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OBJETIVOS Y ALCANCE DE ESTA GUIA

Esta Guia de Recomendaciones se ha elaborado en el contexto de la actual pandemia de COVID-
19, declarada por la OMS el 11/03/2020, con mas de 1,7 millones de casos notificados en el
mundo, algo menos del 10% de ellos en nuestro pais. Si bien en Espafia la incidencia de nuevos
casos ha comenzado recientemente a descender después de un periodo de estabilizacién, es
previsible que al menos durante los proximos meses nuestros hospitales sigan recibiendo un
nimero importante de casos nuevos de la enfermedad?.

La enfermedad COVID-19 se debe a un nuevo agente infeccioso del grupo Coronaviridae, SARS-
CoV-2, y en los casos que requieren hospitalizacidon, da lugar a complicaciones respiratorias y
sistémicas que pueden ser graves’. En el diagndstico y seguimiento de los pacientes
hospitalizados, se genera un alto nimero de muestras bioldgicas, principalmente de origen
hematico y respiratorio, que, en condiciones adecuadas de calidad y bioseguridad, pueden ser
utilizadas en proyectos de investigacion de la enfermedad.

El Instituto de Salud Carlos 11l (ISCIII) realiz6 recientemente (18/03/2020) una convocatoria
extraordinaria de financiaciéon de proyectos de investigacion en COVID-19 que ha tenido una
respuesta inmediata y masiva por parte de la comunidad cientifica de nuestro pais®. Gran parte
de estos proyectos requerirdn muestras bioldgicas de origen clinico, pero también podran
necesitar otro tipo de muestras o de procesamientos. Asi mismo, nuevas lineas de investigacion
futuras pueden requerir el uso de muestras bioldgicas para continuar generando conocimiento
sobre este virus.

El virus SARS-CoV-2 es de descripcién reciente, y aunque se ha acumulado gran cantidad de
informacién en un tiempo breve referente a las condiciones de bioseguridad que exige su
manejo, la literatura cientifica especifica es todavia muy escasa. Es conocida su capacidad letal
y su alta transmisibilidad de persona a persona por via aérea, principalmente a través de gotas
respiratorias de mas de 5 micras y de fémites contaminados?, y todo ello condiciona el nivel de
riesgo biolégico de los diferentes tipos de muestras biolégicas procedentes de pacientes con
COVID-19. Por lo demsds, la elevada incidencia actual de casos COVID-19 y la prevalencia
desconocida de sujetos infectados y asintomaticos en nuestro medio, aconseja, por el momento,
aplicar todas las medidas de bioseguridad establecidas para COVID-19 a todas las muestras
biolégicas procedentes de pacientes en el ambito nacional.

La Red Nacional de Biobancos (RNBB) es una Plataforma Tecnoldgica financiada por el ISCIII que
agrupa a la mayoria de los biobancos del pais®. Su misiéon fundamental es proveer a los
investigadores de muestras bioldgicas y de datos asociados de alta calidad.

El objetivo fundamental de esta Guia es, pues, facilitar y apoyar la investigacion con muestras
bioldgicas de pacientes con COVID-19 y, en general, con muestras procedentes de todo tipo de
sujetos en el contexto de la pandemia de COVID-19. Para ello, los biobancos, principales gestores
de las muestras, deben contar con unas medidas de bioseguridad que integren en cada
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momento la experiencia internacional y que puedan ser adaptadas a sus condiciones concretas,
en la mayoria de los casos en el ambito hospitalario.

Para ello, la RNBB, con la asesoria técnica de la Asociacion Espafiola de Bioseguridad (AEBIOS)>,
y con la experiencia propia de los biobancos de la Red en el manejo de un amplio rango de
muestras y de patologias, ha recogido la evidencia cientifica procedente de diversas fuentes
(Guias, Documentos técnicos, Recomendaciones nacionales e internacionales, y articulos
cientificos) para su aplicacidn practica al trabajo de los biobancos con muestras biolégicas de
pacientes.

Esta Guia, al igual que gran parte de los documentos en que se basa, esta sujeta a cambios
derivados de nuevos hallazgos y publicaciones en relacion con COVID-19 y su agente causal, asi
como a la evolucién de la pandemia en nuestro pais.

RECOGIDA Y ENVIO DE MUESTRAS CLINICAS AL BIOBANCO

Cada biobanco analizara y establecera los circuitos de recogida y recepcidn de muestras
especificos de su centro, tanto para las muestras asociadas a proyectos concretos como a la
recogida de excedentes diagndsticos de muestras COVID, asegurando siempre la trazabilidad de
las muestras y la seguridad de las personas que las manipulan. Es altamente recomendable que
estos circuitos se integren en los ya existentes en los hospitales para que la actividad clinica
asistencial no se vea alterada.

