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1. Introduccion
1.1. Proposito

El objetivo de este documento es establecer unas recomendaciones claras acerca de la obtencion y
la manipulaciéon de muestras de pacientes con sospecha de EVE para la realizacion de estudios de
laboratorio (Bioquimica, Hematologia, Inmunologia y Microbiologia). Estas recomendaciones deben
ser adaptadas por los diferentes laboratorios con arreglo a sus condiciones y procedimientos
especificos. La propuesta esta orientada a minimizar el riesgo potencial de manejo de especimenes
de muestras de laboratorio en el tratamiento de pacientes en investigacion o confirmados de
infeccion por Virus Ebola.

1.2. Ambito

El ambito de aplicacion de este documento son los laboratorios clinicos del SSPA de aquellos
hospitales designados por la autoridad sanitaria como hospitales de referencia para el manejo de
casos sospechosos del EVE. En el resto de hospitales de la red, se evitard la toma de muestras
clinicas o la realizacion de determinaciones analiticas en el caso de pacientes con sospecha de EVE.

2. Resumen operativo

» El manejo de los casos sospechosos de EVE requiere la realizacion de diferentes pruebas de
laboratorio para establecer el diagnostico diferencial y, dependiendo de la gravedad del caso,
para el manejo clinico asistencial del paciente. Por tanto, es preciso definir una serie de
instrucciones concretas en relacion a la obtencion, transporte, manipulacion y procesamiento de
los especimenes procedentes de estos pacientes.

= Sibien de forma general y hasta que se confirme si se trata 0 no de un caso EVE, se limitaran al
méaximo posible la realizacion de determinaciones analiticas, debe tenerse en cuenta que la
probabilidad de infeccion de los profesionales sanitarios que manejan muestras clinicas para la
realizacion de pruebas de laboratorio en casos sospechosos de EVE es baja.

= Todos los laboratorios de los centros de referencia provincial del SSPA disponen de las medidas
de seguridad necesarias para manejar estas muestras. En concreto los laboratorios destinados
al manejo y cultivo de micobacterias disponen de nivel de bioseguridad tipo 3, superior al
requerido para el manejo de las muestras de pacientes EVE. .

= El punto de mayor riesgo corresponde al momento de la manipulacién de especimenes que
impliquen la exposicion a los fluidos (apertura de tubos, extensiones de sangre, etc.). Cada
centro debera designar un area especifica para la recepcioén y manipulado de estas muestras y,
siempre que sea posible, se utilizaran las instalaciones descritas en el apartado anterior con este
cometido. En cualquier caso, la manipulacion se realizara siempre en campana de seguridad tipo
Ilo Ill'y utilizando equipos de proteccion personal (EPP) completos.

= De forma general los tubos tapados (hemograma y coagulacion) plantean un riesgo minimo,
pudiéndose procesar utilizando nivel de seguridad 2 con EPP.

= Los tubos destapados, extensiones u otros que impliquen riesgo de exposicion sélo podran ser
manipulados fuera de la campana en caso de que hayan sido sometidos a tratamiento de
inactivacion del virus por calor.

= Para el procesamiento de las muestras, cada centro hospitalario, dependiendo de sus
caracteristicas, podra habilitar diferentes soluciones entre las que se consideran:
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o Sistemas POCT ubicados en la cabecera del enfermo.

o Sistemas POCT ubicados en el laboratorio de bioseguridad o similar (por ej. Laboratorio
de micobacterias) con campana de seguridad tipo II.

o Sistemas analiticos habituales de acuerdo a las instrucciones establecidas en este
documento.

3. Instrucciones generales
3.1. Consideraciones preliminares

= De acuerdo con el Real Decreto 664/97 Proteccion de los Trabajadores contra Riesgos
Bioldgicos el Virus de Ebola es un virus tipo 4 y para el manejo en los laboratorios clinicos el
RD establece: “los laboratorios que manipulen materiales con respecto a los cuales exista
incertidumbre acerca de la presencia de agentes bioldgicos que puedan causar una
enfermedad en el hombre, pero que no tengan como objetivo trabajar con ellos como tales,
cultivandolos o concentrandolos, deberian adoptar, al menos, el nivel 2 de contencion.
Deberan utilizarse los niveles 3 y 4 cuando proceda, siempre que se sepa 0 sospeche que
son necesarios, salvo cuando las lineas directrices establecidas por las autoridades
sanitarias indiquen que, en algunos casos, conviene un nivel de contencién menor”.

= De acuerdo con las recomendaciones de la Consejeria de Igualdad, Salud y Bienestar
Social, el riesgo de manipular muestras clinicas de pacientes sospechosos de EVE para
realizacion de pruebas de laboratorio es muy bajo.

