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1 Introduccién

La Asociacion Espafiola de Bioseguridad (AEBioS), a peticién de la Red Nacional de Biobancos, ha
desarrollado una actividad informativa y elaborado el presente documento como orientacién para la
manipulaciéon de muestras con SARS-CoV-2 (COVID-19). Aunque, la motivacién inicial surge del manejo
de muestras en biobancos, las recomendaciones recogidas a continuacion son aplicables a cualquier
laboratorio que desarrolle otro tipo de actividades (p.e. diagndstico, investigacion) que vayan a
manipular este tipo de muestras.

2 Objetivo

e Proporcionar orientacién a los laboratorios para la manipulacién de muestras que contengan o
puedan contener el coronavirus SARS-CoV-2 que causa la enfermedad denominada COVID-19.

e Para cada proceso con riesgo potencial, se detallan instrucciones y requerimientos cuyo
seguimiento trata de reducirlos hasta limites de seguridad aceptables y de garantizar el
cumplimiento del marco legislativo y normativo vigente.

3 Advertencias

e El presente documento se basa en los conocimientos actuales existentes sobre este y otros
coronavirus (SARS-CoV y MERS-CoV) y en las guias y recomendaciones establecidas por la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) (8) y otros documentos relacionados (1, 3).

e Los conocimientos sobre COVID-19 estdan evolucionando rapidamente y se continda
monitorizando todos los desarrollos y nuevas investigaciones que se producen, por lo que la
presente guia podra ser revisada segln se vayan descubriendo nuevos datos.

» Lalegislacidn y/o normativas de cada pais (9) puede estar en discordancia con las consideraciones
de este documento, siendo la primera la que, en cualquier caso, deberia prevalecer.

4 Medidas basicas de control en laboratorios con muestras de SARS-CoV-2

4.1 Procedimientos y barreas primarias basicas

e Las recomendaciones descritas en la “Guia técnica para la Evaluacion y prevencion de los riesgos
relacionados con la exposicion a agentes bioldgicos” (INSST) (7), especialmente los requerimientos
de los niveles de bioseguridad para los laboratorios (Apéndice 12), seran de aplicacién a TODOS
los procedimientos de laboratorio que impliquen la manipulacidn de muestras posiblemente
contaminadas por SARS-CoV-2.

e Ademads, se deberian tener en cuenta las recomendaciones indicadas por la OMS en sus
publicaciones especificas sobre COVID-19 (8).

e Adicionalmente, se necesitaran implementar técnicas, practicas y equipos de proteccion individual
y colectiva segun el tipo de manipulacién que se vaya a realizar.

RIDN FEDER ]

*
* . Fando Europeo de & 3 #®  cOBRERNO MINISTERIO
ok Cesarmolio Reglonal b '-q' DE ESPAMNA DE CIEMCIA retituto B b A B I O
1 I E INNOVACION Setuito _<‘ 10 a CcOS E

“Una n‘lr-.l:::llc?r: E",',ﬁ,%if?ummn Carleslll Spanish Biobank Nelwo k . - Asociacion Espanola de BioSeguridad



