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2 INTRODUCCION

En Septiembre de 2012 se identificaron los dos primeros casos de infeccién por un nuevo virus de
la familia Coronaviridae denominado posteriormente MERS-CoV (Middle East Respiratory
Syndrome Coronavirus). Desde entonces se han declarado en torno a 1400 casos, con una
mortalidad cercana al 40%. La mayor parte de casos se han producido en los paises de Oriente
Préoximo (Arabia Saudi, Jordania, Catar, Oman, Yemen, Emiratos Arabes Unidos, etc.). Con
posterioridad, se han detectado casos importados en diversos paises occidentales, incluyendo
algunos de nuestro entorno geografico, como Francia, Italia o Grecia. Mas recientemente,
estamos asistiendo a un brote en Corea del Sur cuyo origen ultimo fue un viajero que procedia de
Catar. La fuente de infeccion més importante son los camélidos (aunque no constituyen el
reservorio). Es posible la transmision interpersonal aunque, por fortuna, no es muy eficiente,
necesitando de un contacto estrecho y mantenido. Como ha demostrado el brote de Corea del
Sur, la transmisiébn comunitaria tampoco es sostenida en el tiempo. Sin embargo, las corrientes
migratorias actuales y los viajes a Oriente Proximo, por razones religiosas o profesionales,
plantean la posibilidad de que se produzcan casos en nuestro pais, de ahi la conveniencia de que
los profesionales estemos preparados para afrontarlo. La experiencia en Corea del Sur constituye
una razon adicional.

La SEIMC, la Seccién de Microbiologia y el Grupo de Estudio para la Gestién en Microbiologia
Clinica (GEGMIC), dentro de las funciones de formacion continuada de socios y profesionales que
les atribuyen sus respectivos Estatutos, han considerado conveniente dar respuesta a algunas
cuestiones practicas que pudieran plantearse a los microbidlogos en el caso hipotético de una
sospecha de infeccion por el MERS-CoV. Con este objetivo, se ha formado un Grupo de Trabajo
ad hoc.

Al igual que en ocasiones anteriores, este documento se presenta bajo la forma de preguntas y
respuestas que se han ordenado en dos grandes grupos: las relacionadas con casos en
investigacion, probables o confirmados, de acuerdo con los criterios que las autoridades sanitarias
tienen establecidos hasta el momento, y las referidas a pacientes en los que no se sospecha
inicialmente esta circunstancia pero que, con posterioridad, se demuestra que cumplian dichos
criterios.

La forma de llevarlo a cabo fue partiendo de un primer bloque de preguntas y respuestas
elaboradas por los coordinadores del Grupo de Trabajo sobre la base de documentos elaborados
por organizaciones sanitarias internacionales de prestigio. La lista inicial fue motivo de una
discusion general en la que se afiadieron més preguntas o se reformularon las existentes. Las
preguntas se distribuyeron entre los miembros del Grupo para que elaborasen las respuestas. En
el apartado de Bibliografia aparecen las referencias en las que se han basado los autores para
responder a las preguntas. Tras una labor de revision, edicion y armonizacion, el documento fue
aprobado por todos sus componentes.

Por razones obvias, el presente documento es dinamico, motivado por la situacion cambiante del
brote epidémico y el grado de conocimiento acumulado. Est4 abierto a los comentarios y
sugerencias que puedan plantear los socios de la SEIMC u otros profesionales. La SEIMC vy el
Grupo de Trabajo agradecen de antemano su colaboracion.
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3 PREGUNTAS FRECUENTES QUE SE PLANTEAN LOS MICROBIOLOGOS
CLINICOS

3.1 Sobre casos en investigacion, probables o confirmados

Como se ha sefialado anteriormente, los criterios definitorios de caso en investigacion, probable o
confirmado son los establecidos por las autoridades sanitarias. Por lo tanto, las preguntas y
respuestas que ahora se presentan son acordes con los criterios vigentes en este momento.

3.1.1 ¢Cuales son las definiciones de MERS-CoV establecidas por parte de las
autoridades sanitarias (Ministerio, Comunidades Auténomas) que indicarian la
oportunidad de realizar pruebas diagndsticas especificas?

Las autoridades sanitarias establecen tres definiciones de infeccion por MERS-CoV que requieren
la realizacion de pruebas diagnésticas:

a) Caso en investigacion que incluye:

e Persona con enfermedad febril respiratoria aguda (evidencia clinica, radiolégica o
histopatoldgica de enfermedad pulmonar parengquimatosa) que requiere ingreso en el hospital,
con historia de viaje a la Peninsula Arabiga o paises vecinos, dentro de los 14 dias previos al
inicio de sintomas y en la que no se haya identificado otra causa de enfermedad que pueda
explicar la sintomatologia mediante las pruebas indicadas para neumonia adquirida en la
comunidad, de acuerdo con las guias clinicas existentes.