= De acuerdo con las directrices del RD 664/97 y las recomendaciones del CDC (Interim
Guidance for Specimen Collection, Transport, Testing, and Submission for Persons Under
Investigation for Ebola Virus Disease in the United States. 2014 Centers for Disease Control
and Prevention) el manejo de muestras para realizacion de pruebas de laboratorio requiere
nivel de contencién 2 y necesariamente implicara el uso de cabinas de seguridad tipo Il
equipo completo de proteccion personal para los profesionales implicados en la
manipulacion asi como unas caracteristicas especificas en relacion a la circulacion de
personas y las instalaciones que se detallan en el RD 664/97.

» La manipulacién de tubos cerrados en ese entorno de seguridad no implica riesgo para los
profesionales sanitarios.

*= La manipulacion de especimenes y muestras que impliquen la exposicion al fluido
(destapado de tubos, extensiones de sangre periférica etc.) constituye el momento de mayor
exposicion y riesgo, por lo que cualquier manipulacion que implique esta exposicion debera
realizarse necesariamente en las cabinas de seguridad tipo Il y aplicando las medidas de
proteccion citadas anteriormente.

= Solo se manipularan fuera de la cabina los especimenes o muestras en tubos cerrados o
que hayan sido sometidos a tratamiento de inactivacion del virus.

o Todos los laboratorios de los hospitales de referencia disponen del nivel de bioseguridad
necesario para manipular muestras biologicas de pacientes sospechoso de EVE. Estos
laboratorios disponen ademas, de instalaciones de bioseguridad nivel 3 que habitualmente
se utilizan para la manipulacion y cultivo de micobacterias.

e En la medida de lo posible se utilizaran estas instalaciones para la manipulacion de los
especimenes y muestras de los pacientes sospechosos de EVE.

e Cada hospital designara una comision de especialistas de laboratorio que, coordinados por
uno de ellos y en colaboracion con los responsables de medicina preventiva y los
responsables clinicos del area de infecciosos, adaptaran este protocolo a las caracteristicas
de los centros.

Elaborado por Antonio Ledn Justel y Antonio Nufiez Roldan Pagina 4 de 9
Version: 1.0



zre) PLAN DE LABORATORIOS CLINICOS DEL SSPA
Manejo de muestras para estudios de laboratorio en

Servicio Andaluz de Salud , pacientes con sospecha de EVE
CONSEJERIA DE IGUALDAD, SALUD Y POLITICAS SOCIALES .
Contenido

3.2. Determinaciones analiticas

= Solo se realizaran aquellas determinaciones analiticas que sean imprescindibles para el
diagnastico diferencial y el manejo clinico del paciente.

= De forma general, se tomardn muestras para el diagnostico de EVE y su diagnostico
diferencial (paludismo, fiebres tifoideas, etc.), que seran remitidos al Instituto Carlos III.

o Elvirus de Ebola sélo se detecta en sangre después de 3 dias del inicio de los
sintomas; si la muestra se toma dentro de los tres primeros dias, en caso de
resultados negativo, es posible que sea necesaria una segunda muestra.

» En caso de que la situacion clinica del paciente lo requiera, se podran solicitar con caracter
excepcional las siguientes determinaciones analiticas:

0 Bioquimica béasica que se realizard en muestras inactivadas.

o Hemograma y estudio de coagulacién en tubo cerrado (TP, TPTA y Fibrindgeno).
0 Microbiologia: estudios seroldgicos, gota gruesa y hemocultivo.
o]

Banco de sangre: por el alto riesgo que supone la realizacion de pruebas cruzadas
no se deben realizar en estos casos.

3.3. Especimenes

= Todo personal que esté en contacto directo con las muestras o especimenes debe utilizar
equipos completos de proteccién personal.

e La toma de especimenes debe realizarse por el personal encargado de la asistencia al
paciente y de acuerdo a las medidas de proteccion establecidas en el protocolo de |
Consejeria de Igualdad, Salud y Politicas Sociales (CISPS)

e El transporte debe realizarse utilizando contenedor de seguridad para muestras hiologicas.
Una vez en el contenedor de seguridad los especimenes requieren de las medidas de
proteccion habituales.

¢ No deben utilizarse sistemas automaticos de transporte (tubo neumatico).

