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1 INNLEDNING

Dette dokumentet er utarbeidet med utgangspunkt i forskrift til arbeidsmiljøloven av 19.12.1997: Arbeidstilsynets forskrift om vern mot eksponering for biologiske faktorer (bakterier, sopp, virus m.m.) på arbeidsplassen (heretter kalt forskriften). Forskriften finnes på: http://www.lovdata.no. Forskriften gjelder for virksomheter der arbeidstakerne eksponeres eller kan bli eksponert for biologiske faktorer i forbindelse med arbeidet. Forskriftens formål er å beskytte arbeidstakernes helse og sikkerhet og å forebygge at de utsettes for farer som oppstår eller kan oppstå ved at de eksponeres for biologiske faktorer i arbeidsmiljøet. 
Instrukser og rutiner beskrevet i dette dokumentet er i samsvar med de generelle retningslinjene for arbeid med mikroorganismer i smitterisikogruppe 2 (heretter betegnet klasse 2) som er utarbeidet ved Institutt for Bioteknologi. Dokumentet gir en risikovurdering og instrukser for arbeid med klasse 2 begrenset til de oppgitte rom.
2 RISIKOVURDERING I FORBINDELSE MED ARBEID MED BIOLOGISKE FAKTORER 

iht. §7 i forskriften.
2.1 Virkeområde for risikovurderingen
Vurderingen gjelder arbeid på rom 309 (blokk KIII) og rom 427 (blokk KIII). Rom 427 vil kun bli benyttet som inkubatorrom i forbindelse med arbeid på rom 309. 
Revidering av risikovurdering.
Instituttet skal sørge for at risikovurdering gjentas årlig og ved enhver endring av forhold som kan ha innvirkning på arbeidstakernes risiko i forbindelse med eksponering for biologiske faktorer. Dette innebærer at risikovurdering må utføres på nytt dersom det tas i bruk nye biologiske faktorer. Kontaktperson klasse 2 organismer er ansvarlig for utarbeidelse og revidering av risikovurdering ved Institutt for Bioteknologi. 
2.2 Premisser for risikovurderingen
Alle personer involvert i arbeidet forplikter seg til å overholde de instrukser som er gitt i dette dokumentet. Kun personell med god mikrobiologisk opplæring vil være involvert i arbeidet med klasse 2. Alt arbeid skal utføres i tråd med god laboratoriepraksis. 

2.3 Generell beskrivelse av arbeidet

Arbeidet med Mycobacterium avium vil gjelde dyrking på fast medium (agarskåler) og i flytende kultur. Flytende kulturer vil omfatte både lukkede rysteflasker og mikrotiterplater av ulikt format. Det vil også bli aktuelt med automatisert behandling av kulturer dyrket i mikrotiterformat, og deler av dette arbeidet vil foregå med åpne plater på lab allerede godkjent for klasse 2 arbeid. 
Arbeidet med mammalske cellekulturer kl 2 (IC21, HEK293, HeLa med flere) vil omfatte dyrkning i flasker og i mikrotiterplater av ulikt format. Cellelinjene er adherente og vil sitte fast i bunnen av dyrkningsflaskene/platene. Diverse prosedyrer krever at cellene blir tatt ut av lafbenken (for eksempel mikroskopi, flow cytometri, sentrifugering etc).

2.4 Beskrivelse og vurdering av biologiske faktorer som benyttes:
Følgende mikroorganisme benyttes i det aktuelle arbeidet:

2.4.1 Mikroorganismer i smitterisikogruppe 2.
Mycobacterium avium, strain 104 (villtype) and pMH109 (uttrykker luciferase)
Mammalske celler:
- IC21, peritoneal macrophage from mouse (ATCC TIB-186)

- HEK293, epithelial kidney cells from human (ATCC CRL-1573)
- HeLa, epithelial cervix cells from human (ATCC CCL-2)
2.4.2 Redegjørelse for sykdomsrisiko knyttet til infeksjonsfare.
Biologisk agens:  Mycobacterium avium, Gram positive stav, ikke sporedannende, ikke motil, lett kurved, syrefast farging, aerob, seint-voksende. Klasse 2 patogen.

