INTERVENCIONES SANITARIAS

REVISTA ARGENTINA

DE SALUD PUBLICA

Suplemento COVID-19
ISSN 1853-810X

FECHA DE RECEPCION: 19 de abril de 2022
FECHA DE ACEPTACION: 19 de mayo de 2022
FECHA DE PUBLICACION: 5 de septiembre de
2022

FUENTE DE FINANCIAMIENTO: Instituto
Misionero de Biodiversidad.

*AUTOR DE CORRESPONDENCIA:
kuhlmann.pa@gmail.com

IMPLEMENTACION DE UN LABORATORIO DE
NIVEL DE BIOSEGURIDAD 2 PARA DIAGNOSTICO
MOLECULAR DE SARS-COV-2 EN PUERTO IGUAZU,
MISIONES

Implementation of a biosafety level 2 laboratory for molecular
diagnosis of SARS-CoV-2 in Puerto Iguazd, Misiones

* Pamela Angelique Kuhlmann'. Licenciada en Genética.
Lucia Acufa'. Doctora en Farmacologia.
Katherina Vizcaychipi'. Magister en Gerencia y Administracion de Sistemas y Servicios en Salud.
Candelaria Sanchez Fernandez'. Doctora en Farmacia y Bioquimica.
Anibal Depasquino'. Licenciado en Genética.
Santiago Lattar'. Doctor en Microbiologia Médica y Bacteriologa.
Tania Alarcon'. Bioquimica Clinica.
Karina Salvatierra'. Doctora en Biotecnologia.
Emanuel Grassi'. Doctor en Ciencias Bioldgicas.

REGISTRO NACIONAL DE INVESTIGACIONES Erik Ruuth'. Doctor en Biologia Celular y Molecular.

EN SALUD N°: 15003575

! Instituto Misionero de Biodiversidad (IMiBio), Puerto Iguazd, Misiones, Argentina.

RESUMEN. INTRODUCCION: La pandemia de COVID-19 ha creado desafios sin precedentes para los laboratorios de todo el mundo. Los
gobiernos nacionales y subnacionales se vieron en la necesidad imperiosa de adaptar instituciones para la deteccion de SARS-CoV-2 en respuesta
a la emergencia sanitaria declarada en 2020. Con el objetivo de aumentar la capacidad de diagndstico en la provincia de Misiones, se implementd
un laboratorio de diagnostico de excelencia dentro del Instituto Misionero de Biodiversidad. Este articulo comparte los pasos realizados y los
desafios enfrentados, con el fin de que sirva de guia a otras instituciones. METODOS: Las etapas para establecer el laboratorio fueron: adquisicion
de equipamientos/reactivos, adaptacion/renovacion del laboratorio, incorporacion y capacitacion del recurso humano, establecimiento de
buenas practicas y bioseguridad, seleccion de la metodologia de extraccion y deteccion, implementacion de controles de calidad y habilitacion.
RESULTADOS: Desde su habilitacion el Laboratorio de Anélisis Integral procesd 1186 muestras bioldgicas de casos sospechosos de COVID-19 y se
convirtio asi en el segundo laboratorio de referencia provincial. DISCUSION: La eficiente articulacion entre el Instituto Misionero de Biodiversidad
y el Ministerio de Salud de Misiones logré la répida implementacion de este laboratorio de alta complejidad en una region de importancia
epidemioldgica.

PALABRAS CLAVE: Técnicas de Diagnostico Molecular; Contencion de Riesgos Bioldgicos; SARS-CoV-2

