positivo por Lamblia intestinalis).

Registra los resultados en el sistema de informacion.

Valida y refrenda el informe de resultados.

Envia los resultados a quien corresponda.

Fin del proceso.
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Controles

1. Recipientes conteniendo muestras fecales adecuadamente identificadas.

2. Informes de criterios de rechazo.

3. Informes de resultados emitidos.

4. Listas de trabajo.

5. Cadajuego de reactivos contiene control positivo para verificar la funcionalidad del lote.

9.10. Gota gruesa, frotis sanguineo por Plasmodium sp., densidad
parasitaria y parasitemia.

Objetivo: Realizar el diagndstico microscopico de malaria por gota gruesa y frotis
sanguineo, mediante la observacion de estadios de Plasmodium sp.

Insumos, equipos y reactivos

1. Suministros de oficina: formulario Institucional de solicitud de examenes, rotuladores,
lapiz de cera, lapiz de grafito, etiquetas adhesivas, impresora, etc.

2. Muestra: sangre venosa recolectada en tubo con EDTA (tubo de tapén morado).

3. Reactivos: metanol, colorante Giemsa, buffer de Giemsa pH 7.2, agua destilada en caso
de dilucién de buffer.

4. Insumos de laboratorio: algoddn, lancetas alcohol 70 %, portaobjetos (con porcion
esmerilada nuevos, bien lavados, sin grasa), recipientes de descarte de material
punzocortante y otros materiales, |ldamina extensora, puntas para micropipeta y
micropipeta de 0 a 10 uL, plantilla para la elaboracién de la gota gruesa y frotis
sanguineo, procedimiento operativo estandar para el diagndstico microscépico de
malaria CNRP-LM-PEQ5 (considerar la ultima revisién publicada).

5. Equipo de laboratorio: microscopio de luz visible, incubadora.

6. Equipo de proteccidn personal: anteojos de seguridad, cubrebocas, gabacha, guantes.

Descripcion de las actividades

1. Inicio del procedimiento.

2. Revisa la identificacién del tubo conteniendo la muestra de sangre con la
documentacion y condicion de ésta (formulario de solicitud o lista de trabajo).

3. ¢la identificacion y condicién de la muestra coincide con la solicitud y criterios de
aceptacién? En caso negativo continua con la actividad 4, en caso afirmativo continua
con la actividad 5.

4. Rechaza segun corresponda de acuerdo con lo establecido en la divisién de
Parasitologia. Final del procedimiento.

5. Rotula con lapiz de grafito el portaobjetos en la parte esmerilada con el nimero de
muestra (se sugiere rotular al menos 6 portaobjetos).

6. Coloca el portaobjetos sobre la plantilla, y una vez homogenizada la muestra realiza la
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gota gruesa (cerca de la porcién esmerilada) y el extendido sanguineo de la siguiente
manera:
6.1. Gota gruesa:

6.1.1. Coloca 6 pL a 8 uL de muestra en la zona destinada para gota gruesa segun
muestra la plantilla (zona redondeada) (Figura 4).

6.1.2. Con la esquina de la ldmina extensora distribuya la sangre iniciando del
centro y de manera circular hacia afuera, ocupando el espacio circular segun la
plantilla, cuando se llega al borde del circulo, con la misma extensora y sin
levantar la extensora se realiza movimiento circular rapida hacia el centro.

6.1.3. Mueve la lamina realizando movimientos circulares con el fin que la sangre
guede homogéneamente distribuida.

6.2. Extendido sanguineo:

6.2.1. Coloca de 2 plL - 5 pL de sangre y la coloca en la base del espacio destinado
para el frotis, segin estd demarcado en la plantilla (Figura 4).

6.2.2. Coloca la ldmina extensora en un angulo de 45° y desliza sobre el
portaobjetos hacia el extremo sin esmeril para realizar el extendido fino.

Figura 4. Plantilla para confeccidn de gota gruesa y frotis en portaobjetos esmerilado. Tomado de:
INCIENSA, Procedimiento Operativo Estandar para el diagndstico microscopico de malaria CNRP-
LM-PEO5, Version 4.

7. Deja secar las [dminas en posicion horizontal protegidas de la luz, insectos y polvo (en

caso de urgencia se puede acelerar el secado utilizando incubadora a 37°C por una hora.
Cada laboratorio dependiendo de las condiciones climatoldgicas debe estandarizar el
tiempo de secado de las laminas).

8. Fija unicamente el extendido sanguineo (frotis), sumergiendo la porcion de la ldmina
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10.

11.

12.

13.

14.
15.

16.

17.

18.

que lo incluya en metanol contenido en recipiente de boca ancha, de manera que el

frotis quede completamente impregnado y sacarlo de inmediato. Debe dejar la distancia

adecuada entre el frotis y gota gruesa para que el metanol no ascienda por capilaridad

y fije la gota gruesa.

Deja secar la lamina en posicion horizontal a temperatura ambiente por 2 a 5 minutos

(Si se colocara de manera vertical los vapores del metanol podrian ascender vy fijar la

gota gruesa).

Coloca la [dmina en la bandeja para tincién o placa Petri, de manera invertida e inclinada

(frotis sanguineo y gota gruesa para abajo), se recomienda poner un relieve para crear

un desnivel y que la gota gruesa esté del lado opuesto (en la parte mas baja), de manera

gue tenga contacto con el colorante.

Realiza la tincién de Giemsa segun procedimiento en este manual, con el cuidado que

no queden burbujas.

Una vez finalizado el tiempo de tincidon (tiempo de tincidon lo estandariza cada

laboratorio), levanta la lamina despacio de tal manera que no se desprenda la gota

gruesa.

En un frasco de boca ancha conteniendo agua de tubo, sumerge y saca cuidadosamente

una sola vez la lamina, para retirar el exceso de colorante (nunca lavar directo bajo el

chorro de agua porque se desprende la gota gruesa).

Limpia por debajo de la lamina y deja secar.

Examina las laminas al microscopio con objetivo de inmersion (100 X) para evaluar la

calidad de la tincion, verifica la correcta deshemoglobinizacion y coloracion de las

estructuras celulares.

Procede a realizar el recorrido sistematico de toda la gota gruesa para determinar si hay

presencia o ausencia de los diferentes estadios de Plasmodium sp. (en caso de presencia

de estados evolutivos la identificacidon de especie de Plasmodium se realiza en la gota
gruesa y si se desea utilice el frotis para confirmar).

éSe encontraron formas parasitarias de Plasmodium sp.? En caso negativo continua con

la actividad 20, en caso afirmativo continua con la actividad 18.

Calcula la densidad parasitaria (conteo parasitario) en gota gruesa:

18.1. Inicia el conteo en la parte superior izquierda de la gota gruesa, debe ubicar
un campo donde se observe un adecuado numero de leucocitos y alguna forma
parasitaria para el recuento.

18.2. Utiliza el contador de células para contar la cantidad de parasitos y/o
leucocitos observados en cada campo, debe pulsar una tecla del contador para
registrar los leucocitos y otra tecla para registrar los parasitos observados.

18.3. Continua el recuento de otros campos microscdpicos de manera sistematica,
evita repetir campos 6pticos. Debe de tener en cuenta las siguientes observaciones:

i.  Es posible encontrar campos con solo glébulos blancos o parasitos
los cuales deben incluirse en el recuento.
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ii. Los estadios asexuados son los trofozoitos y esquizontes, mientras
que los estadios sexuados son los gametocitos.

iii. En infecciones por Plasmodium falciparum se cuenta solo los
estadios asexuados, y en el caso de las formas sexuadas se
notifican, pero no se cuentan.

Criterios para saber el momento en que finaliza el conteo:

- Si al contar 200 leucocitos se han observado 100 o mas pardsitos deja de
contabilizar, y aplica la férmula para determinar la densidad parasitaria.

- Si al contar 200 leucocitos se han observado de 0 a 99 pardsitos, continda
contabilizando parasitos y leucocitos hasta llegar a 500 leucocitos, y aplicala
féormula para determinar la densidad parasitaria.

- Cuando la cantidad de leucocitos es mucho menor que los pardsitos
(cantidad de parasitos duplica la cantidad de leucocitos), contabiliza
leucocitos y pardsitos hasta llegar a 500 parasitos, y aplica la formula para
determinar la densidad parasitaria.

18.4. Aplica la formula para determinar la parasitemia

- Para aplicar la férmula de densidad parasitaria si no se tiene la cantidad de
leucocitos obtenido del hemograma de la persona usuaria este valor se
sustituye por 6000.

Formula: # parasitos X # leucocitos de la persona usuaria (0 6000) # parasitos / uL =
# leucocitos contados

19. Calcula el porcentaje de parasitemia en el extendido sanguineo (conteo parasitario en
frotis sanguineo):

19.1. En la parte inferior del frotis (cola) localiza un campo con eritrocitos
separados.

19.2. Promedia el conteo de eritrocitos en tres campos con adecuada distribucion
de células para obtener 10000 eritrocitos.

19.3. Calcula el nUmero de campos que se deben observar para contar 10000
eritrocitos, ejemplo campo 1 con 300 eritrocitos + campo 2 con 310 eritrocitos y
campo 3 con 290 eritrocitos, el promedio es de 300 eritrocitos

lcampo - 300 eritrocitos
Xcampos —> 10000 eritrocitos
X =33 campos microscédpicos
19.3.1.En la cantidad de campos microscépicos obtenidos (33 campos en este
ejemplo), proceda a contabilizar la cantidad de eritrocitos infectados,
mediante recorrido sistematico del extendido.
19.4. Al final del conteo, aplica la siguiente féormula:
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Porcentaje de parasitemia = Cantidad de eritrocitos parasitados X 100
10000

20. Reporta el resultado de la observacion de la gota gruesa y el frotis sanguineo:

21.
22.
23.
24,

25.

26.

20.1. Para una muestra en la que no se observan estadios evolutivos de
Plasmodium sp se reporta: No se observa Plasmodium sp.
20.2. Para muestras en las que se observan estados evolutivos de Plasmodium sp

se determina la especie infectante y se reporta la densidad parasitaria como linea
base al momento del diagndstico, posteriormente, se realizan sucesivos conteos de
densidad parasitaria en los controles postratamiento, segun lo estipulado en el
Norma de malaria: Gota gruesa positiva por (especie identificada) y densidad
parasitaria (cantidad de parasitos/puL).

20.3. Para infecciones por Plasmodium falciparum se agrega el comentario: Se
observaron gametocitos / No se observaron gametocitos, segliin corresponda a
presencia o ausencia de estos estadios sexuales (la presencia de gametocitos tiene
relevancia clinica y epidemioldgica, pues indica que la infeccidn tiene mas de una
semana de evolucién). En infecciones por otras especies distintas de Plasmodium
falciparum no se agrega ningun comentario.

Ejemplo:
Gota gruesa positiva por Plasmodium falciparum.
Densidad parasitaria: 4500 parasitos/pL.
Se observan gametocitos / No se observan gametocitos.

Registra los resultados en el sistema de informacion.

Valida y refrenda los resultados.

Envia los resultados a quien corresponda.

Notifica todo caso positivo por malaria siguiendo lo establecido en el reglamento de
Vigilancia de la Salud vigente. La notificacion incluye el resultado obtenido por el
laboratorio que realizé el diagndstico, incluidas la especie y densidad parasitaria.
Guarda la ldmina para su posterior envio al Centro Nacional de Referencia en
Parasitologia en INCIENSA, segln lo establecido en el procedimiento operativo estandar
para el diagndstico microscopico de malaria CNRP-LM-PEO5.

Final del procedimiento.

Controles

1.

2.
3.
4

Tubos conteniendo muestras sanguineas con EDTA adecuadamente identificadas.
Informes de criterios de rechazo.

Informes de resultados emitidos.

Listas de trabajo.
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5. Segun procedimiento operativo estandar para el diagndstico microscopico de malaria

CNRP-LM-PEQ5):

5.1. Extendido sanguineo (frotis):
- Cola del extendido esté dentro del portaobjetos.
5.2. Gota gruesa:

- Cantidad de muestra indicada.
- Distribucién de las células de manera regular.
5.3. Tincion:
- Ver procedimiento de tincién de Giemsa.
- Realizar la tincién la mas rapido posible para que la deshemoglobinizacion sea
mas completa.
- Entre mas tiempo se tarde en realizar la tincidn, ésta serd menos clara.
5.4, Conteo:
- Realizar de manera sistematica.
- Evitar sobreposicion de campos de conteo.
5.5. Control de calidad indirecto:
- Enviar el 100% de laminas con observacion de Plasmodium sp y el 10% de las
[aminas en las que no se observd Plasmodium sp.

9.11. Técnica de Baermann

Objetivo: Separar larvas de helmintos encontradas en materia fecal, para su posterior
identificacion.

Insumos, equipos y reactivos.

1.

w

Suministros de oficina: formulario Institucional de solicitud de examenes, rotuladores,
instrucciones para la recolecciéon de la materia fecal, |dpiz de cera, lapiz de grafito,
etiquetas adhesivas, impresora, etc.

Muestra: materia fecal.

Reactivos: agua de tubo o solucidn salina 0,85% a temperatura de 35°C a 37°C.
Insumos de laboratorio: espatula o bajalenguas de madera, palillos de madera limpios
(sin torunda), papel absorbente, embudo, gasa, cedazo o malla de alambre fino, pipetas
tipo Pasteur, beaker o recipiente de boca ancha.

Equipo de laboratorio: microscopio de luz visible, centrifuga, pie universal con anillo.
Equipo de proteccidn personal: anteojos de seguridad, cubrebocas, gabacha, guantes.

Descripcion de las actividades

1.
2.

Inicio del procedimiento.
Revisa la identificacién del recipiente conteniendo la muestra fecal con Ila
documentacion (formulario de solicitud o lista de trabajo).




GERENCIA MEDICA
DIRECCION DE DESARROLLO DE SERVICIOS DE SALUD
AREA DE REGULACION Y SISTEMATIZACION DE DIAGNOSTICO Pagina 37 de 102
Y TRATAMIENTO

Coordinacion Nacional de MP.GM.DDSS.ARSDT.LC.210825

Manual de Procedimientos de Parasitologia

Laboratorios Clinicos Version 01

10.
11.
12.
13.
14.

15.
16.

17.

18.

19.
20.
21.
22.

¢La identificacion y condicién de la muestra coincide con la solicitud y criterios de
aceptacion? En caso negativo continua con la actividad 4, en caso afirmativo continua
con la actividad 5.
Rechaza segln corresponda de acuerdo con lo establecido en la division de
Parasitologia. Final del procedimiento.
Prepara los materiales necesarios para el andlisis correspondiente (embudo, pie
universal, cedazo o malla, agua o solucion salina 0,85% a temperatura de 35°C a 37°C,
recipiente recolector).
Coloca el embudo en el pie universal y el cedazo sobre el embudo. En caso de no contar
con estos insumos se sugiere utilizar un frasco de orina o botella de plastico limpia y
cortada en la parte superior con colador pequeio de cocina.
Llena poco a poco el embudo con agua o solucién salina 0,85% a temperatura de 35°C a
37°C.
Coloca suficiente cantidad de muestra (tamafio de una semilla de durazno) sobre la gasa
y ésta sobre el cedazo. También se puede realizar sin el cedazo en caso de no contar con
éste.
Deja reposar la preparacién por al menos una hora.
Recoge el liquido del embudo en un beaker o recipiente de boca ancha.
Trasvasa el liquido obtenido en tubos de ensayo o cénicos para posterior centrifugacion.
Centrifuga a 1500 rpm por 5 minutos.
Decanta y descarta el sobrenadante.
Con pipeta tipo Pasteur toma una gota del sedimento y lo coloca entre portaobjetos y
cubreobjetos.
Examina la preparacion con el lente objetivo de 10 X en busca de larvas de helmintos.
¢Se observan larvas? Si la respuesta es afirmativa continua con la actividad 17, si es
negativa continua con la actividad 18.
Realiza la identificacion de la larva con base en eséfago (rabditiforme o filariforme),
vestibulo bucal (corto o largo), primordio genital (evidente o no evidente) y cauda
(aguzada o tetrafurcada) (Anexo 2).
Reporta de la siguiente manera:

- No se observan larvas de helmintos: No se observan larvas de Strongyloides

stercolaris o de Uncinarias (Necator americanus / Ancylostona duodenale).
- Si observa larvas de helmintos: Se observan larvas de Strongyloides stercolaris
o de Uncinarias (Necator americanus / Ancylostona duodenale).

Registra los resultados en el sistema de informacién
Valida y refrenda los resultados.
Envia los resultados a quien corresponda.
Final del procedimiento.
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Controles

1. Recipientes conteniendo muestras fecales adecuadamente identificadas.
2. Informes de criterios de rechazo.

3. Informes de resultados emitidos.

4. Listas de trabajo.

9.12. Técnica de Knott (para la busqueda de microfilarias de Wuchereria
bancrofti).

Objetivo: Realizar el procedimiento para la deteccién de microfilarias en sangre periférica.

Insumos, equipos y reactivos

1. Suministros de oficina: formulario institucional de solicitud de examenes, rotuladores,
lapiz de cera, lapiz de grafito, etiquetas adhesivas, impresora, etc.

2. Muestra: sangre total recolectado en tubo con EDTA (se puede utilizar sangre con citrato
o heparina).

3. Reactivos: aceite de inmersion, formalina al 2%, colorante Giemsa, buffer, azul de
metileno o azul cresil brillante.

4. Insumos de laboratorio: portaobjetos, cubreobjetos, recipientes para descarte de
material punzocortante, pipetas tipo Pasteur.

5. Equipo de laboratorio: microscopio de luz visible.

6. Equipo de proteccidn personal: anteojos de seguridad, cubrebocas, gabacha, guantes.

Descripcion de las actividades

1. Inicio del procedimiento.

2. Revisa la identificaciéon del recipiente conteniendo la muestra fecal con la
documentacion (formulario de solicitud o lista de trabajo).

3. ¢la identificacion y condicién de la muestra coincide con la solicitud y criterios de
aceptacién? En caso negativo continua con la actividad 4, en caso afirmativo continua
con la actividad 5.

4. Rechaza segun corresponda de acuerdo con lo establecido en la divisiéon de
Parasitologia. Final del procedimiento.

5. Coloca 1 mL de sangre mas 10 mL de solucion acuosa de formalina al 2 % en un tubo de
ensayo para iniciar la hemolisis y mezcla por inversion.

6. Centrifuga a 1500 rpm por 5 minutos.

Decanta el sobrenadante sin perturbar el sedimento.

