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Il RISCHIO BIOLOGICO

CLASSIFICAZIONE DEL RISCHIO BIOLOGICO

Il Rischio biologico può essere suddiviso in:

· Rischio biologico generico

· Rischio biologico specifico

Il rischio biologico generico è presente in qualsiasi ambiente ove vi sia la presenza di più persone e deriva principalmente da agenti infettanti a trasmissione aerea ma talora anche oro-fecale.

Il rischio biologico specifico è dovuto invece alla particolare attività lavorativa che può esporre l’addetto in modo particolare e può essere legato all’ambiente, a particolari tecnologie di lavorazione o alla manipolazione di materiale potenzialmente infetto.

Il Rischio biologico può essere classificato sulla base del tipo di esposizione in:

· Uso deliberato o esposizione volontaria ad agenti infettanti.

· Esposizione involontaria e potenziale a sorgenti di emissioni incontrollate.

Nel primo caso ci si riferisce soprattutto all’industria delle biotecnologie per la produzione di microrganismi selezionati o laboratori di ricerca su patogeni particolari quali Micobatteri, Poliovirus, Retrovirus, colture cellulari umane/animali. Essendo conosciute le caratteristiche e la pericolosità degli agenti, è possibile individuare le misure per un contenimento totale delle contaminazioni e predisporre le procedure operative per le operazioni più critiche.

Il secondo caso comprende quelle attività  che comportano un rischio potenziale di esposizione ad agenti infettanti come per esempio, ed è il caso che ci interessa più da vicino, laboratori dove vengono condotte analisi a scopo di ricerca e diagnosi su matrici/liquidi di diverso tipo.

RISCHIO BIOLOGICO E POTENZIALI FONTI DI ESPOSIZIONE

Il rischio biologico è rappresentato da un qualsiasi agente infettivo o parte di esso realmente o potenzialmente nocivo (patogeno) per la salute umana, per gli animali o per le piante che agisce direttamente per infezione o indirettamente per alterazione o distruzione dell’ambiente. 

Sono inoltre da considerare elementi di rischio biologico anche quelle piante e quegli animali velenosi, che presentano un rischio reale o potenziale per la salute dell’uomo. Quindi le misure da adottare per lavorare in sicurezza debbono avere come obiettivo la tutela della salute umana, la salvaguardia e la protezione dell’ambiente e nessun lavoro deve essere considerato così  importante da essere eseguito trascurando le necessarie misure di sicurezza.    

Viene riportata qui  di seguito una lista di fonti potenziali di rischio biologico sia naturali che prodotte dall’uomo con le tecnologie dell’Ingegneria Genetica. L’elenco non deve essere considerato esaustivo ma è da ritenere utile per fornire una panoramica delle sorgenti da cui può scaturire una sicura o una potenziale minaccia sia alla salute degli  operatori  dei laboratori, sia all’equilibrio ambientale :

· tessuti, sangue, escrezioni o materiali simili umani quando si ha la certezza o il sospetto che siano infetti con agenti patogeni trasmissibili;

· colture di tessuti o  cellule derivate dall’uomo e da altri  primati. Il  rischio è apportato da eventuale contaminazione virale o da contaminazione la cui sorgente è da ricercare all’esterno del laboratorio, ma può anche derivare  dall’utilizzo delle colture per la ricerca su agenti patogeni. Un elevato rischio è presente durante l’uso di cellule animali trasformate e/o infettate con virus (o parte di essi) oncogeni.

· DNA ricombinante  (DNA o RNA sintetizzati in laboratorio e impiegati anche per la modificazione genetica delle cellule in coltura o degli organismi).

· Microrganismi patogeni.

· Animali di cui si ha la certezza o si sospetta che siano vettori di agenti patogeni (virus, microrganismi, parassiti) per l’uomo (o anche per altri animali).

· Animali velenosi (vertebrati o invertebrati. Ad es. vipera, vedova nera e loro veleni).

· Insetti o artropodi che possono trasmettere malattie all’uomo.

· Altri Agenti nocivi (o infestanti). Insetti, acari, nematodi, lumaconi, lumache (chiocciole), protozoi e altri invertebrati. Batteri. Funghi. Altri parassiti delle piante o loro parti riproduttive. Virus. Un qualsiasi organismo simile o associato a quelli descritti. Qualsiasi agente o sostanza infettiva che può provocare un danno (direttamente o indirettamente) o che può essere causa di malattia o danno per qualsiasi pianta o parte di essa (anche dopo lavorazione) inclusi i prodotti della pianta.

· Agenti Particolari (Biotrasformati, Organismi Geneticamente Modificati). Organismi alterati o prodotti con tecnologie di Ingegneria Genetica, quando l’organismo donatore, quello ricevente, il vettore o l’agente vettore appartengono a generi o specie classificate e regolamentate come agenti nocivi. Oppure anche organismi non classificati (o non classificabili) e qualsiasi prodotto alterato o ottenuto con Ingegneria Genetica che viene ritenuto realmente o potenzialmente agente nocivo.

· Trasporto o movimentazione (degli agenti biologici).

· Patogeni animali e vegetali. 

a. Particolare attenzione va prestata : alle sperimentazioni con patogeni che sono nocivi  per le piante o gli animali. Ad esempio uso  di agenti patogeni non presenti nelle mandrie o nel pollame domestico e che possono richiedere misure di contenimento o attrezzature particolari;

b. al trasporto e all’utilizzo di specie di piante o animali  non endemiche;

c. al trasporto e all’utilizzo di piante o animali autoctoni che sono stati infettati, con organismi patogeni, al di fuori della zona d’origine.

Poiché le misure di contenimento del rischio dipendono essenzialmente dal tipo di manipolazione è bene fare una distinzione tra le attività che si svolgono nei laboratori di ricerca (dove si effettuano le analisi biologiche, le modifiche e i controlli) e quelle derivanti dall’utilizzo dell’organismo alterato (ad esempio allevamento, coltivazione, propagazione ed eventuale impiego dei prodotti degli Organismi Geneticamente Modificati).

Dall’elenco sopra riportato si possono individuare le seguenti categorie di rischio :

1. Rischio per la salute dell’uomo e degli animali ;

2. Rischio per l’ambiente;

3. Rischio per l’agricoltura (semi, alterazione dei valori nutrizionali) e la zootecnia ;

4. Rischi di interazione con organismi diversi.

LA BIOSICUREZZA NEI LABORATORI DI RICERCA BIOLOGICA

La ricerca di base multidisciplinare ha catalizzato enormi progressi applicativi sia in medicina/farmacologia sia in agricoltura che hanno consentito, in questo scorcio di fine millennio, di migliorare in modo notevole la vita e la salute delle persone oltre a fornire strumenti sempre più sofisticati per il controllo biologico dell’ambiente.

Le misure di contenimento del rischio adottate nei laboratori di biologia e microbiologia devono garantire la protezione del campione, dell’operatore e dell’ambiente. Gran parte delle procedure sono state elaborate in base alle esperienze maturate dagli sperimentatori. Dato i grandi e continui progressi della scienza tecnologica i protocolli proposti sono non soltanto oggetto di continuo aggiornamento ma anche fonte di dibattito tra il personale addetto alla ricerca e quello che si occupa di igiene e sicurezza del lavoro e che ha il compito di emanare e divulgare le norme.

Dalla somma di tutte queste esperienze risulta evidente che l’accurata applicazione di una buona tecnica di base dei laboratori (in cui si lavora con microrganismi, colture cellulari, colture di tessuti, materiale genetico e sostanze cancerogene) è fondamentale per la sicurezza in laboratorio.

Le attrezzature specializzate rappresentano un valido e spesso insostituibile supporto per l’operatore ma non possono sostituirlo in tutte le operazioni di laboratorio. La sicurezza in laboratorio è quindi assicurata in modo determinante dalla preparazione tecnica e culturale degli operatori che debbono poter fare affidamento su una strumentazione adeguata e sempre efficiente.

