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RESUMEN

La pandemia del sindrome respiratorio agudo conocido como COVID-19 y causada por el virus
SARS-CoV-2, ha obligado a diversos laboratorios alrededor del mundo a redisefiar y reforzar sus
programas de bioseguridad con la finalidad de facilitar el diagnéstico de la enfermedad y
colaborar con datos epidemiolégicos para la toma de decisiones asociadas a mitigacién y control.
Una combinacién de buenas préacticas de laboratorio y procedimientos claramente definidos,
apoyados en la adecuacion de la infraestructura, son necesarios para proteger al personal de
laboratorio y asegurar la reproducibilidad de los resultados generados. En esta revision se
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muestran los lineamientos de bioseguridad fundamentales a implementar en los laboratorios de
diagnéstico de la COVID-19, basados en RT-gPCR. El establecimiento del nivel de seguridad
biolégica a adoptar, asi como de los procedimientos operativos estandar, dependeran de la
evaluacion de riesgo derivada de las actividades intrinsecas del laboratorio. Hasta la fecha, la
OMS ha recomendado un nivel 2 de seguridad biolégica NBS-2 (BSL-2), con medidas
intensificadas de nivel 3 NBS-3 (BSL-3), para actividades de diagndstico, con practicas y equipos
de proteccidn personal que minimicen la generacién de aerosoles y reduzcan la probabilidad de
infecciones adquiridas en laboratorio. De igual forma, se ha hecho énfasis en un flujo de trabajo
que tome en cuenta el transporte de la muestra bajo reglamentos internacionales y
procedimientos para la inactivacién del virus, compatibles con la prueba diagnéstica o con los
protocolos para la descontaminacién de superficies. A pesar del reto que conlleva la adecuacion
de programas de mitigacién ante un patégeno relativamente desconocido como el SARS-CoV-
2, es importante destacar que la cultura de bioseguridad permite reducir los riesgos del personal
y del medio ambiente y asegurar la calidad de los resultados generados, que permitan contribuir
significativamente a lograr el control de la enfermedad.

Palabras claves. COVID-19, enfermedades emergentes, Laboratorio de bioseguridad, SARS-
CoV-2, riesgo biolégico.

ABSTRACT

The pandemic of the acute respiratory syndrome known as COVID-19 and caused by the SARS-
CoV-2 virus, has forced various laboratories around the world to redesign and strengthen their
biosafety programs in order to facilitate the diagnosis of the disease and collaborate with
epidemiological data for decision-making associated with mitigation and control. A combination
of good laboratory practices and clearly defined procedures, supported by the adequacy of the
infrastructure, are necessary to protect laboratory personnel and ensure the reproducibility of the
results generated. This review shows the fundamental biosafety guidelines to be implemented in
the COVID-19 diagnostic laboratories, based on RT-gPCR. The establishment of the level of
biological safety to be adopted, as well as the standard operating procedures, will depend on the
risk assessment derived from the intrinsic activities of the laboratory. To date, the WHO has
recommended a level 2 biological safety BSL2, with intensified level 3 measures BSL3, for
diagnostic activities, with practices and personal protective equipment that minimize the
generation of aerosols and reduce the probability of laboratory-acquired infections. Likewise,
emphasis has been placed on a workflow that takes into account the transport of the sample
under international regulations and procedures for the inactivation of the virus, compatible with
the diagnostic test or with protocols for surface decontamination. Despite the challenge of
adapting mitigation programs against a relatively unknown pathogen such as SARS-CoV-2, it is
important to highlight that the biosafety culture reduces the risks of personnel and the environment
and ensures the quality of the results. generated, which make it possible to contribute significantly
to achieving disease control.

Keywords. BSL, COVID-19, emerging diseases, SARS-CoV-2, Biosafety, risk biology.

RESUMO

A pandemia da sindrome respiratéria aguda conhecida como COVID-19 e causada pelo virus
SARS-CoV-2, forgou varios laboratdrios ao redor do mundo a redesenhar e fortalecer seus
programas de biosseguranca, a fim de facilitar o diagnostico da doenca e colaborar com a
epidemiologia. dados para tomada de decis&o associados a mitigacdo e controle. E necessaria
uma combinagcdo de boas praticas de laboratério e procedimentos claramente definidos,
apoiados pela adequacéao da infraestrutura, para proteger o pessoal do laboratério e garantir a
reprodutibilidade dos resultados gerados. Esta revisdo mostra as diretrizes fundamentais de
biosseguranca a serem implementadas nos laboratérios de diagnéstico COVID-19, com base no
RT-gPCR. O estabelecimento do nivel de seguranca bioldgica a ser adotado, bem como dos
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procedimentos operacionais padrédo, dependera da avaliagao de risco derivada das atividades
intrinsecas do laboratério. Até o momento, a OMS recomendou uma BSL2 de seguranca
biolégica de nivel 2, com medidas intensificadas de BSL3 de nivel 3, para atividades de
diagndstico, com préticas e equipamentos de protecdo individual que minimizem a geracao de
aerossois e reduzam a probabilidade de infec¢des adquiridas em laboratério. Da mesma forma,
a énfase foi colocada em um fluxo de trabalho que leva em consideracéo o transporte da amostra
de acordo com os regulamentos e procedimentos internacionais para a inativacdo do virus,
compativel com o teste de diagnostico ou com os protocolos de descontaminacéo da superficie.
Apesar do desafio de adaptar os programas de mitigagdo a um patégeno relativamente
desconhecido, como o SARS-CoV-2, é importante destacar que a cultura de biosseguranga
reduz os riscos do pessoal e do meio ambiente e garante a qualidade dos resultados. gerados,
0 que possibilita contribuir significativamente para o controle da doenca.