8. Transfiere con pipeta tipo Pasteur una porcion del sedimento y la coloca en un
portaobjetos con cubreobjetos y puede seguir uno de los siguientes procedimientos:
8.1. Observa directamente una gota del sedimento al microscopio entre portaobjetos y

™~
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9.

cubreobjetos, ademas realiza extendido sanguineo con 10 pl y tifia con Giemsa, si
hay presencia de microfilarias se puede identificar género y especie de la
microfilaria.

8.2. Observa directamente una gota del sedimento al microscopio entre portaobjetos y
cubreobjetos con alguno de los colorantes intravitales como azul de metileno o azul
cresil brillante (1:10000 en solucion salina al 0,85 %), ademas realiza extendido
sanguineo con 10 plL y tifie segln la técnica de Giemsa, si hay presencia de
microfilarias identifica por género y especie de la microfilaria.

Registra los resultados en el sistema de informacion.

10. Valida y refrenda los resultados.
11. Envia los resultados a quien corresponda.
12. Final del procedimiento.

Controles

1.

2.
3.
4

Tubo con muestra sanguinea con EDTA, adecuadamente identificadas.
Informes de criterios de rechazo.

Informes de resultados emitidos.

Listas de trabajo.

9.13. Técnica de Ritchie.

Objetivo: Analizar mediante concentracion de la muestra fecal la busqueda de quistes y
ooquistes de protozoarios y huevecillos de helmintos para el diagndstico y tratamiento.

Insumos, equipos y reactivos

1.

w

Suministros de oficina: formulario Institucional de solicitud de examenes, rotuladores,
l[apiz de cera, lapiz de grafito, etiquetas adhesivas, impresora, etc.

Muestra: materia fecal.

Reactivos: solucidn salina 0.85 % o agua, formalina 10%, éter.

Insumos de laboratorio: palillos de madera limpios (sin torunda), portaobjetos,
cubreobjetos, recipiente para descarte de palillos de madera utilizados y/o
portaobjetos, gasa, beaker o recipiente de boca ancha, tubos de vidrio 13 X 100 mm con
tapon.

Equipo de laboratorio: microscopio de luz visible.

Equipo de proteccidn personal: anteojos de seguridad, cubrebocas, gabacha, guantes.

Descripcion de las actividades

1.
2.

Inicio del procedimiento.
Revisa la identificacién del recipiente conteniendo la muestra fecal con Ila
documentacion (formulario de solicitud o lista de trabajo).
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10.
11.
12.
13.

14.
15.

16.

17.
18.
19.
20.
21.

22.

23.
24,
25.
26.

¢La identificacion y condicién de la muestra coincide con la solicitud y criterios de
aceptacion? En caso negativo continua con la actividad 4, en caso afirmativo continua
con la actividad 5.
Rechaza segln corresponda de acuerdo con lo establecido en la division de
Parasitologia. Final del procedimiento.
Coloca aproximadamente 1 g de muestra fecal en un beaker pequefio o frasco de boca
ancha (capacidad de 50 mL a 100 mL).
Desmenuza la muestra fecal con la ayuda de aplicadores.
Realiza una suspensidn de la muestra fecal con agua o solucion salina 0.85%.
Filtra a través de la gasa y el filtrado se recolecta en un tubo de vidrio 13 mm x 100 mm
con tapon.
Centrifuga el filtrado obtenido a 2000 rpm durante 2 minutos.
Decanta el sobrenadante.
Realiza una suspensién de la muestra fecal con agua o solucién salina 0.85%.
Centrifuga el filtrado obtenido a 2000 rpm durante 2 minutos.
¢El sobrenadante obtenido es claro? En caso negativo repite desde la actividad 10, en
caso afirmativo continua con la actividad 14.
Decanta el sobrenadante.
Agrega al sedimento obtenido 4 mL de formalina al 10 %, homogeniza y deja reposar
por 5 minutos.
Agrega 3 mL de éter, tapa el tubo y agita vigorosamente (manualmente o con ayuda de
agitador eléctrico).
Destapa el tubo y centrifuga a 3000 rpm durante 3 minutos.
Rompe el tapon de detritos con la ayuda de un aplicador.
Decanta el sobrenadante.
Coloca una gota del sedimento entre portaobjetos y cubreobjetos.
Realiza la observacién al microscopio en busca de quistes y/u ooquistes de protozoarios
o huevecillos de helmintos.
Reporta de la siguiente manera:

- Si se observa parasitos: Se observa la presencia de quistes, ooquistes y/o

huevecillos (género y especie del protozoario o helminto).

- No se observan parasitos: No se observan parasitos.
Registra los resultados en el sistema de informacion.
Valida y refrenda los resultados en el sistema de informacion.
Envia los resultados a quien corresponda.
Final del procedimiento.

Controles

1.
2.

Recipientes conteniendo muestras fecales adecuadamente identificadas.
Informes de criterios de rechazo.
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3.
4,

Informes de resultados emitidos.
Listas de trabajo.

9.14. Técnica de Strout.

Objetivo: Concentrar parasitos de Trypanosoma cruzi en sangre periférica, para diagnéstico
de Enfermedad de Chagas.

Insumos, equipos y reactivos

1.

Suministros de oficina: formulario Institucional de solicitud de exdmenes, rotuladores,
lapiz de cera, lapiz de grafito, etiquetas adhesivas, impresora, etc.

Muestra: sangre venosa recolectada en tubo sin aditamentos (tubo de tapa roja sin gel).
Insumos de laboratorio: pipetas desechables tipo Pasteur, portaobjetos, cubreobjetos,
palillos de madera, recipientes de descarte de material punzocortante y biopeligroso.
Equipo de laboratorio: microscopio de luz visible y centrifuga.

Equipo de proteccidn personal: anteojos de seguridad, cubrebocas, gabacha, guantes.

Descripcion de las actividades

1.
2.

10.
11.

Inicio del procedimiento.

Revisa la identificacion de la muestra con la solicitud de analisis clinico, y la hora de toma
de muestra.

¢La identificacién y condicion de la muestra coincide con la solicitud y criterios de
aceptacion? En caso negativo continua con la actividad 4, en caso afirmativo continua
con la actividad 5.

Rechaza seglun corresponda de acuerdo con lo establecido en la divisiéon de
Parasitologia. Final del procedimiento.

Deja coagular la muestra de sangre extraida, de 45 minutos a 60 minutos a temperatura
ambiente.

Extrae el codgulo con ayuda de palillos de madera, lo deposita en recipiente de material
biopeligroso.

Centrifuga la primera vez el suero de 800 rpm a 1000 rpm, durante 2 a 5 minutos para
sedimentar los glébulos rojos que pudieran quedar e interferir con el analisis.

Con pipeta tipo Pasteur o micropipeta separa el sobrenadante en otro tubo de ensayo
limpio.

Centrifuga por segunda vez el sobrenadante entre 2000 rpm — 2500 rpm durante 10
minutos.

Separa el sobrenadante.

Utiliza el sedimento para examinar al fresco entre portaobjetos y cubreobjetos (se
recomienda hacer de 6 a 8 preparaciones y mantenerlas en cdmara himeda para evitar
desecacion).
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12.

13.

14.
15.
16.
17.

Observa el sedimento con lente objetivo de 10 X en busca de tripomastigotos activos de
Trypanosoma cruzi y confirmar en lente de 40 X.
Reporta la presencia o ausencia de tripomastigotos de Trypanosoma cruzi activos en la
preparacion al fresco de la siguiente manera:

- Encaso afirmativo: Se observan tripomastigotos de Trypanosoma cruzi.

- Encaso negativo: No se observan tripomastigotos de Trypanosoma cruzi.
Registra los resultados en el sistema de informacion.
Valida y refrenda el informe de resultados.
Envia los resultados a quien corresponda.
Final del procedimiento.

Controles

1.

w

Tubo con muestra sanguinea sin anticoagulante ni gel (tubo tapdn rojo)
adecuadamente identificadas.

Informes de criterios de rechazo.

Informes de resultados emitidos.

Listas de trabajo.

9.15. Técnica sedimentacion con agua.

Objetivo: Concentrar quistes u ooquistes de protozoarios y huevecillos de helmintos en
muestras de heces para el diagndstico y tratamiento.

Insumos, equipos y reactivos.

1.

w

Suministros de oficina: formulario Institucional de solicitud de exdmenes, rotuladores,
l[apiz de cera, lapiz de grafito, etiquetas adhesivas, impresora, etc.

Muestra: materia fecal.

Reactivos: agua destilada.

Insumos de laboratorio: palillos de madera limpios (sin torunda), portaobjetos,
cubreobjetos, recipiente para descarte de palillos de madera utilizados y/o
portaobjetos, tubos de vidrio 13 X 100 mm con tapdn, pipetas desechables tipo Pasteur.
Equipo de laboratorio: microscopio de luz visible y centrifuga.

Equipo de proteccién personal: anteojos de seguridad, cubrebocas, gabacha, guantes.

Descripcion de las actividades

1.
2.

Inicio del procedimiento.

Coloca 1 g de muestra fecal (tamafio de una semilla nuez) si la muestra es sélida o 7 mL
si la muestra es liquida, en un tubo de ensayo o cénico.

Desmenuza la muestra con la ayuda de palillos de madera.

Realiza una suspensién de la muestra de heces con agua destilada.
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Filtra a través de una gasa en otro tubo cénico o en un recipiente adecuado.
Coloca 1 mL del filtrado fecal en otro tubo de ensayo o cénico.
Agrega 3 mL de agua destilada.
Centrifuga a 2500 rpm durante 5 minutos.
¢El sobrenadante obtenido es claro? En caso negativo continua con la actividad 10, en
caso afirmativo continua con la actividad 11.
10. Decanta el sobrenadante y repite desde la actividad 7.
11. Coloca una gota del sedimento entre portaobjetos y cubreobjetos.
12. Realiza el analisis microscdpico para la busqueda de quistes u ooquistes de protozoarios,
huevecillos y/o larvas de helmintos.
13. Reporta de la siguiente manera:
- En caso de presencia de pardsitos: Se observa la presencia de quistes u
ooquistes de protozoarios, huevecillos y/o larvas de (género y especie).
- En ausencia de parasitos: No se observan parasitos.
14. Registra los resultados en el sistema de informacion.
15. Valida y refrenda los resultados del estudio realizado en el sistema de informacidn.
16. Envia los resultados a quien corresponda.
17. Final del procedimiento.

LN W

Controles

1. Recipientes conteniendo muestras fecales adecuadamente identificadas.
2. Informes de criterios de rechazo.

3. Informes de resultados emitidos.

4. Listas de trabajo.

9.16. Tincion de Koster modificado para deteccion de Cryptosporidium sp.

Objetivo: Diagnosticar Cryptosporidium sp. en muestras de heces a partir de la observaciéon
de ooquistes.

Insumos, equipos y reactivos.

1. Suministros de oficina: formulario Institucional de solicitud de examenes, rotuladores,
lapiz de cera, lapiz de grafito, etiquetas adhesivas, impresora, etc.

2. Muestra: materia fecal.

3. Reactivos: verde malaquita 5%, alcohol sulfurico 0.1% y alcohol metilico, solucién
saturada de safranina, solucién de KOH al 5,6%.

4. Insumos de laboratorio: palillos de madera limpios (sin torunda), portaobjetos,
recipiente para descarte de palillos de madera utilizados y/o portaobjetos.

5. Equipo de laboratorio: microscopio de luz visible.

6. Equipo de proteccion personal: anteojos de seguridad, cubrebocas, gabacha, guantes.
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Descripcién de las actividades

1.

13.

14.
15.
16.

Inicio del procedimiento.

Realiza un frotis con un palillo de madera sobre un portaobjetos limpio y lo deja secar
bien. Se sugiere realizar de tres (3) a cuatro (4) extendidos para aumentar la posibilidad
de observar los ooquistes.

Descarta el palillo de madera en recipiente destinado para tal efecto.

Fija los frotis con alcohol metilico por 5 minutos.

Deja secar hasta que se elimine el alcohol metilico.

Tine por 5 minutos con solucidn saturada de safranina (una mezcla de 2 partes de una
solucidn acuosa saturada de safranina mas 5 partes de solucién de KOH al 5,6%).

Lava el extendido con agua destilada.

Decolora con H,S04 al 0,1% por 10 segundos.

Lava la preparacion con agua destilada.

. Contrasta con solucion acuosa de verde de malaquita al 5% por 15 segundos.
. Lava el frotis con agua destilada y deja secar la preparacion al aire.
. Realiza el analisis microscopico para la busqueda de ooquistes de Cryptosporidium sp.

los cuales se observan de color rojo palido contra fondo verde, visualizando los
esporozoitos dentro del ooquiste.
Reporta de la siguiente manera:
- Encasode presencia se reporta: Presencia de ooquistes de Cryptosporidium sp.
- En ausencia se reporta: No se observan ooquistes de Cryptosporidium sp.
Valida y refrenda el informe de resultados.
Envia los resultados a quien corresponda.
Final del procedimiento

Observacion: El uso de esta tinciéon aplica para otros coccidios como Cyclospora
cayetanensis y Cystoisospora belli.

Controles

oukwnNpeE

Grosor del frotis, delgado, homogéneo y de la parte mucosa de la muestra fecal.
Informe de resultados.

Recipientes conteniendo muestras fecales adecuadamente identificadas.
Informes de criterios de rechazo.

Informes de resultados emitidos.

Listas de trabajo.
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9.17. Tincion de Giemsa.

Objetivo: Observar la morfoldgica de elementos celulares y/o parasitos presentes en
muestras sanguineas, materia fecal, raspado de piel, y fluidos bioldgicos.

Insumos, equipos y reactivos

1. Suministros de oficina: lapiz de cera, lapiz de grafito, etiquetas adhesivas, impresora,
etc.

2. Muestra: materia fecal.

Reactivos: aceite de inmersidn, colorante de Giemsa, buffer pH 7.2, metanol.

4. Insumos de laboratorio: portaobjetos, recipientes de descarte de material
punzocortante.

5. Equipo de laboratorio: microscopio de luz visible.

6. Equipo de proteccion personal: anteojos de seguridad, cubrebocas, gabacha, guantes.

w

Descripcion de las actividades

Inicio de procedimiento.

Rotular el portaobjetos.

Realiza el frotis de la muestra analizada.

Deja secar.

Fija por 5 minutos en metanol.

Deja secar hasta eliminacién de metanol.

Realiza dilucion 1/10 del colorante (1 porcion de colorante + 9 porciones de buffer 1X

pH 7.2).

Coloca sobre la muestra a teiir.

Deja teiiir (se sugieren los siguientes tiempos) por:

9.1. 5 minutos para frotis de materia fecal.

9.2. 30 minutos para frotis por Leishmania y fluidos bioldgicos.

9.3. El tiempo requerido segun la estandarizacién para cada laboratorio en el caso de
gota gruesa.

Nota: cada laboratorio debe estandarizar sus tiempos de tincidon segun el lote de

reactivo.

10. Lavar con agua de tubo.

11. Deja secar al aire.

12. El Microbidlogo valora la calidad de la tincion.

13. éLos elementos celulares y patdgenos observados cumplen el control de calidad? En
caso negativo reinicia con la actividad 2. En caso afirmativo continuar con la actividad
14.

14. Observa el frotis en busca de elementos celulares, protozoarios o helmintos presentes
en la muestra.

NouhswnNe

L o
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15. Registra los resultados en el sistema de informacion.
16. Valida y refrenda el informe de resultados.

17. Envia los resultados a quien corresponda.

18. Final del procedimiento.

Controles

1. Tubo con muestra sanguinea con EDTA (tubo tapdon morado) adecuadamente
identificadas.

2. Informes de criterios de rechazo.

3. Informes de resultados emitidos.

4, Listas de trabajo.

5. Para la verificacion de calidad del colorante se pueden utilizar frotis sanguineos para
evaluar macroscopicamente el frotis sera de color purpura y microscépicamente la
tincion de las células.

6. Las diferentes células o estructuras celulares deben tefiirse de la siguiente manera:

- FEritrocitos de color rosado.
- Leucocitos con nucleo de color violeta o morado.
- Citoplasma de:
- Linfocitos de color azul-celeste.
- Monocitos de color violeta.
- Granulocitos de color rosado.
- Plaquetas de color rosado oscuro.
- Bacterias de color azul.
- Parasitos
- Citoplasma de color azul.
- Ndcleo de color rojo.

9.18. Tincion de Ziehl Neelsen.

Objetivo: Observar organismos alcohol acido resistente en heces, como ooquistes de
coccidios de Cyclospora cayetanensis, Cystoisospora belli y Cryptosporidium sp.

Insumos, equipos y reactivos

1.
2.
3.

Suministros de oficina: lapiz de cera, lapiz de grafito, etiquetas adhesivas, etcétera.
Muestra: materia fecal.

Reactivos: aceite de inmersién, fucsina fenicada o carbolfucsina, alcohol acido al 3%,
azul de metileno.

Insumos de laboratorio: portaobjetos, recipientes de descarte de material
punzocortante.

Equipo de laboratorio: microscopio de luz visible.
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6.

Equipo de proteccidn personal: anteojos de seguridad, cubrebocas, gabacha, guantes.

Descripcidn de las actividades

NouswN e

0o

9.

10.
11.
12.
13.

14.
15.
16.
17.

Inicio del procedimiento.

Rotula portaobjetos.

Realiza el frotis de la muestra de heces que no quede muy grueso.

Deja secar al aire.

Fija en metanol por 5 minutos.

Deja secar al aire.

Coloca carbolfucsina o fucsina fenicada sobre el frotis y calienta por 5 minutos con
ayuda de mechero (debe haber emisidn de vapor sin llegar a hervir).

Lava con agua de tubo y escurre.

Decolora con alcohol acido por 1 minuto.

Lava con agua de tubo y escurre.

Realiza contratincién con azul de metileno por dos minutos.

Lava con agua de tubo y deja secar al aire.

Observa el frotis en busca de organismos alcohol acido resistentes (en este caso
ooquistes de Cryptosporidium sp, Cyclospora cayetanensis o Cystoisospora belli).
Registra los resultados en el sistema de informacidn.

Valida y refrenda el informe de resultados.

Envia el informe de resultados a quién corresponda.

Final del procedimiento.

Controles

1.

2.
3.
4

Recipientes conteniendo muestras fecales adecuadamente identificadas.
Informes de criterios de rechazo.

Informes de resultados emitidos.

Listas de trabajo.

9.19. Tincion modificada de Ziehl Neelsen.

Objetivo: Observar organismos alcohol acido resistente en heces, como ooquistes de
coccidios de Cyclospora cayetanensis, Cystoisospora belli y Cryptosporidium sp.

Insumos, equipos y reactivos

1.
2.
3.

