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Varnost v laboratoriju in zasc¢ita zdravstvenih delavcev pred okuzbami

Zagotavljanje varnosti v mikrobioloskem
laboratoriju - biovarnostni standardi

Ensuring safety in the microbiology laboratory — biosafety

standards

Tadej Malovrh?!

IZVLECEK

KL]UCNE BESEDE: mikrobioloski laboratorij, zas¢itna oprema, mikrobni agensi,
standardi biovarnosti

Za zagotavljanje varnega dela v mikrobioloSkem laboratoriju moramo obvladati ele-
mente biovarnosti, ki jih vklju¢imo v organizacijski in delovni proces laboratorija. V
tehni¢nem in organizacijskem smislu se mikrobioloski laboratoriji razvrscajo v Stiri
stopnje biovarnosti, pri cemer vsaka zahteva nekoliko drugacen nacin dela, da se
zanesljivo omejijo tveganja, ki izhajajo iz dela z mikrobnimi agensi.

ABSTRACT

KEY WORDS: microbiology laboratory, protective equipment, microbial agents,
biosafety standards

To assure safe work in a microbiological laboratory, we must understand the ele-
ments of biosafety, which should be included in the organization and work process
of the laboratory. In technical and organizational terms, microbiological laborato-
ries are classified into four biosafety levels, with each level requiring specific way of
working to reliably reduce the risks occurring from handling with microbial agents.

uvoD

Glede na opredelitev Svetovne zdravstvene organizacije (SZO, angl. World Health
organisation, WHO) je biovarnost strateski in celosten pristop k analizi ter obvlado-
vanju kljucnih tveganj za zivljenje in zdravje ljudi, Zivali ter rastlin in s tem povezanih
nevarnosti za okolje (1). Pristop temelji na prepoznavanju kriti¢nih povezav med
groznjami in moznostjo njihovega Sirjenja znotraj podroc¢ja ali med dejavnostmi,
kar bi lahko imelo posledice za celoten sistem. Ta razmeroma zapletena definicija
v laboratorijski praksi pomeni, da se moramo pri svojem delu zavedati (bioloskih)
nevarnosti, ki nam ob neustreznem delu grozijo in bi lahko imele ob nepravilnem
pristopu, reakcijah ali ukrepih nezelene posledice za okolje. Na podrocju biovarnosti
upostevamo tri osrednje angleSke termine, biosafety, biosecurity in biorisk manage-
ment, ki jih moramo seveda smiselno prevesti tudi v slovenski jezik (1). Do sedaj
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uporabljeni prevodi teh terminov kaZejo, da se nismo poglobljeno ukvarjali z njimi,
zaznavamo pa tudi neenotnost med strokami, saj vsaka nekoliko drugace uporablja
in povzema prevedeno terminologijo. Angleski izraz biosafety bi lahko prevedli kot
biovarnost, za biosecurity pa bi morda lahko uporabili prevod bioloska zas¢ita. Iz-
virna angleska termina imata sicer jasno definicijo, razlika v pomenu izrazov je raz-
vidna, manj oc¢itna je pomenska razlika med izrazi v slovenskem prevodu. V praksi
nam morda bolj domace zveni izraz biovarnost, kot sinteza obeh angleskih pojmov,
npr. biovarnost v mikrobioloskem laboratoriju, kot pa »bioloska za$¢ita« v mikrobi-
oloskem laboratoriju. Tretji izraz, biorisk management, pa ustrezno prevedemo kot
upravljanje z bioloSkim tveganjem; ta prevod se ujema tudi s samo definicijo pojma.
Podrocje biovarnosti ni novo, Ze razmeroma dolgo je integrirano v kmetijstvu, eko-
logiji, kemiji, sinteti¢ni biologiji, eksobiologiji ter seveda v veterinarski in humani
medicini. Na podro¢ju medicine je biovarnost vklju¢ena v delo z mikrobnimi agensi
(MA) in delo s substancami, ki v organizmu povzrocijo bioloski (zdravilni) u¢inek
(2). Varno delo v mikrobioloskem laboratoriju kot tudi zagotavljanje varnosti temelji
na poznavanju, vkljucevanju in prakti¢ni izpeljavi razlicnih segmentov ali elementov
podrocja biovarnosti, pri cemer se ti elementi smiselno vkljucujejo tudi v druga so-
rodna podroc¢ja zunaj mikrobioloskega laboratorija (2).

VARNOST V MIKROBIOLOSKEM LABORATORLJU

Dojemanje varnega dela v mikrobioloSkem laboratoriju je pogosto samoumevno,
temelji na pozitivnih izku$njah in rutini, osnovni osebni zas¢iti ter tehni¢nih pri-
stopih za zadrzevanje in vzdrzevanje laboratorijskega okolja. Pristop se nekoliko
spremeni v situacijah, ko se v laboratoriju zaposli nov delavec ali ko pridejo Studenti
zaradi razli¢nih Studijskih obveznosti, ki zahtevajo poznavanje ustroja laboratorija.
Obicajno se mora zadolZeni strokovnjak zavzeti, da na kratko razloZi pravila labo-
ratorijskega okolja z vsemi tveganji in nevarnostmi, ki sledijo iz dela z mikroorga-
nizmi. V razmeroma kratkem ¢asu se novemu delavcu ponudi vsa teorija, sledi pa
pricakovanje prakti¢ne aplikacije v laboratorijskem okolju. Taksen pristop je Ze del
aplikacije podrocja biovarnosti, ki se intenzivira in mocno razsiri ob izbruhu kuzne
bolezni, ko se mora mikrobioloski laboratorij prestrukturirati iz rutinskega, mirno-
dobnega ustroja delovanja v nevsakdanje aktiven laboratorij (3). V tak$nih situaci-
jah se povecujejo razli¢na tveganja, ki lahko na¢nejo varno delo in zdravje delavcev
kot tudi zagotavljanje ohranjanja laboratorijskega okolja. Povecano Stevilo vzorcey,
dodatna administracija, fizi¢na in psihi¢na preobremenjenost delavcev, pojav novih
sevov ali vrst MA, do skrajnosti izkoriS¢ene kapacitete laboratorijske opreme kot
tudi potreba po drugacni organiziranosti laboratorijskega dela in navsezadnje Se
pri¢akovanje Sirse javnosti lahko mo¢no vplivajo na delovanje laboratorija. Tudi do
stopnje, ko se zgodijo laboratorijske nesrece, ki se koncajo z okuzbo zaposlenih in
izgubo integritete laboratorija.

BIOVARNOST

Eden klju¢nih elementov varnega dela v mikrobioloskem laboratoriju je uposteva-
nje nacel biovarnosti. Termin biovarnost (angl. biosafety) se nanasa neposredno na
ukrepe, ki so sprejeti ter vpeljani z namenom preprecevanja izgube integritete labo-
ratorija zaradi nenamernega sproscanja bioloskih agensov (BA), kot so MA, toksini,
gensko spremenjeni organizmi ali celi¢ne linije, v okolje kot tudi za preprecevanje
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izpostavljenosti ljudi (laboratorijskega osebja, raziskovalcev, Studentov in javnosti),
zivali (npr. indikatorskih dovzetnih Zivali v blizini laboratorija) in okolja tem de-
javnikom (3, 4). Biovarnost vkljucuje pripravo dokumentacije (vodila, standardni
operativni postopki /SOP/), ki opredeljuje vse postopke in ravnanja v laboratoriju,
vkljucno z opisom ravnanja v primeru laboratorijske nesrece, ravnanja z bioloskim
materialom in odpadki (3). V laboratoriju mora biti jasno in nedvoumno opisana
potrebna osebna varovalna oprema in njena uporaba, prav tako mora biti oprede-
ljeno podrocje laboratorija z vsemi tehni¢nimi in projektnimi zahtevami, ki morajo
biti skladne s stopnjo biovarnosti laboratorija.

Drugi element, angl. biosecurity, ki ga manj ustrezno prevajamo tudi kot bioloska
zasCita, se nanasa na ukrepe za preprecevanje (nacrtovane) zlorabe BA, ki bi jo iz-
vedli nedosledni (neodgovorni) posamezniki ali zZlonamerne skupine (bioterorizem).
Vecinoma vkljucuje fizicne mehanizme za vzpostavitev ter vzdrZevanje varnosti, kot
so ukrepi za preprecevanje nepooblascenega dostopa do BA, preprecevanje kraje,
sabotaZe ali nenamernega izpusta, kar na sploSno pripomore k zmanjSevanju tvega-
nja (3). Ta del biovarnosti obsega dejavnosti od varnostnega pregleda in preverjanja
preteklosti (potencialnega) novega osebja, preverjanja psihofizi¢nih sposobnosti do
fizicne kontrole in nadzora vstopa na obmocje laboratorija bodisi prek pooblascene
osebe ali kamer, ustrezno alarmiranje, lahko tudi prepoznavanje obrazov z umetno
inteligenco. Posebna pozornost je namenjena Se administrativnim pristopom v pri-
meru zaznanih nepravilnosti ob delu z BA, v primeru transporta, shranjevanja in
unicevanja BA kot tudi nacrtovanja njihove uporabe v raziskovalne namene, vkljucno
z objavljanjem rezultatov raziskav, v katerih so razkrite dolocene informacije, ki bi
lahko bile zlorabljene.

Celovit pristop k varnosti in zasciti razumemo kot upravljanje z bioloskimi tve-
ganji (angl. biorisk management) in danes si tezko predstavljamo varno delo v labo-
ratoriju, Ce v obratovanje ne vklju¢imo vsaj nekaterih prvin te dejavnosti (5). Gre
za proces, s katerim mikrobioloski laboratoriji in drugi sorodni objekti zdruZujejo
biovarnost in biolosko zas¢ito za nadzor ali omejevanje tveganj, povezanih z dia-
gnosti¢nim delom ali ravnanjem (nenamernim in namernim), s shranjevanjem in z
odstranjevanjem kot tudi z razsirjanjem BA ali toksinov. Bistveni elementi procesa so
priprava ocene tveganja, kjer moramo prepoznati potencialne nevarnosti, definirati
ranljivosti, povezane z delom; proces vkljucuje izvajanje ukrepov za zmanjSanje teh
tveganj, stalno usposabljanje in izobraZevanje laboratorijskega osebja, redne varno-
stne preglede laboratorijskih zmogljivosti v tehni¢nem pogledu in simulacijske vaje
laboratorijske nesrece ali izbruhov bolezni. Del procesa upravljanja je tudi razvoj
nacrtov za odzivanje na izredne razmere, nacrt za odzivanje na izbruhe specifi¢nih
kuznih bolezni in navsezadnje analiza stroSkovne koristi vpeljanega procesa.

KLASIFIKACIJA MIKROBIOLOSKIH LABORATORIJEV
GLEDE NA STOPNJO BIOVARNOSTI

Stopnja biovarnosti (angl. biosafety level, BSL) ali stopnja zaScCite pred patogeni (angl.
Pathogen/Protection Level, P) je niz previdnostnih ukrepov za ohranjanje bioloske
integritete, ki so potrebni za delo z nevarnimi BA v zaprtem laboratoriju (okolju). Ob
vstopu v laboratorijske prostore zato ve¢inoma na vidnem mestu (vrata) opazimo
mednarodno dogovorjen znak za bioloSko nevarnost. Poznamo Stiri biovarnostne
stopnje organizacije in delovanja laboratorijev, BSL-1 (P1), BSL-2 (P2), BSL-3 (P3)
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in BSL-4 (P4). Vsaka stopnja ima specifi¢ne tehni¢ne in organizacijske resitve glede
na primarna tveganja, ki dolocajo ravni ohranjanja bioloske integritete (1, 3, 4). Te-
meljijo ve¢inoma na lastnostih MA, kot so nalezljivost, resnost bolezni, ki jo povzro-
Ci, dostopna preventiva in zdravstveno varstvo. Za dolocitev potrebne ravni BSL se
orientiramo po eni izmed razvrstitev MA, npr. razvrstitev MA po skupinah tveganja
Svetovne zdravstvene organizacije (angl. WHO Classification of infective microorga-
nisms by risk group), Ki jih glede na njihove lastnosti in zdravstveno tveganje razvr-
SCa v Stiri skupine. Na podrocju veterinarske medicine se odlocitev o izbiri stopnje
BSL dopolnjuje Se z ekonomskim vplivom, ki ga ima doloCena bolezen na dovzetno
zivalsko populacijo (5).

STOPNJA BIOVARNOSTI 1 (BSL-1)

To je osnovna stopnja delovanja laboratorija, na kateri osebje dela z MA, Kkjer je
tveganje za okuzbe pri zdravih posameznikih nicelno ali nizko. Laboratorija ni tre-
ba izolirati od okoliskih prostorov ali objektov, izvaja se dejavnosti, ki zahtevajo le
standardne mikrobioloSke prakse. Delo poteka na laboratorijskih pultih, z uporabo
standardne osebne zascite, kot je halja, ob delu z vzorci uporabljamo rokavice, po
zakljucku dela razkuzimo delovne povrsine in roke. V primeru razlitja MA ali druge
nesrece je potrebna takojsnja dekontaminacija povrsine. Okuzeni materiali se pred
odstranjevanjem dekontaminirajo, obi¢ajno z uporabo avtoklava. V tehni¢nem pog-
ledu mora imeti laboratorij neporozne delovne povrsine, ki prenesejo razkuzevanje,
prav tako morajo biti tla in stene obdelani z materiali, ki omogoc¢ajo mokro ¢iScenje
in razkuzevanje. Stiki povrsin naj bi bili obdelani z zaokroZnicami. Na voljo mora biti
umivalnik za umivanje rok in dostop do laboratorija skozi vrata, ki loCujejo delovni
prostor od preostalega dela objekta.

STOPNJA BIOVARNOSTI 2 (BSL-2)

Ta stopnja biovarnosti se uporablja pri delu z MA, povezanimi s ¢loveskimi ali Zi-
valskimi boleznimi, ki predstavljajo zmerno tveganje za zdravje. Laboratoriji BSL-2
naceloma vzdrzujejo enake standarde dela kot osnovna stopnja biovarnosti, z do-
polnitvami, ki zmanjSujejo pricakovana tveganja. Dostop do laboratorija je bolj nad-
zorovan kot pri BSL-1, vstopajo lahko le pooblasceni sodelavci, zunanjemu osebiju,
imunsko oslabljenim in drugim osebam s povecanim tveganjem za okuzbo se lahko
po presoji vodje laboratorija vstop zavrne. V laboratorij se vstopa skozi dvojna vra-
ta z medprostorom, kjer se osebje preoblece in zamenja obutev. Tehnicne resSitve v
laboratoriju vkljucujejo kontrolirano prezracevanje, po moznosti blindirana okna,
talne, stenske in stropne povrsSine morajo biti obdelane z definiranimi materiali, ki
omogocajo pranje in razkuZevanje, v laboratoriju se za delo glede na potrebe upo-
rabljajo izolacijske komore (angl. biosafety cabinets, BSCs). Ves bioloski material se
mora preverjeno ucinkovito dekontaminirati (avtoklaviranje). Dodatna osebna va-
rovalna oprema se lahko uporablja pri specifi¢nih delih na podlagi analize tveganja.

STOPNJA BIOVARNOSTI 3 (BSL-3)

Logicno stopnjevanje biovarnosti vkljucuje organizacijo in tehni¢ne znacilnosti labo-
ratorijev BSL-3, Kjer se dela z MA, ki se ve¢inoma prenasajo aerogeno in povzrocajo
resna, potencialno smrtna obolenja pri ljudeh, v veterinarski medicini pa to velja za
MA, ki pri dovzetnih gostiteljih povzrocajo tudi velike gospodarske izgube. Vstop v
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laboratorij je ves ¢as strogo nadzorovan, osebje je posebej usposobljeno za svoje na-
loge in seznanjeno s tveganji. Mikrobioloske tehnike se izvajajo izbrano, poseben po-
udarek je na visoki stopnji osebne varovalne opreme (rokavice, zascita dihal in oci),
delo poteka izkljucno v izolacijskih komorah, ves izstopni material iz laboratorija se
mora dosledno dekontaminirati, vstopni in izstopni zrak mora biti absolutno filtri-
ran, prostori v laboratoriju delujejo pod nizjim zra¢nim tlakom glede na zunanjost.
Vstop v laboratorij je vedno iz prostorov BSL-2, obvezno je popolno preoblacenje, v
dolocenih (veterinarskih) laboratorijih je ob izstopu predpisano Se obvezno prhanje.
V arhitekturnem pogledu morajo biti laboratoriji BSL-3 organizirani po sendvic siste-
mu, kjer je nad laboratorijskimi prostori tehni¢na etaza s strojnimi instalacijami (fil-
tracija in prezracevanje, ogrevanje, vlazZenje), pod laboratorijskimi prostori pa mora
biti v podtlacnem rezimu sistem za dekontaminacijo odplak. Posebna pozornost je
namenjena prebojem vstopnih instalacij skozi steno v laboratorij, povrsine prostorov
morajo biti izvedene v materialih (epoksi), ki omogocajo agresivno dekontaminacijo
(pare vodikovega peroksida, formalinske pare). V laboratoriju morajo biti vse insta-
lacije nadometne in lahko dostopne, vsak prostor laboratorija mora zagotavljati ab-
solutno tlaéno izolacijo. Ce ima laboratorij kapacitete za laboratorijske ali poskusne
Zivali, mora biti na razpolago ucinkovit sistem za dekontaminacijo (velikih) trupel in
nastilja. V Sloveniji na stopnji BSL-3 delujeta laboratorija na veterinarski in medicin-
ski fakulteti Univerze v Ljubljani, na obeh inStitutih za mikrobiologijo.

STOPNJA BIOVARNOSTI 4 (BSL-4)

Standard BSL-4 temelji na zahtevah BSL-3 glede ohranjanja integritete laboratorija
in predstavlja najvi$jo mozno raven biovarnosti. V takih razmerah se dela z MA, ki so
nevarni in eksoti¢ni ter pomenijo veliko tveganje za okuzbe in se prenasajo z aerosoli.
Okuzbe, ki jih povzrocajo ti MA, so pogosto smrtne in brez moznosti preventivnega
cepljenja ali zdravljenja. V laboratorijske kapacitete te stopnje se vstopa s stopnje
BSL-3, obicajno pa je zgradba takega laboratorija postavljena na loceni lokaciji, zunaj
urbanega okolja, s pregledno okolico. BSL-4 zahteva najvisjo raven strokovne usposo-
bljenosti delavcev in tudi osebne zasc¢ite. V laboratoriju delavci uporabljajo celostne
nadtla¢ne zas$citne obleke (skafander), ki se po opravljenem delu pred slacenjem
povrsinsko kemi¢no dekontaminirajo, pred izstopom na niZjo biovarnostno stopnjo.
Za delo v BSL-4 veljajo Se nekateri drugi pogoji, kot so preverbe psihi¢nega stanja
osebja, najmanjse predpisano Stevilo aktivnih oseb v laboratoriju v danem trenutku,
urejena morajo biti dostopna mesta za opazovanje dela iz smeri biovarnostno nizjih
sosednjih prostorov in navsezadnje - zagotovljeno mora biti tudi zunanje fizi¢no
varovanje poslopja, ki ga izvajajo osebe s pooblastili za uporabo strelnega orozja.
Slovenija takega laboratorija (Se) nima, obstaja pa seznam operativnih civilnih la-
boratorijev BSL-4 po svetu.

ZAKLJUCEK

Del obseznega podrocja biovarnosti je treba v mikrobioloSkem laboratoriju vseka-
kor uporabljati za zagotavljanje varnega dela. Pogosto se Se vedno prevec zanaSamo
na dolgoletne izku$nje in prakso, zlasti starejsih odlocevalcev, kar ocenjujemo kot
nedosleden pristop. Danes morajo biti procesi jasno opredeljeni, dokumentirani in
vsem dostopni (2). Velik napredek je bil doseZen, ko so nekateri laboratoriji uvedli
sistem kakovosti v okviru akreditacijskih postopkov. Proces akreditacije zahteva
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opisane in dokumentirane postopke, kar nas prisili v to v praksi precej nezaZeleno
administrativno dejavnost, ki pa je pomemben del biovarnostnih nacel. Ce labora-
torij opiSe in dokumentira postopke, zmanjsa tveganje za neZelene dogodke, ki so v
bistvu obicajno pri¢akovano varnostno tveganje vsakega laboratorija. TakSen pristop
k organizaciji laboratorija ob laboratorijskih nesrecah vecjih razseznosti prispeva
tudi k laZjemu ugotavljanju odgovornosti.
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Bruceloza, laboratorijske okuzbe in
obvladovanje tveganj

Brucellosis; laboratory acquired infections and risk management

Ivana Velimirovié,! Dasa Vodi¢ar,!' 2 Barbara Zdolsek3

I1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: bruceloza, laboratorijsko pridobljene okuZbe, poizpostavitvena
profilaksa

Bruceloza je ena najpogostejSih laboratorijsko pridobljenih okuzb na svetu, pred-
vsem zaradi izjemno nizkega infektivnega odmerka bakterij rodu Brucella, $tevilnih
moznih poti prenosa ter nespecifi¢ne klini¢ne slike bolezni. Vec¢ina laboratorijskih
izpostavitev ne nastane kot posledica ocCitnih nesre¢, temve¢ zaradi napacne iden-
tifikacije izolata, nezadostnega poznavanja fenotipskih znacilnosti povzrocitelja in
neustreznih laboratorijskih praks, kot so delo na odprti delovni povrsini ter postopki,
pri katerih nastajajo aerosoli. Ceprav je klasi¢na kultivacija $e vedno zlati standard
za laboratorijsko potrditev bruceloze, zahteva obsezno manipulacijo z Zivimi bak-
terijami in zato prinaSa pomembno poklicno tveganje. Molekularne diagnosti¢ne
metode, ki ne zahtevajo izolacije povzrocitelja, tveganje za izpostavljenost zmanj-
Sujejo, vendar niso vedno dovolj obcutljive. Identifikacija z metodo MALDI-TOF MS
je pomembno izboljsala hitrost in ucinkovitost diagnostike, vendar brez ustreznih
varnostnih ukrepov in predhodne inaktivacije bakterij ni povsem brez tveganja. Med
najpomembnejse preventivne ukrepe spadajo dosledno upostevanje nacel bioloske
varnosti, uporaba bioloskih varnostnih komor razreda II, delo z zivimi kulturami v
laboratorijih bioloske varnostne stopnje 3, ustrezna osebna varovalna oprema, stalno
izobrazZevanje laboratorijskega osebja ter jasno opredeljeni protokoli in algoritmi za
obravnavo klini¢nih vzorcev in laboratorijskih izpostavitev.

ABSTRACT

Key words: brucellosis, laboratory-acquired infections, post-exposure prophylaxis

Brucellosis is a leading cause of laboratory-acquired infections worldwide, prima-
rily due to the low infectious dose of Brucella spp., multiple routes of transmission,
and nonspecific clinical presentation. Most laboratory exposures do not result from
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accidental spills but from misidentification of isolates, insufficient familiarity with
phenotypic characteristics, and unsafe practices such as open-bench work and ae-
rosol-generating procedures. Although conventional culture-based diagnostics are
effective, they require extensive manipulation of live bacteria and pose a significant
occupational risk. Culture-independent molecular methods reduce exposure risk,
while identification using MALDI-TOF mass spectrometry is not entirely risk-free and
requires prior bacterial inactivation to prevent transmission. Preventive measures
include strict adherence to biosafety level 3 practices, use of Class I biological safety
cabinets, appropriate personal protective equipment, staff training, and implemen-
tation of standardized laboratory protocols.

uvoD

Bruceloza je zoonoza, ki jo povzrocajo bakterije rodu Brucella. Okuzijo se lahko
ljudje in zivali. Okuzbe pri ljudeh najpogosteje povzroca Brucella melitensis, katere
rezervoar so koze, ovce in kamele, med ostale ¢loveSke patogene sodijo Se Brucella
abortus (govedo), Brucella suis (svinje) in Brucella canis (psi) (1, 2). V preteklosti je
bila bolezen razsirjena po vsem svetu, vendar je uvedba ukrepov, kot so periodi¢no
presejanje Zivine, odstranjevanje okuZenih Zivali in rutinsko cepljenje ¢red, v raz-
vitih drzavah privedla do uc¢inkovitega nadzora (3). Kljub temu pa bruceloza ostaja
endemicna bolezen na Bliznjem vzhodu, v Latinski Ameriki, na indijskem polotoku,
v Afriki ter v nam bliZnjih regijah juzne Evrope in Balkana (4, 5).

V razvitih drzavah se okuZzbe najpogosteje pojavljajo pri potnikih, ki priha-
jajo z endemi¢nih obmocij (najveckrat zaradi uzivanja nepasteriziranih mle¢nih
izdelkov ali premalo toplotno obdelanega mesa okuZzenih zivali), pri poklicno
izpostavljenih posameznikih (kmetje, lovci, veterinarji ipd.) ter pri laboratorij-
skem osebju (4, 6).

Bruceloza je ena od najpogostejSih laboratorijsko pridobljenih okuzb, zato se
mora laboratorijsko osebje kljub nizki pojavnosti bolezni v razvitih drzavah zave-
dati moznosti kultivacije mikroorganizma (3). Nizek infektivni odmerek (10-100
mikroorganizmov), Stevilna moZna vstopna mesta v telo, Sirok spekter potencialno
kontaminiranih klini¢nih vzorcev ter nespecifi¢ne klini¢ne manifestacije okuzbe
pri ljudeh prispevajo k tveganju nenamernega prenosa bakterij na laboratorij-
sko osebje (4). Delovne nesrece, kot so razlitja gojis¢ ali medijev, predstavljajo le
manjsi delez izpostavitev, medtem ko je vec¢ kot 80 % izpostavitev posledica nepo-
znavanja fenotipskih znacilnosti in napac¢ne identifikacije izolata ter neustreznih
laboratorijskih praks, kot so delo na odprti delovni povrSini brez uporabe bioloske
varnostne komore razreda II (angl. Class II biosafety cabinet - BSC2), neuporaba
osebne varovalne opreme (OVO) ter nastajanje aerosolov bakterij med rutinskimi
postopki identifikacije (7).

Namen nasega prispevka je opredeliti znacilnosti laboratorijskih izpostavitev,
dolociti stopnje tveganja za posamezne aktivnosti, predstaviti preventivne ukrepe
za obvladovanje teh tveganj oziroma dolociti Casovne okvire za serolosko in klini¢no
spremljanje ter zdravljenje v primeru izpostavitve oziroma okuzbe.

BIOLOSKE ZNACILNOSTI BRUCELLA SPP.

Brucella spp. so kratki, negibljivi, po Gramu negativni, pocasi rastoci, znotrajceli¢ni
kokobacili brez kapsule, ki ne tvorijo spor (3).
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Virulen¢ni dejavnik je gladki lipopolisaharid (angl. smooth lipopolysaccharide,
S - LPS) na zunanyji strani celicne membrane, ki je antigensko podoben S - LPS drugih
po Gramu negativnih bakterij (1).

Okuzimo se lahko prek prebavil z uzivanjem kontaminiranih izdelkov, prek dihal
z vdihavanjem aerosolov ali skozi poskodovano koZo in/ali sluznico v primeru nepo-
srednega stika z okuZenimi zivalmi ali njihovimi izlocki (3, 4). Medc¢loveski prenos je
redek; opisani so posamezni primeri prenosa s spolnim odnosom, vertikalni prenos
z matere na plod (med porodom ali z dojenjem) ter pri posegih v zdravstvenih usta-
novah (1). Do okuzbe v laboratoriju pride najveckrat zaradi vdihavanja aerosolov
brucele pri delu s kuzninami okuzenih pacientov ali zivimi kulturami brucel zunaj
zaprtih bioloskih varnostnih komor (6, 8).

Brucella spp. povzroca akutne in kroni¢ne okuzbe. Ameriski center za nadzor
in preprecevanje bolezni (angl. Centers for Disease Control and Prevention, CDC)
opredeljuje brucelozo kot bolezen z akutnim ali postopnim zacetkom in z znacilno
undulirajoco vrocino. Spremlja jo eden ali ve¢ naslednjih simptomov: no¢no potenje,
artralgije, glavobol, utrujenost, izguba apetita, mialgije, hujSanje, artritis ali spondi-
litis, meningitis ter prizadetost posameznih organov (endokarditis, orhitis/epididi-
mitis, hepatomegalija, splenomegalija). Gastrointestinalni simptomi, ki se pojavijo
pri priblizno polovici bolnikov, vkljucujejo bolecine v trebuhu, zaprtje, drisko ali
bruhanje. Kroni¢na oblika bolezni lahko posnema miliarno tuberkulozo. Dolgotrajno
nezdravljena bruceloza lahko povzroci abscese v jetrih, vranici, sr¢nih zaklopkah,
mozganih ali kosteh, osteoartikularne zaplete in v redkih primerih tudi smrt. Pogosto
je del diferencialne diagnoze vrocine neznanega izvora (1).

Cas inkubacije je lahko zelo variabilen - od 5 dni do 6 mesecev, v povpreé&ju
traja 2-4 tedne. ZacCetna Kklini¢na slika se zato lahko pojavi Sele nekaj dni do nekaj
tednov po izpostavitvi, vendar zaradi nespecificnih ali atipi¢nih simptomov pogosto
ni pravocasno prepoznana. Pri subakutni ali kroni¢ni obliki bolezni je lahko diagnoza
bruceloze postavljena tudi vec let pozneje (1, 6).

Umrljivost pri nezdravljenih bolnikih dosega priblizno 5 %, pri ¢emer je najpo-
gostejsi vzrok smrti endokarditis (1).

EPIDEMIOLOGLIA

Globalno breme bruceloze pri ¢loveku ostaja ogromno. Svetovna zdravstvena or-
ganizacija ocenjuje, da letno zboli vsaj pol milijona ljudi. V drzavah Evropske unije
(angl. European Union, EU) in Evropskega gospodarskega prostora (angl. European
Economic Area, EEA) ostaja pojavnost bruceloze v primerjavi z endemi¢nimi regija-
mi nizka. Po podatkih Evropskega centra za preprecevanje in obvladovanje bolezni
(angl. European Centre for Disease Prevention and Control, ECDC) in Evropske agen-
cije za varnost hrane (angl. European Food Safety Authority, EFSA) je bilo leta 2024
v EU prijavljenih 273 potrjenih primerov bruceloze pri ljudeh, kar ustreza stopniji
prijave priblizno 0,06/100.000 prebivalcev. NajviSje stopnje prijav so v drzavah sre-
dozemske regije, zlasti v Gr¢iji, na Malti in Portugalskem (9). Bruceloza je v Sloveniji
zelo redka in ve¢inoma vnesena iz sosednih drzav, v katerih je pri Zivalih endemi¢na
(npr. iz Bosne in Hercegovine ali drugih drzav z visjo pojavnostjo). Primeri so po-
vezani z izpostavljenostjo okuZenim zivalim ali uzivanjem nepasteriziranih mle¢nih
izdelkov (10).
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IZPOSTAVLJENOST BRUCELLA SPP.V BAKTERIOLOSKIH
LABORATORUIH

V pregledu, objavljenem leta 2013, ki je zajel 28 porocil o laboratorijsko pri-
dobljeni brucelozi v obdobju od leta 1982 do leta 2007, so identificirali 167
potencialno izpostavljenih laboratorijskih delavcev, med katerimi je bilo potr-
jenih 71 primerov laboratorijsko pridobljene bruceloze. Poleg tega so avtorji
vkljucili Se devet dodatnih porocil, ki so skupaj opisovala 186 primerov labo-
ratorijskih okuzb. Analiza posameznih primerov je pokazala, da je bila izposta-
vljenost brucelam le v 11 % posledica laboratorijskih nesre¢, medtem ko je bila
v 88 % primerov posledica aerosolizacije mikroorganizmov med rutinskimi
identifikacijskimi postopki; pri 1 % primerov okoliS¢ine izpostavljenosti niso
bile znane. Glavni povzrocitelj je bila Brucella melitensis, in sicer v 80 % prime-
rov (135/167) (7). Stopnjo tveganja so ocenili v skladu s priporocili CDC (4).
Tveganje za pojav bruceloze je bilo desetkrat vecje pri delavcih, izpostavljenih
visokemu tveganju, in statisti¢no znacilno manjse pri tistih, ki so prejeli proti-
mikrobno profilakso (7).

Laboratorijske nesrece, kot so razbitje epruvet v centrifugi ali hemokulturnih
steklenick, samoinokulacija suspenzije brucel ali bolnikove sinovialne tekocCine ter
razlitje tekocCih gojisc¢, so imele prilaboratorijsko pridobljenih okuzbah manjsSo vlogo
in so povzrocilele 18 od 165 (11 %) izpostavitev. Pogosteje je bil prenos posledica ne-
varnih delovnih praks, kot so obdelava bakterijskih kultur na odprti delovni povrsini,
zaradi pipetiranja z usti (7).

Posledica razli¢nih klini¢nih znakov in simptomov bruceloze je Sirok spekter
klini¢nih vzorcey, ki jih za namene mikrobioloskih preiskav prejmejo mikrobioloski
laboratoriji. Ceprav sta kri in aspirat sinovialne teko¢ine najpogosteje kontaminirana
vzorca, so nepricakovani viri izpostavljenosti tudi biopsijski materiali, kostni mozeg,
likvor, urogenitalni vzorci in posteljica ter amnijska tekocina (1).

Koncentracija viabilnih brucel v krvi in ostalih klini¢nih vzorcih je razli¢na - od
1 enote/ml, ki tvori kolonije (angl. colony-forming unit, CFU), do ve¢ kot 1000 CFU/
ml. Najvisje koncentracije se pojavljajo v zgodnjih fazah bolezni, nato pa se zmanj-
Sujejo zaradi odziva imunskega sistema. Medtem ko sta mletje in homogenizacija
tkiv postopka z visokim tveganjem, ki ju je treba izvajati v zaprti varnostni komori,
sterilne telesne tekocine (z izjemo reproduktivnih vzorcev, kot sta amnijska tekocina
in posteljica) obic¢ajno ne predstavljajo vecjega tveganja za prenos, razen e pride do
ocitne krsitve laboratorijskih varnostnih postopkov (4).

Laboratorijska potrditev bruceloze je tradicionalno temeljila na izolaciji povzro-
Citelja z metodo kultivacije ter njegovi biokemijski identifikaciji in/ali pozitivnih
seroloskih testih. V zadnjih desetletjih so bili v diagnostiko uvedeni molekularni
testi, ki omogocajo hitro zaznavo bakterij rodu Brucella brez potrebe po izolaciji
zivih mikroorganizmov, s ¢Cimer se tveganje za izpostavljenost laboratorijskega osebja
bistveno zmanjsa. Molekularni testi so Se zlasti koristni pri bolnikih z negativnimi
seroloskimi testi, vendar je lahko zaradi nizke koli¢ine bakterij v vzorcu tovrstno
dokazovanje manj obcutljivo (11).

Kultivacija kljub tveganjem ostaja zlati standard, saj je izolacija brucel iz krvi,
drugih sterilnih telesnih tekocin ali prizadetih tkiv nedvoumen dokaz aktivne okuz-
be. Pomembna prednost kulture je tudi v tem, da omogoca diagnozo v primerih, ko
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ni bilo klinicnega suma na bolezen ali ko so seroloski testi v zgodnji fazi okuzbe Se
negativni ali mejni (11).

Brucele so znotrajceli¢ne bakterije, ki pocasi rastejo na kompleksno sestavljenih
tudi za dva tedna. V primeru rasti povzrocitelja izoliramo in identificiramo. Z izoli-
ranimi kulturami brucel moramo ravnati previdno in delo izvajati v laboratoriju, ki
ustreza stopnji bioloSke varnosti 3 (angl. biosafety level 3, BSL3). Na neendemic¢nih
obmodjih Stevilni laboratorijski delavci niso ve¢ seznanjeni z znacilnostmi brucel,
ko ni bilo suma na okuzbo in se delo s kulturami ni izvajalo v laboratoriju ustrezne
varnostne stopnje.