¢ Persona con enfermedad febril respiratoria aguda, de cualquier nivel de gravedad, que en los
14 dias previos al inicio de sintomas haya tenido un contacto estrecho con un caso
sintomatico confirmado de infeccion por MERS-CoV. Se entiende como contacto estrecho:

o Cualquier persona que haya proporcionado cuidados a un caso confirmado durante el
periodo sintomatico, como los trabajadores sanitarios que no utilizaron las medidas de
proteccién adecuadas, o los familiares o cuidadores que hayan tenido un contacto fisico
similar.

o Personas que hayan estado en el mismo lugar que un caso sintomatico confirmado, como
los convivientes, quienes le hayan visitado en el hospital o hayan compartido el ambiente
laboral o escolar.

o Porlo que respecta a los viajes en avion, tienen esta consideracion los pasajeros situados
entre las dos filas anteriores y posteriores a la del caso indice, asi como los miembros de
la tripulacion que hayan tenido contacto con un caso sintomatico confirmado.

e Grupo hospitalario de dos 0 mas personas con infeccion respiratoria aguda grave, con inicio
de sintomas dentro del mismo periodo de 14 dias y que estan asociados con una localizacién
especifica (centro escolar, lugar de trabajo, hogar, familia, hospital u otra institucion
residencial, cuarteles militares o campamentos recreativos), independientemente del lugar de
residencia o historia de viaje y no explicado por otra causa o etiologia.

b) Caso probable, caso en investigacion en el que no exista la posibilidad de tener una
confirmacion por laboratorio, o los resultados del laboratorio sean no concluyentes (prueba
positiva por PCR a una unica regiéon gendmica, resultado negativo en muestra inadecuada o
resultado positivo en una Unica muestra de suero sin confirmacion por técnicas moleculares
en muestras respiratorias).
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c) Caso confirmado. La confirmacion requiere la deteccion del virus por técnicas de PCR
realizadas en dos regiones gendmicas diferentes o por determinacion de la secuencia
especifica del virus, o la demostracion de seroconversion (aumento de 4 veces los titulos de
anticuerpos) en dos muestras de suero recogidas con al menos 14 dias de separacion
mediante técnicas de cribado (ELISA o IFA) o ensayos de neutralizacion.

3.1.2 ¢Cual es el papel actual del laboratorio de Microbiologia en el contexto de una
sospecha diagnéstica?

Los casos en investigacién y los casos confirmados se notificardn, de forma urgente, a los
correspondientes Servicios o Departamentos de Salud Publica de las Comunidades Autbnomas
guienes, a su vez, se encargaran de hacerlo al Centro de Coordinacién de Alertas y Emergencias
Sanitarias (CCAES) del Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad.

En el momento actual, en el caso de que se identificara algin paciente en el que estuviera
indicado investigar la infeccion por el MERS-CoV, las muestras clinicas se enviaran al Centro
Nacional de Microbiologia (CNM). Para asegurar una buena coordinacién, se recomienda
contactar con el Area de Orientacién Diagndstica de CNM previamente al envio de éstas,
mediante correo electrénico (cnm-od@isciii.es) o telefénicamente (918223701 6 918223601; fuera
del horario laboral 607189076).

3.1.3 ¢Cbmo se podrian organizar los laboratorios en el caso de que se produjeran casos
en nuestro pais con transmision secundaria?

Si la evolucién futura de la epidemia elevase el nivel de riesgo actual en nuestro pais (aumento
notable de casos importados, casos secundarios, etc.), seria aconsejable establecer un grupo de
laboratorios donde llevar a cabo la confirmacién diagnéstica del MERS-CoV por técnicas
moleculares o serolbgicas validadas, lo que permitiria reducir la demora. Muchos laboratorios de
Microbiologia, incluso en este momento, estan técnicamente capacitados para hacerlo. Los
laboratorios que formasen parte de esta red debieran elegirse por criterios de eficiencia y
consideraciones organizativas (intensidad de la epidemia, localizacién geogréfica, nivel de
capacitacion, etc.) y seria oportuno que trabajasen en red.

Ante un caso en investigacion, la realizacion rapida de pruebas moleculares ocuparia el lugar
central del algoritmo diagnéstico en los laboratorios (ver anexo 1). En este escenario, el envio
paralelo de una alicuota de las muestras al CNM para confirmaciéon del diagnéstico parece una
opcién razonable.

3.1.4 ¢Cuales son las condiciones generales de bioseguridad requeridas para la
manipulacion de muestras de un paciente con sospecha o confirmado de infeccién
por el MERS-CoV en el laboratorio de Microbiologia?

En todo momento se deben seguir las disposiciones y regulaciones de las autoridades sanitarias
nacionales y autonémicas. Los laboratorios que manipulen las muestras para su derivacion
deberan seguir procedimientos de nivel 2 de contencion biolégica (NCB2) y vestir los EPIs
apropiados (ver mas adelante). EI mismo nivel de seguridad se requiere para el procesamiento
diagnostico de estas muestras, con la Unica salvedad de que todos aquellos procesos que
pudieran generar aerosoles deberan hacerse en cabina de seguridad biologica tipos Il o Il
recientemente certificadas. La centrifugacion se llevara a cabo en aparatos dotados de cestillos de
seguridad (cerrados).
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En estos momentos, no se recomienda —ni existe la necesidad de- realizar procedimientos
diagnésticos basados en el cultivo, para los que se requiere laboratorios con un nivel de
contencion 3 (NCB3).

3.1.5 ¢Quién debe manipular las muestras de pacientes en investigaciéon, probables o
confirmados de MERS-CoV?

Desde el punto de vista de seguridad bioldgica, la derivacion, acondicionamiento y transporte de
las muestras a centros de referencia externos no debe plantear problemas. Pueden ser llevadas a
cabo en cualquier centro hospitalario, con la adopciéon de precauciones de contacto, por gotas y
via aérea. En la practica, la atencion de pacientes con sospecha de MERS-CoV se realizara, con
gran probabilidad, en centros asistenciales del mayor nivel, que son también los que disponen de
mejores infraestructuras. El procesamiento de las muestras destinadas al diagndstico se llevara a
cabo en los laboratorios de Microbiologia, que tienen equipos apropiados y personal entrenado en
procedimientos de seguridad biologica. Si no lo han hecho previamente por otras razones, es
recomendable que los laboratorios de Microbiologia revisen su propia autoevaluacion del riesgo
para asegurarse de que son competentes para llevar a cabo las técnicas de diagnéstico para
MERS-CoV, y que tienen en practica los planes de emergencia y contingencia apropiados. Las
pruebas bioquimicas y hematolégicas necesarias para el correcto manejo de los pacientes en
investigacion, probables o confirmados de infeccidén por el MERS-CoV pueden ser llevadas a cabo
en los laboratorios y con los equipos habituales de los centros hospitalarios, como mas adelante
se especifica.