Palavras chaves. BSL, COVID-19, doencas emergentes, SARS-CoV-2, Biosseguranca, biologia
de risco.

INTRODUCCION

En noviembre del 2019, se hizo publica la presencia de una nueva variante de
Coronavirus, de origen zoonético con alta capacidad infectiva y con gran afectacion a la
poblacion humana de la gran ciudad comercial de Wuhan, Republica Popular de China,
agente infeccioso que fue inicialmente llamado novel coronavirus 2019 (2019-nCoV) [1]
y subsecuentemente denominado como SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory
Syndrome by Coronavirus-2) por el Comité Internacional de Taxonomia de virus [2].
Este virus causa la enfermedad infecciosa respiratoria severa aguda, por coronavirus
del 2019 (COVID-2019, del inglés Coronavirus Infectious disease-2019).

La COVID-19 se ha dispersado por mas de 203 paises de varios continentes tales como
Europa, América, Africa, sureste asiatico y el Pacifico Occidental, siendo decretada
como una infeccién pandémica el 11 de marzo de 2020.

La familia Coronaviridae, se caracteriza por incluir a virus envueltos, cuyo genoma esta
compuesto por un ARN de cadena sencilla con polaridad positiva, no segmentado, de
longitud entre 27-32 Kb, de origen zoon@ético con alta capacidad de infectar a humanos
y multiplicarse en forma exponencial en ellos [3-4].

Los virus del género Betacoronavirus como el SARS y el MERS, y el novel SARS-CoV-
2, son responsables de las zoonosis que, en los humanos, causan enfermedades que
pueden ser graves o incluso mortales [5].

Después de la emergencia del coronavirus del sindrome respiratorio agudo altamente
patogénico (SARS) en los afios 2002 y 2003 y el coronavirus del sindrome respiratorio
del Medio Oriente (MERS) en el afio 2012, se ha evidenciado que los coronavirus
pueden saltar (spillover) entre diferentes especies y grupos de vertebrados a través de
hospedadores intermediarios como conectores en corredores bioldgicos, causando
infecciones altamente patogénicas en los dUltimos eslabones de la cadena
epidemioldgica, como son los humanos [4,6-7].

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha declarado al COVID-19 como una
emergencia de salud publica internacional y posteriormente como una pandemia a
causa de su dispersiéon mundial [8].

A consecuencia de que el SARS-CoV-2 es un agente infeccioso novel, con una
pandemia en pleno desarrollo, ain hay mucho por conocer acerca del hospedador de
origen evolutivo mas cercano (hasta la fecha un virus en murciélago con el 98% de
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identidad), dosis infecciosas, patogenicidad, epidemiologia, rutas de transmision,
variantes en la sintomatologia, tratamiento profilactico, vacunas y antivirales
potenciales, entre otros. Por estas razones, la investigacion actual se basa en un
enfoque de precaucion similar al adoptado para el SARS y al MERS [9].

La OMS [10] define a los agentes infecciosos del Grupo de Riesgo 3, como: aquellos
patégenos que usualmente causan una enfermedad severa en humanos y otros
animales, y que representan una seria amenaza para las personas directamente
expuestas, ademas de un alto riesgo de dispersion a la comunidad, con alguna
disponibilidad de profilaxis o tratamiento. Se esperaria que este novel Coronavirus se
ubique dentro de este grupo de riesgo, aun cuando ello requiera continua revision, por
las brechas existentes en su conocimiento.

Con base en los datos epidemiolégicos disponibles de SARS-CoV-2, y la evaluacién de
riesgo ejecutada por la OMS, el Instituto Federal de Seguridad y Salud Ocupacional vy
el Comité de Agentes Biologicos (ABAS-Alemania) ha ubicado al SARS-CoV-2
provisionalmente, dentro del grupo de riesgo 3, segun la Ordenanza sobre agentes
biol6gicos del 19-02-2020, incluso se ha considerado con los datos de referencias
registrados del SARS, uno de los miembros de la familia Coronaviridae evolutivamente
mas cercano [11].Probablemente, en el transcurso de la pandemia, se generara mayor
informacion que conduzca a la reclasificacion de este novel coronavirus, mientras es
necesario extremar las precauciones en su manejo y evitar exposiciones en los &mbitos
del trabajo de laboratorio.

