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CONSIDERACIONES DE BIOSEGURIDAD
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ELEMENTOS DE PROTECCION PERSONAL

« Norma EN ISO 374:2016:Guantes de proteccion
contra sustancias quimicas y microorganismos

< ENIS0374-5:2016 ENIS0374-5:2016
= &
3
\
VIRUS
A . . .
@) Bacterias y hongos Bacterias, hongos y virus
E Test I1ISO 16604:2004 (Método B)
Reglamento EPI (UE) 2016/425
Tipo de . .
Exigencia Marcado
guantes
Resistencia a la penetracion (En374:2) ENIS0374-1:2016
S Tipo A Tiempo de resistencia = 30 minutos para al menos 6 sustancias ﬁ
— quimicas. AKLMPS
2 Resistencia a la penetracion (En374:2) ENIS0374-1:2016
\5 Tipo B Tiempo de resistencia = 30 minutos para al menos 3 sustancias
d quimicas. AKL
Resistencia a la penetracion (En374:2) ENIS0374-1:2016
TipoC Tiempo de resistencia = 10 minutos para al menos 1 sustancia
quimica. ~

Tomado y adaptado de: https://www.mapa-pro.es/normas/norma-en-374-quimica

* Proteccion respiratoria

v' Uso de respiradores del alta eficiencia para particulas
N95, N100, FFP2 O FFP3.

v' ldealmente sin valvula.
v Norma EN 143:2021 o NIOSH-CDC.

( NG

‘ Uso de filtros para particulas

v' Los respiradores deben ajustar al tamafio de la cara de
la persona. Seleccionar las tallas y las pruebas de
ajuste son ideales.

Tomado: EN 143:2021 Dispositivos de proteccion respiratoria. Filtros de particulas. Requisitos,
pruebas, marcado.



https://www.mapa-pro.es/normas/norma-en-374-quimica
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ELEMENTOS DE PROTECCION PERSONAL
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ELEMENTOS DE PROTECCION PERSONAL

B | Centers for Disease Control and Prevention
CDC 24/7: Saving Lives. Protecting People.™

+4Como verificar i los respiradores NS5

estan aprobados por la NIOSH / CDC? B— S —

through safety and health research

Search
General Cautions and +
Limitations
TC (Approval) Number Quick Searches Advanced Search Instructions and Tips
Definitions of Terms
7 Maximum number of records returned in a set:
< " - Prior Manufacturers Names
b & S b 20
) i NPPTLH
} 14 Omepage For a specific respirator or respirators, enter the NIOSH TC approval number(s) separated with semi-colon; Each class of respirator
! ! j must be entered separately. Format with approval code (13F, 13G, 14G, 19C, 21C, 23C or 84A), followed by a dash and the 3 or 4
T L Ato Z Index .
- numbers following.
X A For Recpirator U
< X sal
K Au:?-;i\‘.{l] 5 > »  Tc-00-0000
~ NIOSH > For Respirator Manufacturers @

Protective Clothing and

Ensembles
Order the results by:
Protective Technology @® Approval Number

Program at NIOSH O Manufacturer Name

Respirator Trusted-Source

Information View Results H Reset ‘

Approved Particulate
Filtering Facepiece

Respirators
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ELEMENTOS DE PROTECCION PERSONAL

 Norma EN 14126:2004/AC:2006 Ropa
protectora: Requisitos de desempeio Yy
métodos de prueba para ropa de proteccion
contra agentes bioldgicos.

EN 14126:2004 TIPO NORMA PROTECCION /

Traje cuerpo completo. Herméticos a liquidos presurizados, en
forma de chorro.

TIPO3-B | UNE-EN-14605

TIPO 4-B | UNE-EN-14605 (Traje cuerpo completo. Hermético liquidos presurizados

UNE-EN ISO [Traje cuerpo completo. Conexiones herméticas frente a

TIPO 5-B 13982-1 particulas solidas suspendidas en el aire.