Los especimenes no deben remitirse al area habitual de recepcion de muestras del
laboratorio sino a aquella que se haya establecido y que necesariamente tiene que estar
dotada de campana de seguridad minimo tipo Il. En la medida de lo posible se utilizaran las
instalaciones de bioseguridad ubicadas en las areas de procesamiento y cultivo de
micobacterias (nivel bioseguridad 3).

o De forma general las muestras que no requieran destaponado (EDTA y Citrato) pueden
procesarse de acuerdo a un nivel de seguridad tipo 2.

o Las muestras de suero deben ser inactivadas antes de su procesamiento. Las muestras
inactivadas pueden manipularse utilizando nivel de seguridad tipo 2. La inactivacion del
suero se realizard por calentamiento a 60°C durante una hora. La inactivacion por calor no
afecta significativamente a las determinaciones analiticas de sodio, potasio, magnesio, urea,
creatinina, Urico, bilirrubina, glucosa y Proteina C reactiva. Otras determinaciones como
fosfatasa alcalina, GPT, GGT o CK son inactivadas por calor. A esta temperatura la 19G
puede agregarse por lo que para la realizacion de test serologicos se recomienda la
inactivacion a 57°C durante una hora.

e Una vez terminado el analisis, las muestras no inactivadas se mantendran en la campana
ubicada en el area de recepcion de muestras hasta su eliminacion definitiva.
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3.4. Area de recepcion y manipulacion de especimenes

= Se designara un area especifica del laboratorio para la recepcion y manipulacion de estos
especimenes.

= Necesariamente debera disponer como minimo de una campana de seguridad tipo II.

= Para evitar duplicidades y para el mejor aprovechamiento de los recursos es altamente
aconsejable aprovechar las instalaciones de los laboratorios dedicadas al estudio de
micobacterias.

3.5. Areas de andlisis

= Cada area de laboratorio (microbiologia, bioguimica, hematologia o inmunologia) designara
a un FEA responsable en relacion al procesamiento de estas muestras.

= Silas muestras son procesadas en los laboratorios generales, se tratara que ello se haga a
horas concretas de baja carga de trabajo.

= Se tratard de reducir al maximo el numero de personas implicadas en la manipulacion de
estas muestras. El personal que no sea imprescindible durante el procesamiento de las
muestras debera abandonar el area de procesamiento hasta su total desinfeccion de la
misma.

» La puerta del laboratorio deberd permanecer cerrada durante el procesado de estas
muestras con un cartel que indique “Prohibida la entrada; muestras de EVE en proceso”.

= El personal implicado en la realizacion de determinaciones analiticas utilizard equipos
completos de proteccion personal (EPP) de acuerdo a lo establecido en el protocolo de la
CISPS.

» Una vez finalizado el procesamiento de las muestras, se procedera a la desinfeccion de todo
el material y el equipamiento en contacto con las mismas.

4. Guia para la obtencion y transporte de especimenes
4.1. Obtencion de muestras:

= El personal que realice las extracciones de muestras serd el personal encargado de la asistencia
al paciente por lo que durante la extraccion se deberdn seguir las medidas de proteccion
establecidas para los profesionales en contacto directo con el paciente.

= Antes de proceder a la extraccion de muestras se cumplimentaran todas las solicitudes y
documentos necesarios para su procesamiento o envio al Instituto Carlos Il

= Antes de proceder a la extraccion hay que informar al laboratorio y al personal responsable del
transporte para confirmar que estén preparados para recibir las muestras.

= Material necesario:

0 Tubo de EDTA de 10 mL (sin gel) para las muestras del Instituto Carlos lI, identificado
con nombre y apellidos.

0 Tubos de vacio necesarios para el resto de determinaciones de acuerdo con el
protocolo especifico de cada centro. No utilizar material de vidrio.
0 Agujas de seguridad.
0 Palometas.
o Compresor.
0 Solucién antiséptica (alcohol isopropilico 70%).
o Gasas.
o Esparadrapo.
0 Bandeja y/o gradillas desechables.
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4.2.

Papel o toallas absorbentes.
Contenedor de objetos punzantes.
Bolsa de plastico para otros residuos.

0 Guantes de repuesto
Después de la extraccion es muy importante la desinfeccion externa del tubo, eliminado
cualquier resto de sangre o fluidos.
Es recomendable que una segunda persona con bata, guantes y mascarilla permanezca en la
zona proxima a la habitacion para facilitar el material que pudiera requerirse (tubos, guantes,...)
y recoja las muestras en los envases secundarios. Para ello la persona que ha efectuado la
extraccion depositara las muestras envueltas en toallas absorbentes, cuidando de no tocar el
envase secundario con los guantes contaminados. La segunda persona cerrara herméticamente
el envase secundario y lo introducira en el envase terciario.
Se utilizard un envase por cada tubo de muestra.
Los especimenes se enviaran, una vez introducido en el envase terciario, junto con toda la
documentacion que debe acompafiarlos.
Si no se van a remitir de forma inmediata, es conveniente conservarlos a 4°C hasta el momento
de su envio.

