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Généralités

Le SARS-CoV-2 (nouvelle dénomination du nCoV-2019) est un virus de la famille
des coronavirus (coronavirus humains agents du rhume banal / NL63, HUK1... ;
SARS-CoV en 2003 ; MERS-CoV 2012). La transmission habituelle des
coronavirus est respiratoire de type « gouttelettes » et contact. Le virus peut rester
viable jusqu’a 3 heures au sein d’aérosol : cet aspect doit étre pris en compte en
laboratoire en cas d’incident de manipulation ayant généré un aérosol ou
d’'incident de centrifugeuse sur des échantillons a risque élevé. En condition
expérimentale, avec des inocula lourds, la survie du SARS-CoV-2 varie de moins
de 3 heures a plusieurs jours en fonction du matériau concerné et des conditions
environnementales. Néanmoins les coronavirus sont  sensibles  aux
désinfectants usuels virucides tels que I'hypochlorite de sodium 0,5%, [Iacide
peracetique/peroxyde  d’hydrogéne, [I'éthanol ou [lisopropanol a 70%,
glutaraldéhyde...selon la norme EN 14476 <s’ils sont utilisés suivant les
recommandations du fabricant (respect de la concentration et du temps de
contact).

Les données sur le suivi des premiers patients COVID-19 hospitalisés en France
rapportent une virémie inconstante, faible et de courte durée, principalement décrite
dans les formes séveéres (SDRA). La virurie reste inexistante. En revanche, la
quantité de virus dans les prélévements respiratoires dont le liquide pleural et dans
les selles peut étre élevée. Des cas de contamination du personnel soignant ont été
décrits mais aucun cas de contamination du personnel de laboratoire n’a été
rapporté. Les précautions standards de manipulation des agents infectieux au
laboratoire sont suffisantes.
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Ces éléments permettent d’évaluer le risque associé a la manipulation d’échantillons
biologiques susceptibles de contenir du SARS-CoV-2 (prélévements respiratoires
dont le liquide pleural et selles) pour le diagnostic d’infection COVID-19 d’'une part
mais éventuellement pour un diagnostic complémentaire ou différentiel (panel
diagnostiques, paramétres d’urgence) sans perte de chances pour le patient.

Selon les recommandations de I'OMS, CDC et ECDC, la manipulation des
échantillons microbiologiques d’un patient suspect de COVID-19 peut s’effectuer

dans un LSB2 en respectant les bonnes pratiques de travail, particulierement lors

des manipulations pouvant générer accidentellement des aérosols, en mettant a
disposition une conduite a tenir en cas d’incident (tracabilité du personnel et des
échantillons). Seule la culture du virus doit se faire impérativement dans un LSB3.

La Société Frangaise de Microbiologie est en accord avec ce principe.

Ces recommandations sont amenées a évoluer au fur et a mesures que les
connaissances s’affineront. Elles sont également susceptibles d’évoluer en fonction
de I'épidémiologie.

Diagnostic et prélevements

En France, le diagnostic spécifique de COVID-19 est réalisé actuellement par RT-
PCR spécifique sur un prélévement naso-pharyngé [technique de référence], nasal
profond, oro-pharyngé salivaire (écouvillon ou aspiration) ou un prélévement des
voies respiratoires basses. Des tests commerciaux sont en cours d’évaluation et de
distribution (https://www.sfm-microbiologie.org/2020/04/03/covid-19/)

Les prélevements recommandés pour le diagnostic initial COVID-19 sont les
suivants :

* Un prélévement des voies respiratoires hautes (naso-pharyngé [technique de
référence], nasal profond, oro-pharyngé/écouvillons Virocult® ou autres
écouvillons équivalents, aspirations, salive),

* Un prélevement des voies respiratoires basses (crachats, liquide de lavage
broncho-alvéolaire (LBA), aspiration trachéo-bronchique en cas d’atteinte
parenchymateuse, a privilégier en cas d’infection évoluant depuis plus de 7
jours

Pour plus d’informations se référer aux recommandations des CNR.