CLASSIFICAZIONE DEI LABORATORI CHE COMPORTANO 

RISCHI BIOLOGICI

I laboratori di ricerca e di analisi sono classificati in base alla pericolosità degli agenti biologici impiegati e più precisamente al gruppo di rischio a cui appartengono (o si presume appartengano). Avremo quindi laboratori con livelli di biosicurezza 1, 2 ,3, e 4.

Gli agenti biologici vengono classificati in quattro gruppi:

a) Agenti biologici di gruppo 1: (nessuno o basso rischio individuale o collettivo) sono agenti che presentano poche probabilità di causare malattie in soggetti umani;

b) Agenti biologici di gruppo 2: (moderato rischio individuale, limitato rischio collettivo) sono agenti che possono causare malattie in soggetti umani e costituire un rischio per i lavoratori; è poco probabile che si propaghino nella comunità; di norma sono disponibili efficaci misure  profilattiche o terapeutiche;

c) Agenti biologici di gruppo 3: (elevato rischio individuale, basso rischio collettivo) sono agenti che possono provocare malattie gravi  in soggetti umani e costituiscono un serio rischio per i lavoratori; l’agente biologico può propagarsi nella comunità ma di norma sono disponibili efficaci misure profilattiche o terapeutiche;

d) Agenti biologici di gruppo 4: (elevato rischio individuale e collettivo) sono agenti che possono provocare malattie gravi in soggetti umani e costituiscono un serio rischio per i lavoratori e possono presentare un elevato rischio di propagazione nella comunità; non sono disponibili di norma efficaci misure profilattiche o terapeutiche.

L’elenco degli agenti biologici classificati nei gruppi 2, 3, 4 è riportato nell’allegato XI del D. Lgs 626/94. Va sottolineato come fra gli agenti di gruppo 4 vi siano solo  virus e non batteri, funghi o parassiti. Le misure e i livelli di contenimento in funzione di attività, rischio e classe di agente biologico sono riportati nell’allegato XII del D. Lgs. 626/94.

Esempi di microrganismi di gruppo 2, 3, 4

GRUPPO 2

- Batteri
Bordetella pertussis, Borrelia burgdorferi, Campylobacter spp., Clostridium spp., Corynebacterium spp., E. coli patogeni, Klebsiella spp., Legionella spp., Listeria spp., Neisseria meningitidis, Pseudomonas spp., Salmonella spp., ( eccetto S.typhi), Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Vibrio cholerae,etc.

- Funghi
Aspergillus spp., Candida spp., Cryptococcus spp., etc

- Parassiti
Ascaris, Cryptosporidium, Entamoeba histolytica, Strongyloides, Taenia saginata, Trichinella etc.

GRUPPO 3

- Batteri
Brucella spp., Burkholderia mallei, B. pseudomallei, Chlamydia psittaci ( ceppi aviari ), Coxiella burnetii, Mycobacterium Tubercolosis ( complex ), Rickettsia spp., Salmonella typhi, Shigella dysenteriae, Yersinia pestis

- Funghi
Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis

- Parassiti
Echinococco, Leismania, Plasmodium Falciparum, Tenia solium, Tripanosoma

- Virus
Encefalite ( vari tipi ); Epatite B,C, delta,E; HIV; rabbia etc.

GRUPPO 4

- Virus 
Junin, Lassa, Machupo, Ebola, Marburgo, febbre emorragica della Crimea/Congo, Vaiolo.


Non vi sono altri agenti di classe 4


LIVELLO DI BIOSICUREZZA 1

Da applicare per lavori che comportano l’utilizzo di agenti biologici ben caratterizzati il cui potenziale di rischio per l’uomo, per gli animali e per l’ambiente è minimo o nullo. Il laboratorio non è in genere isolato dagli altri laboratori di ricerca : il lavoro viene eseguito sul bancone seguendo le buone pratiche standard del laboratorio di ricerca e di analisi.

Non vengono richieste né apparecchiature né misure particolari di contenimento. L’addestramento del personale all’attuazione delle procedure impiegate nel laboratorio avviene in genere per intervento diretto del responsabile della ricerca o del  laboratorio, il quale provvede anche alla supervisione delle attività.

LIVELLO DI BIOSICUREZZA 2

Da applicare per lavori che comportano l’utilizzo di agenti biologici il cui potenziale di rischio è moderato per il personale e limitato per la collettività e l’ambiente. Vengono manipolati agenti biologici classificati nel gruppo 2 (e 1) dell’allegato XI del D.Lgs. 626/94 e anche altri agenti che possono causare malattie di vario grado per iniezione, ingestione, assorbimento (cutaneo) e inalazione e il cui contenimento è assicurato dalla buona pratica di laboratorio e dalle misure di sicurezza di questo livello. L’organizzazione del laboratorio è simile a quella di livello 1 eccetto per le misure di sicurezza più stringenti tra cui :

· l’addestramento del personale ;

· la presenza di cappe ed altri dispositivi di sicurezza.

Ancora una volta le attrezzature e le procedure impiegate nei laboratori con livello di Biosicurezza 2 sono quelle che sono alla base delle buone pratiche del laboratorio in cui si lavora con microrganismi, materiale genetico, colture cellulari, colture di tessuti.

LIVELLO DI BIOSICUREZZA 3

Da applicare per i lavori che comportano la manipolazione degli agenti  biologici classificati nel gruppo 3 (2 e 1) dell’allegato XI del D.Lgs. 626/94. Attivato negli ambienti ospedalieri, nei laboratori di ricerca e di clinica diagnostica, nelle strutture atte all’insegnamento (Università, CNR) e nei reparti di produzione delle industrie quando  si fa uso di agenti che  presentano un elevato rischio per il personale addetto ma bassi rischi per la comunità. Si tratta di agenti che possono causare malattie molto gravi o essere potenzialmente letali per inalazione, ingestione e autoinoculazione. Lavorare in questo livello richiede un maggiore grado di attenzione alle buone pratiche di laboratorio biologico, alle misure di contenimento, alla strumentazione e alle misure di sicurezza in generale. Le procedure di laboratorio che generano aerosol possono aumentare il rischio per cui si deve far uso di una cappa di sicurezza biologica. 

Tra gli agenti biologici per il cui studio è obbligatorio il laboratorio  di biosicurezza livello 3 si ricorda, ad esempio, Virus della sindrome di immunodeficienza umana (AIDS) e Virus dell’epatite B, Plasmodium Falciparum e Taenia Solium tra i parassiti, Bacillus Anthracis e Mycobacterium  Tubercolosis tra i batteri.

Questo tipo di laboratorio è isolato dalle aeree dove vi è libera circolazione di persone e l’accesso avviene passando tra due serie di porte.

LIVELLO DI BIOSICUREZZA 4

E’ richiesto per la manipolazione di agenti estremamente pericolosi per la salute e per la vita stessa delle persone e della comunità.

Questo è un laboratorio di massima sicurezza e la sua costruzione va eseguita tenendo conto di tutte le possibili innovazioni tecnologiche e confrontandosi con esperienze maturate in altre strutture simili. I laboratori di livello di biosicurezza 4 operano sotto lo stretto controllo delle autorità sanitarie nazionali competenti. In questi laboratori vengono isolati e studiati ad esempio i virus Ebola e il virus Marburgo.  

Nota : Gli agenti biologici (anche se oggetto di diversi passaggi in vivo) non devono essere impiegati per la produzione di vaccini.

Senza entrare nei dettagli tecnici delle operazioni si cercherà ora di elencare le regole generali valide per tutti i laboratori di biosicurezza dei livelli 1, 2, e 3. Ovviamente le stesse regole si applicano per il laboratorio di biosicurezza livello 4 ma l’utilizzo di questa struttura richiede norme e regole ancora più severe.

REGOLE PRATICHE STANDARD

1.  L’accesso ai laboratori durante le fasi di sperimentazione è limitato a discrezione del personale del laboratorio (o della ricerca).

