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Prefazione

L'Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS) ha, da tempo, riconosciuto che la sicurezza, la
biosicurezza in particolare, sono importanti questioni internazionali. La OMS ha pubblicato la
prima edizione del Manuale di Biosicurezza in laboratorio nel 1983. Il manuale ha spinto i vari
Paesi ad accettare e mettere in opera concetti di base di Biosicurezza ed a sviluppare compendi
nazionali riguardanti le nozioni pratiche per la manipolazione, in sicurezza, di microrganismi pa-
togeni nei laboratori entro i loro confini geografici. Dal 1983, molte nazioni si sono avvalse della
guida esperta del manuale per sviluppare codici procedurali. Una seconda edizione del manua-
le e stata pubblicata nel 1993. La OMS continua a fornire una guida internazionale per la Biosi-
curezza attraverso questa terza edizione del manuale, affrontando le questioni di sicurezza bio-
logica (safety) e sicurezza in generale (security) che abbiamo di fronte in questo millennio.
Nella terza edizione viene evidenziata I'importanza della responsabilita personale. Nuovi capi-
toli sono stati aggiunti sulla valutazione del rischio, sull’'uso in sicurezza della tecnologia del
DNA ricombinante e sul trasporto di materiale infetto. Eventi accaduti di recente nel mondo han-
no evidenziato I'esistenza di nuove minacce alla salute pubblica attraverso la possibilita di deli-
berato cattivo uso e rilascio di agenti biologici e tossine. La terza edizione introduce quindi, an-
che concetti di Biosicurezza, quali la protezione di agenti biologici da furto, o un uso inappro-
priato che potrebbe rappresentare un danno alla salute pubblica. La presente edizione contiene
anche informazioni sulla sicurezza derivanti dalla pubblicazione OMS del 1997 “Sicurezza nei la-
boratori sanitari”(1). La terza edizione del “Manuale di Biosicurezza nei laboratori” dell’ OMS & un
utile riferimento e guida per i Paesi che accettano la sfida a sviluppare e mettere a punto com-
pendi nazionali sulle procedure per mettere al sicuro gli agenti microbiologici, ma assicurando
la loro disponibilita per scopi epidemiologici, clinici, o di ricerca.

Dr. A. Asamoa-Baah
Assistant Director-General
Communicable Diseases
World Health Organization
Geneva, Switzerland
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Principi generali

1. Principi generali

Introduzione

Nel presente manuale i microrganismi infettivi sono classificati in quattro gruppi di rischio,
(Classificazione OMS Gruppi 1, 2, 3, 4). Questa classificazione deve ritenersi valida solo per le attivita
di laboratorio. In Tabella 1 la descrizione dei Gruppi di rischio.

Tabella 1. Classificazione dei microrganismi infettivi per gruppo di rischio

Gruppo di rischio 1 (nessun rischio, o basso rischio individuale e collettivo)
Un microrganismo che difficilmente e causa di malattia nell'uomo o negli animali.

Gruppo di rischio 2 (moderato rischio individuale, basso rischio collettivo)

Un patogeno che pud causare malattia nell'uomo o negli animali, ma che difficilmente pone un serio peri-
colo per il personale di laboratorio, la collettivita, il bestiame o I'ambiente. L'esposizione in laboratorio puo
causare infezione grave, esistono misure preventive e terapie efficaci ed il rischio di diffusione dell’infe-
zione e limitato.

Gruppo di rischio 3 (elevato rischio individuale, basso rischio collettivo)
Un patogeno che di solito e causa di grave malattia nell'uomo o negli animali ma che normalmente non si
trasmette da un individuo infetto ad un altro. Esistono misure preventive e terapie efficaci.

Gruppo di rischio 4 (elevato rischio individuale e collettivo)
Un patogeno che usualmente provoca gravi malattie nell'uomo o negli animali e che puo essere trasmesso
da unindividuo all’altro, per via diretta o indiretta. Non sono disponibili efficaci misure preventive o terapie.