Suministros de oficina: 1apiz de cera, [apiz de grafito, etiquetas adhesivas, etcétera.
Muestra: materia fecal.

Reactivos: aceite de inmersién, fucsina fenicada o carbolfucsina, alcohol acido al 3%,
azul de metileno.

Insumos de laboratorio: portaobjetos, recipientes de descarte de material
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5.
6.

punzocortante.
Equipo de laboratorio: microscopio de luz visible.
Equipo de proteccidn personal: anteojos de seguridad, cubrebocas, gabacha, guantes.

Descripcién de las actividades

1. Inicio del procedimiento.

2. Rotula portaobjetos.

3. Realiza el frotis de la muestra de heces que no quede muy grueso.

4. Deja secar al aire.

5. Fija en metanol por 5 minutos.

6. Deja secar al aire.

7. Coloca carbolfucsina o fucsina fenicada sobre el frotis por 5 minutos.

8. Lava con agua de tubo y escurre.

9. Decolora con alcohol 4cido por 1 minuto.

10. Lava con agua de tubo y escurre.

11. Realiza contratincidn con azul de metileno por dos minutos.

12. Lava con agua de tubo y deja secar al aire.

13. Observa el frotis en busca de organismos alcohol acido resistentes (en este caso
ooquistes de Cryptosporidium sp, Cyclospora cayetanensis o Cystoisospora belli).

14. Registra los resultados en el sistema de informacion.

15. Valida y refrenda el informe de resultados.

16. Envia el informe de resultados a quién corresponda.

17. Final del procedimiento.

Controles

1. Recipientes conteniendo muestras fecales adecuadamente identificadas.

2. Informes de criterios de rechazo.

3. Informes de resultados emitidos.

4. Listas de trabajo.

9.20. Deteccion de amebas de vida libre en fluidos biologicos.

Objetivo: Buscar amebas de vida libre (Naegleria fowleri o Acanthamoeba sp) en las
muestras de liquido cefalorraquideo (LCR), tlcera o raspado corneales.

Insumos, equipos y reactivos

1.

Suministros de oficina: formulario institucional de solicitud de exdmenes, rotuladores,
lapiz de cera, lapiz de grafito, etiquetas adhesivas, impresora, etc.

Muestra: LCR, Ulcera corneal, raspado corneal.

Reactivos: solucion salina, agua estéril, colorante de Giemsa.
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Insumos de laboratorio: portaobjetos, cubreobjetos, recipientes de descarte de
material punzocortante, papel Tipo Parafilm, tubos de ensayo.

Equipo de laboratorio: microscopio de luz visible, centrifuga, incubadora, cdmara cuenta
células (camara de Neubauer).

Equipo de proteccidn personal: anteojos de seguridad, cubrebocas, gabacha, guantes.

Descripcion de las actividades

1.
2.
3.

LN W

11.

12.

13.

Inicio del procedimiento.

Revisa la identificacion de la muestra con la solicitud de analisis clinico.

Revisa écudl es la muestra enviada? Si es LCR continua con actividad 4, si es tejido
corneal (Ulcera o raspado) continua con actividad 14.

Determina la cantidad total de LCR enviado, se recomienda al menos 1 mL de muestra
de LCR para el analisis (la muestra no debe refrigerarse, permaneciendo a temperatura
ambiente antes, durante y después del andlisis y se procede a reservar entre 200 ulL -
300 ul para cultivo y/o realizar pruebas moleculares (PCR).

Coloca 30 pL de LCR en camara de Neubauer cuenta y reporta la celularidad.

Revisa si hay presencia de trofozoitos con movimiento por medio de pseuddpodos.
Centrifuga la muestra 5 minutos a 1000 rpm.

Descarta el sobrenadante.

Coloca una gota del sedimento entre portaobjetos y cubreobjetos.

. Observa al microscopio en 10 Xy 40 X, en busca de amebas de vida libre. Los trofozoitos,

se pueden presentar con movimiento por medio de lobdpodos (pseudépodos anchos)

o acantopodios (pseuddpodos finos).

¢Observa trofozoitos de amebas en el sedimento?

- En caso negativo reporta “No se observan amebas de vida libre”. Continua con
reporte. Continua con la actividad 19.

- Encaso positivo, el Microbidlogo informa inmediatamente al médico, y continda con
la actividad 12.

Realiza la prueba de exflagelacion para determinar el posible género:

12.1. Coloca una gota del sedimento que contiene las amebas.

12.2. Afada 1 mL de agua destilada estéril.

12.3. Agita suavemente el tubo.

12.4. Sella el tubo con papel tipo Parafilm.

12.5. Incuba a 379C - 429C por 3 horas.

12.6. Examina periddicamente cada 40 minutos para buscar formas flageladas.
12.7. éSe encuentran formas flageladas? En caso afirmativo informa y reporta:

Presencia de posible Naegleria fowleri. En caso negativo reporta: Presencia de
posible ameba de vida libre.
Coordina con la Catedra de Protozoologia de la Facultad de Microbiologia, UCR, el envio
de la muestra para realizacién de técnicas moleculares y/o cultiva en medio Page.
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14.

15.

16.
17.
18.

19.
20.
21.
22,

Continua con actividad 19.

El Microbidlogo corta con bisturi de manera estéril el tejido recibido y lo coloca en un
tubo de ensayo con 0.5 mL a 1 mL de PBS o solucién salina estéril.

Agita para facilitar la dispersiéon de la muestra por 1 minuto hasta homogenizar bien
(puede utilizarse un vortex).

Centrifuga por 10 minutos a 5000 rpm.

Descarta sobrenadante.

Realiza con el sedimento obtenido:

18.1. Frotis al fresco: se pueden observar trofozoitos y/o quistes. Los quistes se
observan con pared quistica doble, sugiriendo Acanthamoeba sp.
18.2. Frotis para tefiir con Giemsa u otros colorantes disponibles se pueden

observar trofozoitos y/o quistes. Los quistes se observan con pared quistica doble,
cuyo endocisto (capa interna) puede tener variedad de formas (estrellada,
hexagonal, redondeada), sugiriendo Acanthamoeba sp.

18.3. Cultivo en medio Page y/o envia a UCR para realizar PCR.

Registra los resultados en el sistema de informacién.

Valida y refrenda los resultados.

Envia los resultados a quien corresponda.

Fin de procedimiento.

Observaciones

1. Todo LCR debe analizarse por amebas de vida libre, en especial si existen antecedentes
epidemiolodgicos relacionados.

2. ElI MQC puede coordinar y enviar la muestra a la Catedra de Protozoologia de la UCR
para realizar PCR. La muestra puede mantenerse 37°Cy el envio debe hacerse lo antes
posible dentro de las primeras 24 horas a temperatura ambiente (nunca enviar en frio).
Contactos UCR: teléfonos: 25118586 / 25114779, correo electrdnico:
elizabeth.abrahams@ucr.ac.cr o lissette.retanamoreira@ucr.ac.cr

Controles

1. Tubo con muestra de LCR o muestras oculares (Ulcera o raspado corneales)
adecuadamente identificadas.

2. Informes de criterios de rechazo.

3. Informes de resultados emitidos.

4. Listas de trabajo.

9.21. Cultivo por amebas de vida libre.

Objetivo: Aislar amebas de vida libre (Naegleria fowleri o Acanthamoeba sp) en las
muestras de liquido cefalorraquideo (LCR) o raspado corneal, para diagnéstico.
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Insumos, equipos y reactivos

1.

2.
3.
4

Suministros de oficina: rotuladores, etiquetas adhesivas, impresora, etcétera.
Muestra: sedimento de LCR o raspado de cdrnea.

Reactivos: medio Page o agar agar, cultivo de Escherichia coli.

Insumos de laboratorio: placas de Petri, recipientes de descarte de material
punzocortante, estandar de turbidez de 0.5 McFarland.

Equipo de laboratorio: microscopio de luz visible.

Equipo de proteccidn personal: anteojos de seguridad, cubrebocas, gabacha, guantes.

Descripcion de las actividades

1.
2.

w

O 0 N

11.

12.
13.
14.
15.

Inicio de procedimiento.

Recibe sedimento obtenido del procedimiento Detecciéon de amebas de vida libre en
fluidos bioldgicos.

Pone a atemperar 2 o mas placas con medio Page o agar agar por 30 minutos.

Rotula las placas con marcador indeleble en la base de ésta, no debe rotularse en la
tapa, y se sefiala en la base de la placa 5 puntos equidistantes segun el bosquejo
siguiente:

Realiza una suspension de Escherichia coli semejante al 0.5 McFarland, en 0.5 mL es
solucidn salina estéril.

Realiza rayado confluente con ayuda torunda estéril impregnada con la suspensién de
Escherichia coli, en 3 direcciones sobre la superficie del medio Page (sin romper el medio
de cultivo)

Coloca en las zonas marcadas 1 gota del sedimento del LCR.

Sella la placa con papel tipo Parafilm para que no se seque.

Incuba a temperatura ambiente por 7 dias.

. Revisa cada 24 horas con ayuda del lente de 4 X 0 10 X. del microscopio de luz, buscando

trofozoitos y/o quistes.

¢Observa trofozoitos y/o quistes de amebas de vida libre? En caso negativo a los 7 dias
se reporta “No se cultivaron amebas de vida libre”. En caso positivo se reporta
“Presencia de amebas de vida libre” y se envia a la UCR para la identificacion.

Registra los resultados en el sistema de informacién.

Valida y refrenda los resultados.

Envia los resultados a quien corresponda.

Fin de procedimiento.
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Observaciones

1. ElI MQC puede coordinar y enviar la muestra a la Catedra de Protozoologia de la UCR
para realizar PCR (reaccion en cadena de polimerasa). La muestra puede mantenerse
37°C y el envio debe hacerse lo antes posible dentro de las primeras 24 horas a
temperatura ambiente (nunca enviar en frio). Contactos UCR: Teléfonos: 25118586 /
25114779, correo electrénico: elizabeth.abrahams@ucr.ac.cr o
lissette.retanamoreira@ucr.ac.cr.

Controles

1. Tubo con muestra de LCR o muestras oculares (ulcera o raspado corneales)
adecuadamente identificadas.

2. Informes de criterios de rechazo.

3. Informes de resultados emitidos.

4. Listas de trabajo

9.22. Diagndstico de Trichomonas vaginalis.

Objetivo: Determinar la presencia de Trichomonas vaginalis en secrecién vaginal o
secrecion prostatica.

Insumos, equipos y reactivos

1.

Suministros de oficina: formulario institucional de solicitud de examenes, rotuladores,
l[apiz de cera, lapiz de grafito, etiquetas adhesivas, impresora, etcétera.

Muestra: secrecidn vaginal, o secrecion prostatica recolectada con hisopo de alginato
en un volumen de 0.5 mL — 1 mL de solucién salina estéril y entregada de forma
inmediata.

Reactivos: soluciodn salina estéril.

Insumos de laboratorio: hisopo estéril de alginato, portaobjetos, cubreobijetos,
recipiente para descarte de palillos de madera utilizados y/o portaobjetos.

Equipo de laboratorio: microscopio de luz visible.

Equipo de proteccién personal: anteojos de seguridad, cubrebocas, gabacha, guantes.

Descripcion de las actividades

1.
2.
3.

Inicio del procedimiento.

Recibe el formulario de solicitud y muestra.

Revisa la identificacion de la muestra con la documentacion (formulario de solicitud o
lista de trabajo).

éConcuerda la solicitud de analisis con la identificacion de la persona usuaria? En caso
negativo continuar con la actividad 5, en caso afirmativo continuar con la actividad 6.
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5. Rechaza segun corresponda de acuerdo con lo establecido en la division de
Parasitologia. Final del procedimiento.

6. Transfiere una gota de la muestra a un portaobjetos, le coloca un cubreobjetos y lo
observa en el microscopio de luz visible con el lente de 10 X o0 40 X.

7. ¢éObserva trofozoitos de Trichomonas vaginalis? En caso negativo reporta: No se
observan trofozoitos de Trichomonas vaginalis. En caso afirmativo reporta: Se observan
trofozoitos de Trichomonas vaginalis.

8. Registra los resultados en el sistema de informacién.

9. Validay refrenda el informe de resultados.

10. Envia los resultados a quien corresponda.

11. Final del procedimiento.

Controles

1. Tubo con muestra secrecidn prostatica o vaginal, adecuadamente identificadas.
2. Informes de criterios de rechazo.

3. Informes de resultados emitidos.

4. Listas de trabajo.

9.23. Técnica de Graham.

Objetivo: Diagnosticar infecciones por Enterobius vermicularis a partir de la observacién de
huevecillos en la regién perianal.

Insumos, equipos y reactivos.

1.

w

Suministros de oficina: formulario Institucional de solicitud de examenes, rotuladores,
l[apiz de cera, lapiz de grafito, etiquetas adhesivas, cinta adhesiva transparente incolora,
tijeras, impresora, etc.

Muestra: zona perianal.

Reactivos: no aplica.

Insumos de laboratorio: bajalenguas, portaobjetos, recipiente de descarte de
bajalenguas, instruccién para la toma de muestra, glicerina.

Equipo de laboratorio: microscopio de luz visible.

Equipo de proteccién personal: anteojos de seguridad, cubrebocas, gabacha, guantes.

Descripcion de las actividades

1.
2.

Inicio del procedimiento.

Recibir a la persona usuaria y se verifica la solicitud de analisis y la identificacidn de Ia
persona usuaria.

éConcuerdan la solicitud de analisis con la identificacion de la persona usuaria? En caso
negativo continuar con la actividad 4 y en caso afirmativo continuar con la actividad 5.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.
21.

Rechaza segun corresponda de acuerdo con lo establecido en la division de
Parasitologia. Final del procedimiento.

Explica el procedimiento a seguir y valida si la persona usuaria y/o tutor en el caso de
un menor de edad comprende y acepta el procedimiento.

¢La persona usuaria y/o tutor en el caso de un menor de edad comprende y acepta el
procedimiento? En caso negativo no se realiza el procedimiento y se continua con la
actividad 20, en caso afirmativo continua con actividad 7.

¢La persona usuaria acude con las condiciones solicitadas previamente (sin banar, sin
defecar y sin uso de crema o talco en la regidn perianal)? En caso negativo continuar
con la actividad 8 y en caso afirmativo continuar con la a actividad 9.

Explica a la persona usuaria nuevamente la instruccion y lo devuelve a la ventanilla para
asignacion de cita nuevamente. Final del procedimiento.

Traslada a la persona usuaria al drea de toma de muestras especiales. Idealmente
durante la toma de la muestra debe estar presente otro funcionario del laboratorio que
tenga la funcion de testigo.

Prepara los materiales para la toma de la muestra (cinta adhesiva, bajalenguas y/o
portaobjetos).

Con las manos limpias coloca cinta adhesiva en el extremo de un bajalenguas y/o
portaobjetos con la parte adhesiva expuesta (goma hacia afuera).

Le indica a la persona usuaria que se ponga en posicion de decubito (4 puntos)
exponiendo la regién glutea.

Coloca los guantes.

Separa los gluteos de la persona usuaria con una manoy con la otra toca repetidamente
alrededor de la regidn perianal y anal con la superficie adhesiva segun indicado en el
punto 11.

Coloca la cinta adhesiva sobre un portaobjetos con la goma hacia el portaobjetos
evitando la formacion de burbujas de aire para su posterior andlisis (toma al menos 3
muestras para cubrir la mayor superficie perianal y anal).

Indica a la persona usuaria la finalizacién de la toma de la muestra y traslada la muestra
a la Division de Parasitologia.

Si es necesario en uno de los portaobjetos ya con muestra coloca glicerina para que
difunda por capilaridad y clarificar la muestra.

Revisa el portaobjetos con la cinta adhesiva en el microscopio en lente de 10X de forma
sistematica en sentido direccional toda la cinta adhesiva adherida al portaobjetos para
la busqueda de huevecillos de Enterobius vermicularis y confirma en 40X

éObserva huevecillos de Enterobius vermicularis? En caso negativo se reporta: No se
observan huevecillos de Enterobius vermicularis. En caso afirmativo reporta: Se
observan huevecillos de Enterobius vermicularis.

Registra los resultados en el sistema de informacién.

Valida y refrenda los resultados.
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22. Envia los resultados a quien corresponda.
23. Final del procedimiento.

Controles

1. Informes de criterios de rechazo.

2. Informes de resultados emitidos.

3. Listas de trabajo.

4. Cinta adhesiva de buena calidad y adherencia.

9.24. Toma de muestra para diagndstico de leishmaniosis cutanea.

Objetivo: Obtener material adecuado para la busqueda de amastigotos de Leishmania sp.

Insumos, equipos y reactivos

1. Suministros de oficina: formulario Institucional de solicitud de examenes, rotuladores,
lapiz de cera, lapiz de grafito, etiquetas adhesivas, impresora, etc.

2. Muestra: lesiéon de piel.

Reactivos: solucion salina estéril 0,85 %, colorante Giemsa, colorante Wright.

4. Insumos de laboratorio: hojas de bisturi # 10 (idealmente de punta redonda), gasa,
jabdn liquido antiséptico, alcohol 70 %, portaobjetos, recipientes de descarte de
material punzocortante.

5. Equipo de laboratorio: microscopio de luz visible.

6. Equipo de proteccion personal: anteojos de seguridad, cubrebocas, gabacha, guantes.

w

Descripcion de las actividades

1. Inicio del procedimiento.

2. Recibe el formulario de solicitud, se coloca el equipo de proteccion personal, se atiende
a la persona usuaria y se inspecciona las lesiones.

3. Entrevista a la persona usuaria para valorar epidemiologia de Leishmania sp: el tiempo
de inicio de la lesidn, si es primera vez, cantidad de lesiones, si hubo alguna picadura de
insecto, lugares de residencia, trabajo y visitados recientemente.

4. Consulta si estd usando antibidtico o tratamiento tdpico. En caso negativo continua con
la actividad 5, en caso positivo se vuelve a citar a la persona usuaria 1 semana después
de finalizado el tratamiento.

5. Se realiza limpieza de la lesién de la siguiente manera:

- Primero: con gasa, limpia con agua y jabén
- Segundo: limpia con alcohol yodado (opcional)
- Tercero: limpia con alcohol de 70°
- Cuarto: limpia con agua destilada estéril y se quita la costra (grano).
6. Procede a la toma de la muestra, con la ayuda de una hoja de bisturi raspa la parte
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interna del borde activo de la Ulcera, si sangra, limpia con gasa y presiona para hacer
estasis sanguinea (interrupcién del sangrado).

7. Realiza, por cada lesidn, tres improntas en cada portaobjetos (al menos 3 portaobjetos),
cada una de ellas debe ser un frotis de manera circular.

