CAPITOLO 4

PULIZIE E SANIFICAZIONE DEI LOCALI
E DELLE ATTREZZATURE

OBIETTIVI

Questo capitolo affronta la tematica relativa alla pulizia e sa-
nificazione del laboratorio di PMA, includendo anche la puli-
zia e disinfezione degli apparecchi e strumenti situati nel
locale. Infatti, come & noto, tutte le attrezzature possono es-
sere punti di raccolta di sporcizia e quindi possono rappresen-
tare una fonte di contaminazione. Un'adeguata pulizia e
sanitizzazione dei locali di processazione risulta indispensabile
per mantenere la qualita dell’aria richiesta negli ambienti a
contaminazione controllata, cosi come per garantire la sicu-
rezza degli operatori e dei prodotti. Infatti, esclusivamente un
ambiente di specifica qualita e pulizia dell’aria permette di
minimizzare i probabili rischi di contaminazione incrociata o
contaminazione da parte di microrganismi, rendendo possi-
bile la lavorazione di tessuti e cellule a contatto con I'am-
biente stesso. Risulta, quindi, necessario predisporre e mettere
in atto procedure specifiche mirate a bilanciare da un lato il
bisogno di lavorare in un ambiente pulito/decontaminato e
dall’altro il rischio di esporre i gameti e gli embrioni ad agenti

potenzialmente tossici o mutageni.
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PROGRAMMA DI PULIZIA

AMBIENTE APPARECCHIATURE

o Personale del centro e Personale del
o di societa esterna laboratorio di PMA

e Opportunatamente OPERATORE attivita svolta secondo
addestrato le POS

OPERATORE  Deve rispettare le del sistema qualita
norme di —
comportamento e —
vestizione previste e panni antirilascio
dalle POS del sistema MATERIALI monouso sterili e non
—  qualita sterili, carta assorbente
OCCORRENTI soffice, acqua sterile e
— distillata
e bastoni, strofinacdi, e detergenti,
panni antirilascio disinfettanti approvati
monouso dal Responsabile del
MATERIALI * detergenti, laboratorio di PMA

OCCORRENTI disinfettanti

approvati dal
Responsabile del
laboratorio di PMA

giornaliera: piani di
lavoro, cappa,

FREQUENZA microscopi
ATT|V|TA settimanale:

e giornaliera: pavimenti centrifuga, termoblock,

FREQU ENZA e himestrale: pareti, microscopi

3 soffitti, scaffali, mensile: incubatori
ATTIVITA armadietti e lampade e semestrale: frigorifero

PULIZIA STRAORDINARIA

* da eseguire soltanto a seguito di eventi particolari (manutenzione dei filtri
del laboratorio, blocco dei flussi di aria, in caso di rischio di contaminazione,
ecc.) e preferibilmente in un periodo “down” del laboratorio

¢ sj esegue secondo le modalita operative previste per la pulizia ordinaria
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CLASSI DI DISINFETTANTI IN USO

Per le procedure di pulizia e sanitizzazione si adoperano de-
tergenti, disinfettanti ed attrezzature varie (bastoni, aste,
strofinacci, panni antirilascio monouso, ecc.). Queste ultime
devono essere di materiale pulibile, sterilizzabile in autoclave
e dedicate all’area di utilizzo.

Di seguito sono descritte le classi di disinfettanti di uso piu fre-
quente nella routine dei protocolli di pulizia nei laboratori di
PMA. Sono riportate anche informazioni generali sulle loro
applicazioni e sulle precauzioni di sicurezza.

E importante tener presente che la pulizia preventiva & essen-
ziale per realizzare una corretta disinfezione e che molti pro-
dotti germicidi sono attivi solamente su oggetti puliti. | tempi
di contatto per i disinfettanti sono specifici per ogni singolo
prodotto e marchio di fabbrica, pertanto tutte le procedure
d'uso dei disinfettanti devono essere conformi alle raccoman-
dazioni del fabbricante.

| detergenti e disinfettanti impiegati devono essere approvati
dalle Funzioni Responsabili del Centro e, per ciascun prodotto,
devono essere disponibili, aggiornate ed opportunamente ar-
chiviate, le relative schede di sicurezza e le schede tecniche
(copia delle stesse deve essere fornita anche al personale in-
caricato per la pulizia del locale).