Uvedba tehnologije MALDI-TOF za identifikacijo bakterijskih vrst je bistveno
zmanjSala potrebo po delu z Zivimi bakterijami, vendar ni brez tveganj. ZmozZnost te
tehnologije za natanc¢no identifikacijo brucel se je razvijala postopoma. Ob zacetku
uporabe referencna standardna knjiznica MALDI ni vkljucevala reprezentativnih
masnih spektrov za rod Brucella, zato razlikovanje od filogenetsko sorodnih vrst
Ochrobactrum ni bilo zanesljivo. Danes je identifikacija do ravni rodu mogoca z upo-
rabo posebne knjiZnice (angl. Security Relevant Library, SR) (4). Nepravilna upora-
ba MALDI-TOF in posledi¢ne napacne identifikacije so v multicentri¢ni raziskavi
newyorskih bolni$nic prispevale k vecini primerov (84 %) izpostavljenosti labora-
torijskega osebja (8). Ker brucela ni vedno popolnoma inaktivirana z dodajanjem
majhne kolicine matriksa neposredno na ploscico, se priporoca predhodna kemicna
inaktivacija v epruveti (4).

OCENATVEGANJA OB IZPOSTAVITVI BRUCELLA SPP.

Ob prepoznavi potencialne laboratorijske izpostavljenosti je najpomembnej$a naloga
analiza laboratorijskih dejavnosti, ki so potekale v ¢asu dogodka. Ocena tveganja
temelji na naslednjih vprasanjih (1):

¢ Kdo je bil v laboratoriju v ¢asu izpostavitve?

¢ Koliko so bile osebe oddaljene od potencialno kontaminiranega vzorca?

¢ Ali so osebe imele stik s kriticnimi kuzninami ali izolati brucele?

¢ Nakaksen nacin so bile osebe (morebiti) izpostavljene (npr. vdihavanje aero-

solov, stik s sluznico, poskodovana koza)?

Stopnje tveganja delimo na minimalno, nizko in visoko tveganje, pri ¢emer raz-
vrstitev temelji na vrsti vzorca, nacinu dela, uporabi zasc¢itne opreme in nastajanju
aerosolov. Minimalno tveganje predstavlja delo z rutinskimi klini¢nimi vzorci (kri,
serum, likvor) ali z »obogatenimi« vzorci (izolat brucele, vzorec krvi, v katerem
je brucela, amnijska tekocina, posteljica), kadar oseba, ki rokuje z vzorcem, dela v
BSC2 in uporablja ustrezno OVO (vsaj rokavice in zas¢itno obleko). K minimalnemu
tveganju spada tudi izpostavljenost osebe, ki je bila v laboratoriju, medtem ko je
druga oseba delala z rutinskim klini¢nim vzorcem v laboratoriju bioloSke varnostne
stopnje 2 (angl. biosafety level 2, BSL2) na odprti delovni povrsini, e pri tem ne
nastajajo aerosoli. Ce je oseba prisotna v laboratoriju, medtem ko druga oseba dela
z »obogatenim« vzorcem, je pogoj za minimalno tveganje, da delo poteka v BSC2 in
ne na odprti delovni povrsini. V navedenih primerih poizpostavitvena profilaksa in
aktivno spremljanje izpostavljenih oseb nista potrebna, priporocljivo pa je pasivno
spremljanje z obveS¢anjem o morebitnem pojavu simptomov bruceloze (1).
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Preglednica 1. Ocena tveganja in ukrepi ob mozni izpostavitvi Brucella spp.
v laboratoriju.

(Vir: https://www.cdc.gov/brucellosis/media/pdfs/2025/02 /brucellosi-reference-guide.pdf)

Vrsta vzorca

Vrsta izpostavitve

Poizpostavitvena
profilaksa (PEP)

Nadaljnje spremljanje

MINIMALNO TVEGANJE

Rutinski klini¢ni
vzorec (kri,
serum, likvor
ipd.)

Oseba, ki dela z rutinskim
Kklini¢nim vzorcem v bsc2 in
uporablja ustrezno ovo (rokavice,
obleka, zas¢ita za oCi*).

Oseba v laboratoriju, medtem
ko druga oseba dela z rutinskim
klini¢nim vzorcem v BSC2 ali
na odprti delovni povrsini,

¢e med delom ne nastajajo
aerosoli (centrifugiranje v
odprtih nosilcih, vorteksiranje,
sonikacija, razlitje ipd.)

Ni potrebna.

Ni potrebno.

Po presoji spremljamo

simptome v naslednjih

primerih:

- oseba, ki dela z rutinskim
Kklini¢nim vzorcem na
odprti delovni povrsini z
osebno zascitno opremo
(rokavice, obleka,
za$Cita za oc¢i) ali brez
nje oziroma v BSC2 brez
ustrezne zascitne opreme,

Obogateni Oseba, ki dela z obogatenim - Ce je oseba v laboratoriju,
material vzorcem v BSC2 in uporablja medtem ko druga
(kultura brucele, | ustrezno OVO (rokavice, obleka, oseba dela z rutinskim
pozitivna zasCita za oCi*). klll’llCl:]lm vzorcemna -
hemokultura, Oseba v laboratoriju, medtem ko odp rti delovn.l povrsiniin
vzorec amnijske | druga oseba dela z obogatenim pri tem nastajajo aerosoli
tekotine, vzorcem v BSC2 (centrifugiranje v odprtih
posteljice ipd.) ' nosilcih, vorteksiranje,
sonikacija, razlitje ipd.)
NIZKO TVEGANJE
Obogateni Oseba v laboratoriju, ki je Po presoji priimunsko | Tedensko spremljanje
material vec¢ kot 1,5 m oddaljena od oslabelih ali nosecnicah. |simptomov in dnevno
(kultura osebe, ki dela z obogatenim Opozorilo: sev RB51 merjenje telesne
brucele, materialom na odprti delovni (zivo oslabljeno cepivo  |temperature 24 tednov od
pozitivna povrsini, kjer aerosoli ne B. abortus za govedo) je |zadnje izpostavitve okuzbi.
hemokultur‘z?, nastaj_ajo (ct_en'_crifugiranjg v ir_l vitrol o_dporen proti Serologko sledenje po 0, 6,
vzorec amnijske | odprtih nosilcih, vorteksiranje, |rifampicinu, zato se ta 12,18, 24 tednih od zadnje
tekotine, sonikacija, razlitje ipd.) za PEP ali zdravljenje ne izp'ost;ivitve okubi.
posteljice ipd.) uporablja.
VISOKO TVEGANJE

Rutinski klini¢ni
vzorec (kri,
serum, likvor
ipd.)

Oseba, ki dela z rutinskim
Kklini¢nim vzorcem, pride v stik
s poskodovano koZo ali sluznico
ne glede na stopnjo bioloske
varnosti laboratorija ali rabo
OVO (rokavice, zascitna oblacila,
za$Cita za oCi*).

Obogateni
material
(kultura
brucele,
pozitivna
hemokultura,
vzorec amnijske
tekocine,
posteljice ipd.)

Oseba, ki dela z obogatenim
materialom zunaj BSC2, ali
oseba, ki je od nje oddaljena
manj kot cca 1,5 metra.

Oseba, ki dela z obogatenim
vzorcem v BSC2 in ne uporablja
ustrezne OVO (rokavice, obleka,
zasCita za oCi*).

Vse osebe, ki so v laboratoriju
med delom z obogatenimi vzorci
na odprti delovni povrsini, kjer
nastaja aerosol (centrifugiranje
v odprtih nosilcih, vorteksiranje,
sonikacija, razlitje ipd.)

Doksiciklin 100 mg
2-krat na dan in
rifampicin 300 mg
1-krat na dan, skupno
21 dni.

Osebe, ki ne smejo
prejemati doksiciklina
ali rifampicina:
TMP-SMX in drugi
ustrezen antibiotik
(vedno uporabimo dva
ucinkovita antibiotika).
Nosecnice naj

se posvetujejo z
ginekologom.
Opozorilo: sev RB51 je
in vitro odporen proti
rifampicinu, zato se ta
za PEP ali zdravljenje
ne uporablja.

Tedensko spremljanje
simptomov in dnevno
merjenje telesne
temperature 24 tednov od
zadnje izpostavitve okuzbi.

Serolosko sledenje po 0, 6,
12, 18, 24 tednih od zadnje
izpostavitve okuZzbi.

Opozorilo:

serolosko sledenje po
izpostavitvi RB51 in B. canis
pri ¢loveku ni mozno.

BSC2, bioloska varnostna komora razreda II; OVO, osebna varovalna oprema; PEP, poizpostavitvena profilaksa

* Ta dokument sicer predvidi tudi zaS¢ito za oci, ki v nekaterih drugih dokumentih za delo v BSC2 ni navedena (14).
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Nizko tveganje izpostavitve zajema izkljucno delo z »obogatenimi« vzorci. V to
skupino uvrs¢amo osebe, ki neposredno delajo s takim vzorcem, ter osebe, ki so od
njih oddaljene manj kot 1,5 m, kadar delo poteka na odprti delovni povrsini, vendar
ob tem ne nastajajo aerosoli (1).

V visoko tveganje izpostavitve uvr§¢amo osebe, ki ob delu pridejo v stik z ru-
tinskimi klini¢nimi vzorci z minimalno poskodovano kozo ali sluznico. Ob tem ni
pomembno, ali je oseba v laboratoriju ustrezne biolosSke varnostne stopnje in ali nosi
ustrezno OVO. V isto kategorijo tveganja spadajo tudi osebe, ki delajo z »obogatenim«
vzorcem, in osebe, ki so od nje oddaljene manj kot 1,5 m, ¢e delo poteka zunaj BSC2.
Med osebe z visokim tveganjem uvrs¢amo tudi tiste, ki delajo z »obogatenimi« vzorci
v BSC2, vendar ne uporabljajo ustrezne OVO. Zadnji primer visoke stopnje tveganja
pa so vse osebe v laboratoriju, kadar delo z »obogatenimi« vzorci poteka na odprti
delovni povrsini in pri tem nastajajo aerosoli (1).

Postopki, pri katerih nastajajo aerosoli, vkljucujejo: centrifugiranje brez zaprtih
nosilcev, vorteksiranje, sonikacijo in nezgode z razlitjem (npr. razbitje epruvete).
Ostali primeri dela z vzorci, kot so avtomatizirano pipetiranje suspenzije z brucelo,
mletje, meSanje ali tresenje vzorca in drugi postopki za pripravo suspenzije v tekocini
v ustrezni koncentraciji za identifikacijske postopke, lahko ob morebitni izpostavlje-
nosti zahtevajo dodatno preiskavo (1).

V Preglednici 1 predstavljamo primere ocene tveganja ob morebitni izposta-
vljenosti in potrebo po nadaljnjih ukrepih. Oceno tveganja izvede za to ustrezno
izobraZena oseba.

UKREPI ZA PREPRECEVANJE IZPOSTAVLJENOSTI
BRUCELLA SPP.V BAKTERIOLOSKIH LABORATORUJIH

Da bi se preprecile laboratorijske in poklicne okuzbe z brucelo, je potrebno izvajati
celovit nabor varnostnih in preventivnih ukrepov: vse vzorce je treba oznaciti kot
sum na brucelo, kliniki so dolzni obvescati laboratorij, nujno je redno usposabljanje
in obnovitveno izobrazevanje zaposlenih, upostevanje navodil varnega dela in dobre
laboratorijske prakse z uporabo OVO, upostevanje varnostnih algoritmov, ko bodisi
Kklinik bodisi laboratorij postavi sum na brucelo (1).

Vse vzorce s sumom na brucelo je treba obravnavati vsaj v BSC2, pri Cemer morajo
biti laboratorijski delavci zas¢iteni z zas¢itnim plas¢em, rokavicami, zaS¢itnimi ocali
in respiratorno masko. CDC priporoca, da se vsi laboratorijski postopki s kulturami
zivih brucel izvajajo ob uposStevanju BSL3 (1).

Trenutne smernice CDC, Ameriskega zdruZenja za mikrobiologijo (angl. American
Society for Microbiology, ASM) in ZdruzZenja javnozdravstvenih laboratorijev (angl.
Association of Public Health Laboratories, APHL) poudarjajo vec klju¢nih ukrepov za
zmanjSanje tveganja pri obravnavi klini¢nih vzorcev, izolaciji mikroorganizmov in
identifikaciji neznanih bakterijskih kultur (2).

Najpomembnejsi elementi so ustrezno izobrazZevanje laboratorijskega osebija,
redno preverjanje usposobljenosti in dosledno upostevanje navodil za varno delo v
mikrobiolo$kem laboratoriju. Osebje mora poznati morfoloske znacilnosti rodu Bru-
cella, vklju¢no z njihovo znacilno variabilnostjo pri barvanju po Gramu ter videzom
majhnih, slabo obarvanih kokobacilov, ki jih je zlahka mogoce zamenjati z drugimi
mikroorganizmi (12). Poleg tega Brucella pogosto kaZe pocasno rast, kar zahteva
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vecdnevno inkubacijo in dodatno previdnost, kadar hemokulture postanejo pozitivne
Sele po daljsem casu inkubacije (13).

Enako pomembna je dosledna uporaba BSC2 ter OVO pri obdelavi vzorcev, ki
lahko vsebujejo Brucella. Smernice ASM jasno priporocajo, da se vse subkulture iz
nejasnih vzorcev ali iz hemokultur, ki postanejo pozitivne po daljsi inkubaciji, izvajajo
v BSC2, zlasti kadar je v mikroskopskem preparatu, pobarvanem po Gramu, vidna za
brucele znacilna morfologija (2). Tudi v primerih, ko v mikroskopskem preparatu,
pobarvanem po Gramu, iz hemokulture niso vidni mikroorganizmi, se priporoca
izvajanje postopkov obdelave v BSC2.

Kadar hemokulture postanejo pozitivne Sele po ve¢ dneh inkubacije, je treba vse
subkulture obravnavati kot potencialno nevarne, saj je podaljsan ¢as do pozitivnosti
znacilen za nekatere posebno nevarne patogene, vklju¢no z rodom Brucella (13). Vse
postopke obdelave od primarnega nacepljanja do dokon¢ne identifikacije iz pozno
pozitivnih steklenick naj se izvajajo v BSC2 z uporabo OVO.

Predlagani algoritem ravnanja v primeru, ko sum poda klini¢ni zdravnik, pred-
stavljamo na Sliki 1.

Slika 1. Algoritem ob sumu na brucelo, ki ga postavi klinik.

HK-steklenicke
pri klinicnem sumu na brucelozo
+/-
kri za serologijo/PCR na brucelo

A

HK-steklenicke se na vidnem
mest oznaci »sum na brucelo«
in vstavi v aparat

Izvedba PCR/serologije za
brucelo vlab WHO-IMI

\ \ 4

WHO o POZITIVNEM rezultatu Pozitivna HK
takoj obvesti naro¢nika/
laboratorij, ki obravnava vzorce

BSL3

Predlagani algoritem ravnanja v primeru, ko sum poda laboratorij, predstavljamo
na Sliki 2.
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Slika 2. Algoritem ob sumu na brucelozo, ki ga postavi laboratorij.

Pozitivna HK-steklenicka

v

GRAM iz pozitivne HK: OPOZORILO:
po Gramu negativni kokobacili MALDI ima rutinsko nastavljeno
(lahko +/-, lahko v skupkih ali BDAL- in SR-BBFV-knjiznico

verizicah)

v v

MALDI - hitra identifikacija: MALDI - hitra identifikacija:
Brucella spp. brez ID ali Ochrobactrum spp.
BSL3 Preverimo pri naro¢niku, ali je

Kklini¢ni sum na brucelozo oz.

ali je bruceloza mozna glede na
epidemioloske podatke

v v

Sum na brucelozo Ni suma na brucelozo:
nacepitev HK na gojis¢a
¢ + zapiranje plos¢ v vrecke
+ oznaka biohazard

BSL3 *
Po inkubaciji pregled gojis¢ v
komori + izvedba MALDI ID v
BSC2 v BSL2
Ce identifikacija Ce identifikacija NI Brucella
Brucella spp. nadaljujemo po
BSL3 standardnem postopku

Ce so v mikroskopskem preparatu vidni po Gramu negativni kokobacili in je z
MALDI-TOF pridobljena identifikacija Brucella spp., delo v laboratoriju nemudoma
prekinemo. Ne izvajamo nadaljnje obdelave vzorca, vkljucno s kultivacijo ali antibi-
ogramom. Ves material ustrezno zas¢itimo (zapremo v plasti¢ne vrecke), razkuzimo
za$c¢itno komoro in se dogovorimo za varen prevoz materiala v laboratorij BSL3.

Ce so v mikroskopskem preparatu vidni po Gramu negativni kokobacili, z MALDI-
-TOF pa identifikacija ni uspela ali je identifikacija Ochrobactrum spp., klini¢ni mikro-
biolog ob obvescanju klinike poskusi od lececega zdravnika oz. naro¢nika pridobiti
Kklini¢ne in epidemioloske podatke (npr. izpostavljenost zivalim, nepasteriziranim
mlecnim izdelkom, potovanja na endemic¢na obmocja).

e (e $evedno obstaja sum na brucelozo, delo v laboratoriju prekinemo, ne izva-
jamo nadaljnje obdelave vzorca, vkljucno s kultivacijo ali antibiogramom. Ves
material ustrezno zascitimo (zapremo v plasti¢ne vrecke), razkuzimo zascitno
komoro in se dogovorimo za varen prevoz materiala v laboratorij BSL3.

e (Ce klini¢nega suma na brucelozo ni oz. podatka ne moremo dobiti, hemokul-
turo nacepimo na gojisc€a in plosce ustrezno zasc¢itimo (zapremo v plasti¢ne
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vrecke). Po inkubaciji pregledovanje plo$¢ in vse nadaljnje postopke opravi
ena oseba izklju¢no v BSC2 ob dosledni uporabi ustrezne OVO (rokavice, ma-
ska, ocala, plasc z dolgimi rokavi, ki je spredaj zapet in ga po uporabi operemo
ali zavrzemo - plasc za enkratno uporabo). Opravimo identifikacijo z MALDI-
-TOF po protokolu hitre ekstrakcije z uporabo 70-odstotne mravljicne kisline.
Ploscico prenesemo iz komore v aparat Sele, ko so naneSene vse kemikalije, ki
morajo prekKriti celotno tar¢no mesto, in so vsa tar¢na mesta popolnoma suha.
Za identifikacijo uporabimo SR-knjiZnico. Ce identifikacija z MALDI ob vklo-
pljeni SR-knjiznici ni Brucella spp., nadaljujemo delo kot pri obic¢ajnih bakte-
rijskih kulturah. Ce smo z MALDI iz bakterijske kulture identificirali Brucella
spp., takoj prekinemo delo v laboratoriju, ne izvajamo nadaljnjih postopkov,
vklju¢no z antibiogramom. Ves material ustrezno zas¢itimo, razkuzimo zas¢i-
tno komoro in se dogovorimo za prevoz v laboratorij BSL3.

ZAKLJUCEK

Izpostavljenost brucelam v mikrobioloSkem laboratoriju se lahko pojavi v katerem-
koli koraku diagnosti¢nega procesa — od obdelave klini¢nih vzorcev do izolacije in
identifikacije povzrocitelja. Ker je bruceloza v razvitih drzavah redka, se diagnoza
pogosto postavi nepri¢akovano, kar povecuje tveganje za nenamerno izpostavljenost
laboratorijskega osebja.

Za preprecevanje poklicnih okuzb v sodobnem obremenjenem in kompleksnem
laboratorijskem okolju je potreben celovit pristop, ki vkljucuje jasno oznacevanje
vzorcev, izobraZevanje laboratorijskega osebja o identifikaciji predstavnikov tega
rodu in njegovih pasteh, dosledno upostevanje varnih laboratorijskih praks, pravilno
uporabo OVO, delo v BSL3 ter vzpostavitev jasnih algoritmov ukrepanja ob klini¢-
nem ali laboratorijskem sumu na brucelozo. S pravilnim izvajanjem teh ukrepov se
verjetnost okuzbe laboratorijskega osebja mo¢no zmanjsa.
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Tularemija - laboratorijske okuzbe
in obvladovanje tveganj

Tularemia - laboratory acquired infections and risk

management

Polona Maver Vodicar,! Tina Tasi¢,% 2 Barbara Zdol$ek,? Iztok Strumbel;3

IZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: Francisella tularensis, laboratorijska okuzba, biolo$ka varnost,
izpostavljenost laboratorijskega osebja, preprecevanje okuzb, algoritem ukrepanja

Francisella tularensis je eden od povzrociteljev, ki jih Svetovna zdravstvena organiza-
cija zaradi izjemno nizke infektivne doze, moznosti prenosa po zraku in odsotnosti
udinkovitega cepiva uvri¢a med najnevarnej$e mikroorganizme. Ceprav se tulare-
mija v Sloveniji pojavlja le sporadicno, so posamezni primeri pomemben izziv za
javno zdravje in laboratorijsko varnost. V prispevku predstavljamo pregled litera-
ture o laboratorijsko pridobljenih okuzbah s F tularensis in dokumentiranih prime-
rih izpostavljenosti, kljune dejavnike tveganja in ukrepe za preprecevanje okuzb v
bakterioloskih laboratorijih. Analize kaZejo, da so zaposleni veCinoma izpostavljeni
v okolisc¢inah, ko klini¢ni sum na tularemijo ni postavljen, laboratorijsko osebje pa
ni pravocasno obvesceno. Tveganje za laboratorijsko izpostavljenost E tularensis je
pogosto manj odvisno od strogosti varnostnih protokolov kot od znacilnosti klini¢nih
primerov in pravofasnega prepoznavanja potencialno tveganih klini¢nih vzorcev. Iz-
jemno pomembno je pravocasno obvescanje laboratorija o sumu na tularemijo, stal-
no izobraZevanje laboratorijskega osebja in dosledno izvajanje varnostnih ukrepov.
Poseben poudarek namenjamo algoritmu ocene tveganja in ukrepom ob potrjeni
izpostavljenosti, vklju¢no z moZnostjo antibioti¢ne profilakse in samoopazovanja.

ABSTRACT

KEY WORDS: Francisella tularensis, laboratory-acquired infection, biosafety,
laboratory exposure, infection prevention, risk management algorithm

Francisella tularensis is classified by the World Health Organization among the most
hazardous microorganisms due to its exceptionally low infectious dose, potential
for airborne transmission, and the lack of an effective vaccine. Although tularemia
occurs only sporadically in Slovenia, individual cases pose a notable challenge to
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both public health and laboratory biosafety. This paper provides an overview of
the literature on laboratory-acquired F tularensis infections and documented ex-
posure incidents, highlighting key risk factors and preventive measures in bacteri-
ology laboratories. Evidence indicates that most exposures occur when tularemia
is not clinically suspected and laboratory personnel are not informed in advance.
The risk of laboratory exposure to E tularensis depends less on the stringency of
safety protocols than on the characteristics of clinical cases and the timely recog-
nition of potentially hazardous specimens. Timely communication of suspected
tularemia to the laboratory, continuous training of laboratory personnel, and strict
compliance with biosafety procedures are essential to minimize risk. Particular at-
tention is given to the proposed risk assessment algorithm and to response meas-
ures following confirmed exposure, including the use of antibiotic prophylaxis and
self-monitoring.

uvoD

Tularemija je redka, a potencialno resna zoonoza, ki jo povzroca po Gramu negativ-
na fakultativno intracelularna bakterija Francisella tularensis. Velja za enega najne-
varnejsih mikroorganizmov, ki spada v najvisjo kategorijo tveganja (kategorija A po
Kklasifikaciji CDC) za potencialno biolo3ko oroZje, predvsem zaradi izjemno nizke in-
fektivne doze, moZnosti tvorbe kapljic ali aerosolov, odsotnosti u¢inkovitega cepiva
in sposobnosti, da povzroc¢i hudo bolezen (1). Tularemija se pojavlja sporadi¢no v
Evropi, najve¢ prijavljenih primerov imajo na Svedskem in Finskem (2).

V Sloveniji so bile okuzbe doslej ve¢inoma sporadi¢ne; najveckrat so bile po-
vezane z naravnimi izpostavitvami (stik z divjadjo, kontaminirano vodo ali pre-
nasalci v okolju, npr. klopi). Stopnja incidence v obdobju od 2014 do 2023 je bila
med 0 in 2,6 primera/100.000 prebivalcev; v tem desetletju sta bila prijavljena
102 primera, od tega 54 leta 2021, ko je prislo tudi do izbruha, povezanega s kon-
taminiranim zasebnim vodnim zajetjem na GoriSkem (3). Poseben mejnik je bil
tudi izbruh leta 2024 v severozahodnem delu drzave (Kranjsko-Sorsko polje), ko
je bilo evidentiranih 37 primerov tularemije; v 28 od teh primerov (75,7 %) se je
razvila plju¢na tularemija. Ve€ina primerov je bila povezana s kos$njo ali spravi-
lom sena z intenzivnim prasenjem (3). Ta dogodek je jasno pokazal, da kljub nizki
pojavnosti tularemija v Sloveniji ni zgolj teoreticna nevarnost, temvec¢ dejanska
groznja za javno zdravije.

Ceprav so primeri tularemije redki, vsak posamezen zahteva pozornost, ne le zara-
di klini¢nih izzivov, ampak tudi zaradi tveganja laboratorijske okuzbe. Ce klini¢ni sum
na tularemijo ni postavljen, se vzorci bolnikov (npr. hemokulture, brisi, biopsije) ob-
delajo po rutinskih protokolih, pogosto zunaj bioloske varnostne komore, kar poveca
moznost naklju¢ne izpostavljenosti laboratorijskega osebja E tularensis. Inhalacijska
pot okuzbe zaradi aerosolov pri delu s kulturami je posebej nevarna in zahteva tretjo
stopnjo bioloske varnosti (angl. biosafety level, BSL-3) ob delu s kultiviranimi sevi.

V prispevku podajamo pregled literature o laboratorijskih okuzbah s E tularensis
in o primerih izpostavljenosti, analiziramo dejavnike tveganja in zasCitne ukrepe ter
predstavimo domace izkusnje iz slovenskih laboratorijev v zadnjih letih. Poseben
poudarek namenjamo postavitvi algoritma za oceno tveganja ob potencialni izposta-
vljenosti ter obravnavi laboratorijskih delavcev ob dokumentirani izpostavljenosti
v laboratoriju.
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LABORATORIJSKE OKUZBE S F. TULARENSIS

Vecina drzav nima vzpostavljenega enotnega, standardiziranega sistema vodenja
laboratorijskih okuzb. Podatki o njihovi pojavnosti so zato pogosto nepopolni ter
temeljijo na posameznih raziskavah ali prostovoljnih prijavah, pri ¢emer je vecina
obseznejsih raziskav starejSega datuma, najbolje opredeljeni primeri laboratorijskih
okuzb paizvirajo iz Casa ameriSkega programa razvoja bioloskega orozja v Stiridese-
tih in petdesetih letih 20. stoletja. V obdobju 1944-1956 so v Fort Detricku, Centru
ameriSke vojske za program bioloSkega orozja (zdaj program bioloske obrambe) v
Marylandu, ZDA, imeli 62 primerov laboratorijskih okuzb s E tularensis pri cepljenih
posameznikih (4). Overholt in sodelavci (1961) so v istem centru v obdobju 1956-
1959 opisali 42 primerov laboratorijsko pridobljene tularemije, ve¢inoma pri ceplje-
nih laboratorijskih delavcih, ki so se po vsej verjetnosti okuzili prek aerosolov med
delom s F. tularensis (5). Bolezen je imela pretezno blag do zmeren potek; zdravlje-
nje s Sirokospektralnimi antibiotiki je prineslo hitro izboljSanje, vendar ob zgodnjem
zacetku terapije pogosto z relapsi, kar kaze na bakteriostati¢ni uc¢inek zdravil (5).

Najvecjo do zdaj izvedeno mednarodno analizo laboratorijsko pridobljenih
okuzb, objavljeno leta 1976, so opravili Pike in sodelavci, ki so obravnavali 3921
primerov s 159 razli¢nimi povzrocitelji. Ugotovili so, da je bila ve¢ kot polovica vseh
primerov okuzb posledica le desetih povzrociteljev; E tularensis je po pogostosti za-
vzela peto mesto (6). Obsezna Studija Vesleyja in Hartmanna, ki je zajela ve¢ kot 4000
delavcev v laboratorijih in v javnem zdravstvenem sistemu, je pokazala, da je tveganje
za okuzbo pri laboratorijskih delavcih (3,5/1000) vecje kot pri zaposlenih v javnem
zdravstvenem sistemu (1,4/1000) (7). Podobno je novej$a raziskava Baron in Miller-
jaizleta 2008, ki je zajela 88 laboratorijev, pokazala, da so bili primeri laboratorijsko
pridobljenih okuZzb prijavljeni v 33 odstotkih (29/88) vklju¢enih laboratorijev (8).

E tularensis je ena najbolj infektivnih bakterij, pri kateri Ze zelo nizka infektivna
doza, ocenjena na zgolj 10-50 bakterij pri inhalacijski izpostavljenosti, zadostuje
za okuzbo (9, 10). Najpogostejsi nacin okuzbe v laboratoriju je nastanek aerosolov
in inhalacija pri delu s kulturami, tveganje pa obstaja tudi ob neposrednem stiku z
materialom ali poskodbah koZe (11). Smernice Svetovne zdravstvene organizacije
navajajo, da je respiratorna tularemija dalec¢ najpogostejsa oblika pri laboratorijsko
pridobljenih primerih, pri ¢emer so analize pokazale prevladujoco plju¢no prizade-
tost brez jasnega prepoznavnega trenutka izpostavitve (5, 12). Porocila o primerih
kaZejo, da do izpostavitve pogosto pride v okoliS¢inah, ko klini¢ni sum na tularemijo
ni postavljen in laboratorij ni ustrezno obvescen. Takrat je zacetno ravnanje s hemo-
kulturami ali drugimi vzorci pogosto opravljeno zunaj bioloSke varnostne komore,
kar poveca moznost inhalacijske okuzbe (8, 11).

V zgodovinskih pregledih Pika iz sedemdesetih let prejSnjega stoletja je bila tula-
remija med najpogosteje dokumentiranimi laboratorijskimi okuzbami (6, 8, 11). Pred
letom 1970 je bila incidenca v doloc¢enih laboratorijih zelo visoka - na primer 5,7
primera sistemske (tifoidne) tularemije na 1000 zaposlenih (13). Od sedemdesetih
let dalje pa se je pojavnost laboratorijsko pridobljene tularemije postopno zmanjse-
vala, kar pripisujejo vzpostavitvi bolj specializiranih laboratorijev z ustreznimi mi-
krobioloskimi varnostnimi komorami, vecji ozaveScenosti o tveganjih za okuzbo in
uporabi cepiva LVS (12, 14). Kljub temu posamezni primeri Se vedno niso izkljuceni;
Lam in sodelavci so opisali primer mikrobiologinje, ki je pri delu s kulturo E tula-
rensis v laboratoriju BSL-3 in ob dosledni uporabi osebne varovalne opreme zbolela
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za plju¢no obliko tularemije, sprva napacno diagnosticirano kot virusna okuzba v
Casu pandemije HIN1 (15).

IZPOSTAVLJENOST F. TULARENSIS V BAKTERIOLOSKIH
LABORATORUIH

Kljub uvedbi strogih bioloskih varnostnih protokolov je laboratorijska izpostavlje-
nost E tularensis Se vedno resno tveganje za mikrobiologe in ostale sodelavce v bak-
terioloskih laboratorijih. Shapiro in Schwartz sta opisala primer, ko so bili labora-
torijski delavci izpostavljeni E tularensis kljub jasno vzpostavljenim protokolom za
ravnanje v primeru bioterorizma (16). Laboratorijsko osebje namre¢ ni bilo vnaprej
obvesceno, da bi lahko bila v klini¢nih vzorcih pacienta (kri, respiratorni vzorci ter
obdukcijski vzorci tkiv ter tekoéin in tkiv) prisotna E tularensis. Ceprav so bili vzorci
primarno zasejani v varnostnih komorah, so bakterijske kolonije, ki so jih zmotno
opredelili kot Haemophilus spp., pozneje obdelovali na odprti delovni povrsini brez
ustrezne osebne varovalne opreme (16). Izpostavljenih je bilo 12 ¢lanov osebja, od
katerih jih je 11 prejelo profilakti¢no terapijo z doksiciklinom, pri eni noseci labora-
torijski delavki pa so izvajali zgolj nadzor telesne temperature. Kljub izpostavljenosti
se pri nikomer od zaposlenih ni razvila klini¢na slika tularemije (16).

Morse in Henkel sta v svoji raziskavi analizirala prijave zveznemu Programu za
izbrane povzrocitelje (angl. Federal Select Agent Program) v obdobju 2011-2015, z
namenom oceniti uporabljene laboratorijske metode za identifikacijo E tularensis
in kategorizacijo porocane poklicne izpostavljenosti (17). Prijavljene poklicne izpo-
stavitve so se pojavljale s pogostnostjo 33,8 na 100 izoliranih sevov E tularensis v
klini¢nih laboratorijih, 14,0 na 100 v veterinarskih in 0,4 na 100 v referen¢nih labo-
ratorijih. Povprecno Stevilo izpostavljenih delavcev na prijavljen dogodek je znasalo
3,2 v Kklini¢nih, 2,4 v referencnih, 5,1 v veterinarskih in 0,9 v raziskovalnih labora-
torijih (17). Poudarila sta, da je laboratorijska izpostavljenost F tularensis pogosto
povezana z nepricakovanimi vzorci, pri katerih laboratorij ni bil vhaprej opozorjen
na moznost tularemije. Najvecje tveganje predstavljajo hemokulture, respiratorni
vzorci ter brisi koze ali ran, kjer se bakterija pogosto poraste v obliki majhne koloni-
je na ¢okoladnem agarju po vec kot 48 urah inkubacije (17). Ob tem velja dodati, da
je v literaturi opisanih nekaj primerov, ko je po precepljanju pozitivne hemokulture
E tularensis porasla tudi na krvnem agarju (enako potrjujejo izkusnje enega od slo-
venskih laboratorijev), najverjetneje zato, ker je iz bujona hemokulturne steklenicke
prejela dovolj rastnih faktorjev, ki jih krvni agar sicer ne vsebuje (18, 19).

Aftab s sodelavci (2025) je opisal klini¢ni primer okuzbe umetnega sklepa, kjer
je E tularensis porasla iz periproteti¢nih tkivnih vzorcev, kar je vodilo v izpostavlje-
nost dveh laboratorijskih sodelavcev v enem od danskih mikrobioloskih laboratori-
jev (20). Ker je Slo za popolnoma nepricakovanega povzrocitelja okuzbe vsadka, je
laboratorijski delavec, ki je opravil identifikacijo z masno spektrometrijo MALDI-TOF,
predhodno delal s kulturo in pripravil suspenzijo za testiranje obcutljivosti na od-
prti delovni povrsini (20). Zaradi moZnosti tvorbe aerosolov je prejel antibioti¢no
profilakso. Drugi laboratorijski delavec je delal v istem prostoru, vendar na razdalji
vec kot 2 metra, zato je prejel navodila za samoopazovanje in ustrezno napotitev, e
bi se pojavili simptomi, znacilni za tularemijo (20).

Opisani primeri poudarjajo, da tveganje za laboratorijsko izpostavljenost F tu-
larensis pogosto ni toliko odvisno od strogosti varnostnih protokolov kot pa od pra-
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vocasnega klini¢nega prepoznavanja in ustrezne komunikacije med zdravnikom in
laboratorijem. Kadar vzorci niso pravocasno prepoznani kot mozen vir okuzbe, je
izpostavitev mogoca tudi v visoko reguliranih laboratorijih. Zato so Se toliko bolj
pomembni stalna ozaveScenost, redno usposabljanje laboratorijskega osebja, spro-
tno posodabljanje standardnih operativnih postopkov ter dobra komunikacija med
klinikom in laboratorijem.

