Recomendaciones para la actividad y manejo de muestras en
los Laboratorios de Citometria de Flujo durante la pandemia
por coronavirus (SARS-CoV-2)

Grupo Espaiiol de Citometria de Flujo Hematolégica (GECFH)
Fecha: 6 de abril de 2020 (versién 1.0)

Ante la pandemia por CoVID-19 el Ministerio de Sanidad ha emitido un
documento para el manejo de muestras para el personal de laboratorio (Procedimiento
de actuacion frente a casos de infeccion por el nuevo coronavirus (SARS-CoV-2),
Ministerio de Sanidad, 2020). Hemos analizado la informacion incluida en el
procedimiento asi como la aplicacién de estas medidas en los procesos técnicos
especificos de un laboratorio de Citometria de Flujo.

Las principales recomendaciones del documento del Ministerio de Sanidad se
describen a continuacion.

PROCEDIMIENTO DE ACTUACION FRENTE A CASOS DE INFECCION POR
EL NUEVO CORONAVIRUS (SARS-CoV-2): MANEJO DE MUESTRAS PARA
EL PERSONAL DE LABORATORIO (extracto del documento del Ministerio
de Sanidad / Instituto de Salud Carlos lll, actualizado a 31/03/2020)

Las siguientes pautas son de aplicacion para el personal de los laboratorios
clinicos (bioquimica, hematologia, inmunologia, anatomia patolégica, microbiologia).

Pautas generales:

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.

Pautas particulares:

Del mismo modo que con cualquier muestra clinica, los procedimientos que
puedan generar aerosoles de particulas finas (p. ej., agitacion o sonicacién de
muestras en tubo abierto) deberan realizarse en una campana de seguridad biolégica
(BSC) de clase Il.

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 centrifugacion.

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.



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 dilucion de
uso (es decir, la concentracion), el tiempo de contacto y las precauciones de manejo.

Pautas especificas para el personal de laboratorio:

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

Actividades que se pueden realizar en instalaciones BSL-2 utilizando practicas

de trabajo estandar para un laboratorio de nivel de bioseguridad BSL-2

Examen anatomopatoldgico y procesamiento de tejidos fijados con formalina o tejidos
inactivados

Estudios de microscopia electrénica con rejillas fijas con glutaraldehido

Examen de rutina de cultivos bacterianos y fungicos

Tinciones de rutina y analisis microscoépico de frotis fijados

Empaquetado de muestras para su transporte a laboratorios de diagndstico

Muestras inactivadas (p. ej. muestras en tampon de extraccion de acidos nucleicos)

Actividades que implican la manipulacion de muestras potencialmente
infecciosas deben realizarse, como minimo, en una cabina de seguridad BSC de

Clase II*

Alicuotar y / o diluir muestras

Inactivacion de muestras

Inoculacion de medios de cultivo bacterianos o micoldgicos

Preparacion y fijacion quimica o térmica de frotis para analisis microscépico

* Se debe realizar una evaluacion de riesgo especifica del sitio para determinar si se precisan
mayores precauciones de seguridad (por ejemplo, al manipular grandes volumenes de
muestra).
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Guia de actuaciéon con recomendaciones para los Laboratorios de
Citometria de Flujo de centros hospitalarios ante la pandemia por
coronavirus (GECFH)

La informacién que nos llega a los sanitarios sobre el CoVID-19 es continua y
procede de diferentes fuentes. En general, incluye escasas recomendaciones en lo
que respecta al manejo de muestras en los laboratorios de Citometria de Flujo siendo
la informacién poco practica y en ocasiones confusa.

El propdsito de este documento es proporcionar una guia de recomendaciones
e instrucciones para realizar el trabajo en los laboratorios clinicos y en concreto en los
de Citometria de Flujo que permita manipular con la mayor seguridad posible las
muestras e implementar medidas extraordinarias de bioseguridad para realizar la
actividad asistencial de una forma adecuada.

En la situacion actual, debemos tener en cuenta que cualquier muestra
bioldgica es sospechosa mientras no dispongamos de informacién y debe ser tratada
acorde a las recomendaciones de los estandares de un laboratorio de bioseguridad de
BSL-2.

Tras revisar las recomendaciones del documento del Ministerio de Sanidad asi
como la informacién de otros organismos locales, nacionales e internacionales hemos
redactado esta guia adaptada a la actividad de los Laboratorios de Citometria de Flujo.
Las siguientes pautas de actuacion han sido contrastadas y consensuadas por
citometristas de centros hospitalarios de diferentes comunidades auténomas.