Il est recommandé pour les prélévements destinés a des analyses non urgentes de
cytologie ou de biochimie réalisées sur des prélévements respiratoires ou
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prélevements de selles, ainsi que les analyses d’anatomo-cytologie non urgentes de
ne pas les envoyer aux laboratoires destinataires avant la levée de doute sur une
infection COVID-19. lls doivent étre conservés dans le service a +5°C si possible.
Ces échantillons doivent étre clairement identifiés (marquage "COVID-19 ?").

Toutefois, si ces analyses ne peuvent pas étre différées (patients de
réanimation par exemple), les échantillons pourront étre envoyés aux
laboratoires en respectant les recommandations de conditionnement,
d’acheminement et de prise en charge décrites ci-dessous.

Acheminement des prélévements

Les prélevements biologiques destinés au laboratoire doivent étre limités au strict
nécessaire (diagnostic d’infection COVID-19 et analyses urgentes liés aux soins du
malade).

1. Prélevements a risque élevé de contamination
Prélevements concernes :

- Préléevements respiratoires type crachats, aspirations trachéales et
bronchiques, prélévements distaux protégés, liquides broncho-alvéolaires,
liquides pleuraux, écouvillon rhinopharyngé pour la recherche du SARS-CoV-2

- Selles
Conditionnement :

- Il est indispensable de rappeler au service expéditeur la nécessité de bien
fermer et protéger dans du papier absorbant les contenants a vis. Le risque de
dissémination est associé a I'ouverture accidentelle d’'un tube mal fermé. Un
poudrier déversé dans son sachet ne sera pas traité par le personnel
technique.

- Conditionnement recommandé : Le triple emballage est recommandé avec un
emballage rigide (catégorie B (Norme UN 3373) / triple emballage notice

d’instruction P650)

- Conditionnements acceptables pour les transferts internes a I'établissement
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o un double emballage souple avec du papier absorbant, en particulier
pour les prélevements en pot a vis.

o En stade 3 de I'épidémie, un emballage simple (type préleévement pour
diagnostique de la grippe) peut étre accepté pour ne pas freiner la prise
en charge des patients.

- En cas de fuite de I’échantillon dans le sachet, I'analyse du préléevement
ne doit pas étre réalisée.

Modalités internes d’acheminement :

- Pour ces prélevements, dans la mesure du possible, privilégier le transport
par voie pédestre.

- En stade 3 de I'épidémie, le pneumatique peut étre utilisé pour ne pas freiner
la prise en charge des patients.

- Attention au risque de déversement des pots a vis. En revanche, ce risque de
déversement est trés faible pour les écouvillons.

2. Préléevements sans ou a faible risque de contamination

- Sang (hémoculture, tubes de sang pour la biochimie, I'hnématologie...), urines,
liquides de séreuse (hors liquide pleural), écouvillons rectaux de dépistage
des BMR (tres faible quantité de selles).

- Acheminement et emballage selon la filiere standard des échantillons
biologiques de I'établissement.

Il n’est pas utile de décontaminer les contenants a l'arrivée au laboratoire (risque de
retard de prise en charge et donc perte de chance pour le patient). Les mesures
standards de manipulation des échantillons biologiques, le port de gants en
particulier, suffisent pour protéger le manipulateur.
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Réalisation des analyses microbiologiques au laboratoire

1. Prélevements a risque élevé de contamination

La manipulation des échantillons a risque élevé de contamination nécessitant
une ouverture manuelle des contenants doit se faire dans un laboratoire
LSB2, sous PSM2, quelles que soient les activités réalisées (mise en tampon

de lyse pour I'extraction des acides nucléiques, ensemencement a visée
bactériologique ou mycologique, les dépbts sur lame et la fixation des lames
en vue dun examen microscopique, cytologie des liquides type LBA,
pleuraux) et selon les conditions décrites dans le paragraphe 5.2.1.7 du
manuel de sécurité et de sureté biologique (annexe 1).