COMPOSTI DELLAMMONIO
QUATERNARIO

Molti tipi di composti dell’lammonio quaternario sono usati
come miscele, e spesso in combinazione con altri germicidi,
come l'alcol. Hanno buona attivita contro le forme vegetative
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dei batteri e dei virus con involucro lipidico. Alcuni tipi (come
il benzalconio cloruro) sono usati come antisettici. L'attivita
germicida di certi tipi di composti dell'ammonio quaternario
e notevolmente ridotta dalla sostanza organica, dalla durezza
dell’acqua e dai detersivi anionici, ed e percid necessaria molta
cura nella scelta degli agenti per il lavaggio preventivo
quando per la disinfezione si prevede |'uso di composti del-
I'ammonio quaternario.

ALCOLI

L'etanolo (alcol etilico, C;HsOH) é attivo contro le forme ve-
getative di batteri, funghi e virus con involucro lipidico, ma
non contro le spore. La sua azione sui virus con involucro non
lipidico € variabile.

Per una piu alta efficacia dovrebbe essere usato a concentra-
zione di circa il 70% (v/v) in acqua, ma concentrazioni piu alte
o piu basse possono risultare inefficaci. Uno dei maggiori van-
taggi delle soluzioni acquose di alcoli & che non lasciano resi-
dui sugli articoli trattati.

Una soluzione acquosa al 70% v/v pu0 essere usata sulla pelle,
sulle superfici di lavoro dei banchi e delle cappe di biosicu-
rezza, e per immergere piccoli strumenti chirurgici.

Gli alcoli sono volatili e inflammabili e non devono essere usati
vicino a fiamme libere.

Le soluzioni di lavoro devono essere conservate in contenitori
idonei ad evitare I'evaporazione. Possono indurire la gomma
e dissolvere certi tipi di colla.

Le bottiglie con soluzioni contenenti alcol devono essere
chiaramente etichettate per evitarne il trattamento in auto-
clave.
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PEROSSIDO DI IDROGENO

Come il cloro, il perossido di idrogeno (H,0,) & un forte ossi-
dante ed un potente germicida ad ampio spettro, risulta tut-
tavia piu sicuro del cloro per I'uomo e per I'ambiente. Il
perossido di idrogeno o € fornito pronto all’'uso come solu-
zione al 3%, o come soluzione acquosa al 30% da diluire 5-10
volte v/v con acqua sterilizzata.

Le soluzioni di solo perossido di idrogeno al 3-6% hanno po-
tere germicida relativamente lento e limitato. | prodotti ora
disponibili contengono altri ingredienti che stabilizzano il pe-
rossido, accelerano la sua azione germicida e lo rendono
meno corrosivo. Pud essere usato per la decontaminazione di
superfici di lavoro dei banchi di laboratorio e delle cappe di
biosicurezza. Il perossido di idrogeno puo essere corrosivo per
i metalli come alluminio, rame, ottone e zinco, e pud anche
decolorare stoffe, capelli, pelle e mucose.

Gli oggetti cosi trattati devono essere sciacquati accurata-
mente prima di essere posti a contatto con occhi e mucose.
Deve essere sempre conservato lontano dal calore e protetto
dalla luce.

ROUTINE DI PULIZIA
NEI LABORATORI DI PMA

Generalmente, nella routine dei protocolli di pulizia nei labo-
ratori di PMA viene utilizzato uno dei disinfettanti apparte-
nenti alle classi sopracitate.

E riportato, anche se con minore frequenza, I'impiego di piu
disinfettanti usati in combinazione, come ad esempio etanolo
e composti dell'ammonio quaternario diluiti in acqua sterile.
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Inoltre, in alcuni laboratori viene impiegato un disinfettante
diverso a secondo se il programma di pulizia da eseguire pre-
vede una attivita ordinaria o straordinaria.

Tra tutti i disinfettanti sopra elencati, I'etanolo al 70% ¢
quello piu frequentemente utilizzato da diversi anni.

Cosi come e ben documentata la sua ampia efficacia batteri-
cida, € anche nota la sua appartenenza alla categoria dei com-
posti organici volatili (VOC). In letteratura, da diversi studi
eseqguiti per analizzare la quantita dei VOC presente all’in-
terno del laboratorio di PMA, € emersa un’associazione tra le
operazioni di pulizia ed il rilascio di contaminanti ambientali
(ad esempio isopropanolo), che come € noto possono influen-
zare negativamente la coltura in vitro di gameti ed embrioni
(Cohen, 1997; Tien-cheng “Arthur” Chang 2010).

Di conseguenza, I'etanolo dovrebbe essere utilizzato soltanto
se i livelli dei VOC possono essere monitorati.

Per quanto riguarda le altre due classi di disinfettanti sopra-
citati, anche I'impiego del perossido di idrogeno trova delle
sue limitazioni legate al riconoscimento di proprieta embrio-
tossiche, che risultano maggiori rispetto a quelle associate
all’etanolo (Catt, 2013).