UKREPI ZA PREPRECEVANJE IZPOSTAVLJENOSTI
F. TULARENSIS V BAKTERIOLOSKIH LABORATORIJIH

Najvecje tveganje prinasa nepricakovana identifikacija E tularensis, kjer ni bil
postavljen klini¢ni sum na tularemijo oziroma laboratorij o0 moZnosti tularemi-
je ni bil obvesc¢en. Glede na klini¢no sliko je F tularensis lahko prisotna v brisih
ali bioptih ulkusov ali njihovih eksudatih, hemokulturi, izlo¢kih dihal, v sklepnih
in drugih telesnih teko¢inah ter brisih o¢esne veznice ali roZenice (2, 12, 21). Se
zlasti pozorni moramo biti pri drobnih kolonijah na ¢okoladnem agarju in njego-
vih ekvivalentih, ki porastejo po ve¢ kot 48 urah inkubacije in kjer ni vidne rasti
na agarju MacConkey. V klini¢nih laboratorijih so F tularensis ob izpostavljenosti
najveckrat zamenjali za Haemophilus spp., redkeje za Campylobacter spp., Paste-
urella spp. ali Legionella spp. (17). Splosno sprejeti varnostni algoritmi pri delu v
bakterioloskem laboratoriju vklju¢ujejo navodilo, da v primeru po Gramu nega-
tivnih kokobacilov v mikroskopskem preparatu hemokulture, ki je bila pozitivna
po vec kot 24 urah inkubacije, vse nadaljnje ravnanje s hemokulturo izvajamo v
bioloski varnostni komori, ob uporabi rokavic in delovne obleke, vse do identifi-
kacije bakterije. Na tak nac¢in se mo¢no zmanj$a moZznost izpostavitve v primeru
obeh visoko patogenih bakterij - Brucella spp. in E tularensis (16, 21). V pomo¢
je lahko tudi barvanje z akridin oranZem, kjer naj bi bili kokobacili bolj o¢itni kot
pri barvanju po Gramu (18).

Osnova ukrepov za preprecevanje izpostavljenosti visoko patogenim bakterijam,
vklju¢no s E tularensis, so (povzeto po Barron in Miller, 2008):

i)  dobro vzpostavljeni in nedvoumno oblikovani varnostni protokoli v bakteri-
oloskem laboratoriju ter skrbno usposabljanje zaposlenih glede tveganj pri
delu z mikroorganizmi in uporabe osebne varovalne opreme; potrebna so
tudi redna obnovitvena izobraZevanja, priporocljivo enkrat letno;

ii) obdelava bakterijskih kultur z drobno rastjo (< 1 mm) na ¢okoladnem agarju
po > 24 urah inkubacije, ki ne rastejo na agarju MacConkey, ter vseh hemo-
kultur in likvorjev, kjer so v mikroskopskem preparatu vidni po Gramu ne-
gativni kokobacili, v bioloski varnostni komori z ustrezno osebno varovalno
opremo;

iii) uporaba tehni¢nih reSitev v laboratoriju, kot so avtomatske pipe, avtomatski
podajalniki papirnatih brisa¢;

iv) uporaba rokavic pri delu s klini¢nimi vzorci in bakterijskimi kulturami, ta-
koj$nja zascita (zaprtje) gojiS¢ s sumljivo rastjo; uporaba vizirjev, kadar lahko
nastanejo aerosoli; uporaba alkoholnih gelov za razkuzevanje rok; skrb za
razkuzevanje predmetov v laboratoriju (telefoni, vijaki na mikroskopu, rocaji
vozickov);

v) takoj$nji pregled rezultatov identifikacije nenavadnih, zahtevnejsih, pocasi
rastoCih bakterijskih kultur;
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vi) prerazporeditev sodelavcev z oslabljenim imunskim sistemom na druga de-
lovisSéa;
vii) vzpostavitev ustrezne politike obveSc¢anja o sumu na visoko patogene mikro-
organizme (8).
V vseh klini¢nih laboratorijih mora biti vzpostavljen nadzor nad izpostavljenostjo
na delovnem mestu, z ustreznim dokumentiranjem in po potrebi s sodelovanjem z
infektologi glede predpisovanja profilakse. Najpomembnejsi dejavnik pri preprece-
vanju izpostavljenosti je ustrezno in redno usposabljanje zaposlenih.

ALGORITEM UKREPANJA OB POTRJENI IZPOSTAVLJENOSTI
F. TULARENSIS

Ker se v vecini rutinskih laboratorijev bakterijske kulture iz klini¢nih vzorcev z iz-
jemo hemokultur in likvorja obdeluje na pultu (identifikacija, precepljanje tekocih
Zato je bistveno, da je diagnostic¢ni laboratorij ob posiljanju klini¢nih vzorcev obves-
¢en o moznosti tularemije kot diferencialne diagnoze, saj le tako lahko poskrbimo
za ustrezno varnost pri delu.

V bakterioloskem laboratoriju je ob nepri¢akovani potrjeni identifikaciji bak-
terijske kulture F tularensis potrebno najprej opredeliti tveganje izpostavljenosti.
To je najvecje ob izpostavljenosti aerosolom, ki lahko povzrocijo respiratorno tu-
laremijo, najpogostejSo obliko bolezni ob laboratorijski okuzbi. Infektivna doza F
tularensis je izjemno nizka, saj okuzbo ob inhalaciji lahko povzroci Ze od 10 do 50
bakterij (12, 17).

V raziskavi Morse in Henkel, kjer so v okviru CDC (angl. Centers for Disease Control
and Prevention, CDC) preverjali porocanje poklicne izpostavljenosti E tularensis, so
tveganje za okuzbo na obrazcih za porocanje opredelili kot nizko, zmerno ali viso-
ko glede na vrsto izvajanega laboratorijskega postopka in uporabo osebne varoval-
ne opreme (17). Izpostavljenosti z nizkim tveganjem so predstavljale 87,7 % prijav;
sem so se uvrstili incidenti v raziskovalnih laboratorijih, kjer je bila izpostavljenost
posameznikov omejena z uporabo osebne varovalne opreme in delom v laboratoriju
BSL-3, ter izpostavljenosti v kKlini¢nih laboratorijih, ki so bile posledice subkultivacije
pozitivnih hemokulturnih steklenick, barvanja po Gramu in drugih postopkov, izve-
denih v laboratoriju druge stopnje bioloske varnosti (BSL-2). Zmerno in visoko tve-
gana izpostavljenost je bila opredeljena ob urezninah, vbodih z iglami, ugrizih Zivali
(v raziskavo so bili vkljuceni tudi veterinarski laboratoriji). Zmerna izpostavljenost
v bakterioloskih laboratorijih je bila opredeljena tudi pri »vohanju« bakterijskih kul-
tur in vorteksiranju suspenzij z bakterijsko kulturo na odprti delovni povrsini (17).

Ob izpostavljenosti je treba najprej odkriti aktivnost, ki je pripeljala do izposta-
vitve. Na podlagi teh aktivnosti se namrec opredeli tveganje za okuZbo in sprejme
odlocitev o uporabi antibioti¢ne profilakse. Sledijo ukrepi:

i) Identifikacija kontaminiranih predmetov in njihova ustrezna odstranitev (za-
prtje v ustrezne koSe in unicenje oziroma zaprtje v ustrezno oznacene posode,
primerne za transport nevarnih snovi in premestitev v ustrezen laboratorij),
zracenje prostora in dekontaminacija povrsin (22).

ii) Zavarovanje bakterijske kulture ob identifikaciji (uporaba parafilma, vreck za
biohazard, nato Se zrakotesna posoda) in posredovanje v laboratorij BSL-3.
Vsa odvecna gojisca ¢im prej avtoklaviramo; prihranimo le gojiS¢a za posi-
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ljanje v slovenski referencni laboratorij (IMI MF UL, Laboratorij za diagno-
stiko zoonoz in laboratorij SZO) skladno z delegirano uredbo Komisije (EU)
2024/2547. Vsebino in zunanjost embalaZe ustrezno oznacimo.

iii) Potrebno je preveriti tudi, kateri drugi klini¢ni vzorci bolnika so bili sprejeti
(ali pa Se bodo sprejeti) v mikrobioloski laboratorij in jih ustrezno oznaciti
ter znotraj laboratorija ali inStituta obvestiti sodelavce. Ravnanje s klini¢nimi
vzorci takega bolnika se izvaja v bioloski varnostni komori, ob upostevanju
pogojev, ki ustrezajo ravni BSL-3; vsako nadaljnje rokovanje z bakterijskimi
kulturami istega bolnika se izvaja v laboratoriju BSL-3.

iv) Identifikacija vseh oseb, ki so delale s kulturo E tularensis; incident je pot-
rebno ustrezno dokumentirati, izpostavljene osebe pa napotiti na obravna-
vo, kjer je na podlagi ocene tveganja za okuzbo sprejeta odlocitev, ali bodo
izpostavljene osebe le opazovane in spremljane (t. i. feverwatch oziroma
samoopazovanje) ali pa bo uvedena antibioti¢na profilaksa (23) (Slika 1).

Ocena tveganja in zahteve za zagotavljanje varnosti in zdravja laboratorijskih

delavcev so opredeljeni tudi v Pravilniku o varovanju delavcev pred tveganji zaradi
izpostavljenosti bioloskim dejavnikom pri delu (Uradni list RS §t.168/20 in 12/24).
Skladno s Pravilnikom E tularensis glede na tveganje za okuzbo spada v 2. ali 3. sku-
pino (F tularensis subsp. tularensis). Izvedena mora biti ocena tveganja, opredeljena
v 3. in 4. ¢lenu Pravilnika, delodajalec pa mora izpolniti svoje obveznosti skladno s
Cleni 5-14 glede zmanjSevanja tveganja, dostopa do podatkov, higienskih in indivi-
dualnih ukrepov, usposabljanja, obvescanja, vodenja dokumentacije in zdravstve-
nega nadzora.

Slika 1. Algoritem ukrepanja ob potrjeni izpostavljenosti E. tularensis v
laboratoriju.
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Samoopazovanje

Pri samoopazovanju oziroma opazovanju vrocine izpostavljene osebe dnevno
spremljajo svojo telesno temperaturo in v primeru vrocine (telesna temperatura
nad 38,5 °C) takoj poiscejo zdravnisko pomoc ter zacnejo antibioti¢no zdravljenje
tularemije. Merila za odloc¢anje o opazovanju ali takoj$nji profilaksi niso natan¢no
opredeljena, pri odloCanju je treba upostevati naslednje dejavnike: i) narava iz-
postavljenosti (laboratorijski postopki s potencialnim tvorjenjem aerosolov, vdi-
havanje bakterijske kulture, izvajanje postopkov na odprti delovni povrsini, upo-
raba osebne varovalne opreme); ii) inkubacijska doba (tipi¢na inkubacijska doba
za tularemijo je 3-7 dni, z razponom 1-14 dni; ob identifikaciji mikroorganizma
je lahko del tega obdobja Ze minil, v tem primeru je preostalo tveganje za okuzbo
nizko); iii) stopnja zaskrbljenosti (nekateri laboratorijski delavci so zelo zaskr-
bljeni zaradi tveganja okuzbe, drugi pa morda bolj zaradi nepotrebnega jemanja
antibiotikov) (23).

Antibioti¢na profilaksa

Pri odraslih osebah se za profilakso pri izpostavljenosti F tularensis obi¢ajno pripo-
roca doksiciklin (100 mg peroralno dvakrat dnevno 14 dni). Alternativnha mozZnost
je ciprofloksacin (500 mg peroralno dvakrat dnevno 14 dni), ki ga ameriSka Uprava
za hrano in zdravila (angl. Food and Drug Administration; FDA) za profilakso tulare-
mije sicer ni odobrila, vendar je bila njegova u¢inkovitost pri preprecevanju tulare-
mije dokazana v razli¢nih klini¢nih studijah, zato je lahko primeren za bolnike, ki ne
morejo jemati doksiciklina (23).

Cepljenje

Do nedavnega je bilo za zascito laboratorijskih delavcev, ki rutinsko delajo s F tu-
larensis, na voljo oslabljeno cepivo LVS. Danes ni ve¢ dostopno, saj je imelo Stevilne
pomanjkljivosti (24). Trenutno obstaja veliko zanimanje za razvoj novega cepiva, ne
le za zaSc¢ito oseb z vedjim tveganjem za okuzbo (npr. laboratorijski delavci ali raz-
iskovalci, ki rutinsko delajo s F tularensis), temvec tudi v okviru protiteroristi¢nih
prizadevanj za obrambo pred biolo$kim orozjem (25).

DOKUMENTIRANA IZPOSTAVLJENOST F. TULARENSIS
V BAKTERIOLOSKIH LABORATORIJIH V SLOVENUI
V OBDOBJU 2020-2025

Na Institutu za mikrobiologijo in imunologijo (IMI) UL MF so v zadnjih petih letih
zaznali dve izpostavljenosti kulturi F tularensis v bakterioloskih laboratorijih.

V letu 2021 so iz hemokulture, odvzete bolnici brez posebnih epidemioloskih
okolis¢in ali klini¢no postavljenega suma na tularemijo, po 18 urah inkubacije na
¢okoladnem agarju porasle drobne kolonije bakterij. V mikroskopskem preparatu,
izdelanem prej$nji dan v ¢asu dezurstva, ni bilo videti bakterijskih celic, zato je bila
hemokultura obdelana po protokolu za lazno pozitivne hemokulture v bioloski var-
nostni komori. Pregled rasti na gojiscih in delo z bakterijsko kulturo za namen iden-
tifikacije z MALDI-TOF sta bila izvedena na odprti delovni povrsini zunaj varnostne
komore, zaposlena je uporabljala obrazno masko (obdobje epidemije covida-19).
Potencialno izpostavljeni sta bili dve osebi, vendar je bila izpostavljenost oprede-
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ljena kot nizko tvegana, zato sta se obe osebi po ustrezni obravnavi pri infektologu
odlocili za samoopazovanje. Nobena se ni okuzila.

Leta 2022 so prejeli bris oCesne veznice bolnika, poslan na preiskavo na patoge-
ne bakterije, brez klini¢no postavljenega suma na tularemijo. Po 24 urah inkubacije
pregledana, ker je bila nedelja) pa je bila na cokoladnem agarju vidna drobna rast,
podobna Haemophilus spp. GojiS¢a so bila pregledana na odprti delovni povrsini,
izvedeno je bilo precepljanje tekocega gojisca in identifikacija z MALDI-TOF, ki je
potrdila F tularensis. Bolnik je imel sicer redko obliko okuloglandularne tularemije.
Ob delu z bakterijsko kulturo je bilo zaradi takratne prostorske stiske laboratorija v
neposredni bliZini pet potencialno izpostavljenih oseb. Tveganje za izpostavljenost je
bilo opredeljeno kot zmerno, Stiri osebe so se po obravnavi pri infektologu odlocile
za antibioti¢no profilakso. Nihce od izpostavljenih ni bil okuzen.

Po teh dogodkih je bilo pripravljenih vec¢ aktivnosti, s katerimi so poskusali
zmanjsati tveganje za izpostavljenost visoko patogenim bakterijam vsaj v okolis¢i-
nah, ko je pravocasno postavljen klinicni ali laboratorijski sum na tovrstno okuzbo.
[zpopolnjeni so bili varnostni protokoli in algoritmi v bakterioloskih laboratorijih,
izvedeno je bilo izobraZevanje za zaposlene o potencialnih tveganjih za okuZzbo pri
delu, v laboratorijskem informacijskem sistemu so vzpostavili oznako za biohazard
pri bolnikih, katerih kuznine so bile sprejete na IMI in so bile pri njih narocene pre-
iskave na visoko patogene bakterije (npr. PCR ali serologija na Brucella spp., E tula-
rensis, Coxiella spp., B. anthracis).

V Nacionalnem laboratoriju za zdravje, okolje in hrano (NLZOH) so leta 2025
obravnavali pozitivno aerobno hemokulturo, odvzeto pri bolniku s pljucnico, brez
posebnih epidemioloskih okolis¢in. V mikroskopskem preparatu, obarvanem po Gra-
mu, mikroorganizmov ni bilo videti, zato je bila hemokultura obdelana po protokolu
za lazno pozitivne hemokulture v bioloski varnostni komori. Po 24 urah inkubacije
pa je bila vidna Sibka rast na ¢okoladnem in krvnem agarju. Zaradi pocasne rasti je
mikrobiolog uposSteval moZnost F tularensis ali Brucella spp., zato je bila priprava za
identifikacijo z MALDI-TOF (nanos kulture in reagentov na ploscico) izvedena v var-
nostni komori. Ob identifikaciji E tularensis so prostor zaprli, obvestili zaposlene in
laboratorij vec¢ ur zracili. Preucili so druge prejete vzorce bolnika in ugotovili, da so
pred dnevi obravnavali bris nazofarinksa za molekularno dokazovanje povzrocite-
ljev in urin na antigene legionele in pnevmokoka, za kar zadoSc¢ajo rutinski varnostni
ukrepi (uporaba osebne varovalne opreme in varnostne komore). MozZnost izposta-
bistveno manjsa verjetnost za izpostavljenost je bila ugotovljena pri sodelavcu, ki je
gojisca pregledal po 24 urah, in tehniku, ki je bil v prostoru le kratek Cas. Ker se z
bakterijsko kulturo ni delalo zunaj varnostne komore, so izpostavljenost ocenili kot
nizko tvegano. Epidemiolog in infektolog sta odlocCitev o antibioti¢ni profilaksi ali
samoopazovanju prepustila izpostavljenim osebam, vsi trije potencialno izpostav-
ljeni so se odlocili za samoopazovanje; nobeden se ni okuzil. Vse zaposlene so takoj
preventivno (Ce bi bila kak$na izpostavljenost spregledana) obvestili o primeru in
jim svetovali, naj ob morebitnih znakih okuzbe (vrocina, slabo pocutje) opozorijo,
da so v laboratoriju obravnavali kulturo E tularensis, in poklicejo vodjo. Postopki v
nadaljevanju so potekali po predpisanih poteh, identifikacijo so potrdili na IMI. Bol-
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nis$nico so prosili, naj jih o morebitnih nadaljnjih vzorcih bolnika vnaprej obvesca, za
preiskavo na patogene bakterije so naknadno odvzeli Se vzorec plevralnega punktata,
likvor in sputum, ki so jih poslali na IMI; nadaljnjih izpostavitev ni bilo.

ZAKLJUCEK

Laboratorijske okuzbe s E tularensis kljub redkosti pomenijo pomembno tveganje
za osebije, zlasti ob nepric¢akovani prisotnosti bakterije v klini¢nih vzorcih. Med naj-
pomembnejSimi ukrepi za preprecevanje izpostavljenosti so pravoc¢asno obve$canje
laboratorija, dosledna uporaba bioloSke varnostne komore ter redno izobrazevanje
laboratorijskih delavcev o tveganjih in ustreznih postopkih ob sumu na visoko pa-
togene mikroorganizme.
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Neisseria meningitidis - laboratorijske okuzbe
in obvladovanje tveganj

Neisseria meningitidis — laboratory infections and risk

management

Julija Germ,! Petra Piber,2 Andrej Rojnik3

IZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: Neisseria meningitidis, aerosol, poizpostavitvena
kemoprofilaksa, cepljenje, okuzba v laboratoriju, BSL-protokoli.

Laboratorijske okuzbe pomenijo tveganje za zdravstveno osebje pri delu z nalezlji-
vimi mikroorganizmi. Glavni vzrok za prenos prek aerosolov, vbodov ali stika s koZo
so Cloveske napake. OkuZba z bakterijo Neisseria meningitidis je redka, a potencialno
resna laboratorijska okuzba. Nastane lahko pri obdelavi bakterijskih kultur zunaj
varnostne komore, Kjer se lahko tvorijo nalezljivi aerosoli.

Za preprecevanje okuzb so najpomembnejsi varnostni ukrepi, kot so delo v
varnostnih komorah, uporaba osebne zascitne opreme in spostovanje protokolov
ustrezne biovarstvene stopnje. Cepljenje proti meningokoku (MenACWY in MenB)
je pomemben preventivni ukrep za laboratorijsko osebje, ob morebitni izpostavitvi
pa je nujna takojsnja poizpostavitvena kemoprofilaksa. Kombinacija teh ukrepov,
izobraZevanja in protokolov ob izpostavitvi zagotavlja u¢inkovito zas¢ito zaposlenih
pred invazivnimi meningokoknimi okuzbami.

ABSTRACT

KEY WORDS: Neisseria meningitidis, aerosol, post-exposure prophylaxis,
vaccination, laboratory-acquired infection, BSL protocols

Laboratory infections pose a risk to healthcare personnel working with infectious
microorganisms, with human errors being the main cause of transmission through
aerosols, needle sticks, or skin contact. Infection with the bacterium Neisseria men-
ingitidis is rare but can be a potentially serious laboratory-acquired infection, which
may occur when handling bacterial cultures outside a safety cabinet due to aerosol
generation.
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To prevent infections, key safety measures include working in safety cabinets,
using personal protective equipment, and adhering to biosafety-protocols. Vacci-
nation against meningococcus (MenACWY and MenB) is an important preventive
measure for laboratory personnel, and in the event of potential exposure, immediate
post-exposure chemoprophylaxis is essential. The combination of these measures,
along with training and exposure-response protocols, provides effective protection
for employees against invasive meningococcal infections.

uvoD
Laboratorijske okuzbe

Kot laboratorijske opredeljujemo tiste okuZzbe, ki nastanejo pri delu z nalezljivimi
ali potencialno patogenimi mikroorganizmi v laboratorijskih razmerah - bodisi v
diagnosti¢ne, raziskovalne ali industrijskorazvojne namene. Prinasajo neposredno
tveganje za zdravje zaposlenih, ki prihajajo v stik s povzrocitelji bolezni, hkrati pa
lahko imajo tudi hude javnozdravstvene posledice (1).
Po podatkih iz literature je priblizno 70 odstotkov laboratorijskih okuZzb posledi-
ca ¢loveske napake. NajpogostejSa mehanizma prenosa sta inhalacija aerosoliziranih
delcev in vbod z okuZenimi ali kontaminiranimi pripomocki, sledita pa nenamerno
zauzitje ter vnos skozi sluznice ali poSkodovano kozo (1).
Med najpogosteje dokumentiranimi povzrocitelji laboratorijskih okuzb so:
¢ bakterije, kot so Brucella spp., Mycobacterium tuberculosis, Salmonella spp.,
Shigella spp., Francisella tularensis;

e virusi, npr. virusi hepatitisa B in C, arbovirusi ter virusi hemoragic¢nih mrzlic
(npr. virus Lassa);

e paraziti, kot so Plasmodium spp. in Leishmania spp. (1-4).

Neisseria meningitidis

N. meningitidis (oziroma meningokok) je po Gramu negativen diplokok, njegov edi-
ni naravni gostitelj je ¢lovek, pri katerem kolonizira predvsem nosno-Zrelni prostor.
Asimptomatski nosilci so priblizno 2 odstotka otrok, mlajsih od pet let, ter priblizno
Cetrtina mladostnikov, starih med 15 in 19 let. Nosilstvo je glavni rezervoar za Sirje-
nje bakterije v populaciji (5).

Gre za oportunisti¢no bakterijo, ki lahko v dolo¢enih okolis¢inah preide epite-
lijsko in krvno-mozgansko pregrado ter povzroci invazivno bolezen, najpogosteje v
obliki gnojnega meningitisa ali meningokokne sepse, povzroca pa tudi epidemije (5).

Na podlagi znacilnosti polisaharidne kapsule razvr§¢amo N. meningitidis v 13
seroloskih skupin, pri emer ve¢ kot 90 odstotkov invazivnih izolatov pripada skupi-
nam A, B, G, X, Y in W-135. V Evropi prevladujejo seroskupine B, Cin Y (5). Kapsula je
poglavitni virulentni dejavnik, saj bakterijo $¢iti pred fagocitozo. Nekapsulirani sevi
so obicajno nepatogeni oziroma bistveno manj virulentni (5). Kljub temu so opisani
redki primeri invazivne bolezni, ki jo je povzrocil nekapsulirani sev, zlasti pri osebah
z imunskimi pomanjkljivostmi (6).

Meningokoki se Sirijo kaplji¢no, s kasljanjem in kihanjem, redkeje posredno prek
kontaminiranih predmetov. Ceprav je prezivetje N. meningitidis zunaj gostitelja krat-
kotrajno, lahko nekaj ur ali dni prezivi na steklu ali plastiki (7). Mehanizmi, ki omo-
gocajo prehod iz nosno-zrelnega prostora v krvni obtok, niso povsem pojasnjeni
(5). Invazivna meningokokna bolezen je sicer redka - po podatkih Nacionalnega
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inStituta za javno zdravje (NIJZ) je bilo v Sloveniji leta 2022 prijavljenih 7 primerov
(8). Ker spada v 1. skupino nalezljivih bolezni, je njeno pojavljanje po zakonu treba
prijaviti, in sicer epidemiologu na obmocni enoti NIJZ v treh do Sestih urah po potr-
ditvi diagnoze (9). Inkubacijska doba okuzbe z N. meningitidis traja od 2 do 10 dni,
najpogosteje 3-4 dni.

N. meningitidis kot laboratorijska okuzba

Neisseria meningitidis sicer velja za redkega povzrocitelja laboratorijsko pridobljenih
okuzb, vendar so tovrstne okuzbe pogosto povezane z neugodno prognozo (1). Po
podatkih iz obdobja 1979-2015 je bil ta povzrocitelj po pogostosti laboratorijskih
okuzb uvrscen na deseto mesto (10).

Ocenjuje se, da je tveganje za okuzbo pri pripravi suspenzije iz kulture bakterij
N. meningitidis zunaj varnostne komore vecje kot pri tesnem stiku z bolnikom (11).
Smrtnost med laboratorijskim osebjem, ki se okuZi z N. meningitidis, pa je po opisanih
primerih iz literature visoka - po nekaterih ocenah celo visja kot v splos$ni populaciji
pri invazivni okuzbi (4, 12).

Bakterija se lahko Siri z aerosolnimi kapljicami, zato so tovrstni postopki v la-
boratorijskem okolju (npr. vorteksiranje, priprava suspenzije za izdelavo antibio-
grama) posebno tvegani (5). Manj je znano tveganje za okuzbo ob delu s kulturo N.
meningitidis zunaj varnostne komore, kadar je moZznost tvorbe aerosola majhna (npr.
identifikacija z MALDI-TOF). Barkham in sod. so skusali oceniti tveganje za okuzbo
z meningokokom ob prepoznavanju bakterije na podlagi vonja. Ocenjena je bila kot
majhna, kljub temu pa tovrstno pomoc pri identifikaciji bakterije odsvetujejo (13).
V analizi dokumentiranih laboratorijskih meningokoknih okuzb v ZDA je bilo opisa-
nih 19 primerov, 15 (94 %) od teh je bilo povezanih z delom brez ustrezne zascite
proti aerosolu, torej brez uporabe varnostne laminarne komore ali zas¢itne maske
(12, 14, 15).

V mikrobioloskem laboratoriju N. meningitidis najpogosteje izoliramo iz respira-
tornih vzorcev, krvi ali likvorja, redkeje iz urogenitalnega trakta ali o¢esne veznice
(9). Za identifikacijo se danes najpogosteje uporablja masna spektrometrija MAL-
DI-TOF. Bakterijo gojimo pri 35-37 °C in 2-10 % CO., najpogosteje na ¢okoladnem
agarju, Kjer tvori sive, svetlece in rahlo izbocene kolonije s premerom 0,5-1 mm (5).

Izolate N. meningitidis v laboratoriju opredelimo kot invazivne ali neinvazivne
glede na mesto izolacije oziroma glede na to, ali osamitev predstavlja kolonizacijo ali
okuzbo, vendar v laboratoriju tega ni mogoce zanesljivo opredeliti. Izolati, osamljeni
iz primarno sterilnih vzorcev (npr. krvi, likvorja), po navodilih NIJZ zahtevajo jav-
nozdravstveno ukrepanje, tj. iskanje tesnih stikov in po potrebi uvedbo kemoprofi-
lakse z antibiotiki. Te izolate na obmo¢ni enoti Nacionalnega laboratorija za zdrav-
je, okolje in hrano (OE NLZOH) nadalje serotipizirajo. Osamitev N. meningitidis iz
ocesne veznice sicer ne predstavlja sistemske invazivne okuzbe, gre pa za okuzbo,
ki po navodilih NIJZ prav tako zahteva prijavo in javnozdravstveno ukrepanje (5, 9).

V mikrobioloSkem laboratoriju se primarno sterilne kuznine, kot so hemokulture,
likvor in punktati sklepov, obdelajo v varnostni komori (priprava direktnega razmaza
po Gramu, kuznine, zasejane na bakterioloska gojis¢a). Na meningokok posumimo ob
pregledu direktnega razmaza ali ob identifikaciji z MALDI-TOF neposredno iz pozitiv-
ne hemokulture. Kadar v razmazu, obarvanem po Gramu, vidimo po Gramu negativne
koke ali z MALDI-TOF identificiramo N. meningitidis, mora biti osebje v laboratoriju

35



Neisseria meningitidis - laboratorijske okuzbe in obvladovanje tveganj

dodatno pozorno. Vsi nadaljnji postopki (priprava in od¢itavanje antibiograma) se
izvedejo v varnostni komori. Ce identifikacija ni potrjena, je smiselno nadaljnje delo
izvajati v varnostni komori.

Postopek pri obravnavi drugih, ne primarno sterilnih kuZnin je lahko drugacen.
Zasajanje bakterioloskega gojis¢a poteka v varnostni komori. Pregledovanje pri-
varnostne komore, zato laboratorijski delavci lahko pridejo v stik z bakterijsko kul-
turo meningokoka brez zascite. Za izolate N. meningitidis, osamljene iz dihal (Zrelo,
sputum - tudi meningokokna pljucnica, ki ni sistemska) in genitalnega trakta, po
navodilih NIJZ ni potrebno javnozdravstveno ukrepanje, tudi v literaturi so opisani
kot manj nevarni za laboratorijsko okuzbo (9, 12, 15). V laboratoriju nevarnosti za
okuzbo ne moremo povsem izkljuciti, zato je priporocljivo, da postopke, pri katerih
se tvori aerosol, izvajamo v varnostni komori. Podatkov o delezu kapsuliranih sevov
v nosno-zrelnih izolatih za Slovenijo trenutno ni. V dveh locenih raziskavah iz Italije
so ugotovili kolonizacijo nosno-Zrelnega prostora pri mladostnikih in mladih odra-
slih z nekapsuliranimi sevi v 47 % oziroma 34 % in kolonizacijo s seroskupino B v
27 oziroma 28 % (16, 17).

Varnostni ukrepi v laboratoriju

Pri delu z N. meningitidis je potrebno vse postopke, pri katerih lahko pride do tvorbe
aerosolov, izvajati v varnostni komori. Ce to ni mogoce, je obvezna uporaba osebne
varovalne opreme (OVO) - laboratorijskega plasca, rokavic, zasc¢itnih ocal ali vizirja
ter respiratorne zascite (mask tipa FFP2 ali FFP3; angl. filtering facepiece - FFP). Z
invazivnimi sevi N. meningitidis je treba v laboratorijih delati po standardih stop-
nje bioloske varnosti 2 (angl. Biosafety level 2, BSL-2), kot jih opredeljuje Svetovna
zdravstvena organizacija (SZO, angl. World Health Organisation, WHO). V nekaterih
priporocilih omenjajo visjo stopnjo zascite (BSL-2 z elementi BSL-3), kadar obstaja
tveganje za nastanek aerosola (7).

Bistvenega pomena so izobraZevanje in ozaveScanje zaposlenih, ki so pri delu
lahko izpostavljeni meningokoku, ter pripravljen protokol za primer izpostavitve.

Cepljenje
V Sloveniji sta za zas$cito pred meningokoknimi okuzbami trenutno na voljo dve ce-
pivi:

MenACWY je Stirivalentno konjugirano cepivo (Nimenrix®), ki $¢iti pred sero-
skupinami 4, C, W-135 in Y, ter MenB (Bexsero®), namenjeno za§¢iti pred serosku-
pino B (18).

CDC (angl. Centres for Disease Control and Prevention) in SZO priporocata cep-
ljenje laboratorijskih delavcey, ki lahko pridejo v stik z meningokokom (19, 20). V
evropskem prostoru je praksa razli¢na; cepljenje z MenACWY je za laboratorijske
delavce priporo¢eno v Neméiji, Avstriji, na Norveskem, Madzarskem in v Svici, cep-
lienje z MenB pa v Avstriji, na Ce$kem, Irskem, v Franciji, Nem¢iji, na Norveskem,
Poljskem in v Spaniji (21, 22).

Po Programu cepljenja Republike Slovenije je v skladu z izjavo o varnosti z oce-
no tveganja delovnih mest predvideno cepljenje za zdravstvene delavce, pri katerih
obstaja tveganje za okuzbo z meningokokom (23). Kemoprofilaksa tesnih stikov in
laboratorijskih delavcev po izpostavitvi se izvede neodvisno od cepilnega statusa (9).
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Poizpostavitvena kemoprofilaksa

V Sloveniji se v primeru izpostavljenosti N. meningitidis v laboratorijskem okolju
osebo obravnava po protokolu tesnega stika, za kar je potrebna obravnava pri spe-
cialistu medicine dela ali v infektoloski ambulanti. Ob izpostavljenosti je potrebno
¢im prej zaceti kemoprofilakso (znotraj 24 ur po izpostavitvi), primerni antibiotiki
so predstavljeni v Shemi 1 - Predlagan algoritem ukrepov ob izpostavitvi bakteriji
Neisseria meningitidis v laboratoriju (9).

Shema 1. Predlagan algoritem ukrepov ob izpostavitvi bakteriji Neisseria
meningitidis v laboratoriju.

1. Ugotavljanje aktivnosti, ki je povzrocila izpostavitev
Pregled bakterijskih kultur na odprti delovni povrsini

Ustvarjanje aerosolov pri delu z bakterijsko kulturo (vorteksiranje)

'

2. Opredelitev tveganja

v '

Zmerno do visoko tveganje Nizko tveganje

Izpostavljenost aerosolu zunaj varnostne komore brez OVO Delo z izolatom, ki ne zahteva

Delo z bakterijsko kulturo invazivnega Javnozdravstvenega ukrepanja

Izpostavljenost aerosolu ali

izolata zunaj varnostne komore brez OVO
2 zunaj v z bakterijski kulturi ob uporabi OVO

Vnos bakterije prek kozZe, sluznic

3. Ukrepanje

\4 \
Dekontaminacija kozZe, izpiranje oci (ob vnosu) Samoopazovanje
Odstranitev kontaminiranih predmetov, dekontaminacija IzobraZevanje zaposlenih

okolice (razlitje)
Porocilo o izpostavljenosti, zapis ugotovitev

Posvet z infektologom/epidemiologom — poizpostavitvena
kemoprofilaksa (< 24 ur), navodila za samoopazovanje

Antibioti¢na profilaksa < 24 ur po izpostavitvi

Ciprofloksacin: 500 mg per os, 1 odmerek

Rifampicin: 600 mg per os 2x dnevno, 2 dni (kontraindicirano za nosec¢nice)
Ceftriakson: 250 mg I.M., 1 odmerek (zdravilo izbora za nosec¢nice)

Azitromicin: 500 mg per os, 1 odmerek (nosecnice, preobcutljive za betalaktamske antibiotike)

OVO - Osebna varovalna oprema.
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Dokumentirana izpostavitev N. meningitidis v mikrobioloskih
laboratorijih v Sloveniji

V bakterioloSkem laboratoriju Instituta za mikrobiologijo na Medicinski fakulteti
Univerze v Ljubljani je bila leta 2025 zaznana mozna izpostavitev aerosolu in vdiha-
vanju bakterije N. meningitidis, osamljene iz brisa o¢esne veznice (vzorec ni bil ob-
delan v varnostni komori) pri bolniku z gnojnim konjunktivitisom. Vodja laboratorija
je ob pregledovanju izvidov in identifikaciji bakterije narocila izdelavo antibiogra-
ma v varnostni komori, vendar je bil v tem ¢asu antibiogram Ze narejen (priprava
suspenzije in nanos suspenzije na gojisce). Izolat je bil prijavljen NIJZ. Zaposlena je
bila napotena k infektologinji, uvedena je bila antibioti¢na profilaksa s ciprofloksa-
cinom 1 x 500 mg. Zaposlenim je bilo poslano obvestilo o ustreznem ravnanju z N.
meningitidis, izoliranim iz oCesne veznice.

V Nacionalnem laboratoriju za zdravje, okolje in hrano je bil v letu 2025 zaznan
en primer mozZne izpostavitve N. meningitidis pri laboratorijskem osebju. Slo je za
»Sum« v komunikaciji, ko je bila v laboratorij na tipizacijo poslana kultura N. menin-
gitidis, osebje laboratorija pa je pri¢akovalo kulturo bakterije Listeria monocytoge-
nes. Zato s kulturo niso ravnali po protokolu za obravnavo N. meningitidis. Takoj ko je
bila pomota ugotovljena, so kontaktirali dezurnega epidemiologa, ki je za eno osebo
odredil antibioti¢no profilakso s ciprofloksacinom 1 x 500 mg.