Les conditions de sécurité biologique recommandées (ou obligatoires) pour
réduire tout risque de dissémination en cas d’accident sont listées ci-dessous :

o Personnel en nombre limité dans la piéce du LSB2,
o Port de gants jetables a usage unique,

o Toute centrifugation doit se faire en nacelle étanche et toute ouverture
de nacelle de centrifugation doit se faire sous PSM2 (cf. paragraphe
5.2.3 du manuel de sécurité et de sureté biologique, annexe 1),

o Tout vortexage doit se faire sous PSM2,

o Le poste de sécurité microbiologique doit étre nettoyé aprés usage
avec un détergent-désinfectant virucide (Norme EN 14 476) en suivant
les recommandations du fabricant (respect de la concentration et du
temps de contact),

o Disposer d’'une procédure décrivant la conduite a tenir en cas de
déversement de liquides biologiques ou de projections sous le PSM2,

o Procéder a une hygiéne des mains avec PHA avec retrait des gants,
Une fois fixées, les lames peuvent étre colorées en dehors du PSM2,

Les milieux de culture ensemencés manuellement peuvent réintégrer une
chaine robotisée pour lecture automatisée mais il est rappelé que le
déchargement des boites de culture de la chaine doit se faire en respectant
les précautions standards (port de gants),

Lorsqu’il 'y a pas besoin de prétraitement ou de dilution de I'échantillon,
'ensemencement a visée bactériologique ou mycologique de milieux de
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culture et les dépbts sur lame et la fixation peuvent étre aussi réalisés
directement avec les ensemenceurs capables d’ouvrir les contenants fermés
et possédant un module d’ensemencement fermé avec traitement d’air par
filtre HEPA,

Les prélévements positifs sont adressés au CNR des virus respiratoires si
nécessaire (adresses ci-dessous).

2. Prélevements sans ou a faible risque de contamination

- Pas de précautions particulieres en dehors des précautions standards de
manipulation des échantillons biologiques (port de gants),

- Les prélévements seront traités selon les procédures standards du
laboratoire (ensemencement manuel ou automatisé des
prélevements microbiologiques, coloration...).

Gestion des déchets

Les déchets générés par la prise en charge des prélevements a risque éleve
de contamination, quel que soit le statut COVID-19, déposés dans un
container DASRI rigide sous PSM 2 seront éliminés aprés un autoclavage (30
min a 121°C). En cas d’absence d’autoclave dans le laboratoire, le container
DASRI rigide avec couvercle étanche sera rempli avec un volume (2 cm de
hauteur) de Javel 0,5% ou tout autre désinfectant actif contre le SARS-CoV-2
avant de rejoindre le circuit standard des DASRI.

Les containers rigides DASRI devront étre fermés et désinfectés par un
désinfectant actif contre le COVID-19 avant d’étre sorti du PSM2

Les déchets générés par la prise en charge des prélevements sans ou a faible
risque de contamination seront éliminés selon le circuit standard des DASRI.

Envoi de souches :

Le conditionnement recommandé : catégorie A (Norme UN 2814) / triple emballage
notice d’instruction P620 avec un container rigide (emballage secondaire) placé pour

le transport dans une boite en carton.
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Adresse des Centres Nationaux de références des virus
respiratoires :

France SUD

Centre National de Référence virus des infections respiratoires (dont la grippe)
Institut des Agents Infectieux

Hépital de la Croix Rousse, Batiment O / Centre de Biologie et de Pathologie Nord
103, Grande-Rue de la Croix-Rousse 69004 Lyon

Secrétariat 1Al : 04 72 07 11 11

France NORD

Centre National de Référence virus des infections respiratoires (dont la grippe)
Institut Pasteur 25-28 rue du Docteur Roux 75724 Paris Cedex 15 France
Secrétariat du CNR : +33(0)1 45 68 87 25
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Fabricant

Représentant
exclusif

Revendeur

Figure 5.9 : Démarche de choix d’un fournisseur

5.2.1.7. Regles de manipulation sous PSM
de Type Il

La figure 5.10 regroupe les principales
recommandations a respecter pour manipuler
en sécurité sous un PSM de Type II.