Dado el estado cambiante de la pandemia y que la informacion se va
actualizando diariamente, estas recomendaciones pueden sufrir modificaciones en
base a nuevos conocimientos que se van incorporando en funcién de la evolucién del
CoVID-19.

Recomendaciones adoptadas en los laboratorios de Citometria de Flujo

1. Medidas generales de proteccion a implementar

* Se restringira progresivamente la actividad hasta sélo realizar la imprescindible
optimizando el uso de recursos personales y materiales.

¢ Acceso al laboratorio:

- El simbolo y signo internacional de peligro biolégico debera colocarse en
las puertas de los locales donde se manipulen microorganismos del grupo
de riesgo 2 o superior.

- Las puertas del laboratorio se mantendran cerradas y soélo podra entrar en
las zonas de trabajo el personal autorizado. No esta permitida la entrada de
nifos.

* Dentro del laboratorio, se trabajara manteniendo la distancia de seguridad
utilizando pijama y calzado sanitario, batas de un solo uso, guantes



desechables ajustados por encima de la manga y mascarillas con filtro FFP2* o
como minimo quirdrgicas. El pelo debe estar recogido, la ufias cortas y no se
deben llevar joyas (pulseras y anillos). Esto se aplicara a todo el personal de
laboratorio que manipule muestras o que comparta el mismo espacio fisico de
trabajo del area del laboratorio. Se debe realizar el lavado frecuente y estricto
de manos vy utilizar los guantes desechables para trabajar en los ordenadores
conectados a los citdmetros. *Preferiblemente sin valvula de exhalaciéon que protege
y evita el contagio y la emisién de organismos infecciosos al ambiente.

e Se deben emplear gafas antisalpicadura si se procesan muestras
potencialmente infecciosas, en este caso, se puede valorar el empleo de
viseras-pantallas de proteccion.

* No se debe salir del laboratorio con los guantes, la bata desechable y la
mascarilla de trabajo. En areas de trabajo administrativo (analisis de muestras)
mantener en todo momento distancia de seguridad y uso de mascarilla
quirurgica. Los guantes en esta zona, si esta separada del area de trabajo de
laboratorio, son opcionales. Es mas importante el lavado estricto y continuo de
manos y el uso de soluciones hidroalcohdlicas.

* ElI personal deberd lavarse las manos después de manipular materiales
potencialmente infecciosos, asi como antes de abandonar las zonas de trabajo.
Mantener el lavado estricto de manos antes y después del uso de guantes asi
como al finalizar el turno de trabajo.

* Mantener las zonas de trabajo sin objetos personales (bolsos, abrigos),
alimentos o bebidas. No esta permitido comer o beber en el laboratorio.

* Se recomienda utilizar los teléfonos fijos del laboratorio en modo manos libres,
0 si no es posible desinfectar con solucion hidroalcohdlica si es utilizado por
mas de una persona. Evitar el uso del mévil mientras se trabaja, su uso puede
condicionar distracciones con consecuencias no deseables y peligro de
contaminacién cruzada.

* Se debe trabajar en cabinas de seguridad bioldégica (CSB) tipo Il con las
muestras de pacientes con sospecha o confirmacion de infeccion por SARS-
CoV-2. Este tipo de cabinas se deben utilizar también cuando se trabaja con
muestras que puedan generar aerosoles.

* Lamentablemente, en la mayoria de los Laboratorios de Citometria de
Flujo no se dispone en la actualidad de este tipo de cabinas lo que ha
condicionado, por el momento, la eliminacion de pruebas que requieren
para el manejo de la muestra la manipulaciéon en una CSB de clase Il.

* No deben confundirse las CSB con las cabinas de flujo laminar; estas
ultimas sélo protegen la muestra que se manipula, pero no garantizan la
seguridad de las personas. No se procesan muestras contaminadas en
las cabinas de flujo laminar.

2. Distribucién del trabajo (equipos de trabajo, turnos de personal) y teletrabajo

* Creacion de grupos de trabajo independientes, cada uno compuesto por uno o
mas facultativos de cada area, técnicos de cada area y secretaria. Se
estableceran en la medida de lo posible turnos de personal con la rotaciéon que



cada centro estime (dias alternos, semanales...). Se formaran equipos fijos de
facultativos y técnicos de laboratorio con el fin de evitar contagios multiples y
simultaneos de todo el personal. La integracién de los equipos y la periodicidad
se ajustara en funcién del personal disponible segun contagios y cuarentenas.

Facilitacion del teletrabajo por parte del hospital para el acceso remoto a los
programas de gestion de datos de laboratorio para la validacién de estudios, a
la historia clinica informatizada y a los programas y archivos especificos de
citometria de flujo.