ZAKLJUCEK

Laboratorijske okuZzbe predstavljajo pomembno tveganje za zdravje zaposlenih, pri
¢emer so glavni vzrok za prenos patogenih mikroorganizmov ¢loveske napake. Med
povzrocitelji laboratorijskih okuzb se pojavljajo bakterije, virusi in paraziti. Bakte-
rija N. meningitidis, ¢eprav redko, lahko povzrodi resne in potencialno smrtonosne
okuzbe pri laboratorijskem osebju (1-4).

N. meningitidis kot oportunisti¢ni patogen lahko preide iz nosno-Zrelnega pros-
tora v krvni obtok. Tveganje za laboratorijsko okuzbo je vecje pri obdelavi bakte-
rijskih suspenzij iz kultur (aerosol) zunaj varnostne komore (5). Pravilno izvajanje
varnostnih ukrepov, kot so delo v varnostnih komorah, uporaba osebne varovalne
opreme in spostovanje protokolov ustrezne biovarstvene stopnje, bistveno zmanjsa
moznost okuzbe. Laboratorijski delavci lahko pridejo v stik s kulturo N. meningitidis
tere ni potrebno javnozdravstveno ukrepanje (9), vendar je priporocljiva uporaba
varnostne komore pri izvajanju postopkov, pri katerih nastaja aerosol.

Cepljenje proti meningokoku (MenACWY in MenB) je preventivni ukrep za labo-
ratorijske delavce. Priporocila med drzavami se razlikujejo; v Sloveniji je cepljenje
predvideno za zdravstvene delavce z ocenjeno izpostavljenostjo bakteriji (18, 23). V
primeru morebitne izpostavitve so nujni ocena tveganja, posvet z infektologom ali
epidemiologom in takoj$nja poizpostavitvena kemoprofilaksa (8, 9).

Celostno upostevanje varnostnih ukrepov, izobrazevanje osebja, predhodno cep-
ljenje in protokoli ob izpostavitvi zagotavljajo u€inkovito zas¢ito laboratorijskih de-
lavcev pred invazivnimi meningokoknimi okuzbami.
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Vloga visoko varnostnih laboratorijev
v mikrobioloski diagnostiki

The role of high-containment laboratories in microbiological
diagnostics

Misa Korva,! Katarina Resman Rus,! Martin Sagadin?

IZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: bioloka varnost, bioloka za§¢ita, laboratorij 3. stopnje
bioloske varnosti, laboratorij 4. stopnje bioloske varnosti, laboratorijske okuzbe,
visoko patogeni mikroorganizmi

Delo s patogenimi mikroorganizmi v laboratorijih je tvegano za osebje in okolje, zato
je pomembno dosledno zagotavljanje bioloske varnosti in zascite. BioloSka varnost
temelji na oceni tveganja ter razvrstitvi mikroorganizmov v $tiri skupine glede na
njihovo patogenost, medtem ko bioloska zas¢ita preprecuje zlorabo bioloskih ma-
terialov in nepooblascen dostop. Laboratorijske okuzbe, ki izvirajo iz pomanjklji-
vih preventivnih varnostnih ukrepov, so najpogostejse pri delu z zelo prenosljivimi
bakterijami in virusi. Tveganje se omeji z usposabljanjem osebja, uporabo zascitne
opreme in vzpostavitvijo standardnih operativnih postopkov. Laboratoriji visoke in
najvisje varnostne stopnje (BSL-3 in BSL-4) omogocajo delo z visoko patogenimi
mikroorganizmi ter zagotavljajo varno diagnostiko v hermeti¢no zaprtih in nadzoro-
vanih prostorih, s podtlakom, filtracijo zraka in ustrezno osebno varovalno opremo.
KuZen material se po mednarodnih standardih v laboratorij varno prenese v trojni
embalaZi, ki preprecuje uhajanje materiala in ohranja integriteto vzorca. Visoko var-
nostni laboratoriji imajo pomembno vlogo v mikrobioloski diagnostiki, saj nudijo
podporo ob izbruhih nalezljivih bolezni z osamitvijo patogenov, razvojem cepiv in
zdravil. Visoka strokovna usposobljenost osebja in integriran pristop k obvladovanju
bioloskih tveganj zagotavljata najvi$jo raven javnega zdravja tudi pri delu z najbolj
nevarnimi mikroorganizmi.

ABSTRACT

KEY WORDS: biosafety, biosecurity, high containment laboratory, maximum
containment laboratory, laboratory infections, pathogenic microorganisms

Working with pathogenic microorganisms in laboratories poses a risk to personnel
and the environment, so it is essential to ensure biological safety and security at all
times. Biosafety is based on risk assessment and the classification of microorganisms
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into four groups according to their pathogenicity, while biosecurity prevents the mis-
use of biological materials and unauthorised access. Laboratory infections resulting
from inadequate preventive safety measures are most common when working with
highly transmissible bacteria and viruses. Risk reduction is based on staff training,
the use of protective equipment, and the establishment of standard operating proce-
dures. High and maximum containment laboratories (BSL-3 and BSL-4) enable work
with highly pathogenic microorganisms and ensure safe diagnostics in hermetically
sealed and controlled rooms with negative pressure, air filtration, and appropriate
personal protective equipment. Safe transport of infectious material to the laboratory
is carried out in triple packaging in accordance with international standards, which
prevents material leakage and preserves sample integrity. High containment labo-
ratories play an important role in microbiological diagnostics, as they provide sup-
port during outbreaks of infectious diseases by isolating pathogens and developing
vaccines and drugs. The high professional competence of the staff and an integrated
approach to biological risk management ensure the protection of public health even
when handling the most pathogenic microorganisms.

uvoD

Laboratorijsko delo s patogenimi mikroorganizmi je za laboratorijsko osebje in javno
zdravje tvegano, ¢e niso dosledno zagotovljeni ustrezni varnostni ukrepi. Pri delu v
laboratoriju je treba upostevati bioloSko varnost (angl. biosafety) in biolosko zascito
(angl. biosecurity). Bioloska varnost temelji na sistemati¢ni oceni tveganja in prila-
gajanju glede na razred nevarnosti, v katerega uvrs¢amo mikroorganizem, biolosko
stabilnost mikroorganizma, mozne nacine izpostavitve, postopke, ki jih izvajamo,
ter okolje, v katerem se laboratorij nahaja. Bioloska zascita zagotavlja sodobne pris-
tope k zasciti laboratorijske infrastrukture pred nepooblas¢enim dostopom, krajo
ali zlorabo bioloskih materialov ter zasciti informacij, povezanih z ravnanjem in de-
lom s temi materiali. Za zagotavljanje varnega dela v mikrobioloskem laboratoriju
so potrebne stalne investicije v infrastrukturo, nadzorne sisteme ter izobrazevanje
in usposabljanje osebja. V prispevku bomo obravnavali vlogo laboratorijev z visoko
stopnjo zadrZevalnih ukrepov (angl. high and maximum containment laboratories) v
klini¢ni mikrobioloski diagnostiki ter izpostavili klju¢ne varnostne elemente za zas-
¢ito zdravstvenih delavcev in javnega zdravja.

RAZVRSTITEV MIKROORGANIZMOV GLEDE NA TVEGANJA

Za zagotavljanje bioloSke varnosti mikroorganizme razvrs¢amo v Stiri skupine tve-
ganja (od 1 do 4) glede na njihovo patogenost in tveganje za ljudi ter okolje. Skupina
1 ne prinasa tveganja, medtem ko je skupina 4 najnevarnejsa, saj vkljucuje povzro-
Citelje hudih bolezni, za katere obicajno ni u¢inkovitega zdravljenja, tveganje za Sir-
jenje v skupnosti pa je veliko. Vsaka skupina tveganja (angl. risk group, RG) zahteva
ustrezno stopnjo bioloSke varnosti za laboratorijsko delo. V skupino 1 (RG1) sodijo
mikroorganizmi, ki niso patogeni za ljudi ali zivali in predstavljajo nizko tveganje za
posameznika in okolje. VRG2 sodijo mikroorganizmi, ki so patogeni za ljudi in Zivali,
vendar ne prinasajo resne nevarnosti za $irjenje v okolju. Ceprav lahko laboratorij-
ska izpostavljenost povzroci resne okuzbe pri posameznikih, so na voljo preventivni
ukrepi in u¢inkovito zdravljenje. V RG3 uvr§¢amo mikroorganizme, ki so zelo pato-
geni za ljudi in zivali ter predstavljajo visoko tveganje za posameznika, vendar imajo
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zmerno tveganje za okolje, saj se obicajno ne Sirijo neposredno med okuZenimi ose-
bami. Na voljo so uc¢inkoviti preventivni ukrepi in omejeno zdravljenje. V RG4 sodijo
mikroorganizmi, ki pomenijo visoko tveganje za posameznika in okolje, saj so zelo
patogeni za ljudi in Zivali ter se zlahka prenasajo z osebe na osebo (posredno ali ne-
posredno). Prav tako obicajno ni na voljo cepljenje ali u¢inkovito specifi¢no zdravlje-
nje (1, 2). Razvrstitev mikroorganizmov po skupinah je prikazana v Preglednici 1;
povzeta je po Pravilniku o varovanju delavcev pred tveganji zaradi izpostavljenosti
bioloskim dejavnikom pri delu (3).

Preglednica 1. Mikroorganizmi, Ki jih uvr§¢éamo v RG3 in RG4.

RG 3 RG 4
Bacillus anthracis Alfavirusi (virus ¢ikungunja) virus ¢rnih koz
Brucella abortus, Bandavirusi (virus sindroma hude virus krimsko-kongoske
B. melitensis, B. suis vrocine s trombocitopenijo, virus hemoragi¢ne mrzlice
Hartland)
Burkholderia mallei, Flavivirusi (WNV, YFV, DENV, JEV, TBEV, | virus Ebola
B. pseudomallei SLEV, KFDV, OHFV, AHFV)
Chlamydia psittaci Flebovirusi (virus mrzlice doline Rift) virus Marburg
(aviarni sevi)
Coxiella burnetii Hantavirusi (virus Hantaan, virus virus Hendra
Dobrava, virus Puumala)
Francisella tularensis Koronavirusi (koronavirus SARS, virus Nipah
subsp. tularensis koronavirus MERS, koronavirus SARS 2)
Mycobacterium virus gripe H5N1 / H7N9 virus Lassa
tuberculosis, M. bovis, (visokopatogeni sevi)

M. africanum, M. ulcerans

Rickettsia spp., Poxvirusi (virus vakcinije) virus Lujo
Orientia tsutsugamushi

Salmonella typhi Rabdovirusi (virus stekline) juZnoameriski
arenavirusi, ki povzrocajo
hemoragi¢ne mrzlice

Shigella dysenteriae tip 1

Vibrio cholerae
(nevarni sevi)

Yersinia pestis

WNV - virus Zahodnega Nila; YFV - virus rumene mrzlice; DENV - virus denge; JEV - virus japonskega
encefalitisa; TBEV - virus klopnega meningoencefalitisa; SLEV - virus encefalitisa Saint Louis; KFDV - virus
bolezni gozda Kyasanur; OHFV - virus hemoragi¢ne mrzlice Omsk; AHFV - virus hemoragi¢ne mrzlice
Alkhumra.

LABORATORIJSKE OKUZBE IN ZASCITA ZDRAVSTVENIH
DELAVCEV

Laboratorijske okuZbe so okuzbe, pridobljene med delom s patogenimi mikroorga-
nizmi v klini¢nih, raziskovalnih in industrijskih laboratorijih. Tveganje za laboratorij-
ske okuzbe je tezko opredeliti, saj ve€ina drzav nima obveznega sistema porocanja. V
praksi Stevilni primeri izpostavljenosti niso prijavljeni, predvsem zaradi strahu pred
pravnimi posledicami in stigmatizacijo. Na mednarodni ravni so razpoloZljivi podatki
omejeni na publikacije, ki pogosto porocajo o resnih in smrtnih okuzbah ali nesre-
Cah, ki so povzrocile epidemije. Tako ni sistemati¢nih podatkov o nadzoru, ki bi jih
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lahko uporabili za izobrazevalne namene in izboljSave na podrocju bioloske varnosti.
Analize laboratorijskih nesrec iz preteklosti kaZejo, da je skoraj 70 odstotkov okuzb
posledica slabsih motori¢nih spretnosti, pomanjkanja izkusenj ali slabe presoje (4).
Laboratorijske okuzbe so lahko tudi posledica okvare laboratorijske opreme, upo-
rabe neustreznih materialov ali nepravilnega ravnanja z odpadki. V obdobju 1979-
2015 je bilo glede na dostopne objave opisanih 2392 simptomatskih laboratorijskih
okuzb, od tega 42 smrtnih primerov, 19 sekundarnih in 8 terciarnih okuZzb (5). Najvec
okuzb je bilo z bakterijami (60 %) in virusi (32 %), redkeje s paraziti (7 %) ali glivami
(<1 %). Najpogosteje so opisane laboratorijske okuzbe z brucelo, mikobakterijami,
arbovirusi, salmonelami, koksielami, hantavirusi in hepatitisom B. Pomemben vir
laboratorijskih okuzb so tudi rutinske mikrobioloske tehnike, pri katerih nastajajo
aerosoli, kot so meSanje bakterijske kulture v suspenziji s pipeto ali vrtinénim mesal-
nikom (vorteksom), rutinsko precepljanje primarnih plos¢ z bakterijskimi kulturami,
sonifikacija in liofilizacija. Vir okuzbe so mikroorganizmi v kapljicah, manjsih od 50
um, saj se ti aerosoli lahko prenasajo z zracnim tokom po prostorih in zgradbah ter
z vdihavanjem doseZejo pljucne alveole. V laboratorijih je pogost tudi prenos prek
sluznice, ko okuzbo povzrocijo razlitja in brizganje v od¢i, usta ali nos. Poleg nacina
izpostavitve je verjetnost okuzbe odvisna tudi od infektivne doze povzrocitelja. Po
podatkih so v letih 1979-2015 o vec¢ laboratorijskih okuzbah porocali iz raziskoval-
nih (65 %) kot iz klini¢nih laboratorijev (28 %) (6, 7).

Zaradi vecje dostopnosti laboratorijev z visoko (laboratoriji 3. stopnje bioloske
varnosti, BSL-3) in najvisjo stopnjo zadrZevalnih ukrepov (laboratorij 4. stopnje bi-
oloske varnosti, BSL-4), izboljSanja laboratorijske opreme, postopkov dela ter pre-
ventivnega zdravstvenega varstva laboratorijskih delavcev (cepljenje in poizposta-
vitvena profilaksa) se je Stevilo laboratorijskih okuzb z leti zmanjsalo, a kljub temu
ostaja podcenjeno. Centralizirano, anonimno porocanje brez kazenskih sankcij bi
omogocilo izboljsanje preventivnih ukrepov in laboratorijskih postopkov z vidika bi-
oloske varnosti (5, 8). Zdravstveni delavci v mikrobioloskih laboratorijih so izpostav-
ljeni ve€jemu tveganju za okuzbo z bioloSkimi agensi. Zato so standardni operativni
postopki, usposobljenost in preventivna zascita osebja kljucni elementi sistema bi-
oloske varnosti ter del celostnega pristopa k preprecevanju laboratorijskih okuzb.

Zaradi Zivljenje ogroZajocCih tveganj pri delu z agensi iz skupin RG3 in RG4 je delo
z njimi dovoljeno le usposobljenemu in specializiranemu laboratorijskemu osebju.
Program usposabljanja vkljucuje delo pod strogim nadzorom in mentorstvom, odzi-
vanje na izredne razmere na podlagi scenarijev ter redna osvezitvena usposabljanja
(9). Integriran pristop vkljucuje ve¢ dejavnikov, ki lahko vplivajo na oceno tveganja
v visoko varnostnih laboratorijih. Tak pristop kot dejavnik tveganja upoSteva tudi
osebnostne lastnosti delavca, empatijo, sposobnost za timsko delo, psiholosko oceno,
kognitivno preobremenjenost in stres, povezan z delom (10).

RAZVRSTITEV LABORATORIJEV GLEDE NA STOPNJO
BIOLOSKE VARNOSTI

Zadrzevalni ukrepi v mikrobioloskih laboratorijih so klju¢no orodje pri obvladovanju
tveganja za laboratorijsko osebje. Stopnja bioloske varnosti doloca vrsto laboratori-
ja, zasCitno opremo, dobro laboratorijsko prakso in opremo. Izbira ustrezne stopnje
biolosSke varnosti za delo z dolo¢enim mikroorganizmom je odvisna od ve¢ dejavni-
kov: skupine tveganja (RG), bioloske stabilnosti mikroorganizma v okolju, moznih
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nacinov izpostavljenosti, funkcije in organiziranosti laboratorija (diagnosti¢ni ali
raziskovalni laboratorij), postopkov oziroma manipulacij, ki jih izvajamo, varnostne
opreme in nadzora, ki sta na voljo v laboratoriju, ter razpoloZljivosti ucinkovitih
cepiv ali zdravil. Glede na tveganja laboratorije razvrS¢amo v Stiri stopnje bioloske
varnosti (angl. biosafety levels, BSL). Stopnje varnosti narasc¢ajo: BSL-1 je znacilna
za ucne laboratorije, kjer poteka delo z mikroorganizmi, ki ne povzrocajo bolezni
pri ljudeh. BSL-2 je najpogostejSa raven v medicinski mikrobioloski diagnostiki in je
namenjena delu s patogenimi mikroorganizmi, ki predstavljajo zmerno nevarnost za
laboratorijske delavce in nizko za javno zdravje. Laboratorijski delavci kot osebno va-
rovalno opremo uporabljajo laboratorijska oblacila ali plasce, laboratorijsko obutev
in rokavice. Primarna osamitev mikroorganizmov iz klini¢nih vzorcev (kri, plazma,
serum, likvor, urin, tkiva) se izvaja v razmerah BSL-2, pri Cemer, zaradi vecje zascite
laboratorijskih delavcev, delo poteka v bioloskih varnostnih komorah razreda II. Prav
tako se v bioloski varnostni komori izvajajo vsi postopki, pri katerih se med delom
lahko tvorijo aerosoli oziroma dokler ni bioloski agens inaktiviran s standardnim
postopkom. Rutinska mikrobioloSka diagnostika za dokaz mikroorganizmov RG3
poteka v razmerah BSL-2. Nadaljnji postopki, pri katerih mikroorganizmi iz skupine
RG3 doseZejo visoke koncentracije, se izvajajo v laboratoriju BSL-3. Glavna naloga
laboratorijev BSL-3 je osamitev in delo z bakterijskimi in virusnimi kulturami, testi-
ranje protivirusnih u¢inkovin in antibiotikov, razvoj cepiv, antigenska tipizacija ter
virusna nevtralizacija. Varnost dela v BSL-3 zagotavlja posebna infrastruktura labo-
ratorija, ki preprecuje izpust mikroorganizmov v okolje. Laboratorijsko osebje upo-
rablja osebno varovalno opremo, kot so rokavice, laboratorijski kombinezoni, respi-
ratorji, kapuce, zasCitne maske FFP3, ocala, laboratorijski ¢evlji ali Skornji. Primarna
pregrada za zascito osebja pred patogeni je delo v bioloski varnostni komori razreda
II. Sekundarna pregrada so - poleg posebne arhitekture laboratorija - tudi oprema
za dekontaminacijo odpadne vode, sistem za uravnavanje pretoka zraka od najmanj
do najbolj onesnaZenega obmocja, pretok vstopnega in izstopnega zraka prek HEPA-
-filtrov, avtoklav za dekontaminacijo odpadkov in prha za dekontaminacijo osebja.
Laboratoriji z najvisjo stopnjo zadrzevalnih ukrepov (BSL-4) so namenjeni delu
z najnevarnejSimi patogeni, predvsem virusi, ki povzroc¢ajo hemoragi¢ne mrzlice.
Koncept BSL-4 je fizi¢na loCitev mikrobioloskega agensa od laboratorijskega ose-
bja. Uporabljajo se bioloske varnostne komore razreda III, ki so popolnoma zaprte,
vnos materiala pa je mogoc le prek transportne komore. Z agensi se ravna od zunaj
prek neprepustnih rokavic, pritrjenih na komoro. Drugi nacin fizi¢ne locitve labo-
ratorijskega osebja od patogena so samostojne zascitne obleke s pozitivnim tlakom
in dovodom zraka. Glavna naloga laboratorijev BSL-4 je osamitev virusov RG4 na
celi¢nih kulturah ali v poskusnih Zivalih, raziskave patogeneze, razvoj novih protivi-
rusnih cepiv in zdravil ter razvoj postopkov za varno inaktivacijo klini¢nih vzorcev.
Ob pravilno izobrazenem osebju in doslednem upostevanju nacel bioloSke varnosti
so laboratoriji BSL-4 najvarnejsi med vsemi mikrobioloskimi laboratoriji (9, 11-13).

PRENOS MIKROORGANIZMOYV RG3 IN RG4 MED
LABORATORUI

Za prenos kuznih vzorcev veljajo strogi nacionalni in mednarodni predpisi (United
Nations Recommendations on the Transport of Dangerous Goods, UNRTDG; Internati-
onal Civil Aviation Organization, ICAO; International Air Transport Association, IATA).
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Vzorcev, s katerimi je treba delati v visokih varnostnih razmerah (BSL-3, BSL-4), ni
dovoljeno posiljati po zrac¢nih cevnih transportnih sistemih, temve¢ morajo biti pri
vsakem prenosu pravilno zavarovani. Za pravilno pakiranje in posledice v primeru
nepravilnega pakiranja odgovarja posiljatelj, zato je pomembno, da je osebje ustre-
zno usposobljeno. Posiljka mora biti pripravljena tako, da infektivne snovi v notran-
josti ne predstavljajo nevarnosti za ljudi ali okolje. Med infektivni material sodijo tudi
kulture mikroorganizmov, klini¢ni vzorci bolnikov, gensko spremenjeni organizmi,
odpadki iz zdravstva ter bioloSke snovi, pridobljene iz Zivih organizmov za namen
zdravljenja, preventive in diagnostike. Glede na nevarnost in sestavo so infektivne
snovi razvr$cene v kategoriji A in B. V kategorijo A so uvrScene infektivne snovi, ki
ob izpostavitvi povzrocijo trajne okvare, Zivljenjsko ogrozajoco ali smrtno bolezen
pri sicer zdravih ljudeh ali Zivalih. V kategorijo B so uvrscene vse druge infektivne
snovi, ki ne ustrezajo kriterijem za infektivne snovi kategorije A. Infektivnim snovem
je dodeljena UN-Stevilka (angl. United Nations number), ki mora biti jasno oznacena
na posiljki. Snovem, ki spadajo v kategorijo A, je dodeljena oznaka UN2814, snovem
v kategoriji B pa UN3373.

Pri transportu infektivnega materiala se za zagotavljanje varnosti osebja, okolja
in vzorca uporablja sistem pakiranja v tri locene embalaze (t. i. trojno pakiranje).
Primarna embalaZa je neprepustna posoda, epruveta, viala ali podobna embalaza,
ki neposredno vsebuje vzorec ali bioloski material. Mora biti hermeti¢no zaprta in
odporna na lomljenje ter izlitje. Primarna embalaza se nato namesti v sekundarno
embalazo, ki je prav tako neprepustna in obic¢ajno v obliki plasti¢ne posode ali tran-
sportne vrecke. Med primarno in sekundarno embalaZo je namescen vpojni mate-
rial, ki lahko v primeru razlitja vpije celotno koli¢ino vsebine primarne embalaze.
Sekundarna embalaza $citi predvsem pred mehanskimi poskodbami in preprecuje
uhajanje tekocin. Sekundarna embalaza se nato namesti v zunanjo embalaZzo, ki
vsebino zasciti pred zunanjimi dejavniki. Med sekundarno in zunanjo embalazo se
vstavijo spremni listi s seznamom vsebine posiljke. Na zunanji embalazi so jasno
oznaceni podatki o posiljatelju in prejemniku ter kategoriji infektivne snovi, ki jo
vsebuje posiljka (oznaka UN in Stevilka). TakSen nacin pakiranja zagotavlja varen
prevoz infektivnega materiala po kopnem in zraku, preprecuje uhajanje bioloskega
materiala, zmanjSuje tveganje za prenos okuzb ter ohranja integriteto vzorca za di-
agnosticno obravnavo (12, 14, 15).

ZADRZEVALNI UKREPI V VISOKO VARNOSTNIH
LABORATORUJIH (BSL-3 IN BSL-4)

Za zagotavljanje varnosti laboratorijskega osebja in okolja so za delovanje visoko
varnostnih laboratorijev dolocene specifi¢ne zahteve. Zahteve za fizi¢no strukturo
laboratorija, sistem prezracevanja ter opremo in notranjo ureditev laboratorija so
povzete v Preglednici 2 (9, 12, 13).
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Preglednica 2. ZadrZevalni ukrepi v visoko varnostnih laboratorijih.

Fizi¢na zasnova laboratorija

Laboratorij mora biti lo¢en od drugih prostorov v stavbi ali celo v lo¢eni stavbi.

Omogocena mora biti popolna zatesnitev laboratorija in dekontaminacija z zaplinjevanjem.

Nadzorovan, omejen dostop do obmo¢ja laboratorija.

Vstop v laboratorij skozi posebna vrata ali zratno komoro (BSL-4).

Vstop v laboratorij je omejen s kodo in kartico, ki je dodeljena le zaposlenim z opravljenim
osnovnim izobraZevanjem in veljavnimi osvezitvenimi Solanji.

Laboratorij je oznacen z znakom za biolo$ko nevarnost.

Predprostor z dvojnimi vrati dolo¢a smer vstopa in se samodejno zapre ob nevarnosti.

Sistem zasilnega napajanja.

V laboratoriju je podtlak glede na tlak v neposrednem okolju.

Sistem prezracevanja

Zmogljiv in neodvisen klimatski sistem.

Klimatski sistem mora zagotavljati diferencialne tla¢ne gradiente in ustrezen pretok zraka.

Pretok zraka v objektu mora biti enosmeren: od najmanj do najbolj onesnazenega obmogja.

Pretok zraka je racunalni$ko nadzorovan.

Izhodni zrak se ne sme reciklirati v prostoru ali v kateremkoli drugem prostoru stavbe.

Izpust in dovod zraka v laboratorij morata biti vodena skozi sistem HEPA-filtrov.

Oprema in notranja ureditev

Pohistvo in oprema morata omogocati dekontaminacijo.

Povrsine morajo biti odporne na vodo, kisline, baze, topila, razkuzila in enostavne za ¢i$¢enje.

Tla morajo biti neprepustna za tekocine, z zatesnjenimi zakljucki, odporna proti kemikalijam in
imeti povrsino, ki zmanjSuje nevarnost zdrsa.

Biolo$ka varnostna komora razreda II ali III.

Lasten prehodni avtoklav z enosmernim pretokom materiala.

Sistem za dekontaminacijo odpadne vode.

Okna morajo biti fiksna in zatesnjena.

Zatesnjeni morajo biti vsi preboji in zakljucki (spoji svetil, stropnih resetk), da se prepreci
uhajanje zraka iz zaprtega prostora.

Laboratorij mora obvezno imeti prho in raznoliko osebno za$¢itno opremo za laboratorijske
delavce.

Sistem za glasovno in podatkovno komunikacijo.

DELO V VISOKO VARNOSTNIH LABORATORUJIH (BSL-3)

Laboratorij BSL-3 na Institutu za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete
je infrastrukturni center za diagnostiko in raziskave na podrocju dela z najnevarnej-
$imi mikroorganizmi. Notranjost laboratorija sestavljata dve enoti. Najnizji podtlak
je v prvi enoti, ki je opremljena za izolacijo patogenih mikroorganizmov na celi¢nih
linijah ali kultivacijo na umetnih gojiscih ter z bioloSkima varnostnima komorama
IL. in III. stopnje bioloske varnosti. Druga enota je namenjena opredelitvi izoliranih
mikroorganizmov, raziskavam imunopatogeneze, interakcijam med gostiteljem in
patogenim mikroorganizmom ter razvoju novih diagnosti¢nih metod. Poleg sodelo-
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vanja z razli¢nimi raziskovalnimi organizacijami v Sloveniji laboratorij nudi podporo
tudi drzavnim institucijam pri pripravi akcijskih nacrtov in dejavnosti za varovanje
javnega zdravja ter preprecevanje izrednih dogodkov. Ekipo laboratorija sestavljajo
visoko usposobljeni raziskovalci z vecletnimi izku$njami za delo v razmerah BSL-3,
ki uspesno sodelujejo v mednarodnih mrezah in raziskovalnih projektih.

Mikrobioloska diagnostika bakterijskih povzrociteljev okuzb
Primarna izolacija bakterij iz klini¢nih vzorcev poteka na izbranih bakterioloskih

poraslih kolonij se lahko nadaljnja diagnostika preusmeri v BSL-3. Prenos vzorcev
v laboratorij BSL-3 mora potekati v skladu s predpisi za transport infektivnega ma-
teriala, kar omogoca varen vnos materiala v laboratorij. Mikrobioloska diagnostika
bakterijskih povzrociteljev okuzb se v laboratoriju BSL-3 izvaja v bioloski varnostni
komori razreda II. Pri delu je obvezna uporaba osebne varovalne opreme (neprepust-
ni laboratorijski kombinezon, dvojne rokavice, maska FFP3, zas¢ita oci in obraza).
Za nadaljnjo identifikacijo se bakterijske kolonije precepijo na izbrana bakteriolo-
Ska gojisc¢a (krvni, ¢okoladni agar in agar MacConkey). V laboratoriju BSL-3 lahko za
identifikacijo bakterij uporabljamo le omejen nabor mikrobioloskih metod (barvanja,
direktni mikroskopski pregledi), lahko pa bakterijske kolonije inaktiviramo z mra-
vljin¢no Kkislino in jih nato identificiramo z metodo MALDI-TOF. Zaradi zagotavljanja
bioloSke varnosti pogosto iz temperaturno inaktiviranih suspenzij bakterij osamimo
nukleinsko kislino in za identifikacijo uporabljamo validirane molekularne metode.
Molekularna diagnostika bakterijskih izolatov RG3 se izvaja v laboratoriju BSL-2.
Izolirani sevi se dolgoro¢no hranijo v varno oznacenih vialah v laboratoriju BSL-3,
kar omogoca nadzor nad visoko patogenimi izolati v drzavi ter podporo raziskavam
in javnozdravstvenim ukrepom.

Mikrobioloska diagnostika virusnih povzrociteljev okuzb

Diagnostika virusnih povzrociteljev skupine RG3 iz klini¢nih vzorcev poteka v la-
boratorijih BSL-2. V BSL-3 izvajamo osamitev virusov RG3 iz klini¢nih vzorcev na
celi¢nih kulturah, virusni nevtralizacijski test ter osamitev nukleinskih kislin iz kli-
ni¢nih vzorcev s sumom na viruse iz skupine RG4. Pri delu z virusnimi povzrocitelji
uporabljamo podobno osebno varovalno opremo kot pri delu z bakterijskimi pato-
geni, le da pogosto namesto maske FFP3 uporabimo respirator z ustreznim filtrom.
Pri delu z virusi iz skupine RG3 delo poteka v bioloski varnostni komori razreda II,
pri sumu na viruse iz skupine RG4 pa v bioloski varnostni komori razreda III. Pred
zacetkom mikrobioloskih postopkov zunanjost epruvete ali viale dekontaminira-
mo z dekontaminacijskimi sredstvi ali 10-odstotno hipokloritno raztopino, s ¢imer
preprecimo aerosolizacijo potencialnih virusov na povrsini vzorca. Po temperaturni
inaktivaciji (56 °C, 30 minut) nukleinsko kislino osamimo z razli¢nimi ro¢nimi kom-
pleti reagentov. Osamljeno nukleinsko kislino lahko po povrsinski dekontaminaciji
prenesemo v laboratorij BSL-2, kjer opravimo molekularno diagnostiko. Metode, ki
zahtevajo delo z infektivnimi virusi, se morajo izvajati v laboratoriju BSL-3 od za-
cetka do konca. Prav tako vse infektivne virusne izolate hranimo v varno oznacenih
vialah pri -80 °C.
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ZAKLJUCEK

Delo s patogenimi mikroorganizmi v neustreznih razmerah predstavlja veliko tvega-
nje za pojavitev laboratorijskih okuzb in izbruhov. Visoko varnostni laboratoriji zago-
tavljajo viSjo raven bioloSke varnosti ter omogocajo neprekinjeno izvajanje klju¢nih
diagnostic¢nih storitev, nujnih za delovanje zdravstvenih sistemov. Poleg diagnosti¢ne
vloge imajo pomembno funkcijo pri podpori javnemu zdravju, saj omogocajo hiter
odziv ob epidemijah ter spremljanje u¢inkovitosti terapevtskih pristopov in cepljenj,
kar je bistveno za uspeSno obvladovanje nalezljivih bolezni. Visoko varnostni labo-
ratoriji delujejo tudi kot referencni centri, vkljuCeni v evropske in svetovne mreze
(Evropski center za preprecevanje in obvladovanje bolezni, Svetovna zdravstvena
organizacija, referencni laboratoriji Evropske unije za javno zdravje). Njihova naloga
je potrjevanje rezultatov diagnosti¢nih testov, skrb za standardizacijo diagnosti¢nih
metod in validacija novih diagnosti¢nih testov.
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Delo z glivami v mikrobioloskem laboratoriju:
kdaj so lahko nevarne?

Working with fungi in the microbiology laboratory. When can
they be dangerous?

Tadeja Matos,! Marija Trajkova Bostner, ! Rok Tomazin!

IZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: biovarnostna stopnja, laboratorijske okuzbe, dimorfne glive,
Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis

Medicinska mikologija ima pomembno vlogo pri diagnostiki glivnih okuZb, s kateri-
mi se laboratorijsko osebje sre¢uje v vsakodnevni praksi. Ceprav so laboratorijsko
pridobljene okuZbe redke, predstavljajo dolocene vrste gliv, zlasti dimorfne ende-
micne vrste, potencialno tveganje za zdravje zaposlenih. V prispevku obravnava-
mo znacilnosti oportunisti¢nih in primarno patogenih gliv ter poudarjamo pomen
doslednega upostevanja varnostnih postopkov pri delu z infektivnim materialom.
Vecina rutinskih postopkov poteka na stopnji bioloske varnosti 2 (BSL-2), medtem ko
delo z dimorfnimi endemi¢nimi glivami, kot so Histoplasma capsulatum, Coccidioides
immitis in Blastomyces dermatitidis, zahteva stopnjo bioloske varnosti 3 (BSL-3).
Ustrezna ocena tveganja, uporaba osebne varovalne opreme, redno usposabljanje
ter ucinkovita komunikacija med klini¢nim in laboratorijskim osebjem so kljucni za
preprecevanje laboratorijskih okuZzb z glivami.

ABSTRACT

KEY WORDS: Laboratory-acquired infections, biosafety, dimorphic fungi,
Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis, Blastomyces dermatitidis

Medical mycology plays a crucial role in the diagnosis of fungal infections that labo-
ratory personnel may encounter in daily work. Although laboratory-acquired fungal
infections are rare, certain fungal species - particularly dimorphic endemic fungi
- may pose occupational health risks. This paper discusses the characteristics of
opportunistic and primary pathogenic fungi and emphasises the importance of ad-
hering to biosafety procedures when handling infectious material. Most routine pro-
cedures can be performed under Biosafety Level 2 (BSL-2) conditions, whereas work
involving dimorphic endemic fungi such as Histoplasma capsulatum, Coccidioides
immitis, and Blastomyces dermatitidis requires Biosafety Level 3 (BSL-3) contain-
ment. Accurate risk assessment, appropriate use of personal protective equipment,

L Ingtitut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Zalogka 4,
1000 Ljubljana
Korespondenca: tadeja.matos@mf.uni-lj.si

49



Delo z glivami v mikrobioloskem laboratoriju: kdaj so lahko nevarne?

regular staff training, and effective communication between clinical and laboratory
teams are essential for preventing laboratory-acquired fungal infection.

uvoD

Medicinska mikologija ima klju¢no vlogo pri hitrem in natan¢nem prepoznavanju
povzrociteljev glivnih okuzb. V mikoloskih, pa tudi v bakterioloskih, laboratorijih
osebje vsakodnevno prihaja v stik z razli¢nimi vrstami gliv. V literaturi je v zadnjih
desetletjih opisanih razmeroma malo primerov prenosa gliv na laboratorijske de-
lavce, kar pripisujemo visoki stopnji ozavescenosti o tveganjih, dosledni uporabi
osebne varovalne opreme in spostovanju standardnih laboratorijskih postopkov, ki
preprecujejo okuzbe.