8. Deja secar a temperatura ambiente por 10 minutos y luego 15 minutos sobre secador
de ldminas (si no tiene secador de |ldminas secar 1 hora a temperatura ambiente)

9. Fija con metanol por 5 minutos.

10. Realiza la tincidn con colorante de Giemsa.

11. Realiza la observacidn de los frotis con el objetivo de 100X.

12. Reporta el resultado:
12.1. No observa amastigotos: No se observan amastigotos de Leishmania sp.
12.2. Si observa amastigotos: Se observan amastigotos de Leishmania sp.

13. Registra el resultado del analisis realizado en el sistema de informacion.

14. Valida y refrenda el informe de resultados.

15. Envia los resultados a quien corresponda.

16. Final del procedimiento.

Observacion:
Para cultivo o determinacién por PCR para Leishmania sp, seguir las indicaciones segun
“Protocolo para la vigilancia de Leishmaniosis en Costa Rica” vigente.

Controles

1. Tincidn: ver procedimiento de tincion de Giemsa
2. Informes de criterios de rechazo.

3. Informes de resultados emitidos.

4. Listas de trabajo.

9.25. Toma de muestra y diagnostico de demodicosis.

Objetivo: Obtener material adecuado para la busqueda de Demodex sp.

Insumos, equipos y reactivos

1. Suministros de oficina: formulario Institucional de solicitud de examenes, rotuladores,
lapiz de cera, lapiz de grafito, etiquetas adhesivas, impresora, etc.

2. Muestra: lesiéon de piel.

Reactivos: aceite de inmersion, aceite mineral.

4. Insumos de laboratorio: hojas de bisturi # 10 (idealmente de punta redonda),
portaobjetos, cubreobjetos, recipientes de descarte de material punzocortante, saca
comedones.

5. Equipo de laboratorio: microscopio de luz visible.

w
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6. Equipo de proteccion personal: anteojos de seguridad, cubrebocas, gabacha, guantes.

Descripcidn de las actividades

1. Inicio del procedimiento.

2. Recibe el formulario de solicitud y atiende a la persona usuaria.

3. ¢Lla persona usuaria se presenta con la cara limpia (sin maquillaje, sin protector solar o
crema topica)? En caso negativo solicita a la persona usuaria que se lave la cara y la
seque con papel toalla y continta con la 4. En caso positivo revisa la(s) lesidon(es) segun
el punto 4.

4. Revisa la(s) lesion(es) segun corresponda:

5. Colecta la muestra, segun corresponda y deposita en el portaobjetos:

a. Glandulas sebdceas: obtener secreciones frescas de las glandulas sebaceas
mecanicamente con los dedos indice y pulgar o con un saca-comedones.

b. Piel: raspado intenso de la piel con una hoja de bisturi #10 abarcando 1 cm2.
Pestafias: extrae con una pinza 10 pestafias, 5 de cada ojo alternando entre parpado
inferior y parpado superior.

6. Afade una gota de aceite de inmersidn o aceite vegetal y coloca el cubreobjetos encima.

7. Realizala observacién de los frotis con el microscopio de luz visible con el lente de 10 X
y confirma con lente de 40 X.

8. ¢Observa ectoparasitos? En caso afirmativo continla con la actividad 9, en caso
negativo continua con la actividad 10.

9. Calcula la cantidad de parasitos utilizando el indice de infestaciéon segun el sitio
anatémico (pestafias o piel). El indice de infestacion se calcula mediante la siguiente
formula:

indice de infestacién piel = Numero de Demodex sp = Parasitos por cm?
Raspado de piel de 1 cm?

indice de infestacién pestafias = Numero de Demodex sp = Parasitos por pestaia
Numero de pestaias

10. Reporta los resultados segun la observacién del ectoparasito:
a. No se observa reporta: No se observan Demodex sp.
b. Si se observa reporta: Se observa Demodex folliculorum (estado evolutivo)
y/o Demodex brevis (estado evolutivo), e indice de infestacion segun
corresponda
11. Registra los resultados en el sistema de informacion.
12. Valida y refrenda el informe de resultados.
13. Envia los resultados a quien corresponda.
14. Final del procedimiento.
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Controles

1.
2.

Informes de criterios de rechazo.
Informes de resultados emitidos.

3. Listas de trabajo.

9.26. Toma de muestra y diagnostico (técnica cianoacrilato) de demodicosis.

Objetivo: Obtener material adecuado para la busqueda de Demodex sp.

Insumos, equipos y reactivos

1.

w

Suministros de oficina: formulario institucional de solicitud de examenes, rotuladores,
lapiz de cera, lapiz de grafito, etiquetas adhesivas, impresora, etc.

Muestra: lesion de piel.

Reactivos: aceite de inmersion, aceite mineral, adhesivo con cianoacrilato (goma loca).
Insumos de laboratorio: portaobjetos, cubreobjetos, recipientes de descarte de
material punzocortante.

Equipo de laboratorio: microscopio de luz visible.

Equipo de proteccion personal: anteojos de seguridad, cubrebocas, gabacha, guantes.

Descripcion de las actividades

1.
2.
3.

Inicio del procedimiento.

Recibe el formulario de solicitud y atiende a la persona usuaria.

¢La persona usuaria se presenta con la cara limpia (sin maquillaje, sin protector solar o
crema topica)? En caso negativo solicita a la persona usuaria que se lave la cara y la
seque con papel toalla. En caso positivo revisa la(s) lesién(es) a nivel de estrato cérneo de
piel.

Delimita un drea de 1 cm? con un marcador indeleble en un portaobjetos.

Aplica una gota del cianoacrilato en la cara opuesta de la marca colocada en el
portaobjetos.

Presiona la cara adhesiva del portaobjeto con el cianoacrilato, sobre la piel por 1 minuto
o hasta que el adhesivo se seque.

Retira de forma suave el portaobjetos con la muestra obtenida.

Coloca aceite de inmersidn en la zona del portaobjetos con la muestra y luego coloca el
cubreobjetos.

Realiza la observacion de (los) frotis con el microscopio de luz visible con el lente de 10
Xy confirma con lente de 40 X.
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10. ¢Observa ectopdrasitos? En caso negativo reporta: No se observan Demodex sp. En
caso afirmativo reporta: Se observa Demodex folliculorum (estado evolutivo) y/o
Demodex brevis (estado evolutivo), y realiza conteo de Demodex sp en la zona
delimitada en 40 X.

11. Registra el resultado del andlisis realizado en el sistema de informacién.

12. Valida y refrenda el informe de resultados.

13. Envia los resultados a quien corresponda.

14. Final del procedimiento.

Controles

1. Informes de criterios de rechazo.
2. Informes de resultados emitidos.
3. Listas de trabajo.

9.27. Toma de muestra y diagndstico de escabiosis.
Alcance: Tomar la muestra, realizar el andlisis y emitir el informe de resultados.

Insumos, equipos y reactivos

1. Suministros de oficina: formulario Institucional de solicitud de examenes, rotuladores,
lapiz de cera, lapiz de grafito, etiquetas adhesivas, impresora, etc.

2. Muestra: lesiéon de piel.

Reactivos: aceite de inmersion, aceite mineral, KOH 10 %.

4. Insumos de laboratorio: hojas de bisturi #10 (idealmente de punta redonda),
portaobjetos, cubreobjetos, recipientes de descarte de material punzocortante.

5. Equipo de laboratorio: microscopio de luz visible.

6. Equipo de proteccidn personal: anteojos de seguridad, cubrebocas, gabacha, guantes.

w

Descripcion de las actividades
1. Inicio del procedimiento.
2. Se recibe el formulario de solicitud y se atiende a la persona usuaria con el equipo de
proteccidon personal e inspecciona las lesiones, surcos, placas dérmicas.
Hace un raspado intenso de la(s) lesion(es), surcos, placas dérmicas con un bisturi.
4. Transfiere el contenido a un portaobjetos, lo mezcla con aceite de inmersidn, aceite
vegetal o KOH 10 %, le coloca un cubreobijetos.
5. Realiza la observacion de los frotis en el microscopio de luz visible con el lente de 10 X
y 40 X
6. Reporta el resultado segln la observacién del ectoparasito
a. Encaso negativo reporta: No se observan Sarcoptes scabiei.
b. En caso positivo reporta Se observan Sarcoptes scabiei y el estado

w
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evolutivo.
7. Registra el resultado del andlisis realizado en el sistema de informacién.
8. Validay refrenda el informe de resultados.
9. Envia los resultados a quien corresponda.
10. Final del procedimiento.

Controles

1. Informes de criterios de rechazo.
2. Informes de resultados emitidos.
3. Listas de trabajo.

9.28. Analisis directo por parasitos en muestras de esputo, esputo inducido,
aspirado bronquial o lavado bronqueo alveolar.

Objetivo: Analizar la muestra enviada para la busqueda de parasitos.

Insumos, equipos y reactivos

1. Suministros de oficina: formulario institucional de solicitud de examenes, rotuladores,
lapiz de cera, lapiz de grafito, etiquetas adhesivas, impresora, etc.

2. Muestra: esputo, esputo inducido, aspirado bronquial o lavado bronqueoalveolar.

Reactivo: solucién salina 0.85%.

4. Insumos de laboratorio: portaobjetos, cubreobjetos, recipientes de descarte de
material punzocortante.

5. Equipo de laboratorio: microscopio de luz visible.

6. Equipo de proteccidn personal: anteojos de seguridad, cubrebocas, gabacha, guantes.

w

Descripcion de las actividades

Inicio del procedimiento.

Revisa la identificacién de la muestra con la solicitud de andlisis clinico.

Revisa macroscopicamente si la muestra posee porciones viscosas y/o sanguinolentas.

¢A nivel macroscopico, la muestra tiene porciones viscosas y/o sanguinolentas? En caso

positivo continuar con actividad 5. En caso negativo continuar con actividad 12.

Coloca 1,0 mL de la muestra en un tubo de 13 X 100 (pldstico o vidrio).

Agrega a la muestra 1,0 mL del agente mucolitico (NaOH al 2 %, NaOH al 4 % u otro

agente mucolitico).

Incuba la muestra a temperatura ambiente por 15 minutos.

Agrega a la muestra 2,0 mL de buffer de fosfatos (pH 6,8).

Centrifuga la muestra a 1 000 rpm por 5 minutos.

10. Decanta el sobrenadante en recipiente que contenga cloro, y el sedimento lo utiliza para
realizar el montaje directo.

A .

o w

O 00N
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11.

12

14.

15.
16.
17.
18.

Resuspende el sedimento obtenido con 100 uL de solucion salina al 0,85 %.

. Coloca 50 uL de la preparacién entre portaobjetos y cubreobjetos.
13.

Examina el montaje directo por campo con el lente de 10 X y confirma con el de 40 X
para detectar huevecillos o larvas de helmintos (larvas de helmintos tales como: Ascaris
lumbricoides, Strongyloides stercolaris y huevecillos de Paragonimus sp.)
Reporta el resultado segun la observacion larvas y/o huevecillos de helmintos:
a. No se observan larvas ni huevecillos reporta: No se observan larvas ni
huevecillos de helmintos.
Si se observa larvas: Presencia de larvas de helmintos.
c. Sise observa huevecillos: Se observan huevecillos de (indicar el nombre
del helminto).
Registra el resultado del analisis realizado en el sistema de informacidn.
Valida y refrenda el informe de resultados.
Envia los resultados a quien corresponda.
Final del procedimiento.

Controles

PwwnNpE

Recipientes conteniendo muestras fecales adecuadamente identificadas.
Informes de criterios de rechazo.

Informes de resultados emitidos.

Listas de trabajo.

9.29. Analisis de lesiones furunculares con sospecha de infestacion por

larvas de moscas de Dermatobia hominis.

Objetivo: Buscar larvas de mosca de Dermatobia hominis.

Insumos, equipos y reactivos

1.

w

Suministros de oficina: formulario institucional de solicitud de examenes, rotuladores,
etiquetas adhesivas, impresora, etc.

Muestra: lesién foruncular en la persona usuaria.

Reactivos: solucion salina 0.85%, alcohol incoloro de 70.

Insumos de laboratorio: portaobjetos, cubreobjetos, recipientes de descarte de
material punzocortante, hojas de bisturi, pinzas, vaselina, gasa.

Equipo de laboratorio: microscopio de luz visible.

Equipo de proteccidn personal: anteojos de seguridad, cubrebocas, gabacha, guantes.

Descripcion de las actividades

1.
2.

Inicio del procedimiento.
Verificar la identificacion de la persona usuaria o del recipiente conteniendo el ejemplar
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(larva) enviado con el formulario de solicitud de andlisis.

3. ¢Recibe a la persona usuaria o el ejemplar? En caso de recibir a la persona usuaria
continuar con la actividad 4. En caso de recibir un ejemplar de larva continuar con la
actividad 10.

4. Traslada a la persona usuaria al area de toma de muestras.

5. Prepara los materiales para la toma de extraccion de la larva (pinza, placa de Petri,
vaselina, gasa estéril, alcohol, solucién salina).

6. Coloca gasa impregnada con bastante vaselina sobre el orificio foruncular para sofocar
alalarva.

7. Captura la larva cuando ésta intenta salir a respirar, utilizando pinzas (de ser necesario
este procedimiento se realiza en todas las lesiones presentes). Se debe tener cuidado
que en el proceso de extraccidn que la larva no sea fragmentada, ademas asi se facilitar
la curacién e impide infecciones bacterianas secundarias.

8. Limpia la lesidon con gasa impregnada con alcohol de 70°.

9. Indica a la persona usuaria la finalizacion de la toma de la muestra y traslada el ejemplar
a la Division de Parasitologia.

10. Lava la larva con alcohol de 70° incoloro.

11. ¢ Puede identificar de la larva? En caso negativo continuda con la actividad 12. En caso
afirmativo, continla con actividad 13.

12. Coordina con la seccién de Entomologia Médica de la Facultad de Microbiologia de la
UCR al 2511 5430, para solicitar apoyo en la identificacion del artrépodo. Una vez que
obtiene respuesta pasa a la actividad 16.

13. Realiza la identificacion de la larva.

14. Registra los resultados en el sistema de informacion.

15. Valida y refrenda los resultados.

16. Envia los resultados a quien corresponda.

17. Final del procedimiento.

Controles

1. Informes de criterios de rechazo.

2. Informes de resultados emitidos.

3. Listas de trabajo.

9.30. Examen de heces de triatominos.

En el Capitulo IV “Vigilancia vectorial” de la Norma de atencion integral de la Enfermedad
de Chagas CIE-10: B57 del Ministerio de Salud se indica que:

“4.2 Denuncia al nivel local de Salud.
Las realizan personas de la comunidad que encuentran insectos en la vivienda. Es
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importante que se realice la captura (comunidad o personal) del insecto para su respectiva
identificacion, y para determinar si esta infectado. El insecto debe ser llevado al EBAIS mas
cercano y estos a su vez enviarlo a INCIENSA, acompafiado de la boleta respectiva para ser
examinado (Anexo 8).”

9.31. Sospecha de miasis por Cochliomyia hominivorax (gusano barrenador).

Segun el Lineamiento Nacional para la Vigilancia de Miasis por Gusano Barrenador en
Humanos, version 001, en los casos sospechosos de infeccion por Cochliomyia hominivorax:

“La deteccidn se realiza en la atencién en salud (sector privado y publico), en los diversos
escenarios de consulta directa en los servicios de salud, consulta externa, urgencias o
atencién comunitaria. El diagndstico se efectia con base a los hallazgos clinicos y se
confirma con estudios entomoldgicos.

Los profesionales de salud en los establecimientos publicos y privados que detectan un caso
sospechoso deberan completar la ficha de investigacion (Apéndice A) e indicar todos los
examenes de laboratorio que amerite, asi como, la toma de muestra de los huevecillos y/o
larvas en la consulta inicial”.

Al mismo tiempo, Lineamiento Técnico para estandarizar el manejo las personas usuarias
con miasis causadas por las larvas del gusano barrenador en la Caja Costarricense de Seguro
Social, LT.GM.DDSS.AAIP.210624, sobre la atencion y abordaje de casos en la consulta inicial
se debe realizar la recepcidn y evaluacion inicial, anamnesis completa, fecha y lugar de
apariciéon de la lesion, sintomas actuales: dolor, secrecién, inflamacion, fiebre;
antecedentes de viajes recientes (especialmente a zonas endémicas), condiciones médicas
preexistentes, examen fisico.

A la vez que queda a consideracion del médico tratante prescribir los siguientes analisis de
Laboratorio Clinico:
e “Hemoleucograma completo
e Cultivo de secreciones y tejidos o biopsias segun la extensiéon
e De acuerdo con la extensidn o presencia de manifestaciones sistémicas valorar toma
de marcadores inflamatorios, hemocultivos, pruebas de coagulacion, pruebas de
funcién renal, pruebas de funcién hepatica.
e Proteina C Reactiva”

Con base en lo anterior, la participacidon del Laboratorio Clinico se limita Unicamente a
proveer los insumos propios del servicio que puedan requerirse durante la toma de muestra
por parte del profesional tratante.
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10.Diagramas de flujo
10.1. Examen al fresco o examen directo (solucién salina y lugol).

9.1.Examen al fresco o examen directo (solucién salina y lugol).
Funcionario responsable
AUX, TEC-1, TEC-

Descripcion de la actividad AUX, TEC-1, TEC- TEC-1, TEC-2, DPL, MQC 2, DPL, MQC, Observaciones
2, DPL, MQC DPL, MQC . Personal

administrativo

Revisa la identificacion del recipiente conteniendo la

1 N -
muestra fecal con el formulario de solicitud.
¢éLa identificacion y condicién de la muestra coincide con la si
solicitud y criterios de aceptacion?
No
Rechaza segun corresponda de acuerdo con lo establecido . -
3 - y B Final del procedimiento.
en la division de Parasitologia.
Identifica con el nimero de muestra con la etiqueta Identificar a nivel lateral (nunca en la tapa) sin
4 |generada por el Laboratorio Clinico los recipientes - cubrir la identificacion dada por la persona
conteniendo las muestras fecales usuaria.
Prepara los materiales necesarios para los analisis ﬁ Portaobjetos, cubreobjetos, solucion salina, lugol,
correspondientes. palillos de madera, ldpiz de cera o grafito
Consistencia (liquida, pastosa, sélida, escibalos),
Color (café, acélica, negro, verduzco, amarillento,
N . - rojiza), Aspecto (normal, mucoide, disentérico,
6 |Analiza las caracteristicas macroscdpicas de la muestra

granuloso), Apariencia (homogéneo y
heterogéneo), Otros hallazgos (hematoquecia,
melena, lienteria, esteatorrea).