Hay que tener en cuenta que determinados tipos de muestras excedentes de diagndstico en
algunas ocasiones pueden no cumplir con las condiciones minimas de calidad, debido a que las
condiciones prioritarias de procesado corresponden a la practica asistencial y puede transcurrir
un tiempo hasta su almacenamiento final, por lo que se valorara la conveniencia de incluir estas
muestras en el biobanco (ver ANEXO I: RECOMENDACIONES TECNICAS SOBRE LA CALIDAD DE
LAS MUESTRAS).

En este apartado, se exponen recomendaciones generales para establecer estos circuitos
conforme a los criterios de bioseguridad que este tipo de muestras implica.

En este sentido, se debera tener siempre en cuenta, y no minusvalorar, el nivel de riesgo
adecuado en todas las manipulaciones de muestras, ya que se trata de un virus con capacidad
letal y con un alto indice de transmisibilidad de persona a persona por via aérea.

POSIBLES CIRCUITOS GENERALES:

En todos los casos propuestos, las muestras se registraran conforme se detalla en el apartado
RECEPCION Y REGISTRO DE MUESTRAS EN EL BIOBANCO, y se procesardn y almacenaran
atendiendo a las recomendaciones de bioseguridad descritas en esta Guia.

- Las muestras excedentes de diagndstico se procesan, alicuotan y almacenan en los propios
Servicios Clinicos, donde permaneceran hasta su uso en investigacion - Registro de las
muestras en el Sistema de Gestion del biobanco.

- Las muestras excedentes de diagndstico se envian procesadas y alicuotadas desde los
Servicios Clinicos - Registro y almacenamiento de las muestras en el biobanco.
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- Las muestras excedentes de diagndstico se envian al biobanco sin alicuotar pero
previamente procesadas para su analisis diagndstico (por ejemplo el suero) - Registro y
almacenamiento de las muestras hasta que sea posible su alicuotado para el
almacenamiento definitivo en el biobanco hasta su uso.

- Las muestras excedentes de diagndstico se reciben en el biobanco sin ningln procesado
previo = Registro, procesado segun los procedimientos del biobanco y almacenamiento
definitivo en el biobanco hasta su uso.

- Las muestras son recogidas para proyectos con disefio especifico - Registro, procesado
segln lo establecido en el proyecto y almacenamiento definitivo en el biobanco hasta su
uso.

PAUTAS PARA EL MANEJO DE MUESTRAS

De forma general: el personal que maneje muestras clinicas rutinarias (exudado nasofaringeo
preferiblemente y/o orofaringeo, lavado broncoalveolar, esputo, aspirado endotraqueal,
muestras para hemogramas y pruebas bioquimicas, muestras de orina, serologia y otras pruebas
diagndsticas en suero, sangre y orina) de pacientes ingresados con diagndstico o sospecha de
infeccion por SARS-CoV-2, o cualquier otro patégeno, deberd seguir las pautas estandar y
recomendaciones generales de bioseguridad establecidas para los laboratorios de nivel de
Bioseguridad 2 (NCB-2)

Serecomienda que el tiempo transcurrido entre la extraccion sanguinea y la congelacién a -802C
sea definido en base al tipo de estudios para los que la muestra vaya a estar destinada; asi, en
funcién de ensayos previos, se ha determinado (recomendable refrigeradas a 42C):

a) Tiempo éptimo para estudios celulares: maximo 1,5 horas tras la extraccion.

b) Tiempo éptimo para estudios viroldgicos: maximo 24 horas tras la extraccién.

De forma particular: al igual que con cualquier muestra clinica, se seguiran las siguientes
instrucciones:

a) El uso de la bata de laboratorio es obligatorio y exclusivo para el area de laboratorio.
Por tanto, no se debe vestir esa bata, ni guantes de latex en la cafeteria, dependencias
de administracion, almacén, areas de descanso, vestibulos, o exterior del edificio.

b) Es también obligatorio el uso de gafas de seguridad y guantes, cambiarlos con
frecuencia.

c) Elpersonal debe lavarse las manos después de las manipulaciones y antes de abandonar
el laboratorio.

d) Los procedimientos que puedan generar aerosoles de particulas finas (p. ej., agitacién
en vartex o sonicacion de muestras en tubo abierto) deberan realizarse en una campana
de seguridad bioldgica (BSC) de clase Il y deberan usarse dispositivos de contencion
fisica adecuados (rotores de centrifuga adecuados, cubetas con tapas de seguridad para
la centrifuga, rotores sellados) ante la eventualidad de una rotura de los tubos que
contienen las muestras durante el proceso de centrifugacion.
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e) Los rotores tienen que ser cargados y descargados dentro de la cabina de bioseguridad.
Debera reducirse, en la medida de lo posible, todo procedimiento fuera de la cabina de
bioseguridad.

f) Es fundamental mantener las debidas condiciones de orden y limpieza en la zona de
trabajo, utilizando en todo momento el material imprescindible, evitando las
acumulaciones innecesarias de material durante y después de la manipulacion.

g) Las superficies de trabajo han de ser descontaminadas tras cada manipulacion e
inmediatamente después de un vertido accidental. Para ello se utilizardn soluciones
desinfectantes de amplio espectro (ver apartado LIMPIEZA Y METODOS DE
DESINFECCION de esta guia).

h) Cualquier material que deba ser descontaminado fuera del laboratorio se acondicionara
en contenedores resistentes y herméticos para su transporte.