L'utilisation d’'une source de flamme, méme
ponctuelle, attire le flux d’air «propre»
autour du cébne de chaleur de la flamme.
Ce phénoméne est connu depuis la fin du
XVllléme siécle. En conséquence, de I'air de
la piece dit «sale» pénétre dans le volume
de travail et est une source potentielle de
contamination du produit. Le risque d’incendie
est, de plus, a prendre en compte du fait du
recours intensif a des matériels en plastique.

Pour ce qui concerne les UV, seuls les UV
C ont une activité biocide. Les lampes UV
implantées dans les PSM en standard ou
sous forme de rampe(s) supplémentaire(s)
émettent trés majoritairement des UV B qui
n’ont pratiquement pas d’action biocide. Par
ailleurs les UV possédent des distances
d’efficacité peu importantes, de l'ordre de
quelques dizaines de centimétres. A cela,
s’ajoutelerisque nonnégligeable d’illumination
accidentelle dans le cas dutilisation de
rampes supplémentaires. Contrairement

Manuel de Sécurité et Sareté Biologiques

a la lampe UV installée d’origine et dont le
fonctionnement est associé a des sécurités
spécifiques, les rampes supplémentaires
ne sont pas toutes associées a ce type de
sécurité.

5.2.1.8. Décontamination du plan de travail
d’un PSM de Type Il

Lafigure 5.11 regroupe les étapes successives
d’une décontamination du plan de travail
d'un PSM de Type Il. Ces séquences sont
applicables pour la décontamination réguliére
du plan de travail, aprés chaque séquence
d’utilisation mais également lors d’épandage
accidentel de faible ampleur.

5.2.1.9. Principaux points de contréle annuel
d’un PSM de Type Il

Les méthodes de mesure de la protection
du personnel décrites dans l'annexe C
(normative) de la norme NF EN 12469 ne
sont pas techniquement et économiquement
aisément transférables sur site. La
protection du personnel est la plupart
du temps déduite du maintien dans le
temps des autres paramétres contrélés.

Chapitre 5- 95
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Travailler seul

A 4

Pertuber le moins possible le flux d’air

Désinfecter le plan de Eviter 'eau de Javel Les UV sont inutiles
travail aprés chaque
manipulation

o -
B

3

Entretien quotidien

1) Installer le matériel Avoir des gestes calmes Ne pas employer de
2) Attendre I'équilibre des flamme
flux

Figure 5.10 : Principales régles de manipulation sous PSM de Type Il

1- Absorber le liquide répandu
2- Terminer la manipulation

3- Arréter le PSM apres un temps
de latence de quelques minutes

4- Appliquer un tensio-actif

5- Absorber

6- Appliquer le désinfectant Biofilm sur une surface

Figure 5.11 : Etapes de décontamination du plan de travail d’'un PSM de Type I

Ces derniers relévent principalement de la * le débit volumétrique (encore appelé taux
norme NF EN ISO 14644 et plus précisément de renouvellement d’air). Celui-ci peut
des chapitres portant sur la partie ventilation étre soit mesuré directement, mais cela
a savoir : nécessite une installation technique qu'il
* la classe d‘empoussiérement du volume n'est pas toujours possible de mettre en
de ftravail (normalement ISO 5 au place, soit calculé a partir de la mesure
minimum); des vitesses;
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* la mesure des pressions différentielles.

Ces mesures, incontournables pour respecter
les obligations de la norme NF EN ISO 14644
qui qualifie le niveau de protection du produit,
sont réalisées annuellement. Dans le cas
d'une classe d’empoussiérement inférieure
a ISO 5, la fréquence de contréle de ce
parameétre est portée a 6 mois au lieu de 12.