Hasta la fecha, junio 2020, no existe un tratamiento especifico o vacuna contra el SARS-
CoV-2, sin embargo, se estan desarrollando candidatos a vacunas y moléculas
terapéuticas en varios institutos de investigacion de todo el mundo [5].

Una de las medidas que ha recomendado la OMS es la deteccion oportuna del virus
SARS-CoV-2 en muestras de pacientes sospechosos o probables, informacién utilizada
para tomar acciones de tipo epidemioldgico tales como, el consecuente aislamiento
fisico de todo paciente confirmado, ademas de practicar lo que se ha denominado el
aislamiento fisico de todos sus relacionados, allegados o personas que hayan entrado
en contacto siguiendo la cadena epidemiol6gica potencial, asi como el tratamiento
profilactico y de soporte oportuno.

El objetivo del presente articulo es mostrar las exigencias de bioseguridad y establecer
medidas de mitigacién en los laboratorios de diagndéstico de la COVID-19 que usan la
gPCR.

DETECCION DEL VIRUS SARS-COV-2 POR LA TECNICA PCR-TIEMPO REAL

En todo laboratorio que realiza actividades con agentes infecciosos y/o toxinas existe
un potencial de ocurrencia de incidentes y/o accidentes de naturaleza biolégica por la
exposicion a los mismos, a través de su liberacidbn accidental. Estas exposiciones
pueden afectar al personal directamente involucrado con las actividades o aquellos
proximos al evento, convirtiéndose en una amenaza en salud publica si ocurre la
transmision hacia la comunidad.

El novel coronavirus causante del sindrome respiratorio agudo severo, SARS-CoV-2, es
un agente infeccioso que, por sus caracteristicas de transmisibilidad, patogenicidad y
grado de identidad con el coronavirus SARS, debe ser detectado por las técnicas que
garanticen una minima exposicion. Es por ello que la OMS sugiere la implementacion
de la PCR cuantitativa en Tiempo Real con transcriptasa inversa (RT-gPCR) para su
deteccion oportuna y confiable, y un Nivel de Seguridad Biolégica-2 (NBS-2, BSL-2 en
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inglés) con fortalecimiento en practicas del Nivel de Seguridad Biol6gica 3 (NBS-3, BSL-
3 en inglés) para lograr su contencién, minimizar la exposicién tanto del personal de
salud que realiza las pruebas como del medio ambiente y evitar la ocurrencia de
infecciones adquiridas en el laboratorio. En aquellos casos que se pretenda realizar
procedimientos donde la exposicién sea mayor por la generacion de gotas y/o aerosoles
como cultivos celulares y procesos que involucren la creacion de vacunas, se debe
reforzar el NBS-3 [10,12-15].

A nivel global, una de las caracteristicas asociadas a la gestién de calidad establecido
en los laboratorios orientados a la investigacion y servicios en diferentes campos es la
implementacion de buenas practicas de laboratorio (BPL), las cuales estan dirigidas a
mejorar los procesos de evaluacién de riesgos, promover la sistematizacion de la
documentacién del laboratorio y asegurar la reproducibilidad de resultados [16]. En el
caso del diagnéstico molecular, se busca la aplicacion de medidas especificas
destinadas a emplear la mayor cantidad de marcadores moleculares que aseguren el
diagndstico correcto, asi como la adopcién de capacitaciones para la validacion de
nuevas pruebas y estandarizacién de protocolos para generar productos compatibles
con tecnologias como la secuenciacion de nueva generacion. Adicionalmente las BPL,
en el &mbito del diagnéstico molecular, incluyen la creacién de redes con laboratorios
de referencia con la finalidad de remitir muestras para ensayos adicionales, no
comprometer los tiempos de respuesta y para la validacion de procedimientos en
general [17].

Considerando que el modo de transmision del SARS-CoV en el laboratorio es
consecuencia de la exposicion de las mucosas orales, bucales u oculares; la inhalacion
y la ingestion, ya sea por goticulas, aerosoles infecciosos o contacto con superficies
contaminadas, se podria extrapolar al nuevo coronavirus SARS-CoV-2 y con base en
ello tomar las medidas adecuadas de contencion.

Concretamente, la RT-qPCR es una técnica de amplificacion del &cido nucleico del virus,
al cual le antecede un proceso de extraccion del ARN viral a partir de la muestra a
estudiar. Este proceso debe realizarse dentro de una cabina de bioseguridad clase Il
(CSB-II), posteriormente el ARN extraido es utilizado para la amplificacion de los genes
blancos incluyendo el de la nucleocapside (N), corona (s), envoltura (E) y polimerasa
ARN dependiente del ARN (RdRp) [4].