ENVIO DE MUESTRAS AL BIOBANCO
Categorizacion de la muestra

Las muestras bioldgicas procedentes de pacientes infectados o con sospecha de infeccidn por el
SARS-CoV-2 con fines de investigacion biomédica, sean o no excedentes de diagndstico, son
clasificadas como sustancias infecciosas de categoria B, debiendo ser tratadas como otras
muestras bioldgicas de este tipo.

Los excedentes de cualquier otro tipo de muestras clinicas con fines de investigacion biomédica
deben ser tratados también como potencialmente infecciosas y se consideran de categoria B,
debiendo ser tratadas como otras muestras bioldgicas de este tipo.

Transportes externos

Todas las muestras consideradas de categoria B, si requieren envios entre distintos centros,
seran transportadas en triple embalaje por los procedimientos habituales.

Los expedidores habran de asegurarse de que los embalajes/envases se preparan de modo tal
gue llegan a su destino en buen estado y no presentan peligro alguno para las personas o los
animales durante su transporte.

Estd prohibido el transporte de estas muestras en vehiculos privados.
Transportes intrahospitalarios

El transporte interno de muestras desde los Servicios Clinicos y/o desde los Servicios de Analisis
Clinicos hacia el biobanco debera realizarse en contenedores homologados para esta finalidad,
evitando el uso de contenedores pldsticos disefiados para otros usos (tales como fiambreras,
aunque dispongan de goma para cierre estanco).

Estos contenedores deberan ser resistentes a los golpes y con cierre hermético con el objetivo
de evitar contaminaciones por caida accidental de los mismos, y siempre que sea posible las
muestras se transportaran envueltas en material absorbente para prevenir posibles fugas de
material.
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Los contenedores deberan permanecer siempre cerrados en su transporte desde el punto de
origen a su recepcién en el biobanco. El responsable de su transporte deberd mantener el
contenedor bajo su supervision directa durante todo el trayecto y evitara dilaciones
innecesarias.

El transporte de documentacién y de muestras biolégicas debera realizarse en contenedores
separados para evitar contaminaciones.

Se recomienda la descontaminacién tanto externa como interna de los contenedores después
de cada uso utilizando algunos de los productos indicados en el apartado correspondiente de
esta guia. Si para la descontaminacién se utilizan productos que se dispensan por spray o
pulverizacion, éstos se aplicaran sobre un papel o gasa adecuados y no directamente sobre el
contenedor para evitar la generacién de aerosoles.

RECEPCION Y REGISTRO DE MUESTRAS EN EL BIOBANCO

Los biobancos deben de disponer de un area de recepciéon de muestras. En caso de no disponer
de ella habran de habilitar una lo mds cercana posible a la puerta de acceso a sus instalaciones.

Se recomienda marcar una linea en el suelo y adaptar un mostrador o una mesa especifica para
dejar muestras, y asi impedir que las personas que traigan muestras se acerquen a la persona
que las recibe.

Las personas encargadas del transporte de las muestras deben dejarlas en el mostrador o mesa
para muestras e irse inmediatamente. Después la persona de recepcion se levantara a recogerlo.

El personal encargado de recibir las muestras debera llevar una mascarilla de proteccién (de tipo
quirargico), asi como guantes.

Todas las muestras y los documentos “fisicos” asociados (informes, hojas de peticién...) deberan
manipularse con guantes.

La apertura de los contenedores utilizados en los traslados intrahospitalarios y de los
embalajes/envases llegados desde otros centros se realizara siempre en el interior de una cabina
de bioseguridad del NCB donde hayan de ser procesadas o almacenadas.

Se asegurara la descontaminacion exterior de contenedores primarios y secundarios con
biocidas de probada eficacia. Los estudios disponibles avalan el uso de etanol al 70% o superior
como biocida efectivo mediante pulverizacion indirecta (utilizar un papel o similar desechable)
y un tiempo de contacto de minimo 1 minuto®.

