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La sicurezza nei laboratori microbiologici
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| laboratori di microbiologia rappresentano un ambiente di lavaoro molto padicolare,
caratterizzato da un rischio elevato di contagio; in passato wi sono stati numeros
incidenti, alcuni dei guali motto dgravi, 3 carico del personale, dei loro famigliar e della
popolazione in generale, causatl da agentl biologicl sfugati al contrallo. Tubercolos,
epatie, Febhre 1, shighellosi; brucellosi, sono solo alcuni esempi di malattie infettive di
frequente riscontro negli addett] al lavarl, causate da agenti ritenut) relativamente
peficolosi e percio. a volte mmanipolati con disattenzione. In alcuni casi, le procedure
esisterti =1 sono rwelate inadeguate al contenimento di agenti biologici di nuova
comparsa o non sufficientemente conosciuti nel corso degli anni 80 e numerose
infez iohl accidentall con i virgs HIY hanno dimostrato guanto possa essere pericolosa per
lintera cormunita umana la conduzione approssimatiia di un'emergenza biologica

Megli ultimi decenni, un ndovao, insidioso pericolo ha fatto I3 sua comparsa nel
labaratori i microrganismi geneticamente modificati, iquall devono esgere rigorosamernte
confinati fino alla sicura identificazione degli eventuall pericoli connessi alla loro

diffusione fanche per gquesti agenti biologici I3 cronaca a gia ripotdato casi di incidenti,



alcuni clamorosi, legati alla diffusione irrespansabile, segno evidente della mancanza di
efficaci horme di sicurezza). Per esempio, Una huova muffa messa a punto per attaccare
selettivamente e piante di canapa ad alto contenuto di THC ('agente psicoattivo preserte
nella marijuana), & stata sperimentata da una Adenzia Federale degli Stati Uiniti in alcuni
campi vicini al confine con il Canada, pravocando danni gravissimi nelle piantagioni di
canapa mdustriale canadese, una specie vegetale che sl credeva Immune. Limpatto
dell'ingegneria genetica sugli aspetti legati alla sicurezza  biologica rappresenta
YRramente un capitolo vasto, in gran parte ancota da scoprire, chesispira comungue |a
necessitadi un livello di attenzione estremamente elevato: basti pensare che 'impianto di
geni estranel nelle cellule ospiti viene effettuato per mezza di wirds “inoculator®,
potenzialmente in grado, in caso di diffusione accidentale, di attaccare cellule ben diverse
da guelle previste come bersaglio, con conseguenze inimmag_inahili.

Ura fofite di notevole preoccupazione. @ rappresentata dalla presenza di agenti
imfettanti estremamente pericolost nel labaratorn dedicati durante la Guerra Fredda alla
messa a purto delle anmi bicdogiche: molt di questi labarator =i trovano aggl in condizioni
precarie o di abbandono, specigimente nell'ex LLRE.S.5,, di frequente in uno stato di

scarsa o negligente applicazione delle norme di-sicurezza

¥ ruoio def rattanento dell ‘aria

Mella grande magoioranza dei casi, atia rappresenta il principale veicolo della
contaminazione: 'aerosal infetto provocato da una provetta che cade o da una fonte
gqualsiasi lambita da un flusso d'aria pud diffondere 'agente biologico nell'ambiente
iterno al laboratorio,  addirittura  nell'intero edificio e persing all'esterno, veicolato
dall'impianto di ventilazione. Per questo motie o, all'interno dei laborator si pone grande

attenzione alla progettazione ed alla corretta esecuzione e manutenzione degli impianti di



trattarmento dell'aria, in quanto essi rappresentano un fattore essenziale di sicurezza.
Esistono delle regole codificate hen precise da seguire in base alle caratteristiche
dell'agente biologico trattato, che prescrivono fipologie diverse dimpianto da adottare a
seconda della pericolosita & dell'infettivita dell'agente. In generale s pud dire che
'esigenza principale & guella di compartirmentare gli ambieati ed al'interno di questi,
lsolare le singole postaziont di lavoro all'interno di strutture precisatmente differenziate in

base al ivello di pericolositapresente

Classificasione def Hschio ed e@ipaqggiamanto preschtto

La pericolosita degll agentl biologicl viene classificata in guattro livelli, caratterzzati
dall'obbligo di adottare specifiche misure di difesa e prevenzione nella pratica usuale dj
laboratorio (Tabella 13, Waturalmente a pericolosita crescenti corrispondono misure pid
restrittiv e per agenti non identificati o dalle caratteristiche ancora ignote deve essere
considerato il livello massimo. Come s puo vedere, peri livell 3 & 4, caratterizzati da una
trasmissibilitatramite aerosal, iHrattamento dell'aria riveste una impottanza fondamentale.