“(Nota per versione in Italiano: la classificazione & praticamente sovrapponibile a quella prevista

dalla normativa nazionale e in particolare:

- allegato XI del decreto legislativo 626 del 1994, e sue modifiche;

- decreto 12 novembre 1999 (GU n. 21 del 27.01.2000);

- modificazioni all’allegato XI del decreto legislativo 19 marzo 1996, n. 242, concernente:
“Modifiche ed integrazioni al decreto legislativo 19 settembre 1994, n. 626, recante attua-
zione di direttive comunitarie riguardanti il miglioramento della sicurezza e della salute
dei lavoratori sul luogo di lavoro". Decreto Interministeriale di attuazione delle direttive
95/30/CE,97/59CE e 97/65CE di adeguamento al progresso tecnico della direttiva 90/679
CEE relativa alla protezione dei lavoratori contro i rischi derivanti da una esposizione ad
agenti biologici durante il lavoro (art. 28, commal lett. b del D.Lgs. 626/94).”
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I laboratori vengono distinti in laboratori di base (Livello di Biosicurezza 1 e 2), di contenimento
(Livello di Biosicurezza 3) e di massimo contenimento (Livello di Biosicurezza 4).
L'assegnazione del livello di Biosicurezza tiene conto delle caratteristiche strutturali del laborato-
rio, delle capacita di contenimento, delle attrezzature disponibili, delle attivita svolte e delle pro-
cedure operative ritenute necessarie per lavorare con agenti appartenenti ai vari gruppi di rischio.
La tabella 2 mette in relazione i gruppi di rischio nei quali sono classificati i microrganismi con
il livello di Biosicurezza dei laboratori previsto per ciascun gruppo, ma non stabilisce una totale cor-
rispondenza.

Nelle diverse aree geografiche dovrebbe essere stabilita una specifica classificazione dei micror-

ganismi per gruppi di rischio, considerando:

1. Patogenicita del microrganismo.

2. Modalita di trasmissione e spettro d’ospite del microrganismo. Questi fattori possono essere
influenzati dai livelli di immunita esistenti nella popolazione locale, dalla densita e dagli spo-
stamenti della popolazione, dalla presenza di vettori appropriati, dagli standard di igiene am-
bientale.

3. Disponibilita di efficaci misure preventive. Queste possono includere: profilassi attiva o passi-
va (vaccini, somministrazione di immunoglobuline, antisieri, ecc.); misure di sanita pubblica,
ad es. igiene dei cibi e delle acque; controllo dei serbatoi animali o degli artropodi vettori.

4. Disponibilita di terapie efficaci. Queste possono includere I'immunizzazione passiva o la vac-
cinazione post-esposizione, cosi come la disponibilita di antibiotici o di farmaci antivirali, te-
nendo conto della possibilita che emergano ceppi resistenti.

Tabella 2. Gruppi di rischio per Livello di Biosicurezza

Gruppo Livello di Tipo di Laboratorio Pratiche Attrezzature
Biosicurezza
1 Base Insegnamento di base, Buona pratica Nessuna, banco
Livello 1 ricerca di laboratorio da lavoro
2 Base Diagnostica di base, Buona pratica di Banco da lavoro
Livello 2 ricerca laboratorio pit pit Cappe di
Dispositivi di protezione sicurezza per le
Individuali (DPI) e segnale  procedure che
di pericolo producono aerosol
3 Contenimento  Diagnostica Come Livello 2 piu Cappe di sicurezza
Livello 3 specialistica, ricerca DPI speciali, accesso per tutte le
controllato, ventilazione procedure
senza ricircolo
4 Massimo Patogeni pericolosi Come Livello 3 piu Cappe di sicurezza
contenimento ingresso autorizzato, di classe lll
Livello 4 doccia di decontaminazione, (glove-bhox) o Tute

adeguato sistema di
smaltimento dei materiali
monouso come rifiuti

pressurizzate con
Cappe di classe Il,
pit autoclave
passante e sistema
di ventilazione con
filtri assoluti




Principi generali

L’assegnazione di un dato livello di Biosicurezza per le attivita di laboratorio con uno specifico mi-
crorganismo deve derivare da una attiva valutazione del rischio, piuttosto che essere fatta auto-
maticamente in base al solo gruppo di rischio cui 'agente patogeno appartiene (vedi capitolo 2).
L'assegnazione deve tener conto del microrganismo usato cosi come delle specifiche lavorazioni
da svolgere, delle strutture e attrezzature di cui si dispone e delle pratiche operative e procedu-
re necessarie per lavorare in sicurezza.