Las etapas mas criticas en la realizacion de la técnica de RT-qPCR para la deteccion
del SARS-CoV-2 se dan donde existe una probabilidad de exposicion del personal del
laboratorio, esencialmente en la recepcion de las muestras sospechosas, probables y/o
confirmadas de contener el virus, el desembalaje de los contenedores en donde se
encuentra resguardada la muestra para fraccionarla, la toma de alicuotas para
inactivarla con el buffer de lisis y el remanente para resguardarlo en ultra-congeladores.
Con base en lo anterior, en las actividades previas a la inactivacion se debera tener
precaucion a manera de reducir o eliminar la exposicion al virus.

Evaluacion del Riesgo Biolégico

La evaluacion del riesgo es un proceso sistematico para obtener informacién
relacionada con la probabilidad y consecuencias de exposicion en el lugar de trabajo y
determinar las medidas de contencion y control apropiadas para reducir el riesgo a un
nivel aceptable (Fig. 1) [14-15].

El riesgo constituye la combinacion de la probabilidad del dafio de una amenaza y la
severidad de ese dafio. Las consecuencias se refieren a la severidad de los resultados
de una exposicion, la cual podria incluir una infeccion asociada al laboratorio, portador
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asintomatico, contaminacion ambiental y dispersion de la enfermedad a las
comunidades cercanas [12].

La evaluacion de riesgo constituye el eje de la practica de la bioseguridad, en donde el
juicio del experto, basado en la evaluacion de riesgo, constituye un parametro para
determinar el nivel de seguridad biolégica que debe asignarse.

Entre los factores a ser considerados en dicha evaluacion estan: grupo de riesgo del
agente infeccioso, dosis infecciosa, patogenicidad, transmisibilidad, ruta natural de
infeccibn en el ambiente, concentracion, volumen del material a ser manipulado,
presencia de hospedadores susceptibles y/o reservorios, reportes de infecciones
adquiridas en laboratorio, actividades planificadas en el laboratorio, longitud del tiempo
de exposicién al agente infeccioso, cualquier manipulacion genética que podria generar
cambios en su rango hospedador o alterar la sensibilidad del agente a ciertos
tratamientos efectivos, disponibilidad local de profilaxis o tratamiento terapéutico y las
competencias y experiencia del personal de laboratorio. Todo este andlisis conduce a
resultados que influyen en la toma de decisiones criticas [10,12,18-19].

Inicialmente, se debe considerar el grupo de riesgo en el cual est4 ubicado el patégeno
en conjunto con otros factores, para establecer el nivel de bioseguridad mas adecuado.
Por ejemplo, la manipulacion de un agente clasificado como grupo de riesgo 2, requiere
la instalacion, equipos, practicas y procedimientos de NBS-2 (BSL-2), que garanticen
condiciones seguras de trabajo. No obstante, si un experimento en particular
(investigacion mas alla del diagndstico) con el patdgeno requiere la generaciéon de alta
concentracion de aerosoles, entonces el NBS-3 (BSL-3) es el mas apropiado, ya que
garantiza una contenciéon mayor de aerosoles en el lugar de trabajo.

En el caso del SARS-CoV-2, se recomienda adoptar medidas de contencion de mayor
seguridad y valorar el riesgo de exposicion en funcién de la naturaleza de las actividades
gue se llevaran a cabo.

Sobre la base de esta evaluacion de riesgo se seleccionan practicas microbiolégicas
adecuadas, equipo de proteccion personal (EPP), procedimientos operativos estandar,
equipos de seguridad y la conformacion de la instalacion del laboratorio, con la finalidad
de cumplir con estandares de contencidn que prevengan las infecciones asociadas al
laboratorio [15].

La evaluacion de riesgo debe ser un proceso inmerso en el mejoramiento continuo [20],
debe ser constantemente revisado y mejorado mediante la socializaciéon a todos los
actores de la gestion del laboratorio, con base en la informacién actualizada del agente
infeccioso manipulado, o al presentarse cambios en los procedimientos del laboratorio
y/o equipos, lo cual pueda generar ajustes en las medidas de contencion.

Si un analisis de riesgo da indicios que el agente biolégico manejado y/o las actividades
a ser ejecutadas con el virus son asociadas con un riesgo mas alto, el cual no es
compatible con los requisitos bésicos o estandar establecidos para ese nivel de
seguridad biolégica, se deben generar medidas de control intensificadas a ser aplicadas
en ese laboratorio [15].

En el caso concreto de la deteccion de SARS-CoV-2 por RT-gPCR, la evaluacion de
riesgo debe aportar datos que evidencien la posibilidad de mitigar la generaciéon de gotas
o0 aerosoles, mediante la implementacion del uso de una Cabina de Seguridad Biol6gica-
2 (CSB-II) con la desinfeccién quimica de superficies y areas de trabajo, a fin de inactivar
particulas virales y proceder con el flujo de trabajo que se realiza para el diagndstico del
patégeno (Fig. 1) [15,18-21].
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Figura 1. Flujo de trabajo, procesamiento de muestras para deteccién de SARS-CoV-
2.