Se solicitaran las herramientas necesarias para facilitar el teletrabajo desde el
domicilio particular para aquellos facultativos que lo requieran.

3. Organizacion en la recepcion de muestras, transporte intrahospitalario, ensayos

clinicos, reactivos, etc.

En los centros en los que sea posible, es aconsejable la centralizacion en la
recepcion de muestras del hospital y la distribucién posterior a cada laboratorio
por tubo neumatico de muestras de pacientes sin sospecha ni infeccidon
confirmada por CoVID-19.

Las muestras de pacientes con sospecha o infeccién confirmada por SARS-
CoV-2 no deben enviarse por tubo neumatico. Esta recomendacion se
aplica a todo tipo de analisis que se le solicite al paciente: pruebas
bioquimicas, estudios hematologicos, seroldgicos y otras pruebas diagndsticas
que deben ser remitidas al laboratorio mediante personal auxiliar. El
transporte intrahospitalario de este tipo de muestras debe realizarse utilizando
como minimo un segundo contenedor.

Tubo neumatico: se debe higienizar en origen las carcasas y boca de entrada
del tubo siguiendo las instrucciones remitidas por el hospital.

Reduccion o suspension del procesamiento de muestras de pacientes incluidos
en ensayos clinicos. Se procesara en local las muestras de pacientes de
ensayos clinicos tras valoracion individualizada.

Identificar posibles carencias de reactivos y valorar ampliar peticion del nUmero
de reactivos que puedan ser deficitarios.

4. Actividad asistencial en el laboratorio

Muestras prioritarias para estudio inmunofenotipico:
o Estudio basico de poblaciones linfocitarias.
o Sospecha diagnéstica o recidiva de leucemia aguda.

o Diagnéstico de sospecha o recidiva de sindromes linfoproliferativos y
mieloma multiple (MM).

o Cuantificacion de CD34 para posibles trasplantes, mientras se mantenga
esta opcion de tratamiento.
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Deteccion de enfermedad residual minima (ERM) en leucemia aguda sin
seguimiento molecular:

= post-induccién en leucemia mieloblastica aguda (LMA) y leucemia
linfoblastica aguda (LLA).

= post-induccion en dia +15 en LLA infantil.

Estudio de liquido cefalorraquideo (LCR) por sospecha de infiltracién.

* Muestras con valoracion individualizada para estudio inmunofenotipico:

O

O
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ERM en otro momento de la evolucion de la leucemia.
ERM de sindromes linfoproliferativos y MM: valorar retrasar.
Estudio de liquido pleural y lavado broncoalveolar (LBA).

Despistaje de inmunodeficiencias: indicacion y valoracion conjunta con el
meédico responsable del paciente.

Estudio inmunofenotipico de neuroblastoma.

Estudio de hemoglobinuria paroxistica nocturna si la indicacion es hemdlisis
o trombosis o si existen cambios clinicos o analiticos que lo justifiquen.

Cualquier otro tipo de estudio inmunofenotipico no contemplado en el listado se
considerara su realizacién de forma individualizada.

El procesamiento de muestras puede cambiar dependiendo del personal disponible
activo en el laboratorio tanto en lo que respecta a facultativos especialistas como
técnicos especialistas de laboratorio.

5. Medidas practicas en el laboratorio

e Limpieza del laboratorio:

e}

Seguir los procedimientos de esterilizacion recomendados tanto para
superficies como para la limpieza del interior de las centrifugas y sus
accesorios o0 la superficie de agitadores, pequeio equipamiento de
laboratorio, etc. Con la informacién disponible, parece que el coronavirus
humano persiste sobre las superficies duras (metal, cristal, plastico) un
maximo de 9 dias.

Campana de seguridad biolégica (CSB) clase Il (Anexo I): activar la luz
ultravioleta (UV) siempre antes y después de trabajar, dejando la luz UV
conectada con la campana en posicion cerrada el tiempo recomendado
(nunca cuando se esta trabajando o hay alguien en el laboratorio). Se
puede utilizar la luz UV para esterilizar material de laboratorio no
desechable (pipetas, adaptadores de centrifuga, material de vidrio, etc).

Centrifugar los tubos en centrifuga con sistema anti-aerosoles y tapados.
Esperar unos 10 minutos tras finalizar la centrifugacion (momento de mayor
generacidon de aerosoles) para retirar la tapa de la centrifuga. La agitacién
de muestras se debe realizar también con tubo cerrado.
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Se debe evitar tocar con las manos algo que haya podido estar en contacto
con la muestra contaminada o venga con ella como los volantes de solicitud
de prueba (hacerlo siempre con guantes).