Per esempio, un agente assegnato al gruppo di rischio 2 in genere richiede strutture, attrezzatu-
re, pratiche di laboratorio e procedure per la conduzione del lavoro in sicurezza con livello di
Biosicurezza 2. Tuttavia, per le attivita nelle quali si producono aerosol molto concentrati, po-
trebbe essere piti indicato il livello di Biosicurezza 3 che assicura un maggiore contenimento.
Quindi, I'assegnazione del livello di Biosicurezza per un particolare lavoro deve derivare da un
giudizio professionale basato su una valutazione del rischio, piuttosto che essere fatta automati-
camente in base al gruppo di rischio cui ’agente patogeno che si intende usare appartiene (vedi
capitolo 2).

Tabella 3 riassume le strutture necessarie per i quattro livelli di Biosicurezza.

Tabella 3. Riassunto sulle caratteristiche dei livelli di contenimento

Livelli di Biosicurezza

1 2 3 4

La zona di lavoro deve essere separata da
qualsiasi altra attivita nello stesso edificio® No No Si Si
La zona di lavoro deve poter essere chiusa
a tenuta per consentire la disinfezione No No Si Si
Ventilazione:
* la zona di lavoro deve essere mantenuta ad una

pressione negativa rispetto a quella atmosferica No Auspicabile Si Si
e sistema di ventilazione controllato No Auspicabile Si Si
* |'aria estratta nella zona di lavoro deve

essere filtrata attraverso un ultrafiltro (HEPA) No No Si/No® Si
Doppia porta di accesso No No Si Si
Zona filtro con porte interbloccate a tenuta d'aria No No No Si
Zona filtro con porte interbloccate a tenuta d’aria e doccia No No No Si
Stanza filtro No No Si -
Stanza filtro con doccia No No Si/No° No
Trattamento di decontaminazione degli scarichi No No Si/No® Si
Autoclave:
* nelle vicinanze No Auspicabile Si Si
* in laboratorio No No Auspicabhile Si
* passante No No Auspicabhile Si
Cappa di Biosicurezza No Auspicabile Si Si
Possibilita di vedere il personale dall’'esterno* No No Auspicabhile Si

a

Ambientale e funzionale dal traffico generale.

® Dipende dal posizionamento della bocca di espulsione (vedi capitolo 4).

c

Dipende dagli agenti biologici usati in laboratorio.

¢ Esempio, finestra di ispezione, circuito televisivo interno, doppia via di accesso.
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Quindji, I'assegnazione di un livello di biosicurezza tiene conto del microrganismo (agente pato-
geno) usato, delle strutture di cui si dispone, delle pratiche operative e delle procedure necessa-
rie per lavorare in sicurezza nel laboratorio.

(“Per versione italiana si riporta quanto scritto nel D.Lgs. 626 - Specifiche sulle misure di contenimento e
sui livelli di contenimento.”

Nota preliminare: le misure contenute in questo allegato devono essere applicate in base alla na-
tura delle attivita, la valutazione del rischio per i lavoratori e la natura dell’agente biologico con
cui si opera).