—

Traje cuerpo completo. Ofrecen una proteccion limitada frente a

TIPO 6-B | UNE-EN 13034 . ;. .
salpicaduras de productos quimicos liquidos. ‘
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CONSIDERACIONES DE BIOCONTENCION

INGRESO

L. ..  E— — [
'ﬂ' -~ Uso de barreras fisicas y mecanicas. - ﬂ
AREA DE EPP

Correcto manejo, transporte y disposicion de residuos -

de riesgo bioldgico. —/\

AREA DE
PROCESAMIENTO

VESTIER

MAN.
ANIMALES

e

. ESTERILIZACION

» E=

L CORREDOR

Todos los residuos generados son considerados de —
riesgo biologico. |

=

B

Disminucién de riesgo mediante inactivacion por calor ‘
0 quimica.

AREA DE
DESECHOS
BIOLOGICOS

Laboratorio de Rabia y Zoonosis LNR-DRSP-INS
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CONSIDERACIONES DE BIOCUSTODIA

Acceso restringido al personal no autorizado.
Almacenamiento seguro y controlado del material
biologico.

Inventario actualizado (continuamente) del material
biologico para evitar perdida, dafio o sustraccion
accidental o intencionada.

i Q@

@’ Compromiso con los compaferos de trabajo, la
comunidad y el medio ambiente.




sINS ALGORITMO DE DETECCION MOLECULAR

Opcional —
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IMPLEMENTACION DE BIOSEGURIDAD EN EL
LABORATORIO

1.INFORMACION

Evaluacion del riesgo en bioseguridad DE PROCESOS
debe ser un proceso constante vy
sistematizado que permita conocer las
probabilidades de incidentes o

accidentes de riesgo bioldogico en su <
I b H g g 4 VERIFICAR LA ANALISIS
a Oratorlo' EFICACIA DE LAS DE 2.EVALUACION
MEDIDAS DEL RIESGO
TOMADAS
RIESGO

Objetivo: Identificar los riesgos vy
plantear acciones a implementar para
disminuir dicho riesgo.

3.ACCIONES A
TOMAR PARA EL
CONTROL DEL
RIESGO
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IMPLEMENTACION DE BIOSEGURIDAD EN EL
LABORATORIO

La implementacién de las recomendaciones expuestas en esta presentacion estan ligadas a la
evaluacion de riesgo realizada en su laboratorio y las politicas relacionadas con el tema de su
institucion.




sINS EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

Clado Africa
occidental
Actualmente circula

ALl

C:G o] Q )

Clado cuenca del Congg;
« Mayor severidad
« Restringido a la region de origen geografico

Fuente: https://nextstrain.org
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Las directrices de laboratorio para la deteccion y el diagndstico de la infeccion por el virus de la
viruela del mono OPS/OMS

Contents lists available at ScienceDirect
Journal of

Virological

Journal of Virological Methods Methods

journal hemepage: www.elsevier.com/locate/jviromet

Short communication

Real-time PCR assays for the specific detection of monkeypox virus
West African and Congo Basin strain DNA

Yu Li*, Hui Zhao, Kimberly Wilkins, Christine Hughes, Inger K. Damon

Poxvirus and Rabies Branch, Division of High-Consequence Pathogens and Pathology (Proposed ), Natiomal Center for Emerging and Zoonotic Infectious Diseases (Proposed ),
Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA, United States