3.1.6 ¢Cudles son los métodos diagnosticos disponibles actualmente?

El diagnostico de infeccion por MERS-CoV se basa en la deteccion por PCR a tiempo real (rRT-
PCR) de al menos dos regiones del genoma, o la amplificacion de un blanco genético diferente
seguido de su secuenciacion.

El algoritmo diagnéstico debe iniciar con una prueba altamente sensible que consiste en la
amplificacién de la region adyacente (upstream) al gen de la proteina E, (UupE). En el caso de
detectar sefial de amplificacion, se realizard una segunda PCR, en un fragmento del marco de
lectura abierto 1a (ORF1a); para confirmacion, también se puede considerar la amplificacién de
otros blancos genéticos incluyendo el ORF1b, y el gen de la nucleocapside (N). Por otro lado, la
confirmacién diagnéstica también puede ser complementada con la secuenciacion de una region
del gen de la RNA polimerasa (RdRp) o del gen N.7.

Respecto a las pruebas serolégicas, se han desarrollado y publicado diferentes pruebas y
plataformas para la deteccion de anticuerpos dirigidos a MERS-CoV, incluyendo ELISA, IFl y
neutralizacion. Sin embargo, las pruebas seroldgicas requieren de una cuidadosa interpretacion y
su realizacion se indica sélo bajo dos circunstancias:

e Para definir un caso de MERS-CoV si no es posible acceder a métodos moleculares: un caso
puede ser confirmado por serologia Unicamente si se tiene una resultado positivo por una
prueba de cribado (ELISA, IFI) en una muestra de fase aguda, y se evidencia seroconversion
(aumento de hasta 4 veces el titulo) en una segunda muestra obtenida al menos 14 dias
después de la primera, con una prueba especifica de neutralizacion. Una muestra Gnica con
un resultado positivo (con prueba de cribado y neutralizaciéon) es indicativa tan so6lo de caso
probable.

e Para encuestas seroldgicas en una poblacion o investigacion de exposicidn previa: como
normalmente sélo se cuenta con una muestra de suero en dichas encuestas, la interpretacion
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sera para caso probable (resultado positivo con pruebas de cribado y neutralizacién) y solo
indicard infeccion pasada. No sera posible determinar el momento de la infeccion.

3.1.7 ¢Cbmo se deben interpretar los resultados de las pruebas diagndésticas?

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) propone el algoritmo diagnostico que se muestra en
el anexo 2. A modo de resumen, si los ensayos de PCR a tiempo real frente a dos dianas distintas
(de cribado y confirmatorios) son positivos, se considera caso confirmado, pero si el ensayo de
confirmacién es negativo hay dos opciones: una es amplificar y secuenciar un fragmento distinto y
la otra obtener otra hueva muestra y enviarla al laboratorio de referencia para MERS-CoV, en este
momento el CNM.

En el caso de que la PCR de cribado sea negativa y exista sospecha epidemioldgica y clinica
evidente, también esta indicado obtener una nueva muestra, pues la carga viral puede ser baja
aun y no ser detectable en esta primera muestra. Asimismo, deben de ser considerados dentro del
proceso diagndéstico otros patdgenos respiratorios virales que incluyen el virus de la gripe, virus
sincitial respiratorio, y otros beta y alphacoronavirus humanos comunes, asi como algunos
patbégenos respiratorios bacterianos como Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae
tipo b y Legionella pneumophila.

3.1.8 ¢¢Qué muestras son las méas adecuadas para la deteccion de MERS-CoV en
pacientes sintomaticos?

El principal receptor celular que se ha descrito para el MERS-CoV (dipeptidil peptidasa 4, DPP4)
se ha detectado fundamentalmente en células del tracto respiratorio inferior. En principio, se
recomienda tomar muestras tanto de vias respiratorias inferiores (lavado broncoalveolar, aspirado
traqueal y esputo; esputo inducido en nifios) como superiores (exudados nasofaringeos y
orofaringeos), utilizando escobillones adecuados para diagnéstico viroldgico, de fibra sintética y
vastago de plastico, mezclados en un mismo vial, con medio de transporte para virus o
aspirado/lavado nasofaringeo. Adicionalmente a las muestras respiratorias, una muestra de suero
es también valida para la deteccién directa del virus. El suero, ademas, es (til para el diagnéstico
seroldgico del proceso. Otras muestras en las que puede detectarse MERS-CoV, aunque en
menor concentracion, son las heces y la orina. Su uso suele limitarse al conocimiento evolutivo de
la excrecioén del virus en pacientes ya diagnosticados, lo que pude tener interés para la prevenciéon
y control de la infecciébn basada en criterios racionales. En la pregunta siguiente se establecen
recomendaciones sobre nimero de muestras y momento de obtencion.

3.1.9 ¢En qué momentos deben ser obtenidas las muestras en pacientes sintomaticos?