Stevilne vrste gliv so oportunisti¢ni patogeni, ki povzro¢ajo okuzbe predvsem pri
imunsko oslabljenih posameznikih. Nekatere pa lahko ob nepravilnem ravnanju ali
ob dolgotrajni in obseZni izpostavljenosti predstavljajo tveganje tudi za sicer imun-
sko kompetentne osebe. Najve¢ primerov laboratorijskih okuZzb je opisanih pri delu
z endemi¢nimi dimorfnimi glivami Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis in
Blastomyces dermatitidis.

Glivnim sporam se lahko izpostavimo predvsem pri postopkih, ki povzrocajo
nastanek aerosolov, zlasti pri nepravilnem ravnanju s sporuliranimi kulturami ali
s suhim materialom, ki vsebuje infektivne delce. V teh primerih so dihala obicajno
vstopno mesto okuzbe. Prenos je mozen tudi prek poSkodovane koze ali sluznic,
najpogosteje pri neustrezni uporabi rokavic ali drugih osebnih varovalnih sredstev.
Redkejsi, a moZzni so prenosi prek kontaminiranih povrsin, laboratorijske opreme ali
rok, kadar nista zagotovljena ustrezna higiena in razkuzZevanje.

V prispevku predstavljamo vrste gliv, ki so lahko nevarne v laboratorijskem oko-
lju, ter ukrepe, s katerimi lahko tveganje za okuzbo laboratorijskega osebja zmanj-
$amo na najniZjo mozno raven.

OPORTUNISTICNI POVZROCITELJI

Vecina gliv, ki povzrocajo mikoze pri ljudeh, je oportunisticne narave. Med najpogo-
stejSimi in klini¢no najpomembnejSimi patogeni izstopajo vrste iz rodov Candida,
Cryptococcus, Aspergillus, Fusarium ter glive iz reda Mucorales (1, 2). Ob upoStevanju
standardnih varnostnih ukrepov, ki veljajo za stopnjo bioloSke varnosti 2 (angl. bio-
safety level 2, BSL-2), je tveganje za okuZbo z omenjenimi glivami izjemno nizko (3, 4).

Glive so razsirjene tako v zunanjih kot notranjih okoljih. V mikoloskih labora-
torijih je zaradi narave dela koncentracija spor pogosto nekoliko visja kot v drugih
mikrobiolo$kih laboratorijih. Studije so pokazale povezavo med izpostavljenostjo
glivam v notranjih prostorih ter poslabSanjem kronic¢nih bolezni dihal in preobcutlji-
vostnih stanj, kot sta alergijski rinitis in astma (5). V povezavi s tem so najpogosteje
opisani rodovi Aspergillus, Alternaria in Cladosporium.

Pri senzibiliziranih posameznikih je izpostavljenost glivnim antigenom povezana
tudi z razvojem alergijske bronhopulmonalne mikoze, alergijskega glivnega sinusiti-
sa in preobcutljivostnega pnevmonitisa.

Zmanjsanje vlage in odstranjevanje kontaminiranih materialov dokazano omejita
nevarnost za razvoj bolezni, povezanih z glivami, ¢eprav Se vedno ni povsem pojas-
njeno, kakSna stopnja izpostavljenosti (koncentracija spor, €as) vpliva na zdravje
posameznikov ter ali so nekatere vrste gliv pri tem pomembnejSe od drugih (6, 7). Iz
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navedenega je mogoce sklepati, da ima lahko izpostavljenost visjim koncentracijam
gliv v laboratorijskem okolju negativen vpliv na zdravje dovzetnejSih posameznikov.

Dermatofiti in tveganje za laboratorijsko osebje

Dermatofiti so filamentne, keratinoliti¢ne glive iz rodov Trichophyton, Microsporum,
Epidermophyton, Nannizzia, Arthroderma, Lophophyton, Paraphyton, Guarromyces
in Ctenomyces. Vsi navedeni rodovi, razen zadnjih dveh, pri ljudeh povzrocajo povr-
Sinske okuzbe koze, las, lasnih meSi¢kov in nohtov, znane kot dermatofitoze (8). Z
dermatofiti se je mogoce okuziti ob neposrednem stiku z okuzenim materialom ali
posredno prek kontaminiranih povrsin in predmetov. Ob nepravilnem ¢is¢enju ali
preoblacenju lahko pride do sekundarne kontaminacije delovnih povrsin in zas¢itnih
oblacil (4). Spore dermatofitov so odporne proti neugodnim fizikalnim dejavnikom
in se lahko na povrsinah ter laboratorijski opremi ohranijo daljSe ¢asovno obdobije.
Tveganje za prenos okuzbe na laboratorijsko osebje je ob doslednem upostevanju
varnostnih priporo¢il izjemno majhno, saj v literaturi ni porocil o laboratorijsko pri-
dobljenih okuzbah. Obc¢asno so sicer opisani zoonotski prenosi dermatofitov z Zivali
ali njihovih predmetov (npr. podlog, blazin za pocitek) v veterinarskih ambulantah
(9, 10). Najveckrat so bili prenosi potrjeni pri vrstah Trichophyton mentagrophytes
in Microsporum canis, ki sodita med najpogostejSe povzrocitelje dermatofitoz pri
ljudeh, sicer pa med zoofilne dermatofite (11).

Priporocila za delo z oportunisti¢nimi glivami in dermatofiti

Delo z materialom, ki lahko vsebuje dermatofitne ali oportunisti¢ne glivne povzroci-
telje, poteka v skladu s standardi stopnje bioloSke varnosti 2.To vkljucuje:
e pravilno uporabo zasc¢itnih rokavic in laboratorijskega plasca,
¢ dosledno upostevanje dobre laboratorijske prakse (npr. brez dotikanja obra-
za, o¢i, ust in nosu),
¢ shranjevanje potencialno infektivnega materiala v ustrezne posode ter pra-
vilno odstranjevanje odpadkov,
¢ delo v bioloski varnostni komori razreda II pri postopkih, ki lahko povzrocijo
nastanek aerosola,
¢ redno razkuZevanje delovnih povrsin (npr. z 70-odstotnim etanolom),
¢ dosledno higieno rok po zakljucku dela,
¢ redno izobrazevanje osebja o pravilnih postopkih in ukrepih ob nesrecah (npr.
razlitje, stik s kozo ali sluznicami ipd.) (12).

PRIMARNO PATOGENE GLIVE

Laboratorijsko pridobljene okuZbe so bile zgodovinsko najpogosteje povezane s
tremi dimorfnimi endemicnimi glivami (4):

e Blastomyces dermatitidis

e Coccidioides immitis/Coccidioides posadasii

e Histoplasma capsulatum

Te vrste lahko povzrocijo bolezen tudi pri sicer zdravih posameznikih. Pri vecini
laboratorijskih okuzb z omenjenimi glivami gre za posledico vdihavanja konidijev
micelijske oblike, kar povzroci okuzbe spodnjih dihal (13).

Gliva Blastomyces dermatitidis je endemicna v doloCenih predelih Severne
Amerike, osrednje, vzhodne in juzne Afrike ter Indije. Njena naravna ekoloska niSa
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Se ni popolnoma pojasnjena, saj je osamitev povzrocitelja iz prsti izjemno zahtevna
in redka. Domneva se, da je B. dermatitidis povezana z gozdnatimi obmo¢ji z vlazno
prstjo v bliZini jezer, vodotokov in rek, kjer so razmere za njen razvoj ugodne (14).

Povzroca pljucno, kozno in diseminirano obliko blastomikoze. V naravi se pojavlja
v micelijski obliki, ki pri temperaturi okolja tvori konidije - te nespolne spore so
infektivni delci, ki se prenasajo po zraku. Po vstopu v organizem oziroma pri tempe-
raturi 37 °C se konidiji preoblikujejo v velike, brstece kvasovke, znacilne za tkivno
(parazitsko) fazo glive. Poleg B. dermatitidis povzrocata blastomikozo Se Blastomyces
gilchristii in Blastomyces helicus (14). Vrsti B. dermatitidis in B. gilchristii tvorita
kompleks vrst, zato bomo v tem ¢lanku obe obravnavali pod skupnim imenom B.
dermatitidis.

Poleg mikrobioloskih delavcev so v laboratorijskem okolju B. dermatitidis poklic-
no izpostavljeni tudi veterinarji in patologi, ki prihajajo v stik s potencialno okuze-
nimi tkivi (4). Kvasne oblike glive lahko najdemo v klinicnem materialu ali v tkivih
okuzenih bolnikov in Zivali. Ob poSkodbi koZe ali nenamernem stiku z okuZenim
materialom (npr. ugriz psa, incident pri obdukciji ali histopatoloski obdelavi vzor-
cev) lahko pride do inokulacije kuznega materiala in razvoja koZne blastomikoze, za
katero je znacilna tvorba lokalnih granulomovw.

Micelijska oblika kulture vsebuje infektivne konidije, ki se lahko pojavljajo tudi v
okoljskih vzorcih in prinasajo tveganje za okuzbo dihal, ki se lahko razvije v plju¢no
blastomikozo. V literaturi je opisanih najmanj enajst primerov laboratorijsko prido-
bljenih okuzb, od katerih sta se dva koncala s smrtnim izidom (15).

Za delo z materialom, ki lahko vsebuje konidije B. dermatitidis, je potrebna sto-
pnja bioloske varnosti 3 (BSL-3), medtem ko za delo z materialom, ki vsebuje kvasne
oblike (klini¢ni material, kvasna kultura), zadostuje BSL-2 (12).

.....

..........

dni po zasejanju, vendar se ob nizkem inokulumu ali neustreznem odvzemu vzorca
lahko razvijajo Sele po 30 dneh (17).

V skladu s smernicami Centra za preprecevanje in obvladovanje bolezni (angl.
Centers for disease control and prevention, CDC) morajo biti vsi klini¢ni vzorci, pri
katerih obstaja sum na blastomikozo, shranjeni v trdnih, neprepustnih posodah in
jasno oznaceni z opozorilom o bioloski nevarnosti (18). Vsi postopki, pri katerih
lahko nastanejo aerosoli (npr. pipetiranje, vrtincenje, centrifugiranje), morajo biti
izvedeni izklju¢no v certificirani bioloski varnostni komori razreda II (18).

Coccidioides immitis in Coccidioides posadasii sta dimorfni glivi, endemic¢ni
predvsem za suSna in polsu$na obmocja Severne, Srednje in Juzne Amerike. Hiperen-
demicno obmocje sta dolina San Joaquin v Kaliforniji in juzna Arizona (14). V naravi
in pri sobni temperaturi rasteta v micelijski obliki, pri ¢emer tvorita nespolne spore
- artrokonidije (3-5 um), ki se Sirijo po zraku in so infektivni. Po vstopu v organizem
oziroma ob inkubaciji pri 37 °C se preoblikujeta v tkivno, kvasno obliko - vecceli¢ne
sferule premera do 70 pm, pri katerih ni tveganja za okuZbo.

V literaturi, objavljeni pred letom 1980, je bilo opisanih ve¢ primerov laborato-
rijsko pridobljenih okuzb z glivami rodu Coccidioides (15). Podobno kot pri drugih
okuzbah, ki so endemic¢ne za dolo¢ena geografska obmocja, je pogosto tezko zaneslji-
vo ugotoviti, ali je okuzba laboratorijskega delavca posledica poklicne izpostavlje-
nosti ali okuZzbe iz naravnega okolja.
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OkuZzbe laboratorijskih delavcev so najpogosteje povezane z nezascitenim odpira-
njem sporuliranih kultur na delovni povrsini in vdihavanjem visoko kuznih artroko-
nidijev (4). Ze samo odpiranje zrele, sporulirane kulture povzrodi spros¢anje velikega
Stevila artrokonidijev v okolje, medtem ko lahko padec plosce z zrelo kulturo na tla
sprosti ve¢ milijonov infektivnih delcev (19). Inkubacijska doba kokcidioidomikoze
(angl. valley fever, dolinska vrocica) je 1-3 tedne, bolezen pa se najpogosteje kaze v
obliki pljucnice, redkeje s koznim izpu$€ajem ali artralgijami. Pri manjSem delezu
okuZenih se razvije diseminirana okuZba s hematogenim razsojem (14). Kokcidioi-
domikoza je dale¢ najpogostej$a laboratorijska glivna okuzba (4).

V naravnem okolju je glavni rezervoar glive prst, bogata z artrokonidiji, ki je nje-
na naravna ekoloska nisa. Na endemicnih obmocjih se okuzijo lokalno prebivalstvo
(predvsem kmetje), arheologi in turisti (20). Kljub vsemu je tveganje za okuzbo v
laboratoriju samo malo vecje kot v splosni populaciji (4).
po 5-10 dneh inkubacije pri sobni temperaturi, opisani pa so tudi pocasi rastoci sevi.
Kolonije so morfolosko zelo raznolike - lahko so puhaste, prasnate, razbrazdane,
granularne ali gladke (21). Zaradi nespecifi¢nega videza kultur je na neendemic¢nih
obmodjih klju¢nega pomena, da klini¢no osebje laboratorij vnaprej obvesti o sumu
na endemicno mikozo.

Za delo z materialom, ki lahko vsebuje artrokonidije Coccidioides spp., je potrebna
BSL-3 (12).V teh razmerah se obravnava tudi vzorce prsti, ki potencialno vsebujejo
infektivne delce. Za obdelavo klini¢nega materiala (npr. tkiv, telesnih tekoc¢in) in za
delo s kvasno obliko glive pa zadostuje BSL-2 (12).

Avgusta 2017 so v klini¢ni mikrobioloski laboratorij BSL-2, ki je del klinike Cli-
nica Alemana v Cilu, sprejeli bronhoalveolarni izpirek (BAL) 20-letnega bolnika.
Primarna nacepitev vzorca je bila pravilno izvedena v bioloski varnostni komori
razreda II, nadaljnji postopki do identifikacije glive pa so potekali na nezas¢iteni
delovni povrsini (22).

.....

.....

kroskopski pregled, sedemnajsti dan pa je bila z metodo MALDI-TOF MS potrjena
identifikacija C. immitis/posadasii (22). Po potrditvi so nemudoma sklicali izredni
sestanek z vodjo laboratorija, predstavniki oddelka za infekcijske bolezni in vodjo
programa za preprecevanje okuzb, povezanih z zdravstvom.

Retrospektivna analiza je pokazala, da je bolnik tri tedne pred odvzemom vzorca
med potovanjem po Arizoni prebolel pljucnico in bil pozneje obravnavan zaradi ra-
dioloskih sprememb na pljucih (22). Do izpostavitve micelijski obliki glive je prislo
7.,13.in 17. dan med delom s kulturami na nezas¢iteni povrsini.

Pri oceni tveganja so upoStevali smernice ameriskih referencnih laboratorijev.
Visoko tveganje je zajemalo neposredno ravnanje z micelijsko kulturo (precepljanje,
mikroskopiranje, priprava za identifikacijo), nizko tveganje pa prisotnost oseb v
radiju do 2,5 metra od mesta, kjer se je postopek opravljal. Osebje z imunsko os-
labelostjo ali kroni¢nimi boleznimi je bilo prav tako uvrsceno v skupino z visokim
tveganjem (22).

Skupno so identificirali 44 oseb: Stiri z visokim in 40 z nizkim tveganjem za okuz-
bo. Osebam z visokim tveganjem je bila priporoc¢ena kemoprofilaksa s flukonazolom
(400 mg enkrat dnevno Sest tednov). V sodelovanju z Institutom Roberta Kocha (Ber-
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lin, Nemcija) so opravili serolosko testiranje na protitelesa proti rodu Coccidioides z
metodama imunodifuzije in vezave komplementa ter s hitrim testom Sona™ (Immy,
ZDA). Pozitiven rezultat je bil potrjen le pri indeksnem bolniku, vsi drugi testi so bili
negativni. Pri nikomer od izpostavljenih se ni razvila okuzba (22).

Osebe, ki so prejemale profilakso, so porocale o blagih neZelenih ucinkih (heilitis,
mialgija); ena od njih je zdravljenje pred¢asno prekinila. Ceprav ni bila potrjena no-
bena okuzba, je dogodek povzrocil motnje pri delu, zaskrbljenost osebja in dodatne
stroske (22).

Na podlagi dogodka so bili sprejeti Stevilni preventivni ukrepi, med drugim:

e vzpostavitev jasnih protokolov za sprejem in obravnavo klini¢nih vzorcey,

e obvezno predhodno obvescanje laboratorija v primeru suma na endemicno

mikozo,

e uvedba dela v razmerah BSL-2 ali ve¢ (uporaba bioloske varnostne komore
razreda II, loCen prostor z negativnim tlakom) za vse respiratorne vzorce, iz
katerih se izolirajo filamentne glive,

¢ posiljanje kultur s sumom na dimorfne glive v nacionalni referenc¢ni labora-
torij, kjer se identifikacija izvaja v razmerah BSL-3.

Histoplasma capsulatum je druga najpogostejSa patogena gliva, ki povzroca la-
boratorijsko pridobljene okuzbe, takoj za C. immitis/posadasii (4). Zaenkrat poznamo
eno patogeno vrsto - H. capsulatum - in njene tri razliCice H. capsulatum var. capsu-
latum, H. capsulatum var. duboisii in H. capsulatum var. farciminosum. Z okuzbami
ljudi sta najpogosteje povezani prvi dve varianti (14). V eni izmed zgodnjih raziskav
so ugotovili, da so imeli laboratorijski delavci 2,5-krat pogosteje pozitiven koZni test
na histoplazmin kot otroci iz Kansasa, endemi¢nega obmocja H. capsulatum (23), kar
potrjuje vecjo nevarnost okuzbe v laboratorijskem okolju.

KoZni test za histoplazmo (angl. histoplasmin skin test) je bil zgodnja metoda za
ocenjevanje izpostavljenosti glivi Histoplasma capsulatum. Po intradermalni aplika-
ciji 0,1 ml histoplazmina, antigenskega izvlecka iz kulture glive, se po 48-72 urah
oceni induracija, ki razkrije preobcutljivost zapoznelega tipa (tip IV) (24).

Test je dobro zaznal preteklo izpostavljenost, vendar zaradi visoke pogostnosti
pozitivnih rezultatov na endemicnih obmocjih in nezmoznosti razlikovanja med ak-
tivno in prebolelo okuZbo ni imel zadostne diagnosti¢ne specifi¢nosti. Zaradi nestan-
dardiziranosti antigena in omejene uporabnosti je bil postopoma opuscen (24).

Podobno kot rodova Blastomyces in Coccidioides je H. capsulatum temperaturno
dimorfna, primarno patogena gliva z najsir§o znano geografsko razsirjenostjo med
tovrstnimi patogeni. Prisotna je na vseh celinah, z izrazito hiperendemi¢nimi obmoc¢ji
v osrednjem in vzhodnem delu ZDA (doline rek Ohio in Misisipi) ter v Srednji in Juzni
Ameriki (Mehika, Argentina, Kostarika, Nikaragva, Gvatemala). V Evropi so primeri
domnevno endemicne histoplazmoze pri ljudeh redki; doslej je bilo opisanih manj
kot deset posameznih primerov, in sicer iz Spanije, Irske ter zlasti iz severovzhodne
Italije (25).

Gliva uspeva predvsem v (sub)tropskem podnebju, zlasti v zemlji, bogati z iztreb-
ki ptic in netopirjev.

Vedjiizbruhi so bili povezani z znacilnimi vremenskimi razmerami ali gradbeni-
mi deli, pri katerih se mikrokonidiji sproscajo v zrak (26-28). V naravi in pri sobni
temperaturi raste v micelijski obliki s tipicnimi mikro- in makrokonidiji. Mikrokoni-
diji so infektivni delci, odporni proti izsusitvi, ki se v gostitelju preobrazijo v kvasne
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celice. Okuzba se lahko iz pljuc razsiri hematogeno in povzroci diseminirano (vi-
sceralno) histoplazmozo, ki lahko vodi v odpoved nadledvicne Zleze ali prizadetost
osrednjega zivCevja (kroni¢ni meningitis, moZganski abscesi). Brez zdravljenja je
diseminirana oblika pogosto smrtna. Pogosteje pa se akutna pljucna okuZzba razvije
v kronic¢no obliko, ob nastanku imunske oslabelosti pa se lahko reaktivira latentna
okuzba.

Okuzbe laboratorijskih delavcev so opisane pri vdihavanju mikrokonidijev iz
micelijskih kultur ali pri obdelavi zemlje z endemic¢nih obmocij (15, 29-31). V ende-
micnih regijah je pogosto tezko razlikovati med laboratorijsko in naravno okuzbo. Ob
nezgodah, kot so poSkodbe koZe ali delo brez zascite oci, se pojavijo lokalne okuzbe
zaradi neposredne inokulacije kuZnega materiala (32-34).

Za dokazovanje histoplazmoze se uporabljajo detekcija antigena, seroloski testi,
histopatologija in kultura, ki skupaj zagotavljajo visoko obcutljivost in specifi¢nost
(35). Zlati standard ostaja kultura, vendar je pridobivanje vzorcev invazivno, rast
plesni pa lahko traja vec kot dva tedna, kar lahko odlozi diagnozo. To je klini¢no po-
membno, saj bolniki z diseminirano histoplazmozo brez zdravljenja pogosto umrejo
v 10-14 dneh po zacetku bolezni (36). Histopatoloski dokaz kvasovk v tkivu potrjuje
okuzbo. Detekcija antigena, predvsem v urinu, je uporabna za diagnozo in spre-
mljanje zdravljenja. Seroloski testi (imunodifuzija, vezava komplementa) so zlasti
uporabni pri kroni¢nih in subakutnih oblikah bolezni. Molekularne metode, ¢eprav
Se niso standardizirane in komercialno dostopne, kaZejo velik diagnosti¢ni potencial
zaradi visoke specifi¢nosti in kratkega ¢asa do rezultata (37, 38).

V Sloveniji se dokaz H. capsulatum opravi s kultivacijo in/ali seroloskim prever-
janjem protiteles iz krvi.

Kvasna oblika H. capsulatum se nahaja v tkivih okuzenih Zivali in lahko povzroci
lokalno okuzbo po parenteralni inokulaciji ali stiku s sluznicami. Delo z micelijsko
obliko glive, z zemljo ali drugimi materiali, ki lahko vsebujejo infektivne mikroko-
nidije, zahteva razmere BSL-3 (12). Za obdelavo klini¢nih vzorcev in identifikacijo
kvasnih kultur v rutinskih diagnosti¢nih laboratorijih zadostujejo razmere BSL-2
(12). Vsako kulturo, pri kateri obstaja sum na dimorfno glivo, je treba obravnavati v
bioloski varnostni komori razreda II; Ce obstaja moznost za nastanek aerosolov (npr.
stresanje, vorteksiranje), je obvezna uporaba zascitnih ocal (12).

ZAKLJUCEK

Pri delu z materiali, ki lahko vsebujejo infektivne delce, je klju¢no, da pravilno oceni-
mo potencialno izpostavljenost in tveganje za okuzbo, saj je to osnova za nacrtovanje
ustreznih varnostnih ukrepov. Tveganje za okuzbe z glivami je v nasih mikrobioloskih
laboratorijih majhno, ker vec¢inoma obravnavamo oportunisti¢ne povzrocitelje in
povzrocitelje povrsinskih mikoz z nizkim patogenim potencialom. Pri delu s tak§nim
materialom je treba dosledno upostevati standarde BSL-2.

Drugace pa je pri morebitni izpostavitvi ali delu z vzorci, pri katerih obstaja sum,
da vsebujejo primarno patogene endemicne glive. V takih primerih mora laboratorij
predhodno prejeti obvestilo posiljatelja, ki na podlagi klini¢nih in anamnesti¢nih
podatkov utemelji sum na endemic¢no mikozo. Glede na vrsto vzorca in pri¢akovano
morfolosko obliko glive se nato doloci ustrezna raven zascite (BSL-2 ali BSL-3) ter
izvedejo ustrezni varnostni ukrepi.
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Ukrepi za zascito zaposlenih v laboratoriju
ob epidemiji respiratornih okuzb ter izkusnje
iz pandemij influence A(H1IN1)pdmO09 in
SARS-CoV-2

Protective measures for laboratory personnel during
epidemics of respiratory infections: insights from the
influenza A(HIN1)pdm09 and SARS-CoV-2 pandemics

Katarina Prosenc Trilar,! Helena Ribi¢!

1ZVLECEK

KL]UCNE BESEDE: biovarnost, varnost v laboratoriju, laboratorijsko osebije,
respiratorni virusi, pandemija, influenca A(H1N1)pdm09, SARS-CoV-2

Laboratoriji imajo klju¢no vlogo pri odkrivanju, karakterizaciji in spremljanju respi-
ratornih patogenov med epidemijami in pandemijami. Pojav visoko prenosljivih re-
spiratornih virusov, kot sta gripa A (H1IN1)pdmO09 in SARS-CoV-2, je poudaril pomen
biovarnosti in zaSc¢ite v laboratorijskih okoljih. Osebje, ki dela s klini¢nimi vzorci ali
namnozenimi respiratornimi virusi, se sooca s tveganjem nenamerne izpostavlje-
nosti laboratorijsko pridobljenim okuzbam in sekundarnemu prenosu. V prispevku
predstavljamo temeljna nacela biovarnosti, ravni zadrZevanja patogenov v labora-
torijih, osebno varovalno opremo in strategije obvladovanja tveganj, prilagojene re-
spiratornim patogenom. Predstavljamo tudi izzive biovarnosti med pandemijo gripe
leta 2009 in pandemijo covida-19, ko so se skrajno povecale potrebe po diagnosti¢nih
zmogljivostih laboratorijev, s poudarkom na prakti¢nih pristopih za zascito labora-
torijskega osebja, in izkuSnje, ki smo jih v dveh pandemijah pridobili.

ABSTRACT

KEY WORDS: biological safety, laboratory safety, laboratory staff, respiratory
viruses, pandemic, influenza A(HIN1)pdmO09, SARS-CoV-2

Laboratories play a critical role in the detection, characterization, and monitor-
ing of respiratory pathogens during epidemics and pandemics. The emergence of
highly transmissible respiratory viruses, such as influenza A (HIN1)pdm09 and
SARS-CoV-2, has highlighted the critical importance of biosafety and biosecurity
in laboratory settings. Personnel working with clinical specimens or virus isolates
face the risk of inadvertent exposure, laboratory-acquired infections, and secondary
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transmission. In this paper, we present the principles of biosafety, pathogen contain-
ment levels in laboratories, personal protective equipment, and risk management
strategies tailored to respiratory pathogens. We present the challenges of biosafety
during the 2009 influenza pandemic and the COVID-19 pandemic, when the need
for laboratory diagnostic capacity has increased dramatically, with a focus on prac-
tical approaches to protecting laboratory personnel and lessons learned from the
two pandemics.

uvoD

Virusi, ki povzrocajo okuzbe dihal, so v zgodovini veckrat preizkusili javnozdra-
vstvene sisteme in v modernejsih ¢asih tudi laboratorijsko infrastrukturo. Epidemi-
je in pandemije, ki jih povzrocajo virusi, ki se prenasajo z vdihavanjem okuZenega
aerosola ali kaplji¢no, kot so virusi gripe in koronavirusi, so pokazale, da varnost v
laboratorijih ni le vprasanje zdravja pri delu. Izpad osebja v epidemiji ali pandemi-
ji namre¢ pomeni manj$o zmogljivost diagnosticiranja, nadzora in raziskav bolezni
in s tem slabSe moznosti za javnozdravstveno ukrepanje. Navsezadnje, ¢e so ukrepi
biovarnosti neustrezni, je lahko okuzeno osebje tudi dodaten vir Sirjenja okuzbe v
skupnosti.

Koncept biovarnosti zajema nacela zadrzanja patogenov, tehnologije in prakse,
ki se izvajajo za preprecevanje nenamerne izpostavljenosti patogenom in njihove-
ga nenamernega spro$canja. V kontekstu respiratornih virusov so ti ukrepi Se zlasti
pomembni zaradi moznosti prenosa z vdihavanjem in nizkega kuznega odmerka Ste-
vilnih povzrociteljev. Okvir ravni biovarnostnih stopenj (angl. bio safety level, BSL)
zagotavlja standardiziran pristop k zadrzanju patogenov v laboratorijih, od osnovnih
praks varnega mikrobioloskega dela (BSL-1) do najstroZje stopnje varnosti (BSL-4)
(1). Vendar pa tudi znotraj dolocenih ravni laboratorijske varnosti clovesko vedenje,
usposabljanje, organizacijska kultura in dobra laboratorijska praksa ostajajo odlo-
¢ilni dejavniki pri ohranjanju varnosti.

Pandemija gripe A(H1N1) leta 2009 je bila prvi obsezni svetovni izbruh v 21.
stoletju. Laboratoriji po vsem svetu so hitro povecali diagnosti¢ne zmogljivosti za
testiranje z verizno reakcijo s polimerazo v realnem ¢asu (RT-PCR), izolacijo virusa
in antigensko ter gensko karakterizacijo. IzkuSnje so poudarile tako pomen in moc¢
globalnih laboratorijskih omreZij kot tudi njihovo ranljivost - zlasti glede usposa-
bljanja za biovarnost, oskrbe z osebno varovalno opremo (OVO) in standardiziranih
protokolov za varno ravnanje s klini¢nimi vzorci.

Desetletje pozneje je pandemija covida-19, Ki jo je povzrocil koronavirus SARS-
-CoV-2, prinesla Se vecje izzive. [zjemno povpraSevanje po testiranju je v kombinaciji
z visoko prenosljivostjo virusa in pomanjkanjem klju¢nih materialov laboratorije
prisililo v hitro prilagajanje. V mnogih primerih so diagnosti¢ni laboratoriji zaradi
obCutnega povecanja obsega dela delovali dalec preko svojih obic¢ajnih zmogljivosti,
kar je dodatno otezilo zagotavljanje varnosti zaposlenih. Te okolis¢ine so razkrile
precejsnje razlike v infrastrukturi, ki zagotavlja biovarnost, ter poudarile pomen
pripravljenosti, prilagodljivosti in stalnega izobrazZevanja.

Obe pandemiji sta okrepili zavedanje o klju¢nih nacelih biovarnosti, a sta razkrili
tudi sistemske slabosti. Povecanje diagnosti¢ne delovne obremenitve in hitra vzpo-
stavitev zacasnih ali preurejenih laboratorijskih prostorov sta obcasno privedla do
odstopanj od ustaljenih varnostnih postopkov (npr. dostop, prezracevanje, ravnanje
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z odpadki). Porocila o laboratorijsko pridobljenih okuzbah, ¢eprav redka, so pouda-
rila tveganje, povezano z delom z respiratornimi virusi (2).

V laboratorijih, ki ravnajo z respiratornimi virusi, so glavni nacini izpostavlje-
nosti vdihavanje aerosolov, ki nastanejo med ravnanjem z vzorci (sprejem vzorcev,
odpiranje ovojnine, stresanje /vorteksiranje/, odpiranje transportnih epruvet, pipe-
tiranje, centrifugiranje idr.), stik s kontaminiranimi povrs$inami ali opremo in prenos
na sluznice dihal in o¢i ter perkutane poskodbe, kot so ureznine in druge nesrece s
kontaminiranimi materiali (3, 4).

Ucinkovita biovarnost je zato odvisna od kombinacije tehni¢nih pristopov, OVO,
ustreznih navodil za varno delo in drugih ukrepov za zascito zaposlenih. Tehni¢ni
pristopi vkljucujejo komore za varno biolosko delo (angl. biosafety cabinet, BSC),
nadzorovano prezracevanje, sobe z negativnim tlakom in filtracijske sisteme HEPA
(angl. high efficiency particulate air), ki preprecujejo uhajanje kuznih aerosolov. Zad-
nja bariera je OVO, ki zagotavlja fizi¢no zas¢ito laboratorijskega osebja med analiti¢-
nimi postopki. Navodila vkljucujejo standardne operativne postopke (SOP), ocene
tveganja, programe usposabljanja in mehanizme nadzora (3, 4).

V letih 2009 in 2020 so se laboratoriji soocali z zahtevo po velikem povecanju
obsega testiranja in hkrati skuSali ohraniti standarde biovarnosti. Pandemija co-
vida-19 je Se zlasti razkrila krhkost globalnih dobavnih verig za OVO, razkuzila in
laboratorijski potrosni material (5, 6). Pomanjkanje mask/respiratorjev, rokavic in
zascCitnih oblacil za enkratno uporabo je institucije prisililo v sprejetje ukrepov za
nepredvidene razmere, Kot so protokoli za podaljSano uporabo ali dekontaminaci-
jo - pristopi, ki so zahtevali skrbno oceno tveganja za uravnoteZenje biovarnosti z
operativno kontinuiteto (7).

Prepoznana je bila tudi psiholoSka razseznost biovarnosti v kriznih situacijah.
Strah pred okuzbo, preobremenjenost in stres lahko poslabsajo upostevanje varno-
stnih protokolov. Krepitev kulture biovarnosti torej presega tehni¢ni nadzor - vklju-
Cuje zavezanost vodstva, odprto komunikacijo in podporne sisteme za laboratorijsko
osebje.

NACELA BIOVARNOSTIV LABORATORUJIH, KI RAVNAJO
Z RESPIRATORNIMI PATOGENI

Nacela biovarnosti so kombinacija fizi¢nih pregrad in postopkovnih ukrepov, ki pre-
precujejo izpostavljenost zaposlenih patogenom in njihovo nenamerno sproscanje
v okolje, medtem ko ocena tveganja dolo¢a potrebno stopnjo ukrepov.

Pri respiratornih patogenih biovarnost temelji predvsem na omejevanju nastaja-
nja aerosolov, zmanjSevanju Stevila delcev v zraku z vzdrzevanjem ustreznega pre-
zraCevanja in na ustreznem zas¢itnem ravnanju osebja, vklju¢no s pravilno uporabo
OVO (1). Patogene mikroorganizme, odvisno od njihove patogenosti in na¢ina preno-
sa, razvr$¢amo v tvegane skupine od RG1 do RG4 (angl. risk group, RG) (8). Stevilni
respiratorni virusi, vklju¢no s sezonsko gripo in koronavirusi, so razvrsceni v sku-
pino RG2. Za viruse influence A(H1N1)1918 (pandemski sev), A(H2N2), ki je krozil
med letoma 1957 in 1968, za visoko patogene viruse aviarne influence A(H5N1) in
za SARS-CoV-2 velja, da za izvajanje postopkov izolacije virusov v celi¢nih kulturah
spadajo v skupino RG3.

Glede na razvrstitev mikroorganizma v RG uporabimo ustrezno stopnjo biovar-
nostiod 1 do 4 (8,9):
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BSL-1: Osnovna laboratorijska oprema in zascita (laboratorijska halja, rokavice),
rutinsko ¢iSCenje povrsin, brez posebnih prezracevalnih sistemov, obvezna je steri-
lizacija opreme, orodij in odpadkov z uporabo avtoklavov, nacela in ukrepi dobre
laboratorijske prakse. Uporabljamo jo pri delu z mikroorganizmi, ki ne povzrocajo
ali le izjemoma povzrocajo bolezni pri zdravih odraslih ali pri zivalih (npr. nepato-
geni sevi E. coli).

BSL-2: Laboratoriji BSL-2 zajemajo vse zahteve BSL-1, dodatno pa se za zascito
pred aerosoli in kapljicami uporabljajo bioloske varnostne komore (BSC I ali BSC II)
in po presoji dodatna OVO (laboratorijska halja za enkratno uporabo, maska, ocala/
vizir, kapa, pokrivala za obutev). Dostop je omejen na usposobljene zaposlene in na
druge v spremstvu usposobljenih zaposlenih. BSL-2 je standardna raven za diagno-
sticno delo s patogeni, ki povzrocajo blaga obolenja pri ljudeh in/ali so za njih na
voljo preventivni ukrepi ali poizpostavitveno zdravljenje (npr. cepljenje) in nimajo
znatnega vpliva na javno zdravje. V BSL-2 lahko delamo z vecino klini¢nih vzorcey,
ki lahko vsebujejo respiratorne viruse, kot sta sezonska gripa, drugi virusi gripe in
SARS-CoV-2. Za slednja se v laboratoriju BSL-2 lahko uporabljajo le tehnike, ki ne
vkljuCujejo namnoZevanja virusa.