Kilde: www.fhi.no (Folkehelseinstituttet):

”Atypisk mykobakterieinfeksjoner 

Generelt

Atypisk mykobakterier kalles også MOTT (mycobacteria other than tubercle bacilli) eller NTM (non-tuberculous mycobacteria). Dette er en stor gruppe mykobakterie-arter som ikke tilhører Mycobacterium tuberculosis- komplekset. En del av disse artene er potensielt sykdoms-fremkallende hos mennesker. Størst betydning for sykdom hos mennesker har Mycobacterium avium og M. intracellulare, M. scrofulaceum, M. kansasii og M. marinum. De to første omtales også ofte som M. avium-intracellulare komplekset (MAC). Sammenheng mellom atypisk mykobakterier og sykdom hos mennesker ble påvist på 1950-tallet. Mykobakterier finnes utbredt i naturen, og kan i visse miljøer (f.eks. i bassengbad og akvarium) medføre smitteoverføring til mennesker. Dette gjelder spesielt M. marinum. Immunsvekkede, f.eks. AIDS-pasienter, er mer utsatt for sykdom. Ca. 0,4% av ikke-BCG-vaksinerte skoleelever er tuberkulinpositive, hovedsakelig pga. smitte med atypisk mykobakterier. Atypisk mykobakterieinfeksjoner kan skape differensialdiagnostiske problemer i forhold til tuberkulose. I Norge opptrer vanligvis sporadiske tilfeller og enkelte små utbrudd ofte med utgangspunkt i bassengbad.

Smittemåte 

Vehikkelsmitte gjennom nærmiljø, f.eks. bassengbad. Bakteriene overføres gjennom defekt hud eller inhalasjon. Smitter normalt ikke fra person til person. 

Inkubasjonstid: Usikkert. For M. marinum 2-3 uker. 

Symptomer og forløp: Asymptomatiske infeksjoner er relativt vanlige. 
De vanligste sykdomsbilder er: lungesykdom som klinisk kan være vanskelig å skille fra tuberkulose. Forårsakes vanligvis av M. avium, M. intracellulare og M. kansasii 

hudsykdom som vanligvis forårsakes av M. marinum cervikal lymfadenitt med abscesser, særlig hos små barn, forårsakes vanligvis av M. avium, M. intracellulare og M. scrofulaceum 

disseminert sykdom som primært rammer immunsvekkede (f.eks. AIDS-pasienter).

Hos voksne rammer atypisk mykobakterieinfeksjoner ofte personer som har en underliggende sykdom.

Diagnostikk   

Agenspåvisning ved direkte mikroskopi av ekspektorat eller biopsi. Materialet må også sendes til dyrkning, som kan ta 4-8 uker. Atypisk mykobakterier kan kolonisere pasienter med en underliggende lungesykdom. Ved lungesykdom kreves det derfor flere positive dyrkningsresultat for å bekrefte diagnosen. Gjennomgått infeksjon med atypisk mykobakterier gir vanligvis positiv tuberkulintest som oftest går gradvis tilbake i løpet av noen måneder. Spesifikk tuberkulinliknende test for påvisning av infeksjon med enkelte atypisk mykobakterier kalles sensitin, men har begrenset klinisk verdi. Nasjonale referansefunksjoner er lagt til Folkehelseinstituttet.

Insidens i Norge

Infeksjon med atypiske mykobakterier har vært nominativt meldingspliktig i MSIS siden 1975.  
Årlig meldes det til MSIS ca. 100 tilfeller av infeksjon med atypisk mykobakterier. Hovedparten av disse er lungesykdom forårsaket av M. avium. 