ABSTRACT. INTRODUCTION: The COVID-19 pandemic has created unprecedented challenges for laboratories around the world. National and
subnational governments faced the urgent need to adapt institutions for the detection of SARS-CoV-2 in response to the health emergency
declared in 2020. With the aim of increasing diagnostic capacity in the province of Misiones, a diagnostic laboratory of excellence was
established within the “Instituto Misionero de Biodiversidad”. This article shares the steps taken and the challenges faced, in order to serve
as a guide to other institutions. METHODS: The stages to establish the laboratory were: acquisition of equipment/reagents, adaptation/
renovation of the laboratory, incorporation and training of human resources, establishment of good practices and biosafety, selection of
the extraction and detection methodology, implementation of quality controls and authorization. RESULTS: Since its authorization, the
“Laboratorio de Andlisis Integral” has processed 1186 biological samples from suspected cases of COVID-19, becoming the second reference
laboratory in Misiones. DISCUSSION: The efficient articulation between the “Instituto Misionero de Biodiversidad” and the provincial Ministry
of Health achieved the rapid implementation of this high complexity laboratory in a region of epidemiological importance.
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INTRODUCCION

El coronavirus causante del sindrome respiratorio agudo
grave de tipo 2 (SARS-CoV-2) se ha clasificado dentro del
género Betacoronavirus. Se trata de un virus encapsulado
con 4cido ribonucleico (ARN) de cadena sencilla'. Su ge-
noma codifica proteinas no estructurales, cuatro proteinas
estructurales (espicula [S], envoltura [E], membrana [M] y
nucleocépside [N]) y proteinas presuntamente accesorias®
La metodologfa estadndar (gold standard) diagndstica para
la confirmacién de la infeccién aguda por el SARS-CoV-2
en muestras respiratorias se basa en la deteccion directa
del genoma viral mediante la amplificacion especifica de
sus regiones conservadas, con una técnica de biologfa
molecular que utiliza la retrotranscripcién seguida por
reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-
PCR, por sus siglas en inglés)?.

La manifestacion clinica de la infeccion por SARS-CoV-2,
conocida como enfermedad por coronavirus COVID-19,
puede variar desde una infeccion asintomatica hasta una
enfermedad de carécter grave*>. El diagnostico temprano
en el laboratorio es una herramienta (til para la gestion
clinica y el control de brotes®.

La ciudad de Puerto Iguazu tiene 82 849 habitantes’ y
se situa a 300 kilometros de la capital de Misiones. Esta en
una regién de triple frontera, proxima a la ciudad de Foz do
Iguacu (Brasil) y Ciudad del Este (Paraguay). Reconocida
como un destino turistico, con constante movimiento po-
blacional y comercial, Puerto Iguazti posee una ubicacion
de riesgo epidemioldgico®.

La red sanitaria de la provincia se estructura sobre la base
de un esquema de zonificacion que considera accesibilidad
y cobertura en funcién de las necesidades de salud. La
Zona Norte Parana (ZNP) cuenta con dos centros de nivel
Il (hospitales SAMIC [Servicios de Atencidn Médica Integral
para la Comunidad] en El Dorado y Puerto Iguazu). Frente a
la declaracién de la emergencia sanitaria y epidemioldgica,
a la que se sumaron la ubicacion geogréfica vy la falta de
un laboratorio diagnéstico de alta complejidad en ZNP, se
planteo la necesidad de contar con un respaldo en esta
zona, lo que condujo a implementar un laboratorio de
nivel de bioseguridad 2 dentro del Instituto Misionero de
Biodiversidad (IMiBio) y realizar alli el diagnostico molecular
de SARS-CoV-2.

METODOS

ADQUISICION DE EQUIPAMIENTOS Y REACTIVOS

En primera instancia se identificaron los equipamientos,
consultorfas y servicios necesarios para la puesta a punto
y realizaciéon del protocolo de diagndstico molecular.

Se recibié asesoramiento de la empresa Thermo Fisher
Scientific para la adquisicion de reactivos especificos de
extraccién de acidos nucleicos y deteccion de SARS-CoV-2
mediante el empleo de la técnica de PCR en tiempo real
con el equipo QuantStudio 5. En colaboracién con expertos
en virologia y biologia molecular, se desarrollé una lista
de consumibles y reactivos necesarios para la extraccion

de ARN viral, deteccion de SARS-CoV-2, accesorios para la
PCR en tiempo real, descartables, equipos de proteccion
personal (EPP) y elementos de bioseguridad (ver Tabla 1).