2.  Tutte le persone che hanno manipolato animali, colture, campioni biologici o altro materiale vivente debbono lavarsi le mani anche dopo essersi tolti i guanti e in ogni caso prima di uscire dal laboratorio.

3.  Per trasferire liquidi non pipettare con la bocca : utilizzare soltanto pipettatori automatici o semiautomatici.

4.  Manipolare i liquidi con particolare attenzione onde ridurre al minimo la formazione di spruzzi e aerosol.

5.  Le superfici di lavoro debbono essere decontaminate e pulite giornalmente o comunque dopo ogni manipolazione di materiali biologicamente attivi. Attenzione ai versamenti di materiali potenzialmente pericolosi.

6.  Tutti i contenitori utilizzati nella manipolazione di agenti biologici (ad esempio piastre di plastica per l’allestimento delle colture) e qualsiasi residuo da scartare derivante dalla manipolazione di materiale infetto dovranno essere decontaminati prima di essere eliminati come rifiuti. In nessun caso devono essere gettati nei cestini per la carta e nei lavandini. Utilizzare gli appositi contenitori per rifiuti speciali (regolamentati) sia per solidi sia per liquidi. Un metodo di decontaminazione può essere la sterilizzazione in autoclave. Tutti i materiali riutilizzabili debbono essere decontaminati prima di lasciare il laboratorio per il lavaggio.

7.  Assicurarsi che nei laboratori non circolino insetti o roditori.

8.  Nelle aree di lavoro e dove esiste un potenziale rischio di esposizione ad agenti biologici o materiali infetti è vietato mangiare, bere, fumare, togliere e mettere lenti a contatto e applicare cosmetici.

9.  Non usare il telefono, le maniglie, le penne, libri con i guanti che servono esclusivamente per lavorare in relativa sicurezza.

10.  Il camice che viene tolto non dovrà, in nessuna caso, essere appoggiato sopra un altro in quanto se, quest’ultimo è sporco, contaminerà il suo interno e quindi i vestiti con la possibilità, tra l’altro, di portare fuori dal laboratorio agenti patogeni.

11.  Quando si stocca in congelatore un qualsiasi materiale infetto, non deve essere completamente riempito il contenitore (al massimo i 3/4) in quanto il congelamento farà fuoriuscire del materiale con contaminazione esterna del recipiente.

12.  Ricordare sempre che l’incidente avviene quasi sempre per eccessiva sicurezza. E’ quindi sconsigliabile eseguire procedure con materiale infetto parlando con il collega accanto. E’ proprio quando cala la soglia di attenzione che può avvenire una contaminazione.

MISURE SPECIALI

Queste misure tendono:

· a disciplinare l’ingresso del personale ai laboratori durante le lavorazioni con materiale infetto ;

· a stilare norme di comportamento all’interno dei laboratori ;

· alla stesura dei protocolli operativi ;

· a dettare regole per l’uso corretto della strumentazione e delle apparecchiature ;

· a stabilire le modalità per il controllo medico del personale ;

· a dettare le norme per lo smaltimento dei rifiuti ;

· a determinare quanto altro è ritenuto necessario al corretto utilizzo dei laboratori di biosicurezza.

Il responsabile della ricerca (o il Direttore o il responsabile del Laboratorio) ha la responsabilità della supervisione delle attività lavorative e dell’addestramento del personale.

Per ogni tipo di agente biologico esistono diversi gradi i rischio che richiedono livelli di contenimento differenti  appropriati. Il termine “contenimento” sta ad indicare i metodi di sicurezza utilizzati nel trattamento degli agenti biologici patogeni (o comunque rischiosi per la salute) nei laboratori biologici e nelle aree circostanti dove essi vengono manipolati o conservati. Le barriere primarie (o anche contenimento primario) sono costituite dall’insieme delle buone pratiche di laboratorio e degli appropriati dispositivi di protezione individuale e ambientale che sono stati progettati, realizzati, installati, collocati e mantenuti efficienti a questo scopo. Le barriere secondarie (o anche contenimento secondario) assicurano la protezione degli ambienti esterni ai laboratori, dalle contaminazioni con agenti biologici.

In questa breve trattazione saranno esaminate soltanto le barriere primarie che assicurano la protezione individuale e degli ambienti adibiti a laboratori. Per una descrizione delle caratteristiche delle cappe biologiche si veda l’Appendice 1.

DISPOSITIVI DI PROTEZIONE - Barriere primarie (per laboratori di livello 1)

1.  I camici, i grembiuli e gli altri indumenti indossati nei laboratori vanno tolti prima di accedere ad altre aree (uffici, biblioteche e mense) e non vanno custoditi negli stessi armadi degli abiti normali.

2.  Indossare guanti se le mani presentano ferite o altre lesioni.

3.  Indossare occhiali o schermi facciali nel caso si prevedano schizzi di materiali infetti o contenenti microrganismi.

DISPOSITIVI DI PROTEZIONE - Barriere primarie (per laboratori di livello 2)

1.  E’ obbligatorio l’uso delle cappe o cabine di sicurezza biologica (preferibile di Classe II) e di altri dispositivi di protezione individuale ogni qualvolta :

a.  esiste la possibilità che durante le manipolazioni si formino aerosol o schizzi  di materiale infetto. Tra le varie operazioni debbono essere ritenute a rischio di contaminazione la centrifugazione, l’omogenizzazione (con frullatori o omogenizzatori), il mescolamento o lo scuotimento vigorosi, l’uso di sonicatori, la raccolta di tessuti e liquidi da animali e uova infetti, l’inoculazione intranasale degli animali e l’apertura di contenitori di materiale infetto la cui pressione interna può essere differente da quella ambiente.

b.  si fa uso di grosse quantità o volumi di agenti biologici. La centrifugazione di questi liquidi può essere effettuata in laboratorio aperto soltanto utilizzando appositi rotori e appositi contenitori per liquidi entrambi a chiusura ermetica. In ogni caso le manipolazioni dei liquidi devono essere effettuate all’interno di una cappa di sicurezza.

2 - E’ obbligatorio l’uso di dispositivi di protezione della faccia (occhiali, maschere, visiere o altri schermi) quando si lavora al di fuori della cappa di sicurezza e si prevede la formazione di spruzzi o aerosol di materiali infetti.

3 - Indossare sempre indumenti protettivi come camici, gonne, tute o uniformi quando si lavora o si sosta in questi laboratori. Questi indumenti vanno lasciati nei laboratori e non indossati per andare in altre aree (uffici, biblioteca, mensa). Gli indumenti non devono essere portati a casa per essere lavati.

4 - Utilizzare anche due paia di guanti se necessario (ad esempio con gli animali o nella manipolazione di liquidi concentrati di agenti infettivi). Non indossare comunque i guanti, potenzialmente infetti, al di fuori del laboratorio. Non riusare o lavare i guanti monouso.

DISPOSITIVI DI PROTEZIONE - barriere primarie (per laboratori di livello 3)

1 - E’ obbligatorio l‘uso di cappe di sicurezza (Classe II o III) per tutte le manipolazioni di materiali infetti.

2 - Le cappe di sicurezza debbono essere utilizzate per la manipolazione delle colture cellulari, di campioni clinici e di altri materiali ambientali che possono originare aerosol infetti ; e anche per la raccolta di tessuti e fluidi da uova embrionate e da animali infetti, e nelle operazioni di autopsia (necroscopia) di animali infetti.

3 - Appositi respiratori debbono essere indossati nel caso in cui la formazione di aerosol non può essere contenuta entro i limiti di sicurezza (ad esempio nelle manipolazioni e nelle osservazioni all’esterno delle cabine di sicurezza o in stanze in cui vi è presenza di animali infetti).

4 - Al di fuori delle cappe fare uso, quando necessario, dei dispositivi di protezione individuali (camici speciali, guanti, occhiali, visiere) e dei dispositivi fisici di contenimento (ad esempio coperchi di sicurezza per i contenitori da centrifuga, rotori a chiusura ermetica, gabbie di contenimento per gli animali).