S ALINEAMIENTOS DE INICIADORES Y SONDAS CON OTROS ORTHOPOXVIRUS

el

(A) Monkeypox virus West Africa Specific (GZR_WA) assay design

Forward pomer Prote Raverse pomer
> > -
MPFXV UEAD3 OIS OST CC OO AAC AT AT TCT CACACCOTCTCTTOCACACGAT MATOOSACCOST OST AACCASC AA T ACAT T TAACT AT ATOGATCTORA M TT AMACCTST AT CCAST CAACGACACAT COT ST ACTCOGACS
- VWA KA TR o e e R e TPy e .
. E LA N SO 23R LA P QERIE SO
. . S S ool > > Chees
-C,
- L
MaduddaadadIaddad s% bED ks e Wasardde=
= EeS L B s B e vt Mo ver i vr b e rebvs ve wd s  BIRSLCRESRET . ST R
(B) Monkeypox virus Congo Basin (C3L) assay design
Fooward pranes Prote Revecse primer
> > -
MPXV _ZARTS CrATAGAATATCTATGICTACCTGAGATACAGAAAGCAIIAINTGOGACCCAT ATATGCT AAATGT ACCGGT ACCGGEA TEGACACT T T T AAT CAATGTATT AAAOGGAGAT GCCCAT COCCT CGAGATATOGATA
MPXV ROSO2 . P R e N Ty oy g S PRt Qo P SR P a2 F s Pt s = SO > Y
VACV QP v TS TS TAPAN S T | R .
VACV WR . T
VARV BIDTS hsssddddadaniannmsn B ansasana
VARV CHNGE - Assssssccasnass Wi sassenssnasnrasse -
VARV BRAGE . Sebnedsdendssnie , MOORWN LS - AN -
CMLV _COM5 ~ S e NAD el aiie e Woa ot aaes .
CTPXV GRRP) > . >oe - sevesele s 0009009 60
CTPXNV aGRX . sees . ceonesls e
BCTV MO8 ‘o S . oo ® 3
(C). Monkeypox virus generic (G2ZR_G) assay design
Forwand primer Proca Reverse poimes
» . -
MPXV USAO3 CGCACCACATOCACCATOCAATGGAAAGTGTAAMGACAMOGAATACASAMCT CTAATC T ATGT IGT CT A T OGO G O T OO AACT T ACSCT T CCASAT T ATSTSAT ASCAAGAC T AATACACAATGTACACT
MPXV_SLE ces “sa redeebbonavessbobtenosbos s s RET RSP ARS . SR I T TR G4 8400450864000 4000'560
PR RRPE S i aand I e e € S eIt ¢ SR YIRS N > T e > = -G. .
A s R RO A s = X LI S D Ay S0y s B = NG e S SR A A e
VARV BGDTS . o o s S B3¢ D s W0 o' s N Y R Y e e e - A
VARV CTHN4AR » (E AL A, A vvvee Teoooves sevrrane A
VARV BRAGE < A<, A < ssXrssoovsossssvsrns A
CMLY OM= . AL, A o s@: - A
VACV wR A.C. A B srcrrersavicssscssnas A
VACV DUuxs Py -sn A av iy VX RPEN B R e e P Y X T A
CPXV _GRI ACTC.AGACT.C. -Ta - ATCT.TTA.C. .8.96. .AA.G. ..TC.ATG. .GATAGC.A.
CPXV_GRRP1 ACTC.AGACT .C. -9 - ATCT.TTA.C. . 9.96. .AM.G. ..TC.ATG, .GATAGS . A




SINS INICIADORES Y SONDAS

Tabla 3: Iniciadores y sondas

Deteccion Nombre Secuencia de nucledtidos (5°-3’) rE:‘I:rgfc?a

MPXV_GZRG_Forward GGAAAATGTAAAGACAACGAATACAG

Geneérica MPXV_GZ2RG_Reverse GCTATCACATAATCTGGAAGCGTA
MPXV_G2RG_sonda FAM-AAGCCGTAATCTATGTTGTCTATCGTGTCC-BHQ1 |

- MPXV_G2RWA_Forward CACACCGTCTCTTCCACAGA

CladodeAfica  \\byy GORWA Reverse ~ GATACAGGTTAATTTCCACATCG .

Occidental Lietal., 2010
MPXV_G2RWA_Sonda FAM-AACCCGTCGTAACCAGCAATACATTT-BHQ1

Clado de |la MPXV_C3L_Forward TGTCTACCTGGATACAGAAAGCAA

cionca  del MPXV_C3L_Reverse GGCATCTCCGTTTAATACATTGAT

Congo MPXV_C3L_Sonda FAM-CCCATATATGCTAAATGTACCGGTACCGGA-BHQ1
RNAse P F AGATTTGGACCTGCGAGCG Emery et-al

RNasa P* RNAse P R GAGCGGCTGTCTCCACAAGT 2004 Emerg.
Sonda RNAsa P FAM-TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG-BHQ1 I[?Eﬁt[']_m 1-3