Elles peuvent étre complétées par d’autres
mesures, facultatives :

« fuite ou colmatage d’un filtre. Ce critere
concerne  essentiellement le filtre
d’extraction. Ce dysfonctionnement fait
perdre sa qualit¢t dEPC au PSM. Une
telle anomalie sur le filtre de soufflage se
traduit par une classe d’empoussieérement
non conforme;

» fuite de confinement. Celle-ci est
généralement visualisée par un test
fumigéne, cette technique étant par
ailleurs assez aléatoire et fortement
sujette a générer des artefacts.

Ces mesures complémentaires, si elles sont
réalisées, doivent I'étre au maximum tous les
2 ans.

Les normes NF X 44-201 et NF EN 12469
annuelle de

demandent la vérification
différents paramétres :

* le maintien des Vmoy et Vind dans la
fourchette de tolérance de leurs valeurs
initiales. Ces valeurs sont obtenues a
partir d’'une carte des vitesses établies sur
8 points de mesure répartis en 2 séries de
4 qui couvrent tous les volumes de travail
(NF X 44-201 et NF EN 12469);

* la mesure de la vitesse d’entrée d’air par
le bandeau de reprise (NF X 44-201 et
NF EN 12469) avec V> 0,4 m/s (NF EN
12469 seule);

* le bon fonctionnement des alarmes (NF X
44-201 et NF EN 12469);

*la mesure des temps de réponse
des alarmes (NF EN 12469 seule et
certification NF).

La figure 5.12 regroupe les principaux
parametres contrélés annuellement sur un
PSM de Type Il

5.2.2. Les isolateurs

Pour pouvoir bénéficier de [I'appellation
« Isolateurs », les matériels ou dispositifs de
confinement doivent étre conformes tant sur
le plan de la conception que de la fabrication,
des applications et des performances en
particulier au niveau de [I'étanchéité, aux
normes ISO 10648-1 et 2.

Intégrité du filtre

Classe empoussiérement

Carte des vitesses

> Vitesse d’ air entrant

Figure 5.12 : Principaux points contrélés annuellement sur un PSM de Type I

Manuel de Sécurité et Sareté Biologiques
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Les isolateurs sont répartis en 4 classes
de confinement décroissant et les tests
d’étanchéité different selon la classe de
confinement (Tableau 5.4).

Ainsi, pour une pression de 250 Pa nécessaire
pour assurer I'étanchéité interne et externe a
I'air, la baisse de pression éventuelle ne doit
pas dépasser 25 Pa au bout d’'une heure. En
d’autres termes, la pression mesurée au bout
d’'une heure ne doit pas étre inférieure a 225
Pa.

Si le choix se porte sur des systémes de
confinement ne relevant pas de ces 2 normes
ISO, il est de la responsabilité de I'acquéreur
de demander au fournisseur d’apporter
la preuve que le dispositif présente des
caractéristiques d’étanchéité identiques a
celles demandées par la norme ISO 10648-
1 en effectuant les mesures selon les
prescriptions de I'ISO 10648-2.

De méme, lors de I'utilisation de dispositifs
spécifiques, plus particulierement en
animalerie, associant un dispositif
s’apparentant a un isolateur avec un Poste
de Seécurité Microbiologique, il est de la

responsabilité de l'acquéreur d’exiger de
son ou ses fournisseurs d’apporter la preuve
du bon confinement du risque de leur(s)
dispositif(s) par le test d’étanchéité tel que
décrit dans la norme ISO 10648-2 pour la
partie s’apparentant a un isolateur et un test
de protection du personnel tel que décrit dans
'annexe C de la norme NF EN 12469 pour la
partie Poste de Sécurité Microbiologique.

Remarque : I'appellation boite a gants
concerne un équipement non destiné a
la protection du risque biologique, méme
si le PSM Type Il est noté ainsi dans le
manuel de 'OMS 3¢me édition.