BSL-3: Laboratoriji BSL-3 zajemajo vse zahteve BSL-2, dodatno mora laboratorij
imeti negativen tlak glede na okolico in odvajanje zraka s HEPA-filtracijo, dekonta-
minacijo (avtoklaviranje) v samem laboratoriju, zaprt delovni vmesnik (vstopni fil-
ter), dodatno specificno OVO (respiratorji) in strog nadzor vstopa, ki je omejen le na
osebe, usposobljene za delo v BSL-3. Laboratorij BSL-3 je namenjen delu s patogeni,
ki lahko povzrocijo resne ali potencialno smrtonosne bolezni, za katere preventivni
in poizpostavitveni ukrepi niso vedno na voljo in lahko predstavljajo veliko nevar-
nost za javno zdravje. Sem spadajo namnoZevalne tehnike za viruse pticje gripe in
SARS-CoV-2.

BSL-4: Laboratoriji BSL-4 morajo imeti negativen tlak glede na okolico, odvaja-
nje zraka s HEPA-filtracijo, dekontaminacijo (avtoklaviranje) v samem laboratoriju,
zaprt delovni vimesnik (vstopni filter), izolacijske mehanizme (pogosto so v posebni
stavbi). OVO vkljucuje zasc¢itne kombinezone za celotno telo in glavo z dovajanjem
zraka, vso delovno opremo za delo z izjemno nevarnimi patogeni in prho v izstop-
nem filtru. Laboratorij BSL-4 je namenjen delu z najbolj nevarnimi patogeni, za ka-
tere preventivni in poizpostavitveni ukrepi niso na voljo in lahko predstavljajo veliko
nevarnost za javno zdravje (npr. filovirusa Ebola in Marburg).

Med pandemijo covida-19 so Svetovna zdravstvena organizacija (SZO) in nacio-
nalni organi svetovali, da se diagnosti¢no testiranje, ki ne vkljuCuje namnoZevanja
(npr. ekstrakcija RNK in RT-PCR /veriZna reakcija s polimerazo z reverznim prepi-
som/), lahko varno izvaja v razmerah BSL-2, medtem ko so testi izolacije in nevtra-
lizacije virusa zahtevali BSL-3 (5). Ta diferenciacija na podlagi tveganja je omogocila
hitro Siritev diagnosti¢nih zmogljivosti ob hkratnem ohranjanju varnosti.

Laboratoriji morajo slediti ravni biovarnosti, ko se pojavijo nove variante ali pa-
togeni, saj lahko prenosljivost in patogenost spremenita klasifikacijo dolo¢enega
patogena.

Ucinkovita biovarnost se zacne z oceno tveganja - sistemati¢no oceno nevarnosti,
povezanih z laboratorijskimi dejavnostmi. Ocena tveganja uposteva:

« znacilnosti patogena: infektivni odmerek, stabilnost v aerosolih, preZivetje v

okolju in razpolozljivost cepiv ali zdravil,
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e tveganja zaradi postopkov: verjetnost nastanka aerosolov med odpiranjem
vzorcey, pipetiranjem, stresanjem, centrifugiranjem ali uporabo avtomatizi-
ranih aparatur,

¢ osebna tveganja zaposlenih: usposobljenost, izkusnje, imunski status,

¢ razpolozljivi prostori in oprema: postavitev oziroma organizacija laboratorija
(poti), prezracevanje, filtri, vzdrzevanost opreme.

Respiratorni patogeni predstavljajo posebne izzive, saj se mnogi lahko prenasajo

z aerosoli in dlje prezivijo na povrsinah (10).

Kvalitativna ocena tveganja doloca, ali je potrebno zadrZevanje po standardu
BSL-2 ali BSL-3. Na primer, obdelava brisov zgornjih dihal za ekstrakcijo nukleinske
kisline je postopek z zmernim tveganjem, ki ga je mogoce obvladovati po standardu
BSL-2 z uporabo biovarnostne komore razreda BSC II. Gojenje virusa v celi¢nih lini-
jah pa zahteva standard BSL-3.

Ocene tveganja je treba dokumentirati, redno pregledovati in posodabljati vsakic,
ko se laboratorijski postopki spremenijo ali se pojavijo novi podatki.

Ohranjanje biovarnosti med pandemijami respiratornih virusov prinasa vec stal-
nih izzivov:

¢ Omejitve virov: omejena razpolozljivost OVO, certificiranih BSC in usposob-
ljenega osebja, kar lahko ogrozi varnost.

¢ Potreba po hitrem povecanju obsega testiranja: vzpostavljanje zacasnih kapa-
citet prinese tveganja, saj te v danem trenutku morda Se nimajo popolnoma
ustrezne infrastrukture.

« Ravnanje z odpadki: velike koli¢ine izvedenih testov ustvarjajo velike kolicine
biolosko nevarnih odpadkov, kar zahteva ucinkovite sisteme za obdelavo in
odstranjevanje.

o Velike koli¢ine nastalih odpadkov pomenijo tudi ve¢jo obremenitev okolja.
Poveca se priliv neinfektivnih odpadkov na deponije, potrebnih pa je tudi ve¢
sezigov, ki zahtevajo vec energije.

e Psihosocialni dejavniki: utrujenost, stres in strah lahko vodijo do dodatnih
tveganj.

¢ Standardizacija: spreminjanje mednarodnih in nacionalnih predpisov o bio-
varnosti med pandemijami lahko ustvari nejasnosti in nedoslednosti pri rav-
nanju s patogeni.

ZASCITA ZAPOSLENIH V LABORATORJU

Zascita laboratorijskega osebja je osrednjega pomena za sisteme biovarnosti. Re-
spiratorni virusi so poseben izziv, ker se lahko $irijo s kapljicami, aerosoli in kon-
taminiranimi povrsinami, kar poveca tveganje tudi med rutinskimi diagnosti¢nimi
postopki.

Osebna varovalna oprema (0OVO)

Po zagotovitvi ustreznih prostorov in opreme ter SOP sta OVO in varno ravnanje
zadnja obrambna linija pred okuzbami (Preglednica 1). Pravilna izbira, prileganje
in dosledna uporaba OVO so bistveni v laboratorijih, ki delajo z respiratornimi
patogeni.
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Preglednica 1: Vrste osebne varovalne opreme (OVO).

Vrsta OVO Osnovna funkcija Primeri/Opombe

Zastita dihal | Prepre¢evanje vdihavanja | Maske/respiratorji FFP2/N95? za BSL-27;
aerosolov in kapljic respiratorji za ¢i$¢enje zraka z napajanjem (PAPR?)

za BSL-3*

Rokavice Zascita pred prenosom s | Nitrilne ali lateksne rokavice; dvojne rokavice za
stikom postopke z visokim tveganjem

Zasc¢ita oci in | Zascita koZe in sluznice Zas¢itna ocala ali vizir

obraza pred brizganjem

Zascitna Preprecevanje Zascitne halje, kombinezoni ali za enkratno

oblacila kontaminacije osebnih uporabo; neprepustni predpasniki za ravnanje s
oblacil in kozZe tekocinami

Obutev ZmanjSanje kontaminacije | Zaprti ¢evlji ali prevleke za obutev za enkratno
in zdrsov uporabo v conah z visoko stopnjo zadrzevanja

L FFP2 - filtering facepiece 2 (evropski standard), N95 (ameriski ekvivalent)

2 BSL 2 - raven biovarnosti 2 (angl. bio safety level 2)

3 PAPR - powered air purifying respirator, respirator z baterijskim motorjem za pretok zraka v za§¢itnem
pokrivalu za glavo

4 BSL 3 - raven biovarnosti 3 (angl. bio safety level 3)

OVO mora biti certificirana in ustrezne velikosti, potrebno jo je redno menjati.
Ponovna ali dalj$a uporaba (glede na izjavo proizvajalca) zahteva predhodno oceno
tveganja in metode dekontaminacije (6). Izjemno pomembno pa je tudi pravilno ob-
laCenje, snemanje in odlaganje OVO. Nepravilnosti pri izvedbi teh postopkov moc¢no
povecajo tveganje za kontaminacijo oziroma samokontaminacijo.

Pravilen potek oblacenja OVO (BSL-2): Higiena rok — halja —» maska/respirator
— zasCitna oCala/obrazni $¢itnik — rokavice.

Pravilen potek odstranjevanja OVO (BSL-2): Rokavice — halja — higiena rok —
maska za obraz/zascita za obraz — higiena rok. Higiena rok vkljucuje razkuZzevanje.
Ce so roke mokre, si jih je treba umiti, osusiti in nato razkuziti.

Usposobljen opazovalec lahko vodi osebje med odstranjevanjem OVO, zlasti v
laboratorijih BSL-3 (3).

Pri ravnanju z vzorci dihal, ki lahko ustvarijo aerosole, so priporocljive ma-
ske za obraz (angl. filtering facepiece 2, FFP2 /evropski standard/ oziroma N95 /
ameriski ekvivalent/ ali viSje stopnje zascite). Za postopke, ki vkljucujejo kulturo
zivih virusov ali potencialno aerosolizacijo zunaj komor za varno laboratorijsko
delo BSC, pa boljSo zas¢ito zagotavljajo respiratorji PAPR (angl. powered air pu-
rifying respirator, respirator z baterijskim motorjem za pretok zraka v zas¢itnem
pokrivalu za glavo) (4). Za zagotovitev ucinkovitosti so obvezni preizkusi prilega-
nja in preverjanja tesnjenja pred vstopom v prostor, v katerem smo izpostavljeni
respiratornim patogenom. Maske FFP2 in FFP3 naj bi praviloma uporabljali naj-
veC 2 uri in jih potem zavrgli, saj u¢inkovitost zadrZevanja delcev mo¢no upade.
Kirurskim maskam ucinkovitost zadrZevanja delcev moc¢no upade Ze po 15 do 30
minutah (11).

Med pandemijo covida-19 je svetovno pomanjkanje respiratorjev FFP2/N95 pri-
vedlo do zacasne uporabe tehnik dekontaminacije (npr. uparjeni vodikov peroksid,
obsevanje z ultravijoli¢no svetlobo). Studije so potrdile, da so do trije cikli dekonta-
minacije ohranili u¢inkovitost filtracije (7).
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Dobra laboratorijska praksa in standardni operativni postopki

Dobra laboratorijska praksa in SOP so temelj varnosti v laboratoriju, saj so zaposleni
brez njih tudi ob dobrih prostorskih in tehni¢nih razmerah ter ustrezni OVO lahko
izpostavljeni respiratornim patogenom.

Kljucni elementi dobre laboratorijske prakse za delo z respiratornimi patogeni so:

¢ Omejitev nastajanja aerosolov: izogibanje intenzivnemu mesanju (vorteksi-

ranju) in hitremu pipetiranju ali meSanju in pipetiranju zunaj komor BSC,
uporaba zaprtih epruvet in rotorjev.

¢ Nadzorovano ravnanje z vzorci, odpiranje posodic z vzorci samo znotraj ko-

mor BSC.

¢ Dekontaminacija pred postopki in po njih: delovne povrsine in orodja (pipete,

centrifuge, stojala) ocistimo s 70-odstotnim etanolom ali 0,1-0,5-odstotnim
natrijevim hipokloritom.

¢ Med delom vlaboratoriju ne uporabljamo telefonov in mobilnih telefonov 0zi-

roma pred uporabo snamemo rokavice in si razkuzimo roke ali uporabljamo
brezsti¢no telefoniranje. Roke si razkuzimo tudi po uporabi telefona. Telefon
mora biti na mestu, kjer ne more priti v stik s kuzninami.

¢ Vlaboratoriju je prepovedano jesti, zveciti Zvecilni gumi, piti, kaditi, Zveciti

tobak (snus, fuge) ali se dotikati obraza.

¢ Pravilno oznacevanje in loCevanje kuznih materialov, da se prepreci navzkriz-

na kontaminacija.

¢ Higiena rok: pred uporabo rokavic in po njej ter takoj po morebitni izposta-

vljenosti.

¢ Pravilna uporaba BSC - zagon pred delom po navodilih proizvajalca, redno

vzdrzevanje, redno ¢iS¢enje in razkuzevanje idr.

SOP morajo odsevati posodobljene smernice organov, kot so SZ0, ameriski Cen-
ter za nadzor nad nalezljivimi boleznimi (angl. Centres for Disease Prevention and
Control, CDC) in nacionalne smernice. Vsak SOP mora opredeliti odgovornosti, zah-
tevano OVO, ukrepe za odzivanje na razlitje in metode odstranjevanja odpadkov (12).

Cepljenje

Cepljenje je dodaten zascitni ukrep za laboratorijsko osebje, ki dela z respiratorni-
mi patogeni, pri katerih je okuzbo mogoce prepreciti s cepljenjem. Cepljenje proti
sezonski gripi je Se posebno priporocljivo za zaposlene v laboratorijih, ki delajo z
vzorci iz ¢loveskih dihal, saj zmanjSuje verjetnost obolenja ob morebitni laboratorij-
ski izpostavitvi, skrajsa ¢as odsotnosti zaradi okuzbe, pridobljene zunaj laboratorija,
ter omogoca loCitev med laboratorijsko in zunajlaboratorijsko okuzbo, predvsem pri
delu z virusi gripe, ki niso sezonski (13).

Med pandemijo H1N1 leta 2009 se je prednostno cepljenje laboratorijskih delav-
cev izkazalo za ucinkovito pri preprecevanju prenosa na delovnem mestu (14). Po-
dobno so bile med pandemijo covida-19 kampanje cepljenja za laboratorijsko osebje
bistvenega pomena za ohranjanje diagnosti¢nih zmogljivosti (15).

V ustanovabh, ki delajo z visoko patogeno aviarno gripo ali drugimi novimi respi-
ratornimi virusi, je treba razmisliti o sodelovanju v specifi¢nih programih cepljenja
ali eksperimentalnih programih cepljenja, kadar so na voljo.
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Ravnanje z odpadki in dekontaminacija

Odpadki, ki nastanejo pri diagnosti¢nem ali raziskovalnem delu z respiratornimi vi-
rusi - kot so uporabljeni brisi in epruvete, konice pipet in OVO za enkratno uporabo -,
so razvrsceni kot bioloSko nevarni odpadki. Nepravilno ravnanje z njimi je lahko vir
sekundarne izpostavljenosti za laboratorijsko osebje in osebje, ki Cisti laboratorije.

Infektivne odpadke je treba zbirati na mestu nastanka v vreckah za biolosko ne-
varne odpadke, primernih za avtoklaviranje. Ostre predmete je treba odvreci v na-
menske posode, odporne proti prebadanju. Infektivne odpadke lahko avtoklaviramo,
kemicno dezinficiramo z 0,5-odstotnim natrijevim hipokloritom ali jih posredujemo
v nadziran sezig (vedno v posodah, ki jih ni mogoce odpreti).

Laboratoriji BSL-3 imajo obicajno avtoklave v ali tik ob laboratoriju ter nadzoro-
van pretok odpadkov skozi dekontaminacijske bariere. Obdelani odpadki morajo biti
pred nadaljnjim odstranjevanjem jasno oznaceni kot neinfektivni (16).

Obvladovanje razlitij in izpostavljenosti

Na voljo morajo biti kompleti za nujne primere, ¢e pride do razlitja, osebje pa mora
biti usposobljeno za njihovo uporabo.
TakojsSen odziv na razlitje vkljucuje:
Opozorilo osebju in omejitev dostopa do obmocja.
Zagotavljanje Casa, da se aerosoli usedejo (najmanj 30 minut za BSL-3).
Uporaba ustreznega razkuZila z ustreznim ¢asom stika.
Varno zbiranje in odstranjevanje materialov.
Porocanje o incidentu za dokumentiranje in preprecevanje v prihodnje.

SR

Organizacijski ukrepi za izboljSanje varnosti v laboratoriju

¢ Razporejanje delovne sile: omejitev dolZine izmen za zmanjSanje utrujenosti.
* Nadzor dostopa: omejevanje vstopa samo na nujno osebje.
¢ Obvescanje o incidentih: vzpostavitev nekaznovalnih sistemov porocanja.
¢ Upravljanje dobavne verige: vzdrzevanje zalog OVO in razkuzil z nacrtova-
njem ukrepov v primeru pomanjkanja.
¢ Pripravljenost naizredne razmere: redne vaje za pozar, razlitje ali medicinske
nujne primere.
Med pandemijo covida-19 so mnogi laboratoriji uvedli loCevanje izmen, da bi
zmanj$ali navzkrizno izpostavljenost med ekipami. Ta ukrep je zagotovil nepreki-
njeno delovanje tudi v primeru okuzb med osebjem (17).

IZKUSNJE 1Z PANDEMIJE GRIPE A (H1N1) LETA 2009

Pandemija gripe A (HIN1)pdm09 leta 2009 je bila prva pandemija 21. stoletja. Virus,
ki je vseboval genske segmente prasicje, pticje in ¢loveske gripe, je bil prvi¢ dokazan
v Mehiki in ZdruZenih drzavah Amerike aprila 2009 (18).

Kljub zmerni virulenci je hitro globalno Sirjenje pandemije mo¢no obremenilo
diagnosti¢ne laboratorije in jih prisililo, da so razsirili zmogljivosti in uvedli ukrepe
biovarnosti za ravnanje z novim respiratornim patogenom.

Takrat so Globalni sistem za nadzor in odzivanje na gripo (angl. Global Influenza
Surveillance and Response System, GISRS) pri SZO, Nacionalni referenc¢ni centri za
gripo in javnozdravstveni laboratoriji sluzili kot hrbtenica za diagnostiko in karak-
terizacijo pandemskega virusa. Pandemija je razkrila slabosti v pripravljenosti na
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pandemske dogodke, vklju¢no z neenakomerno laboratorijsko infrastrukturo in po-
manjkanjem usposobljenega osebja.

V Sloveniji je 10. maja 2009 metodo detekcije, za influenco A(H1N1)pdmO09 spe-
cificen PCR, uvedel Laboratorij za javnozdravstveno virologijo Nacionalnega labora-
torija za zdravje okolje in hrano - NLZOH (takrat IVZ - Institut za varovanje zdravja
Republike Slovenije) in 17. junija 2009 potrdil prvi primer okuzbe v Sloveniji (19).

Na zacetku pandemije gripe 2009, ko infektivnost virusa in klini¢ni potek bolezni
Se nista bila natancno raziskana, smo v Laboratoriju za javnozdravstveno virologijo
NLZOH vzorce, ki so potencialno vsebovali nov virus, obdelovali v komori za varno
biolosko delo BSC-2 in uporabili dodatno OVO (respirator FFP3, zascitna ocala ali
vizir, dvoje rokavic, haljo za enkratno uporabo, kapo in zas¢ito obutve). Za primarno
obdelavo vzorcev smo uporabljali le en prostor, ki smo ga po vsaki uporabi dekonta-
minirali. Ko je julija 2009 Evropski center za preprecevanje in obvladovanje bolezni
(angl. European Centre for Disease Prevention and Control, ECDC) predlagal prehod
iz faze zadrZanja virusa (ang. containment) v ukrepe blaZenja pandemije (ang. miti-
gation), je sprostil tudi varnostne ukrepe, zato smo presli na obic¢ajno stopnjo var-
nosti BSL-2. Oktobra 2009 je bilo na voljo tudi cepivo proti novemu sevu A(H1N1)
pdm09 (20, 21).

Prvi val epidemije je dosegel vrh julija 2009 in v tem casu je bil priliv vzorcev
dvakrat tolikSen kot v rednih zimskih sezonah. Potrebno je bilo podaljsati delovni ¢as
ob delavnikih in dela prostih dneh, kar je bilo z majhnim kolektivom zelo zahtevno.
Dodatno je bila zaposlena ena oseba.

Do zacetka drugega vala pandemije so za influenco A(H1N1)pdmO09 specificen
PCR uvedli Se na Institutu za mikrobiologijo in imunologijo MF v Ljubljani (IMI), v
Laboratoriju NLZOH Maribor (takrat Zavod za zdravstveno varstvo Maribor) in v
teku pandemije Se v drugih laboratorijih NLZOH.

V drugem valu, ki je dosegel vrh novembra 2009, se je priliv vzorcev Se povecal,
a obremenitev z diagnostiko se je porazdelila med vec laboratorijev. Hkrati so bile
tudi varnostne zahteve za delo v laboratoriju sproscene na obicajno raven BSL-2 in
na voljo je bilo cepivo.

Prednost Laboratorija za javnozdravstveno virologijo NLZOH, IMI, Laboratorija
NLZOH Maribor in nekaterih drugih je bila v tem, da se je v njih Ze pred pandemijo
uporabljala tehnologija PCR, kar je odpravilo potrebo po dodatni nabavi opreme in
omogocilo hitro ter nezahtevno usposabljanje osebja.

Zaradi razmeroma hitrega prehoda na obicajno stopnjo varnosti BSL-2 ni bilo
pomanjkanja OVO. Stevilo testiranih vzorcev se je sicer mo¢no povecalo, a ne toliko,
da bi zmanjkalo reagentov in drugih laboratorijskih potrebs¢in. Kljub temu smo v
Laboratoriju za javnozdravstveno virologijo NLZOH po pandemiji A(H1N1)pdmO09
na novo ocenili in povecali koli¢cine OVO in drugih materialov.

Primerjava izzivov med pandemijama gripe A(H1IN1)pdm09 in SARS-CoV-2 je
podana v Preglednici 2.
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Preglednica 2: Primerjava znacilnih izzivov med pandemijama gripe
A(H1N1)pdmO9 in SARS-CoV-2.

Pandemija A(H1IN1)pdmO09 Pandemija SARS CoV-2

Vrsta OVO 3 mesece: BSL2 + FFP3 + Zacetek: BSL2 + FFP2 + kapa, ocala,
kapa, ocala, plas¢ za enkratno plas¢ za enkratno uporabo, zascita
uporabo, zascita obuval obuval
Nadalje: BSL2 + FFP2 + plas¢ za | Nadalje: BSL2 + FFP2 + plas¢ za
enkratno uporabo enkratno uporabo

Pomanjkanje OVO Ne Da

Pomanjkanje opreme | Da Da

Povecanje obsega Prvival: 2 x 15-16x

dela Drugi val: 7 x

Dodatno Minimalno Obsezno

zaposlovanje

Obolevanje kadra* Minimalno Da

Cepljenje Na voljo po 6 mesecih Na voljo po 10 mesecih

TeZave Osebje Osebje

Pomanjkanje OVO

Resitve Siritev testiranja v ve¢ Preusmeritev osebja iz drugih delov
diagnosti¢nih laboratorijev. laboratorija, dodatna zaposlovanja.
Dokup nekaterih aparatov. Poraba FFP2 ves delovni Cas,

vzdrzevanje fizicne razdalje po
moznostih, zracenje.

Smiselna racionalizacija porabe OVO,
pomoc¢ med laboratoriji, iskanje
novih virov dobave.

Obsezno dokupovanje razlicnih
aparatov.

* Okuzbe osebja v skupnosti ali od sodelavcev, vendar ne laboratorijske okuzbe zaradi dela z infektivnim
materialom.

IZKUSNJE 1Z PANDEMIJE SARS-COV-2

Pojav novega koronavirusa (SARS-CoV-2) konec leta 2019 je sprozil najobseznejSo
svetovno krizo javnega zdravja v zadnjem stoletju. Virus, ki je bil prvi¢ odkrit v Wu-
hanu na Kitajskem decembra 2019, se je Siril z izjemno hitrostjo (22).

Obseg pandemije je diagnosti¢nim laboratorijem postavil najvecje zahteve do te-
daj. Mnogi so sicer lahko uporabili izkusnje iz pandemije A(H1IN1)pdm iz leta 2009, a
so obseg in trajanje pandemije ter prenosljivost SARS-CoV-2 razkrili nove ranljivosti
v sistemih biovarnosti, infrastrukturi in globalnem usklajevanju.

Diagnosti¢ni steber odziva na covid-19 je bila detekcija virusne RNK v vzorcih
zgornjih dihal z metodo RT-PCR. Referencni laboratoriji SZO so hitro razvili specifi¢ne
RT-PCR-metode in jih distribuirali po vsem svetu (23). Vecina diagnosti¢nega dela je
bila razvrscena in izvedena v razmerah biovarnosti BSL-2 z okrepljenimi previdno-
stnimi ukrepi, kot so obvezna uporaba komor BSC razreda II, respiratorjev FFP2/N95
in zascCite za o€i (24). NamnozZevanje virusa SARS-CoV-2 in tehnike, ki zahtevajo delo
Z namnozenim Zivim virusom, pa so bile in so Se danes omejene na delo v stopnji var-
nosti BSL-3.

V nekaj mesecih je na tisoce klini¢nih in javnozdravstvenih laboratorijev preslo
na obsezno testiranje SARS-CoV-2.
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Siritev je imela resne izzive za biovarnost:

e ObseZno povecanje kolic¢ine vzorcev je zahtevalo razsiritev v prostore, kjer so
se prej izvajale druge metode ali sploh niso bili namenjeni laboratorijskemu
delu, zato je bilo treba zagotoviti ustrezne pogoje, poti in pretok vzorcev. Po-
nekod so postavljali nove, pogosto zacasne in mobilne laboratorije.

e Vdiagnostiko so se morali vkljuciti zaposleni z omejenimi izku$njami na po-
drocju virologije, molekularnih metod in varnega dela s kuZninami. Potrebno
je bilo hitro, stalno (fluktuacija kadrov), a skrbno usposabljanje.

e Pomanjkanje OVO in drugih laboratorijskih materialov.

e Preutrujenost zaposlenih zaradi podaljSevanja delovnega casa in izmenskega
dela za zagotavljanje 24-urne diagnostike vse dni v tednu.

e Vtransport vzorcev so bile vkljuCene osebe, ki prej niso delovale v zdravstvu.
Nujno je bilo stalno skrbno obvescanje in usposabljanje.

Pomanjkanje OVO so laboratoriji reSevali z razvrscanjem postopkov v bolj nevar-
ne (odpiranje in priprava vzorcev do inaktivacije, postopki namnozevanja virusa) in
manj nevarne (ekstrakcija RNK iz inaktiviranih vzorcev, RT-PCR) ter uporabo OVO
glede na tveganje. Ponekod so uvedli dekontaminacijo OVO in njeno ponovno upo-
rabo. Za dekontaminacijo se je uporabljal uparjen vodikov peroksid, UV-sevanje ali
visoka temperatura (60-70 °C za najmanj 30 min) (25).

V Sloveniji sta imela januarja 2020 IMI in Laboratorij za javnozdravstveno virolo-
gijo NLZOH Ze vzpostavljeno metodo za detekcijo SARS-CoV-2 z RT-PCR in 4. marca
2020 so na IMI potrdili prvo okuzbo. Kot povsod po svetu so se zahteve po testiranju
hitro skrajno povecale in dosegle vrh januarja 2022, ko je bilo kumulativno v Sloveniji
dnevno opravljenih 15 do 20 tiso¢ PCR-testiranj (26). Za primerjavo - na vrhuncu
kroZenja respiratornih virusov v sezoni pred pandemijo (2018/19) je bilo v Sloveniji
opravljenih 1300 testov PCR na teden. Hitro in veliko povecanje obsega testiranja v
laboratorijih so omogocili tudi proizvajalci aparatov za hitro ekstrakcijo nukleinskih
kislin, aparatov za PCR ter kartu$nih platform, ki so ponudili zelo zmogljive naprave.
Prav tako pomemben prispevek k dvigu obsega testiranja so dale nove informacijske
reSitve, ki so zmanj$ale obseg administrativnih del in pospesile pretok podatkov.

Kot drugod po svetu je tudi v Sloveniji na splo$no in v laboratorijih primanjko-
valo OVO, razkuzil, drugih laboratorijskih pripomockov in reagentov. Ozko grlo je
bilo tudi pomanjkanje usposobljenega kadra, pri ¢emer je hitro uvajanje zaposlenih
iz drugih deloviS¢ gotovo predstavljalo varnostno tveganje. V Sloveniji je bilo ceplje-
nje proti SARS-CoV-2 na voljo 27.12. 2020, kar je zmanjsalo tudi tveganje za okuzbo
v laboratorijih.

ZAKLJUCEK

Tako pandemija gripe A (H1N1)pdmO9 leta 2009 kot pandemija SARS-CoV-2 sta po-
trdili nepogresljivo vlogo laboratorijev v globalnih sistemih zdravstvenega odzivanja.
V obeh primerih so laboratoriji opravljali diagnosti¢no testiranje, karakterizacijo
patogenov in nadzor ter seveda predstavljali potencialni vir poklicnega tveganja.
Ceprav sta se pandemiji razlikovali po obsegu, trajanju in metodoloskem kontekstu,
sta obe preizkusili vzdrzljivost biovarnosti v laboratorijih pod izjemnimi pritiski.
Pandemija gripe leta 2009 je prizadela predvsem nacionalne javnozdravstvene la-
boratorije in referen¢ne centre SZ0, medtem ko je pandemija covida-19 prizadela na
tisoCe diagnosti¢nih laboratorijev, vklju¢no z zasebnimi, akademskimi in terenskimi
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ustanovami. Ta obsezna Siritev je povecala izzive biovarnosti, hkrati pa prinesla izku-
Snje za prihodnje dogodke. Izku$nje, ki smo jih pridobili, lahko strnemo v nekaj tock:

e Pomen zalog OVO in drugih laboratorijskih potrebs¢in.

¢ Pomen zagotavljanja dobavnih verig ¢im bolj lokalno.

e Vsaklaboratorij, v katerem poteka diagnostika respiratornih virusov, bi moral
razmiSljati o mozZnosti hitrega povecanja obsega testiranja:

- Prilagoditev prostorov za varno povecanje obsega dela.

- Usposobljenost kadrov z drugih delovis¢ za varno delo in osnovne metode
v diagnostiki respiratornih virusov.

- Organizacija izmenskega dela.

e Redno obnavljanje znanja za varno uporabo OVO - tudi tisto, ki ni v vsakdanji
uporabi.

e Uvedba dekontaminacijskih tehnik za OVO, da so ob potrebi po ponovni upo-
rabi OVO Ze vpeljane.

e Vodstva ustanov morajo ob podpori drzave zagotoviti zakonodajo (27) in
vire za izvajanje navedenih aktivnosti. To drzavam nalaga tudi Uredba (EU)
2022/2371 Evropskega parlamenta in Sveta z dne 23. novembra 2022 o res-
nih ¢ezmejnih groznjah za zdravje (28).

e Nujnaje vkljucenost v mednarodne mreZe zgodnjega opozarjanja (SZO, ECDC,
GOARN, EWRS), redno spremljanje objav uradnih institucij ter vzdrzevanje
ucinkovite komunikacijske poti med kliniki, laboratoriji, epidemiologi in zdra-
vstvenimi oblastmi. Sodelovanje v teh sistemih omogoca takojsen dostop do
preverjenih informacij o novih izbruhih, hitrih opozoril in priporo¢il za ukre-
panje. Poleg institucionalnih kanalov imajo pomembno vlogo tudi platforme
za izmenjavo podatkov o sekvencah patogenov (npr. GISAID), ki omogocajo
zgodnje zaznavanje nenavadnih vzorcev bolezni.

Prihodnje usmeritve bi morale poudarjati trajnostne nalozbe v infrastrukturo in

vkljucevanje biovarnosti v nartovanje pripravljenosti na izredne razmere. Vzposta-
vitev mednarodnih omrezij za biovarnost v laboratorijih lahko olajsa hitro izmenja-
vo najboljsih praks med izbruhi. Razvoj novih tehni¢nih resitev, kot so modularne
delovne postaje z negativnim tlakom in avtomatizirani roboti za ravnanje z vzorci,
ponuja obetavna orodja za zmanjSanje izpostavljenosti ljudi.

Usposobljeno laboratorijsko osebje, ki strogo uposSteva postopke za varno delo v

vsakdanji rutini, bo bistveno zmanjsalo tveganja, ki jih prinaSajo pandemske situacije.
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Laboratorijsko delo s kuzninami pri sumu
na tuberkulozo

Laboratory work with infectious specimens in suspected

tuberculosis cases

Spela Klemen,! Sara Truden,! Manca Zolnir-Dovél*

IZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: aerosol, laboratorij, prenos, BSL-3, usposobljenost, neustrezne
razmere v Sloveniji

Mycobacterium tuberculosis (MT) je povzrociteljica tuberkuloze in je razvrsc¢ena v 3.
skupino bioloskih dejavnikov tveganja. Tveganje za laboratorijsko okuZbo je odvisno
od koncentracije bakterij in moznosti nastanka aerosola. Dokazano je, da je med la-
boratorijskimi delavci tveganje za okuzbo s tuberkulozo nekajkrat visje kot v sploSni
populaciji, vendar predvsem zaradi boljsih varnostnih protokolov upada. Tudi v Slo-
veniji so v preteklosti laboratorijski delavci veckrat oboleli za aktivno tuberkulozo,
zadnji zaznan primer na Golniku je iz leta 2005. Z novejSimi molekularnimi tehnika-
mi lahko tovrstne okuzbe tudi nedvoumno potrdimo ali ovrzemo. Pri preprecevanju
okuzb med laboratorijskim delom so zato bistvena prizadevanja za omejevanje na-
stajanja aerosolov. Postopke, Kjer se tvori aerosol, in delo s kulturo MT moramo izva-
jati v laboratoriju tretje bioloske varnostne stopnje (BSL-3). Nujna osebna varovalna
oprema so maska FFP3, ustrezne zascitne rokavice, zasc¢itna halja ali plasc in ocala.
Klju¢no je dobro zavedanje in izobraZenost prav vseh laboratorijskih delavcev, saj se
le tako lahko preprecijo delovne nesrece. Za delo s kulturami netuberkuloznih miko-
bakterij se priporoca praksa, oprema in laboratoriji druge varnostne stopnje BSL-2.
V Sloveniji leta 2025 nacionalni laboratorij za diagnostiko tuberkuloze $e vedno de-
luje v prostorih BSL-2+ in ne razpolaga z varnostno ustreznim laboratorijem BSL-3.

ABSTRACT

KEY WORDS: aerosol, laboratory, transmission, BSL-3, competence, inadequate
conditions in Slovenia

Mycobacterium tuberculosis (MT) is the causative agent of tuberculosis and is classi-
fied as arisk group 3 agent. The risk of laboratory-acquired infection depends on the
concentration of bacteria and the potential generation of aerosols. It has been proven
that laboratory workers are several times more likely to become infected with tuber-
culosis than the general population, although this risk is declining due to improved
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safety protocols. In Slovenia, laboratory-acquired active tuberculosis has occurred
in the past, with the last confirmed case at Golnik in 2005. With modern molecular
techniques, such infections can now be clearly confirmed or ruled out. Preventing
infections during laboratory procedures relies heavily on minimizing aerosol gener-
ation. Procedures that generate aerosols and all work with MT cultures require the
use of biosafety level 3 (BSL-3) laboratories. Personal protective equipment (PPE)
includes an FFP3 respirator, appropriate protective gloves, a lab coat or gown, and
protective goggles. It is essential that all laboratory personnel are fully aware of
the risks and receive proper training to avoid occupational exposure or accidents.
For work involving nontuberculous mycobacteria (NTM), the use of biosafety level
2 (BSL-2) laboratories, procedures, and equipment is recommended. In 2025, the
national laboratory for tuberculosis diagnostics in Slovenia still operates in BSL-2+
facilities and does not have a compliant BSL-3 laboratory.

uvoD

Diagnosti¢no delo v laboratoriju mora biti ne samo kakovostno, ampak tudi varno.
Potekati mora v primernih prostorih z ustrezno usposobljenim kadrom. To je Se zlasti
pomembno pri delu z obcutljivejSimi mikroorganizmi, kot je Mycobacterium tuberculo-
sis (MT) (1). Priprava ocene varnostnih tveganj je klju¢nega pomena za prepoznavanje
morebitnih nevarnosti in nacrtovanje ustreznih ukrepov za preprecevanje okuzb (1).