Lo strurnento basilare per contenere il rischio biologico nei lsborator & costituito dalle
cappe, dispanibill in tre: classi di esecuzione (Tabella 2. Le cappe di classe | e Il in
unione con e procedure standard, possong garantire sicurezza sufficiente per la
manipolazione di microrganismi ad elevato rnschio di contaminazione (vello 2 & 3 di
peficolostabiologica). La velocitafrontale dell'aria in ambedue e classivaria da 04505
s, sufficiente ad impedire la diffusione di evertual aerosol generati all'interno. Le
cappe di classe |l in pid sono in grado di preservare | materiale biologico stesso da
contaminazionl esterne, attraverso [a protezione di un flusso laminare di arla proveniente
da un fitro HEFA.

Le-cappe di classe Il provwedono invece il massimo livello possikbile di protezione,



isolando completamente il materiale biologico dall'ambiente circostante.

Complemento  essenziale alla sicurezza delle operszioni sotto cappa e l'uso
generalizzato della disinfezione del materiale di uso comune nel lahoratorio, operata con
mezzi fisicl (calore, con stufe a secco od autoclaw & wapore) o chimicl, tramite apposii
dizinfettanti da scedliere con attenzione in base ai diversi agenti biologici coinvoli

(Tabella 3).

Cappe df classef

Sono costituite da un piano di lavoro chigso in una cabing trasparente, a pressione
negativa, dotata di apertura anteriore scorrevole: n posizione di Mmassima apertura, la
velocitadel'aria in ingresso non deve essere inferiore a 0.4 s (Figura 13, L'aria aspirata
all'interno della cahkina viene passata attraverso un fillro HERPA ed espulsa allinterno del
l[aboratorio o portata all'esterno. Queste cappe sono adatte per lavor su materiali
hiolodici & basso rischio o per ospitare piccoll apparecchi come miscelatori e diluitori, Maon
devono essere impiegati per materiali suscettibii di cortaminazione, in _guanto 'aria
proveniente dal [aboratorio non viene fitrata, Opzionalmente possono essere dotate di Un
pannello anteriore con apetura ridotta peraumentare la velocita dell'aria aspirata, oppura
con guarti manipolator n gomma per una magdiore profezione. Mon devono essere

Implegate in presenza di sostarze tossic he volatil e radionuclidi

Cappe df classeff
Mella classe ||, la minima velocitafrontale dell'aria @ magogiore, intormo s 05 mes; inoltre
parte dell'aria filtrata viene utilizzata per generare un flusso d'aria laminare a protezione

del materiale sotto cappa. Sono suddivise in un tipo A (Figura 2) ed in un tipo B (Figura



31 Mel fipo A 'aria viene ricircolata all'interno, ed & possibile 1o scarico dell'atia filtrata
all'interno del |ahoratorio; nel fipo B esiste una zona interna caratterzzata da una
pressione relativamente pio negativa del resto del volume softo cappa; inolire, o scarico
dell'aria & possibile solo verso 'esterno. Limpiego di sostaree tossiche volatili e dj