Formulario de solicitud o documento dispuesto
para tal efecto. Para las muestras sdlidas o
pastosas se debe realizar de forma simultdnea el
procedimiento de Kato.

Anota las caracteristicas macroscépicas observadas donde!
corresponda

Rotula el portaobjetos con lapiz de cera o lapiz de grafito
8 [con la numeracién respectiva para realizar el analisis
directo.

I

R B RE R

Coloca en un portaobjetos una gota de solucién salina y una
gota de lugol, a una distancia tal que no permita que se!
mezclen las soluciones.

©

Con un palillo de madera “pica” la muestra fecal en varios
10|sitios de tal manera que en el palillo quede
aproximadamente 2 mg de heces.

Mezcla las heces que quedan en el palillo con la solucién
salina primero y luego con el lugol, haciendo una
suspension no muy gruesa ni muy transparente con la
muestra fecal.

Si la muestra de heces es diarreica liquida no
mezclar con la solucion salina, verla directamente
entre portaobjetos y cubreobjetos

No
12 |¢La suspension de la muestra de heces es la adecuada? @
Si

Coloca el cubreobjetos evitando la formacion de burbujas o'

13
derrames.
Realiza andlisis microscopico general de la muestra de heces| La revision se realiza primero en 10 X, observando
1 determinando: parasitos (algin estado evolutivo de! -— algln elemento sugestivo, luego se confirma en 40
protozoarios o helmintos), eritrocitos, leucocitos, cristales X para ver caracteristicas especificas del elemento

de Charcot- Leyden y microbiota. 0 parasito.
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9.1.Bxamen al fresco o examen directo (solucién salina y lugol). (continuacién)
Funcionario responsable

AUX, TEC-1, TEC-

Descripcién de la actividad

TEC-1, TEC-
2, DPL, MQC

TEC-1, TEC-2,
DPL, MQC

2, DPL, MQC,
Personal
administrativo

DPL, MQC

Observaciones

Realiza el informe de resultados con los elementos.

15 observados o los estados evolutivos de los pardsitos G
encontrados sean protozoarios (trofozoitos, quistes u

ooquistes) o helmintos (huevecillos, progldtides o larvas).

=
>

Registra los resultados en el sistema de informacion.

[

7|Valida y refrenda el informe de resultados.

i
®

Envia los resultados a quien corresponda.

Parasitos: Ausencia de parasitos: No se observan
pardsitos. // Presencia de parasitos: Se observa
(n) (indicar el estado evolutivo) de (nombre
cientifico bien escrito del pardsito). Leucocitos: No
se observan.// Pocos (1 a 2 campo de 40 X) //
Moderados (3 a 9 por campo de 40 X) // Muchos
(10 a 25 campo de 40 X) // Abundantes (mas de 25
en campo de 40 X). Eritrocitos: No se
observan//Pocos (1 a 2 campo de 40 X)
//Moderados (3 a 9 por campo de 40 X)//Muchos
(10 a 25 campo de 40 X)//Abundantes (mas de 25
en campo de 40 X). Microbiota: Normal//Alterada
(bacterias aumentadas, levaduras aumentadas sin
pseudomicelio, levaduras aumentadas |

bacterias ).//Ausente.
Cristales de Charcot-Leyden: Presencia//Ausencia.
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10.2. Técnica de Kato.

9.2.Fécnica de Kato
Funcionario responsable
AUX, TEC-1, TEC-

Descripcién de la actividad AUX, TEC-1, TEC- TEC-1, TEC-2, DPL, MQC 2, DPL, MQC, Observaciones
2, DPL, MQC DPL, MQC < Personal

administrativo

Revisa la i ificacion del recipi iendo la
muestra fecal con el formulario de solicitud.

¢La identificacion y condicién de la muestra coincide con la
solicitud y criterios de aceptacion?

Rechaza segun corresponda de acuerdo con lo establecido

R, N B Final del procedimiento.
en la division de Parasitologia.

IS
@«

¢la condicion de la muestra fecal es sdlida o pastosa?

lgrl
Y

z
5

No se realiza la técnica de Kato solo examen al fresco.
(solucién salina y lugol).

Final del procedimiento.

Papel absorbente, papel celofan inmerso en
6 |Prepara los materiales necesarios y rotula el portaobjetos. @7 solucion de Kato al menos 24 horas, palillos o
bajalenguas de madera, portaobjetos.

Coloca con palillo o bajalenguas de madera, de 50 mg - 60
mg de materia fecal en un portaobjetos.

Descarta el palillo o bajalenguas en recipiente destinado
para tal efecto.

o

| |Cubre Ta muestra fecal con una tira de celofan
(aproximadamente de 40-50 micrémetros de grosor, de
textura suave, 22 x 30 mm de largo), que ha permanecido

en el medio aclarador de Kata.
Coloca el portaobjetos con Ta muestra fecal sobre una

servilleta de papel, presiona y mueve en sentido!
longitudinal para extender la muestra, teniendo cuidado de

©

=
o

aue no se salea del nor

Tomar en cuenta condiciones ambientales,|
temperatura y humedaad, en caso de tiempo
prolongado se pueden aclaran los huevecillos, y
no ser ohservahle:

Coloca en el portaobjetos posicion horizontal y deja a
1|temperatura ambiente de 20 a 30 minutospara el
aclaramiento de la muestra fecal.

-

EREERE

2

i
~

¢El tiempo de aclaracion fue el adecuado?

—
@

Realiza el analisis microscopico para la busqueda de —
huevecillos de helmintos. ‘

Si se observa: Se observa la presencia de
huevecillos (género y especie del helminto).
No se observan: No se observan huevecillos de

=

4 |Reporta los resultados

Ju
@

Registra los resultados en el sistema de informacion.

Ju
)

Valida y refrenda el informe de resultados. -

Envia los resultados a quien corresponda. a

-
~
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10.3. Determinacidon de calprotectina fecal semicuantitativa.

9.3.Peterminacion de calprotectina fecal semicuantitativa
Funcionario responsable
AUX, TEC-1, TEC-

Descripcién de la actividad AUX, TEC-1, TEC-  TEC-2, DPL, DPL, MQC 2, DPL, MQC, Observaciones
2, DPL, MQC mac . Personal

administrativo

Revisa la i ificacion del recipi i la

muestra fecal con el formulario de solicitud. ’

¢La identificacion y condicién de la muestra coincide con la
solicitud y criterios de aceptacion?

Rechaza segun corresponda de acuerdo con lo establecido

A N N Final del procedimiento.
en la division de Parasitologia.

En caso de que la muestra tenga moco y/o sangre, de
preferencia utiliza la porcion de la muestra fecal que no
tenga la condicién anterior y si no es asi, procesa la muestra

de todas maneras.
Rotula el dispositivo con solucién de extraccion de muestra
5|con la identificacién, asi como la placa de
inmunocromatografia.

IS

Toma aproximadamente 250 mg de heces introduciendo
unas 4 veces el palito del dispositivo para diluir la muestra.

Agita para facilitar la dispersion de la muestra por 1 minuto!

. . Puede utilizarse un vortex.
hasta homogenizar bien.

P B RRER

8 [Corta la punta del tapdn del dispositivo.
Coloca 3 gotas de la suspensién, en cada una de las!
ventanas circulares marcadas con una flecha o una §
(“sample”) en la placa inmunocromatografica (evita
| |dispensar particulas con el liquido).
a. Negativo: Solamente se observa la linea d
control en ambos canales de la placa de
inmunocromatografia.
b. Positivo mas de 50 pg/g y menos de 200 pg/g di
10 Lee el resultado en 10 minutos exactos (no dejar mas de ese heces: se observan las lineas de los controles,
tiempo de lectura) pero solamente da reaccién en el canal de 50 pg/g
de heces.
c. Positivo mas de 200 pg/g de heces: se observar
las lineas de los controles, y da reaccién en ambos
canales, de 50 pg/gy 200 pg/g de heces.
11 |Registra los resultados en el sistema de informacion. -

2|Valida y refrenda el informe de resultados. ﬁ
Envia los resultados a quien corresponda ﬁ

=

-
@
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10.4. Determinacion de calprotectina fecal cuantitativa

-

9.4.Peterminacion de calprotectina fecal cuantitativa
Funcionario responsable
UX, TEC-1, TEC-

Descripcién de la actividad AUX, TEC-1, TEC- TEC-1, TEC-2, DPL, MQC 2, DPL, MQC, Observaciones
DPL, MQC DPL, MQC < Personal

administrativo

Revisa la i ificacion del recipi iendo la

muestra fecal con el formulario de solicitud. *

¢La identificacion y condicién de la muestra coincide con la Si
solicitud y criterios de aceptacion?

w

Rechaza segun corresponda de acuerdo con lo establecido

Final del dimiento.
en la division de Parasitologia. inal del procedimiento.

e . N
éla condicion de la muestra fecal es totalmente mucoide o!

sanguinolenta?

«w

Solicita nueva muestra fecal segin lo estipulado en la
division de Parasitologia.

o

En caso de que la muestra tenga poco moco y/o sangre,
utiliza la porciéon de la muestra fecal que no tenga la
condicién anterior.

~

Rotula el tubo de dilucion con etiqueta con cédigo de
barras.

o

Dado que el tubo de dilucién tiene dos tapas, retira la
primera que tiene el dispositivo de muestreo y desenrosca
para la recoleccién de la muestra.

©

Introduce el dispositivo de muestreo en la muestra fecal
varias veces (en 3 o 5 sitios diferentes), hasta que las!
ranuras queden totalmente recubiertas.

Inserta y vuelve a colocar el dispositivo de muestreo dentro
del tubo de dilucién; enrosca adecuadamente para que!
quede bien sellado. El exceso de heces se retirard del
i por la accion del embudo de goma.

Con la tapa mirando hacia arriba, homogeniza las heces en
un agitador tipo vortex, aplicando el ajuste maximo del
agitador durante 30 minutos. Se asegura que no queden
restos de heces visibles en las ranuras del dispositivo de
muestreo. Continta agitando en vértex las veces que sean
necesarias hasta que no haya restos de heces en las
ranuras.

Centrifuga la muestra a 4500 rpm por 5 minutos, para que’
se dé adecuada sedimentacién de particulas que puedan
obstruir las mangueras del equipo de deteccion.

Desenrosca la segunda tapa y la desecha en un recipiente
para residuos biolégicamente peligrosos.

Coloca el tubo de dilucién en la gradilla de muestras para
ser procesada.

Verifica que el equipo se encuentre en condicién adecuada
para su uso (controles, calibradores e insumos).

Realiza el analisis.

FEEEE B BREREBY

Revisa los resultados en el equipo.

Registra los resultados en el sistema de informacion.

Valida y refrenda el informe de resultados.

Envia los resultados a quien corresponda. ﬁ
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10.5. Determinacion de elastasa fecal

9.5.Determinacion de elastasa fecal.
Funcionario responsable
UX, TEC-1, TEC-

Descripcién de la actividad AUX, TEC-1, TEC- TEC-1, TEC-2, DPL, MQC 2, DPL, MQC, Observaciones
DPL, MQC DPL, MQC < Personal

administrativo

1Revisa la i ificacion del recipi iendo la
muestra fecal con el formulario de solicitud. -
¢La identificacion y condicién de la muestra coincide con la s
solicitud y criterios de aceptacion?
| No
Rechaza segun corresponda de acuerdo con lo establecido . .
3 L N B Final del procedimiento.
en la division de Parasitologia.
éla condicion de la muestra fecal es totalmente mucoide o! No
sanguinolenta?
Si
Solicita nueva muestra fecal segin lo estipulado en la . -
5N . B € P Final del procedimiento.
Divisién de Parasitologia.
En caso de que la muestra tenga poco moco y/o sangre,
6 |utiliza la porcién de la muestra fecal que no tenga la —4
condicién anterior.
7 Rotula el tubo de dilucion con etiqueta con cédigo de
barras.
Dado que el tubo de dilucién tiene dos tapas, retira la
8 [primera que tiene el dispositivo de muestreo y desenrosca
para la recoleccién de la muestra.
Introduce el dispositivo de muestreo en la muestra fecal
9 |varias veces (en 3 o 5 sitios diferentes), hasta que las
ranuras queden totalmente recubiertas.
Inserta y vuelve a colocar el dispositivo de muestreo dentro
10 del tubo de dilucién; enrosque adecuadamente para que!
quede bien sellado. El exceso de heces se retirard del
i por la accion del embudo de goma.
Con la tapa mirando hacia arriba, homogeniza las heces en
un agitador tipo vortex, aplicando el ajuste maximo del
agitador durante 30 minutos. Se asegura que no queden
11|restos de heces visibles en las ranuras del dispositivo de’
muestreo. Continta agitando en vértex las veces que sean
necesarias hasta que no haya restos de heces en las
ranuras.
Centrifuga la muestra a 4500 rpm por 5 minutos, para que’
12|se dé adecuada sedimentacién de particulas que puedan
obstruir las mangueras del equipo de deteccion.
|
" Desenrosca la segunda tapa y la desecha en un recipiente -
para residuos biolégicamente peligrosos.
1 Coloca el tubo de dilucién en la gradilla de muestras para
ser procesada.
15 Verifica que el equipo se encuentre en condicién adecuada
para su uso (controles, calibradores e insumos).
16 [Realiza el analisis. *
17 |Revisa los resultados en el equipo. *
v
18 |Registra los resultados en el sistema de informacién. F
19 |Valida y refrenda el informe de resultados. -
20 |Envia los resultados a quien corresponda. -
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10.6. Determinacion de grasa en heces

9.6.Determinacion de grasa en heces
Funcionario responsable
AUX, TEC-1, TEC-

Descripcién de la actividad AUX, TEC-1, TEC- TEC-1, TEC-2, DPL, MQC 2, DPL, MQC, Observaciones
2, DPL, MQC DPL, MQC < Personal

administrativo

Revisa la i ificacion del recipi i la
muestra fecal con el formulario de solicitud.

]

¢La identificacion y condicién de la muestra coincide con la Si
solicitud y criterios de aceptacion?

w

Rechaza segtn corresponda de acuerdo con lo establecido . .
R, y ) Final del procedimiento.
en la division de Parasitologia.

Prepara una suspension en un tubo de ensayo pequefio (o

el que se encuentre disponible), de la materia fecal en

solucion de negro sudan o rojo sudan (suspension
al frotis al fresco).

IS

Coloca en un portaobjetos limpio una gota de la suspension
y sobre ésta coloca un cubreobjetos evitando la formacion
de burbujas.

«

Calienta suavemente el portaobjetos sobre una pequefia
llama y deja enfriar.

Y

Observa la preparacion al microscopio con el lente de 40 X,
en busca de gotas de grasa que se identifican de color!
naranja o ambar. Importante hacer la revision en el centro
del cubreobjetos y no en la periferia.

Revisa al menos 10 campos con el lente de 40 X, se *

o

promedia el nimero de gotas observadas por campo.

Negativo (menos de 5 gotas por campo de 40 X).
Positivo + (6 a 20 gotas por campo de 40 X).
Positivo ++ (21 a 59 gotas por campo de 40 X).
Positivo +++ (mas de 60 gotas por campo de 40 X).

©

Reporta el resultado

10 |Registra los resultados en el sistema de informacién.

11|Valida y refrenda el informe de resultados. -

12 |Envia los resultados a quien corresponda. ‘
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10.7. Determinacion de sustancias reductoras y no reductoras en materia
fecal

9.7.Determinacién de sustancias reductoras y no reductoras en materia fecal
Funcionario responsable
AUX, TEC-1, TEC-

Descripcion de la actividad AUX, TEC-1, TEC- TEC-1, TEC-2, DPL, MQC 2, DPL, MQC, Observaciones
2, DPL, MQC DPL, MQC . Personal

ad

Revisa la identificacion del recipiente conteniendo la
muestra fecal con el formulario de solicitud.

J

¢la identificacién y condicién de la muestra coincide con la Si
solicitud y criterios de aceptacion?

Rechaza segun corresponda de acuerdo con lo establecido
en la division de Parasitologia.

w

Final del procedimiento.

Rotula dos tubos de ensayo de vidrio tipo pyrex, uno como
SR (sustancias reductoras) y otro como SNR (sustancias no
reductoras).

IS

Agrega 0,5 mL de heces liquidas o una porcién de heces -
5 isoli tomada con palillo de madera en cada tubo de
ensayo. ‘

Al tubo rotulado como SNR: agregar 5 gotas de HCI 0,1 N.,.
calentar suavemente hasta la salida de vapores con ayuda
de mechero o lampara de alcohol, dejar enfriar; agregar 2,0
mL a 2,5 mL de reactivo de Benedict; calentar a ebullicién;
dejar enfriar.

Y

Al tubo rotulado como SR: agregar 2,0 mL a 2,5 mL de! -
reactivo de Benedict; calentar a ebullicién; dejar enfriar.

Sin cambio de color: Negativo.
-Azul verdoso: Positivo trazas.
-Verde: Positivo (+).

-Verde pardo: Positivo (++).
-Amarillo: Positivo (+++).
-Rojo ladrillo: Positivo (++++).

)

Interpreta el cambio de color

©

Registra los resultados en el sistema de informacion.

=
o

Valida y refrenda el informe de resultados. -

Envia los resultados a quien corresponda. ‘

Ju
=y
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10.8. Determinacion cualitativa de transferrina fecal y sangre oculta en
heces

9.8.Peterminacion cualitativa de transferrina fecal y sangre oculta en heces
Funcionario responsable
AUX, TEC-1, TEC-

Descripcion de la actividad X, TEC-1, TEC- TEC-2, DPL, DPL, MQC 2, DPL, MQC, Observaciones
2, DPL, MQC mac . Personal

administrativo

Revisa la identificacion del recipiente conteniendo la
muestra fecal con el formulario de solicitud.

[

¢la identificacién y condicién de la muestra coincide con la
solicitud y criterios de aceptacion?

Rechaza segun corresponda de acuerdo con lo establecido
en la division de Parasitologia.

41

ERREEER

w

Final del procedimiento.

Alista el tubo de recoleccion de muestra y el reactivo a
utilizar (placa de prueba).

IS

Rotula el tubo de recoleccién de muestra con la
identificacion de la muestra.

Desenrosca la tapa del tubo de recoleccion de muestra y|
con el palillo punza al menos 3 sitios diferentes de la
muestra.

Y

~

Cierra el tubo y agita vigorosamente

Saca la placa de prueba de la bolsa sellada y la rotula con la
identificacion de la muestra

o

Quita la tapa del tubo recolector de muestra, invierte el
tubo y agrega tres (3) gotas de la muestra sin burbujas de’
aire en el pozo de muestra de la placa.