.. . C .. . » Red
Gestion del riesgo biolégico en laboratorios ~*-{Biobancos

' AEB|OS gue manipulen muestras con SARS-CoV-2

: do BioSeguridat _ Fecha: 12/4/2020
(COVID 19) Pagina: 4 /11

e Para el trabajo con muestras donde se puedan producir aerosoles o salpicaduras se deberan
utilizar los siguientes equipos de proteccion individual (EPI):
- Bata de laboratorio resistente a salpicaduras (preferiblemente cerrada por delante y anudada
a la espalda y con pufios elasticos). Se puede sustituir por mono completo, como minimo, de
tipo 4B.
— Doble guante de proteccion certificados frente al riesgo bioldgico.
- Mascarilla tipo FFP2 o superior.
- Gafas de proteccién ocular hermética a salpicaduras o en su defecto, pantallas faciales
protectoras.
- Gorro desechable.
- Cubre zapatos desechables (calzas).
¢ La manipulacidn de cualquier material bioldgico no inactivado se realizard en Cabina de Seguridad
Bioldgica (CSB) de clase Il certificada con cualificacion vigente.
e Se deberan usar micropipetas (o en su defecto sus puntas) con barreras antiaerosoles.
e Se deberan usar contenedores, tubos, etc., con tapdn de rosca para evitar derrames por apertura
accidental.
e Cualquier material debera ser desinfectado antes de retirarlo de la cabina.
e Después de los trabajos se debera desinfectar todas las superficies interiores de la cabina.
e Se deberdn tener establecidos programas de limpieza y desinfeccién de la instrumentacion
utilizada, mobiliario y superficies del laboratorio
e Se deberad realizar una gestion de residuos peligrosos conforme a la normativa vigente.

4.2  Controles administrativos y organizativos

e Se deberd realizar una evaluacion del riesgo bioldgico especifica para los trabajos a realizar con
SARS-CoV-2.

e Lalnstitucién deberia contar con un Asesor en Bioseguridad (ABS) como pieza clave para todas las
actividades relacionadas con la gestién del riesgo bioldgico: evaluacidon de riesgos, seleccién de
equipamiento y EPls, definicidon de procedimientos, formacidn del personal, etc.

e Esobligatorio que todo el personal esté familiarizado y se haya verificado su entrenamiento tanto
en el uso de equipos de proteccidn colectiva e individual, como en el seguimiento de las medidas
de emergencia y contingencia establecidas.

e Se deberd realizar la vigilancia de la salud de los trabajadores adecuada y especifica en relacidn
con los riesgos por exposicidn a agentes bioldgicos. Es aconsejable que la vigilancia médica incluya
la realizacion de pruebas diagndsticas para COVID-19 (PCR) iniciales, periddicas o siempre que se
sospeche de una exposicion involuntaria. Se recomienda un seguimiento serolégico.

e Esobligatoria la comunicacién de cualquier incidente o accidente ocurrido en el laboratorio al ABS
y/o al servicio de prevencion de riesgos laborales, segln corresponda.
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5 Nivel de Contencidn Bioldgica 2 (NCB2)

5.1 Técnicas de laboratorio que se deberian desarrollar con este nivel de contencién

e Como norma general, las técnicas diagndsticas que no impliquen proliferacidon ni amplificacion del
virus de muestras no inactivadas se realizaran en un laboratorio NCB2 en cabina de bioseguridad.
¢ Ejemplos de estas técnicas:

- Preparacién de las muestras frescas no inactivadas.

— Disgregacidon de muestras solidas o viscosas (p.e. esputo, lavados bronquiales, etc.).

- Adicidn de tampdn de lisis.

- Fijacion de muestras.

- Alicuotado de lisados de virus (muestras donde las particulas virales han sido lisadas o
inactivadas).

- Alicuotado de muestras bioldgicas (plasma, sangre, etc.) no inactivadas.

- Preparacién de muestras no inactivadas para centrifugacion.

- FACS (fluorescence-activated cell sorting) y separacion celular de muestras previamente
fijadas. Estos equipos deberian disponer, en cualquier caso, de sistemas de gestidon de
aerosoles (AMS) (6).

- FACS y separacion celular de muestras no inactivadas, siempre y cuando el equipo se
encuentre contenido en su propia cabina de bioseguridad clase Il especificamente disefiada,
certificada y con cualificacién vigente (6).

¢ Aquellas muestras que se hayan fijado o inactivado mediante un proceso validado o con suficiente
evidencia cientifica de efectividad, se podran procesar fuera del laboratorio NCB2.
e Ejemplos de este tipo de técnicas son:

- Extraccion de acidos nucleicos por métodos manuales o automaticos de muestras fijadas o
inactivadas.

- RT-PCR de muestras de acidos nucleicos.

- Alicuotado de muestras bioldgicas (plasma, sangre, etc.) inactivadas.