Una vez recibidas las muestras en el biobanco se registraran en el sistema de gestién de cada
biobanco y se actuara segun el procedimiento habitual, estableciendo los registros necesarios
gue permitan la trazabilidad de las muestras desde su entrada en el biobanco hasta su
eliminacién o envio. Entre ellos:

- Registro de entradas y salidas del material biolégico (fecha, hora, origen, destino) con
codificaciéon Unica de cada muestra.
- Registro e inventario de la localizacidn de las muestras bioldgicas y su almacenamiento.
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- Registro de utilizacion que recoja destino, movimiento-s, usos (técnicas) dentro de la
instalacién NCB2/NCB3, incluyendo la recodificacién de alicuotas en su caso.

- Registro de destruccidon de muestras bioldgicas.

- Registro de personal implicado en el proceso.

Se recomienda que todas las muestras sean codificadas segun criterios SPREC para su adecuada
caracterizacion en lo referido a condiciones pre-analiticas de tipo de muestra, recogida,
procesado y almacenamiento (STANDARD PREANALYTICAL CODE (SPREC) V2.0).

En el caso de los excedentes de diagndstico de las muestras COVID, se registrardn como minimo
el nimero de historia clinica y la fecha de extraccion, quedando los datos referidos al tipo de
muestra, procesado y conservacion reflejados en el cédigo SPREC.

NIVELES DE CONTENCION BIOLOGICA: APLICACION AL TRABAJO EN
BIOBANCO

El conocimiento de las caracteristicas de los diferentes niveles de contencion biolégica nos
permitird definir qué procedimientos podemos llevar en nuestros laboratorios en condiciones
de seguridad.

A continuacidn, se describen brevemente los niveles de contencién bioldgica que se pueden
encontrar en los biobancos espafioles, o a los que pueden tener acceso. Para ampliar la
informacién se recomienda la consulta del ANEXO II: GESTION DEL RIESGO BIOLOGICO EN
LABORATORIOS QUE MANIPULEN MUESTRAS CON SARS-CoV-2 (COVID-19), u otra
documentacion especifica.

NIVEL DE CONTENCION BIOLOGICA 1 (NCB1)

Es el nivel basico de prevencidn, y el que menos proteccién ofrece; por ello serd en el que menos
tipos de procesamientos se podran realizar.

Los equipos de seguridad de los NCB1 son:

- Norequiere de equipos de contencidn, como cabinas de seguridad biolégica.

- Sistemas mecdnicos de pipeteo.

- Uso de bata u otra ropa de trabajo que cubra la ropa de calle y prevenga de su
contaminacion.

- Los equipos de proteccion individual (EPI) se limitaran a guantes impermeables y sistemas
de proteccidn ocular o facial cuando se puedan producir salpicaduras.

- lasinstalaciones no requieren de caracteristicas especiales mas alla de las habituales en los
laboratorios.

NIVEL DE CONTENCION BIOLOGICA 2 (NCB2)

IMPORTANTE: No se debe confundir ni equiparar en ningun caso un laboratorio NCB2 con
disponer de una cabina de seguridad bioldgica de clase Il.
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El NCB2 engloba un disefio particular de las instalaciones, los equipos y unos protocolos de
trabajo en estas instalaciones destinados a contener y minimizar la exposicién a aerosoles.

Los equipos de seguridad de los NCB2 son:

- Dispondrd de cabinas de seguridad bioldgica de clase Il preferentemente.

- Sistemas mecanicos de pipeteo o utilizacién de puntas con filtro.

- Sedispondra de ropa de trabajo y EPIs.

- El personal debe ser formado en los protocolos de actuacién en este tipo de instalaciones.
- Serecomienda uso de centrifugas con rotores o cestillas con contencién de aerosoles.

Las instalaciones deben cumplir las siguientes caracteristicas:

- Es aconsejable que el laboratorio esté alejado o separado de zonas publicas de paso.

- Seaconseja que el sistema de ventilacion sea independiente, sin recirculacién.

- Cadalaboratorio dispondra de lavamanos, duchas de emergencia y lavaojos, que se pondran
en funcionamiento preferiblemente mediante un pedal, el codo o de forma automatica,
situados cerca de la puerta de salida del laboratorio.

- Es aconsejable tener en el mismo laboratorio o en un local anexo un método de
descontaminacién eficaz (autoclave, incinerador, métodos quimicos) para la
descontaminacion del material de desecho o infeccioso.

- Superficies resistentes a la humedad y productos quimicos en superficies de trabajo, suelo,
y paredes.

- Acceso restringido y controlado a personal formado.

- Puertas y ventanas cerradas en todo momento.

Figura 1. Ejemplo de personal equipado para trabajo en nivel de contencidn 2. Imagenes
cedidas por personal técnico del Instituto de Investigacion Sanitaria Galicia Sur.
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El NCB3 debe cumplir todos los requisitos del NCB2 y ademads cumplir los siguientes requisitos:

Los equipos de seguridad son:

Se dispondra de Cabinas de Seguridad Bioldgica, preferiblemente de clase Il o lll. Cuando no
se pueda realizar un procedimiento dentro de una cabina, se utilizaran las combinaciones
adecuadas de equipos de proteccidn y otros dispositivos de contencion fisica.

