¥ GOBERNO  MINISTERIO
DE ESPAMNA, DE SANIDAD

Documento técnico

Toma y transporte de muestras para
diagnostico por PCR de SARS-CoV-2

18 de mayo de 2020

COORDINACION: Centro de Coordinacién de Alertas y Emergencias Sanitarias.
Direccion General de Salud Publica, Calidad e Innovacion.

Las recomendaciones incluidas en el presente documento estdn en continua revisiéon y serdn
modificadas si la situacion epidemioldgica asi lo requiriese. Utilice este documento bajo su
propia responsabilidad.



= w‘ GOBIERNO MINISTERIO

S o DE ESPANA, DE SANIDAD
a &
Contenido:
UL 41 or- Yol o ISP 3
D 0 o= 1Yo TS 3
3. Indicacion de toma de muestras CliNiCas .......cccevieerieeriieeree e 3
4. Tipo de muestras para el diagnOStiCo .......ueviviiiiiiiiiiiie e 3
5. Equipo de proteccién individual para la toma de muestras ........ccccccceeeeeeecciiiieeee e, 3
6. Técnica de recogida de 1a MUESTIA......ccuiiiieiiiie et e et e et e e e aaeee s 4
P =Y o -1 Tl (o] W [T T 4 TV =T - IR 4
T = 11 o1 (oY ={ - - PSS 5
ANEXO 1: Transporte y recomendaciones de manejo de muestras bioldgicas con infeccién o
sospecha de infecCion POr SARS-COV-2......uii it et e e sree e e sree e e sree e s s snbeee e s nanes 7

A. Instrucciones para el transporte de muestras bioldgicas a otro centro diferente al lugar de

la toma de muestra

B. Manejo de muestras para el personal de [aboratorio ........ccccccvevecveiicccei e, 11

CONTROL DE REVISIONES Y MODIFICACIONES

N2 Revision

Fecha

Descripcion de modificaciones

0

13/05/2020

Version inicial




1.

x F ¥ GOBIERNO MINISTERIO
o "q DE ESPARNA, DE SANIDAD

a &
Justificacion
En la situacion epidemioldgica actual debe realizarse la confirmacién diagndstica de todos

los casos sospechosos de COVID-19, garantizando la calidad de la atencion y la maxima
seguridad para el personal sanitario, asi como el uso racional de los recursos.

Objetivo

Servir de guia para la toma de muestras clinicas de manejo casos de COVID-19 en aquellos
ambitos en los que cada comunidad auténoma designe para tal fin.

Indicacion de toma de muestras clinicas

Las indicaciones de toma de muestra se recogen en la Estrategia de diagndstico, vigilancia

y control en la fase de transicion de la pandemia e indicadores.

. Tipo de muestras para el diagndstico

Las muestras recomendadas para el diagndstico microbioldgico serdn preferentemente las
referidas al tracto respiratorio superior: frotis nasofaringeo (de preferencia por ser el lugar

donde se detecta mayor carga viral) y/o orofaringeo. En poblacion pediatrica de corta edad
es posible sustituir los frotis por lavado o aspirado nasofaringeo.

Las muestras del tracto respiratorio inferior como el esputo (si es posible) o aspirado
endotraqueal, lavado broncoalveolar o broncoaspirado se consideraran a juicio facultativo,
especialmente en pacientes con enfermedad respiratoria grave. Estas muestras parecen
tener mayor rendimiento que las del tracto respiratorio superior especialmente en
pacientes con neumonia y pueden ser obtenidas facilmente en casos de pacientes intubados
con ventilacién mecanica.

Las muestras de suero para serologia (dos muestras) sélo se realizaran tras la confirmacién
con PCR positiva para COVID-19. La serologia es util para la confirmacion de la respuesta
inmune a la infeccion por coronavirus. La primera muestra debe recogerse a partir del dia 7
desde el inicio de sintomas (fase aguda) y la segunda muestra 20-30 dias después.