ADAPTACION Y RENOVACION DEL LABORATORIO

La técnica de RT-PCR tiene sus requisitos de infraestructura
edilicia y correcta planificacion de los espacios fisicos, y
obliga a contar con al menos cuatro &reas: drea de ex-
traccién con una cabina de seguridad biologica clase 2
0 equivalente, 4rea de amplificacion, drea de carga del
templado y area de deteccion. Para cumplir con ello se
selecciond un laboratorio de 44 m2, el cual fue dividido
en dos salas. Se utilizdé mobiliario existente y se realizaron
tareas de mantenimiento y mejoras eléctricas. Se confor-
mo un espacio destinado a la recepcion de muestras y
extraccién de ARN (sala sucia) y otro para amplificacion y
deteccion (sala limpia) (Foto 1, ay b).

Para definir el flujo de trabajo se consultaron diversos
documentos técnicos®'®, a partir de los cuales se organizd
un flujo unidireccional de la muestra de forma tal que
su manipulacion en la sala sucia no contaminara la sala
limpia. Para ello se establecieron armarios separados y
se colocaron flechas de indicacién en el suelo. En la sala
limpia se identificaron dreas especificas de trabajo. Para
evitar la contaminacion se recurrio a sets independientes
de equipos e insumos para el uso exclusivo de cada sala 'y
areas correspondientes (estrictamente no intercambiables),
tales como agua ultrapura, microcentrifugas, agitadores,
refrigeradores/congeladores, micropipetas, racks con pun-
tas, descartadores de residuos, objetos adicionales como
lapiceras, temporizadores, tijeras, pinzas y elementos de
proteccion personal.

En la sala sucia, destinada a la extraccién de ARN, se
dispusieron los equipos especificos para este procedi-
miento: centrifuga multipropdsito refrigerada; cabina de
seguridad biologica clase 2 A; y heladera de uso exclusivo
para almacenamiento de las muestras. Para la instalacion
de la cabina de seguridad biologica, se requirié el traslado
y montaje en el laboratorio (Foto 1, c), y luego certificacidn
bajo forma NSF 49/EN 12469 para asegurar los pardmetros
de funcionamiento correctos del equipo.

La sala limpia se dividié en tres areas: preparacion de
reactivos, carga de muestras y controles, y amplificacion y
deteccion. En el drea de preparacion de reactivos se ubicd
una cabina de PCR. Para el drea de carga de muestras y
controles se utilizd una campana de extraccion de gases, en
la cual se instalé una ldmpara ultravioleta (UV) para descon-
taminacion de aire y superficies internas'' y se verificd su
correcta instalacién e integridad. En el drea de amplificacion
y deteccién se posiciond el sistema de PCR en tiempo real
QuantStudio 5 (Thermo Fisher Scientific), junto a todos los
instrumentos e insumos necesarios para su funcionamiento.

RECURSOS HUMANOS Y CAPACITACIONES
El equipo de trabajo se conformd con genetistas y bioqui-
micos, con especializaciones tales como ciencias bioldgicas,

Rev Argent Salud Publica. 2022;14 Supl COVID-19: e54



Implementacion de un laboratorio de nivel de bioseguridad 2 para diagndstico molecular de SARS-CoV-2 en Puerto Iguazd, Misiones

TABLA 1. Equipos, consumibles y reactivos adquiridos para el montaje del laboratorio de nivel de bioseguridad 2.

Categoria

ftem

Extraccion de ARN viral Equipos

(Cabina de seguridad bioldgica clase I, tipo A2
Centrifuga multipropdsito refrigerada
Micropipetas multicanales y estandares de voltimenes variables

Consumibles y reactivos

Kit de extraccion de ARN viral
Solucion PBS (buffer fosfato salino)
Alcohol absoluto

Placa de 96 pocillos para extraccion
Film adhesivo para placas

Rack magnético 96

Microtubo de 1,5 mL

Pipeta Pasteur de 1 mL, plastica
Pipeta seroldgica de 10y 50 mL
Tubo tipo Falcon de 10 mLy 50 mL

Deteccion de SARS-CoV-2 Equipos

PCR en tiempo real
Agitador con soporte para placas
Minicentrifuga con rotor para tiras de PCR