Debera llevarse ropa de uso exclusivo en el laboratorio, batas sin abertura delantera o trajes
de dos piezas tipo pijamas, monos, gorros y proteccion para el calzado o calzado especial.
Uso de centrifugas con rotores o cestillas con contencién de aerosoles.

Las principales caracteristicas a cumplir en las instalaciones son:

Control de acceso electronico.

Presion negativa en gradiente diferencial unidireccional de flujo continuo.

Antesalas en el acceso al area de trabajo.

Sala para el cambio completo de ropa y colocacién y retirada de los EPIs.

Sistemas de intercambio para la entrada de muestras y materiales a la zona de contencién.
Autoclave de doble puerta disponible en la barrera de la zona de contencidn

A. Medidas de contencion

B. Niveles de contencion

1. El lugar de trabajo se encontrard separado | No.
de toda actividad que se desarrolle en el

mismo edificio.

Aconsejable.

2. El aire introducido y extraido del lugar de | No. Si, para la salida de
trabajo se filtrard mediante la utilizacién de aire.

filtros de alta eficacia para particulas en el aire

(HEPA) o de forma similar.

3. Solamente se permitira el acceso al personal | Aconsejable. Si.

designado.

4. El lugar de trabajo deberd poder precintarse | No. Aconsejable.

para permitir su desinfeccion.

5. Procedimientos de desinfeccién | Si. Si.

especificados.
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6. El lugar de trabajo se mantendra con una
presion negativa respecto a la presion
atmosférica.

7. Control eficiente de vectores, por ejemplo,
de roedores e insectos.

8. Superficies impermeables al agua y de facil
limpieza.

9. Superficies resistentes a acidos, alcalis,
disolventes y desinfectantes.

10. Almacenamiento de
agentes bioldgicos.

seguridad para

11. Se instalard una ventanilla de observacién
o un dispositivo alternativo en las zonas de
manera que se pueda ver a sus ocupantes.

12. Laboratorio con equipo propio.

13. El material infectado, animales incluidos,
debera manejarse en una cabina de seguridad
bioldgica o en un aislador u otra contencidn
apropiada.

14. Incinerador para destruccién de animales
muertos.

No.

Aconsejable.

Si, para el banco de
pruebas o mesa de
trabajo.

Aconsejable.

Si.

Aconsejable.

No.

Cuando proceda.

Aconsejable.

MINISTERIO
DE CIENCIA

E INNOVACION nstituto
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Carlosll

Aconsejable.

Si.

Si, para el banco de
pruebas o mesa de
trabajo y el suelo.

Si.

Si.

Aconsejable.

Aconsejable.

Si, cuando la infeccion
se propague por el
aire.

Si (disponible)

Tabla 1. Tabla comparativa de los niveles de contencién extraida del RD 664/1997, de 12 de mayo, sobre
la proteccion de los trabajadores contra los riesgos relacionados con la exposicion a agentes bioldgicos

durante el trabajo.
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TIPOS DE MUESTRA Y DE PROCESAMIENTO: CLASIFICACION POR NIVELES
DE CONTENCION

A continuacidn se incluyen los diferentes tipos de muestra y de procesamiento considerados
(entre paréntesis), y el nivel de bioseguridad / contencidn bioldgica asignado a cada uno de ellos

(*).

Para ver las condiciones que tienen que cumplir las instalaciones de los distintos niveles de
Bioseguridad consultar el apartado anterior y el Anexo Il.

(*) Nota: Las recomendaciones de manipulacion de muestras de este documento se han
ajustado a los conocimientos actuales. A medida que se disponga de mas informacidn se ira
actualizando esta Guia.

Nivel de bioseguridad / contencion biolégica 1 (NCB1)

- Sangre seca (tarjeta FTA) (almacenamiento a temperatura ambiente en bolsas selladas y
armario ignifugo)

- Sangre total (congelacidn directa sin procesamiento)

- Esputo (congelacion directa sin procesamiento)

- Exudado nasofaringeo (congelacién directa del hisopo sin procesamiento)
- Heces (congelacion directa sin procesamiento)

- Orina (congelacion directa sin procesamiento)

- Tejido con evidencia actual de infectividad (fijado en formol e incluido en parafina)

Nota: de acuerdo con la evidencia actual: tractos respiratorio y digestivo, incluyendo tracto
aerodigestivo superior® (se actualizara el listado de acuerdo con la literatura).