En general, el momento adecuado de la obtencion de las muestras respiratorias (tracto inferior y
superior) destinadas al diagnostico mediante RT-PCR seria lo antes posible tras el comienzo de
los sintomas. Si son negativas y la evidencia clinica y epidemiologica son altas, se recomienda
enviar nuevas muestras pasadas 48 h antes de descartar el caso. En caso de positividad se debe
controlar la evoluciéon enviando muestras seriadas cada 2-4 dias, hasta negativizacion de 2
muestras consecutivas separadas un minimo 48 h, a expensas de que el paciente presente una
mejoria clinica manifiesta. El suero de fase aguda se recogera dentro de los primeros 14 dias tras
el comienzo de los sintomas (serologia y deteccion mediante RT-PCR). El de la fase
convaleciente se obtendra mas alla de 14 dias tras el comienzo de los sintomas. Si se ha tomado
suero de fase aguda, debe existir un intervalo de 2-3 semanas entre ambos para poder demostrar
seroconversion. En los casos positivos, durante la fase de convalecencia, es recomendable
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estudiar también otras muestras como heces y orina para controlar el tiempo de excrecién del
virus. Para el diagnéstico serolégico, dada la nula incidencia de infeccién en nuestro medio, si el
caso sospechoso es de un residente en Espafia que ha viajado a zonas de riesgo, bastaria con
tomar una sola muestra de suero pasados al menos 14 dias desde el inicio del proceso. Si se trata
de un residente habitual de zonas de riesgo se debe tomar una muestra de suero en la fase aguda
y posteriormente otra tras 2-3 semanas de evolucion.

3.1.10 ¢Qué muestras son las més adecuadas para la deteccion de MERS-CoV en
contactos estrechos asintométicos?

Cualquier persona que cumpla la definicion de contacto estrecho debe observar, durante los 14
dias posteriores a la exposicién, la aparicibn de sintomas respiratorios. Adicionalmente, se
deberan recoger los datos epidemioldgicos y una muestra de suero de los 7 primeros dias. Si el
contacto continla asintomatico, se recogera una segunda muestra de suero a los 21 dias. En el
caso que hubieran pasado méas de 28 dias desde la exposicién, tan sélo se recogera una muestra
de suero. En contactos menores de 5 afios de edad no es necesario recoger muestras de suero.
En los contactos que presenten enfermedad respiratoria de cualquier gravedad dentro de los 14
dias después de la exposicidon se debera investigar la presencia de infeccion por MERS-CoV y se
procederd como un caso sintomatico.

3.1.11 ¢Como se deben conservar y transportar al laboratorio de Microbiologia las
muestras para investigacién de MERS-CoV?

De acuerdo con las recomendaciones de la OMS, las muestras deben llegar al laboratorio tan
pronto como sea posible tras su obtencion. La correcta manipulacién se considera, asimismo,
esencial. Si la entrega de las muestras es rapida, se pueden mantener y transportar refrigeradas a
2-8°C, pero si se prevé una demora superior a 72 h, deben congelarse a -70°C o inferior lo mas
rapidamente posible tras su obtencion. Por lo que respecta a las muestras de sangre para
diagnostico seroldgico, se debe separar el suero lo antes posible por centrifugacion, siguiendo las
normas de seguridad bioldgica sefialadas anteriormente. Se puede mantener y transportar
refrigerado, pero si el transporte se demora mas de 72 h, es aconsejable proceder a congelarlo.
Todas las muestras congeladas deberan enviarse en hielo seco. Es importante evitar
congelaciones y descongelaciones sucesivas e innecesarias.

3.1.12 ;Como deben remitirse las muestras para diagnostico especifico de MERS-CoV
(amplificacion de acidos nucleicos) y otras muestras relacionadas al laboratorio de
referencia actual?

Con el fin de que las muestras lleguen al laboratorio lo antes posible, es importante que exista una
buena coordinacién y comunicacion entre el personal que atiende al paciente, que es quien
obtiene la muestra, y el personal de laboratorio de Microbiologia, que se encarga de recoger y
custodiar la muestra y su posterior envio al laboratorio de referencia.

Todas las muestras recogidas para diagnostico deben ser tratadas como potencialmente
infecciosas. Aquellas procedentes de individuos con infeccién posible (o confirmada) por MERS-
CoV (clasificadas como categoria B), se debe trabajar en un nivel 2 de bioseguridad (NCB-2).
Para el trasporte de las muestras, se hara siguiendo la normativa internacional, con un sistema de
triple embalaje como recomienda la OMS desde 1 de enero de 2015.

Una vez que llega muestra al laboratorio de Microbiologia, se debe evaluar, en funcién de la
evidencia clinica y epidemioldgica, la oportunidad de realizar pruebas diagnésticas para otros
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patégenos respiratorios que rutinariamente se realizan en cada centro. La obtencién de estos
resultados no debe condicionar, en ningln momento, la estrategia diagnostica establecida para el
MERS-CoV, ni demorar el envio las muestras al laboratorio de referencia.

3.1.13 ¢Como se puede proveer el laboratorio del material y envases homologados para el
envio de muestras, y quién realiza el trasporte de las mismas?

Existen diversos proveedores comerciales que pueden suministrar envases para el envio de las
muestras a otros centros. Algunas empresas de mensajeria autorizadas también pueden
suministrarlos. Es importante asegurarse de que tienen la homologacion “Sustancia Infecciosa
Categoria B” (UN 3373), los mismos que se utilizan para el envio regulado de muestras
destinadas al diagnéstico de otros agentes biolégicos de nivel de biopeligrosidad 2-3. Las
caracteristicas de estos envases pueden encontrarse en el Procedimiento SEIMC 10a Seguridad
en el Laboratorio de Microbiologia Clinica y en otros documentos técnicos. Se acompafiara de un
formulario de declaracién especifico que se adjunta en el exterior del envase terciario (ver anexo
3).