- Tincidn y analisis microscdpico de frotis previamente fijados.

- Tincidn y examinacién de tejidos fijados.

- Microscopia electrénica de especimenes previamente fijados.

- Citometria con muestras fijadas.

e Para las técnicas a desarrollar fuera del NCB2 serdn de aplicacidon las Buenas Practicas y

Procedimientos Microbioldgicos (GMPP) recogidas por la OMS.

5.2 Instalaciones

e Superficies resistentes a la humedad y a los productos quimicos en mesa de trabajo, suelo y
paredes.

e Control de acceso, preferiblemente electrdnico.

¢ Autoclave disponible en el edificio.

e Esrecomendable que los laboratorios NCB2 dispongan de un sistema de ventilacidn independiente
y sin recirculaciéon de aire.
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5.3 Otras medidas de control

¢ Todas las medidas basicas de control descritas anteriormente, especialmente el uso de EPIs.

e Sefializacion de riesgo bioldgico.

¢ Acceso restringido al laboratorio al personal formado y entrenado.

¢ Entrenamiento supervisado y aprobado por el ABS en los procedimientos de bioseguridad y uso
de equipos de proteccidn individual y colectiva, planes de contingencia y emergencia.

¢ Descontaminacion de espacios y las superficies con procedimientos y productos eficaces y
validados contra virus con envuelta, siguiendo las recomendaciones del ABS (ver mds adelante).

e Uso de centrifugas con tapas antiaerosoles. La carga y descarga de los rotores o cestillos se
realizardn en CBS.

e Puertas y ventanas (si fueran practicables) deberdn permanecer cerradas en todo momento.

6 Nivel de Contencidn Bioldgica 3 (NCB3)

6.1 Técnicas de laboratorio que se deberian desarrollar con este nivel de contencidn

Cultivo, aislamiento, purificacion y caracterizacién de particulas virales de SARS-CoV-2
procedentes o recuperadas de cultivos.
FACS y separacion celular con células viables infectadas con virus no inactivado (6).

6.2 Instalaciones

e Todas las aplicables al NCB2.

e Superficies resistentes a lahumedad y a los productos quimicos en mesa de trabajo, suelo, paredes
y techos.

¢ Control de acceso electrénico, preferentemente biométrico.

e Antesalas en el acceso al area de trabajo.

e Ventanas no practicables y estancas.

e Sistema de ventilacidn sin recirculacion e independiente.

e Presidn negativa (subatmosférica) en gradiente diferencial unidireccional de flujo continuo.

e Control visual in situ del mantenimiento de la presién negativa diferencial dotado de alarmas
Opticas y/o acusticas.

e Filtracion HEPA H14 en el aire de extraccion.

¢ Se recomienda filtracion HEPA en aire de impulsidn, al menos H13.

e Sistemas de intercambio de materiales (SAS, airlocks, dunk tanks, autoclaves) que aseguren que el
proceso de salida se realiza de manera segura tras un proceso de descontaminacién adecuado.

» Area (vestuario) para el cambio completo de ropa y colocacién y retirada segura de ropa de
proteccion y EPIs sobre ropa de trabajo. El vestuario puede disponer ademas de duchas de
descontaminacidn para el personal a la salida de la zona biocontenida.

e Encaso de disponer de duchas de biodescontaminacidn personal, tratamiento centralizado de los
efluentes generados mediante métodos validados.
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¢ En caso de no disponer de un sistema de tratamiento de efluentes general o comun para toda la
instalacidn, se deberan utilizar sistemas localizados de inactivacién de los efluentes generados en
el laboratorio (sistema asociado al fregadero u otros sistemas), antes de su retirada o vertido al
sistema general de desaglie. Debe tenerse en cuenta la normativa de proteccién para el medio
ambiente.

e Autoclave de doble puerta disponible en la barrera de la zona de contencién.