(el elNe)

Transporte de muestras:

Instituto Carlos Il

o El transporte se realizara mediante un transportista homologado advirtiendo que

corresponde al transporte de una sospecha de infeccion por Virus de Ebola.
Laboratorios del hospital:

0 Antes de remitir ninglin espécimen al laboratorio, se contactara con el personal del
mismo para garantizar que estan preparados para la recepcion y el procesado de las
muestras.

0 Los especimenes se remitiran al centro de recepcion de muestras establecido en el
hospital utilizado el contenedor de seguridad.

0 Los especimenes en envase de seguridad pueden ser transportados utilizando medidas

estandares de seguridad bata y guantes.

No se utilizara el tubo neumatico para el envio de estos especimenes.

o Los documentos en el que se soliciten las pruebas se transportaran en una bolsa fuera
del contenedor de muestras. Las solicitudes deberan informar claramente de que se
trata de muestras de pacientes sospechosos de EVE:

o

5. Manipulacién y procesamiento de muestras en el laboratorio:

Todo profesional implicado en la manipulacién o el procesado de especimenes de muestras de
pacientes sospechosos de EVE debe disponer de EPP completo.

La manipulacion de especimenes y muestras debe realizarse en cabina de seguridad de nivel Il.
Se deben extremar las precauciones durante la manipulacion de las muestras para evitar la
formacion de aerosoles o el salpicado de muestras.

Se desecharan aquellos especimenes que tengan manchas o restos de fluido en su superficie.
Una vez finalizado el procesamiento de muestras se procedera a la desinfeccion de las
superficies y a la descontaminacion de los analizadores de acuerdo a las especificaciones de los
fabricantes.

Los tubos se desecharan en los contenedores habilitados a tal efecto.
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5.1. Bioquimica e inmunologia:

» Si los analizadores de bioquimica no pueden trabajar con tubo cerrado se procederad a la
inactivacion del suero antes de su procesamiento de acuerdo al procedimiento establecido.

= Si es necesario realizar pruebas que sean incompatibles con la inactivacion por calor no deben
utilizarse analizadores automaticos. En este caso se utilizaran técnicas manuales en campana
de seguridad. Esta practica deberd mantenerse hasta tener la confirmacion de si el paciente es
Ebola negativo.

= Los estudios de acidos nucleicos se podrian realizar en muestras inactivadas.

= Los estudios de inmunofluorescencia se podrian realizar en muestras fijadas con acetona 85%-
100%.

= Las muestras de suero inactivado se pueden manipular como cualquier otra muestra.

5.2. Hematologia:

= Las muestras para hemograma se procesaran en analizadores que no requieran destaponado de
los tubos.

= Muestras con insuficiente cantidad de muestra serén rechazadas y no se analizaran.

» En caso de que sea necesaria la realizacion de extensiones, se realizaran en la campana de
seguridad del area de recepcion y manipulacion de especimenes. Las extensiones seran fijadas
con metanol al 5% y 15 minutos en buffer con formalina al 10% para garantizar la inactivacion
del virus. Una vez fijadas se remitiran de nuevo al area de procesamiento.

= Los estudios de coagulacion se procesaran en analizadores que soporten el uso de tubos
cerrados.

= Por el riesgo que suponen, no se realizaran pruebas cruzadas. En caso que el paciente requiera
transfusion se utilizara sangre de donante 0 negativo, plaquetas del grupo 0 o plasma A/B. Si es
necesario se puede utilizar suero inactivado por calor para determinaciones de inmuno
hematologia.

5.3. Microbiologia:

= Bacteriologia:

o0 Los hemocultivos deben procesarse en sistemas automaticos totalmente cerrados. Los
subcultivos deberdn ser realizados en cabina de seguridad tipo Il. Los cultivos
secundarios pueden ser manipulados siguiendo las condiciones habituales de
seguridad.

0 Los cultivos de muestras de pacientes sospechosos de EVE se realizaran siempre en
campana de seguridad. Los cultivos primarios deberan incubarse en estufas separadas
del resto de muestras.

= Serologia infecciosa:

0 Se deben utilizar sueros inactivados de acuerdo al método antes descrito.

0 Si es necesario realizar pruebas que no sean compatibles con la inactivacion por
calor, no deben utilizarse analizadores automaticos. En este caso se utilizaran
procedimientos manuales en campana de seguridad tipo Il. Esta circunstancia se
debe evitar hasta tener la confirmacion de si el paciente es Ebola positivo o no.

6. Referencias:

= Interim Guidance for Specimen Collection, Transport, Testing, and Submission for Persons
Under Investigation for Ebola Virus Disease in the United States. 2014 Centers for Disease
Control and Prevention.
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