- Tejido de infectividad desconocida (fijado en formol e incluido en parafina)
Nota: tejidos no incluidos en la lista anterior (se actualizara el listado de acuerdo con la literatura).
- Acidos nucleicos (sin procesamiento, congelacién directa)
- RNA (virus) (sin procesamiento, congelacion directa)
- cDNA (sin procesamiento, congelacion directa)

- Liquido cefalorraquideo (sin procesamiento, congelacion directa)

Nivel de bioseguridad / contencion bioldgica 2
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Todos los procedimientos deben llevarse a cabo en cabinas de bioseguridad y mediante
centrifugas con contencién de aerosoles como tapas de bioseguridad y buckets con cierres
herméticos. Descargar el rotor y los buckets dentro de la cabina de bioseguridad.

Extremar las precauciones en la manipulacion mediante todos los EPIs aconsejados.

Se desaconsejan los procesos automatizados o robotizados de alicuotado o de extraccion de ac.
nucleicos a no ser que los equipos dispongan de un sistema integrado de contencién de

aerosoles.

Procesamiento de las siguientes muestras no fijadas ni inactivadas

- Sangre total congelada (extraccion de ADN)

- Sangre seca en tarjeta (dejar secar en cabina de Bioseguridad))

- Capa blanca (buffy coat) (extraccion manual de acidos nucleicos)

- Suero (separacién y alicuotado manual)

- Plasma (separacion y alicuotado manual)

- Células linfomononucleares — PBMC (separacidn y criopreservacion)
- Orina (alicuotado)

- Heces (alicuotado)

- Tejido con evidencia actual de infectividad (congelado e incluido en OCT)

Nota: de acuerdo con la evidencia actual, tractos respiratorio y digestivo, incluyendo tracto

aerodigestivo superior® (se actualizara el listado de acuerdo con la literatura).

- Tejido con evidencia actual de infectividad (congelado inmediatamente, flash frozen)

- Tejido con evidencia actual de infectividad (conservado en RNAlater)

- Tejido sin evidencia actual de infectividad (congelado e incluido en OCT)

Nota: tejidos no incluidos en la lista anterior® (se actualizara el listado de acuerdo con la literatura).

- Tejido sin evidencia actual de infectividad (congelado inmediatamente, flash frozen)

- Tejido sin evidencia actual de infectividad (conservado en RNAlater)

Nivel de bioseguridad / contencién biolégica 3

- Exudado nasofaringeo (extraccion de ARN)

- Cultivos virales o de células linfomononucleares de pacientes
- Heces (procesamiento)

- Pieza quirurgica (obtencién de muestras)
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Nota: En el circuito diagndstico de Anatomia Patoldgica, se recomienda el envio de las piezas
quirdrgicas y muestras de biopsia en formol, y el tejido se considera no infeccioso después de un
periodo de fijacién de al menos 24 horas. Se desaconseja la obtencion de muestras de tejido en fresco
para investigacién, tanto de tejidos con infectividad conocida como desconocida, a partir de circuitos
de tejido fresco de Anatomia Patoldgica (p. ej., material de biopsia intraoperatoria o de biopsia por
aguja gruesa obtenida post mortem)® 1°,

- Autopsia clinica completa o parcial, no neuropatolégica (realizacién y obtencion de muestras)

Nota: De acuerdo con las recomendaciones nacionales e internacionales vigentes, se desaconseja la
realizacion de una autopsia clinica en un paciente fallecido por COVID 19 o en un paciente sin evidencia
concluyente de negatividad para COVID 19 (test de PCR). En el caso excepcional de que fuera necesario
realizar una autopsia clinica con fines diagndsticos, se recomienda que sea limitada o parcial, y que se
realice solo si se pueden garantizar unas condiciones de bioseguridad equivalentes al nivel 3 de
bioseguridad / contencidn bioldgical®'?. Si en estas condiciones se toman muestras de tejido para
investigacion, sumanejo deberd seguir las recomendaciones recogidas en la presente Guia, tanto para
tejidos de infectividad conocida como desconocida.

- Autopsia neuropatoldgica (realizacién y obtencién de muestras)

Nota: Se ha diferenciado aqui la autopsia neuropatoldgica de otras autopsias parciales por su interés
especifico para los bancos de tejidos neuroldgicos. De acuerdo con la evidencia actual, todas las
recomendaciones aplicables a la autopsia clinica son igualmente aplicables a la autopsia
neuropatolégica. En consecuencia, en el momento actual se desaconseja la realizacién de extracciones
de tejido cerebral y médula espinal en pacientes positivos para COVID 19 o sin evidencia concluyente
de negatividad (test de PCR).

Otras muestras:

Para valorar el nivel de contencién de otros tipos de muestras o fluidos biolégicos se debera
tener en cuenta el origen de la muestra (tracto respiratorio o gastrointestinal u otros), la carga
viral, el tipo de manipulacién, etc.