* El control interno de la reaccion sugerido, el laboratorio puede emplear el control interno implementado en el

Importante:
. Seleccionar método de extraccion de acidos nucleicos adecuado para deteccidon del virus y control

interno de reaccion
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CONTROLES REFERENCIA

Tabla 4. Controles de referencia

Deteccion Tipo de control utilizado Fuente
Genérica Producto sintético
Clado de Africa Occidental  Producto sintético Instituto de hiologia molecular de Parana (IBMP)

Clado de la cuenca del Congo  Producto sintético

NTC (no templete control) Control de reactivos (no contiene DNA)
NC Muestra realmente negativa para MPXV
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PROGRAMACION TERMOCICLADOR

Tabla 8. Perfil térmico para la amplificacion de la reaccion genérica y clado Africa occidental (este puede
variar de acuerdo a las condiciones de la enzima que esté disponible en el laboratorio, ajustar a las
especificaciones del fabricante)

Reaccion Variables Etapa 1 Paso 1 Etapa 2 Paso 2
—_— Tiempo 30 seg 15 seg 40 seg
CE:!T:: iil cuenca del Congo T{_emperatura 9 °C 9 °C 60 °C*
Ciclos 1 40
, Tiempo 30 seg 15 seg 40 seg
Clado de Africa Occidental Temperatura 05 °C 05 °C 62 °C*
Ciclos 1 40

*Paso donde se indica al equipo que haga la lectura
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AMPLIFICACION DE REACCION GENERICA PARA EL MONKEYPOX

Amplification

900 F- e e e I P e L]

Control positivo

2300 o e R ST e : genérico

700 3 _ _ _ S ]
1 : : : /- ]
BO0 oo PP SRR [ SRR S £ f,/ .................. . NTC

500 __ .......................... ............................ ..................... [ ........ a P ,{":. ',-’f '. ...................... _

RFU

I SRR SRR [ ey Ll E
400 1 : : / -/ JAV ] ——— Muestras
3[}[} _:_ .......................... ............................ ................ lI.' ........... . .|I.ll ............. lr.,n". sy ...................... _:

200 oo RN SRR o ST ; / ,}“"::: ........ SRR E

T : : // : ]
100 J A o e ]

+ . . B - . e . E
0 —__—-;.;rl = : —— = - e e - .

Cycles

CT esperado en los controles positivos: 25-30




SINS
INTERPRETACION

= La reaccion genera una curva de crecimiento sigmoideo de fluorescencia en vista lineal con

POSITIVO: un CT >10y < 40.
= La amplificacion en la reaccién genérica y del clado Africa occidental debe ser

concordante. Si esto no sucede se debe repetir el ensayo.

NEGATIVO: o |3 reaccion no genera una curva de crecimiento sigmoideo de fluorescencia en “vista
lineal” y tampoco se observan las fases correspondientes en “vista logaritmica”.

= Cuando no hay amplificacion del gen de RNasa P ni del gen la fraccion del genoma

INVALIDO: _
blanco que corresponda a cada virus
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CONSIDERACIONES GENERALES, SE DEBE TENER EN CUENTA

= Un resultado negativo no excluye la infeccién con el virus que se esta investigando en la
muestra, y no deben ser el Unico criterio para definir si existe infeccion.

= En la interpretacion de los resultados se debe tener en cuenta aspectos epidemiologicos y
clinicos del paciente.

» Todos los resultados deben ser interpretados por un profesional y con acompanamiento de
otro si lo considera necesario.

= La recoleccion, el almacenamiento y el transporte adecuados de las muestras son esenciales para
obtener resultados fiables.
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CONDICIONES REACCION

Importante:
» Estas condiciones fueron adaptadas a la enzima Tib molbiol
« Cada LSP debe ajustar los requerimientos tanto de mezcla y ciclaje de acuerdo a la enzima

disponible

Reactivo 1 reaccion (ul)
Agua 3,95
Primer F (10 pM) 0,4
Primer R (10 uM) 0,4
Sonda (10 uM) 0,25
Mix-enzima 10

ADN 5
Volumen final 20
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