Varias organizaciones ofrecen diversas plantillas para la evaluacién de riesgo,
incluyendo enfoques paso a paso para identificar, analizar y determinar los niveles de
riesgo asociados con una determinada amenaza biolégica en el laboratorio, sin
embargo, se recomienda utilizar la sugerida por la OMS, dirigida especialmente para las
instalaciones de laboratorio, y cumplir con cinco procesos [15,17-18] (Fig. 2):

Obtencién de informacion (identificacion de la amenaza).
Evaluacioén de los riesgos.

Desarrollo y evaluacion de una estrategia de control de riesgo.
Seleccién e implementacion de las medidas de control de riesgo.
Revision de los riesgos y las medidas de control y contencion.

agrwNPE
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Figura 2. Marco de referencia de la Evaluacién de riesgo. Fuente: Laboratory
Biosafety Guidance, WHO, march 2020.

Requisitos de un Laboratorio NBS-2 (BSL-2)

Los criterios de riesgo primario usados para definir los 4 niveles ascendentes de
contencién, referidos como niveles de bioseguridad 1 al 4, son: infectividad del agente,
transmisibilidad, severidad de la enfermedad y la naturaleza del trabajo a ser conducido.

Cada nivel de bioseguridad estd fundamentado en un conjunto de propiedades y
caracteristicas que comprenden: el disefio del laboratorio y construccion con
especificaciones adecuadas de elementos que eviten contaminaciones, distribucion e
instalaciones de areas de contencién, registro control, calibracién y adecuacién de
equipos, practicas y procedimientos operacionales requeridos para trabajar con agentes
infecciosos [10,12].

Para la deteccion del SARS CoV-2 NBS-2, con aplicacion de medidas intensificadas de
NBS-3, se debe implementar el codigo de practicas, que consiste en un listado de los
procedimientos esenciales, en un manual del laboratorio y cuya aplicacion esta
destinada a minimizar amenazas previamente identificadas en la evaluacion de riesgo

(Fig. 3).

Hernandez, Navarro, Arias, Ramirez-Iglesias, Herrera & Baca, Bioseguridad en laboratorios de
diagnostico molecular de SARS-CoV-2 (COVID-19) mediante RT-gPCR.

http://dx.doi.org/10.33210/ca.v9i2.311



http://dx.doi.org/10.33210/ca.v9i2.311

CienciAmérica (2020) Vol. 9 (2)
ISSN 1390-9592 ISSN-L 1390-681X

CIENCIAMERICA

Autoclave de la Entrada
al Laboratorio

Lavador de manos
en Entrada-Salida

Figura 3. Laboratorio de Bioseguridad Nivel 2. Fuente: Laboratory biosafety manual
Third edition-World Health Organization, Geneva, 2004.

La OMS refuerza estos conceptos con los llamados requisitos bésicos, los cuales
constituyen una combinaciéon de medidas de control de riesgo que son la base y parte
integral de la bioseguridad del laboratorio. Estas medidas reflejan los estandares
internacionales y las mejores practicas en bioseguridad, para el trabajo con agentes
bioldgicos, aun cuando el riesgo sea minimo [15-18].

Estos requisitos son: buenas practicas y procedimientos microbiolégicos, competencia
y capacitacion del personal del laboratorio, disefio del laboratorio, recepcién adecuada
de la muestra y almacenamiento, descontaminacion e higienizacion de envases, gestion
de los residuos, uso de EPP, revision, calibracion y mantenimiento continuo de los
equipos del laboratorio, plan de respuesta a emergencia e incidentes y manejo de
lineamientos de salud ocupacional.

Como complemento a las medidas o requisitos basicos, se implementan medidas de
control intensificadas, cuando el agente biolégico se determina asociado a un riesgo
més alto que no puede ser contenido con los requisitos basicos. Entre dichas medidas
intensificadas estan el control de acceso al laboratorio, separacion fisica del area de
trabajo, sistema de ventilacion independiente y sin recirculacién de aire [15-18].

Protocolo de bioseguridad en el manejo de las muestras a ser analizadas por RT-
gqPCR

Los aspectos de bioseguridad y reproducibilidad de resultados estan directamente
relacionados con los procesos del flujo de trabajo tanto fuera como dentro del laboratorio
(Fig. 3). Para el caso del diagndstico del COVID-19, el flujo de trabajo consta de la
coleccion de la muestra del paciente, su transporte, la ejecucion del diagnostico y
opcionalmente, la secuenciacion del producto de amplificacion [22], junto con
procedimientos relacionados con la gestion de desechos. De forma concreta, las
actividades de laboratorio deben contar con elementos clave como el establecimiento
de 3 &reas claramente separadas para la preparacion de reactivos, la preparacion de la
muestra y la zona de amplificacién, incluyendo elementos de construccibn como
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sistemas de ventilacion separados y el uso de una zona de presion negativa en el area
de post amplificacion [23].