Diversamente, i composti dell'ammonio quaternario non risul-
tano tossici per gameti ed embrioni, ed inoltre, la loro azione
battericida € ampiamente riconosciuta (Janssens, ESHRE 2007).

Di conseguenza, tra tutti i disinfettanti conosciuti

si consiglia di utilizzare i composti dell’'ammonio
quaternario.
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MODALITA OPERATIVE

Solitamente la pulizia e sanitizzazione della cappa e delle ap-
parecchiature sono effettuate dal personale del laboratorio
di PMA, mentre la pulizia dei locali € affidata al personale ad-
detto della Azienda o di societa esterne. In ogni caso queste
attivita devono essere svolte da personale opportunamente
addestrato, segquendo procedure operative definite.
L'operatore delle pulizie deve osservare, per I'ingresso nel la-
boratorio di PMA, le stesse norme di comportamento e vesti-
zione e quelle per l'introduzione dei materiali previste per il
personale del laboratorio e per tutto il materiale che entra e
esce dai locali a contaminazione controllata.

Le operazioni di pulizia e sanitizzazione non devono essere
condotte durante le attivita produttive, a meno di eccezioni
opportunamente giustificate. Le operazioni di pulizia devono
interessare tutte le zone, anche quelle meno accessibili.

Si consiglia, per quanto riguarda la pulizia delle
a superfici verticali (pareti, porte, finestre, ecc.), di
iniziare sempre dall’alto e dirigersi verso il basso
con movimenti verticali, non circolari; per la pulizia dei pa-
vimenti, di procedere sempre dal fondo del locale verso
l'uscita dello stesso secondo strisce parallele; per la pulizia
dei soffitti, di procedere secondo strisce parallele. E oppor-
tuno incominciare la pulizia partendo dalle zone piu pulite
verso quelle piu sporche, in modo che il panno venga a con-
tatto con le zone piu pulite nelle condizioni migliori, con mo-
vimenti unidirezionali (mai a zig zag o circolari), sovrap-
ponendo fra di loro le passate di circa 2 cm.
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Durante le operazioni di pulizia si devono uti-
lizzare gli opportuni Dispositivi di Protezione
Individuale (D.P.1.).

PROGRAMMA DI PULIZIA

In linea generale, un programma di pulizia dovrebbe preve-
dere una attivita ordinaria ed una attivita straordinaria.

Per la pulizia degli strumenti e delle superfici del laboratorio
si consiglia di utilizzare i composti dell’lammonio quaternario
poiché risultano efficaci e soprattutto non tossici per gameti
ed embrioni (Janssens, ESHRE 2007). Questi prodotti devono
essere utilizzati rispettando le modalita di uso consigliate
dalle aziende produttrici al fine di ottimizzarne I'efficacia. |
disinfettanti e detergenti utilizzati nei locali di Grado A e B
devono essere sterili prima dell'uso.

Per evitare I'insorgenza di batteri resistenti, &€ consigliabile uti-
lizzare piu di un disinfettante, secondo un programma di ro-
tazione, utilizzando un disinfettante con proprieta anche
sporicida diverso da quello utilizzato quotidianamente al-
meno durante le pulizie periodiche effettuate nei momenti di
assenza di gameti ed embrioni nel laboratorio.

PULIZIA ORDINARIA
AMBIENTE
La pulizia deve iniziare dalle aree piu pulite per proseguire
successivamente verso le aree piu sporche. Il detergente/disin-
fettante non va applicato sulle superfici da pulire ma sui panni
sterili. | panni vanno conservati nella loro confezione e tolti
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all’occorrenza in prossimita della zona da pulire. Il panno, pie-
gato in quattro durante le operazioni, deve essere umido, non
impregnato eccessivamente per limitare il piu possibile la
qguantita di residui lasciati sulle superfici. Con frequenza gior-
naliera e al termine dell’attivita lavorativa, tutti i contenitori
destinati ai rifiuti speciali all’interno del laboratorio di PMA
devono essere ritirati dal personale incaricato. | sacchi porta-
rifiuti devono essere chiusi senza far fuoriuscire I'aria prima
di essere tolti dal contenitore e trasportati fuori dal laborato-
rio.

Si consiglia di programmare la pulizia ambien-

g tale prevedendo una frequenza giornaliera

per la pulizia dei pavimenti ed una almeno bi-

mestrale per le pareti, soffitti, scaffali, armadietti e lam-

pade, da programmare in base al volume di attivita del
laboratorio.