Consumibles y reactivos

Kit de control positivo de SARS-CoV-2
Modulo de conectividad Wi-Fi

Tiras de 8 tubos opticos de 0,2 mL
Tiras de 8 tapas Opticas

Placa Optica de 96 pocillos

Film 6ptico adhesivo

Accesorios de la PCR en tiempo real Consumibles y reactivos

Agua ultrapura

Aplicador de films

Herramienta para aplicacion de tapas
Base de placas de 96 pocillos
Herramienta de remocion de placas

Descartables y equipos de proteccién personal - Consumibles y reactivos

Punta con filtro de 10 pL, 200 pL'y 1000 pL
Guantes de nitrilo

Barbijo N95

Mdscara protectora facial

Camisolin descartable con pufio eldstico
Cubrecalzado descartable

Cofia descartable

Bioseguridad Consumibles y reactivos

Carro transportador para transporte de muestras
Cesto de basura de pléstico rojo

Descartador de cortopunzantes y agujas

Bolsas rojas para residuos patologicos

Triple envase para transporte de muestras

microbiologfa, virologfa, bioguimica clinica, biologfa molecular
y administracion de sistemas y servicios de salud, entre otras.

El personal se capacitd en la metodologfa y equipamien-
tos necesarios para diagndstico molecular de SARS-CoV-2
con representantes de la empresa Thermo Fisher Scientific.
Ademés de los contenidos tedricos impartidos sobre las
aplicaciones de PCR en tiempo real, se desarrollaron corri-
das experimentales con el posterior andlisis de resultados.

BUENAS PRACTICAS Y BIOSEGURIDAD

Se establecieron Procedimientos Operativos Estandarizados
(POE) para todo el flujo de trabajo unidireccional, asi como
para la limpieza y desinfeccién del laboratorio. Asimismo, se

elaboré un protocolo de gestion de residuos institucional,
se solicito el alta municipal como generador de residuos
patoldgicos y se establecid un espacio destinado al aco-
pio transitorio en un &rea préxima al laboratorio. Para el
tratamiento final de los residuos generados se contraté a
una empresa especializada y certificada.

El laboratorio fue debidamente sefializado, y se restringio
toda circulacion interna conforme a los requisitos de un
laboratorio de bioseguridad nivel 2 (Foto 1, d).

Se redactaron guias de buen uso, planillas de registro y
mantenimiento de los equipamientos, y se organizaron jorna-
das de capacitacion interna para garantizar el uso apropiado
del equipamiento y la bioseguridad del recurso humano.
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FOTO 1. Adaptacién y renovacion del laboratorio. a) Sala sucia. b) Sala limpia. c) Traslado, montaje, izaje y posicionamiento de la cabina de seguridad

biologica clase Il. d) Sefalizacion del laboratorio.

METODOLOGIA DE INACTIVACION/EXTRACCION

DEL MATERIAL GENETICO VIRAL

Inicialmente, para la metodologia de inactivacion y extrac-
cion del material genético viral, se optd por un kit basado
en perlas magnéticas. Sin embargo, este método resultd
no ser el adecuado, ya que el tiempo empleado en el
protocolo era extenso y Unicamente permitia la extraccion
en placas de 96 muestras, lo que dificultaba el procesa-
miento econdmico de un nimero variable de muestras.
Finalmente, se optd por realizar la extraccidon mediante
columnas de centrifugacion con membrana de silica, lo
que permitié trabajar con bajo flujo de muestras diarias y
obtener un buen rendimiento en la recuperacién del ARN
viral siguiendo un protocolo rapido y sencillo.

KITS DE DETECCION SINGLEPLEX/MULTIPLEX

En primera instancia se utilizd un kit de deteccién en
singleplex con tres dianas moleculares virales: gen S (es-
picula), gen N (nucleocépside) y gen ORFab (implicado
en la replicacion) para evitar una posible reaccién cruzada
con otros coronavirus endémicos. Luego, con el incremento
en el nimero de muestras, se escogio un kit de ensayo
en multiplex, que representaba varias ventajas operativas:
reduccion de la cantidad de muestra necesaria para la
reaccion de RT-PCR, menor costo y mejora en la precision
al minimizar los errores de pipeteo.