Detallando paso a paso las diferentes actividades que se deben llevar a cabo para
realizar el diagnéstico por RT-gPCR, tenemos las siguientes pautas que se deben
considerar, para lograr un trabajo seguro:

= Para la toma de la muestra, almacenamiento, empaquetado y transporte hacia
el laboratorio, se requiere un personal capacitado, que garantice que los
procedimientos operativos estandar estén consonos con las normativas
nacionales e internacionales. Dichas muestras deben ser manejadas como
potencialmente infecciosas [24].

A consecuencia de que los coronavirus son causantes de infecciones en las vias
respiratorias, la muestra destinada a la prueba diagnostica deberia incluir material
clinico del tracto respiratorio superior e inferior, tales como aspirados nasofaringeos,
lavados nasales, hisopados nasofaringeos y aspirados broncopulmonares, entre otros
[4,25].

= El control de acceso al laboratorio debera limitar la entrada a personas no
involucradas con las actividades planificadas y destinar equipos de higienizacién
a las areas de trabajo y en turnos u horarios de acuerdo a la intensidad del
trabajo requerido. De igual forma, se deberd capacitar adecuadamente al
personal de laboratorio en la implementacion de practicas de distanciamiento,
dentro del area de trabajo.

= Se debera usar un EPP para laboratorios NBS-2, tal como batas/mandiles sin
aberturas frontales o un overol de rutina de trabajo hecho con material antifluido,
guantes de latex seguido de un segundo par de guantes de Nitrilo, gorro,
mascarillas N95 EU FFP2 o equivalentes, gafas protectoras o careta protectora
de rostro tipo visor. Adicionalmente, se debe hacer énfasis en practicas que
complementen el uso de los EPP como lavado de manos antes de la colocacién
y posterior al retiro de guantes, 0 en su defecto su higienizacion y procedimientos
gue minimicen la produccion de aerosoles como uso de pipetas calibradas,
puntas con filtro junto con su adecuado descarte en contendores plasticos de
seguridad biolégica.

= La primera fuente probable de exposicion del personal del laboratorio con el
agente infeccioso lo constituye la recepcion de la muestra. Es importante que el
personal que reciba la muestra esté capacitado adecuadamente y en
conocimiento del riesgo que implica su actividad en el flujo del procedimiento, a
fin de adoptar precauciones necesarias de acuerdo a las buenas practicas
microbioldgicas. De igual forma, el personal debera cotejar la informacion en la
etiqueta de la muestra con el registro fisico de origen y procedencia que la
acompafa. Es importante contemplar capacitaciones adicionales sobre la
actuacion ante incidentes como el manejo de un contenedor roto o con una fuga
de muestra y protocolos de contencién de derrames mediante el uso de
desinfectantes, para controlar cualquier contaminacion [12,15].

= Adicional a las BPL, el equipo de laboratorio es fundamental, como el uso de
CSB-lI certificadas por los estdndares nacionales e internacionales NSF-49:2018
y EN 12469, las cuales minimizan la exposicidon a los aerosoles que puedan
liberarse cuando se realiza la apertura de viales o tubos que contienen muestras
potencialmente infecciosas. Estas cabinas estan disefiadas para proteger al
operador, al ambiente del laboratorio y al producto con el que se esta trabajando,
de la exposicion de aerosoles infecciosos y salpicaduras que pueden generarse
cuando se manipula el material [10,12,26].
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Debe considerarse que usualmente las fallas de contencién de la cabina de
bioseguridad son del tipo operacional y no mecanica. Movimientos bruscos de los
brazos, abrir y cerrar de una puerta cercana o simplemente pasar por detras de la cabina
pueden ocasionar perturbaciones en el balance del flujo laminar y permitir que salga aire
de la cabina [19].

Con relacion al personal de laboratorio, cobra importancia aspectos de gestion de la
bioseguridad, por lo que se debe tomar en cuenta los siguientes puntos:

= Evaluacion médica, registro del historial de enfermedades (medicina
ocupacional) y el estatus de inmunizacion antes de formar parte del personal de
trabajo [10,15].

Es de vital importancia la capacitacion del personal, al considerar que el error humano
y mal uso en las técnicas comprometen la proteccion de los trabajadores del laboratorio
y la validez de los resultados. Estudios recientes relacionados a infecciones adquiridas
en laboratorio, demuestran que muchas de ellas fueron debidas a factores humanos,
tales como ausencia o inadecuada evaluacion de riesgo, uso inadecuado del EPP,
carencia de procedimientos operativos estandar y/o de capacitacion adecuada a los
miembros de los laboratorios [27]. El comportamiento del personal, sus conocimientos
y actitud son los mejores predictores de la seguridad en el trabajo, independientemente
de todas las barreras primarias y secundarias costosas que se implementen [19,27].