6.3 Otras medidas de control

e Todas las medidas para NCB2.
e Formacidn y entrenamiento en condiciones NCB3, informado y autorizado por el ABS.
e Proteccién corporal y respiratoria completa:
- Mono completo y calzas tipo 4B o superior.
- Mascarilla FFP3, y/o en su caso capuz ventilado.
- Uso de doble guante con certificacion “virus”.
e Descontaminacion de EPI antes de abandonar la zona de trabajo.
e Retirada de EPI en zona segura por procedimientos homologados normalizados
¢ Lavado de manos, expectoracion, limpieza de la mucosa nasal y cepillado de ufias antes de
abandonar la zona NCB3.
¢ Procedimientos de descontaminacién validados de superficies y espacios.
e Registro de utilizacidon de material biolégico en el laboratorio.

7 Biocustodia (biosecurity)

Serdn de aplicacidn las siguientes medidas:

e Se deberdn establecer los registros necesarios que permitan una trazabilidad de las muestras
desde su entrada en la instalacion hasta su eliminacidn o envio. Entre ellos:
- Registro de entradas y salidas del material bioldgico (fecha, hora, origen, destino) con
codificacion Unica de cada muestra.
- Registro e inventario de la localizacién de las muestras bioldgicas y su almacenamiento.
- Registro de utilizacién que recoja destino, movimientos, usos (técnicas) dentro de la
instalacién NCB2/NCB3, incluyendo la recodificacion de alicuotas en su caso.
- Registro de destruccidon de muestras bioldgicas.
- Registro de personal implicado en la biocustodia.
e Se deberian utilizar preferentemente registros informaticos seguros con copia de seguridad,
igualmente segura.
e Conservar en lugar y medio seguro la documentacion y registros fisicos e informaticos generados
durante al menos cinco afos.
*  Control de accesos a los cuartos de almacenamiento.
e Verificacién periddica de la situacion fisica de las muestras biolégicas.
e En caso de apreciarse anomalias contables, informar de manera inmediata al responsable de
biocustodia (ABS o persona designada).
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e Sefializacion de riesgo bioldgico del area de biocustodia.

8 Transporte de muestras

¢ Envio de muestras al exterior (transporte externo):

- Eltransporte externo de muestras de diagndstico potencialmente infectadas con SARS-CoV-2
se realizaran conforme a las normas para sustancias infecciosas de categoria B (instruccion de
embalaje P650 y UN3373), solo con embalajes certificados (8).

- El transporte externo de cultivos o concentrados virales infectadas con SARS-CoV-2 se
realizardn conforme a las normas para sustancias infecciosas de categoria A (instruccién de
embalaje P620 y UN2814), solo con embalajes homologados (8).

- Esta prohibido el transporte en vehiculos privados.

- Soblo se usaran contenedores primarios que aseguren un cierre estanco.

— Si el transporte se realiza desde una instalacién NCB2: El recipiente primario se desinfectara
antes de retirarlo de la cabina. En el propio laboratorio NCB2 se preparara el contenedor
secundario. El contenedor secundario se desinfectara superficialmente antes de retirarlo del
NCB2.

- Sieltransporte se realiza desde una instalacion NCB3: El contenedor primario y secundario se
prepararan en cabina de bioseguridad, descontaminando el contenedor secundario también
interiormente dentro de la cabina. El contenedor secundario cerrado se descontaminard
exteriormente antes de retirarlo de la cabina y antes de sacarlo de la zona de contencidn
NCB3.

- Se asegurara la descontaminacidn exterior de contenedores primarios y secundarios con
desinfectantes de probada eficacia (ver mas adelante).

e Transporte interno y almacenamiento:

- Se aconseja el uso de contenedores secundarios (certificados para transporte externo, rigidos
o bolsa) para el almacenado final en ultracongeladores.

- El transporte interno de muestras se realizard en contenedores secundarios resistentes a
caidas y estancos.