Misure di contenimento

Livelli di contenimento

2 3 4
1. Lazona dilavoro deve essere separata No Raccomandato Si
da qualsiasi altra attivita nello stesso edificio
2. Laria immessa nella zona di lavoro e la aria No Si, sull'aria estratta  Si, sull’aria immessa
estratta devono essere filtrate attraverso e quella estratta
un ultrafiltro (HEPA) o un filtro simile
3. Laccesso deve essere limitato Raccomandato  Si Si, attraverso una
alle persone autorizzate camera di
compensazione
4. Lazona dilavoro deve poter essere chiusa a No Raccomandato Si
tenuta per consentire la disinfezione
Specifiche procedure di disinfezione Si Si Si
La zona di lavoro deve essere mantenuta ad una No Raccomandato Si
pressione negativa rispetto a quella atmosferica
7. Controllo efficace dei vettori, ad esempio, Raccomandato  Si Si
roditori ed insetti
8. Superfici idrorepellenti e di facile pulitura Si, peril banco  Si, peril banco Si, peril banco
di lavoro, arredo di lavoro, di lavoro, arredo, muri,
e il pavimento pavimento e soffitto
9. Superfici resistenti agli acidi, agli alcali, Raccomandato  Si Si
ai solventi, ai disinfettanti
10. Deposito sicuro per agenti biologici Si Si Si, inaccessibile
a personale
non autorizzato
11. I laboratori devono contenere Raccomandato Raccomandato Si
|'attrezzatura a loro necessaria
12. I'laboratori devono contenere No Raccomandato Si
I'attrezzatura a loro necessaria
13. | materiali infetti, compresi gli animali, Ove opportuno  Si, quando Si
devono essere manipolati in cappe di sicurezza, I'infezione
isolatori o altri adeguati contenitori e veicolata dall'aria
14. Inceneritori per I'eliminazione delle Raccomandato  Si (disponibile) Si, sul posto
carcasse di animali
15. Mezzi e procedure per il trattamento Si Si Si con sterilizzazione
dei rifiuti
16. Trattamento delle acque reflue No Facoltativo Si
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Valutazione del rischio microbiologico

2. Valutazione del rischio microbiologico

Alla base della Biosicurezza c’e la valutazione del rischio. Sebbene esistano molti strumenti che
possono essere di aiuto per la valutazione del rischio legato ad una data procedura o ad un espe-
rimento, la componente piltt importante rimane il giudizio professionale. La valutazione del ri-
schio dovrebbe essere fatta da persone esperte e informate sulle caratteristiche specifiche dei mi-
crorganismi da usare, le strumentazioni e le procedure necessarie, i modelli animali che possono
essere impiegati, le strutture e le attrezzature disponibili per il contenimento.

Il Direttore del laboratorio o il ricercatore responsabile del laboratorio hanno la responsabilita di
assicurare un’adeguata valutazione del rischio da effettuare in collaborazione con il Comitato e
con il personale dedicato alla Biosicurezza dell’Istituto affinché siano rese disponibili le attrezza-
ture e le strutture adeguate al lavoro che si deve svolgere. “(In Italia la valutazione del rischio é pre-
rogativa del Datore di lavoro il quale si avvale della collaborazione del direttore del laboratorio e/o dei sin-
goli ricercatori; si avvale inoltre della collaborazione del Servizio Prevenzione e Protezione dei Medici Com-
petenti e della consultazione dei Rappresentanti dei Lavoratori per la Sicurezza; si avvale inoltre della col-
laborazione del Direttore del laboratorio e/o dei singoli ricercatori da quest’ultimo designati).”

Una volta effettuata, la valutazione del rischio deve essere periodicamente rivalutata e, se neces-
sario, aggiornata tenendo conto dell’acquisizione di nuovi dati e delle informazioni provenienti
dalla letteratura scientifica. (In Italia I’aggiornamento della valutazione del rischio biologico &
prevista ogni tre anni e comunque ad ogni cambiamento nel ciclo produttivo).

Uno degli strumenti piti utili per la valutazione del rischio microbiologico & la classificazione de-
gli agenti patogeni in gruppi di rischio (vedi capitolo 1). Tuttavia, una corretta valutazione del ri-
schio non pud fare semplicemente riferimento al gruppo di rischio di un particolare agente. Al-
tri fattori che devono essere considerati sono:

Patogenicita dell’agente e dose infettiva.

Conseguenza potenziale dell’esposizione.

Modalita naturale di trasmissione.

Altre modalita di trasmissione risultanti da manipolazioni di laboratorio (parenterale, aerea,

da ingestione).

Persistenza dell’agente nell’ambiente.

Concentrazione dell’agente e volume del materiale concentrato da manipolare.

Presenza di un ospite recettivo (umano o animale).

Disponibilita di informazioni derivanti da studi animali, segnalazioni di casi di infezioni con-

tratte in laboratorio, casi clinici.

Attivita di laboratorio previste (sonicazione, generazione di aerosol, centrifugazione, etc.).