LIMPIEZA Y METODOS DE DESINFECCION

En todo procesamiento de muestras potencialmente contaminadas por el virus SARS-COV-2
deben observarse unas normas generales de proteccidon de sentido comun, para evitar la
contaminacion del operador mediante la utilizacién de EPIs y barreras de contencidn primaria 'y
secundaria.

Pero tan importante es que el operador adopte unas medidas para no contaminarse durante el
procesamiento, como también proteger a los demads usuarios y entorno, adoptando unas
practicas y medidas de contencion, como son la limpieza y desinfeccion, antes y después de
finalizar el trabajo. La observacién de estas medidas debera tener en cuenta los agentes o
desinfectantes con capacidad de inactivar el virus segun sea el mas adecuado para el material a
desinfectar, o asi como la capacidad de pervivencia del virus en el medio ambiente y en las
superficies para intentar eliminarlos antes de abandonar el espacio de trabajo.

Si bien se sabe poco sobre este nuevo virus, seguin sus caracteristicas genéticas similares a MERS-
CoV la OMS sugiere que SARS-COV-2 puede ser susceptible a desinfectantes con efectividad
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comprobada para virus envueltos, incluido el hipoclorito de sodio (lejia; por ejemplo, 1000
partes por millon [ppm] (0.1%) para desinfeccidn general de la superficie y 10 000 ppm (1%) para
desinfecciéon de derrames de sangre); 62-71% de etanol; 0,5% de perdxido de hidrégeno;
compuestos de amonio cuaternario; y compuestos fendlicos, si se usan de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante?®3,

Otros agentes biocidas como el cloruro de benzalconio al 0.05-0.2% o el digluconato de
clorhexidina al 0.02% pueden ser menos efectivos. Se debe prestar especial atencién no solo a
la seleccion del desinfectante sino también al tiempo de contacto (por ejemplo, 10 minutos), la
dilucién (es decir, la concentracién del ingrediente activo) y la fecha de caducidad después de
gue se prepara la solucion de trabajo. Se sabe que los coronavirus humanos en general persisten
en superficies inanimadas como metal, vidrio o pldstico hasta 9 dias.

Desinfectantes para la descontaminacidn de superficies:

- Desinfectante mas habitual para las superficies de la cabina de bioseguridad: Etanol al
70% durante 1 minuto.

- Desinfectante habitual para otro tipo de superficies: hipoclorito sodico (lejia) al 0,1%
durante al menos 10 minutos.

- En el caso de vertidos: hipoclorito sédico al 1% durante al menos 10 minutos. En el caso
de elevada carga organica (sangre, tejido, etc.) se debe utilizar previamente un tensioactivo que
elimine la carga orgdnica durante unos minutos, y a continuacidon anadir el hipoclorito sédico al
1%.

- Peréxido de hidrégeno es el mds universal y el que incluye un espectro mas amplio.

Informacion mas detallada se encuentra en el ANEXO II: GESTION DEL RIESGO BIOLOGICO EN
LABORATORIOS QUE MANIPULEN MUESTRAS CON SARS-COV-2 (COVID-19).

Estabilidad del SARS-CoV-2 en diferentes condiciones ambientales

Segun evidencia hasta la fecha, en la tabla resumen de Chin et al. 2020, el virus se inactiva a
temperaturas de 702C a tiempos muy cortos o a 562C durante 30 minutos (ver Tabla a
continuacién).

En cambio, a temperaturas de 42C e inferiores el virus se mantiene viable sin apenas
desactivacién a tiempos muy largos, o quizas indefinidos en muestras criopreservadas.
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Stability of SARS-CoV-2 in different environmental conditions
Virus titre (Log TCIDg,/mL)

4°C Room Temp (22°C) 37°C 56°C 70°C

Time Mean +SD Mean +SD Mean +SD Mean +SD Mean +SD
1 min N.D N.D 6.51 0.27 N.D N.D 6.65 0.10 5.34 0.17
5 mins N.D N.D 6.70 0.15 N.D N.D 4.62 0.44 U -
10 mins N.D N.D 6.63 0.07 N.D N.D 3.84 0.32 U

30 mins 6.51 0.27 6.52 0.28 6.57 0.17 U U

1 hr 6.57 0.32 6.33 0.21 6.76 0.05 U U

3hrs 6.66 0.16 6.68 0.46 6.36 0.19 V) U

6 hrs 6.67 0.04 6.54 0.32 5.99 0.26 U U

12 hrs 6.58 0.21 6.23 0.05 5.28 0.23 V) U

1 day 6.72 0.13 6.26 0.05 3:23 0.05 U U

2 days 6.42 0.3/ 5.83 0.28 U - U U

4 days 6.32 0.27 4.99 0.18 U U U

7 days 6.65 0.05 3.48 0.24 U U v

14 days 6.04 0.18 U U U U

A 5pl droplet of virus culture (7.8 Log unit of TCID50/mL) was pipetted on a small
surface at RT and the inoculated objects were retrieved at various time points