5.2.3. Les centrifugeuses

Qu’elles soient mini, de paillasse ou ultra les
centrifugeuses et les opérations techniques
qui y sont associées sont génératrices
de risque d’exposition accidentelle a des
aérosols infectieux et/ou toxiques ainsi qu'a
des contaminations par contact.

Tableau 5.4 : Classification des enceintes de confinement selon leur taux de fuite

horaire (d’aprés la norme ISO 10648-2)

Taux de fuite

Classe horaire

Exemple

Th
. . Enceinte de confinement a atmosphére
1 <5x10* s .
contrdlée sous gaz inerte
Enceinte de confinement a atmosphere
2* <25x103 contrdlée sous gaz inerte ou a atmosphere
dangereuse en permanence
3 <102 Enceinte de confinement a atmosphére
dangereuse en permanence
4 <10 Enceinte de confinement a atmosphére
pouvant étre dangereuse

* Pour une application donnée, il revient au concepteur, a l'utilisateur et aux autorités de sOreté de
décider si I'enceinte doit étre de classe d’étanchéité 1 ou 2. On choisit généralement la classe 1 pour
des raisons techniques, lorsqu’il est nécessaire d'utiliser des gaz trés purs.

Pour la manipulation d’agents biologiques pathogénes ou pouvant s’avérer dangereux les isolateurs de
classe 4 s’averent suffisants. Leur étanchéité a I'air est mesurée par un taux de fuite horaireT h™ inférieur
a 10",
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Equipements 5

La Directive européenne 2006/42/CE
complétée par la norme NF EN 12547 impose
a tous les types de centrifugeuses 3 types
distincts de sécurité active:

* I'impossibilité d’avoir un accés direct
aux piéces en rotation pendant le
fonctionnement de la centrifugeuse;

* I'imposition d’'une temporisation de
quelques secondes empéchant 'ouverture
de la centrifugeuse apres son arrét;

* I'équipement, plus particulierement des
centrifugeuses de paillasse, d'un systeme
« anti-balourd » qui vise a contrebalancer
les erreurs légéres qui peuvent apparaitre
dans [I'équilibrage des godets de
centrifugation.

Ces dispositifs doivent faire l'objet d’un

contréle annuel pour les centrifugeuses

qui possédent au moins une des 2

caractéristiques suivantes :

e avoir un diamétre interne de cuve
supérieur ou égal a 40 cm;

* posséder une énergie cinétique de rotation
supérieure ou égale a 1500 Joules.

A ces contrbles, peut s’ajouter la vérification
de lintégrité des axes porteurs des nacelles
en cas de centrifugation répétée de produits
hautement corrosifs.

Par ailleurs, les opérations de centrifugation
dans les laboratoires de confinement de
niveau 2, 3, et 4 doivent se faire en utilisant
des nacelles ou des rotors hermétiques.

Les opérations techniques associées
(remplissage  des tubes, équilibrage,
élimination des surnageants, remise en

solution des culots par exemple) doivent
étre réalisées sous Poste de Sécurité
Microbiologique (Figure 5.13).

5.2.3.1. Cas patrticulier des ultra-
centrifugeuses

Les normes NF EN 12884 et NF EN 12547
énoncent des exigences spécifiques aux ultra
centrifugeuses. Qu'il s‘agisse d’'un achat de
novo ou d’un renouvellement, le fabricant
doit fournir a I'acheteur la liste exhaustive
des rotors, y compris de la concurrence, qui
peuvent étre adaptés a son matériel.

5.3. Les équipements de
protection individuelle

Les équipements de protection individuelle
(EPI) sont des dispositifs ou des moyens
destinés a étre portés ou tenus par une
personne en vue de la protéger contre un ou
plusieurs risques susceptibles de menacer
sa santé ou sa sécurité (article R.4311-8 du
Code du travail). En fonction de I'évaluation
des risques, ils viennent en complément des
EPC.

Pour se prémunir du risque biologique, les
EPI doivent protéger les parties suivantes :

Figure 5.13 : Godets étanches sous PSM et en centrifugeuse
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