5 - I guanti debbono essere sempre utilizzati quando si manipolano animali infettati e quando le mani possono venire in contatto con materiali  infetti o con superfici e strumentazione contaminati. I guanti monouso non debbono essere mai lavati ma gettati negli appositi contenitori dopo l’uso.

6 - Nessun materiale contaminato deve essere portato al di fuori del laboratorio. Questo comprende anche gli indumenti riutilizzabili che debbono essere decontaminati.

7  - Le manipolazioni degli agenti infettanti non dovrebbero mai essere condotte in orari in cui non c’è personale nei laboratori. Essere da soli in caso di incidente può risultare molto rischioso per la propria salute.

DISPOSITIVI DI PROTEZIONE - barriere primarie (per laboratori di livello 4)

Quanto già detto per i laboratori di sicurezza con livello di biosicurezza 3 resta valido anche per il laboratorio di massima sicurezza (Biosicurezza IV) dove le barriere o i sistemi di contenimento primari debbono essere della massima efficienza.

L’implementazione riguarda:

· Cappe di sicurezza biologica di classe III sempre efficienti.

· Tute ventilate a pressione positiva.

· Doccia chimica di decontaminazione.

A causa  della grande complessità delle operazioni e dell’elevato rischio di incidente è necessario che il protocollo operativo venga sviluppato nei minimi dettagli; è importante ai fini della sicurezza operativa, prevedere anche degli esercizi di addestramento.  

APPENDICE 1 - Le cappe biologiche

Gran parte delle tecniche di laboratorio possono inavvertitamente generare schizzi ed aerosol; la cappe o cabine di sicurezza biologica (CBS) sono attrezzature che, scelte ed impiegate dagli operatori in modo corretto, agiscono come barriere, eliminando o riducendo il rischio di infezioni via aria impedendo la diffusione degli aerosol e degli schizzi verso l’operatore e l’ambiente esterno; possono anche garantire la sicurezza del campione prevenendo contaminazioni esterne e crociate. Le cappe di sicurezza biologica sono inefficaci per i rischi di natura chimica per i quali deve essere predisposta la canalizzazione all’esterno o possono essere installati opportuni filtri (ad es. filtri a carbone attivo). 

Quando si deve usare una cappa ?

Le cappe vanno usate quando si attuano operazioni che possono liberare aerosol e quindi sono in grado di indurre rischi di infezioni per via aerea (centrifugazione, agitazione, sonicazione, ecc.). L’aerosol rappresenta infatti la modalità più diffusa di contagio nella normale attività lavorativa di laboratorio. Vanno altresì usate quando si manipolano materiali potenzialmente infetti come sangue, colture cellulari ecc.

Quanti tipi di cappe esistono ?

1) CAPPE A FLUSSO LAMINARE SEMPLICE

Flusso laminare: flusso unidirezionale formato da filetti di aria sterile, filtrata attraverso filtri HEPA, paralleli tra loro ed aventi tutti la stessa velocità, generalmente di 0,5 m/sec. I filetti di aria sterile trascinano lontano dall’area di lavoro i contaminanti ed evitano la formazioni di vortici. Sinteticamente le caratteristiche di tali cappe sono:

a. proteggono il materiale e non l’operatore e l’ambiente;

b. non sono cappe a sicurezza biologica;

c. hanno uso limitato (prove di sterilità, conte di batteri non patogeni).

FLUSSO LAMINARE ORIZZONTALE - Area frontale aperta; l’aria filtrata attraverso il filtro HEPA posto dietro la parete di fondo si muove orizzontalmente parallela al piano di lavoro verso l’apertura frontale cioè verso l’operatore-campione preparazioni sterili, es. terreni per microbiologia.

FLUSSO LAMINARE VERTICALE - Area frontale aperta; l’aria filtrata attraverso il filtro HEPA si muove verticalmente dall’alto verso il basso cioè verso il piano di lavoro dove viene in parte espulsa e in parte ricircolata, il flusso laminare verticale produce una aspirazione di aria esterna che crea una barriera di protezione per l’operatore ed impedisce la contaminazione del campione-operatore campione-materiale non patogeno, colture cellulari

2) CAPPE A SICUREZZA BIOLOGICA (BIOHAZARD)

a. Proteggono il personale da agenti dannosi presenti all’interno della cappa;

b. proteggono il prodotto da cross-contaminazioni all’interno della cappa e da contaminazioni presenti nell’ambiente;

c. proteggono l’ambiente da contaminanti presenti nella cappa;

d. evitano la contaminazione da aerosol;

e. non utilizzabili per operazioni con sostanze chimiche.

Si utilizzano le cappe di sicurezza biologica (CBS) che garantiscono la protezione dell’operatore e dell’ambiente quando il campione è rappresentato da materiale biologico patogeno o potenzialmente tale. In base alle caratteristiche tecniche, definite, in assenza di normativa italiana, da normative internazionali NSF 49 (USA), DIN 12950 (Germania), BS 5726 (Gran Bretagna), sono suddivise in tre classi: I, II, III in grado di garantire livelli diversi di sicurezza. La scelta corretta della cappa sarà in funzione del livello di biosicurezza richiesto, dipendente a sua volta dalle caratteristiche del campione da trattare (classificazione dell’agente biologico ex D. Lgs. 91/93 e 626/94, patogenicità, vie di trasmissione, quantità di materiale da manipolare, ecc. vedere classificazione allegato XI D. Lgs. 626/94) 

Costituenti indispensabili delle cappe sono i FILTRI HEPA (high efficiency particulate air). Tali filtri sono costituiti da sottili fogli di microfibre di vetro ripiegati più volte per aumentare la superficie filtrante; servono per rimuovere il particolato, inclusi i microrganismi, dall’aria e sono in grado di trattenere un numero di particelle molto elevato (9997-9999 su 10000). Non rimuovono gas o vapori nocivi. L’efficienza è la capacità di trattenere particelle di 0,3 microm di diametro e deve essere compresa tra 99,97% e 99,99%. 

Quali sono i criteri da adottare per la scelta di una cappa ?

1. Il tipo di attività che viene svolta nel laboratorio (i microrganismi manipolati, la facilità nel compiere operazioni che determinano la formazione di aerosol ecc.).

2. La necessità di protezione dalla contaminazione aerea.

Da cosa dipende l’efficienza di una cappa ?

L’efficienza di una cappa dipende da diversi fattori. In particolare la velocità e la direzione dei flussi d’aria all’interno della cappa sono fattori determinanti il mantenimento di una idonea funzionalità dell’apparecchiatura. La capacità di contenimento, cioè di trattenere particelle liberate all’interno dello spazio di lavoro e l’integrità dei filtri rappresentano altri importanti fattori legati alla funzionalità e quindi all’efficienza di una cappa. Anche la posizione della cappa all’interno della stanza è un aspetto che deve essere valutato attentamente: la localizzazione più idonea è lontano da correnti d’aria, da porte e finestre e dai luoghi di maggiore transito del personale.

Sulla base del livello di biosicurezza richiesto si distinguono 3 classi di cappe biohazard:

1. CLASSE I

2. CLASSE II (A, B1, B2)

3. CLASSE III

CAPPE DI CLASSE I

Caratteristiche: cappa ventilata aperta frontalmente con flusso d’aria entrante che non viene rimandata in circolo e con una velocità di 0.4 – 1.0 m/sec. Dotata di un filtro HEPA nel sistema di scarico. L’aria che esce può essere riciclata o scaricata all’esterno direttamente o attraverso l’impianto di ventilazione dell’edificio

Impiego: microrganismi con rischio basso o moderato (gruppi di rischio 2 e 3).

Protezione:
- dell’ambiente attraverso il sistema di filtrazione dell’aria in uscita;

- dell’operatore attraverso il flusso d’aria che va dall’esterno all’interno  della cappa;

- mancata protezione del materiale poiché l’aria che entra non è filtrata.