PIANI DI LAVORO

Si devono effettuare le operazioni di pulizia or-
dinaria al termine di ogni fase di lavorazione
intermedia (in funzione dei processi di lavora-

zione in corso) ed al termine di ogni giornata di lavoro.
Per le operazioni di pulizia ordinaria si raccomanda di utiliz-

zare panni sterili a basso rilascio inumiditi con il disinfet-
tante/detergente.
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CAPPA

Le operazioni di pulizia e disinfezione della
cappa devono essere effettuate al termine di
ogni procedura specifica di un paziente, oppure

in caso di versamenti accidentali di liquidi biologici e alla
fine della giornata lavorativa.

Nello specifico, al termine di ogni procedura specifica di un
paziente (ad esempio tra due prelievi ovocitari di due pazienti
diversi) puo essere sufficiente pulire il piano di lavoro. Invece,
alla fine della giornata lavorativa si raccomanda di pulire con
attenzione il piano di lavoro, le pareti interne ed esterne del
vetro, utilizzando dei panni antirilascio monouso sterili e il di-
sinfettante. Inoltre, tutti gli oggetti, incluse le attrezzature
che sono all'interno della cappa, devono essere decontaminati
e rimossi a fine lavoro, poiché i residui delle colture possono
generare situazioni di crescita microbica.

Si consiglia di seguire scrupolosamente le indi-

cazioni fornite dalla casa produttrice del disin-

< fettante, per quanto riguarda le modalita d'uso
ed i tempi di contatto.

Per quanto riguarda la pulizia piu accurata delle cappe, che
comprende anche la griglia di ventilazione del flusso laminare
e la superficie grigliata sottostante, questa e registrata come
intervento ordinario in base ad un programma di manuten-
zione prestabilito.
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INCUBATORI

Si consiglia di eseguire le operazioni di pulizia or-

dinaria almeno con frequenza mensile. Inoltre, si
L consiglia di rispettare le istruzioni fornite dal
produttore dello strumento, sia per la routine di auto-ste-
rilizzazione che per la disinfezione manuale ed a spruzzi.

In quest’ultimo caso, si raccomanda di lasciare agire il disin-
fettante secondo quanto raccomandato dalla casa produt-
trice, impiegando sempre panni antirilascio monouso sterili
ed acqua sterile.

Da quando si effettua la pulizia ordinaria, € opportuno atten-
dere almeno un giorno prima di riutilizzare |I'apparecchio
nella routine clinica, per consentire una corretta stabilizza-
zione dei parametri di temperatura, %CO, ed N, che do-
vranno essere comungue verificati prima dell’inizio dell’at-
tivita.

MICROSCOPI

In linea generale, si raccomanda di pulire il mi-

croscopio alla fine di ogni giornata lavorativa

< ed, in maniera piu approfondita, alla fine di
ogni settimana d’uso.

La pulizia quotidiana consiste nella rimozione della polvere
accumulatasi sulle lenti durante la giornata, nella pulizia della
superficie del tavolino traslatore e dello sporco raccoltosi sulle
lenti esterne degli oculari come conseguenza degli occasionali
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contatti con palpebre e ciglia. Per questo tipo di pulizia & suf-
ficiente rimuovere la polvere con un pennello molto morbido
oppure con un getto d’aria compressa come quello che si pud
ottenere impiegando le bombolette per la pulizia delle mac-
chine fotografiche e delle loro lenti.

Per il tavolino occorre utilizzare un panno antirilascio inumi-
dito con la soluzione del disinfettante.

La pulizia settimanale prevede piu o0 meno le stesse procedure
eseguite pero anche all'interno dei tubi portaottiche, nella
parte inferiore del condensatore, nel revolver portaobiettivi,
nella parte inferiore della lente posta immediatamente dopo
la fonte luminosa e di quelle parti del tavolino traslatore piu
"nascoste” e quindi meno facilmente raggiungibili nella puli-
zia quotidiana.

Si consiglia di coprire il microscopio, quando
questo non é in uso, con la copertura di plastica
“ che fa parte del corredo di accessori dello stru-
mento; la polvere ambientale é infatti in grado di infil-
trarsi in ogni fessura ed apertura del microscopio
tappezzando letteralmente le lenti anche nella loro parte

inferiore o all'interno dei tubi.

CENTRIFUGA

Non e richiesta una pulizia giornaliera della centrifuga eccetto
nel caso di rottura accidentale di una provetta o nel caso di
un versamento nella vasca.
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rio, si consiglia di pulire il contenitore esterno,

la vasca e gli accessori con un panno morbido
inumidito con la soluzione del disinfettante prescelto, e di
sciacquare gli accessori con acqua distillata ed asciugarli
con carta assorbente soffice.