Las muestras destinadas al diagnostico del MERS-CoV pueden transportarse refrigeradas,
excepto si han sido congeladas previamente, en cuyo caso deben remitirse en hielo seco. Si asi
fuera, se recuerda que este tipo de envio debe acompafiarse de un formulario de declaracion
especifico y el etiquetado externo correspondiente.

La mayor parte de empresas de mensajeria habituales estdn autorizadas para llevar a cabo el
transporte de estas muestras, pero conviene asegurarse de que es asi, especialmente si se tiene
gue utilizar la via aérea. Los centros hospitalarios suelen disponer de acuerdos con empresas de
mensajeria que cumplen estos requisitos.

3.1.14 ¢Cual es el momento de mayor capacidad infecciosa de las muestras procedentes
de paciente con MERS-CoV?

El momento de mayor riesgo ocurre durante el proceso de la toma de la muestra debido a la
posibilidad de generar aerosoles. Los procedimientos que pueden generar mas riesgo de
aerosolizacion incluyen: broncoscopia, induccién de esputo, intubacién y extubaciéon de
reanimacion cardiopulmonar y aspiracion de las vias respiratorias abiertas. Por ello, todos los
trabajadores sanitarios que recogen muestras clinicas bajo estas circunstancias deben llevar el
Equipo de Proteccion Individual (EPI) adecuado para minimizar la posibilidad de exposicién al
virus. Este EPI debe incluir bata desechable de manga larga, mascarilla FFP3 (no adecuado para
personas con barba y Ultimo componente que se quita), guantes, y protector facial o gafas.
Similares observaciones pueden inferirse en el laboratorio. Si fuera necesario abrir la muestra
sospechosa se abriera en una cabina de seguridad biolégica tipo 1l o lll.

3.1.15 ¢Qué tipo de equipos de proteccion individual (EPIs) debe usar la persona
encargada del transporte en el hospital? ¢Y quien las recibe en el laboratorio? ¢Y
guien deba realizar las pruebas diagnésticas?

Todas las muestras deben ser consideradas potencialmente infecciosas. Aunque queda fuera del
ambito de este documento, se debe sefialar que la obtencion de muestras, en especial
respiratorias, constituye uno de los momentos de mayor riesgo de transmisiéon del MERS-CoV.
Referimos al lector al lector al documento de manejo clinico de la infeccion por este virus, que han
desarrollado la SEIMC y el Grupo de Estudio de la Infeccion Hospitalaria (GEIH) paralelamente al
presente documento microbiolégico.
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El transporte al laboratorio debe realizarse en contenedores cerrados, y sera realizado por
personal que vestira bata desechable y guantes no estériles de un solo uso. No se utilizara el
sistema de tubo neumatico, para evitar incidencias mecénicas que pudieran crear aerosoles. Los
mismos EPIs serian adecuados para quienes efectien la recepcion de las muestras en el
laboratorio.

El personal que procesa las muestras de casos en investigacion, probables o confirmados debe
vestir bata de manga larga desechable, guantes no estériles de un solo uso y mascarilla FFP2.
Estos procesos se llevaran a cabo, preferentemente, en cabina de seguridad biolégica tipo 1l o llI
recientemente certificadas. Para cualquier proceso que entrafie un riesgo de aerosolizacion (por
ejemplo, descontaminar una centrifuga en la que se ha producido la rotura de tubos), se debe
afiadir un protector facial y utilizar una mascarilla FFP3.

3.1.16 ¢Se deben realizar pruebas microbiolégicas basadas en cultivo celular?

Los algoritmos recomendados para el diagnostico y confirmacion de la infeccion por el MERS-CoV
incluyen como pruebas diagnésticas las basadas en métodos moleculares o seroldgicos, pero no
el aislamiento del virus en cultivos celulares. Esta metodologia se reserva exclusivamente a
centros de referencia cualificados. El trabajo con cultivos celulares requiere condiciones NCB-3.

En ciertas circunstancias, pero no para el diagnéstico de rutina, los laboratorios con adecuada
experiencia y que dispongan de instalaciones NCB-3 pueden intentar aislar el virus. Un escenario
posible es que el cultivo del virus se produzca de forma no intencionada, por ejemplo en el
contexto de la temporada de gripe. En ese caso y ante cultivo viral procedente de muestras
respiratorias que no esté identificado y se sospeche MERS-CoV, éste debe ser introducido
rapidamente en un laboratorio NCB-3 para la realizacion de las pruebas que permitan su
identificacion. Entre las lineas celulares susceptibles de sustentar el desarrollo de MERS-CoV se
encuentra LLC-MK2 y Vero. Toda la actividad que se realice en este aspecto debe estar
coordinada con el laboratorio de referencia del CNM.

3.1.17 ¢Deben procesarse muestras para seguimiento en pacientes con MERS-CoV
confirmada?

En los casos confirmados se recomienda la toma de muestras secuencial (muestras del tracto
respiratorio y de otras muestras como sangre, orina y heces) para comprobar la evolucién de la
carga viral en estos pacientes. Los resultados permiten tomar decisiones sobre medidas de
control. Se debe tomar muestras de forma continua hasta que haya dos muestras consecutivas
negativas. Se recomienda tomar muestras cada 2-4 dias. Para el cese de las medidas de
aislamiento, dos muestras negativas obtenidas en dias consecutivos pueden ser suficientes.

