Recomandiri de baza privind biosiguranta in laboratorul clinic de microbiologie

Puncte cheie

Fiecare laborator trebuie sa evalueze riscurile locale pentru a se asigura ca se pot efectua
testarile in conditii de siguranta.

Prelucrarea probelor biologice trebuie efectuata respectand regulile de bune practici
microbiologice, conform procedurilor locale.

Tehnicile de laborator care nu presupun cultivarea virusului, inclusiv tehnicile de
amplificare (NAAT — nucleic acid amplification tests) efectuate din probele provenite de
la pacienti suspecti sau confirmati cu COVID-19 vor respecta regulile descrise mai jos, ce
se aplica in laboratoarele de biosiguranta de nivel II.

Tehnicile care presupun manevrarea unor probe cu incarcatura virala mare (cultivarea
virusului) necesita laboratoare de biosiguranta de nivel III.

Procesarea primara a probelor inainte de inactivare, inclusiv in cazul tehnicilor NAAT
sau secventiere, se efectueaza in hote de biosiguranta clasa II.

Se vor folosi dezinfectanti cu actiune cunoscuta fata de virusurile anvelopate, respectand
concentratia, timpul de contact recomandat de producator si in cadrul termenului de
valabiliatate.

Se va avea o atentie sporita pentru reducrea riscului formarii de aerosoli si picaturi.
Personalul trebuie sa poarte echipament de protectie personald conform riscului estimat.

Probele biologice de la pacientii suspecti/confirmati COVID-19 trebuie transportate ca si
substante biologice de categoria B. Izolatele virale se transporta ca si substante biologice
de categoria A.

Competenta personalului si (re)instruirea lui

Asigurati-va ca personalul care lucreaza in laborator a fost instruit corespunzator, cunoaste si
aplicd procedurile in conditii de biosiguranta, intelege importanta masurilor de biosiguranta.

Echipamentul de protectie personala

In zonele de lucru ale laboratorului se poarta halate cu maneci lungi, cu manseta elastica
care se fixeaza in jurul incheieturii mainii. Manecile nu se retrag spre cot. Halatul trebuie
sa fie suficient de lung sa acopere genunchii. Halatele se poarta inchise. Preferabil,
materialul trebuie sa fie rezistent la lichide. Halatele se poarta doar in zonele de lucru,
dupa utilizare acestea se pastreaza corespunzator, intr-o zona dedicata.
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- A nu se agita halatele unul peste celdlalt sau in dulapuri aldturi de lucrurile personale. A
nu se purta halatele cu care se lucreaza in laborator in afara zonei de lucru, cum ar fi in
sala de mese, de repaos, in afara laboratorului de microbiologie.

- Se va purta manusa de fiecare datd cand se lucreaza cu probe biologice (sange, fluide
corporale, secretii de tract respiratorii, materii fecale si alte probe potential infectioase).
Manusile nu se dezinfecteaza si nu se refolosesc, deoarece prin dezinfectie, scoatere si
repunere, purtare prelungitd acestea se deterioreaza si nu asigurd protectie adecvata.
Manusile se vor verifica inainte de folosire pentru integritate.

- Nu se paraseste zona de lucru cu manusile. Acestea se scot respectand regulile de
indepartare a lor pentru a se evita contaminarea mainilor. Manusile se arunca in
recipiente speciale. Dupa indepartarea manusilor se igienizeaza mainile.

- Ochelarii de protectie, vizierele se vor purta de fiecare datd cand trebuie protejati de
stropi ochii sau fata .

- Protectia respiratorie nu este necesara de obicei. Cu toate acestea, trebuie evaluate
riscurile locale in vederea stabilirii nevoii protectiei respiratorii. Este vorba 1n special de
preoceduri care se efectueaza in afara hotei de biosiguranta, cele generatoare de aerosoli:
centrifugarea, manevrarea unor probe scurse sau proceduri care pot genera stropi
(deschiderea tuburilor de centrifuga, mixare, vortexare, agitare energica, deschiderea
unor recipiente cu presiune crescuta in interior).

Bune practici de microbiologie
- A nu se aduce in zona spatiilor de lucru obiecte personale, méancare sau bauturi.

- A nu se pune in gura diverse obiecte (de ex. instrumente de scris), nici in cazul purtarii de
manusi

- A se spdla mainile dupa manevrarea probelor biologice, de fiecare data cand se
suspicioneaza contaminarea mainilor si inainte de pdrasirea spatiului de lucru.

- Leziunile cutanate trebuie acoperite, pansate.

- Inainte de a intra in zona de lucru, s se convinga de existenta tuturor reactivilor,
echipamentelor de lucru si de protectie personald, dezinfectante si antiseptice suficiente
pentru munca ce urmeaza a fi desfasurata.