Behandling   

Ingen behandling er nødvendig ved påvisning av basiller uten sykdom eller tuberkulinomslag uten sykdom. Ved lungesykdom og disseminerte former gis langvarig behandling med tuberkulostatika, ofte i kombinasjonsbehandling. Ved lymfadenitt fjernes tumor kirurgisk. Utgifter til antiinfektive legemidler kan søkes dekket av Folketrygden etter ”blåreseptforskriftens” § 2 eller § 10.

Forebyggende tiltak

Tvilsomt om BCG-vaksine har beskyttende effekt.
  

Tiltak ved enkelttilfelle eller utbrudd    

Ved enkelttilfelle er miljøundersøkelse ikke indisert. Ved opphopning av tilfeller må evt. smittereservoar forsøkes funnet, f.eks. badeanlegg, med eventuell stengning og prøvetaking. Sjokk-klorering av basseng er beste desinfeksjonsmetode. Atypisk mykobakterier regnes ikke som smittsomme fra person til person. Ved mistenkt smitte fra akvarium: utskifting av fisk, koking av bunnsediment og grundig rengjøring av akvariet. Barn med påvist atypisk mykobakterieinfeksjon kan gå i barnehagen ved god allmenntilstand, ellers ingen restriksjoner. 

Meldings- og varslingsplikt 

Meldingspliktig til MSIS, gruppe A. Klinikere skal melde sykdom forårsaket av atypisk mykobakterier, mens laboratorier skal melde funn av disse bakteriene. 

Meldingspliktig til MSIS, gruppe A. Klinikere skal melde sykdom forårsaket av atypisk mykobakterier, mens laboratorier skal melde funn av disse bakteriene. Kriterier for melding er laboratoriepåvisning ved isolering av mykobakterier som ikke tilhører M. tuberculosis-komplekset

Varsling til kommunelege, Folkehelseinstituttet og andre instanser kan være aktuelt ved utbrudd.”
Oppsummering; effekt på mennesker: M. avium er normalt forekommende i miljøet og forårsaker svært sjeldent sykdom i normalt friske individer. Disseminert infeksjon (MAC sykdom) er mest utbredt i forbindelse med HIV-infeksjon. Pulmonær sykdom kan i sjeldne tilfeller forekomme i individer med normal immunstatus men som har underliggende disponerende faktorer for lungesykdom. For å være på den sikre siden bør ikke immunsupprimerte individer jobbe med M. avium. Det finnes mange virksomme medisiner mot MAC sykdom; vanligvis brukes en kombinasjon av klaritromycin og etambutol, i noen tilfeller sammen med rifabutin.

Biologisk agens: mammalske celler klasse 2. 
Kilde: American Type Culture Collection (ATCC). Basert på informasjonsark om cellelinjen 


IC-21. Direkte oversatt fra engelsk. Cellelinjen inneholder papovavirus.
”Smitterisikogruppe: 2

Advarsel: Denne cellelinjen er kjent å inneholde en agent (papovavirus) som krever behandling etter smitterisikogruppe 2 (US Government Publication ”Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories” CDC, 1993). Disse agentene har blitt assosiert med sykdom hos menneske. Denne cellelinjen har ikke blitt testet for Hepatitt B, HIV eller ytterligere agenter. Cellelinjer som er utledet fra primat lymfoid vev kan falle under reguleringene for 29 CFR 1910.1030 blodbårne patogener. Behandles som potensielt biologisk risikomaterialer under minst smitterisikogruppe 2.”