3.1.18 ¢Cuantas pruebas diagnosticas de MERS-CoV (amplificacion de &cidos nucleicos,
PCR) son necesarias para considerar que un paciente ha dejado de ser potencial
transmisor de la enfermedad?

La probabilidad de deteccién de genoma de MERS-CoV es alta durante los primeros 7 dias tras el
inicio de sintomas. El ARN viral ha sido detectado en muestras del tracto respiratorio bajo hasta
14 dias después del inicio del cuadro agudo. Teniendo en cuenta que los mecanismos de
transmisiéon no han sido claramente establecidos, se puede considerar tomar muestras a un
paciente ya confirmado, al menos cada 2-4 dias hasta obtener dos 2 resultados negativos
consecutivos.
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3.1.19 En el caso de un resultado negativo en el contexto de una sospecha alta de MERS-
CoV ¢Cudl seria la actitud a tomar desde el punto de vista del laboratorio de
Microbiologia?

Si el resultado es negativo y persisten las evidencias clinicas sugerentes de infeccion por MERS-
CoV, se repetira el diagnostico con nuevas muestras del tracto respiratorio inferior y superior.
Estas muestras seran tomadas con una periodicidad que dependera de la evolucion clinica del
paciente.

3.1.20 ¢Podrian procesarse muestras procedentes de pacientes en investigacién de MERS-
CoV en analizadores convencionales de los laboratorios de Bioquimica y
Hematologia?

Si. Las muestras procedentes de pacientes con sospecha de MERS-CoV pueden procesarse en
los modernos analizadores utilizados en Bioquimica, incluyendo gasometrias, y en Hematologia,
por varias razones: a) las muestras habituales en estos laboratorios (sangre completa, suero,
plasma, orina) no suelen presentar cargas elevadas de virus viables; b) el MERS-CoV no es mas
resistente a los agentes externos y a los desinfectantes que otros virus (VIH-1, hepatitis B y C,
virus respiratorios comunes, etc.) que infectan a pacientes a los que se les indican las pruebas de
laboratorio habituales; ¢) muchos de estos analizadores son sistemas “cerrados”, esto es, que una
vez que se carga la muestra todo el proceso se lleva a cabo en un ambiente practicamente
sellado. El personal de laboratorio debe adoptar precauciones de seguridad comunes a otros
agentes infecciosos (nivel de contencion 2) y vestir los EPIs correspondientes (bata y guantes).

Se recomienda que estos laboratorios revisen los procedimientos preanaliticos y preparatorios que
pudieran originar aerosoles y, si se diera esta circunstancia, deberan llevarlos a cabo en cabinas
de seguridad biolégica tipo Il o tipo Il certificadas recientemente. La rotura de un tubo durante el
centrifugado representa un riesgo real de transmisiéon del MERS-CoV por lo que, si se tiene
constancia de muestras de este tipo, se deberian utilizar centrifugas con cestillos de seguridad. La
descontaminacion de las centrifugas, en caso de rotura, se efectuara por personal entrenado en
practicas de seguridad con los EPIs adecuados, incluyendo mascarilla FFP3.

Si, accidentalmente, se produjese un vertido biolégico en este tipo de laboratorios, deben seguirse
los procedimientos establecidos para cualquier otro derrame y proceder a desinfectar las
superficies y materiales segun se especifica mas adelante.

Debido a la elevada dilucién a que se somete la muestra y los procedimientos de limpieza y
descontaminacién que se llevan a cabo en los analizadores, el riesgo de infeccion derivados de la
eliminacion de los residuos generados por los autoanalizadores es practicamente inexistente, por
lo que no es necesario adoptar practicas especiales a este respecto.

3.1.21 Si es necesario hacer un hemocultivo u otras pruebas microbiolégicas a un paciente
con MERS-CoV, ¢(cémo se recomienda realizar su procesamiento?

Adicionalmente a las consideraciones anteriores respecto de la obtencion y manipulacién de las
muestras, se han de utilizar frascos de plastico (si es posible, evitar los de vidrio), y nunca se
debera utilizar el tubo neumatico para el transporte al laboratorio. Los frascos se procesaran en
cabina de seguridad biologica tipo Il siguiendo las precauciones universales recomendadas en el
laboratorio de Microbiologia.



Preguntas frecuentes sobre la actuacion de los | C0digo:  GEGMIC 02
laboratorios de Microbiologia en relacion con la | Version: 1
infeccidn por el nuevo Coronavirus del Oriente | Fecha: 29-07-15

Medio (MERS-CoV) Pagina: 14 de 21

3.2 Sobre el procesamiento inadvertido de muestras de pacientes con criterios de
caso en investigacion, probable o confirmado

3.2.1 ¢Qué se debe hacer en el caso de haber procesado inadvertidamente en el
laboratorio muestras de pacientes que cumplian criterios de casos en investigacion
de MERS-CoV? ¢Y unavez confirmado?

En el caso de que un paciente no fuera detectado en la puerta de entrada al hospital, se hubieran
enviado muestras al laboratorio de Microbiologia y éstas se hubieran procesado inadvertidamente,
las actuaciones a realizar seran:

¢ Notificacién urgente a los Servicios de Medicina Preventiva y de Prevencién de Riesgos
Laborales del hospital. Fuera de horario laboral, se debe contactar inmediatamente con el
Jefe de Guardia.

e Realizar las actuaciones necesarias previamente consensuadas y protocolizadas con los
Servicios anteriores y el Servicio de Urgencias dirigidas a:

o Eliminar las muestras en doble bolsa cerrada herméticamente. Esta bolsa se debe verter
en un contenedor de residuos del grupo Ill.

o Determinar el circuito que han realizado las muestras.

o Identificar el personal que ha estado en contacto y cuantificar el riesgo de infeccion.
Valorar la clasificacion del profesional como contacto de caso en investigacion.

o Proceder a la limpieza y desinfeccion de superficies.

o Detectar y desinfectar el instrumental y aparatos donde se han procesado las muestras.