Equipo de proteccion individual para la toma de muestras

Para la toma de muestras del tracto respiratorio superior se deben instaurar las siguientes
precauciones:

o Bata

o Mascarilla FFP2


https://www.mscbs.gob.es/profesionales/saludPublica/ccayes/alertasActual/nCov-China/documentos.htm
https://www.mscbs.gob.es/profesionales/saludPublica/ccayes/alertasActual/nCov-China/documentos.htm
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o Guantes
o Proteccidn ocular
En caso de toma de muestras del trato respiratorio inferior el personal sanitario deberia
instaurar las precauciones especificas de transmision aérea:
Bata: impermeable o si no hay disponibilidad utilizar adicionalmente delantal

o Proteccién respiratoria con una eficacia de filtracidon equivalente a FFP2 o FFP3
o Proteccién ocular
o Guantes de manga larga

Técnica de recogida de la muestra

Frotis nasofaringeo: se realizara la toma de la muestra con el hisopo fino y flexible del kit

especifico para toma de muestras respiratorias para virus. No debe recogerse con hisopos
de alginato de calcio, de algoddn ni con mango de madera. Se debe insertar un hisopo mds
flexible, de dacrén o poliéster, por la fosa nasal y paralelo al paladar. Se introduce el hisopo
primero por una narina hasta alcanzar la rinofaringe y luego por la otra. El hisopo debe
alcanzar una profundidad igual a la distancia desde las fosas nasales hasta la abertura
externa de la oreja. Se deja el hisopo en ese lugar durante varios segundos para absorber
las secreciones. Se retira lentamente el hisopo mientras se gira. Se hacen dos o tres
rotaciones de 1802 y se mantiene 5 segundos en contacto con la mucosa. Puede verse la
técnica en este video. Los hisopos se introducen inmediatamente en tubos estériles que
contengan 2-3 ml de medio de transporte viral. Existen hisopos de tamafo pediatrico. La
muestra ha de conservarse en nevera hasta su envio al laboratorio.

Frotis orofaringeo: se realizard la toma de la muestra con el hisopo grueso y rigido (sin

mango de madera) del kit especifico para toma de muestras respiratorias de virus. Se sujeta
la lengua del paciente con el depresor lingual y se frota con firmeza la pared posterior de la
garganta (orofaringe) con el hisopo (al frotar obtenemos células infectadas con el virus). Los
hisopos se introducen inmediatamente en tubos estériles que contengan 2-3 ml de medio
de transporte viral. Si se toma nasofaringeo y orofaringeo al mismo paciente se pueden
introducir los dos hisopos juntos en el mismo tubo de medio de transporte. La muestra ha
de conservarse en nevera hasta su envio al laboratorio.

Preparacion de la muestra

Todas las muestras se preparardn para su envio al laboratorio en el mismo lugar donde se
encuentre el paciente.

La parte externa de los tubos que contiene la muestra respiratoria debera limpiarse con un
desinfectante de superficies o una toallita impregnada en desinfectante.

En caso de precisar envio de muestras a otra institucién y dado que en el transporte se
pueden producir golpes o derramamientos deberdn ser tratadas como potencialmente


https://youtu.be/DVJNWefmHjE
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infecciosas y se consideraran de categoria B (deben ser transportadas en triple embalaje,
norma UN3373 segun figura en el anexo |, al final de este documento).

No es imprescindible que el transporte de muestras clinicas para la deteccion del SARS-CoV-
2 a otras instituciones se realice utilizando los servicios de empresas especializadas.
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ANEXO 1: Transporte y recomendaciones de manejo de muestras
bioldgicas con infeccion o sospecha de infeccion por SARS-CoV-2.

A. Instrucciones para el transporte de muestras bioldgicas a otro centro diferente al
lugar de la toma de muestra

1. Categorizacion de la muestra:

e Las muestras bioldgicas procedentes de pacientes infectados o con sospecha de infeccién por
el SARS-CoV-2 son clasificadas como sustancias infecciosas de categoria B (1).