©

Interpreta los resultados negativos y positivos segin la
metodologia utilizada

11 |Registra los resultados en el sistema de informacién.

12 |Valida y refrenda el informe de resultados.

13 |Envia los resultados a quien corresponda. -
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10.9. Prueba rapida para deteccion de Cryptosporidium sp y Lamblia
intestinalis.

9.9.Prueba rapida para deteccion de Cryptosporidium sp y Lamblia intestinalis .
Funcionario responsable
AUX, TEC-1, TEC-

Descripcion de la actividad AUX, TEC-1, TEC-  TEC-2, DPL, DPL, MQC 2, DPL, MQC, Observaciones
2, DPL, MQC mac . Personal

ad

[

¢la identificacion y condicién de la muestra coincide con la

Revisa la identificacion del recipiente conteniendo la

muestra fecal con el formulario de solicitud. *
v

solicitud y criterios de aceptacion? .

Rechaza segun corresponda de acuerdo con lo establecido
en la division de Parasitologia.

w

Final del procedimiento.

Rotula el dispositivo con la identificacion, asi como la placa
de inmunocromatografia.

IS

Introduce el palillo del dispositivo en 4 o 5 sitios diferentes,
para tener mayor posibilidad de captar los parasitos. Para
muestras liquidas toma 125 pL.

«

Coloca la muestra tomada en la actividad anterior en el
dispositivo de dilucion.

Agita la muestra en vdrtex o mezcla vigorosamente por 1.
minuto para homogenizar bien. Si la suspension tiene
muchos detritos se puede centrifugar 5 minutos a 4500 rpm.

~

Retira la placa inmunocromatografica de su empaque hasta
el momento de su uso.

o

©

Corta la punta del tapén del dispositivo.

Coloca 3 gotas de la suspensién, en cada una de las!
ventanas circulares en la placa inmunocromatografica.

I EEERER

Negativo: Solamente se observa la linea de control
en ambos canales de la placa de
inmunocromatografia.
Positivo por Cryptosporidium sp: se observan las
lineas de control en ambos canales, pero
solamente en el canal de Cryptosporidium aparece
Lee el resultado en 10 minutos exactos (no dejar mas de ese la Il.n.ea respectiva. . —
11|, Positivo por Lamblia intestinalis : se observan las
tiempo de lectura) .

lineas de control en ambos canales, pero
solamente en el canal de Lamblia intestinalis
aparece la linea respectiva.
Positivo por Cryptosporidium sp y Lamblia
intestinalis : se observan las lineas de control en
ambos canales, asi como las lineas de prueba de
los dos canales.

o
~

Registra los resultados en el sistema de informacion.

—

3 |Valida y refrenda el informe de resultados.

Envia los resultados a quien corresponda. -

=
=
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10.10. Gota gruesa, frotis sanguineo por Plasmodium sp., densidad
parasitaria y parasitemia.

9.10.8ota gruesa, frotis sanguineo por Plasmodium sp., densidad parasitaria y parasitemia
Funcionario responsable
AUX, TEC-1, TEC-

Descripcién de la actividad AUX, TEC-1, TEC- TEC-1, TEC-2, DPL, MQC 2, DPL, MQC, Observaciones
2, DPL, MQC DPL, MQC < Personal

administrativo

[

Revisa la identificacién del recipiente conteniendo la -
muestra de sangre con el formulario de solicitud.

) éla identificacion y condicion de la muestra coincide con la si
solicitud y criterios de aceptacion? ‘

Rechaza segun corresponda de acuerdo con lo establecido
en la division de Parasitologia.

w

Final del procedimiento.

Rotula con ldpiz de grafito el portaobjetos en la parte

N . Se sugiere rotular al menos 6 portaobjetos
esmerilada con el nimero de muestra

Coloca el portaobjetos sobre la plantilla, y una vez
homogenizada la muestra realiza la gota gruesa (cerca de la
porcién esmerilada) y el extendido sanguineo de la siguiente

Ver Plantilla para confeccién de gota gruesa y
frotis  (INCIENSA,  Procedimiento  Operativo
Estandar para el diagndstico microscopico de
malaria CNRP-LM-PEOS, Versidn 4)

v

manera:

Coloca 6 pL a 8 pL de muestra en la zona destinada para
gota gruesa segiin muestra la plantilla (zona redondeada).

o

Con la esquina de la Idmina extensora distribuya la sangre
iniciando del centro y de manera circular hacia afuera,
ocupando el espacio circular segin la plantilla, cuando se
llega al borde del circulo, con la misma extensora y sin
levantar la extensora se realiza movimiento circular répida
hacia el centro.

~

Mueve la [dmina realizando movimientos circulares con el
fin que la sangre quede homogéneamente distribuida.

o

Coloca de 2 pL a 5 pL de sangre y la coloca en la base del
espacio destinado para el frotis, seguin esta demarcado en la
plantilla.

©

Coloca la ldmina extensora en un angulo de 45° y desliza
10|sobre el portaobjetos hacia el extremo sin esmeril para
realizar el extendido fino.

Deja secar las laminas en posicion horizontal protegidas de
la luz, insectos y polvo (en caso de urgencia se puede,
acelerar el secado utilizando incubadora a 37°C por una
hora. Cada laboratorio dependiendo de las condiciones
climatoldgicas debe estandarizar el tiempo de secado de las
ldminas).

Fija Unicamente el extendido sanguineo (frotis),
sumergiendo la porcién de la ldmina que lo incluya en
metanol contenido en recipiente de boca ancha, de manera
12 |que el frotis quede completamente impregnado y sacarlo de|
inmediato. Debe dejar la distancia adecuada entre el frotis y,
gota gruesa para que el metanol no ascienda por
capilaridad y fije la gota gruesa.

Deja secar la ldmina en posicion horizontal a temperatura
ambiente por 2 a 5 minutos

Si se colocara de manera vertical los vapores del
metanol podrian ascender y fijar la gota gruesa

Coloca la Iamina en la bandeja para tincidn o placa Petri, de
manera invertida e inclinada (frotis sanguineo y gota gruesa
para abajo), se recomienda poner un relieve para crear un
desnivel y que la gota gruesa esté del lado opuesto (en la
parte mas baja), de manera que tenga contacto con el
colorante.

Realiza la tincién de Giemsa segln procedimiento en este
manual, con el cuidado que no queden burbujas.

Una vez finalizado el tiempo de tincién (tiempo de tincién lo
16 |estandariza cada laboratorio), levanta la lamina despacio de|
tal manera que no se desprenda la gota gruesa.

En un frasco de boca ancha conteniendo agua de tubo,
17 |sumerge y saca cuidadosamente una sola vez la ldamina,
para retirar el exceso de colorante

FEE B R F B EEE EFREL

@ Nunca lavar directo bajo el chorro de agua porque
se desprende la gota gruesa
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9.10.Bota gruesa, frotis sanguineo por Plasmodium sp., densidad parasitaria y parasitemia (continuaci
Funcionario responsable
UX, TEC-1, TEC-

Descripcién de la actividad AUX, TEC-1, TEC- TEC-1, TEC-2, DPL, MQC 2, DPL, MQC,
DPL, MQC DPL, MQC < Personal

administrativo

Limpia por debajo de la ldmina y deja secar. - @

ion)

Observaciones

Examina las ldminas al microscopio con objetivo de
inmersién (100 X) para evaluar la calidad de la tincion,
verifica la correcta deshemoglobinizacién y coloracién de las!
estructuras celulares.

Procede a realizar el recorrido sistematico de toda la gota
gruesa para determinar si hay presencia o ausencia de los’
diferentes estadios de Plasmodium sp.

En caso de presencia de estados evolutivos la
identificacion de especie de Plasmodium se realiza
en la gota gruesa y si se desea utilice el frotis para
confirmar

;

(Se encontraron formas parasitarias de Plasmodium sp.?

Calcula la densidad parasitaria (conteo parasitario) en gota
gruesa

N
@

Inicia el conteo en la parte superior izquierda de la gota
gruesa, debe ubicar un campo donde se observe un
adecuado nimero de leucocitos y alguna forma parasitaria
para el recuento

N
b

Utiliza el contador de células para contar la cantidad de
pardsitos y/o leucocitos observados en cada campo, debe
pulsar una tecla del contador para registrar los leucocitos y
otra tecla para registrar los pardsitos observados

Continua el recuento de otros campos microscépicos de!
manera sistematica, evita repetir campos dpticos

-+ b EE

i. Es posible encontrar campos con solo glébulos
blancos o pardésitos los cuales deben incluirse en
el recuento.

ii. Los estadios asexuados son los trofozoitos vy]|
esquizontes, mientras que los estadios sexuados:
son los gametocitos.

iii. En infecciones por Plasmodium falciparum se
cuenta solo los estadios asexuados, y en el caso
de las formas sexuadas se notifican, pero no se
cuentan.

Aplica la férmula para determinar la parasitemia

# parasitos X # leucocitos de la persona usuaria (o
6000) / # leucocitos contados = # parasitos / uL @

Calcula el porcentaje de parasitemia en el extendido
sanguineo (conteo parasitario en frotis sanguineo)

En la parte inferior del frotis (cola) localiza un campo con
eritrocitos separados.

Promedia el conteo de eritrocitos en tres campos con
adecuada distribucion de células para obtener 10000
eritrocitos.

Calcula el nimero de campos que se deben observar para
contar 10000 eritrocitos

i kR R

:

Aplica la férmula para calcular % de parasitemia

Porcentaje de parasitemia = (Cantidad de
eritrocitos parasitados/10000) X 100
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9.10.Bota gruesa, frotis sanguineo por Plasmodium sp., densidad parasitaria y parasitemia (continuacién)
Funcionario responsable
AUX, TEC-1, TEC-
Descripcién de la actividad TEC-1, TEC- TEC-1, TEC-2, DPL, MQC 2, DPL, MQC, Observaciones
2, DPL, MQC DPL, MQC . Personal
administrativo

Para una muestra en la que no se observan
estadios evolutivos de Plasmodium sp se reporta:
No se observa Plasmodium sp.
Para muestras en las que se observan estados
evolutivos de Plasmodium sp se determina la
especie infectante y se reporta la densidad
parasitaria como linea base al momento del
diagnostico, posteriormente, se realizan sucesivos:
conteos de densidad parasitaria en los controles:
postratamiento, segun lo estipulado en el Norma
de malaria: Gota gruesa positiva por (especie
identificada) y densidad parasitaria (cantidad de
pardsitos/uL).
Para infecciones por Plasmodium falciparum se
‘ agrega el comentario: Se observaron gametocitos:

Reporta el resultado de la observacion de la gota gruesa y el
frotis sanguineo

w
N

/ No se observaron gametocitos, segin
corresponda a presencia o ausencia de estos

sexuales.

33 |Registra los resultados en el sistema de informacién.
34 |Valida y refrenda el informe de resultados.
35 |Envia los resultados a quien corresponda.

Notifica todo caso positivo por malaria siguiendo lo La notificacién incluye el resultado obtenido por el
36 |establecido en el reglamento de Vigilancia de la Salud laboratorio que realizé el diagnéstico, incluidas la

vigente. especie y densidad parasitaria.

PR . . N Segin lo i en el pr imiento

Guarda la ldmina para su posterior envio al Centro Nacional B . N L

37 operativo  estandar para el diagnéstico

de Referencia en Parasitologia en INCIENSA
8 microscépico de malaria CNRP-LM-PEQS.
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10.11. Técnica de Baermann

9.11.écnica de Baermann
Funcionario responsable
AUX, TEC-1, TEC-

Descripcion de la actividad AUX, TEC-1, TEC- TEC-1, TEC-2, DPL, MQC 2, DPL, MQC, Observaciones
2, DPL, MQC DPL, MQC . Personal

administrativo

Revisa la identificacion del recipiente conteniendo la
muestra fecal con el formulario de solicitud.

¢la identificacion y condicion de la muestra coincide con la
solicitud y criterios de aceptaciéon?

Rechaza segun corresponda de acuerdo con lo establecido
en la division de Parasitologia.

41

(BN BN BN B Bn B B BN BN S

w

Final del procedimiento.

Embudo, pie universal, cedazo o malla, agua o
solucién salina 0,85% a temperatura de 35°C a
37°C, recipiente recolector

Prepara los materiales necesarios para el andlisis
correspondiente

Coloca el embudo en el pie universal y el cedazo sobre el
embudo. En caso de no contar con estos insumos se sugiere|
utilizar un frasco de orina o botella de plastico limpia y
cortada en la parte superior con colador pequefio de cocina.

w

Llena poco a poco el embudo con agua o solucién salina
0,85% a temperatura de 35°C a 37°C.

o

Coloca suficiente cantidad de muestra (tamafio de una
semilla de durazno) sobre la gasa y ésta sobre el cedazo.
También se puede realizar sin el cedazo en caso de no
contar con éste.

~

o

Deja reposar la preparacion por al menos una hora.

Recoge el liquido del embudo en un beaker o recipiente de
boca ancha.

©

Trasvasa el liquido obtenido en tubos de ensayo o conicos
para posterior centrifugacion.

=
=

Centrifuga a 1500 rpm por 5 minutos.

iy
o

Decanta y descarta el sobrenadante.

Con pipeta tipo Pasteur toma una gota del sedimento y lo
coloca entre portaobjetos y cubreobjetos.

Examina la preparacién con el lente objetivo de 10 X en
busca de larvas de helmintos.

2 |

Juy
o

iSe observan larvas?

@

iy
o

Realiza la identificacion de la larva Anexo 2

No se observan larvas de helmintos: No se
observan larvas de Strongyloides stercolaris o de;
Uncinarias (Necator americanus / Ancylostona
duodenale).

Si observa larvas de helmintos: Se observan larvas
de Strongyloides stercolaris o de Uncinarias
(Necator americanus / Ancylostona duodenale ).

=
N

Reporta lo hallado.

kR

iy
3

Registra los resultados en el sistema de informacion.

Juy
©

Valida y refrenda el informe de resultados.

N
=]

. X Revision, verificacion, validacion, refrendo y
Envia los resultados a quien corresponda.

liberacién del informe de resultados
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10.12. Técnica de Knott (para la busqueda de microfilarias de
Wuchereria bancrofti).

Funcionario responsable
AUX, TEC-1, TEC-

Descripcion de la actividad AUX, TEC-1, TEC- TEC-1, TEC-2, DPL, MQC 2, DPL, MQC, Observaciones
2, DPL, MQC DPL, MQC . Personal

ad

[

Revisa la identificacion del recipiente conteniendo la - Se recomienda que la toma de muestra sea entre
muestra con el formulario de solicitud las 11 pmy3am

¢la identificacién y condicién de la muestra coincide con la

2 - - i2 St
solicitud y criterios de aceptacion? ‘

No
Rechaza segun corresponda de acuerdo con lo establecido ‘
en la division de Parasitologia.

Coloca 1 mL de sangre més 10 mL de solucién acuosa de
formalina al 2 % en un tubo de ensayo para iniciar la -
hemdlisis y mezcla por inversion. ‘

Centrifuga a 1500 rpm por 5 minutos -
Decanta el sobrenadante sin perturbar el sedimento. F

Transfiere con pipeta tipo Pasteur una porciéon del
sedimento y la coloca en un portaobjetos con cubreobjetos
y puede seguir uno de los siguientes procedimientos:

Observa directamente una gota del sedimento al
microscopio entre portaobjetos y cubreobjetos, ademds
realiza extendido sanguineo con 10 pL y tifia con Giemsa, si
hay presencia de microfilarias se puede identificar género y
especie de la microfilaria.

Observa directamente una gota del sedimento al
microscopio entre portaobjetos y cubreobjetos con alguno
de los colorantes intravitales como azul de metileno o azul
cresil brillante (1:10000 en solucion salina al 0,85 %),
ademas realiza extendido sanguineo con 10 pLy tifie segin
la técnica de Giemsa, si hay presencia de microfilarias

identifica por género y especie de la microfilaria.

w

IS

«

o

~

o

Registra los resultados en el sistema de informacion.

©

Valida y refrenda el informe de resultados. -

Envia los resultados a quien corresponda. —

o
o
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10.13. Técnica de Ritchie.

9.13.Fécnica de Ritchie.
Funcionario responsable
AUX, TEC-1, TEC-

Descripcién de la actividad AUX, TEC-1, TEC- TEC-1, TEC-2, DPL, MQC 2, DPL, MQC, Observaciones
2, DPL, MQC DPL, MQC . Personal

administrativo

L

No

Final del procedimiento.

)

@

F4FEREREEERE

1 Revisa la identificacion del recipiente conteniendo la
muestra con el formulario de solicitud
¢La identificacion y condicién de la muestra coincide con la
solicitud y criterios de aceptacion?

3 Rechaza segun corresponda de acuerdo con lo establecido
en la divisién de Parasitologia.
Coloca aproximadamente 1 g de muestra fecal en un beaker!

4 [pequefio o frasco de boca ancha (capacidad de 50 mL a 100
mL).

5 [Desmenuza la muestra fecal con la ayuda de aplicadores.
Realiza una suspension de la muestra fecal con agua o

6 . :
solucién salina 0.85%.

7 Filtra a través de la gasa y el filtrado se recolecta en un tubo
de vidrio 13 mm x 100 mm con tapén.

a Centrifuga el filtrado obtenido a 2000 rpm durante 2!
minutos.

9 |Decanta el sobrenadante.
Realiza una suspensién de la muestra fecal con agua o

10 . :
solucion salina 0.85%.

1 Centrifuga el filtrado obtenido a 2000 rpm durante 2!
minutos.

12 |¢El sobrenadante obtenido es claro?

13 |Decanta el sobrenadante y repite

14 |Decanta el sobrenadante

15 Agrega al sedimento obtenido 4 mL de formalina al 10 %,
homogeniza y deja reposar por 5 minutos.

16 Agrega 3 mL de éter, tapa el tubo y agita vigorosamente
(manualmente o con ayuda de agitador eléctrico).

17 | Destapa el tubo y centrifuga a 3000 rpm durante 3 minutos.

18 |Rompe el tap6n de detritos con la ayuda de un aplicador.

19 |Decanta el sobrenadante

20 Coloca una gota del sedimento entre portaobjetos y
cubreobjetos

2 Realiza la observacién al microscopio en busca de quistes
y/u ooquistes de protozoarios o huevecillos de helmintos.

!lin
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9.13.écnica de Ritchie (continuacién)
Funcionario responsable

UX, TEC-1, TEC-
Descripcién de la actividad AUX, TEC-1, TEC- TEC-1, TEC-2, DPL, MQC 2, DPL, MQC, Observaciones
DPL, MQC DPL, MQC - Personal

administrativo

No se observan pardsitos: No se observan

pardsitos.