3.2.2 ¢Qué hacer si, inadvertidamente, se han inoculado cultivos celulares con fines
diagnosticos de otras infecciones viricas en un paciente con MERS-CoV?

El MERS-CoV, es capaz de replicarse en numerosas lineas celulares de origen humano y de otros
mamiferos, habitualmente usadas en los laboratorios que utilizan técnicas de aislamiento de virus
(p.e Vero E6, A549, LLC-MK2). El procesamiento inicial de cualquier muestra que se inocule en
cultivos celulares, respiratoria o no, independientemente de la sospecha diagnostica, se debe
hacer minimizando la generacion de aerosoles y gotas, y utilizando medidas de proteccién
adecuadas, siempre en cabinas de seguridad biol6gica clase Il o Il y provistos de los
correspondientes EPI (fundamentalmente mascarilla y guantes). Aparte de la inoculacion inicial, si
se realiza la técnica de shell-vial, todos los procedimientos de decantado de medio de inoculacion
y fijacién de la muestra previos a la tincién deben realizarse también de acuerdo a las medidas de
seguridad descritas.

Manteniendo estas premisas, la inoculacion accidental de cultivos celulares con muestras de
pacientes sospechosos o confirmados de estar infectados por MERS-CoV no supone un riesgo
adicional para los profesionales que trabajen con ellas y que suelen estar entrenados en practicas
de seguridad. Una vez que conocemos que el paciente es sospechoso de sufrir una infeccién por
MERS-CoV, los cultivos deben seguir incubandose, sin manipulacién adicional, hasta conocer los
resultados de las técnicas de RT-PCR. Si el caso se descarta, se puede seguir con su
procesamiento con el fin de detectar otros posibles agentes etiolégicos del cuadro clinico. Si, por
el contrario, se confirma el diagnostico, se debe contactar con el laboratorio de referencia, para
coordinar la actitud a seguir.
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3.2.3 En caso de desarrollo en cultivo celular de un posible MERS-CoV (efecto citopatico
no identificable, etc.) ¢cémo se debe manejar?

El MERS-CoV, se replica en lineas celulares sensibles, provocando en la mayoria de las
ocasiones un efecto citopatico (ECP) visible a partir de las 48 h de incubacion. Cualquier
manipulacién de cultivos celulares infectados por MERS-CoV (o sospechosos de estarlo), se debe
realizar en &reas con nivel de seguridad tipo 3 y con précticas de nivel 3. Por tanto, si en alguna
de las lineas celulares inoculadas con muestras de un paciente sospechoso o confirmado de tener
infeccién por MERS-CoV se detecta ECP, debemos abstenernos de manipularlas fuera de un area
gue no cumpla estos requisitos. Si el laboratorio dispone de un area con nivel 3, toda la actividad
gue se realice en torno a los cultivos celulares infectados se ha de coordinar con el laboratorio de
referencia designado por las autoridades sanitarias, en nuestro caso el CNM.

3.2.4 ¢Es necesario descontaminar los autoanalizadores en los que se han procesado
inadvertidamente muestras de pacientes con MERS-CoV?

De acuerdo con la informacién disponible actualmente, el MERS-CoV no presenta una particular
resistencia a los sistemas de desinfeccion en comparacion con otros virus respiratorios comunes,
por lo que no existen razones para recomendar la instauracibn de procedimientos de
descontaminacion especiales en caso de que se haya procesado inadvertidamente muestras de
pacientes en investigacion, probables o confirmados de infeccion por el MERS-CoV. Se debe
prestar especial atencion a aquellos procedimientos preparatorios de las muestras que hubieran
podido generar aerosoles Yy, en consecuencia, contaminar superficies anejas a los
autoanalizadores. La descontaminacion se efectuara de acuerdo con lo especificado mas abajo.

3.2.5 ¢En qué condiciones y cuanto tiempo sobrevive el virus MERS-CoV en superficies?

En un estudio comparativo, el MERS-CoV tuvo una supervivencia en superficies superior al virus
de la gripe A(HLN1). Se puede recuperar de superficies plasticas y metalicas después de 48 h,
mientras que, a partir de las 4 h, no se recuperan virus viables de gripe A(H1N1). Las condiciones
Optimas de supervivencia del MERS-CoV son a temperatura de 20°C (cuanto mas calor, mas baja
es su supervivencia) y a humedad relativa baja (7% de pérdida de viables a 40% de humedad y
70% de pérdida a 70% de humedad). Esta observacién sirve para apoyar que, en la Peninsula
Arabiga, la transmisién sea por contacto directo, ya que las altas temperaturas en esa regién
suponen una disminucién importante de la trasmision por fomites.

3.2.6 ¢Como se deben descontaminar las superficies que han estado en contacto con
muestras o los materiales susceptibles de portar MERS-CoV?

Segun el informe del Centro de Coordinacién de Alertas y Emergencias Sanitarias (CCAES) del
Ministerio de Sanidad y Servicios Sociales, los residuos de muestras procedentes de personas
sospechosas de infeccibn por MERS-CoV, se consideran residuos de clase lll. A efectos
practicos, por razones de bioseguridad bajo criterios conservadores, se trataran de manera similar
a como se hace con la tuberculosis.