- A se proteja documentele in care se fac inregistrari. Documentele 1n care se fac
inregistrari nu se scot din laborator, acestea au un loc de pastrare bine stabilit. Cele care
trebuie scoase din laborator se vor proteja de folii aparatoare.

- Toate manevrele se fac cu grjia si fara graba. A se evita lucrul de catre persoane obosite.

- Suprafata de lucru trebuie pastrata curata, ordonata si neaglomerata cu lucruri inutile.
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- A se interzice folosirea de casti, acestea ar putea distrage atentia persoanei si impiedica
auzirea semnalelor de alarma din institutie sau ale echipamentelor.

- A se indeparta bijuteriile (inele, bratari). Cele care nu pot fi indepartate, trebuie acoperite
pentru a preveni ruperea manusilor si trebuie decontaminate in mod regulat.

- Anu se utiliza echipamente electronice mobile (telefon, tablete, laptop, stick de memorie,
camera foto) cand acestea nu sunt strict necesare in cadrul unei proceduri.

- Echipamentele electronice trebuie pastrate in locuri unde sunt ferite de contaminare. Daca
acest lucru nu este posibil, trebuie decontaminate inainte de a fi scoase din laborator.

Proceduri tehnice

- In cadrul prelucrarii probelor biologice trebuie utilizate tehnici corecte, cu minimalizarea
formarii de aerosoli si picaturi.

- Aseevita ingerarea agentilor biologici si contactul cu ochii si tegumente.

- A se purta manusi pe toata durata lucrului cu probe biologice.

- A nu se atinge fata cu mainile (cu sau fara manusi).

- De cate ori este posibil sa se inlocuiasca echipamentele din sticla cu plastice.
- A se acoperi fata, gura in cazul unor manevre care pot genera stropi.

- In cazul 1n care se folosesc foarfeci, acestea sa fie cu capatul rotunjit.

- Taietoarele si intepatoarele trebuie manipulate cu grija, descarcarea acestora se face
conform reglementarilor in vigoare (recipiente speciale).

- A nu se recapisona acele.
- Pentru prevenirea raspandirii agentilor biologici:

o Probele biologice si culturile se vor arunca in recipiente etanse si cu capac pentru
a se preveni scurgerea;

o Ladeschiderea tuburilor se poate lua in considerare utilizarea unui tifon imbibat
n dezinfectant;

o Aria de lucru se va decontamina la terminarea lucrului si ori de cate ori se
stropeste sau survine o contaminare evidentd conform procedurilor locale;

o Asigurati-va ca tipul de dezinfectant folosit este adecvat patogenilor cu care se
lucreaza si ca procesul de dezinfectie respecta timpul de contact prevazut de
producitor.

Preluarea si pastrarea probelor biologice
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Probele preluate de laborator trebuie sa fie insotite de suficiente informatii pentru a putea
identifica tipul probei, cand si unde a fost colectat, ce testari se solicita.

Se poate lua n considerare deschiderea pachetelor de probe in hota. Personalul care preia
probele trebuie sa fie instruit adecvat si sa fie constient de pericolele implicate. Trebuie
sd cunoasca procedura aplicatd in caz de probe scurse sau recipiente sparte, sa stie cum sa
aplice dezinfectantii in caz de contaminare.

Pastrarea probelor se face in recipiente adecvate, inscriptionate pentru a inlesni
identificarea lor. Materialul recipientului sa fie corespunzator modului de pastrare.

Utilizarea hotelor de biosiguranta

Toate probele biologice care se prelucreaza in laboratorul de microbiologie pot avea
incarcaturd de SARS-CoV-2, de aceea deschiderea probelor si prelucrarea acestora
(insamantare, efectuarea frotiurilor, teste rapide) trebuie efectuata sub hote de
biosiguranta clasa II certificate, cu mentenanta si reviziile efectuate la zi.

Pentru a lucra in siguranta, trebuie respectate regulile de functionare ale acestuia: pornire
conform instructiunilor, asteptarea stabilizarii fluxului. A nu se incarca excesiv spatiul de
lucru, a nu se acoperi (cu hartii, obiecte) fantele prin care circuld fluxul de aer, a se evita
miscdrile excesive din jurul hotei care 1i perturba fluxul.

Persoana care lucreaza la hota sa efectueze miscari lente, introducerea mainilor sub hota
se face perpendicular fata de planul ferestrei frontale. Dupa introducerea mainilor se
asteaptd cca 1 minut nemiscat pentru asigurarea stabilizarii fluxului de aer. Pentru a
reduce numarul intrarilor/iesirilor s fie pregatite prealabil la indeméana toate lucrurile
necesare.