Generelt for arbeid med både bakterier og mammalske celler

Arbeidet med klasse 2 – organismer vil kun bli utført av personell som har fått opplæring eller er under opplæring for å jobbe med disse bakteriene og cellene. Ved etterlevelse av de arbeidsrutiner som er beskrevet under punkt 3, 4 og 5 vurderes sannsynligheten for at en arbeidstaker kan få infeksjonssykdom av de aktuelle biologiske faktorene som meget liten. 
Arbeidstakers helsetilstand vil bli vurdert. Ved alvorlig immunsvekkelse som følge av ervervet eller arvelig immunsvikt bør arbeid med de omtalte biologiske faktorer unngås. Det påhviler de aktuelle arbeidstagere i samarbeid med laboratorieleder å avklare slike forhold.
2.5 Samlet risikovurdering

Iht. forskriftens §7 skal det i tillegg til faren for infeksjon (se punkt 2.4) foretas en vurdering av hvilke toksiske, allergene eller andre skadelige stoffer de biologiske faktorene kan gi opphav til. 

Det er ikke kjent at de aktuelle organismene representerer noen risiko mht allergiske reaksjoner eller ved produksjon av toksiner. Risiko for hudkontakt med mikroorganismene er svært lav ved bruk av egnet arbeidstøy og hansker under arbeidet (se punkt 4). 

3 TILTAK VED UFORUTSETT EKSPONERING
Tiltak iht. § 15 i forskriften.
Dersom operatør blir eksponert for materiale som inneholder mikroorganismer i klasse 2 skal følgende trinn følges:
1. Operatør tar av seg evt. kontaminert tøy og legger dette i en autoklaverbar plastpose (finnes på merket plass).

2. Eksponerte hudområder vaskes med såpe og vann. Det skal ikke brukes løsninger eller børste som kan skade hud og slimhinnebarrierer. Ved behov tilkalles hjelp ved bruk av telefon som finnes på rommet. 

3. Arbeidsleder, verneombud og instituttledelse varsles.

4. Operatør skal legge vekt på å ikke overføre kontaminasjonen til nye punkter i laboratoriet.

5. Ved stikkskader (brudd på hud- og slimhinnebarrierer) følges punkt 1-3, samt at sykehusets legevakt kontaktes og konsulteres. 

6. Operatør skal følges opp med gjennomgang av episoden med arbeidsleder, verneombud og instituttleder. 

7. Ved behov for legeundersøkelse settes det opp et egnet kontrollregime
Spesielt for uforutsett eksponering av Mycobacterium avium:

(I tilfelle aerosol eksponering, stikk eller bitt etc.). Inhalering av aerosoler som inneholder bakterier (fra kultur eller væske fra infiserte dyr) representerer den største risikoen for smittefare ved arbeid med M. avium, og episoder bør evalueres av helsepersonell. Det samme gjelder stikk med sprøytespiss som har vært i kontakt med infisert væske eller bakteriesuspensjon, og bitt av infiserte dyr. Sår må skrubbes i rent vann og helsepersonell oppsøkes. Hvis unormal sykdom opptrer hos personer som jobber med bakterien eller er i kontakt med infiserte forsøksdyr bør personen oppsøke helsepersonell og blodprøve til dyrkning bør vurderes. Gi beskjed om at mulig smittestoff er M. avium. Antibiotika er tilgjengelig for behandling (se 2.4).

Ved uhell som kan ha ført til spredning av mikroorganismer i klasse 2 ut over de areal som er adgangsbegrenset og tiltenkt arbeid med klasse 2, skal Instituttet sørge for at arbeidstakerne straks blir underrettet. Instituttet skal snarest mulig sørge for at arbeidstakerne blir varslet om årsaken til uhellet og om hvilke tiltak som er eller vil bli satt i verk. Tilsvarende ansvar påhviler instituttet overfor medarbeidere uten ansettelsesforhold (studenter etc.) som arbeider på Instituttets område. 

Instituttet ved instituttleder skal straks varsle Arbeidstilsynets distriktskontor om ulykker og uhell. 