CAPPE DI CLASSE II

Caratteristiche: cappa ventilata aperta frontalmente con flusso d’aria entrante a velocità non inferiore a 0,4 m/sec. Sistema di filtrazione tramite filtro HEPA sia dell’aria aspirata sia di quella espulsa. Flusso d’aria laminare verticale all’interno dell’area di lavoro. L’aria che esce può essere riciclata o scaricata all’esterno direttamente o attraverso l’impianto di ventilazione dell’edificio. Quando la cappa viene accesa, l’aria dell’ambiente viene aspirata dalla griglia posta alla base dell’apertura frontale, passa sotto il piano di lavoro e dopo il passaggio attraverso filtro HEPA è immessa dall’alto nella camera di lavoro. Il flusso laminare è comune a tutte le cappe di classe II mentre in relazione alla percentuale di aria riciclata ed alla velocità dell’aria le cappe di classe II sono suddivise in diversi tipi
Protezione: 
- dell’operatore;



- dell’ambiente;



- del materiale.

Tipi: 2 varianti

Tipo A
Fa ricircolare il 70% dell’aria mentre il 30% viene espulsa. Per microrganismi a rischio basso o moderato (gruppi 2 o 3).

Tipo B1
Fa ricircolare il 30% dell’aria mentre il 70% viene espulsa.

Tipo B2
Non c’è ricircolo dell’aria essa è continuamente espulsa 

dall’area di lavoro attraverso filtro HEPA.
Le cappe biologiche di classe II sono quelle maggiormente impiegate in laboratori di ricerca e microbiologici, sono anche definite cappe di sicurezza microbiologica (MSC).
CAPPE DI CLASSE III

Caratteristiche: chiusura totale ermetica, funzionano a pressione negativa; le manipolazioni all’interno della camera sono consentite da due o più guanti di gomma incorporati nella struttura della cappa da cui la denominazione "glove box". I campioni, in contenitori chiusi, sono introdotti tramite un sistema di doppi sportelli. Hanno un filtro HEPA sull’aria in ingresso ed un doppio filtro HEPA sull’aria in uscita. Permettono una protezione totale dell’operatore e dell’ambiente sono perciò indicate in manipolazioni ad alto rischio biologico e sono utilizzate anche in caso di manipolazioni con agenti cancerogeni, genotossici, antiblastici. 

Impiego: microrganismi ad alto rischio (gruppo 4).

Protezione: totale, c’è una barriera che divide l’operatore dal materiale trattato.

CORRETTO USO CAPPE DI SICUREZZA BIOLOGICA 

Quando si manipolano campioni biologici infetti o potenzialmente tali: 

1. Indossare guanti protettivi.

2. Accertarsi che la cappa di sicurezza sia idonea al campione da trattare, alle operazioni da effettuare e sia perfettamente funzionante.

3. Spegnere sempre la lampada a raggi UV in presenza dell’operatore; anche se quest’ultimo è presente nella stanza in cui è situata la cappa. 

4. Posizionare il vetro frontale, se del tipo a scorrimento, all’altezza fissata per la maggior protezione dell’operatore.

5. Accendere il motoventilatore e lasciarlo in funzione almeno 10’ prima di iniziare a lavorare per stabilizzare il flusso laminare sterile. 

6. Ridurre al minimo indispensabile il materiale sul piano di lavoro; ciò può diminuire notevolmente il passaggio di aria sotto il piano stesso. 

7. Eseguire tutte le operazioni nel mezzo o verso il fondo del piano di lavoro. 

8. Evitare di introdurre nuovo materiale sotto cappa dopo aver iniziato il lavoro; evitare movimenti bruschi degli avambracci all’interno della cappa; evitare l’utilizzo dei becchi Bunsen. Sono tutte possibili cause di alterazione del flusso laminare, il calore inoltre può danneggiare il filtro HEPA. 

9. Rimuovere immediatamente rovesciamenti o fuoriuscite di materiale biologico. 

10. Tutto il materiale potenzialmente infetto o contaminato deve essere estratto dalla cappa in contenitori chiusi ed a tenuta, perfettamente puliti all’esterno ed etichettati con il segnale di rischio biologico; le apparecchiature prima di essere rimosse dalla cappa devono essere disinfettate.

11. Lasciare la cappa in funzione per circa 10’ dopo la fine del lavoro per "pulire" da una eventuale contaminazione aerodispersa. 

12. Effettuare la pulizia e disinfezione della cappa ogni volta che si termina il lavoro togliendo eventualmente anche il piano forellinato. Utilizzare un disinfettante di provata efficacia nei confronti dei microrganismi eventualmente presenti. 

13. Chiudere il vetro frontale, eventualmente accendere la lampada a raggi UV. 

VERIFICHE DI BUON FUNZIONAMENTO 

Le cappe di sicurezza biologica devono essere certificate al momento della installazione, periodicamente (ogni anno, al cambio dei filtri) e ogni volta che sono reinstallate.

Per le cappe di classe I e II al fine dell’efficienza è importante la loro collocazione nel laboratorio in posizione priva di correnti d’aria e lontana dalle aree di transito del personale. L’efficienza di una cappa di sicurezza biologica è legata al flusso d’aria, velocità e direzione, ed alla integrità dei filtri HEPA. Generalmente sul frontale della cappa oltre al pannello di comando sono presenti contaore ed alcune cappe possono essere dotate di indicatori visivi e/o sonori di non adeguata protezione dell’operatore.

La velocità e direzione del flusso possono essere determinate con anemometri e generatori di fumo.

L’efficienza dei filtri HEPA è in relazione al tempo, in ore, di utilizzo della cappa; sarebbe bene verificare l’intasamento e l’integrità dei filtri almeno due volte all’anno; i filtri intasati o deteriorati saranno sostituiti cercando di ridurre al minimo il rischio di contaminazione per l’operatore. I filtri sostituiti dovranno essere eliminati come rifiuto speciale ospedaliero.

Periodicamente dovranno essere effettuate, adottando le dovute precauzione per evitare la contaminazione dell’operatore, una pulizia e disinfezione approfondite.

APPENDICE 2: TRASPORTO E RICEZIONE CAMPIONI

CAMPIONI: TRASPORTO E MANIPOLAZIONE

CONTENITORI CAMPIONI: devono avere particolari caratteristiche di sicurezza, essere in vetro o plastica, robusti, a tenuta ermetica, correttamente etichettati, riposti in buste di plastica. 

TRASPORTO CAMPIONI: deve avvenire adoperando dei contenitori secondari (vassoi, scatole) dotati di supporto che mantengono il campione in posizione verticale. Devono essere di metallo o plastica (non di legno!), autoclavabili e vanno regolarmente decontaminati.

RICEZIONE-APERTURA CONTENITORI CAMPIONI

· Il personale che apre i campioni deve essere istruito del rischio.

· La ricezione deve avvenire in un apposito locale.

· Le confezioni vanno aperte su apposito vassoio.

· Devono essere impiegati supporti idonei per le provette (autoclavabili, distinguibili per colore, con bordi arrotondati salvadita, numeri di identificazione per ciascun foro, infrangibili).

· I campioni etichettati come pericolosi devono essere aperti sotto cappa.

· Le superfici devono essere mantenute disinfettate.

· La parte esterna protettiva del campione deve essere disinfettata prima dello stoccaggio.

APPENDICE 3:
SMALTIMENTO-ELIMINAZIONE 

RIFIUTI BIOLOGICI

CONCETTO FONDAMENTALE

Tutti i rifiuti contaminati  provenienti da laboratori biologici (campioni di terreni, acque, materiale monouso, reagenti, terreni di coltura, ecc.) vanno decontaminati prima del loro trasferimento al di fuori del laboratorio !!!!!!!!!!!!

RACCOLTA MATERIALE INFETTO: in sacchi di plastica colorati diversamente a seconda se destinati all’autoclave o direttamente all’inceneritore sistemati vicino ad ogni posto di lavoro (cappe, banchi di lavoro, ecc.).