22 |Reporta de lo encontrado @ - Si se observa pardsitos: Se observa la presencia de
quistes, ooquistes y/o huevecillos (género ]
especie del protozoario o helminto).

23 |Registra los resultados en el sistema de informacién.

24 |Valida y refrenda el informe de resultados.

N
@

Envia los resultados a quien corresponda. —

10.14. Técnica de Strout.

9.14.cnica de Strout.
Funcionario responsable
UX, TEC-1, TEC-

Descripcién de la actividad UX, TEC-1, TEC- TEC-1, TEC-2, DPL, MQC 2, DPL, MQC, Observaciones
DPL, MQC DPL, MQC < Personal

administrativo

Revisa la i ificacion del recipi iendo la
muestra con el formulario de solicitud

¢La identificacién y condicion de la muestra coincide con la si
solicitud y criterios de aceptacion?

z
&

Rechaza segun corresponda de acuerdo con lo establecido
en la division de Parasitologia.

w

Deja coagular la muestra de sangre extraida, de 45 minutos
a 60 minutos a temperatura ambiente.

A

Extrae el codgulo con ayuda de palillos de madera, lo
deposita en recipiente de material biopeligroso.

Centrifuga la primera vez el suero de 800 rpm a 1000 rpm,
durante 2 a 5 minutos para sedimentar los glébulos rojos'
que pudieran quedar e interferir con el analisis.

Y

7 Con pipeta tipo Pasteur o micropipeta separa el
sobrenadante en otro tubo de ensayo limpio.

Centrifuga por segunda vez el sobrenadante entre 2000 rpm

BEEEER

8
— 2500 rpm durante 10 minutos.
9 [Separa el sobrenadante.
. h .
Utiliza el sedimento para examinar al fresco entre Se recomienda hacer de 6 a' 8 preparaclone_s v
10 . . las en cémara himeda para evitar
portaobjetos y cubreobjetos .
desecacion).
Observa el sedimento con lente objetivo de 10 X en busca
11|de tripomastigotos activos de Trypanosoma cruzi vy
confirmar en lente de 40 X.
En caso afirmativo: Se observan tripomastigotos
1 Reporta la presencia o ausencia de tripomastigotos de de Trypanosoma cruzi .
Trypanosoma cruzi activos en la preparacion al fresco En caso negativo: No se observan tripomastigotos
de Tr cruzi.
13 |Registra los resultados en el sistema de informacién.
14 |Valida y refrenda el informe de resultados.
15 |Envia los resultados a quien corresponda. —
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10.15. Técnica sedimentacion con agua.

9.15.Fécnica sedimentacién con agua.
Funcionario responsable
AUX, TEC-1, TEC-

Descripcion de la actividad AUX, TEC-1, TEC- TEC-1, TEC-2, DPL, MQC 2, DPL, MQC, Observaciones
2, DPL, MQC DPL, MQC . Personal

administrativo
Coloca 1 g de muestra fecal (tamafio de una semilla nuez) si
la muestra es sélida o 7 mL si la muestra es liquida, en un
tubo de ensayo o conico.

-

N}

Desmenuza la muestra con la ayuda de palillos de madera.

Realiza una suspension de la muestra de heces con agua
destilada.

Filtra a través de una gasa en otro tubo cénico o en un
recipiente adecuado

Coloca 1 mL del filtrado fecal en otro tubo de ensayo o
cénico.

«

o

Agrega 3 mL de agua destilada.

~

Centrifuga a 2500 rpm durante 5 minutos.

3

¢ 1 EFEEER R

o

(El sobrenadante obtenido es claro?

z
5

©

Decanta el sobrenadante y repite

1k

10 [Decanta el sobrenadante

Coloca una gota del sedimento entre portaobjetos !
cubreobjetos.

Realiza el andlisis microscdpico para la bisqueda de quistes
12|u ooquistes de protozoarios, huevecillos y/o larvas de
helmintos

En caso de presencia de pardsitos: Se observa la
presencia de quistes u ooquistes de protozoarios,
huevecillos y/o larvas de (género y especie).

En ausencia de parasitos: No se observan
pardsitos.

13 |Reporta segun lo hallado

B |

14 |Registra los resultados en el sistema de informacion.

15 |Valida y refrenda el informe de resultados.

16 |Envia los resultados a quien corresponda. ‘
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10.16. Tincion de Koster modificado para deteccion de Cryptosporidium
sp.

9.16.Mincién de Koster modificado para deteccién de Cryptosporidium sp.

Funcionario responsable
AUX, TEC-1, TEC-

Descripcion de la actividad TEC-1, TEC- TEC-1, TEC-2, DPL, MQC 2, DPL, MQC, Observaciones
2, DPL, MQC DPL, MQC . Personal
ad
i i; t 1t 4
Realiza un frotis con un palillo de madera sobre un se Sug_lere realizar de tres (3) a _Ctj_a ro (4)
1 . o . N extendidos para aumentar la posibilidad de
portaobjetos limpio y lo deja secar bien. .
observar los ooquistes.
Descarta el palillo de madera en recipiente destinado para
2
tal efecto -‘
3 |Fija los frotis con alcohol metilico por 5 minutos. :
4 |Deja secar hasta que se elimine el alcohol metilico.
Tifie por 5 minutos con solucién saturada de safranina (una
5 [mezcla de 2 partes de una solucion acuosa saturada de
safranina mas 5 partes de solucion de KOH al 5,6%).
6 |Lava el extendido con agua destilada.
7 |Decolora con H2504 al 0,1% por 10 segundos. a
8 |Lava el extendido con agua destilada. a
Contrasta con solucién acuosa de verde de malaquita al 5%
por 15 segundos
10 Lava el frotis con agua destilada y deja secar la preparacion -
al aire
1 Realiza el andlisis microscopico para la busqueda de
ooquistes de Cryptosporidium sp
En caso de presencia se reporta: Presencia de
ooquistes de Cryptosporidium sp.
12 |Reporta segun lo hallado ‘ qut N yptosporidium sp N
En ausencia se reporta: No se observan ooquistes
de Cryptosporidium sp.
13 |Registra los resultados en el sistema de informacion.
14 |Valida y refrenda el informe de resultados. ﬁ
15 |Envia los resultados a quien corresponda. ﬁ
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10.17. Tincion de Giemsa.

9.17. Tincién de Giemsa.
Funcionario responsable
AUX, TEC-1, TEC-
2, DPL, MQC, Observaciones

Descripcién de la actividad AUX, TEC-1, TEC- TEC-1, TEC-2,
2, DPL, MQC DPL, MQC Personal
administrativo

DPL, MQC

1 |Rotular el portaobjetos ®i »-

2 |Realiza el frotis de la muestra analizada -

3 |Deja secar. -

4 |Fija por 5 minutos en metanol -

5 [Deja secar hasta eliminacién de metanol -

6 Realiza dilucién 1/10 del colorante (1 porcion de colorante + L

9 porciones de buffer 1X pH 7.2).

7 |Coloca sobre la muestra a tefiir.

8 [Lava el extendido con agua destilada.
Se sugieren los siguientes tiempos) por:
5 minutos para frotis de materia fecal.
30 minutos para frotis por Leishmania y fluidos:

9 | Deja tefiir bioldgicos.

) El tiempo requerido segun la estandarizacion para

cada laboratorio en el caso de gota gruesa.
Nota: cada laboratorio debe estandarizar sus
tiempos de tincién segun el lote de reactivo.

10 |Lavar con agua de tubo

11 |Deja secar al aire. ;

12 |El Microbidlogo valora la calidad de la tincion. -

. No i
Lo lul. b d I
13¢ 0s celulares y observados cumplen @

el control de calidad?

Si
14 Observa el frotis en busca de elementos celulares,
protozoarios o helmintos presentes en la muestra.
15 |Registra los resultados en el sistema de informacién.
16 |Valida y refrenda el informe de resultados. -

17 |Envia los resultados a quien corresponda. ‘
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10.18. Tincion de Ziehl Neelsen.

9.18.Fincién de Ziehl Neelsen.
Funcionario responsable
AUX, TEC-1, TEC-

Descripcién de la actividad AUX, TEC-1, TEC- TEC-1, TEC-2, DPL, MQC 2, DPL, MQC, Observaciones
2, DPL, MQC DPL, MQC . Personal

administrativo

-

Rotular el portaobjetos

[N}

Realiza el frotis de la muestra analizada

w

Deja secar

IS

Fija por 5 minutos en metanol

«

Deja secar hasta eliminacién de metanol

Coloca carbolfucsina o fucsina fenicada sobre el frotis y
calienta por 5 minutos con ayuda de mechero (debe haber
emision de vapor sin llegar a hervir)

o

~

Lava con agua de tubo y escurre.

o

Decolora con alcohol acido por 1 minuto

©

Realiza contratincion con azul de metileno por dos minutos

10 |Lava con agua de tubo y deja secar al aire

IR RERIER

Observa el frotis en busca de organismos alcohol acido! En este caso ooquistes de Cryptosporidium sp,
resistentes Cyclospora cayetanensis o Cystoisospora belli).

12 |Registra los resultados en el sistema de informacién.

13 |Valida y refrenda el informe de resultados. -

14 |Envia los resultados a quien corresponda. ‘




GERENCIA MEDICA
DIRECCION DE DESARROLLO DE SERVICIOS DE SALUD
AREA DE REGULACION Y SISTEMATIZACION DE DIAGNOSTICO Pagina 85 de 102
Y TRATAMIENTO

Coordinacién Nacional de / o itoloai MP.GM.DDSS.ARSDT.LC.210825
Laboratorios Clinicos Manual de Procedimientos de Parasitologia Versién 01

10.19. Tincion modificada de Ziehl Neelsen.

9.19.Fincién modificada de Ziehl Neelsen.
Funcionario responsable
AUX, TEC-1, TEC-

Descripcién de la actividad AUX, TEC-1, TEC- TEC-1, TEC-2, DPL, MQC 2, DPL, MQC, Observaciones
2, DPL, MQC DPL, MQC . Personal

administrativo

-

Rotular el portaobjetos

[N}

Realiza el frotis de la muestra analizada

w

Deja secar

IS

Fija por 5 minutos en metanol

«

Deja secar hasta eliminacién de metanol

Coloca carbolfucsina o fucsina fenicada sobre el frotis por 5
minutos

o

~

Lava con agua de tubo y escurre.

o

Decolora con alcohol acido por 1 minuto

©

Realiza contratincion con azul de metileno por dos minutos

ik EERERIA

10 |Lava con agua de tubo y deja secar al aire

Observa el frotis en busca de organismos alcohol acido! En este caso ooquistes de Cryptosporidium sp,
resistentes Cyclospora cayetanensis o Cystoisospora belli).

12 |Registra los resultados en el sistema de informacién.

13 |Valida y refrenda el informe de resultados. -

14 |Envia los resultados a quien corresponda. —
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10.20. Deteccidon de amebas de vida libre en fluidos bioldgicos.

9.20.Peteccion de amebas de vida libre en fluidos bioldgicos.
Funcionario responsable
AUX, TEC-1, TEC-

Descripcién de la actividad AUX, TEC-1, TEC- TEC-1, TEC-2, DPL, MQC 2, DPL, MQC, Observaciones
2, DPL, MQC DPL, MQC . Personal

administrativo

Revisa la identificacion del recipiente conteniendo la
muestra con el formulario de solicitud

-

Ulcerao
. : |
2 |Revisa écudl es la muestra enviada? raspado comea >®
LCR "
Se recomienda al menos 1 mL de muestra de LCR
para el analisis (la muestra no debe refrigerarse,
. . . ermaneciendo a temperatura ambiente antes,
3 |Determina la cantidad total de LCR enviado P . P Alic
durante y después del andlisis y se procede a
reservar entre 200 ulL - 300 ul para cultivo y/o
realizar pruebas moleculares (PCR).
Coloca 30 pL de LCR en camara de Neubauer cuenta y!
reporta la celularidad
Revisa si hay presencia de trofozoitos con movimiento por
medio de pseudépodos
6 |Centrifuga la muestra 5 minutos a 1000 rpm.
7 | Descarta el sobrenadante.

Coloca una gota del sedimento entre portaobjetos y!
cubreobjetos.

Observa al microscopio en 10 X y 40 X, en busca de amebas
de vida libre. Los trofozoitos, se pueden presentar con
movimiento por medio de lobépodos (pseudépodos
anchos) o acantopodios (pseud6podos finos).

En caso negativo reporta “No se observan amebas
de vida libre”. En caso positivo, el Microbiélogo
informa inmediatamente al médico

©

10| ¢Observa trofozoitos de amebas en el sedimento?

ML B e

[

Realiza la prueba de exflagelacion para determinar el
posible género

12 |Coloca una gota del sedimento que contiene las amebas.

13 |Afada 1 mL de agua destilada estéril.

14 |Agita suavemente el tubo.

15 |Sella el tubo con papel tipo Parafilm.

16 |Incuba a 379C - 42°C por 3 horas.

Examina periédicamente cada 40 minutos para buscar
formas flageladas.

En caso afirmativo informa y reporta: Presencia de
posible Naegleria fowleri. En caso negativo
reporta: Presencia de posible ameba de vida libre.

®

18 |¢Se encuentran formas flageladas?

Coordina con la Cétedra de Protozoologia de la Facultad de!
19 |Microbiologia, UCR, el envio de la muestra para realizacion
de técnicas moleculares y/o cultiva en medio Page.

F¢EERERER

®
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9.20.Peteccién de amebas de vida libre en fluidos bioldgicos (continuacién)
Funcionario responsable
AUX, TEC-1, TEC-

Descripcién de la actividad TEC-1, TEC- TEC-1, TEC-2, DPL, MQC 2, DPL, MQC, Observaciones
2, DPL, MQC DPL, MQC < Personal

administrativo

Si el Microbidlogo recibe tejido corneal o tejido de dlcera,
20 [corta con bisturi de manera estéril con 0.5 mLa 1 mL de PBS @
0 solucion salina estéril.

Agita para facilitar la dispersion de la muestra por 1 minuto’
hasta homogenizar bien (puede utilizarse un vortex).

22 |Centrifuga por 10 minutos a 5000 rpm.

23 [Descarta sobrenadante.
Frotis al fresco: se pueden observar trofozoitos
y/o quistes. Los quistes se observan con pared

quistica doble, sugiriendo Acanthamoeba sp.
Frotis para tefiir con Giemsa u otros colorantes
disponibles se pueden observar trofozoitos y/o
quistes. Los quistes se observan con pared
quistica doble, cuyo endocisto (capa interna)
puede tener variedad de formas (estrellada,
hexagonal, redondeada), sugiriendo

Realiza con el sedimento obtenido un frotis al fresco y un
24 |frotis para tefiir con Giemsa, cultiva en medio Page y/o
envia a UCR para realizar PCR.

sp.

25 |Registra los resultados en el sistema de informacion.

26 |Valida y refrenda el informe de resultados.

27 |Envia los resultados a quien corresponda. —
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10.21. Cultivo por amebas de vida libre.

9.21.Bultivo por amebas de vida libre.
Funcionario responsable
AUX, TEC-1, TEC-

Descripcién de la actividad AUX, TEC-1, TEC- TEC-1, TEC-2, DPL, MQC 2, DPL, MQC, Observaciones
2, DPL, MQC DPL, MQC < Personal

administrativo

Ver procedimiento Deteccién de amebas de vida
libre en fluidos bioldgicos.

-

Recibe sedimento.

Pone a atemperar 2 o mas placas con medio Page o agar
agar por 30 minutos.

[N}

Rotula las placas con marcador indeleble en la base de ésta,
no debe rotularse en la tapa, y se sefiala en la base de la
placa 5 puntos equidistantes

w

Realiza una suspensién de Escherichia coli semejante al 0.5
McFarland, en 0.5 mL es solucion salina estéril.

IS

Realiza rayado confluente con ayuda torunda estéril
impregnada con la suspensiéon de Escherichia coli, en 3|
direcciones sobre la superficie del medio Page (sin romper
el medio de cultivo)

«w

Y

Coloca en las zonas marcadas 1 gota del sedimento del LCR.

~

Sella la placa con papel tipo Parafilm para que no se seque.

o

Incuba a temperatura ambiente por 7 dias.

Revisa cada 24 horas con ayuda del lente de 4 X o 10 X. del
microscopio de luz, buscando trofozoitos y/o quistes.

¢Observa trofozoitos y/o quistes de amebas de vida libre?’
En caso negativo a los 7 dias se reporta “No se cultivaron
amebas de vida libre”. En caso positivo se reporta
“Presencia de amebas de vida libre” y se envia a la UCR para
la identificacion.

Ju
5]

—
=

Registra los resultados en el sistema de informacion.

Valida y refrenda el informe de resultados. ﬁ

Envia los resultados a quien corresponda. —

Ttk EERERI

o
~

—
@
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10.22. Diagnostico de Trichomonas vaginalis.

9.22.Piagnéstico de Trichomonas vaginalis.
Funcionario responsable
AUX, TEC-1, TEC-
2, DPL, MQC,

Descripcion de la actividad

AUX, TEC-1, TEC- TEC-1, TEC-2,

Observaciones

Final del procedimiento.

DPL, MQC
2, DPL, MQC DPL, MQC Personal
administrativo

1 |Recibe el formulario de solicitud y muestra.

Revisa la i ificacion del r do la

muestra con el formulario de solicitud

Si

¢La identificacion y condicién de la muestra coincide con la

solicitud y criterios de aceptacion? No
4 Rechaza segun corresponda de acuerdo con lo establecido

en la division de Parasitologia.

Transfiere una gota de la muestra a un portaobjetos, le
5 [coloca un cubreobjetos y lo observa en el microscopio de luz

visible con el lente de 10 X 0 40 X.

(Observa trofozoitos de Trichomonas vaginalis? En caso!

negativo reporta: No se observan trofozoitos de

Trichomonas vaginalis. En caso afirmativo reporta: Se

observan trofozoitos de Trich vaginalis .
7 |Registra los resultados en el sistema de informacién.
8 [Valida y refrenda el informe de resultados. ﬁ
9 |Envia los resultados a quien corresponda. é
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10.23. Técnica de Graham.

9.23.écnica de Graham.
Funcionario responsable
AUX, TEC-1, TEC-
2, DPL, MQC, Observaciones

Descripcion de la actividad TEC-1, TEC- TEC-2, DPL,
2, DPL, MQC mac Personal
administrativo

DPL, MQC

Recibir a la persona usuaria y se verifica la solicitud de
analisis y la identificacion del usuario.

¢Concuerdan la solicitud de analisis con la identificacion de:
la persona usuaria?