IMPLEMENTACION DE CONTROLES
Se utilizaron controles para asegurar la calidad de todos
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los protocolos, un control de extraccion y tres controles de
amplificacion: control positivo, negativo e interno.

Los controles positivo y negativo, provistos por el kit de
amplificacion, permiten determinar la funcionalidad de la
prueba diagnostica y verificar la ausencia de contaminacién
en los reactivos, los consumibles y el medio ambiente. El
control interno amplifica una region de un gen humano
(ribonucleasa P), permite identificar la viabilidad de la
muestra y evaluar la eficiencia del proceso de extraccion
de ARN. Finalmente, el control de extraccion verifica que
no exista contaminacion cruzada entre muestras y se
basa en la utilizacién de agua ultrapura tratada como una
muestra; su resultado en la etapa de amplificacién debe
ser equivalente a un control negativo.

Para comprobar la reproducibilidad y precision del ensayo
de deteccion, se implementd semanalmente el andlisis
de duplicado de una muestra al azar y la comparacién de
concordancia de los resultados.

HABILITACION

El 14 de abril de 2021 se logré la implementacion del
Laboratorio de Andlisis Integral (LAI) y su habilitacion
por el Colegio de Bioquimicos, tras la presentacién de la
documentacion requerida para cumplir las exigencias ne-
cesarias de un laboratorio de andlisis clinico con respecto
a lo instrumental, el ambiente fisico 6ptimo, el correcto
proceso operativo y las buenas practicas. Asi mismo, se
solicitd la autorizacion de la Red Provincial de Laboratorios
de Salud de Misiones para incorporar el LAl a la Red de
Influenza y Virus Respiratorios, como laboratorio de refe-
rencia para el diagndstico molecular de COVID-19 en la
zona norte de la provincia.

RESULTADOS

Desde su habilitacién el LAl recibi6 y procesé 1186 mues-
tras bioldgicas de pacientes sospechosos de COVID-19,
derivadas del Hospital SAMIC de Puerto Iguazt. Las mues-
tras correspondian a pacientes internados y ambulatorios
atendidos por el servicio de guardia de dicho nosocomio.
En el Gréfico 1 se presentan los casos estudiados para
SARS-CoV-2 entre abril de 2021 y abril de 2022. Todos
los casos con resultado concluyente detectable fueron
informados al Departamento de Vigilancia Epidemiold-
gica del Ministerio de Salud Publica de Misiones para su
publicacién en los reportes de situacion.

GRAFICO 1. Muestras procesadas para el diagnéstico referencial de
SARS-CoV-2 seglin mes del afio, Zona Norte Parand, Misiones, Argentina,
abril de 2021 a abril de 2022, N=1186.
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DISCUSION

La rapida implementacién de este laboratorio de biose-
guridad 2 para la deteccién molecular del SARS-CoV-2
demostro la importancia de una eficiente articulacion
entre el IMiBio y el Ministerio de Salud de la Provincia de
Misiones. Esto fue posible gracias a cuatro pardmetros
principales: trabajo colaborativo a nivel regional; planifica-
cion répida en respuesta a la emergencia sanitaria; gestion
eficiente para la adquisicion de equipamiento, insumos y
reactivos necesarios; y sinergia entre los integrantes del
equipo interdisciplinar.

Con el avance de los meses el LAl ha proporcionado y
ejecutado nuevas herramientas para el fortalecimiento del
diagndstico diferencial al sistema de salud de la provincia
de Misiones. Entre ellas se destacan la incorporacion de
un kit para la deteccion de mutaciones de SARS-CoV-2
asociadas a variantes y la puesta a punto de pruebas diag-
nosticas para patologias de caracter zoondtico, tanto en
muestras humanas como en muestras de fauna silvestre.

De esta forma se logrd conformar y establecer un la-
boratorio con enfoque One Health (Una Salud) en una
regién de importancia epidemioldgica, que busca promover
la salud de los seres humanos, los animales y el medio
ambiente.
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