Pe aria de lucru se poate pune o bucata de prosop de hartie imbibat cu dezinfectant pentru
retinerea picaturilor. Obiectele necesare pentru activitatea sub hota trebuie puse cat mai
in spate. Daca este nevoie de vortex, acesta se pune cat mai in spate. Recipientul pentru
deseuri mici (varfuri, anse de plastic) prevazute cu saci se pune intr-0 parte a hotei
(dreapta pentru dreptaci). Aceste recipiente pentru colectarea deseurilor sa nu se puna in
afara hotei, deorece scoaterea si introducerea repetatd a mainilor in hota perturba fluxul
de aer.

Se recomanda ca hota sa fie pornita cu cca 5 minute Tnainte de inceperea si la 5 minute
dupa terminarea lucrului pentru a permite evacuarea aerului contaminat.

Utilizarea lampii UV nu se impune. Daca se foloseste, sa se stearga praful de pe tub cel
putin odata pe saptamana.

In cazul unui incident prin stropire 1n incinta hotei, trebuie dezinfectatd imediat in timp ce
hota ramane in functiune.
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- Dupa terminarea lucrului toate obiectele se scot din hotd. Echipamentele se
decontamineaza. Nu se lasd medii de culturd in interior. Hota se dezinfecteaza inaintea
inceperii si dupa terminarea lucrului.

- Pentru dezinfectarea hotei se va folosi dezinfectant potrivit microorganismelor cu care se
lucreaza. Se prefera solutiile de alcool 70%, cele pe bazi de clor, peroxid. in cadrul
decontamindrii de la terminarea lucrului se vor sterge inclusiv peretii hotei, partea
interioara si exterioara a geamului. Daca se folosesc substante corozive (de ex.
hipocloriti), se va face o stergere aditionald cu laveta imbibata cu apa sterila.

- Persoana care lucreaza la hota trebuie sa poarte halat preferabil cu inchidere la spate, cu
maneca lungd, cu manseta elastica, manusile trase peste manseta.

Manevre care implica risc de contaminare
- Pipetare cu pipete automate

o se pot genera aerosoli cand din varf cade o picatura pe suprafata de lucru, cand se
amesteca in lichid prin aspirare-dispersare, cand se elimina ultimele picaturi din
varf

o pentru evitarea formarii aerosolilor se va pipeta lent, nu se vor amesteca
materialele infectioase prin aspirare-dispersare

o pe aria de lucru se poate aseza un material absorbant care se Indeparteaza dupa
terminarea lucrului in containere de infectioase

o se poate evita aspirarea aerosolilor generati prin pipetare prin lucrul in hota
- Transferul materialului infectios

o pentru a evita caderea materialului infectios din ansa, se recomanda sa se
foloseasca anse cu bucla inchisa, cu diametrul intre 2-3 mm

o se preferd arzdtoarele electrice sau ansele de unica folosinta (in cursul arderii
anselor la becul Bunsen se poate dispersa materialul infectios in jurul becului)

- Centrifugarea

o Centrifuga trebuie supravegheata — in eventualitatea spargerii unui tub, trebuie
opritd — se deschide doar dupd 30 de minute de la oprire, cu echipament de
protectie inclusiv respiratorie si se dezinfecteaza interiorul centrifugii.

o Daca spargerea unui tub se observa numai dupa oprirea centrifugii, capacul se
reinchide imediat si se lasd Inchis 30 de minute. Dupa aceea se procedeaza
conform celor descrise mai sus.

o In cazul in care nu au loc incidente, centrifuga se deschide dupa o pauza de 10
minute
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Deschiderea recipientelor cu material biologic se face strict in hota.

Froturi: procesul de fixare nu distruge neaparat toate microorganismele — de aceea trebuie
manevrate cu grija, ca si potential contaminate.

Incidente:

In caz de stropire: recipientele sparte, materialul scurs se acopera cu prosop de hartie,
dezinfectantul se aplica peste acesta si se lasa durata timpului de contact, in functie de
tipul dezinfectantului. Se indeparteaza prosopul de hartie, ramasitele. Se poarta manusi pe
toata durata procesului.

Igiena mainilor Tn laborator

se va respecta procedura descrisa in documentul Institutului National de Sanatate Publica:
http://www.cnscbt.ro/index.php/informatii-pentru-personalul-medico-sanitar/1487-requli-
de-urmat-in-igiena-mainilor-pentru-personalul-medical-care-ingrijeste-persoanele-
suspecte-sau-confirmate-cu-infectie-cu-noul-coronavirus/file

Este absolut interzisa folosirea prosoapelor textile in laboratoare!
Pentru efectuarea corectd a igienei mainilor se interzice:

o purtarea inelelor, bratarilor, ceasurilor tip bratarad sau a altor bijuterii in timpul
activitatii;

o purtarea unghiilor lungi sau lacuite, indiferent de tipul sau vechimea lacului de
unghii; unghiile artificiale;
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