1

No

Rechaza segun corresponda de acuerdo con lo establecido
en la division de Parasitologia.

w

Explica el procedimiento a seguir y valida si la persona
usuaria y/o tutor en el caso de un menor de edad
comprende el proceso.

IS

éla persona usuaria y/o tutor en el caso de un menor de
edad comprende y acepta el procedimiento?

«

e

z
B

o

Se le indica que no se realiza el procedimiento

éla persona usuaria acude con las condiciones solicitadas!
previamente (sin bafar, sin defecar y sin uso de crema o
talco en la region perianal)?

~

Explica a la persona usuaria nuevamente la instruccion y lo
di | a la i para i i de cita
nuevamente.

Final del procedimiento.

'z P
° @

Traslada a la persona usuaria al drea de toma de muestras
especiales. Idealmente durante la toma de la muestra debe
estar presente otro funcionario del laboratorio que tenga la
funcion de testigo.

©

Prepara los materiales para la toma de la muestra (cinta
dhesi j y/o por

Con las manos limpias coloca cinta adhesiva en el extremo,
11|de un bajalenguas y/o portaobjetos con la parte adh:
lexpuesta (goma hacia afuera).

Le indica a la persona usuaria que se ponga en posicién de
decubito (4 puntos) exponiendo la region glutea.

—
©

Se coloca los guantes.

Separa los gliteos de la persona usuaria con una mano y
con la otra toca repetidamente alrededor de la region
perianal y anal con la superficie adhesiva segin preparado
previamente.

Coloca la cinta adhesiva sobre un portaobjetos con la goma
hacia el portaobjetos evitando la formacién de burbujas de
aire para su posterior andlisis (toma al menos 3 muestras!
para cubrir la mayor superficie perianal y anal).

iy
&

Indica a la persona usuaria la finalizacion de la toma de la
muestra y traslada la muestra a la Divisidn de Parasitologia.

e
)

P EkEERI]

Si es necesario en uno de los portaobjetos ya con muestra
coloca glicerina para que difunda por capilaridad y clarificar!
la muestra.

—
N

Revisa el portaobjetos con la cinta adhesiva en el
microscopio en lente de 10X de forma sistematica en
sentido direccional toda la cinta adhesiva adherida al
portaobjetos para la busqueda de huevecillos de Enterobius
vermicularis y confirma en 40X

e
%

En caso negativo se reporta: No se observan
huevecillos de Enterobius vermicularis. En caso
afirmativo reporta: Se observan huevecillos de
Enterobiu: i i

iy
o

{Observa huevecillos de Enterobius vermicularis ?

20 [Registra los resultados en el sistema de informacion.

21 |Valida y refrenda el informe de resultados.

22 |Envia los resultados a quien corresponda. —
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10.24. Toma de muestra para diagndstico de leishmaniosis cutanea.

9.24.Ffoma de muestra para diagndstico de leishmaniosis cutanea.
Funcionario responsable
AUX, TEC-1, TEC-

Descripcion de la actividad AUX, TEC-1, TEC- TEC-1, TEC-2, DPL, MQC 2, DPL, MQC, Observaciones
2, DPL, MQC DPL, MQC . Personal

administrativo

Recibe el formulario de solicitud, se coloca el equipo de

1 |proteccién personal, se atiende a la persona usuaria y se
inspecciona las lesiones.
Valorar: Epidemiologia de Leishmania sp: el
A4 tiempo de inicio de la lesién, si es primera vez,
2 | Entrevista a la persona usuaria - cantidad de lesiones, si hubo alguna picadura de
insecto, lugares de residencia, trabajo y visitados
reci te.
X : . - No
3 éla persona usuaria estd con uso de antibidtico o
tratamiento tépico? si
: . . v
Vuelve a citar a la persona usuaria 1 semana después de’ . o
4. . . Final del procedimiento.
finalizado el tratamiento.
Primero: con gasa, limpia con agua y jabon.
oo fi ” Segundo: limpia con alcohol yodado (opcional).
5 [Se realiza limpieza de la lesion 8 N p v N (op N ,)
Tercero: limpia con alcohol de 70°. Cuarto: limpia
con agua destilada estéril v se quita la costra
Procede a la toma de la muestra, raspando la parte interna
del borde activo de la ulcera, con ayuda de una hoja de
6 bisturi (la incision debe ser de aproximadamente 5 mm de| -
largo y 3 mm de profundidad), si sangra, limpia con gasa y
presiona para hacer estasis sanguinea (interrupcion del ‘
sangrado).
Realiza, por cada lesién, tres improntas en cada
7 |portaobjetos (al menos 3 portaobjetos), cada una de ellas
debe ser un frotis de manera circular.
a Deja secar a temperatura ambiente por 10 minutos y luego Si no tiene secador de laminas secar 1 hora a
15 minutos sobre secador de laminas temperatura ambiente
9 [Fija con metanol por 5 minutos.

10 [Realiza la tincion con colorante de Giemsa.

11 |Realiza la observacion de los frotis con el objetivo de 100X.

No observa amastigostos: No se observan
amastigotos de Leishmania sp.

Si observa i Se observan

de Lei ia so.

12 |Reporta el resultado de la observacion del frotis

13 |Registra los resultados en el sistema de informacion.

14 |Valida y refrenda el informe de resultados. ﬁ

15 |Envia los resultados a quien corresponda. —

1+
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10.25. Toma de muestra y diagndstico de demodicosis.

25.Foma de muestra y diagnéstico de demodicosis
Funcionario responsable
AUX, TEC-1, TEC-
Descripcién de la actividad AUX, TEC-1, TEC- TEC-1, TEC-2, DPL, MQC 2, DPL, MQC, Observaciones
2, DPL, MQC DPL, MQC . Personal
administrativo

Recibe el formulario de solicitud y atiende a la persona
usuaria.

éla persona usuaria se presenta con la cara limpia (sin
maquillaje, sin protector solar o crema tdpica)?

No
v
Solicita a la persona usuaria que se lave la cara y la seque’ -
con papel toalla
a. Glandulas sebaceas: obtener secreciones fresca
de las gldndulas sebdceas mecanicamente con los:
dedos indice y pulgar o con un saca-comedones.
4 |Revisa la(s) lesion(es) segun corresponda: < b. Piel: raspado intenso de la piel con una hoja de
8 P ) bisturi #10 abarcando 1 cm2.
c. Pestafias: extrae con una pinza 10 pestafias, 5 d
cada ojo alternando entre parpado inferior y
parpado superior.
5 [Colecta la muestra, deposita en el portaobjetos, -
6 Afiade una gota de aceite de inmersion o aceite vegetal y! ﬁ
coloca el cubreobjetos encima.
B Realiza la observacién de los frotis con el microscopio de luz ﬁ
visible con el lente de 10 X y confirma con lente de 40 X. ‘
N
8 |éObserva ectopérasitos?
indice de infestacion piel = Nimero deDemodex
: Aci an oo sp/Raspado de piel de 1 cm2= Pardsitos por cm2.
Calcula la cantidad de parasitos utilizando el indice de! /p/. P R P L, - p’
9 Indice de infestacion pestafias = Numero d

infestacion segun el sitio anatémico (pestafias o piel) Demodex sp/Nmero de pestafias= Parasitos por

No se observa: No se observan Demodex sp.
Si se observa: Se observa Demodex folliculorum
(estado evolutivo) y/o Demodex brevis (estado
evolutivo), e indice de infestacion

10|Reporta el resultado de la observacién del frotis

11 |Registra los resultados en el sistema de informacién.

= B B S

12 |Valida y refrenda el informe de resultados.

13 |Envia los resultados a quien corresponda. -
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10.26. Toma de muestra y diagnodstico (técnica cianoacrilato) de
demodicosis.

9.26.foma de muestra y diagnéstico (técnica cianoacrilato) de demodicosis.
Funcionario responsable
AUX, TEC-1, TEC-

Descripcion de la actividad AUX, TEC-1, TEC- TEC-1, TEC-2, DPL, MQC 2, DPL, MQC, Observaciones
2, DPL, MQC DPL, MQC . Personal
ad
Recibe el formulario de solicitud y atiende a la persona
1
usuaria. -
éla persona usuaria se presenta con la cara limpia (sin 5"
2 N -
sin protector solar o crema tdpica)? l No
3 En caso negativo solicita a la persona usuaria que se lave la -
cara y la seque con papel toalla. l
En caso positivo revisa la(s) lesién(es) a nivel de estrato.
o[ oo ) st .
corneo de piel.
5 Delimita un 4rea de 1 cm”con un marcador indeleble en un é
portaobjetos.
6 Aplica una gota del cianoacrilato en la cara opuesta de la ﬁ
marca colocada en el portaobjetos.
Presiona la cara adhesiva del portaobjeto con el
7 |cianoacrilato, sobre la piel por 1 minuto o hasta que el
adhesivo se seque.
g Retira de forma suave el portaobjetos con la muestra k
obtenida.
Coloca aceite de inmersion en la zona del portaobjetos con “
la muestra y luego coloca el cubreobjetos.
1 Realiza la observacion de (los) frotis con el microscopio de ﬁ
luz visible con el lente de 10 Xy confirma con lente de 40 X.
En caso negativo reporta: No se observan
Demodex sp. En caso afirmativo reporta: Se
N N observa Demodex folliculorum (estado evolutivo)
11|Reporta la observacion de ectopérasitos
P P y/o Demodex brevis (estado evolutivo), y realiza
conteo de Demodex sp en la zona delimitada en
40 X.
12 |Registra los resultados en el sistema de informacién.
13 |Valida y refrenda el informe de resultados. -
14 |Envia los resultados a quien corresponda. ;
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1

-

0.27. Toma de muestra y diagndstico de escabiosis.

9.27.oma de muestra y diagndstico de escabiosis
Funcionario responsable
AUX, TEC-1, TEC-

Descripcién de la actividad AUX, TEC-1, TEC- TEC-1, TEC-2, DPL, MQC 2, DPL, MQC, Observaciones
2, DPL, MQC DPL, MQC < Personal

administrativo

Se recibe el formulario de solicitud y se atiende a la persona
usuaria con el equipo de proteccion personal e inspecciona
las lesiones, surcos, placas dérmicas.

[N}

Hace un raspado intenso de la(s) lesion(es), surcos, placas;
dérmicas con un bisturi.

w

Transfiere el contenido a un portaobjetos, lo mezcla con
aceite de inmersion, aceite vegetal o KOH 10 %, le coloca un
cubreobjetos.

Realiza la observacion de los frotis en el microscopio de luz
visible con el lente de 10 Xy 40 X

«

En caso negativo reporta: No se observan
Sarcoptes scabiei .
En caso positivo reporta Se observan Sarcoptes
scabiei y el estado evolutivo.

Reporta el resultado obtenido

o

Registra los resultados en el sistema de informacion.

~

B EEERID

Valida y refrenda el informe de resultados.

)

Envia los resultados a quien corresponda. ‘
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10.28. Andlisis directo por parasitos en muestras de esputo, esputo
inducido, aspirado bronquial o lavado bronqueo alveolar.

9.28.@nlisis directo por parasitos en muestras de esputo, esputo inducido, aspirado bronquial o lavado bronqueo alveolar.
Funcionario responsable
AUX, TEC-1, TEC-

Descripcion de la actividad TEC-1, TEC- TEC-1, TEC-2, DPL, MQC 2, DPL, MQC, Observaciones
2, DPL, MQC DPL, MQC . Personal

ad

Revisa la identificacién de la muestra con la solicitud de
analisis clinico.

Revisa macroscopicamente si la muestra posee porciones
viscosas y/o sanguinolentas.

8

(A nivel macroscépico, la muestra tiene porciones viscosas'
y/o sanguinolentas?

w

z
5
<«
@

Coloca 1,0 mL de la muestra en un tubo de 13 X 100 (plastico
o vidrio).

Agrega a la muestra 1,0 mL del agente mucolitico (NaOH al 2!
%, NaOH al 4 % u otro agente mucolitico).

«

o

Incuba la muestra a temperatura ambiente por 15 minutos.

~

Agrega a la muestra 2,0 mL de buffer de fosfatos (pH 6,8).

[

Centrifuga la muestra a 1 000 rpm por 5 minutos.

Decanta el sobrenadante en recipiente que contenga cloro,
y el sedimento lo utiliza para realizar el montaje directo.

el sedimento ido con 100 pL de solucién
salina al 0,85 %.

Coloca 50 uL de la preparacidn entre portaobjetos vy
cubreobjetos.

Larvas de helmintos tales como: Ascaris
lumbricoides,  Strongyloides stercolaris y|
huevecillos de Paragonimus sp.

el montaje directo por campo con el lente de 10 Xy
confirma con el de 40 X para detectar huevecillos o larvas de!
helmintos

a. No se observan larvas ni huevecillos reporta:
No se observan larvas ni huevecillos de helmintos.
b. Si se observa larvas: Presencia de larvas d
helmintos.

c. Si se observa huevecillos: Se observat
huevecillos de (indicar el nombre del helminto).

Reporta el resultado segin la observacion larvas y/o
huevecillos de helmintos

14 |Registra los resultados en el sistema de informacién.

ﬁ  EEEFEREER BRI

15 |Valida y refrenda el informe de resultados.

16 |Envia los resultados a quien corresponda. ﬁ
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10.29. Andlisis de lesiones furunculares con sospecha de infestacion
por larvas de moscas de Dermatobia hominis.

9.29.Bndlisis de lesiones furunculares con sospecha de infestacién por larvas de moscas de Dermatobia hominis.
Funcionario responsable
AUX, TEC-1, TEC-

Descripcion de la actividad AUX, TEC-1, TEC- TEC-1, TEC-2, DPL, MQC 2, DPL, MQC, Observaciones
2, DPL, MQC DPL, MQC . Personal

administrativo

Verificar la identificacion de la persona usuaria o del
recipiente conteniendo el ejemplar (larva) enviado con el
formulario de solicitud de analisis.

‘

¢Recibe a la persona usuaria o el ejemplar?

[

Persona usuaria

N

Larva

w

Traslada a la persona usuaria al drea de toma de muestras.

Pinza, placa de Petri, vaselina, gasa estéril, alcohol,
solucién salina

IS

Prepara los materiales para la toma de extraccion de la larva

Coloca gasa impregnada con bastante vaselina sobre el
orificio foruncular para sofocar a la larva.

«

Se debe tener cuidado que en el proceso de
extraccion que la larva no sea fragmentada,
ademds asi se facilitar la curacion e impide
infecciones bacterianas secundaria

Captura la larva cuando ésta intenta salir a respirar,
utilizando pinzas (de ser necesario este procedimiento se
realiza en todas las lesiones presentes).

Y

~

Limpia la lesion con gasa impregnada con alcohol de 70°.

Indica a la persona usuaria la finalizacion de la toma de la
muestra y traslada el ejemplar a la Division de Parasitologia.

o le——
Lava la larva con alcohol de 70° incoloro. *

(Realiza la identificacion de la larva como larva de st
Dermatobia hominis ?

IR RE

©

Coordina con la seccién de Entomologia Médica de la
11|Facultad de Microbiologia de la UCR al 2511 5430, para
solicitar apoyo en la identificacion del artrépodo.

12 |Registra los resultados en el sistema de informacién.

13 |Valida y refrenda el informe de resultados.

14 |Envia los resultados a quien corresponda. ‘

11.Contacto para consultas

Dra. Ana Lorena Torres Rosales, Coordinadora Nacional, Coordinacion Nacional de
Laboratorios Clinicos, atorresr@ccss.sa.cr

Coordinacion Nacional de Laboratorios Clinicos, labclini@ccss.sa.cr

12.Monitoreo y auditoria del Manual de Procedimientos

El monitoreo y la auditoria del presente Manual se debe realizar de forma constante
durante las visitas de supervision que realizan los Supervisores Regionales en Microbiologia
y la Coordinacion Nacional de Laboratorios Clinicos a los diversos Laboratorios Clinicos de
la red Institucional.


mailto:labclini@ccss.sa.cr
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14.1. Anexo 1. Criterio de aceptacion de muestras clinicas para procesar en
Parasitologia

Criterio de aceptacidon de muestras clinicas para procesar en Parasitologia.
Tipo de muestra Criterio de aceptacion

Esputo Muestra no debe ser salivosa.
Lesion para la busqueda de | Evitar el uso de cremas, maquillaje, utilizaciéon de
acaros (Demodex o Sarcoptes) | sustancias antimicrobianas u otros.
La piel debe llegar limpia.
Lesidon para la busqueda de | Persona usuaria no debe haber utilizado ninguna
Leishmania sp terapia antibacteriana en la Ultima semana.
Materia fecal La muestra no debe estar derramada.
Debe recibirse en el recipiente provisto por la
Institucion, con la identificacién de la persona usuaria
(Nombre y numero de identificacion) en el frasco nunca
en la tapa.
Muestra de preferencia recién evacuada y recolectada.
Cantidad de muestra: si la muestra es sélida debe ser al
menos del tamafio de una nuez y si la muestra es liquida
al menos 10 mL.
Si se requiere la determinacion de calprotectina la
muestra debe mantenerse en frio desde la recoleccion
y hasta ser entregada en el laboratorio (no congelada).
Si se requiere la determinacion de elastasa la muestra
debe mantenerse en frio desde la recoleccidn y hasta
ser entregada en el laboratorio (no congelada).

Secrecién vaginal La muestra de secrecion vaginal debe ser recibida en
tubo de ensayo con solucién salina estéril o medio de
transporte.

Técnica de Graham Persona usuaria debe presentar al Laboratorio Clinico

sin haberse aseado el drea perianal y en la medida de lo
posible que no haya defecado.

14.2. Anexo 2. Caracteristicas morfologicas de larvas de Strongyloides
stercoralis y uncinarias (Necator americanus y Ancylostoma duodenale)
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Cuadro comparativo para la identificacidon de larvas de Strongyloides stercoralis y
uncinarias (Necator americanus y Ancylostoma duodenale)

Estadio Caracteristica Strongyloides Uncinarias
stercoralis
Larva Tamafo 180-380 um x 14-20 250 pm x 20 pm
rabditiforme pm
Cépsula bucal Corta Larga y angosta
Esofago Rabditiforme Bulboso
Primordio genital Prominente Puntiforme o no
visible
Larva Tamano 500-630pm x 14pm - | 560 pm - 630 um x 14
filariforme 16 um pm -16 pum
Esofago Cilindrico que ocupa la | Cilindrico que ocupa

mitad del cuerpo

un tercio del cuerpo

Extremo caudal

Romo o bifurcado

Puntiagudo

Vaina

Ausente

Presente

Fuente: Adaptado de Beavery otros, 2003; Fernandez y otros, 2016