radioruclidi @ permesso solo nel tipo B

Cappe & classe fif

Sl tratta di cabine completamente: chiuse: a tenuta ermetica, all'interno delle guall e
operazioni manuali vengono effettuate esclusivarmente per mezzo di guanti di gomima
applicati alle pareti (Figura 4). | volume interno viene martenuto, n depressione: 'ara
irmmessa wiene filtrata da un filtro HEPA mentre |'aria i uscita viene fatta passare
attraverso due filtri HEPA in serie, oppure un fitrg HEPA seduitor da un dispositivo
incenertore, prima dell'espulsione all'esterno. Queste cappe rappresertano i massimo
vello di sicurezza disponibile per lavorare sugll agent! hiologici di [kwello 3 e 4, Tuttj |
digpositivi necessari alle operazioni di laboratorio (incubatori, refrigerator], centrifughe
ecc) devono essere entrocontenuti nells cabing, che pud ragoiungere dimension
importanti: spesso sl Wilzzano pid cahine interconnesse tra loro, La cahing o 'insiemes
delle cabine deve ohbligatoriamente essere connesso, tramite un sisterma di doppi
spodelli a tenuta, con uno spazio attrezzato dotato di autoclave e di wasche per la

disinfezione dei materiali in transito verso l'interno e ['esterno della struttura.

Tute a pressione positiva
Lo stesso grado di protezione assicurato dalle cappe di classe |l pud essere ottenuto

attraverso l'impiedo di tute vertilate a tenuta ermetica, mantenute in pressione postiva.



La ventilazione & assicurata da un respirstore portatile. Egquipagoisto in guesto modo,
all'interno di un locale dalle caratteristiche assimilabili ad una grande cahing di classe [,
il personale pud lavarare con agenti biologici di lvello 3 e 4 anche con cappe diclasse | e
Il. Lintero ambiente & tenuto in pressione negativa ed & connesso con 'esterno tramite un
sistema di doppie porte a tenuta ermetica; nell'anticamera di passagdio sono installate
delle: docce chimiche di disnfezione che semnrono & decontaminare l'intera supericie
esterna della tuta, sia in ingresso che in uscita. L'aria in espulsione viene Tiltrata

attraverso due sistermn HEFA In serie.
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Tabhella 1

Livello degli agenti biologici in hase alla percolositae relative misure d sicurezza.




Tipo

Yelocitafrontale
dell'atia

Schema di
flussa

Livello ammesso
di agenti
Riolanic |

Frotezione del
piano di lavaro
dalla
contaminazione

Classe |

0,4

[ngresso
frontale; uscita
sUpetiore g
posteriore
attrav erso un
filtro HEPA

-

o

Clagsze [1tipo A

0,4

T0% diricircolo
attraw erso un
filtro HEF A,
scarico

attrav erso un
filtro HEF A

24

Si

izlasze || tipo B

0.5

Mlessun ricircalo;
scarico
attraverso fitro
HEFA
direttamente
all'esterro
dell'edificio

23

Si

Classe |||

AT 0 ingresso
attraverzo fifro
HEFA: scarico
attrav erso due
filtri HEF A in
Serie

3.4

Si

Tahella 2

Classificazione delle cappe hiologiche di sicurezza
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Tabella 3

termpo di contatto in minuti

risultati wariablli a seconda del viras
gas, inflammabile od esplosivo e usato impropramernte
una settirmana protetta da luce ed aria

Diginfettanti utilzzabill nella decontaminazione da agenti biologicl nella pratica di laboratorio




[ aria ambiente
I? arla contaminata

|| aria filtrata HEPA

Figura 1

Capna Bokgica df skirezza ol classe |
& aperura frontale B piano dilavoro
] plenum di espulsione E fitro HEPA

Z finestra
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Figura 2_

Aapns Bologica ol slclirezza ol classe [ o A
A wentilatore B plenurm posteriore

C filtro HEPA ingresso D scarico

E finestra scorrevole  F piano di lavaro
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Cappne bobgea ol siclrezza di classe [Hpo B
A ventilator B fitri HEFA dingresso Cfinestra scorrevole
[ plenurm a pressiome positiva E filtro HEPA supplementare aria interna

F filtro HEPA scarico G plenum di scarico a pressione negativa
H piano.di lavoro




| aria ambienta

;7 arla contaminata

aria filtrata HEFPA

Figura 4
Capna biologics of sicirezza diclasse 1
A sUpporto B guanti in gomma Z o-ring di tenuta

Dfinestra atenuta  Efiltro HEPA ingresso F filitro HEFPA scarico
G autoclave a doppio ingresso

Mota: nelle cappe di classe (Il & necessario un secondo filtro HEPA di scarico in
serie, gqui-non illustrato
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