: Settimanalmente o ogni qualvolta sia necessa-

TERMOBLOCK

mente o all’'occorrenza mediante un panno inu-
midito con la soluzione del disinfettante,
risciacquando con acqua distillata e asciugando le superfici.

: Si consiglia di pulire il termoblock settimanal-

FRIGORIFERI

Si consiglia di eseguire la pulizia del frigori-
fero con frequenza semestrale o secondo ne-

cessita.

Per le pareti esterne é sufficiente una pulizia con un panno
asciutto, nel caso di macchie resistenti utilizzare dell’acqua
calda, eventualmente dei disinfettanti/detergenti neutri, quin-
di sciacquare bene ed asciugare. Per le pareti interne proce-
dere, ove necessario, allo sbrinamento per il vano congelatore
senza sistema No Frost, mediante una spazzola dura senza uti-
lizzare coltelli o altri oggetti metallici. Per la pulizia usare un
panno inumidito con la soluzione di disinfettante, sciacquare
bene con acqua distillata ed asciugare le superfici.
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PULIZIA STRAORDINARIA

Questo tipo di pulizia si effettua a sequito di eventi partico-
larmente inquinanti (manutenzione annuale dei filtri del la-
boratorio, mancanza di corrente con conseguente blocco dei
flussi di aria o in caso di superamento dei limiti microbiologici
previsti). Per la pulizia straordinaria si eseguono le stesse mo-
dalita della ordinaria. Anche in questo caso si deve fare atten-
zione a tutta quella apparecchiatura che ha funzioni critiche
nella processazione, per la quale devono essere previste le si-
tuazioni che richiedono una pulizia straordinaria.

Per tutte le apparecchiature le operazioni di pulizia straordi-

naria possono essere previste:

e al termine di qualsiasi intervento di manutenzione ordina-
ria o straordinaria dell’apparecchiatura;

* in caso di rischio di contaminazione, dovuto ad esempio a
versamento di liquidi potenzialmente contaminanti, mate-
riali biologici, terreni o altri reagenti implicati nei processi
produttivi.

Si consiglia di eseguire la pulizia straordinaria
in un periodo “down” del laboratorio, cioe
quando nessuna coltura in vitro di gameti ed
embrioni é in corso.

C
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TABELLA RIEPILOGATIVA ESEMPLIFICATIVA
DI UNA POSSIBILE FREQUENZA DELLE OPERAZIONI
DI PULIZIA ORDINARIA NEI LABORATORI DI PMA

LOCALI/APPARECCHIATURE FREQUENZA

Pavimenti Giornaliera

Pareti, soffitti, scaffali,

armadietti, lampade, ecc. Bimestrale

Piani di lavoro Giornaliera

Cappa Giornaliera

Incubatori Mensile

Microscopi Giornaliera/settimanale
Centrifuga Settimanale/quando necessario
Termoblock Settimanale/quando necessario
Frigorifero Semestrale

VALIDAZIONE

E necessario effettuare la validazione delle pro-
& cedure di pulizia e sanificazione dei locali e
delle attrezzature del laboratorio di PMA me-

diante analisi microbiologica.

Infatti, il controllo della biocontaminazione consente di valu-
tare il “grado di pulizia” di una determinata area e di tenere
sotto controllo le fonti di contaminazione. Per i dettagli sulle
modalita del controllo della biocontaminazione si rimanda al
capitolo “controlli microbiologici” del manuale.
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DOCUMENTAZIONE RIFERITA
ALLE OPERAZIONI DI PULIZIA

Devono essere predisposte Procedure e Istruzioni Operative
per le operazioni di pulizia-sanitizzazione degli ambienti e
delle apparecchiature, cosi come per il programma di forma-
zione degli operatori, che devono essere gestite nell’ambito
del sistema gestione qualita del centro di PMA.

Per registrare le operazioni di pulizia si devono redigere delle
schede nelle quali riportare, oltre all’operatore che le ha ef-
fettuate, la data, il locale, lo strumento a cui ci si riferisce, non-
ché i prodotti utilizzati.

ESEMPIO DI SCHEDA PER LA REGISTRAZIONE MENSILE DELLE OPERAZIONI DI PULIZIA
AMBIENTALE

DATA | PAVIMENTI | PARETI, | SCAFFALI PRODOTTO | OPERATORE | FIRMA
E ORA SOFFITTI | ARMADIETTI | UTILIZZATO

LAMPADE

ED ALTRO
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