DECONTAMINAZIONE: il metodo migliore per la decontaminazione è la sterilizzazione. L’autoclave è il miglior sistema di sterilizzazione. In alternativa: pentola a pressione o bollitura per 30’ in acqua con bicarbonato di sodio.

NB: non effettuare nessuna pulizia preliminare se non dopo la sterilizzazione.

SMALTIMENTO: mettere i rifiuti autoclavati in appositi contenitori a perdere, resistenti, dotati di sistema di chiusura che eviti spargimenti accidentali del contenuto.

APPENDICE 4: DISINFEZIONE-STERIZZAZIONE 

Antisettico: sostanza chimica usata per la pelle o mucose per prevenire/inibire la crescita di microrganismi.

Disinfettante: agente chimico usato su oggetti per distruggere o inibire la crescita delle cellule vegetative (battericida o batteriostatico). Non distrugge le spore e può non distruggere i virus.

Sterilizzante: sostanza o tecnica che mira a distruggere qualsiasi forma vivente.

DISINFETTANTI PIU’ COMUNI

Acidi e Alcali

Possono essere batteriostatici o battericidi a seconda del pH.

Alcoli

Sono attivi contro le forme vegetative dei batteri (compreso M. tubercolosis), funghi ed alcuni virus ma non contro le spore. La maggior efficacia è raggiunta ad una diluizione del 70% in acqua. Concentrazioni maggiori hanno potere germicida più basso.

Cloramina

La polvere di cloramina contiene circa il 25% di cloro disponibile che viene liberato lentamente per cui è necessario partire da una concentrazione iniziale (20 gr/litro) ma le sue soluzioni non sono inattivate dalla materia organica quanto gli ipocloriti.

Ipoclorito

Attivo contro tutti i microrganismi in quanto forte agente ossidante dei gruppi –SH ed è corrosivo per i metalli. Le sue soluzioni devono essere preparate giornalmente perché perde di efficacia. Per una generica disinfezione bastano concentrazioni intorno ad 1 gr/litro (1000 ppm) ma in presenza di materia organica e per i virus è raccomandata una concentrazione almeno 5 volte più alta.

Composti fenolici

Attivi contro le forme vegetative ma non contro le spore. L’efficacia aumenta con la concentrazione (Bactofen).

Formaldeide

Usata per decontaminare superfici e strumenti chirurgici. Se usata come 5% di formalina è attiva contro il virus Ebola ed il virus dell’epatite B. Non è inattivata da sostanze organiche per cui è anche usata per uccidere M. tubercolosis negli espettorati. Non danneggia i metalli né le plastiche. In commercio si trova come formalina (37%) o lisoformio (7-8%). E’ sospetta di cancerogenicità.

Glutaraldeide

Attiva contro tutti i microrganismi compreso il virus dell’epatite B. E’ tossica, irritante e mutagena. La maggior parte dei prodotti in commercio vanno attivati con l’aggiunta di un composto bicarbonato. La soluzione ottenuta perde efficacia entro poche settimane. E’ attiva anche in presenza di materiale organico e non danneggia i metalli e le plastiche.

Perossido di idrogeno

Attivo contro tutti i microrganismi per la sua forte azione ossidante. Utile per decontaminare le apparecchiature che non siano in alluminio, zinco, rame e bronzo.

Tensioattivi

Abbassano la tensione superficiale e quindi agiscono per lo più mediante azione meccanica di rimozione. Sono generalmente più efficaci contro i batteri Gram-positivi.
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STERILIZZAZIONE CON AUTOCLAVE

La sterilizzazione comporta la completa distruzione di tutti i microrganismi, spore incluse. Il vapore acqueo sotto pressione è il più efficace metodo di sterilizzazione. L’autoclave è lo strumento più adatto per produrre vapore acqueo; sostanzialmente è una caldaia all’interno della quale si produce vapore sotto pressione per raggiungere alte temperature. Il vapore deve essere saturo e pertanto tutta l’aria all’interno deve essere rimossa, manualmente (valvola manuale di scarico aria) od automaticamente (valvola del vapore automatica). Tolta l’aria e chiusa la valvola, la temperatura all’interno della camera sale fino alla pressione o alla temperatura prefissate. Inizia il tempo della sterilizzazione.

Utilizzo dell’autoclave

Per un utilizzo ottimale dell’autoclave bisogna tener conto di alcuni fattori:

· Idonea ubicazione dell’autoclave nel laboratorio:




ambiente facilmente accessibile;




pavimento non assorbente;




vicinanze di un pozzetto di scarico;




spazio libero attorno di almeno 80 cm.

· Utilizzo dell’autoclave solo da parte di personale addestrato e consapevole dei rischi.

· Istruzioni basilari sul funzionamento dell’autoclave poste sul pannello frontale.

· Allacciamento elettrico idoneo.

Caricamento del materiale in autoclave




Marcare il materiale con apposito indicatore di sterilizzazione.




Mettere in appositi cestelli.




Aprire i contenitori.




Non compattare.




Rimuovere completamente l’aria.




Utilizzare capsule deodoranti per neutralizzare gli odori.

Cicli di sterilizzazione

Usare pressione, temperatura e tempi adeguati al tipo di materiale da sterilizzare.

Nella maggior parte dei casi una temperatura di 121° C alla pressione di 1 atmosfera per almeno 30 minuti è sufficiente.

Svuotamento

Prima di aprire aspettare che la temperatura sia scesa sotto i 60° C e che la pressione sia a zero.

Prelevare i cestelli col materiale.

Richiudere i contenitori. 

APPENDICE 5:
TETANO E EPATITE A 

MISURE DI PROFILASSI

TETANO

Il tetano è una malattia infettiva acuta, caratterizzata da rigidità muscolare generalizzata con sovrapposizione di spasmi muscolari incoercibili. La sintomatologia è provocata dall'azione della tetanospasmina, tossina con un particolare trofismo per il tessuto nervoso prodotta durante la proliferazione del batterio Clostridium tetani.  Cl. tetani, sporigeno anaerobio obbligato, è un batterio tipicamente non invasivo; l'infezione sostenuta da questo germe rimane quindi localizzata nel punto in cui le spore, penetrate nei tessuti in seguito a lesioni di continuo contaminate da detriti o materiale terroso, germinano dando luogo alle forme vegetative. La tossina tetanica agisce in quantità minime: la dose letale per l'uomo è valutata in meno 2,5 ng/kg. La tetanospasmina raggiunge il sistema nervoso centrale per via retrograda attraverso i nervi; una volta fissata, la sua azione, consiste nel blocco dei mediatori chimici neurotrasmettitori che, a sua volta, determina un’esaltazione dell’attività motoria. La sintomatologia clinica è provocata anche da piccolissime quantità di tossina, insufficienti, generalmente, ad indurre risposta anticorpale. Pertanto, alla guarigione dal tetano difficilmente segue immunità nei confronti di ulteriori infezioni. Il periodo di incubazione può variare da 3 a 21 giorni, ma è mediamente di una decina di giorni; la sua durata è condizionata dal tipo, dall'estensione e dalla localizzazione della ferita. Solitamente, la severità della malattia è inversamente proporzionale alla lunghezza del periodo di incubazione. 