10. Qualunque manipolazione genetica del microrganismo che possa ampliarne lo spettro d’o-
spite o alterarne la sensibilita a trattamenti terapeutici disponibili ed efficaci (vedi capitolo 16).

11. Disponibilita (in loco) di efficaci interventi di profilassi e trattamento.
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Sulla base delle informazioni acquisite nel corso della valutazione del rischio, si pud assegnare
un livello di Biosicurezza all’attivita di laboratorio che si intende condurre, si possono scegliere
adeguati dispositivi di protezione individuale e sviluppare procedure operative standard, per as-
sicurare che lo svolgimento del lavoro sia il pit sicuro possibile.

Situazioni per cui esistono informazioni limitate

La procedura di valutazione del rischio appena descritta & praticabile quando esistono adeguate

informazioni. Tuttavia, a volte le informazioni esistenti sono insufficienti per effettuare una cor-

retta valutazione del rischio, come ad esempio nella lavorazione di campioni clinici o epidemio-
logici raccolti sul campo. In questi casi, € prudente procedere con cautela durante la manipola-
zione del campione.

1. Quando si prelevano campioni da pazienti ¢ necessario applicare sempre le Precauzioni
Standard (2) e indossare adeguati dispositivi di protezione ad effetto barriera (guanti, cami-
ci, protezioni per gli occhi).

2. Per la manipolazione di questi campioni il requisito minimo dovrebbe essere rappresenta-
to dalle misure di contenimento di base e dalle pratiche e procedure previste dal livello di
Biosicurezza 2.

3. 1l trasporto dei campioni deve essere effettuato seguendo regole e regolamenti nazionali e/o
internazionali.

Alcune informazioni che possono essere utili per la valutazione del rischio nel manipolare

questi campioni sono:

1. dati clinici del paziente;

2. dati epidemiologici (morbidita e letalita, sospetta modalita di trasmissione, dati derivati da
studi su epidemie);

3. informazioni sulla provenienza geografica del campione.

Nel caso di epidemie ad eziologia sconosciuta, Linee guida ad hoc per le modalita di spedizione
dei campioni ed il livello di sicurezza necessario per la loro lavorazione in laboratorio possono
essere definite e rese disponibili dalle autorita competenti e/o dall’OMS sulle reti informatiche
(World Wide Web, come & accaduto nel caso dell’emergenza SARS del 2003).

Valutazione del rischio e microrganismi geneticamente modificati

Per una discussione dettagliata sulla valutazione del rischio relativamente ai microrganismi
geneticamente modificati si rimanda al capitolo 16.
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3. Laboratori di base
Livelli di Biosicurezza 1 e 2

Lo scopo di questo manuale, le istruzioni e le raccomandazioni indicate come requisiti minimi
per i laboratori di qualsiasi livello di Biosicurezza sono dirette alle lavorazioni con tutti i micror-
ganismi (gruppo 1-4). Nonostante alcune precauzioni possano apparire superflue per alcuni mi-
crorganismi del gruppo di rischio 1, la loro applicazione & comunque indicata nell’addestramen-
to del personale, al fine di promuovere la buona (cioe sicura e valida dal punto di vista qualita-
tivo e scientifico) pratica microbiologica (Good Microbiological Techniques, GMT).

Tutti i laboratori devono essere predisposti al livello di Biosicurezza 2 o superiore. Dal momen-
to che nessun laboratorio pud avere il controllo totale sui campioni che riceve, il personale di la-
boratorio pud trovarsi esposto a microrganismi appartenenti ad un gruppo di rischio superiore
a quello previsto. Questa possibilita deve essere considerata quando si mettono a punto piani e
politiche di sicurezza. In alcuni Paesi & necessario 1’accreditamento dei laboratori clinici. In ge-
nerale, si dovrebbero sempre adottare e mettere in pratica le Precauzioni Standard (2).

Le Linee guida per i laboratori di base - Livelli di Biosicurezza 1 e 2 sono presentate in maniera
estesa e dettagliata, dato che esse rappresentano la base comune per i laboratori di qualsiasi li-
vello di Biosicurezza.