Prestar atencion a todo lo que se toca. No tocar otros materiales (pomos de
puertas, teléfonos, sillas, etc.) ni la cara u otra superficie corporal mientras
se lleve guantes.

Es aconsejable, eliminar las peticiones de pruebas en papel una vez han
sido escaneadas y registradas.

* Limpieza de los citobmetros de flujo:

o}

Seguir el protocolo de limpieza de los citdbmetros segun las instrucciones
del fabricante, utilizando una solucién de lejia inodora (solucién de 5-6% de
hipoclorito sdédico) diluida % en agua destilada para asegurar la
desinfeccion tanto de la cdmara de flujo como de la aguja de aspiracion de
muestras.

e Procesamiento de muestras:

e}

e}

Cualquier muestra debe considerarse de riesgo hasta que esté inactivada.

Aunque se conoce poco de este nuevo virus y la informacion es en
ocasiones poco clara, las muestras pueden quedar parcialmente
inactivadas con reactivos que contienen paraformaldehido:

» Marcajes de superficie: al afiadir solucion hemolizante que contenga al
menos 1% de paraformaldehido que inactiva los posibles patégenos
(solucion BD FACSLysing).

= Marcajes citoplasmaticos: al afadir la solucion de fijacion que también
lleva paraformaldehido (solucion A del reactivo Fix&Perm).

» Los liquidos cefalorraquideos cuando se incluyen en conservante
(Transfix).

= Otros liquidos organicos como el pleural o el ascitico se pueden incluir
en conservante (Transfix) y remitir al laboratorio.

La inactivacion de las muestras no parece efectiva al utilizar otras
soluciones hemolizantes sin paraformaldehido (BD PharmlLyse, cloruro
amonico) que mantienen la viabilidad celular.

El manejo del lavado broncoalveolar (LBA) y la disgregacién de tejidos de
biopsia deben realizarse en campana de seguridad biolégica clase II.
Deben procesarse conociendo si el paciente tiene infeccion o no por
coronavirus o al menos sintomatologia compatible. En el caso del LBA,
debe valorarse si definitivamente hay un beneficio diagndstico de su estudio
mediante citometria.

Evitar en la medida de lo posible la realizacion de la técnica de lisis en
macrovolumen o bulk lysis, ya que requiere varias centrifugaciones y
decantaciones si no se puede realizar en CSB clase Il. Si es imprescindible
realizar esta técnica, decantar el sobrenadante en un recipiente con un 10%



de lejia situado en la CSB o retirar el sobrenadante empleando un sistema
de aspiracion con bomba de vacio.

o Priorizar protocolos de marcaje automaticos. Se debe evitar realizar fuera
de CSB clase Il procedimientos manuales que impliquen la manipulacion de
muestras potencialmente contaminadas (alicuotado, dilucién, agitacion,
apertura de tubos, bulk lysis).

6. Gestion de residuos

Manejo de muestras de pacientes con sospecha o infeccion confirmada por
SARS-CoV2

La informacién incluida en este apartado ha sido obtenida de planes de
regulacion de la gestion de residuos sanitarios establecidos en diferentes
comunidades autbnomas.

Informacioén general
Residuos de clase IlIA: Residuos biolégicos

Residuos biosanitarios especificos o de riesgo: son aquellos en los que, por
representar un riesgo para la salud laboral y publica, deben observarse
especiales medidas de prevencion, tanto en su gestién intracentro como
extracentro. Para su recogida, transporte y eliminacidn son necesarios
requisitos especiales para prevenir infecciones.

Este tipo de residuos biosanitarios se subclasifican en:

1. Residuos sanitarios infecciosos: son los procedentes de pacientes con
enfermedades infecciosas (como los afectados por CoVID-19).

2. Residuos anatdmicos: restos de exéresis quirurgicas, etc.

3. Fluidos corporales, sangre y hemoderivados en forma liquida, incluyendo los
recipientes que los contengan.

4. Agujas y material punzante y/o cortante.
5. Vacunas vivas y atenuadas.
6. Material contaminado procedente de hemodialisis de portadores crénicos.

7. Cultivos y material contaminado de laboratorios de microbiologia e
inmunologia.

8. Residuos infecciosos de animales de centros experimentales y de
investigacion.

La recogida de los residuos sanitarios en el interior de los centros que los
generen se realizara aplicando rigurosos criterios de segregacion, asepsia,
inocuidad y economia, evitando trasladar la contaminacién o el deterioro
ambiental a otro medio receptor, y en particular:



Se implantara un sistema de recogida selectiva y diferenciada de todos los
tipos de residuos generados en el centro, evitando las mezclas que supongan
un aumento de su peligrosidad o de la dificultad para su gestion.