EPIDEMIOLOGIA DEL TETANO IN ITALIA 

Dopo la lenta, ma costante diminuzione dei casi di tetano in seguito all'introduzione della vaccinazione antitetanica obbligatoria per le categorie professionali a rischio (1963) e per i nuovi nati (1968), a partire dal 1991, anno in cui è stato registrato il minor numero di  notifiche (88 casi di tetano), è stata osservata nuovamente una tendenza all'aumento dei casi di questa malattia, tutti verificatisi in soggetti non immunizzati o incompletamente immunizzati. Nel 1995 sono stati notificati al Ministero della Sanità, da parte di 15 Regioni, 136 casi di tetano, con un aumento del 32,3% rispetto all'anno precedente e del 54,5% rispetto al 1991. Prendendo in considerazione il complesso delle notifiche giunte al Ministero della Sanità nel corso dell'ultimo quinquennio, il sesso femminile risulta di gran lunga più colpito rispetto al maschile: il 71,7% dei casi sono stati a carico di donne, contro il 28,3% degli uomini, con rapporto femmine/maschi = 2,5/1. La fascia di età maggiormente colpita è stata quella 65-69 anni per quanto riguarda il sesso maschile, e 80-84 anni per il sesso femminile. Il 70% dei casi è stato osservato in soggetti di età  superiore a 65 anni. Le informazioni fornite dalle schede di notifica e dalle inchieste epidemiologiche hanno 

permesso di stabilire l'assenza di vaccinazione antitetanica in circa il 97% dei casi; nel rimanente 3% i soggetti colpiti da tetano erano vaccinati incompletamente o avevano ricevuto un ciclo completo (tre dosi) o un richiamo di vaccino antitetanico da più di dieci anni al momento del trauma. Nella quasi totalità dei casi di tetano notificati al Ministero della Sanità in questi ultimi anni l'infezione si è manifestata in seguito a ferite o escoriazioni banali, procurate nel corso di attività domestiche o di giardinaggio, per cui non erano state richieste cure mediche o interventi di pronto soccorso. La diagnosi di tetano viene posta essenzialmente su base clinica. 

TRATTAMENTO IMMUNOPROFILATTICO

L'immunoprofilassi antitetanica, sia attiva che passiva che combinata, rientra tra le buone pratiche cliniche da osservarsi nel trattamento dei traumatizzati anche in occasione degli interventi di Pronto Soccorso. E' indicata per tutti i soggetti che abbiano riportato ferite puntorie, ferite lacere o morsicature di animali, contaminate con terriccio o sporcizia. La profilassi immunitaria antitetanica è indicata anche in caso di ustioni e per qualsiasi lesione accompagnata da segni di mortificazione e necrosi dei tessuti (ulcere trofiche, ulcere varicose, etc...). Le ferite da taglio "pulite" non necessitano, solitamente, di profilassi antitetanica. Un'accurata toilette chirurgica ed una adeguata copertura antibiotica si impongono, qualunque sia lo stato vaccinale del soggetto e, di conseguenza, l'immunoprofilassi attuata. I soggetti che abbiano ricevuto un ciclo vaccinale primario completo (minimo 3 dosi) e una o più dosi di richiamo non necessitano, a meno di un rischio di infezione particolarmente elevato (ustioni, grandi traumatismi), di ulteriori trattamenti profilattici se non sono trascorsi più di 5 anni dall'ultima dose. La somministrazione di immunoglobuline specifiche antitetaniche non è necessaria in questi casi. 

Per le persone che abbiano ricevuto l'ultima dose di richiamo da più di 5 anni, è raccomandata la somministrazione di una dose; le immunoglobuline non sono necessarie. 

Per le persone incompletamente vaccinate, o che abbiano ricevuto l'ultima dose di vaccino da più di dieci anni, è raccomandata la contemporanea somministrazione, in siti di inoculo diversi e con diversa siringa, di immunoglobuline specifiche e di una o più dosi di vaccino a completamento del ciclo, secondo le circostanze e tenendo presenti gli intervalli sopra indicati. 

Per le persone non vaccinate, o di cui non sia possibile definire lo stato vaccinale, il trattamento profilattico prevede la contemporanea somministrazione, con le modalità sopra descritte, di immunoglobuline e della prima dose di vaccino.       

La somministrazione di immunoglobuline, al pari di quella di altri prodotti emoderivati, prevede l'acquisizione del consenso informato da parte del ricevente (cfr. D.M. 15 gennaio 1991, art. 19, D.M. 1º settembre 1995, art. 4). 

Il vaccino antitetanico, sia in forma singola che combinata, non contiene emoderivati come eccipienti o stabilizzanti.

CONTROINDICAZIONI ED EFFETTI INDESIDERATI

La vaccinazione deve essere, di norma, differita in caso di malattie febbrili in atto; affezioni minori, quali raffreddori ed altre infezioni delle vie aeree superiori, non costituiscono controindicazioni, anche temporanee, alla vaccinazione; ugualmente non è necessario rimandare la vaccinazione in caso di trattamenti con cortisonici per uso locale o per uso sistemico a basso dosaggio, e in caso di affezioni cutanee quali dermatosi, eczemi, infezioni cutanee localizzate (Cfr. Circolare nº 9 del 26 marzo 1991). Persone con alterazioni dell'immunocompetenza per effetto di trattamenti immunosoppressori possono rispondere in maniera non ottimale; pertanto è opportuno, a meno di diverse indicazioni d'urgenza, differire la vaccinazione finché non sia trascorso almeno un mese dall'interruzione del trattamento; in caso di rischio immediato, è opportuno somministrare, oltre al vaccino, anche le immunoglobuline antitetaniche. La condizione di sieropositività per HIV non costituisce di per se stessa una controindicazione alla vaccinazione antitetanica. Manifestazioni di ipersensibilità immediata, o reazioni di tipo neurologico in seguito ad una somministrazione di vaccino, rappresentano controindicazione assoluta a successive dosi dello stesso vaccino; non costituisce invece controindicazione il dato anamnestico di precedenti effetti indesiderati in sede locale. Lo stato di gravidanza non controindica la somministrazione di vaccini a  base di anatossina; in alcuni Paesi, anzi, il vaccino antitetanico è espressamente raccomandato per le donne in gravidanza, ai fini della  prevenzione del tetano neonatale. Gli effetti indesiderati segnalati sono costituiti da reazioni nel punto di inoculazione (eritema, tumefazione, indurimento, dolore). Vengono inoltre segnalati febbre e malessere generale di lieve entità. Reazioni generalizzate più severe, quali febbre di grado elevato o manifestazioni di ipersensibilità immediata (orticaria generalizzata, difficoltà respiratorie, asma, shock anafilattico) sono molto meno frequenti. 

VALUTAZIONE DELLO STATO IMMUNITARIO 

E' possibile valutare lo stato immunitario di una persona nei confronti del tetano mediante diverse metodiche. I test in vitro di emoagglutinazione passiva (HA), ELISA, EIA e RIA sono di esecuzione relativamente semplice, rapida e di costo contenuto e sono sufficientemente sensibili, anche se non altrettanto specifici del test in vivo, il cui impiego è però fortemente limitato dal costo elevato e dalla necessità di impiegare un grande numero di animali di laboratorio. 

A parte una maggiore sensibilità per le IgM, i test in vitro forniscono  risultati attendibili per quanto riguarda il titolo anticorpale antitetanico. Con queste metodiche viene considerato "protettivo" un  titolo anticorpale 0,1 UI/ml.

VACCINAZIONE ADULTI

· 1º dose 

· 2º dose  4-6 settimane dopo la prima dose* 

· 3º dose  6-12 mesi dopo la seconda dose* 

· richiami ogni 10 anni

*Il prolungamento degli intervalli non richiede, entro certi limiti (1 anno tra 1º e 2º dose, 5 anni tra 2º e 3º dose) l'avvio di un nuovo ciclo di base. 

EPATITE A 

L'epatite A è un'infezione acuta del fegato di origine per lo più alimentare provocata da un virus. Per molti anni chiamata comunemente 'epatite virale', viene spesso sottovalutata perché: è stata sempre considerata una malattia di gravità trascurabile, che non dà luogo a conseguenze serie o ricadute; fino a pochi anni fa gran parte della popolazione si immunizzava naturalmente durante l'infanzia. In realtà l'epatite A, se contratta in età adulta, può provocare serie conseguenze. E’ inoltre da considerare che alcuni cambiamenti nella nostra vita hanno creato nuovi rischi. 

COME CI SI INFETTA  

L'epatite A è causata dal virus HAV, che significa Hepatitis A Virus (da non confondersi con l'HIV, responsabile dell'AIDS). Il virus si trasmette per via oro-fecale. Questo significa che, perché ci sia contagio, deve venire ingerito del materiale - cibo o acqua - contaminato da feci infette o deve esserci un contatto con una persona infetta. Anche la cottura dei cibi non sempre è sufficiente: il virus resiste infatti a una temperatura di 60 gradi, e rimane ancora attivo anche a 80 gradi. Inoltre è molto resistente agli acidi e quindi, una volta ingerito, sopravvive al passaggio nello stomaco. 