La capacitacién general del personal del laboratorio debe incluir una introduccién al
disefio del laboratorio, los cédigos de practica, guias y normativas locales, manuales de
seguridad y gestién de calidad, procedimientos de trabajo seguro, declaracién del
riesgo, evaluacién de riesgo, requisitos legislativos y los procedimientos de respuesta a
emergencia. Una vez cumplido con todos estos requisitos, el personal debe ser
evaluado constantemente tanto a nivel de competencia como de actitud, garantizando
una cultura de bioseguridad en el laboratorio y en consonancia con las normativas de
calidad referentes al mejoramiento continuo [15,20].

= Una vez recibida la muestra, el primer paso a ejecutar dentro del procedimiento
de diagnéstico de COVID-19, y que a su vez constituye una medida de
bioseguridad para el personal del laboratorio, es la inactivacion de las muestras
bioldgicas. Para ello, se deben mezclar las muestras clinicas con el buffer de
lisis indicado para el proceso de extraccion de ARN, de acuerdo a los
procedimientos recomendados por la casa comercial del kit usado. El Centro
para el Control de Enfermedades (CDC por sus siglas en ingles) de los Estados
Unidos ha confirmado la capacidad de inactivacion viral del buffer lisis de kits
para extraccion de ARN pertenecientes a diferentes marcas comerciales [29]. A
pesar de esto, se recomienda seguir las indicaciones y regulaciones de las
autoridades sanitarias locales. Posterior a la inactivacion viral, la superficie de
los contenedores de las muestras debe ser desinfectadas y transportadas a una
segunda locacion, en la cual el resto del proceso de extraccion de ARN y de
deteccion del SARS-CoV-2 se llevara a cabo, adoptando procedimientos
estandar de NBS-2 en CSB-II [29].

= Los procesos de descontaminacion de superficies y equipos deben ser validados
con base en estudios realizados con otros coronavirus. Se ha sugerido que el
SARS-CoV-2 podria ser susceptible a desinfectantes con actividad probada
contra los virus con envoltura, tales como hipoclorito de sodio (0.1-1%), etanol
(62-72%) perdxido de hidrogeno (0.5%), compuestos de amonio cuaternario y
compuestos fendlicos. La aplicacion de estos desinfectantes debe estar dirigida
al material de las superficies de trabajo y a los equipos, los cuales deben ser de
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facil descontaminacion y resistentes a los productos utilizados. Caracteristicas
adicionales a tomar en cuenta para la desinfeccion del area de trabajo estan
relacionadas con el tiempo de contacto del desinfectante con las superficies a
descontaminar, la dilucién (concentracion del ingrediente activo) y la fecha de
expiracion de la solucion de trabajo preparada [15].

= En cuanto al transporte interno y externo de las muestras, los procedimientos
deben estar acorde con la reglamentacion nacional y/o internacional,
resguardadas en recipientes resistentes, con capacidad de preservar la muestra
en buenas condiciones de seguridad y calidad.

Las muestras bioldgicas sospechosas o confirmadas de contener el virus SARS-CoV-2
deben ser empaquetadas en doble empaque cuando el traslado sea interno, dentro de
la misma instalacion, el tubo primario debe colocarse en otro recipiente que proteja al
primero. Para el transporte externo las muestras deben ser empaquetadas cumpliendo
las normativas del triple empaque y transportarse como UN3373, Sustancia Bioldgica
Categoria B [30].

El transporte adecuado de las muestras es importante tanto para la validez de los
resultados en correspondencia con el Sistema de Gestién de calidad de todo laboratorio
[19-20], como para la seguridad de todo el personal en consonancia con todas las
normativas relacionadas a la proteccién del personal [31-33].

En relacién a la gestion de desechos, los procesos de identificacion, clasificacion
y segregacion de material potencialmente contaminado deben realizarse antes
de su descontaminacion o disposicién final. Si la descontaminacién no se realiza
en el laboratorio los desechos contaminados deben ser empaguetados
adecuadamente segun las regulaciones de cada pais que aplican a la gestion de
desechos biolégicos [10].

Desarrollo de un plan de emergencia/contingencia. Es importante considerar
gue, aun cumpliendo con las medidas de control basicas o las intensificadas que
aplican para el diagndstico de COVID-19, los incidentes o accidentes tienen una
probabilidad de ocurrir, por lo que se hace necesario desarrollar un plan de
contingencia que provea procedimientos de operacién estandar especificos para
ser seguido en posibles escenarios de emergencia. Dicho plan debe incluir el
reporte obligatorio de todo incidente/accidente, las personas responsables de
evaluar el evento y el registro de incidentes y accidentes cénsono con la
reglamentacion nacional [10,15].