Le Linee guida per i laboratori di contenimento - Livello di Biosicurezza 3 ed per i laboratori di
massimo contenimento - Livello di Biosicurezza 4, che saranno trattate nei capitoli 4 e 5, modifi-
cano e integrano quelle dei laboratori di base, essendo elaborate per garantire la sicurezza nei
confronti di patogeni a pit alto rischio.

Compendio di regole pratiche

Il seguente compendio & un elenco delle pitt importanti pratiche e procedure di laboratorio che rap-
presentano la base per la buona pratica microbiologica, puo essere usato per la predisposizione di
protocolli scritti e procedure operative finalizzate ad effettuare le operazioni di laboratorio in sicu-
rezza. Ogni laboratorio dovrebbe adottare un manuale operativo e di sicurezza che identifichi i ri-
schi noti e potenziali e specifichi le pratiche e le procedure da adottare per eliminare o minimizza-
re tali rischi. La buona pratica microbiologica ¢ fondamentale per garantire la sicurezza nel labora-
torio. Dotare un laboratorio di attrezzature speciali rappresenta un supplemento ma non puo so-
stituirsi alla osservanza di adeguate procedure. I concetti pitt importanti sono elencati di seguito.

Accesso

1. 1l simbolo internazionale di rischio biologico (Figura 1) deve essere esposto sulle porte delle
stanze dove si manipolano i microrganismi del gruppo di rischio 2 o superiore.



Manuale di biosicurezza nei laboratori

Figura 1. Segnale di Biosicurezza da incollare sulle porte di accesso ai laboratori
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Rischio biologico
Accesso consentito solo al personale autorizzato
Livello di Biosicurezza:

P3P0 OHM

Responsabile:
In caso di emergenza chiamare:
N. telefono lavoro: n. telefono abitazione:

L’autorizzazione all’accesso va richiesta al responsabile indicato.

2. Solo il personale autorizzato deve poter accedere alle aree del laboratorio.

3. Le porte del laboratorio devono essere mantenute chiuse.

4. I bambini non devono essere autorizzati ad accedere al laboratorio.

5. L'accesso agli stabulari deve avvenire con autorizzazione speciale.

6. Nessun animale, ad eccezione di quelli usati nel laboratorio, puo avere accesso al laboratorio.

Misure individuali di protezione

1. Per tutto il tempo in cui si lavora in laboratorio devono essere indossati camici, uniformi o di-
vise di laboratorio.

2. Per tutte le procedure che prevedono contatto diretto o accidentale con sangue, liquidi biolo-
gici, animali o altri materiali potenzialmente infetti, occorre indossare guanti adeguati. Dopo
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l'uso, bisogna rimuovere i guanti facendo in modo che tale manovra non comporti un’esposi-
zione a rischio e dopo essersi tolti i guanti & necessario lavarsi le mani.

. Il personale deve lavarsi le mani anche dopo aver manipolato animali o materiale infetto e pri-

ma di lasciare le aree di lavoro del laboratorio.

. Occhiali di sicurezza, schermi facciali o altri dispositivi di protezione devono essere indossati

quando e valutato necessario proteggere occhi e faccia da spruzzi, urti e sorgenti di radiazio-
ne ultravioletta artificiale.

. E proibito indossare gli indumenti protettivi di laboratorio al di fuori del laboratorio, ad es.

nelle mense, bar, uffici, biblioteche, ambienti comuni al personale, bagni.

. Nei laboratori non si devono indossare calzature aperte.
. E vietato mangiare, bere, fumare, truccarsi e maneggiare le lenti a contatto nelle aree di lavo-

ro del laboratorio.

. E vietato conservare cibi o bevande in qualunque zona delle aree di lavoro del laboratorio.
. Gli indumenti protettivi che sono stati usati nel laboratorio non devono essere conservati ne-

gli stessi armadietti o mobiletti usati per gli indumenti personali.

Procedure

. E severamente vietato pipettare a bocca.
. Non si deve portare nessun materiale alla bocca. Le etichette non devono essere leccate.
. Tutte le procedure devono essere effettuate in modo da minimizzare la formazione di aerosol

o goccioline.

. L'uso di aghi ipodermici e siringhe deve essere limitato. Non devono essere usati in sostitu-

zione di altri strumenti per aspirare o per qualunque altro scopo che non siano iniezioni pa-
renterali o per I'aspi