Ti ukrepi so za varno delo laboratorijskega osebja s potencialno nalezljivimi mi-
kroorganizmi nujni, zajemajo pa Stiri podrocja:

e upravljanje (menedZment);
okolje (inZeniring);

e osebno varovalno opremo (OVO);

¢ tehni¢no znanje in usposabljanje (dobre mikrobioloSke prakse).

Ce so vsa ta podroéja ucinkovito vodena in izvajana, bo vsako od njih zmanjsalo
tveganje za izpostavljenost laboratorijskega osebja patogenu (1).

Namen prispevka je opozoriti na pomen laboratorijske varnosti pri delu z Myco-
bacterium tuberculosis (MT). Vecina varnostnih protokolov sledi mednarodnim smer-
nicam Svetovne zdravstvene organizacije, Evropskega centra za preprecevanje in ob-
vladovanje bolezni (angl. European Centre for Disease Prevention and Control, ECDC)
in ameriskega Centra za nadzor in preprecevanje bolezni (angl. Centers for Disease
Control and Prevention, CDC) (2), seveda pa ima vsako okolje oziroma posamezen
laboratorij specificne dejavnike tveganja, ki jih mora prepoznati in upostevati v de-
lovnih postopkih (1).

TVEGANJA PRI LABORATORIJSKEM DELU S TUBERKULOZO

M. tuberculosis je povzrociteljica tuberkuloze (TB) in je razvr$¢ena v 3. skupino bioloskih
dejavnikov tveganja (1). Prenos M. tuberculosis v laboratoriju je mogoc¢ prek aerosola
ali s perkutano inokulacijo pri nenamernih izpostavitvah (3). Mogoca je tudi okuzba
prek ocesne veznice (4). Tveganje za laboratorijsko okuZzbo je odvisno od koncentracije
bakterij in morebitnega nastanka aerosola. Pri preprecevanju okuzb so zato klju¢na
prizadevanja za omejevanje nastajanja aerosolov med laboratorijskim delom (1, 2).
M. tuberculosis se Siri aerogeno v majhnih delcih velikosti < 5 pm. Glede na pretok
zraka v okolju lahko ti delci ostanejo v zraku vec ur, dokler jih ne odstranimo z na-
ravnim ali mehanskim prezracevanjem (5). Do okuzbe pride z vdihovanjem aerosola.
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Infektivni odmerek za M. tuberculosis je zelo nizek in naj bi bil od 1 do 10 organiz-
mov (6, 7). Mikobakterije so odporne na razkuzila in lahko dolgo prezivijo na nezivih
povrsinah (2). Najvecje tveganje za laboratorijske delavce predstavljajo aerosoli, ki
nastajajo pri dejavnostih, kot so delo s kulturo MT, priprava zamrznjenih rezov ali
obdukcija okuZene osebe (6). V mikrobioloskem laboratoriju so Se zlasti tvegani
naslednji postopki: pipetiranje, centrifugiranje, delo s kulturo MT, priprava vzor-
cev za mikroskopijo. Laboratorijsko osebje ogrozajo tudi nefiksirani mikroskopski
preparati in posodice s kuzninami, ki so lahko kontaminirane na zunanji strani (4).
Ureznina ali vbod z okuZeno iglo lahko pri laboratorijskih delavcih povzroci kozno
tuberkulozo (2, 8). Naj omenimo Se poskus samomora laboratorijske delavke, ki si je
intravenozno vbrizgala kulturo TB, nakar se je pri njej razvila miliarna tuberkuloza
(9). Opisani so $e drugi primeri poskusov namerne samookuzbe s tuberkulozo (10).

Ne glede na lokalno incidenco tuberkuloze so v skoraj vseh drzavah opisani pri-
meri prenosa na zdravstvene delavce in druge bolnike (8, 11). Prve objave o tem so
Ze iz petdesetih let 20. stoletja, ko so ugotavljali, da so ogroZeni predvsem zdravstveni
delavci, ki delajo na podrocju patologije (sodelovanje pri obdukcijah), torakalni kirurgi
in laboranti v mikrobioloskih laboratorijih (12). Tveganje za prenos se razlikuje gle-
de na okolje, poklicno skupino, lokalno razsirjenost TB, Stevilo in populacijo bolnikov
ter ucinkovitost ukrepov za nadzor okuzb s TB (6) (13). Pojavnost vseh laboratorij-
sko povzrocenih okuzb (ne glede na povzrocitelja) je bila vec¢ja v manjSih (manj kot
25 zaposlenih) kot v vecjih laboratorijih. Vecje stevilo okuzb v manjsih laboratorijih je
lahko posledica vecjega Stevila nespecializiranih strokovnjakov, za katere se domneva,
da imajo manj izkuSenj pri delu z nalezljivimi mikroorganizmi in se ne zavedajo more-
bitne nevarnosti v zadostni meri (7, 14). V Studijah iz 20. stoletja so ugotavljali tri- do
devetkrat vecje tveganje za tuberkulozno bolezen med laboratorijskimi delavci kot v
splosni populaciji (7, 13, 15). Po podatkih iz osemdesetih let so bile stopnje okuzbe
pri laboratorijskem osebju od 0,3 do 0,5 na 1000 oseb letno do kar 26,3 pri osebju, ki
je sodelovalo pri obdukcijah (7, 14, 16). V Kanadi so leta 2002 ugotovili, da je bilo med
laboratorijskimi delavci povprecno letno tveganje za tuberkulinsko konverzijo 1,0 %.
Tveganje je bilo visje med zaposlenimi na patologiji kot na mikrobiologiji (17). Z no-
vejSimi raziskavami in boljSimi moZnostmi genotipizacije sevov TB so se v zadnjem
desetletju izboljSale moZnosti dokazovanja neposrednega prenosa okuzbe z bolnikov
ali vzorcev na zdravstvene delavce (18). Smiselno je, da referencni laboratoriji hranijo
izolate za morebitna dodatna testiranja v prihodnosti (3).

Dokazovanje laboratorijsko pridobljene tuberkuloze je oteZeno, Ker je vir okuzbe
pogosto nejasen - zaradi moZnosti izpostavljenosti zunaj delovnega mesta in dolge
inkubacijske dobe pred razvojem simptomatske bolezni (7). Nizozemci so med le-
toma 1995 in 1999 objavili Studijo, v kateri jim je za 66 % (67 oseb) okuzb s TB pri
zdravstvenih delavcih uspelo dolociti pot okuzbe na podlagi epidemioloskih in mi-
krobioloskih podatkov. Osemindvajset od 67 oseb (42 %) se je okuzilo na delovnem
mestu, 19 (28 %) v skupnosti, 20 (30 %) pa v tujini. Relativno tveganje za okuzbo s
TB za delavce v zdravstvu na Nizozemskem je bilo 2,47 (8).

LABORATORIJSKE OKUZBE S TUBERKULOZO V
LABORATORIJU ZA MIKOBAKTERIJE KLINIKE GOLNIK

Podatke o tem sta na Golniku zbirali nekdanji vodji laboratorija Alenka Rus-Gashi (od
1960 do 1995) in Manca Zolnir-Dov¢ (od 1995 do 2023), ki sta nam zapustili vsaka
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svoj zapis o zgodovini Laboratorija za mikobakterije Klinike Golnik. Podatke nam je
delno uspelo preveriti in uskladiti tudi z Registrom za tuberkulozo. Precej zaposlenih
v laboratoriju je v preteklosti zbolelo za aktivno tuberkulozo. Tako so imele v 63-letni
zgodovini laboratorija tri zaposlene hladni absces na prstu zaradi ureznine s steklom.
Plju¢no tuberkulozo je imelo v letih 1960 do 2023 devet zaposlenih, od tega trije po
dvakrat. V laboratoriju za nespecifi¢no bakteriologijo je zbolela ena laborantka, ki je
obcasno delala v laboratoriju za tuberkulozo (nadomescanja). Skupno torej 13 obo-
lenj s plju¢no TB med laboratorijskimi delavci, nekaj okuzb je bilo Se med sodelavci
v pomivalnici (19, 20). Zadnja delavka je za plju¢no tuberkulozo zbolela leta 2005.
Pri zadnji laborantki se je okuzba razvila 3,5 leta po delovni nesreci. Z metodo RFLP
je bila dokazana povezava med bolnico iz Lendave in zaposleno. Zaradi dokazanega
prenosa na delovnem mestu je kot prva zaposlena v laboratoriju za TB prejemala
stoodstotno bolnisko nadomestilo (20). Molekularna genotipizacija bacilov tuber-
kuloze se od leta 1995 postopno izboljSuje. Z njo je mogoce neposredno dokazati,
da je pri zaposlenih v laboratorijih za TB moZnost okuzbe z bacili TB kot posledica
okuzbe na delovnem mestu povecana (20).

ORGANIZACIJA DELA IN POSTOPKI

Ravnanje s klini¢nimi vzorci, kot je izmecek (npr. za mikroskopski pregled ali inku-
bacijo na goji$ce), pomeni nizjo biolo$ko nevarnost kot delo s pozitivnimi kulturami
bakterij (npr. za testiranje obcutljivosti za antibiotike).

Mikroskopija primarnih vzorcev, obdelava vzorcev pred kultivacijo in izolacija
DNK iz klini¢nih vzorcev za molekularne metode (zaznavanje DNK, odkrivanje mu-
tacij genov, povezanih z odpornostjo proti zdravilom ali morebitno genotipizacijo)
se lahko izvajajo v laboratoriju, ki ustreza stopnji bioloSke varnosti 2 (angl. bio-
safety level 2, BSL-2) (1). Pomembno je, da pri teh postopkih ne nastajajo aerosoli
(2). Kljub temu pa je uporaba dobro delujoce in redno servisirane varnostne bioloske
komore $e vedno zelo pomembna, kadar se dela z materialom, za katerega se sumi,
da vsebuje M. tuberculosis (1).

Laboratorijske dejavnosti, povezane z gojenjem in obdelavo kultur katerekoli
vrste iz sklopa M. tuberculosis (izolacija DNK iz pozitivnih kultur in fenotipsko testi-
ranje obcutljivosti za zdravila), zahtevajo viSjo stopnjo bioloske varnosti in uporabo
laboratorija BSL-3.

Molekularne tehnike, ki vkljucujejo Ze izolirano DNK, ne zahtevajo posebnega
standarda bioloske varnosti (1, 2, 3).

Delo v BSL-3 izvaja za to usposobljeno osebje, ki deluje v skladu s standardni-
mi operativnimi postopki (SOP), pripravljenimi na podlagi lokalnih ocen tveganja.

Pri tem naj se upostevajo naslednji dejavniki:

e pojavnost TB (vklju¢no z odpornimi sevi) v skupnosti in med bolniki,

e zasnova laboratorija,

e raven diagnostic¢nih storitev za TB,

e Stevilo obdelanih vzorcey,

o ali se izvajajo postopki, pri katerih nastajajo aerosoli, in kako pogosto (3).

Pri delu z bacili tuberkuloze je potrebno upostevati varnostne ukrepe Ze ob spre-
jemu kuZnine v laboratorij. Predpostaviti moramo, da je lahko zunanjost posodice za
respiratorne vzorce kontaminirana z bacili, ki na stene zaidejo ob odvzemu (1). Leta
1983 so v Londonu ugotovili, da je iz zunanje povrsine lonc¢kov pri 18 (6,5 %) od 279
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vzorcev porasla MT. V vseh lonckih je bil izmecek, pozitiven na MT. Od celotnega Ste-
vila lonckov (vKklju¢no z negativnimi kuzninami) so kar pri 14 % na zunanji povrsini
zaznali floro zgornjega respiratornega trakta, kar so obravnavali kot indikator za
kontaminacijo loncka (21). Odpiranje posodic in epruvet s kuzninami je dovoljeno
samo v mikrobioloskih komorah. V mikroskopskih preparatih bacili tuberkuloze v
veliki meri prezivijo fiksiranje z ognjem (22, 23), kar pa ne velja za nadaljnji posto-
pek razbarvanja. Zato se svetuje CimprejSnje razbarvanje bacilov po fiksaciji (22).
Namesto uporabe plamena za fiksacijo mikroskopskih stekelc se priporoca uporaba
grelne plosce za stekelca (2).

Pri vseh postopkih je potrebno kar se da zmanjsati moznost tvorbe aerosola. Med
centrifugiranjem lahko pride do razlitja, pri cemer se sprosti vecja koli¢ina aerosola.
Kot del preventivnih ukrepov se za centrifugiranje uporabljajo v ta namen izdelane
koSarice za epruvete s pokrovi. Odpirati jih je dovoljeno samo v mikrobioloski komo-
ri. Pipetiranje se izvaja izklju¢no v mikrobioloski komori z nastavki, ki vsebujejo filtre
in so za enkratno uporabo. Poudarek je na poCasnem pipetiranju ob stenah epruvet,
s Cimer se zmanjSa moznost za nastanek aerosola in kapljic. Nikakor ni dovoljeno
pipetiranje z usti. Svetuje se uporaba enkratnih plasti¢nih zank (1). V najvecji meri
se je potrebno izogibati uporabi ostrih predmetov. Potencialno kontaminirane teko-
Cine je treba pred izpustom v javni kanalizacijski sistem dekontaminirati (avtokla-
virati). Pri poSiljanju bakterijskih kultur M. tuberculosis je potrebno slediti lokalnim
in nacionalnim predpisom ter izbrati kurirsko sluzbo, usposobljeno za ravnanje z
infektivnimi posiljkami (1).

Vsak laboratorij ima predviden postopek ukrepanja v primeru nesrece pri delu
in ravnanju z odpadki, ki nastanejo pri tem. Vsaka nesreca se dokumentira in poro-
¢a vodji laboratorija. Prijavljeni dogodki morajo biti temeljito raziskani in obravna-
vani (1, 3). Ce se razlitje zgodi zunaj mikrobiolo$ke komore, nastane aerosol. V ta-
kem primeru mora zaposleni nemudoma zapustiti prostor. Vhod v prostor je treba
oznaciti z ustreznim napisom, ki jasno opredeljuje nesreco pri delu in prepoveduje
vstop, dokler se aerosol prek ventilacijskega sistema ne odstrani (pribliZzno 1 uro).
Ce ustrezno prezracevanje ni zagotovljeno, se ta ¢as $e podalj$a. Potem lahko oseba
v ustrezni osebni varovalni opremi ponovno vstopi v prostor, prekrije razlito teko-
¢ino s papirnatimi brisacami in jih prelije z ustreznim dezinfekcijskim sredstvom.
Dezinfekcijsko sredstvo je treba nanasati koncentri¢no, od zunanjega roba proti
srediScu razlitja. Po predpisanem casu delovanja razkuzila kontaminiran material
spravimo v avtoklavirne vrecke in te odstranimo v skladu s predpisi. Mesto razlitja
se nato temeljito ocisti (24). Postopki in ukrepi morajo potekati v duhu sodelovanja,
da se prepreci prikrivanje podrobnosti oziroma da se ne zmanjsa pripravljenost za
porocanje o incidentih/nesrecah v prihodnje (1).

PRIMERI DOBRE PRAKSE IZ NASEGA LABORATORIJA

Glede na dolgoletne izkusnje dela s tuberkulozo so bili v Laboratoriju za mikobakte-
rije na Kliniki Golnik sprejeti Se nekateri dodatni ukrepi. Vse mikrobioloske komore
imajo na delovni povrsini narisano rdeco ¢rto. Del dobre laboratorijske prakse je delo
za to ¢rto, ki bi v primeru politja lahko delno ali v celoti preprecila razlitje iz komore.

V laboratoriju enkrat do dvakrat letno izvedemo simulacijo politja tekocine, ki
bi lahko vsebovala bacile tuberkuloze. Naklju¢no izbrani zaposleni prikaze, kako bi
ukrepal ob razlitju kontaminirane tekoc¢ine po sebi ali povrsini. Pogovorimo se o mo-
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rebitnih napakah in moznih scenarijih v razli¢nih prostorih. Vsakokraten preizkus
tudi pisno evidentiramo. Redno izvajamo notranje nadzore, ki poleg samega postop-
ka dela vkljucujejo tudi nadzor varnega dela v laboratoriju.

USPOSABLJANJE OSEBJA

Tudi tehni¢no najbolj napredna oprema, prostori in protokoli ne bodo zadostovali, ¢e
laboratorijsko osebje ne uposteva pravil varnega dela v laboratoriju. Priporocljivo je,
da nad celotnim nacrtovanjem, izvajanjem in vzpostavitvijo laboratorija bdijo najbolj
izkuseni delavci. Za varno delovno okolje so odgovorni vsi zaposleni v laborato-
riju. Vsi morajo poznati pravila in dobro prakso varnega dela, tako za preprecevanje
nesrec kot tudi zato, da se po morebitni nesreci nih¢e ne more sklicevati na nepo-
znavanje varnostnih protokolov (1). O razlagi in uporabi pravil mora biti doseZen
jasen konsenz. Ce tega ni, je treba pravila prilagoditi tako, da jih bo celotno osebje
dosledno upostevalo, v skladu z lokalnimi in mednarodnimi predpisi (1). Zaposleni
morajo redno obnavljati znanje, kako ukrepati v primeru nesrece. Osebje, ki dela z
mikobakterijami, mora biti dobro usposobljeno predvsem v tehnikah, ki zmanjsu-
jejo nastanek aerosola, in mora redno opravljati preverjanje usposobljenosti, tudi z
neposrednim opazovanjem njihovih delovnih praks (3). Poleg postopkov ravnanja z
infektivnimi materiali mora osebje poznati tudi pravilno uporabo osebne varovalne
opreme, varnostnih omar in ravnanje s kemikalijami (1).

Novi delavci morajo biti pred zacetkom prakti¢nega dela v laboratoriju seznanje-
ni z vsemi pravili in postopki oziroma pouceni o njih. Priporocljivo je, da odgovorna
oseba (pogosto vodja laboratorija) nove sodelavce seznani z vsemi pravili in predpisi,
ki veljajo v laboratoriju, ter preveri njihovo znanje pred zacetkom dejanskega labora-
torijskega dela s patogeni (1). Osebe, ki se uvajajo v delo v laboratoriju, so pod nadzo-
rom usposobljene osebe, dokler ne osvojijo nacel varnega in kakovostnega dela (1).

Novi zaposleni in redno laboratorijsko osebje morajo periodi¢no opraviti testira-
nje na morebitno TB-okuZbo (2) s tuberkulinskim koZnim testom (angl. tuberculin
skin test, TST) ali testom IGRA (angl. Interferon Gamma Release Assay). CDC pri zapo-
slenih, ki opravljajo diagnostiko TB ali delajo z vzorci, iz katerih se pogosto izolira MT
(npr. izmecek, izlocki spodnjih dihal, tkiva), priporoca testiranje enkrat na pol leta ali
enkrat letno (3). PogostejSe testiranje je priporoceno v primeru potrjene serokon-
verzije pri katerem od zaposlenih ali nesrece v laboratoriju, ko je tveganje za izposta-
vitev povecano (npr. okvara centrifuge, ki povzroci aerosolizacijo vzorca) (3). Glede
na nacionalne smernice se ob novonastali okuZzbi izvede preventivno zdravljenje (1).

LABORATORIJ TRETJE STOPNJE BIOLOSKE VARNOSTI (BSL-3)

Laboratorij tretje stopnje bioloske varnosti je predviden za delo z mikroorganizmi,
ki se prenaSajo prek aerosola in pomenijo resno tveganje za zdravje posameznika,
ki se lahko konca tudi s smrtnim izidom. Prakse, varnostna oprema in specifikacije
objektov za BSL-3 so dolocene (2), v tem prispevku je opisan le del zahtev. Vhod v
laboratorij mora biti opremljen z ustreznim simbolom, ki opozarja na biolosko ne-
varnost, in dodatnimi zahtevami, ki morajo biti izpolnjene pred vstopom v laborato-
rij (npr. obvezno noSenje zas¢itne maske). Posameznik pred vstopom v BSL-3 vstopi
v predprostor, kjer so loceni deli za Cisto in uporabljeno zascitno opremo ter prha.
Vrata predprostora so samozapiralna in se odpirajo/zapirajo v ustrezni smeri, da
omogocajo razliko v tlaku. Vrata so medsebojno zaklenjena (angl. interlock), tako da
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so lahko hkrati odprta le ena. Ves Cas delovanja laboratorija je vzpostavljen podtlak.
Vrednosti tlaka so razvidne iz nadzornega sistema. V primeru odstopanja v podtla-
ku je sistemsko urejen alarm, ki zaposlene opozori na neustrezne delovne razmere
(1). Vstop je omejen na osebe, ki so ustrezno usposobljene za delo v BSL-3. Nadzor
se opravlja prek elektronskega sistema. Zunanjim obiskovalcem, kot so vzdrZevalci,
serviserji, je vstop omogocen samo ob uporabi osebne varovalne opreme (maska,
rokavice, halja) in v spremstvu usposobljenega osebja. Pri delu z bakterijsko kulturo
in ostalih postopkih pri obdelavi kuznin, kjer obstaja tveganje za okuzbo, je nujno
nosSenje zascitne maske FFP3. Priporocena je uporaba laboratorijske halje iz vodo-
odpornega materiala z dolgimi rokavi, ki se pri delu v mikrobioloski komori prekrije
z rokavicami. Po koncanem delu se zascitna oblacila zavrzejo v ustrezne zabojnike
in se pred pranjem dekontaminirajo (1). Pri laboratorijskem delu z mikobakterija-
mi je pomembna izbira ustreznega razkuzila (2). Vsakodnevno je treba razkuziti vse
povrsine v laboratoriju, saj je MT zelo odporen na susSenje in lahko dolgo prezivi na
trdih povrsinah (25).

Pri gradnji BSL-3 je pomembno, da se vodijo natancni zapisi o poteku gradnje,
nacrtih, izbiri opreme, vzpostavitvi prezracevalnega sistema in nacrtu upravljanja
z infektivnim odpadom. Vsi postopki, ki vkljuCujejo ravnanje z nalezljivim materia-
lom, se izvajajo znotraj bioloske varnostne komore (BSC). Nobeno delo z odprtimi
epruvetami se ne sme izvajati na laboratorijskem pultu (2). Zrak, ki izhaja iz BSL-3,
in kontaminiran zrak, ki nastane pri delu v mikrobioloski komori, se filtrirata prek
HEPA-filtrov. Odvod iz prostora je urejen tako, da ne povzroca motenj v podtlaku.
Materiali, ki se uporabljajo za gradnjo in nato delo v laboratoriju, morajo biti odporni
na agresivna Cistilna sredstva, kisline, baze, dezinfekcijska sredstva in organska to-
pila. Povrsine morajo biti gladke, enostavne za ¢iS¢enje in iz nerjavecega jekla. Okna
morajo biti zatesnjena in odporna na razbitje. Zagotovljen mora biti ustrezen prostor
za shranjevanje potroSnega materiala, bakterijskih kultur, kuZnin in laboratorijskih
zapisov. Varnostni sistem naj zagotavlja zasilni izhod v primeru poZzara ali izpada ele-
ktri¢nega toka. Zelo pomemben je priklop laboratorijske opreme na rezervne gene-
ratorje, ki omogocajo nemoteno delovanje kljub izpadu elektri¢ne energije. Oprema
za prvo pomo¢ naj bo na vidnem in lahko dostopnem mestu. Osebe, ki so zaposlene v
laboratoriju BSL-3, morajo biti usposobljene za nudenje prve pomoci ob nesreci (1).

ODPADKI

Odpadki, ki nastanejo pri delu v BSL-3, morajo biti pred izstopom avtoklavirani. Op-
timalna je uporaba stenskega avtoklava, ki omogoca iznos dekontaminiranega ma-
teriala na drugi strani. Pri odstranjevanju odpadkov je treba upostevati nacionalne
predpise.

OSEBNA VAROVALNA OPREMA

Ceprav so biologke varnostne komore in nadzorovan pretok zraka v laboratoriju
glavna varovala pred izpostavljenostjo kontaminiranim aerosolom, je potrebno za-
gotoviti Se dodatno zascito. Osebna varovalna oprema je pomemben del zascite labo-
ratorijskega delavca pred okuzbo. Uporaba ustrezne opreme mora biti opredeljena
v SOP in zajeta v registru tveganj. Vsi zaposleni in obiskovalci morajo spoStovati na-
Cela pravilne in varne uporabe (1). Med najpomembnejSo osebno varovalno opremo
spada naslednje:
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e ZASCITNA MASKA oziroma RESPIRATOR je najpomembnejsi del osebne va-
rovalne opreme. Kirurska maska ne nudi zadostne stopnje zascite, potreben
je zascitni filter stopnje FFP3. Slednji prepreci prehod 98 odstotkov delcev,
vecjih od 0,3 um. Vsak uporabnik tega tipa maske mora biti ustrezno poducen
o pravilni namestitvi maske na obraz, saj se mora ta tesno prilegati obraznim
potezam. Maska nudi zascito za 8 ur uporabe, nato jo je treba zavreci. Maske
morajo biti hranjene na dosegljivem in ¢istem mestu. Za zasc¢ito obraznega
dela se lahko uporabljajo tudi ZASCITNA OCALA.

¢ ROKAVICE morajo biti zasCitne, da preprecijo stik koZe z mikrobi ter zmanj-
$ajo moznost ureznin in z njimi povezanih okuzb krvi. Rokavice naj bodo za
enkratno uporabo in certificirane za delo z mikroorganizmi, ki spadajo v tretjo
stopnjo bioloske varnosti. Po vsaki uporabi v mikrobioloski komori je treba
rokavice zamenjati znotraj komore (1). Menjava je potrebna tudi, ¢e so vidno
onesnaZzene ali Ce je vprasljiva njihova celovitost (3). Po menjavi rokavic je
treba roke takoj umiti s toplo vodo in milom. Material rokavic je lahko certi-
ficiran lateks, vinil ali nitril (1).

e LABORATORIJSKA HALJA ali PLASC, ki za$¢iti posameznika in v celoti prek-
rije osebna oblacila. Dostopna mora biti vsem in locena od osebne garderobe.
Halja se mora odpirati na hrbtni strani in imeti ozke dolge rokave. Oblacila, ki
se uporabljajo v laboratoriju, se ne smejo nositi zunaj laboratorija.

e OBUTEV mora biti zaprta in vodoodporna ter v uporabi le znotraj laboratorija.
Lahko se uporablja tudi zascitna prevleka za cevlje za enkratno uporabo (1, 2).

Vso opremo, namenjeno ponovni uporabi, je potrebno takoj po uporabi ustrezno

dekontaminirati (2). Odstranjevanje za$citne opreme poteka po postopku: roka-
vice, zasCitna halja, (oCala), maska (1).

LABORATORIJSKO DELO Z NETUBERKULOZNIMI
MIKOBAKTERIJAMI (NTM)

Danes je znanih ze ve¢ kot 250 vrst mikobakterij. Vec¢ina mikobakterijskih vrst je
pogostih v okolju (voda, prst ...). V zadnjih 20 letih je bila zaznana rast izolacij NTM
pri bolnikih (2). Razli¢ne vrste mikobakterij se lahko nahajajo v izmeckih, tkivih in
okoljskih vzorcih. Mikobakterije so zelo odporne na razkuzila in lahko preZivijo na
nezivih povrsinah. Dalj ¢asa obstanejo v naravnih in pitnih vodnih virih, nagnjene
so tudi k tvorbi biofilma. Neposreden prenos med ljudmi je izjemno redek in le pri
osebah s predhodno plju¢no boleznijo (cisti¢na fibroza). Kot laboratorijsko povzro-
¢ena okuzba z NTM je opisan primer nenamernega vbrizganja M. marinum v palec,
ko je laboratorijski delavec izvajal poskus na misih (26).

Neposreden stik koZe ali sluznic z infektivnimi materiali in parenteralni vnos
(npr. vbodne poskodbe z iglami) sta glavni laboratorijski tveganji, povezani s klinic-
nimi materiali in kulturami. Potencialno tveganje za okuzbo pomenijo tudi aerosolj,
materiali in kulturami mikobakterij, ki niso del sklopa M. tuberculosis, so priporoce-
ne prakse, oprema in laboratoriji varnostne stopnje BSL-2. Ker lahko klini¢ni vzorci
vsebujejo tudi M. tuberculosis, morajo biti laboratorijski delavci Se zlasti pozorni, da
zagotovijo pravilno identifikacijo mikobakterijskih izolatov. Posebna previdnost je
potrebna pri delu z vrstama M. ulcerans in M. marinum, saj lahko povzrocita okuzbo
koZe, zato je treba prepreciti neposreden stik s kozo (2).
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ZGODOVINA LABORATORIJA ZA DIAGNOSTIKO
TUBERKULOZE NA GOLNIKU Z VIDIKA VARNEGA DELA

Socasno z rastjo mati¢ne ustanove, Klinike Golnik, sta se spreminjala tudi ureditev
laboratorija in delo v njem. V 20. stoletju je laboratorij za tuberkulozo sprva deloval
v kombinaciji z drugimi laboratoriji (biokemi¢nim, hematolo$kim, seroloskim). Tako
organizacijsko kot prostorsko je obstajal na razli¢nih lokacijah in se glede na pove-
Cevanje Stevila preiskav veckrat selil. Prostori pogosto niso bili funkcionalni, saj so
bili prehodni. V dvajsetih letih 20. stoletja so mikroskopsko Ze pregledovali izmecke,
od leta 1930 pa tudi kultivirali kuZnine. Na zacetku petdesetih letih so zaceli testirati
obcutljivost za antituberkulotike (streptomicin, izoniazid, PAS). Sprva je bila omejitev
pri Stevilu testiranj premajhen termostat. Iz laboratorijskega arhiva se ne da ugotoviti,
kdaj so uvedli bioloski preizkus na morskih prasic¢kih z namenom identifikacije baci-
lov tuberkuloze v kuzninah. V porocilu za leto 1955 je podatek, da je bilo 58 pregledov
s kultivacijo iz organov seciranih morskih prasickov. Z uvedbo razli¢nih identifikacij-
skih biokemicnih testov in iz eti¢nih razlogov so bili v sedemdesetih letih preizkusi na
laboratorijskih Zivalih popolnoma ukinjeni. V tem obdobju je imel laboratorij seveda
tudi prostor za gojenje zivali. Sredi Sestdesetih let je bila zgrajena prva centralna kli-
matska postaja in napeljane prezracevalne cevi po vsem laboratoriju (19).

V prvih letih delovanja bolnisnice je bil zaposlen en laborant, ki je opravljal vse
laboratorijske preiskave. Ze pred drugo svetovno vojno, $e bolj verjetno pa po njej, se
je Stevilo laborantov povecalo, saj so poleg mikroskopskih pregledov zaceli opravljati
tudi kultivacijo bacilov tuberkuloze. Leta 1960 je bilo v bakterioloskem laboratoriju
zaposlenih 11 oseb. Ker se je povecevalo Stevilo preiskay, se je povecalo tudi Stevilo
zaposlenih. V nekaj letih se je povzpelo na okrog 25 do 30. V Sestdesetih letih, ko so
preiskave v bakterioloSkem laboratoriju dosegle najvecje Stevilo, je bilo tako delo
laborantov kot Cistilk zelo naporno. Laboratorij je imel velika, z debelimi temno ze-
lenimi zavesami zagrnjena okna, obrnjena na jug. Asepti¢ne komore niso imele od-
voda za zrak, zato je temperatura v neposrednem delovnem prostoru narasla na vec
kot 30 2C. Imeli so samo dve centrifugi, v vsaki je bilo prostora le za osem epruvet.
Razmaze iz kuZnin so delali ob gorilniku na delovnem pultu. V prostoru sta velik del
delovnega ¢asa vladala vrocina in smrad. Tudi delo pomivalk laboratorijske posode
je bilo naporno. Ker je bilo aparatov malo, so bili vklopljeni skoraj ves ¢as. Zaradi iz-
postavljenosti tuberkulozi in tveganju za okuzbo je delovni ¢as trajal 6 ur. PrecejSen
je bil tudi tako imenovani »infekcijski dodatek, ki je znaSal do 25 odstotkov place.
Po letu 1961 sta bili obe bonifikaciji ukinjeni. Z upadanjem Stevila preiskav in pri-
dobitvijo dodatnih prostorov leta 1965 so se delovne razmere v obeh laboratorijih,
v pomivalnici in sterilizaciji nekoliko izboljSale. Leta 1972 se je bakterioloski labora-
torij razdelil v laboratorij za bakteriologijo tuberkuloze (znotraj njega je deloval tudi
imunolo$ki laboratorij) in laboratorij za nespecifi¢no bakteriologijo (19).

Pri¢evanje dr. Mance Zolnir-Dov¢, Ko se je leta 1985 zaposlila
na Golniku in prvi¢ prisla v laboratorij

»Laboratorij je imel takrat ogromno svetlo sobo za administracijo, v kateri smo
rocno v orjasko debelo knjigo loCeno vpisovali vse zunanje in domace kuZnine. Dve
oranzni centrifugi sta stali v veliki prehodni sredinski sobi brez oken in ventilacije,
v kateri smo desetletja centrifugirali s kemikalijami obdelane kuznine v steklenih
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10-mililitrskih centrifugirkah, pokritih le z aluminijsko folijo. Ker so bile steklene
epruvete povsem dotrajane, je vsak dan v centrifugi pocila vsaj ena. V tistem Casu je
vsaka tretja epruveta vsebovala bolj ali manj viabilne bacile TB. V isti sredinski sobi
brez oken so zaposleni desetletja v koritu pri vodovodni pipi tudi barvali preparate
po Ziehl-Neelsnu (ZN) ter pri tem vdihavali kemikalije in bacile. Ob ogromnem Ste-
vilu kuznin je to pomenilo, da je ena zaposlena laborantka celoten delovni dan samo
mikroskopirala. Zaradi monotonosti dela se je neredko zgodilo, da je delavka ob mi-
kroskopu tudi zaspala. Ce se je to zgodilo, smo takoj pomislile na moznost aktivne
TB pri tej sodelavki. Testi obcutljivosti iz Cistih izolatov bacilov TB so se izvajali v
loceni sobi, ki pa vletu 1985 Se ni imela nobene mikrobioloske komore, ki bi zmanj-
Sala moZnost okuzbe z bacili TB. Tako so laborantke bakterijsko suspenzijo z milijar-
dami TB-bacilov hranile kar na pultu pred seboj in jih najveckrat pipetirale z usti ob
uporabi steklene pipete. V pipeti je bil le kos vate, ki naj bi prepreceval/zmanjseval
vdihovanje bacilov v pljuca laborantke. Spomnim se, kako je najbolj izkuSena sode-
lavka za testiranje obcutljivosti bacilov TB, tik pred odhodom v pokoj nehote posr-
kala v usta bakterijsko suspenzijo bacilov in po dveh letih tudi zbolela za aktivno TB.
Takrat smo v laboratoriju sicer zZe imeli tudi roc¢ni pipetor (t. i. izraelec), ki bi lahko
preprecil tak$no vrsto nesrece pri delu. Verjetno pa ga sodelavka ni uporabljala, saj
je bilo delo z njim pocasnejsSe oziroma bolj zamudno (20).

Kot bi bilo vCeraj se spominjam dne, ko so nam sodelavci iz nase tehnicne sluzbe
izdelali prvo mikrobioloSko komoro s sistemom napa, ki je vsaj malo zmanjSala moz-
nost okuzbe na delovnem mestu. Prve industrijske standardizirane mikrobioloske
komore smo dobili v letih 1994 in 1995, kar je pomenilo velik korak naprej glede la-
boratorijske varnosti. Leta 1998 se je laboratorij iz zacasnih prostorov vrnil v preno-
vljene prostore, ki so nastali na stari lokaciji, kjer je laboratorij Se danes. Prostori so
se preuredili, pregradili, uredile so se posebne sobe za izvajanje molekularnih metod,
za barvanje preparatov so montirali digestorij z odsesavanjem zraka ... Se vedno pa
v prostorih ni bil vzpostavljen podtlak. V tem obdobju se je Stevilo zaposlenih gibalo
med 6 in najvec 8, skupaj z vodjo laboratorija. [zobrazba zaposlenih se je postopno
zviSevala, kar je bila po eni strani logi¢na posledica uvajanja bolj sofisticiranih mole-
kularnih bioloskih metod, po drugi strani pa tudi posledica imenovanja Laboratorija
za mikobakterije Golnik kot Nacionalnega referen¢nega laboratorija (NRL) za miko-
bakterije za Republiko Slovenijo. Na zacetku leta 2008 se je na Golniku v obstojecem
laboratoriju z omejitvami, ki jih zahtevajo prostori, vzpostavil BSL2+ laboratorij. V
dolocenih sobah, kjer potekajo najbolj tvegani postopki, se je vzpostavilo obmocje
s podtlakom.« (20)

V Sloveniji v letu 2025 na Zalost Se vedno nimamo varnostno ustreznega laboratorija
za diagnostiko tuberkuloze, kar je res Ze prava redkost v evropskem prostoru. Kljub
dolgoletnemu trudu Klinike Golnik za gradnjo novega laboratorija BSL-3, smo Se vedno
le pri gradbenih nacrtih in drzavnih obljubah o skorajSnjem zacetku gradnje.