La evidencia de infecciones adquiridas en laboratorio con un agente muy cercano al
SARS-CoV-2, como lo es el SARS-CoV, debe llamar la atencién sobre la probabilidad
de que pueda surgir una brecha de bioseguridad y causar un incidente o accidente en
la manipulacion del virus. Por ello, es fundamental el cumplimiento de las medidas de
contencién recomendadas, una vez realizada la evaluacion de riesgo y asi evitar las
infecciones adquiridas en laboratorio y la diseminacion del virus fuera del mismo [18,34].

Afectacién del Personal de Salud con la pandemia COVID-19

A causa de que la COVID-19 esté afectando a un gran numero de trabajadores de la
salud cuyas actividades y responsabilidades estan estrechamente vinculadas a la
atencion de pacientes infectados con el virus SARS-CoV-2 y que de una u otra manera
pueden involucrar a personal de los laboratorios, se hace necesario una alianza entre la
Organizacion Mundial de la Salud y la Organizacion Internacional del Trabajo (OIT) en
pro de la seguridad y salud de este grupo de trabajadores, para lograr lo que la OMS ha
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llamado “Una sola salud” (One Health), enfoque para disefiar e implementar programas,
politicas, legislacién e investigacién en la cual multiples sectores se comunican y
trabajan juntos para alcanzar mejores resultados en la salud publica.

Las diferentes normas locales e internacionales, procedimientos, reglamentos que
apoyen la necesidad de garantizar que los patdgenos en el laboratorio sean manejados
responsablemente deben ser conocidas y adoptadas por todo el personal de
laboratorio, y debe existir una alianza entre todas la organizaciones relacionadas a la
bioseguridad, de manera de fortalecer una cultura de bioseguridad en bienestar del
personal del laboratorio que manipula estos agentes infecciosos, asi como a las
personas del entorno y al ambiente.

Al respecto la Administracion de Seguridad y Salud Ocupacional (OSHA),agencia del
Departamento de Trabajo de los Estados Unidos, ha dividido las tareas laborales en
cuatro niveles de exposicion del riesgo: muy alto, alto, mediano y bajo, graficandolo en
una piramide de riesgo ocupacional que muestra estos 4 niveles, y designa en la cispide
de esta piramide al riesgo de exposicibn muy alto, que comprende a aquellos
trabajadores con alto potencial para exposicion a fuentes sospechosas o conocidas de
presentar el virus SARS-CoV-2 durante procedimientos especificos médicos, post-
mortem o del laboratorio. Por lo que un laboratorio de diagndstico por biologia molecular
del virus SARS-CoV-2 que recibe muestras sospechosas y/o probables de contener el
SARS-CoV-2, y tienen que ser manipuladas para lograr el objetivo de detectar la
presencia del virus en esas muestras esta en la categoria de riesgo de exposicion muy
alto, aun cuando no se lleven a cabo procedimientos de cultivos del virus.

Considerando que a nivel de seguridad y salud ocupacional se utiliza un marco de
jerarquia de controles, para seleccionar las formas de controlar las amenazas en el lugar
de trabajo, la mejor forma de controlar la amenaza es removerla sisteméaticamente del
lugar de trabajo, pero en medio de esta pandemia no es posible, ya que las muestras
deben ser recibidas en el laboratorio para poder confirmar la presencia o no del virus,
en consecuencia se debe realizar la evaluacién de riesgo para tomar las decisiones mas
pertinentes de mitigar el riesgo de bioseguridad que no se puede eliminar [32].

Dada la importancia que tiene la bioseguridad en el control o eliminacién de la
exposicion de agentes bioldgicos patdégenos a los trabajadores de la salud, que incluye
el personal de laboratorio, la OMS la contempla en el Marco del Reglamento
Internacional 2005, y en el compromiso asumido en la Agenda de Seguridad y Salud
Global, como unas de las capacidades basicas exigidas por este reglamento a los
paises signatarios del mismo, a fin de poder alcanzar su propésito que consiste en
prevenir la propagacion internacional de enfermedades, proteger contra esa
propagacion, controlarla y darle una respuesta de salud publica proporcionada y
restringida a los riesgos para la salud publica y evitando al mismo tiempo las
interferencias innecesarias con el trafico y el comercio internacionales [35-37].

CONCLUSIONES

La emergencia de un nuevo patégeno representa retos para el personal del laboratorio,
de manera de poder poner en practica una cultura de bioseguridad, en concordancia
con el cumplimiento de los requisitos de calidad que generen un producto seguro y fiable
y, a su vez, sea garante de la seguridad y salud de todo el personal involucrado en el
proceso. Por ello es de suma importancia crear un balance entre la seguridad del
personal del laboratorio y del ambiente y paralelamente garantizar la obtencion de
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resultados fiables y validados. En otras palabras, se debe cumplir con los requisitos que
exige una gestion de aseguramiento de la calidad en los laboratorios.
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