Chin et al., 2020. “Aerosol and surface stability of HCoV-19 (SARS-CoV-6 2) compared to SARS-CoV-1",

Normas generales de higiene para manipular las muestras

Antes de trabajar en la cabina de bioseguridad y al finalizar el trabajo desinfectar siempre la
superficie con alcohol al 70%. Al final del trabajo y como precaucién adicional puede ponerse en
marcha la luz UV de la cabina como minimo 30 minutos antes y después del trabajo. La
irradiacion con luz ultravioleta es util y debe hacerse con la cabina libre de objetos vy
contenedores, pues los UV descontaminan sélo las superficies.

Los residuos, siempre que sea posible, se esterilizardn antes de ser eliminados en los
contenedores homologados. En caso de no esterilizarlos, deberdn depositarse en una bolsa
cerrada dentro de un contenedor tipo Il y sellarlo para evitar la dispersion de aerosoles al
ambiente. La eliminacion final de estos contenedores la debera llevar a cabo un gestor de
residuos autorizado.

También deberd desinfectarse el equipamiento i/o accesorios utilizados: rotor, cestillos,
gradillas, etc. sumergiéndolas siempre que sea posible en los desinfectantes apropiados.

Proceso de desinfeccion en la recepcion y envio de muestras

Todo el proceso de abrir los embalajes debe realizarse dentro de la cabina de bioseguridad.
Antes de abrir cualquier embalaje, debe desinfectarse previamente y también desinfectar los
tubos por su parte externa con toallitas o papel impregnados con desinfectante (p.ej. alcohol
70% o hipoclorito sddico diluido al 1%).

Para el envio de muestras se procedera de la misma forma. Se desinfectaran los tubos por la
parte externa y también cada uno de los embalajes externos antes de cerrar el paquete.
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ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Al igual que en pasos previos del manejo de muestras potencialmente contaminadas con SARS-
CoV-2, a la hora de mantener precauciones durante el almacenamiento, habra que tener en
cuenta si dichas muestras conservan potencial infectivo o no (virus inactivado o no).

Por ejemplo, en caso de almacenarse bloques de parafina correspondientes a muestras tisulares
o citoldgicas, no se necesita ninguna precaucién especial, ya que el virus se encuentra inactivado
tras el procesamiento realizado a la muestra (nivel de contencién bioldgica 1).

Sin embargo, hay también una diferencia fundamental con respecto a pasos anteriores, y es que
no se va a realizar manipulacién directa de las muestras. Debemos recordar que todas las
muestras no destinadas a manipulacién directa o cultivo del virus se pueden manejar en un nivel
de contencién biolégica 2. Si se siguen las indicaciones previas de esta guia en relacién a los
contenedores empleados, el riesgo de aerosoles o vertidos accidentales es minimo. Por este
motivo, las condiciones son menos exigentes que en algunas situaciones descritas
anteriormente.

Para consultar una casuistica detallada de diferentes tipos de tejidos susceptibles de
almacenamiento y las condiciones de manejo remitimos al apartado “Tipos de muestra y de
procesamiento: clasificacién por niveles de contencion”.

Con respecto al almacenamiento de muestras congeladas, se deben considerar las siguientes
recomendaciones:

Caracteristicas de los congeladores.

Los congeladores empleados deben contar con cerradura con llave y exhibir el correspondiente
etiquetado de riesgo bioldgico. Deben ademas estar en una sala con acceso restringido y registro
de actividad.

Separacion de otras muestras no COVID-19.

Para evitar posibles contaminaciones entre muestras COVID-19 y no COVID-19, se deben
almacenar con separacion fisica. Para esto es suficiente con que las muestras de COVID-19 se
encuentren, dentro del congelador, en bolsas o contenedores estancos.

No es estrictamente necesario dedicar en exclusiva un congelador, o una balda del mismo, a
muestras de COVID-19, aunque si seria una buena practica, ya que facilitaria tanto la
recuperacion de las muestras cuando se necesitasen como la comprobacidon de las existencias
disponibles.

En caso de utilizar tanques de nitrégeno liquido para conservar las muestras congeladas, lo mas
recomendable es usar un rack especifico para las muestras de COVID-19, ya que aqui existen
problemas para utilizar contenedores secundarios.
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ANEXO |: RECOMENDACIONES TECNICAS SOBRE LA CALIDAD DE LAS
MUESTRAS.

ANEXO II: GESTION DEL RIESGO BIOLOGICO EN LABORATORIOS QUE
MANIPULEN MUESTRAS CON SARS-CoV-2 (COVID-19)
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