QUALI SONO LE PERSONE A RISCHIO 

Innanzitutto chi viaggia in zone dove il virus è ancora molto diffuso. Esistono inoltre certi gruppi che, per motivi professionali, sono più esposti al rischio di contrarre e diffondere l'infezione: 

· gli operatori di comunità (prigioni, centri di recupero, collegi); 

· il personale sanitario degli ospedali (soprattutto in alcuni reparti); 

· il personale di laboratorio (laboratori di microbiologia, biologia ambientale, ecc);

· il personale tecnico di protezione ambientale (campionamenti su acque, discariche, ecc.);

· tutti coloro che lavorano a contatto con i cibi, come alimentaristi, cuochi, inservienti delle mense, dei ristoranti, delle comunità. 

EPATITE A NEI BAMBINI E NEGLI ADULTI  

L'epatite A contratta nei primi anni di vita si può presentare in forma lieve o spesso addirittura senza sintomi. Con l'aumentare dell'età aumenta la gravità dei sintomi. In età scolare il bambino può rimanere a casa anche per 1 o 2 mesi. L'individuo rimane poi immunizzato per tutta la vita come accade per altre malattie infettive tipiche del bambino. In età adulta, invece, questa infezione può diventare un problema serio. Nei casi non complicati, la guarigione avviene in un periodo compreso fra i sei e i dodici mesi. Ma il decorso può essere più grave, con delle ricadute che allungano i tempi per ottenere la guarigione completa. La malattia è comunque invalidante e spesso può essere necessario il ricovero in ospedale. Il rischio che l'epatite A evolva in epatite fulminante è equivalente a quello per l'epatite B, ritenuta universalmente una forma più pericolosa. Le complicazioni e il rischio di mortalità aumentano con il crescere dell'età. Il paziente anziano ha molte probabilità di sviluppare serie complicazioni. 

LE TRE FASI DELLA MALATTIA 

Dopo che c'è stato contagio, il virus raggiunge il fegato dove comincia a riprodursi per poi venire eliminato attraverso la bile nelle feci. Da questo momento in poi il decorso dell'epatite può essere suddiviso in tre fasi: 

· fase di incubazione (malattia in corso, ma non evidente): dura circa quindici-trenta giorni; è una fase molto pericolosa perché i soggetti già infetti, e ancora senza segni evidenti della malattia, possono involontariamente contagiare altre persone;

· fase prodromica (compaiono i primi segni della malattia): dura circa una settimana, ed è caratterizzata da una serie di sintomi quali stanchezza, debolezza muscolare, inappetenza, diarrea, vomito, brividi e febbre alta. Sintomi che possono far pensare in un primo tempo ad una malattia di tipo influenzale e solo successivamente, quando compaiono urine scure e feci chiare, diventano segni evidenti della malattia;

· fase itterica (la malattia è pienamente evidente), entro le due settimane successive; è caratterizzata dalla colorazione gialla della pelle e dell'interno dell'occhio. Un tempo veniva comunemente chiamata 'itterizia'. C'è poi una fase post-itterica o di convalescenza, della durata di circa due settimane. 

LA VACCINAZIONE ANTIEPATITE A

La vaccinazione anti Epatite "A" è consigliabile per quei viaggiatori che si recano in aree iperendemiche (Africa, sud-est asiatico, sud America) e per tutti coloro che possono maggiormente esporsi al contagio (ad es.: militari, personale sanitario e di laboratorio, addetti alla preparazione degli alimenti, tossicodipendenti, ecc.). 

Il vaccino è costituito da virus coltivato in cellule umane ed inattivato con formaldeide. La vaccinazione si effettua con una iniezione intramuscolare (nel braccio), e nel giro di 2 sole settimane è in grado di assicurare un'immunità per circa due anni. Inoltre, in soggetti ad altissimo rischio, è consigliata una seconda dose di rinforzo, da somministrare  a distanza di circa 6 mesi. 

Effetti collaterali possono essere: irritazione e tumefazione in sede di iniezione, febbre, cefalea, nausea. Controindicazioni: il vaccino non va somministrato a soggetti con diatesi emorragiche o disturbi ematologici; ai bambini al di sotto di 1 anno; e va sconsigliato durante la gravidanza e l'allattamento. 

APPENDICE 6:
RIFERIMENTI LEGISLATIVI

D.Lgs. 626/94 modificato e integrato dal D.Lgs 242/96

Titolo VIII - Protezione da agenti biologici

Art. 73 – Campo di applicazione

Art. 74 – Definizioni

· Agente biologico: qualsiasi microrganismo, anche se geneticamente modificato, coltura cellulare ed endoparassita umano che potrebbe provocare infezioni, allergie o intossicazioni.

· Microrganismo: qualsiasi entità microbiologica, cellulare o meno, in grado di riprodursi o trasferire materiale genetico.

· Coltura cellulare: il risultato della crescita in vitro di cellule derivanti da organismi pluricellulari.

· Patogenicità: capacità di una specie di microrganismi di provocare malattia in una determinata specie animale.

· Virulenza: grado di patogenicità nei confronti di un determinato ospite sviluppato da un determinato stipite microbico appartenete ad una specie patogena. E’ legata ad una minore o maggiore capacità di invadere l’ospite, di moltiplicarsi e raggiungere gli organi bersaglio.

· Carica infettante: il numero minimo di agenti necessario a provocare infezione.

· Dose minima infettante: quantità minima di microrganismi capace di indurre malattia in un individuo sano. Non è conosciuta per moltissimi agenti biologici ed i pochi dati che si hanno derivano da sperimentazione su volontari sani. Alcuni esempi:

Virus





poche unità virali

E. Coli enteropatogeno


108 - 109

Salmonella tiphy



104 – 106

Allegato XI del D.Lgs 626/94 - i microrganismi sono ripartiti, in ordine alla loro patogenicità e facilità di trasmissione, in quattro gruppi 

Art. 77 – Autorizzazione

Il datore di lavoro che intende utilizzare, nell’esercizio delle proprie attività, un agente biologico del gruppo 4 deve munirsi di autorizzazione del Ministero della Sanità.

Art. 76 – Comunicazione

Il datore di lavoro che intende esercitare attività che comportano uso di agenti biologici dei gruppi 2 o 3, comunica all’organo di vigilanza territorialmente competente le seguenti informazioni almeno 30 giorni prima dell’inizio dei lavori:

a) il nome e l’indirizzo dell’azienda e il suo titolare;

b) il documento di cui all’art. 78, comma 5.

Art. 78 – Valutazione del rischio

Art. 79 – Misure tecniche, organizzative, procedurali

Dizionario

· Anaerobio obbligato: dicesi di quei microbi che possono svilupparsi solo in assenza di ossigeno.

· Sporigeno: microrganismo in grado di generare spore.

· Spora: in condizioni di nutrizione inadeguata alcuni batteri formano cellule particolari dette spore. Queste spore, come i semi dei vegetali, si trovano in una fase in cui non è presente attività metabolica e possiedono uno spiccato aumento di resistenza verso il calore, l’essiccamento, il congelamento, gli agenti chimici e le radiazioni. Dal punto di vista ecologico la principale proprietà delle spore è rappresentata dalla capacità di sopravvivere in un terreno privo di elementi nutritivi.

· Germinazione: processo attraverso il quale una spora si trasforma in una forma vegetativa.

· Potere battericida: detto di sostanza dotata della capacità di produrre la distruzione definitiva della vitalità di un microbo.

· Potere batteriostatico: detto di sostanza dotata della capacità di condurre all’arresto della coltura di un microbo senza che ne determini l’uccisione.













Organizzazione delle misure di sicurezza e tutela della salute in ordine al rischio Biologico
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