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IN REDAZIONE

La valutazione del rischio biologico nella manipolazione

di cellule

11 rischio biologico ¢ un rischio difficilmente percepibile,
essendo gli agenti biologici invisibili e presenti sia in am-
bienti di lavoro che non lavorativi e, analogamente a quello
da radiazioni o da sostanze genotossiche, provoca un danno
difficilmente associabile ad una esposizione lavorativa ben
definita nello spazio e nel tempo. Inoltre, non esistono do-
si-soglia di esposizione ed ¢ complesso valutare con preci-
sione l'entita dell’esposizione, anche in conseguenza delle
possibili molteplici risposte immunitarie dell’ospite.

Nel caso degli operatori delle ‘te// culture”, cio¢ di coloro
che sono addetti alla manipolazione di colture cellulari, la
valutazione del rischio biologico deve essere effettuata sia
tenendo conto delle proprieta intrinseche delle cellule stes-
se che delle manipolazioni effettuate, tra cui le modifica-
zioni genetiche indotte (10). Per quel che riguarda le carat-
teristiche proprie delle cellule vanno identificate:

*la specie di origine delle cellule stesse, poiché piu la
specie ¢ vicina all'uomo, tanto maggiore sara il rischio
della contaminazione, in quanto le barriere contro i pa-
togeni sono spesso specie-specifiche (3);

*la provenienza delle cellule: quando cellule o tessuti
provengono da una fonte certificata, come una banca
cellulare nota (ad es. DSMZ o ATCC), la documenta-
zione a corredo delle cellule & sufficiente per la valuta-
zione del rischio (4);

« il tipo cellulare, poiché cellule terminalmente differen-
ziate, come fibroblasti o cellule dell’epitelio, comporta-
no un rischio minore rispetto a cellule staminali, specie
se del compartimento ematopoietico;

¢ il tipo di coltura, poiché le linee cellulari ben caratte-
rizzate comportano un rischio minore rispetto ad una
coltura primaria derivante da una biopsia;

* lo stato di salute del donatore e la sua sierologia per
HIV, HBV e HCV.

A causa del potenziale rischio che il sistema immunita-
rio non sia in grado di proteggere 'operatore dagli effetti
conseguenti alla manipolazione di proprie cellule modifica-
te tramite procedure in vitro, & assolutamente sconsigliato
trattare cellule o tessuti derivati da se stessi o da colleghi.

Inoltre, bisogna valutare la possibile contaminazione da
agenti patogeni. La contaminazione da batteri e funghi ¢
facilmente verificabile (visibile all’osservazione al microsco-
pio per l'intorbidimento del terreno) e semplice da preveni-
re e trattare (antibiotici-antimicotici).

Le cellule umane o di altri primati possono consentire la
replicazione di virus potenzialmente patogeni per 'uvomo,
ma anche cellule non umane non sono esenti da rischi e
vanno, pertanto, sempre trattati come potenzialmente in-
fetti (8). Inoltre, la contaminazione da virus & difficile da
diagnosticare: 1 virus non sono visibili al microscopio ottico
e alcuni di essi possono essere latenti o avere effetti tali da
non essere visualizzabili nel breve periodo in microscopia.

Tra i pit comuni contaminanti delle colture cellulari si
annovera il micoplasma, di cui & sempre opportuno verifi-
care la presenza nella coltura: trattasi di un batterio intra-
cellulare, veicolato da siero o cellule (infettate per contami-
nazione crociata) o dall'uomo (dall’operatore). Le conse-
guenze della contaminazione da micoplasma sono evidenti
solo in tempi lunghi: ridotta proliferazione cellulare, even-
tuale sviluppo di aberrazioni cromosomiche, alterazioni del
metabolismo degli aminoacidi e degli acidi nucleici.

Oltre al micoplasma, nella valutazione dei rischi bisogna
tenere in considerazione anche la possibile contaminazione
da parte di prioni che rappresentano la causa delle encefa-
lopatie spongiformi trasmissibili. Al momento non risulta-
no infezioni da prioni acquisite in laboratorio, ma questi
agenti sono molto difficili da inattivare, in quanto estrema-
mente resistenti ad alte dosi di radiazioni ionizzanti e ultra-
violette.

Negli ultimi anni ¢ stato dimostrato che il DNA perma-
ne sia nella bocca (8) che nell’apparato digerente dei mam-
miferi (12), puo facilmente superare le barriere difensive
della pelle e penetrare nelle cellule (6) di molti organismi e
puo essere somministrato anche attraverso il cuoio capellu-
to (5), via iniezione intramuscolare (1), tramite applicazioni
locali agli occhi (9) e attraverso 'orecchio interno (15). Nei
laboratori di ricerca biotecnologica, nelle cellule sono intro-
dotti o eliminati geni d’interesse (frammenti di DNA) at-
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traverso l'uso di vettori plasmidici o virali, tramite procedu-
re di trasfezione (attraverso l'uso di reagenti come il cloruro
di calcio o la lipofectamina) o infezione.

I vettori plasmidici sono piccoli frammenti di DNA eso-
geno a doppia elica, capaci di replicazione autonoma, nei
quali ¢ presente un gene per la resistenza agli antibiotici
che consente la selezione delle cellule trasfettate e nel qua-
le puo essere clonato il gene d’interesse, tramite I'uso di en-
zimi di restrizione.

I vettori virali pit utilizzati invece derivano da retrovi-
rus, lentivirus ed adenovirus e per essere usati per il trasfe-
rimento genico devono essere trasfettati in cellule “packa-
ging”: mancando pero di alcuni geni necessari per la repli-
cazione virale, vengono utilizzati in cellule che complemen-
tano per tale difetto (11).

La maggior parte dei vettori che si producono sono di-
fettivi per replicazione ovvero possono infettare una sola
volta e non possono moltiplicarsi dentro la cellula bersaglio,
a meno di una “ricombinazione genica” accidentale, ma
possono essere fonte di danno tramite I'inserimento casuale
nel genoma ospite (mutagenesi inserzionale).

Per la valutazione delle proprieta acquisite come risulta-
to della modificazione genetica, bisogna considerare che le
cellule ricombinanti possono avere maggiore o minore ca-
pacita di causare malattia rispetto alla controparte normale.
Le cellule in cui, tramite 'uso di vettori virali, sono stati in-
seriti o eliminati geni d’interesse cosi come le cellule conte-
nenti materiale genetico virale possono rappresentare un
serio rischio per i lavoratori (2).

Anche linee umane tumorigeniche rappresentano un ri-
schio potenziale per 'operatore, nel caso di contaminazione
accidentale ed in passato ¢ stato riportato un caso di svilup-
po di tumore dopo puntura accidentale con ago infetto (14).

11 personale di laboratorio che utilizza i vettori sopra de-
scritti € esposto a rischio nel momento in cui i dispositivi di
protezione individuale o collettiva non vengano utilizzati
adeguatamente o quando non vengono seguite le procedure
di lavoro volte a proteggere 'operatore dal contatto con tali
microrganismi. Il rischio & acuito qualora si utilizzino virus
in grado di infettare le cellule umane.

In conclusione, nella manipolazione di cellule bisogna
valutare il rischio biologico proprio del tipo di cellule mani-
polate, quello correlato al tipo di manipolazione effettuata,
alle condizioni di coltura e alla quantita manipolata.
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