2. Embalaje de las muestras:

e Deben ser transportadas a los centros de diagndstico de acuerdo a la instrucciéon de
embalaje P650 del Acuerdo ADR que se aplica a la norma UN 3373 para el embalaje de
sustancias peligrosas (la instrucciéon de embalaje P650 equivale a la instruccion 650 IATA).

e Lanorma UN 3733 establece que la muestra sea transportada en triple envase, robusto y
que soporte golpes y cargas habituales del transporte, incluyendo el trasbordo entre
vehiculos, contenedores y almacén o la manipulacién manual o mecanica. Los embalajes
se construirdn y cerraran de forma que se evite cualquier fuga de su contenido, en las
condiciones normales de transporte, por vibracion o por cambios de temperatura,
humedad o presién.

e Para el transporte por superficie no se establece una cantidad maxima por paquete. Para el
transporte aéreo se requiere que:

o La capacidad de los recipientes primarios no supere 1 litro (para liquidos) o la masa
limite del embalaje externo (para sélidos).
o Elvolumen enviado no supere 4 litros o 4 kg por paquete.

e Estas cantidades excluyen el hielo y el hielo seco cuando sean utilizados para mantener las
muestras frias.

e Eltriple envase constard de:

o Recipiente primario estanco
o Embalaje secundario estanco
o Embalaje exterior rigido
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e Ejemplo de sistema de embalaje/envasado triple para el embalaje y etiquetado de
sustancias infecciosas de categoria B

Recipiente pnmarno
-~ (a prueba de filtraciones

y derrames)
Topadera
impermeable~__
) Pieza de sujecion
(espuma o esponja)
Material de
envasado ——
absorbente

Lista detallada de los
componentes del
contenido (registro de la
mueasira)

Embalaje exterior
J»“é la— rigido

_ Designacion
apropriada para el
transporte

S

Envase secundario_—
(a prueba de filtraciones
y derrames)

Identificacién del
paquete

Etiquetas del remiten{é
y del destinatario

e En el caso de que se utilice hielo o hielo seco para refrigerar la muestra, éste NUNCA debe
ir en el interior del embalaje secundario.

e Lla informacidon acompafnante a las muestras enviadas debe colocarse entre el embalaje
secundario y el embalaje exterior, NUNCA en el interior del embalaje secundario.

e Si se cumplen todos los requisitos establecidos en la Instruccién de embalaje/envasado
P650, no se establecen requerimientos de transporte adicionales. La Instruccion P650
comprende todos los requisitos necesarios para el envio de sustancias infecciosas de
categoria B.

3. Etiquetado:

e Independiente del medio de transporte, en cada paquete se expondra la informacién

siguiente:

o el nombre, la direccién y el ndmero de teléfono del expedidor (remitente,

consignador).
el nimero de teléfono de una persona responsable e informada acerca del envio.
el nombre, la direccion y el nimero de teléfono del destinatario (consignatario).
la designacion oficial de transporte «BIOLOGICAL SUBSTANCE, CATEGORY B».
requisitos relativos a la temperatura de almacenamiento (optativo).

O O O O
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e Paralos envios de sustancias infecciosas de categoria B se utiliza la marca que se muestra
en la figura.

BIOLOGICAL SUBSTANCE
CATEGORY B

4. Condiciones de los medios de transporte:

e No es imprescindible que el transporte de muestras clinicas para la deteccién del SARS-
CoV2 se realice utilizando los servicios de empresas especializadas. Al tratarse de
sustancias infecciosas de categoria B lo necesario es cumplir con las siguientes
instrucciones:

o Utilizar el triple envase del tipo UN3373 y un documento externo (formulario, carta
de porte) que indique lo que se transporta.

o Las empresas de mensajeria o personas que transporten sustancias bioldgicas de
categoria B (UN 3373), estan obligadas a cumplir con las normas de transporte de la
ADR. Este tipo de embalajes no podran ir dentro de bolsas de mensajeria, dado que
las etiquetas normalizadas deben estar a la vista.

o Elvehiculo debe tener un sistema de anclaje que impida el movimiento del paquete
y posibles golpes.

o Elpersonal del vehiculo de transporte alternativo debe recibir informacién de lo que
va a transportar, conocer los riesgos y comprometerse a informar en caso de
incidentes.

e Documentacion: No se requieren documentos con indicacidon de mercancia peligrosa para
las sustancias infecciosas de categoria B.


https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Un3373.jpg
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5. Medio de conservacion en funcién del tipo de muestra:

Medio de Condiciones de transporte:
Tipo de muestra Transporte de Muestra biolégica categoria
Virus B
Muestras Respiratorias
e Exudado i i
) ) Si Refrigerado a 42C en 24-48h
nasofaringeo/orofaringeo
Aspirado/lavado
* P ) / No Refrigerado a 42C en 24h
nasofaringeo
e lavado broncoalveolar No Refrigerado a 42C en 24h
e Aspirado endotraqueal No Refrigerado a 42C en 24h
e Esputo No Refrigerado a 42C en 24h
Otras muestras
e Suero (2 muestras en fases
aguda y convaleciente a
& ) y , No Refrigerado a 42C
partir del dia 7 y entre 20-
30 dias respectivamente)
Biopsia/Necropsia de
* P . / P No Refrigerado a 42C en 24h
pulmon
e Sangre completa No Refrigerado a 42C
e QOrina No Refrigerado a 42C
e Heces No Refrigerado a 42C

e Si transcurren mas de 72 horas hasta el procesamiento de las muestras respiratorias
refrigeradas se recomienda su congelacién a -209C o, idealmente a -80°C.

10
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B. Manejo de muestras para el personal de laboratorio

1. Pautas para el personal de los laboratorios clinicos (bioquimica, hematologia,
inmunologia, anatomia patoldgica, microbiologia)

e De forma general: el personal que manipule muestras clinicas rutinarias (hemogramas,

pruebas bioquimicas, analisis 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 debera seguir las pautas estandar y recomendaciones generales de bioseguridad
establecidas para los laboratorios de nivel BSL-2.

e De forma particular: al igual que con cualquier muestra clinica, los procedimientos que

puedan generar aerosoles de particulas finas (p. ej., vorteado o sonicacién de muestras en
tubo abierto) deberan realizarse en una campana de seguridad bioldgica (BSC) de clase |l
y deberan usarse dispositivos de contencion fisica adecuados (rotores de centrifuga
adecuados, cubetas de seguridad para la centrifuga, rotores sellados) ante la eventualidad
de una rotura de los tubos que contienen las muestras durante el proceso de
centrifugacién. Los rotores tienen que ser cargados y descargados dentro de la cabina de
seguridad. Debera reducirse, en la medida de lo posible, todo procedimiento fuera de la
cabina de seguridad.

e Después de procesar las muestras, se descontaminaran las superficies de trabajo y el
equipo con los desinfectantes hospitalarios habituales. Se recomienda seguir las
indicaciones de la OMS y el ECDC para la dilucién de uso (es decir, la concentracién), el
tiempo de contacto y las precauciones de manejo.

N

. Pautas especificas para el personal de los laboratorios

e Por el momento no se recomienda el aislamiento del virus en cultivos celulares ni la

caracterizacién inicial de agentes virales a partir de cultivos de muestras con SARS-CoV-2
para los laboratorios de diagndstico rutinario, a no ser que se realice en un laboratorio de

seguridad BSL-3.
e Lassiguientes actividades se pueden realizar en instalaciones BSL-2 utilizando practicas de

trabajo estandar para un laboratorio de nivel de bioseguridad BSL-2:
o Examen anatomopatolégico y procesamiento de tejidos fijados con formalina o
tejidos inactivados.
Estudios de microscopia electrdnica con rejillas fijas con glutaraldehido.
Examen de rutina de cultivos bacterianos y fungicos.
Tinciones de rutina y andlisis microscépico de frotis fijados.

O O O O

Empaquetado de muestras para su transporte a laboratorios de diagnédstico.
o Muestras inactivadas (p. ej. muestras en tampdn de extracciéon de acidos nucleicos)
e Las siguientes actividades que implican la manipulacién de muestras potencialmente
infecciosas deben realizarse, como minimo, en una cabina de seguridad BSC de Clase Il. Se
debe realizar una evaluacidn de riesgo especifica del sitio para determinar si se precisan

11
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mayores precauciones de seguridad (por ejemplo, al manipular grandes voliumenes de
muestra):

o Alicuotary / o diluir muestras

o Inactivacién de muestras

o Inoculacién de medios de cultivo bacterianos o micoldgicos

o Preparacién y fijacidn quimica o térmica de frotis para andlisis microscépico.

12