9 Desinfectantes

e Procedimiento basico de desinfeccidén de superficies:
1. Limpieza previa.
2. Aplicaciéon del desinfectante (pulverizacion, pafio, etc.).
3. Esperar tiempo de actuacion.
4. Lavado del desinfectante, si fuese oportuno en funcién del desinfectante utilizado.
e De acuerdo con las recomendaciones de la OMS y otros estudios (2, 4, 5, 8), los siguientes
desinfectantes se consideran eficaces para virus con envuelta.
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Desinfectante

Concentracion

Tiempo de contacto

Utilizacion

Etanol 70% 1 min Desinfeccion general de
superficies

Hipoclorito sédico (lejia) 0,1% (1.000 ppm) 10 min Desinfeccion general de
superficies

Hipoclorito sédico (lejia) 1% (10.000 ppm) 10 min Desinfeccion de vertidos o

liquidos con carga orgdanica (1)

Amonios cuaternarios

Conforme a instrucciones
del fabricante

Conforme a instrucciones
del fabricante

Perdxido de hidrégeno-
acido peracético

Conforme a instrucciones
del fabricante

Conforme a instrucciones
del fabricante

Virkon™@

1% (10gr, 1 1)

10 min

Perasafe™

1,62% (16,2 gr, 1)

10 min

Desinfeccion general de
superficies y vertidos o
liquidos con carga organica (1)

(1) Vertidos o liquidos con carga organica: residuos de lisado de plasma o sangre, residuos de cultivo celular,
lisados viricos, lavados alveolares, residuos de disgregacidon de muestras sélidas o viscosas, ...

En la desinfeccidn con Virkon™ se recomienda un lavado posterior con etanol o agua destilada.

()

10 Gestion de residuos

¢ Losresiduos sdlidos provenientes de muestras no inactivadas se tratardn previamente, dentro de
la cabina, con desinfectantes quimicos eficaces (ver anteriormente).

e Posteriormente, seran gestionados como residuos bioldgicos (residuos sanitarios o biosanitarios
clase Il especiales, segln la comunidad auténoma) o esterilizados en la propia instalacion
mediante autoclavado, si la misma estuviese preparada y autorizada por la autoridad competente.

e Los residuos liquidos en el NCB2 podran ser inactivados mediante doble desinfeccién con
desinfectantes quimicos eficaces con la concentracion adecuada para la inactivacion de liquidos
con carga organica (adicidn previa y posterior de la concentracion necesaria de desinfectante para
el volumen de residuo a producir) o mediante autoclavado (pequefios volimenes).

e Silosvolimenes de trabajo lo permiteny previa consulta al gestor de residuos, restos de pequeiios
volumenes de residuos liquidos de muestras frescas en sus tubos de recogida se podran desechar
en los contenedores de residuos bioldgicos, previo tratamiento con desinfectantes quimicos.

e En los laboratorios NCB3, se seguiran los procedimientos de gestion de residuos ya establecidos
en la propia instalacion.
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11 Recogida de vertidos

e Paralarecogida de vertidos de material biolégico no inactivado se tendra en cuenta lo siguiente:
1. Colocar material absorbente (tapetes, papel secamanos, absorbente granulado, etc.) sobre el
vertido.
2. Afadir sobre dicho material desinfectante con la concentracidon adecuada para la recogida de
vertidos o inactivacidn de liquidos con carga organica.
3. Recoger intentando producir la menor cantidad de aerosoles posibles y desechar como
residuos bioldgicos.
4. Desinfectar toda la superficie afectada.
e Siel vertido se produce en cabina, se detendra el trabajo y se recogera el vertido.
e Siel vertido se produce fuera de cabina se evacuara el laboratorio y se evitara el acceso al mismo.
e Se utilizaran los EPIs indicados en los procedimientos basicos. Si el vertido se produce fuera de la
cabina, dependiendo del volumen del mismo, se optara por bata o mono desechable con
cubrebotas.
e Todo el material desechable (absorbente, bolsas, EPIs) se desechara como residuo bioldgico.
e Enlos laboratorios NCB3, se seguiran los procedimientos de recogida de vertidos ya establecidos
en la propia instalacion.
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