Telefonnummer for kontakt ved uhell
Instituttleder: 
Kjetil Rasmussen, tlf. 73594034
Verneombud: 
Wenche Iren Strand, tlf 73598689
Vaktselskap: 
800 80 388

Legevakt: 

73 52 25 00
Arbeidstilsynet: 
81 54 82 22
Tiltak ved kontaminasjon av arbeidsflater og utstyr er beskrevet under generelle arbeidsrutiner, se punkt 4
4 GENERELLE RUTINER FOR ARBEIDET OG VERNETILTAK
Rutinene er iht. §10, 11 og 13 i forskriften.

4.1 Tiltak før arbeid med klasse 2 starter

· Personer med tilgang til rom 309 og 427 informeres 
· Dør til rom 309 og 427 merkes med skilt for biologisk fare.

· Det henges opp informasjonsskilt til renholdspersonale / vaktmester som opplyser om at arbeid med biologiske faktorer pågår og ingen adgang under slikt arbeid.
· Arbeidsområdene ryddes for uvedkommende materiell.

· Avfallshåndtering planlegges og avfallsbeholdere klargjøres.
4.2 Generelle arbeidsrutiner
· Alt arbeid skal utføres iht. god laboratoriepraksis. God orden under utføring av arbeidet skal vektlegges. Det er ikke tillatt å spise eller drikke under arbeidet.

· All manuell håndtering av organismer i klasse 2 skal foretas i sikkerhetsbenk som finnes på rom 309. Bakteriekulturer oppbevares i lukkede beholdere og alt arbeid med åpne kulturer og bakteriesuspensjoner skjer i sterilbenker.
· Ved alt arbeid som medfører håndtering av mikroorganismer i klasse 2 skal det benyttes hansker. Det skal legges spesiell vekt på å unngå smitte overført ved kontaminerte hansker. Potensielt kontaminerte hansker kastes som punkt 5.1.1 eller 5.1.2.  

· Ved mulig smitte på huden skal det vaskes umiddelbart med såpe og vann (se punkt 2, avsnitt 3).
· Inkubasjon av kulturer (mikrotiterplater, agarskåler eller dyrkningsflasker) med klasse 2 organismer skal kun gjøres på rom 309 eller 427. Ved inkubasjonen skal det settes opp skilt som angir at det inkuberte materiellet inneholder klasse 2 organismer. For mycobakteriebakteriekulturer inkuberes cellene alltid i lukkede beholdere med skrutopp eller på agarskåler forseglet i plastikkposer. 
· Når arbeidsområdet forlates skal labfrakk og hansker tas av. Det foretas håndvask før området forlates.
4.3 Personlig verneutstyr

· Under arbeidet skal det benyttes en dedikert labfrakk som tas av når arbeidsområdet forlates. 
· Frakkene skal henges opp på kroker merket av for dette formålet.

· Før vask skal frakkene autoklaveres for å hindre at disse er en kilde til kontaminasjon.
· Det skal benyttes hansker av lateks eller butylgummi. Det skal ikke benyttes vinylhansker.

4.4 Rutiner for desinfeksjon av arbeidsområder og utstyr

4.4.1 Rutinemessig desinfeksjon av arbeidsområder
· Ved avslutning av arbeidet skal alle arbeidsflater vaskes med 70% etanol og eventuelt 5% kloramin. Vasken utføres ved bruk av spruteflaske eller sprayflaske med etanol og tørkepapir. 
· Det skal sprayes på tilstrekkelig med 70 % til at flatene blir godt fuktet. La etanolen få virke i ca 1 min før det brukes tørkepapir. Brukte papirhåndduker fra vasking med etanol kan kastes som ordinært avfall.

Gulvflater på isolat bør vaskes med engangsmopp av personell som har godkjent adgang til isolatet, og gulv- og benkflater på isolatet kan vaskes med 5% kloramin ved avslutning av forsøksserie. 

4.4.2 Tiltak ved uhell som medfører kontaminasjon av utstyr eller arbeidsområder
· Dersom flytende kulturer av mikroorganismer søles ut på arbeidsområder eller utstyr, skal spillet tørkes opp med papir som kastes som kontaminert avfall (punkt 5.1.1 og 5.1.2). 
· Deretter gjennomføres det desinfisering som beskrevet under punkt 4.4.1. Behandlingen gjentas en gang til. 