La limpieza y desinfeccion de las superficies se realizara con un desinfectante incluido en
la politica de limpieza y desinfeccion del centro sanitario. EI MERS-CoV se inactiva tras contacto
de 5 min con desinfectantes normales como la lejia doméstica (dilucion 1:50 de una lejia con
concentracion 40-50 g/L preparada recientemente). En todo el proceso, siguiendo las medidas de
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seguridad, el personal de limpieza debera llevar los EPIs adecuados (bata, guantes, respirador
FFP2. Si ha habido riesgo de produccidn de aerosoles, el respirador a utilizar sera FFP3.

3.2.7 ¢Cbmo se deben inactivar las muestras de pacientes con MERS-CoV?

En los procedimientos preparatorios, se deben seguir las recomendaciones de la pregunta
anterior, en particular prestando atencion al riesgo de aerosolizacién. Por lo general, no es
necesario seguir un procedimiento particular de inactivacion antes de ser procesadas las muestras
de suero destinadas a la deteccién de anticuerpos. El tratamiento con Triton® X-100 (10 uL de
Triton® X-100 por 1 mL de suero) inactiva los virus envueltos y podria ser una alternativa en
situaciones concretas.

Para las muestras destinadas a la deteccién gendmica, la inactivaciéon puede lograrse afiadiendo 1
mL de tampon de lisis que contenga isocianato de guanidina (6M), 30% de Triton® X-100, Tris-
HCl (100 mM). Algunos tampones de lisis de sistemas de extraccion de acidos nucleicos
comerciales (MagNa Pure®) afiaden 0,01% de azul de bromofenol.

Una vez que la muestra sea desechada, se le puede afiadir hipoclorito sddico o lejia antes de
introducirla en el contenedor apropiado para su posterior eliminacién por parte del gestor de
residuos de cada hospital.

3.2.8 ¢CoOmo se deben manejar los residuos?

Para asegurar un sistema seguro de trabajo se deben seguir los protocolos de descontaminacion,
mantenimiento y eliminacion de residuos utilizados habitualmente para otro tipo de
microorganismos con el riesgo de propagacion y mecanismo de transmision similar. Los residuos
se consideran residuos de clase Ill o como residuos biosanitarios especiales. La incertidumbre
existente en este momento con respecto al modo de transmisién obliga a ser mas conservador y
considerarlo como residuo Biosanitario Especial del Grupo 3, (similar a la tuberculosis).

Estos residuos se han de acumular en envases exclusivos separados de cualquier otro tipo de
residuo generado en el laboratorio. La retirada y almacenamiento de residuos se ha de realizar tan
pronto como sea posible y, en el caso de los residuos punzantes o cortantes, debe hacerse de
forma inmediata a su generacion. Se recogeran en contenedores de un sélo uso, de polietileno o
de poliestireno, de manera que permitan la incineracion completa, que sean resistentes a los
agentes quimicos y a los materiales perforantes y que dispongan de cierre hermético especial.
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5 ANEXOS

5.1 Anexo 1. Esquema diagnostico para un laboratorio que realice el diagndéstico
de MERS-CoV

Muestras?

I
v v

Extracién acidos nucleicos Alicuotado®
(nivel NCB2) |
l \ 4 \ 4
PCR MERS-CoV Envio al CNM Archivo
(2 dianas) para confirmacién

v

v

Positiva Negativa

| l

Caso confirmado

Diagndstico otros patégenos
viricos y bacterianos

%Congelar las muestras a -70°C si el procesamiento se retrasa >72 h
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5.2 Anexo 2. Algoritmo diagnostico recomendado por la OMS para el MERS-CoV

Caso bajo investigacién

\ 4

Ensayo de cribado rRT-PCR (upE)

!

Positivo

|

!

Negativo

|

Ensayo confirmativo:

rRT-PCR (orfla, orflb,

Si el caso es clinicay
gen N) epidemiolégicamente sugestivo,

!

tomar una nueva muestray repetir

Positivo Negativo
l JV \ 4
Caso confirmado Tomar otras muestras y Secuenciacion (RdRpSeq
enviarlas a un centro de 0 Nseq)
referencia para MERS-CoV

Indica otra secuencia Indica MERS-CoV

\ 4

Negativo Caso confirmado
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5.3 Anexo 3. Formulario de declaracion para el envio de muestras categoria B

[Logo del Hospital/Institucion]

D/Diia. (Nombre del Remitente), (Categoria del Remitente) del Servicio/Laboratorio de
Microbiologia, Nombre del Hospital/Institucion, Ciudad, Pais

Mr/Mrs (Name of the Sender), (Position of the sender) of the Service/Laboratory of Microbiology,
Name of the Hospital/Institution, City, Country

CERTIFICA/CERTIFIES

Que el presente envio contiene muestras biol6gicas para su analisis (Sustancia Biol6gica
categoria B, UN3373)

This shipment contents specimens for analysis (Biological Substance category B, UN3373)

Ha sido embalado de acuerdo con la Instruccion de Embalaje IATA 650
Packed in compliance with the IATA Packing Intruction 650

Ciudad, de de 201 .

Firmado/Signed
(Nombre del Remitente/Name of the Sender)

Remitente/Shipper Consignatario/Consignee
Dr. Laboratorio
Servicio/Laboratorio de Microbiologia Hospital/Institucion
Hospital Alatc.

Direccion Direccion

C.P. City, Country C.P. Ciudad, County
Teléfono/Phone: +34- Teléfono/Phone: +34-

En caso de emergencia avisar al remitente/In emergency call the shipper