Para los residuos del grupo IlIA se utilizaran bolsas o recipientes de un solo
uso, cuyas caracteristicas técnicas se adaptaran a los criterios siguientes:

- Estanquidad total.

- Opacidad a la vista.

- Resistencia a la rotura y carga.

- Asepsia total en su exterior.

- Ausencia total en su exterior de elementos sdlidos punzantes o cortantes.
- Volumen no superior a 70 litros.

- Cerramiento especial hermético de facil apertura, que no pueda abrirse de
forma accidental.

Para los residuos cortantes y/o punzantes se utilizaran envases impermeables,
estancos, rigidos y a prueba de corte y perforacion.

Residuos clase Ill CoVID-19

1. Los liquidos biolégicos y/o secreciones, asi como los objetos cortantes y/o
punzantes, se deben recoger en contenedores de plastico rigidos, de 30 y 60
litros para residuos del grupo Il (color negro y verde) y contenedores
especificos para agujas y elementos cortantes (color amarillo con tapa roja)
respectivamente. En ningun caso los residuos cortantes y/o punzantes se
podran depositar dentro de las bolsas. En lo que respecta a liquidos bioldgicos
y secreciones se recomienda eliminar las muestras de pacientes con sospecha
o infeccion confirmada por CoVID-19 inmediatamente tras su procesamiento en
el contenedor destinado a este tipo de residuos.

2. Residuos procedentes de la atencidén sanitaria a estos pacientes como son
los equipos EPI, materiales de cura, gasas, sondas, bolsas de suero vacias sin
agujas, tubuladuras sin agujas y otros materiales residuales del tipo blando (sin
elementos cortantes y sin liquidos).

Para esta recogida de residuos sanitarios del grupo lll se utilizaran bolsas de
color rojo de galga 220 dentro del contenedor habitual. La bolsa estara
identificada para su uso con residuos infecciosos del grupo Ill. Estas bolsas se
ataran al final de su uso, se les rociara una solucion desinfectante. El
contenedor podra permanecer en el lugar de recogida, depositando las bolsas
en una caja de carton especifica para la recogida y transporte de estos
residuos de grupo lll. Una vez la caja esté llena de bolsas, las solapas se
cerraran con cinta adhesiva. El contendor podra ser desinfectado y reutilizado
con una nueva bolsa.



Hay que tener en cuenta que la gestidon de residuos esta ligada a las normas y
modificaciones implementadas en cada comunidad auténoma. Se recomienda
revisar dicha informacion.
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Anexo |. Cabina de seguridad biolégica (CSB)

Estan destinadas a proteger a los usuarios, a los materiales manipulados y al medio
ambiente, de los riesgos bioldgicos leves o moderados.

Se debe trabajar en una CSB de tipo Il siempre que:

Se puedan generar aerosoles (aspiraciones, agitacion, centrifugacion,
sonicacion, homogeneizacion, apertura de tubos o viales a presion, etc.).

Se manipulen agentes biolégicos que se transmiten por aire o muestras
contaminadas con estos agentes.

No deben confundirse las CSB con las cabinas de flujo laminar; estas ultimas
sblo protegen la muestra que se manipula, pero no garantizan la seguridad de
las personas. No se procesan muestras contaminadas en las cabinas de flujo
laminar.

Protocolo general de trabajo en CSB

Antes de comenzar el trabajo poned en marcha la CSB durante unos 5
minutos, con el objetivo de obtener un flujo de aire estable. Conectar la luz
ultravioleta hasta iniciar el trabajo en su interior. Al finalizar el trabajo, tras la
limpieza, dejad la CSB en marcha un minimo de 5 minutos.

Antes de iniciar el trabajo, introducir el material necesario dentro de la cabina,
para evitar la entrada y salida continia de material.

Antes de sacar o introducir el material, se debe descontaminar el envase.

Se debe trabaja a unos 10 cm del borde de la CSB hacia el interior.



No se debe obstruir las rejas de aire posteriores o frontales con materiales.

Evitad las corrientes de aire procedentes de puertas, ventanas, aires
acondicionados, movimiento de personas, etc., porque pueden alterar el flujo
vertical. No realizar movimientos bruscos de manos y brazos en el interior de la
cabina.

Ver instrucciones especificas de la CSB disponible en cada laboratorio.
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Maria de les Neus Villamor, Hospital Clinic, Barcelona

Lourdes Cordon, Hospital Universitario y Politécnico La Fe, Valencia
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