· Det skal utvises aktsomhet for å unngå at kontaminasjon blir overført til nye punkter.

· Ved uhell som kan ha ført til spredning av mikroorganismer i klasse 2 ut over de areal som er adgangsbegrenset og tiltenkt arbeid med klasse 2 skal arbeidsleder og Instituttet varsles umiddelbart (som beskrevet under punkt 3).

For uforutsett søl med mycobakterier behandles området med 5% Kloramin eller 3.5% Fenyl-fenol i 1 time. Alle overflater og utstyr som har vært i kontakt med mulig smittefarlig materiale vaskes med 5% Kloramin, 3.5% Fenyl-fenol eller 70% Etanol. Om mulig settes UV-lys på 1 time etter endt arbeid. Virkon er ikke virksomt mot mykobakterier.
4.5 Avslutning av arbeidet

· Arbeidsområdene ryddes og desinfiseres (se punkt 4.4.1)

· Avfallet håndteres iht. rutinene beskrevet under punkt 5.
· Fjerning av skilt med biologisk fare og endring av atkomst til rom 309 eller 427 skal ikke gjøres før dette er gjennomført.

5 HÅNDTERING AV AVFALL
Rutiner for behandling av avfall er iht. § 14 i forskriften.

5.1 Rutiner for behandling av ulike typer avfall

Rutinene for behandling av de ulike typene avfall som inneholder mikroorganismer er beskrevet under. 
5.1.1 Forbruksmateriell og kulturer som inneholder mammalske celler (klasse 2)
Forbruksmateriell som inneholder mammalske celler klasse 2 kastes i plastbeholdere for risikoavfall. Disse merkes med et eget deklarasjonsskjema (finnes på merket plass). Kryss av for biologisk avfall til forbrenning, fyll inn dato, Inst. for Bioteknologi og underskrift. Fulle beholdere transporteres til rom DU4-164 i Realfagsbygget. Dette rommet er låst. Nøkkel fås fra avd. ingeniør Merethe Christensen (tlf. 73598683) eller ing. Anita Storsve (tlf. 73550788). Nye riskavfallsbeholdere hentes ut fra rom DU4-164.

Store volum av væske som inneholder mammalske celler klasse 2 skal autoklaveres 40 min. ved 121oC (autoklav i 4 etg. i blokk KIII). Kulturene slås ut i vask i avtrekk og flaskene legges deretter til ordinær vask.
5.1.2 Forbruksmateriell og kulturer som inneholder Mycobacterium avium (klasse 2)
Forbruksmateriell som inneholder Mycobacterium avium (for eksempel pipettespisser) vil bli samlet opp i en plastflaske under avtrekk som inneholder litt 5% kloramin i bunnen. Denne flasken kastes i risikoavfall når den er full.
Små volum av væske som inneholder M. avium blir samlet opp i plastflasker under avtrekk som inneholder 10% kloramin. Når konsentrasjonen av denne væsken oppnår 5% blir den levert inn som spesialavfall (kloramin). Større volum kontaminert væske kan suges opp med pumpe til store glassflasker som enten kan inneholde kloramin og følge samme prosedyre som for små volum, eller autoklaveres og slås ut i vasken. 
Agarplater og annet større avfall som inneholder mycobacterier vil samles opp i autoklavposer i en lukket kontainer, deretter autoklaveres og kastes som risikoavfall. 

5.1.3 
Annet avfall

Avfall som ikke har vært i kontakt med mikroorganismer klasse 2 og ikke inneholder rekombinante mikroorganismer klasse 1 vil bli kastet som vanlig avfall. Rekombinante mikroorganismer klasse 1 blir behandlet som punkt 5.1.2. 
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