ZAKLJUCEK

V zadnjih desetletjih se je pri diagnostiki tuberkuloze zgodil velik napredek, pred-
vsem na molekularnem podrocju. Ogromno znanja je bilo pridobljenega o moznostih
prenosa TB, povecalo se je zavedanje o zaScCiti zdravstvenih delavcev, kar je pripe-
ljalo do sprememb tudi na podrocju laboratorijske varnosti. Za delo s kulturo TB je
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potreben laboratorij stopnje bioloske varnosti 3 (BSL-3), uporaba osebne varovalne
opreme ne sme biti vprasljiva, osebje se mora stalno izobraZevati in zavedati pomena
varnosti, administrativno pa je treba spremljati in posodabljati dejavnike tveganja
ter sprejemati ustrezne ukrepe v lokalnem okolju. V Sloveniji imamo na podrocju di-
agnostike tuberkuloze velik primanjkljaj na infrastrukturnem podrocju, saj Se vedno
Cakamo na ustrezen laboratorij varnostne stopnje BSL-3.
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Preprecevanje okuzb zdravstvenih delavcev pri
delu s tuberkuloznimi bolniki

Prevention of infections in healthcare workers when caring for

patients with tuberculosis

Petra Svetina, Eva Meguéar1

IZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: tuberkuloza, aerogeni prenos okuzbe, zdravstveni delavci,
ukrepi za preprecevanje prenosa okuzbe

Tuberkuloza (TB) je Se vedno najpogostejSa nalezljiva bolezen. Povzrocajo jo bacili
Mycobacteruim tuberculosis (MT), ki se prenasajo s kuznim aerosolom. Bolezen se
v drzavah z nizko incidenco pogosteje pojavlja v obcutljivih skupinah prebivalstva,
kamor sodijo tudi zdravstveni delavci. Tveganje za okuZbo oziroma prenos okuZzbe
znotraj zdravstvenih ustanov je odvisno od tipa zdravstvene ustanove in od popula-
cije bolnikov v njej, pa tudi od upostevanja ukrepov za preprecevanje prenosa okuz-
be z bacili TB. Med ukrepe sodijo: administrativni ukrepi, tehni¢ni ukrepi in ukrepi
uporabe osebne varovalne opreme pri zdravstvenih delavcih (osebni respiratoriji).

V zdravstvenih ustanovah, kjer se zdravijo bolniki s TB ali obravnavajo bolniki s
sumom na TB, je moZen prenos okuzbe z bacili MT na druge bolnike ali na zaposlene
(zdravstvene, laboratorijske in druge delavce, zaposlene v zdravstveni ustanovi).

Za preprecevanje okuzb pri zdravstvenih delavcih je nujno strogo upostevanje
ukrepov, s katerimi prepre¢imo prenos okuzb s kuZnega bolnika na zdravstvene
delavce.

Zaradi moZnosti stika z bolnikom s TB ali sumom na TB mora imeti vsaka zdra-
vstvena ustanova protokole za obravnavo takih bolnikov, ki poleg navodil glede
obravnave bolnikov vkljucujejo tudi ukrepanje zdravstvenih delavcev v primeru
stika. Protokoli morajo zajemati tudi navodila, kako ukrepati po nezasc¢itenem stiku
zdravstvenega delavca z bolnikom s TB.

Ceseto zgodi, je treba izdelati oceno stika, in Ce je ta oznacen kot tesen ali tvegan,
je treba zdravstvenega delavca pregledati in testirati na latentno okuZzbo z bacili MT.
Seznam stikov se pripravi ob pomoci Komisije za obvladovanje bolnisni¢nih okuzb
(KOBO) zdravstvene ustanove in Registra tuberkuloze Republike Slovenije, ki uredi
preglede izpostavljenih zdravstvenih delavcev.

ABSTRACT

KEY WORDS: tuberculosis, airborne transmission of infection, healthcare workers,
measures to prevent transmission of infection

L Univerzitetna Klinika za plju¢ne bolezni in alergijo Golnik
Korespondenca: petra.svetina@klinika-golnik.si
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Tuberculosis (TB) is still the most common infectious disease. It is caused by the
Mycobacteruim tuberculosis bacillus (MT), which is transmitted through infectious
aerosol. The disease is more common in vulnerable populations, including healthcare
workers, in countries with low TB incidence. The risk of infection or transmission of
infection within healthcare facilities depends on the type of healthcare facility and
the patient population within it, as well as compliance with measures to prevent
the transmission of TB bacteria. The measures include: administrative measures,
technical measures, and measures for wearing personal protective equipment by
healthcare workers (personal respirators).

In healthcare facilities where patients with TB are treated or patients with suspect-
ed TB are being evaluated, the MT bacillus can be transmitted to other patients or em-
ployees (healthcare, laboratory, and other workers employed at the healthcare facility).

TB, which include instructions for treating patients as well as actions for health-
care workers in the event of contact with TB patients. Protocols must also include
instructions on how to act after an unprotected contact of a healthcare worker with
a TB patient. In the event of an unprotected contact between a healthcare worker
and an infectious TB patient, a contact assessment is necessary, and if the contact
is deemed a close or high-risk contact, the healthcare worker must be examined to
rule out TB and tested for latent infection with MT bacilli. The contact list is man-
aged with the help of the Committee for infection prevention and control and the
TB Register of the Republic of Slovenia, which organizes examinations of exposed
healthcare workers.

uvoD

Tuberkuloza (TB) je s svojo pojavnostjo in umrljivostjo Se vedno velik javnozdra-
vstveni problem. Je najpogostejSa nalezljiva bolezen, za katero je leta 2023 zbolelo
10,6 milijona ljudi, zaradi TB ali njenih posledic je istega leta umrlo 1,25 milijona
ljudi. Bolezen prizadene vse starostne skupine, pogosteje se pojavlja v obcutljivih
skupinah prebivalstva (1, 2).

V Sloveniji je TB redka bolezen, zato sodi med drzave z nizko incidenco TB, za
katere je znacilno pojavljanje bolezni predvsem v obcutljivih skupinah prebivalstva.
Mednje zaradi moznosti izpostavljenosti ob delu z bolniki s TB sodijo tudi zdravstve-
ni in laboratorijski delavci (1)

TB povzroca bacil Mycobacterium tuberculosis (MT). Prenasa se s kuznim aeroso-
lom, ki ga v okolico izkasljujejo tuberkulozni bolniki. Aerosol nastaja pri kaslju, kiha-
nju, govorjenju ali petju oseb s plju¢no TB ali TB grla. Nastaja tudi pri bolnikih s TB
ob zdravljenju z zdravili v obliki aerosola, pri indukciji izmecka, pri bronhoskopiji in
pridrugih invazivnih posegih v delih telesa, kjer se nahajajo bacili MT, in navsezadnje
tudi pri ravnanju z izmecki in drugimi izlo¢ki na bolnisni¢nih oddelkih, vambulantah
in v laboratorijih za diagnostiko TB (3).

V zdravstvenih ustanovah, kjer se zdravijo bolniki s TB ali obravnavajo bolniki s
sumom na TB, je moZen prenos okuZzbe z bacili MT na druge bolnike ali na zaposlene
(zdravstvene, laboratorijske in druge delavce, zaposlene v zdravstveni ustanovi).

Za preprecevanje okuzb pri zdravstvenih delavcih je nujno strogo upostevanje
ukrepov, s katerimi prenos okuZzb preprecimo.

Zaradi moZznosti stika z bolnikom s TB ali sumom na TB mora imeti vsaka zdra-
vstvena ustanova protokole za obravnavo takih bolnikov, ki poleg navodil glede
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obravnave bolnikov vkljucujejo tudi ukrepanje zdravstvenih delavcev v primeru
stika. Protokoli morajo zajemati tudi navodila, kako ukrepati po nezasc¢itenem stiku
zdravstvenega delavca z bolnikom s TB.

SLOVENSKA PRIPOROCILA ZA PREPRECEVANJE OKUZB
ZDRAVSTVENIH DELAVCEV PRI DELU S TUBERKULOZNIMI
BOLNIKI

Preprecevanje prenosa okuzbe z bacili MT v zdravstvenih
ustanovah

V zdravstvenih ustanovabh, kjer se zdravijo bolniki s TB ali obravnavajo bolniki s su-
mom na TB, je moZen prenos okuzbe z bacili MT na druge bolnike ali na zaposlene
(zdravstvene, laboratorijske in druge delavce, zaposlene v zdravstveni ustanovi).

Tveganje za prenos okuzbe je odvisno od zdravstvene ustanove in od populacije
bolnikov, ki se v njej obravnavajo, od prevalence TB v okolici, od skupine zdravstve-
nih in/ali laboratorijskih delavcev. Na stopnjo tveganja mocno vplivajo u¢inkovitost
izvajanja ukrepov za preprecevanje prenosa okuzbe znotraj ustanove, hitrost posta-
vitve diagnoze TB, hitrost izvajanja ukrepov izolacije in upostevanje uporabe osebne
respiratorne zascite med zdravstvenimi delavci.

Najpomembnejsi cilji u¢inkovitega preprecevanja prenosa okuzbe z bacili MT v
zdravstvenih ustanovah so:

¢ zgodnje odkrivanje bolnikov s TB;

e izvajanje ukrepov osamitve (izvajanje aerogene izolacije);

e ustrezno zdravljenje bolnikov s TB;

¢ nadzor nad zdravstvenim stanjem zaposlenih.

Za preprecevanje prenosa okuzbe z bacili MT v zdravstvenih ustanovah in s tem
tudi preprecevanje okuzb zdravstvenih delavcev je nujno dosledno izvajanje vseh
ukrepov za preprecevanje prenosa. Ukrepi so hierarhi¢no urejeni in zajemajo: admi-
nistrativne ukrepe, tehni¢ni ukrepe in uporabo osebne varovalne opreme.

Najpomembnejsi so administrativni ukrepi, med katere sodijo ocena tveganja
in izdelava ustreznih pisnih protokolov na podlagi ocene tveganja, implementacija
in izvedba ucinkovitih delovnih navad in postopkov, izobraZevanje, treningi in sve-
tovanje zdravstvenim delavcem glede TB, testiranje zdravstvenih, laboratorijskih
in drugih delavcev, zaposlenih v zdravstveni ustanovi, za okuzbo z bacili MT in za
samo bolezen.

S tehnoloskimi ukrepi - lokalna ventilacija navzven, HEPA-filtri, »directional
flow« oziroma usmerjen pretok zraka, sobe z negativnim tlakom - preprecujemo
Sirjenje kuZnega aerosola in zniZujemo koncentracijo kuznih delcev v prostoru. Iz-
vajamo jih v prostorih, kjer se zadrzujejo bolniki s TB ali s sumom na TB, oziroma v
prostorih, kjer se hranijo kuznine teh bolnikov.

Uporaba osebne varovalne opreme je zadnji v hierarhiji zas¢itnih ukrepov
pred okuzbo z bacili MT pri zdravstvenih, laboratorijskih in drugih delavcih, zapo-
slenih v zdravstveni ustanovi. Posebne obrazne maske (zascitni respiratorji), ki naj
bi se uporabljale, morajo zagotavljati filtriranje 95 % vseh delcev velikosti enega
mikrona in ve¢, imeti morajo manj kot 10 % uhajanja zra¢nega toka ob stiku maske
z obrazom. Zdravstveni, laboratorijski in drugi zaposleni delavci so dolzni uporabljati
osebno respiratorno opremo v okolis¢inah, ko bi lahko bili izpostavljeni bacilom MT
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(npr. bolniski TB-oddelki; v ambulanti ob pregledu bolnika s TB ali s sumom na TB;
v laboratorijih za diagnostiko TB), v prostorih, kjer se izvajajo postopki, pri katerih
se tvori kuzni aerosol, in v drugih izbranih okoljih glede na oceno tveganja (npr. pro-
stori za indukcijo izmecka; prostori, kjer se zadrzujejo bolniki s TB ali s sumom na
TB ...). Zasc¢itni respiratorji se morajo pravilno uporabljati ves Cas izpostavljenosti
kuznemu aerosolu, biti morajo pravilno namesceni in na koncu izmene oziroma po
8 urah jih je potrebno zavreci. Zdravstvene, laboratorijske in druge delavce je treba
pouciti o pravilni uporabi osebne varovalne opreme ter obcasno preverjati ustrez-
nost namestitve in tesnjenja.

Nadzor nad zdravstvenim stanjem zaposlenih

V zdravstvenih ustanovah, kjer obstaja moznost, da bodo zdravstveni, laboratorijski
ali drugi delavci izpostavljeni bacilom MT, morajo ti pred zaposlitvijo opraviti testi-
ranje za latentno okuzbo z Mycobacterium tuberculosis (LTBO). V preteklosti se je
uporabljal kozni tuberkulinski test, danes pa ga vse bolj nadomescajo testi, s kate-
rimi dolo¢amo sproscanje interferona gama (angl. Interferon Gamma Release Assay,
IGRA; pri nas se uporablja krvni gamainterferonski test QuantiFERON-TB Gold test),
ki so bolj specifi¢ni in obCutljivi ter bolj primerni za izvajanje serijskega testiranja
zaposlenih v zdravstvenih ustanovah.

Vsaka zdravstvena ustanova je dolzna opraviti oceno tveganja tako za ambulante
kot za bolni$ni¢ne oddelke in na podlagi te ocene pripraviti ustrezne pisne protokole
za pregledovanje zaposlenih za okuzbo z bacili MT in za samo bolezen. Prav tako je
zdravstvena ustanova dolzna zagotoviti preglede in testiranje bodo¢im zaposlenim
pred zacetkom dela, testiranje zaposlenih ob nezascitenih stikih s kuznimi bolniki s
TBin glede na oceno tveganja tudi serijska testiranja. Nadzor nad rednim izvajanjem
testiranja zaposlenih opravlja komisija za obvladovanje bolni$ni¢nih okuzb (KOBO)
oziroma oseba, ki je zadolZena za nadzor nad preprecevanjem okuzb v zdravstveni
ustanovi. Pregledi in testiranja se izvajajo pri specialistih pulmologih ali pri speciali-
stih internistih z dodatnim znanjem s podrocja tuberkuloze. Rezultati testiranja, mo-
rebitni dejavniki tveganja za okuzbo z bacilom in obolevanje morajo biti evidentirani
v zdravstveni dokumentaciji vsakega zaposlenega v zdravstveni ustanovi. Kadar je
ugotovljena LTBO oziroma konverzija pri testiranju in kadar obstaja sum na TB, mora
zaposlenega obravnavati specialist pulmolog oziroma internist z dodatnim znanjem
s podroc¢ja TB, ki se na podlagi dodatnih dejavnikov tveganja odlo¢i za preventivno
(kemoprofilakti¢no) zdravljenje po priporocilih za zdravljenje LTBO.

Ce je zdravstveni delavec na delovnem mestu v stiku z bolnikom s TB, je treba
opraviti: oceno kuznosti indeksnega primera, oceno okolja, kjer je prislo do kontak-
ta, ugotovitev najbolj izpostavljenih in dovzetnih oseb (tesni kontakti - prvi krog),
oceno potrebe po razsiritvi pregleda na drugi in tretji krog stikov ter po eventualni
pomoci SirSe skupnosti. Na podlagi teh podatkov osebje Registra za tuberkulozo
razporedi osebe, ki so bile v stiku s TB bolnikom v skupine: visoko rizi¢ni kontakti -
osebe, ki so bile v stiku s kuznim bolnikom ve¢ ur dnevno, ve¢ dni zapored (npr. oZji
druzinski ¢lani, sodelavci) ali so izvajale posege, kjer je tveganje za okuzbo veliko
(npr. nezasciten stik ob bronhoskopiji, razlitje kulture z MT v laboratoriju), nizko
rizi¢ni kontakti (npr. osebe, ki so bile ob¢asno v stiku z bolnikom s TB, ali osebe, ki
so bile v stiku z bolnikom z nekuzno obliko TB pljuc) in netvegani kontakti - osebe,
ki so bile v stiku z bolnikom z neplju¢no TB. Hiter pregled zdravstvenega delavca je
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nujen po visoko tveganih stikih (npr. kroni¢ni bolnik na imunosupresivni terapiji) ali
ob simptomatiki, ki je znacilna za TB, medtem ko se ostale zdravstvene delavce, ki so
obravnavani kot kontakti, pregleda ne prej kot 2 meseca po zadnjem nezasc¢itenem
stiku. Ce se osebe, ki so obravnavane kot kontakti, na pregled ne odzovejo, se jih Se
dvakrat pozove; ¢e na pregled Se vedno ne pridejo, se v Register za tuberkulozo
sporoci, da se oseba na vabilo ni odzvala (1, 3, 4, 5, 6).

ZAKLJUCEK

Ceprav je TB v Sloveniji redka bolezen, obstaja moZnost prenosa okuzbe pri zdra-
vstvenih, laboratorijskih in ostalih delavcih, ki delajo v ustanovabh, kjer se zdravijo
bolniki s TB ali s sumom na TB. Zato je v teh ustanovah nujno izvajanje vseh ukrepov
za preprecevanje prenosa okuzbe na zaposlene. Poleg tega je treba ob nezascitenem
stiku delavca s kuznim bolnikom ali nesrecah pri ravnanju s kuZzninami opraviti
ustrezne preglede in testiranje na latentno okuzbo z MT ter v primeru dokazane
okuzbe uvesti preventivno zdravljenje.

Preprecevanje prenosa okuzbe ter odkrivanje okuzbe pri izpostavljenih osebah
in preventivno zdravljenje latentne okuzbe so najpomembnejsi ukrepi za odpravo
TB v drzavah z nizko incidenco.
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Varnost v laboratoriju in zasc¢ita zdravstvenih delavcev pred okuzbami

Obravnava incidenta v zdravstveni ustanovi in
mikrobioloskih laboratorijih

Post-exposure measures in healthcare facilities and

microbiological laboratories

Sergeja Gregor¢i¢,! Kristina Fujs Komlo$,2 Martin Kurent?

I1ZVLECEK

KL]UCNE BESEDE: izpostavitev na delovnem mestu, HIV, virus hepatitisa B, virus
hepatitisa C

Zdravstveni in laboratorijski delavci so zaradi narave dela lahko izpostavljeni okuzbi
s krvno prenosljivimi virusi (virus imunske pomanjkljivosti (HIV), virus hepatitisa
B (HBV) in virus hepatitisa C (HCV)). V Sloveniji je pojavnost okuzb z omenjenimi
virusi v splo$ni populaciji ocenjena na manj kot 1 %, visja pa je znotraj posameznih
skupin. Za preprecevanje prenosa okuzb je, poleg splosnih ukrepov preprecevanja,
pomembno tudi ustrezno ukrepanje ob izpostavitvi. Za preprecevanje prenosa HIV je
na voljo poizpostavitvena kemoprofilaksa. Ob izpostavitvi okuzbi s HCV je potrebno
spremljanje. V primeru potrjene okuzbe razpolagamo z moznostjo protivirusnega
zdravljenja. Prenos okuzbe s HBV najuspesneje preprecujemo s predizpostavitvenim
cepljenjem in preverjanjem uspesnosti cepljenja pri poklicno tveganih skupinah pred
nastopom dela.

ABSTRACT
KEY WORDS: occupational exposure, HIV, hepatitis B virus, hepatitis C virus

Healthcare and laboratory workers may be exposed to infection with blood-borne
viruses (human immunodeficiency virus (HIV), hepatitis B virus (HBV) and hepatitis
Cvirus (HCV)). In Slovenia, the estimated incidence of infections with the mentioned
viruses in the general population is below 1%, but it is higher in certain groups. In
addition to general prevention measures, appropriate action following exposure is
important to prevent the transmission of infections. Post-exposure chemoprophylax-
is is available to prevent HIV transmission. Monitoring is required after exposure to
HCV, with the option of antiviral treatment in case of proven infection. Transmission
of HBV is best prevented by pre-exposure immunoprophylaxis and verification of the
success of vaccination in occupational risk groups before starting work.
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uvoD

Incident je vsak nenameren ali nepri¢akovan dogodek, ki Skoduje ali bi lahko $ko-
doval navzocim. V slovenskem zdravstvenem okolju se izraz uporablja za dogodke,
kjer je mozna izpostavitev okuzbi s krvno prenosljivimi virusi (KPV), med katerimi
so najpomembne;jsi virus ¢loveske imunske pomanjkljivosti (HIV), virus hepatitisa B
(HBV) in virus hepatitisa C (HCV) (1). Za prenos KPV so tvegane izpostavitve kuzni
krvi, tkivom, drugim kuZnim izlockom ali virusni kulturi ob perkutani poSkodbi, stiku
s sluznicami ali poskodovano koZo (1, 2). Nezgode pri delu, ki delavca izpostavijo
potencialni okuzbi s KPV, Zelimo s poznavanjem delovnih procesov, zagotavljanjem
varnega delovnega okolja in uporabo osebne varovalne opreme v ¢im vecji meri pre-
preciti. V situacijah, ko se vendarle zgodijo, pa je treba ustrezno ukrepati, da tveganje
za prenos okuzb zmanjSamo.

EPIDEMIOLOGIJA OKUZB S KPV V SLOVENLJI

V Sloveniji je ocenjena pojavnost okuzbe s KPV v splosni populaciji nizka (pod 1 %),
visja pa je v posameznih skupinah z vec¢jim tveganjem za okuzbo (osebe, Ki injicirajo
droge (OID), moski, ki imajo spolne odnose z moskimi (MSM), spolni delavci, zapor-
niki). Za prijavljene primere, razen za okuzbe z virusom HIV, najpogosteje nimamo
podatka o nacinu prenosa, zato so ocene o pojavnosti okuzb s HBV in HCV v posame-
znih skupinah, pridobljene in dopolnjene z vzporednimi metodologijami (rezultati
testiranj zapornikov, testiranja v Centrih za zdravljenje in preprecevanje odvisnosti
od prepovedanih substanc), orientacijske (3-5). Podatki kaZejo, da se je stopnja
razSirjenosti okuzbe s HBV med OID, ki vstopajo v programe zdravljenja odvisnosti,
gibala med 0 in 18 %, za HCV pa je bila opaZena najviSja prevalenca protiteles proti
HCV (anti-HCV) 48,1 % v letu 2016 (6, 7). V zadnjih letih pogosteje prepoznavamo

900 oseb s HIV, od katerih priblizno desetina naj ne bi vedela, da je okuzZena. Vec¢ina
okuzenih je moskih, pretezno iz skupine MSM. Do konca leta 2023 je bilo v Sloveniji
prijavljenih 856 novih diagnoz okuzbe s HIV, med njimi je 786 (92 %) oseb prejemalo
protiretrovirusna zdravila, med prejemniki teh zdravil pa je 773 oseb (98 %) imelo
zelo nizko ali nezaznavno virusno breme. Tako velika vecina oseb, ki Zivijo s HIV v
Sloveniji, s spolnimi odnosi ne more okuziti drugih (8). Zaradi laboratorijskih omeji-
tev zaznavnosti virusa in prisotnosti virusa v celicah pri parenteralnih izpostavitvah
Se ne moremo slediti sloganu »nezaznavno je brez tveganja« (9).

POKLICNA IZPOSTAVLJENOST

Vecina poklicnih izpostavitev ne privede do okuZzbe. Tveganje za prenos okuZzbe ni
enoznacno in je odvisno od vrste, nacina in trajanja izpostavitve, vrste virusa in
virusnega bremena, dovzetnosti poSkodovanca za okuzbo ter prevalence aktivne
okuzbe s KPV v populaciji, kadar imamo opravka s klinicnim materialom. Perkutani
vbodi z votlo iglo so za prenos KPV najbolj tvegani. Pri tak$ni izpostavitvi je tveganje
za okuzbo s HBV ob stiku s HBe Ag-pozitivno krvjo 23-37 % in ob HBe Ag-negativni
krvi 1-6 %, za okuzbo s HCV 1,8-4,2 % in za okuzbo s HIV 0,3 % (2, 10-12). Prenos
prek sluznic je za vse KPV manj verjeten, ni pa moZen prek neposkodovane koze (2,
9, 10). Za virusa HBV in HIV so na voljo podatki o njuni obstojnosti na povrsinah,
onesnaZzenih s kuzno krvjo, pri sobni temperaturi vsaj teden dni, tako da do preno-
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sa lahko pride ob posredni ali neposredni izpostavitvi prek poskodovane koze ali
sluznic, kar podpirajo tudi izsledki analize povec¢anega pojava bolni$ni¢nih okuzb s
HBV, kjer se veCina novookuZenih zaposlenih ni spominjala perkutane poskodbe, jih
je pa tretjina navedla skrb za bolnika z okuzbo s HBV (11, 12).

Kri in okrvavljene druge telesne tekoCine so najnevarnejse kuznine za prenos
okuzbe.

Okuzba s HBV je znano poklicno tveganje za zdravstvene in laboratorijske delav-
ce, predvsem tiste, ki imajo opravka s krvjo, saj je bila pred uvedbo cepljenja preva-
lenca okuzb s HBV med zdravstvenimi delavci priblizno desetkrat vi$ja kot v splosni
populaciji in je narascala z leti zaposlitve v zdravstvu (17). Za okuzbe s HCV in HIV
nimamo tako prepricljivih epidemioloskih podatkov, dokumentirani pa so primeri
okuzb z obema virusoma po izpostavitvi na delovnem mestu (2, 18).

Na podlagi urgentnih obravnav zaradi izpostavitev KPV na delovnem mestu so v
Zdruzenih drzavah Amerike ocenili, da je najbolj tvegano delovno okolje bolniSnica z
11,3 obravnave na 1000 zaposlenih, najbolj tvegan poklic pa diplomirana medicinska
sestra s 15,3 obravnave na 1000 zaposlenih (19).

VARNO DELOVNO OKOLJE IN PREDIZPOSTAVITVENA
ZASCITA

Delodajalec mora zagotoviti varnost in zdravje delavcev pri delu. Za vsako dejavnost,
pri kateri obstaja tveganje za izpostavljenost bioloskim dejavnikom, je treba dolociti
vrsto, stopnjo in trajanje izpostavljenosti delavcev z namenom, da se oceni tveganje
za zdravje in varnost ter doloci ukrepe, ki jih je treba sprejeti (20). Pri ocenjevanju
tveganj ter pripravi in izvajanju ukrepov delodajalec sodeluje s strokovnimi sluz-
bami (s strokovnim delavcem za varstvo in zdravje pri delu, z izvajalcem medicine
dela, z drugimi strokovnimi sluzbami), vendar ga to ne odvezuje odgovornosti (21).
Pravilnik o pogojih za pripravo in izvajanje programa preprecevanja in obvladovanja
bolni$ni¢nih okuzb narekuje, da mora imeti bolniSnica pisna pravila, ki dolo¢ajo cep-
ljenja, potrebna za delavce na posameznih delovnih mestih, ter indikacije za imuno-
in kemoprofilakso (22). Za podrocje incidentov v zdravstvu je pomembna Uredba o
varovanju delavcev pred tveganji zaradi poskodb z ostrimi pripomocki, ki v Evropski
uniji na enoten nacin ureja obveznosti delodajalcev in delavcev. Med drugim doloca,
da mora delodajalec ob seznanitvi s poSkodbo delavca z ostrim pripomockom:

e oskrbeti poSkodovanega delavca, vklju¢no s preiskavami po izpostavljenosti
oziroma poskodbi, ter poskrbeti za zdravljenje in zdravstveni nadzor, Ce je to
potrebno;

e raziskati vzroke in okoli$¢ine, zaradi katerih je nezgoda nastala (23).

Ukrepi na podrocju varnosti in zdravja pri delu, vklju¢no s cepljenjem, ne smejo

finan¢no bremeniti delavcev (24).

Najboljsa zascita pred KPV je izogibanje incidentom in uspesno zakljuc¢eno cep-
ljenje proti HBV.

Na delovnem mestu morajo biti zagotovljene razmere za varno delo, vsi zaposleni
pa morajo upostevati higienske ukrepe, pravilno uporabljati osebno varovalno opre-
mo, varno ravnati z ostrimi predmeti in opremo ter odlagati kontaminirane predmete
(brez posredovanja ali podajanja med delavci) v zavarovane, neprepustne in oznace-
ne zabojnike za odpadke s pokrovi, ki onemogocajo poseganje v vsebino kontejnerja.
Pomembno vlogo pri preprecevanju in zmanj$anju tveganja izpostavljenosti KPV ima
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izobraZevanje delavcev o tveganjih in posledicah poklicne izpostavljenosti, prepre-
¢evanju incidentov ter ukrepih ob incidentu (20, 24).

Med preventivne ukrepe za preprecevanje poklicnih okuzb s HBV sodi cepljenje
proti hepatitisu B. V Sloveniji je na razpolago od leta 1983 in je Ze od takrat priporo-
¢ljivo za osebe, ki bi lahko bile izpostavljene okuzbi na delovnem mestu. Od leta 1998
je cepljenje vKkljuceno v nabor obveznih cepljenj otrok in mladostnikov. Temeljno
cepljenje sestavljajo trije odmerki cepiva po shemi 0, 1, 6 mesecev. Ker je cepivo
visoko ucinkovito, rutinska kontrola zas¢itnih protiteles proti beljakovini zunanje
ovojnice HBV (anti-HBs) ni predvidena. Za zaposlene na delovnih mestih, kjer se to
zahteva v skladu z oceno tveganja, se pred nastopom dela preveri cepilni status. Pri
necepljenih ali nepopolno cepljenih se cepljenje zakljuci po shemi s tremi odmerki,
pri popolno cepljenih pa se preveri prisotnost anti-HBs. Ce je raven anti-HBs 1-2
meseca ali kadarkoli pozneje po zakljucenem cepljenju nad 10 IU/], je zaposleni za-
§¢iten pred boleznijo. V nasprotnem primeru po zaklju¢eni shemi cepljenja prejme
pozivitveni odmerek in opravi Se eno kontrolo anti-HBs 1-2 meseca po prejetem
odmerku. Ce ni doseZena ciljna raven in je izklju¢ena aktualna okuzba s HBV, mora
zaposleni prejeti Se eno serijo cepiva (3 odmerki po standardni shemi). Mesec ali dva
po 6. odmerku je treba ponovno preveriti odgovor na cepljenje. Ce je bilo cepljenje
uspesno, nadaljnje kontrole niso potrebne. V primeru ponovne neodzivnosti cep-
ljenja ni smiselno ponavljati, lahko pa poskusimo s kombiniranimi cepivi, cepivom
z vi$jo koncentracijo beljakovine zunanje ovojnice HBV (HBsAg) in podkozno apli-
kacijo cepiva (2, 9, 20). Neodzivniki na cepljenje so dovzetni za okuZzbo, zato jim je
potrebno svetovati glede zascitnih ukrepov za preprecevanje okuzbe s HBV in izbire
delovnega mesta. Rutinsko dajanje spodbujevalnih odmerkov cepiva pri odzivnikih
ni potrebno. Podatek o odzivu na cepljenje mora biti evidentiran, zaposleni pa s
podatkom o za$c¢iti seznanjen.

OBRAVNAVA INCIDENTA

Incident pravimo dogodku, pri katerem je oseba nenamerno izpostavljena moZzni
okuzbi s KPV ob perkutani poskodbi ali stiku sluznic oziroma poSkodovane koze
s krvjo, tkivom ali drugo potencialno kuzno telesno tekoc¢ino. Dogodek, ki privede
do incidenta, je lahko vbod, ureznina z uporabljenim, kontaminiranim ostrim pred-
metom (igla, skalpel, lanceta ipd.), razlitje telesne tekocine na poskodovano kozZo
(opraskanine, odrgnine, dermatitis), razlitje telesne tekocine na sluznice (predvsem
ocesne) ali ugriz (1, 21).

Skladno z zakonskimi dolo¢ili mora imeti ustanova izdelan naért obravnave in
ukrepanja (17, 18). Ob vsakem incidentu je potrebno takojSnje izvajanje prve pomoci,
porocanje o incidentu odgovorni osebi, ovrednotenje incidenta in svetovanje z mo-
rebitnimi dodatnimi ukrepi za preprecevanje prenosa KPV (2, 9, 21).

Prva pomoc v primeru vboda/vreza z ostrim predmetom ali politja koZe s krvjo
ali drugo potencialno kuzno telesno tekocino vkljucuje izpiranje prizadetega predela
pod mlacno tekoco vodo 10 minut. KoZo je treba dobro osusiti in razkuziti z alkohol-
nim razkuzilom, ki naj deluje vsaj 2-3 minute, nato po potrebi oskrbeti poskodbo.
Pri obrizganju sluznice (tudi o¢esne) je nujno izpiranje z mla¢no vodo ali fizioloSko
raztopino vsaj 10 minut. Ce po$kodovanec nosi kontaktne lece, jih je treba pred
izpiranjem odstraniti in zavreci (25).

Za ovrednotenje incidenta je potrebno poznavanje statusa poskodovanca (ceplje-
nje proti hepatitisu B, morebitna Ze znana okuzba s KPV) in osebe, ki je vir kuznine
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(indeks oseba). Ce je le mogoce, indeks osebo testiramo na prisotnost okuzbe s KPV,
razen Ce je okuzba Ze znana. Ce to ni mogoce, si pomagamo z razpoloZljivimi epide-
mioloskimi podatki (MSM, osebe iz drzav z visoko prevalenco okuzb s KPV, OID idr.)
in okolis¢inami incidenta, da ocenimo tveganje za prenos okuzbe ter potrebo po
poizpostavitvenih ukrepih, ki se med posameznimi virusi razlikujejo (2, 9, 21, 22).
Glede na zapisano je pri vecini poklicnih izpostavitev KPV delavec ob dogodku
proti HBV zas¢iten, vendar pogosto nimamo dokazila o zas¢iti. Zato se ob incidentu
$e vedno pogosto preveri status anti-HBs. Ce so vrednosti nad 10 1U /1, dodatni ukrepi
niso predvideni, ob niZjih vrednostih in visoko tvegani izpostavitvi pa poskodovani
delavec prejme pozivitveni odmerek. Neodzivnike na cepljenje ob visokem tveganju
izpostavitve HBV napotimo k infektologu za aplikacijo HBV specifi¢nih imunoglobuli-
nov. Kadar so potrebni dodatni ukrepi, je asovni okvir ¢im prej, najpozneje v 72 urah
po izpostavitvi. Pri poskodovancih, kjer smo zaceli ali nadaljevali shemo cepljenja, je
potrebna preverba uspesnosti cepljenja z dolocanjem anti-HBs po zakljucenem cep-
lienju (2, 18). Ce prisotnosti anti-HBs ne dokaZemo ali se med spremljanjem pojavijo
znaki in simptomi hepatitisa, je treba izkljuciti na novo pridobljeno okuzbo s HBV.
Pri izpostavitvi okuzbi s HCV nimamo ucinkovitih poizpostavitvenih ukrepov,
obstajajo pa ucinkovita protivirusna zdravila za zdravljenje aktualne okuzbe s HCV,
zato poskodovanca laboratorijsko spremljamo. Specificna protitelesa proti HCV se
v krvi pojavijo 8-12 tednov po okuzbi, Ze pred tem obdobjem pa okuzbo s HCV od-
krijemo s testiranjem prisotnosti virusnega genoma oziroma HCV RNK, ki se v krvi
v povprecju pojavi v dveh tednih po izpostavitvi. Obicajno se spremljanje poskodo-
vanca zacne s testiranjem na anti-HCV ob incidentu, testiranje na HCV RNK se izvede
4-6 tednov po incidentu ter na anti-HCV in HCV RNK 12-16 in 24 tednov po incidentu
ter ob morebitni pojavitvi bolezenskih znakov (Slika 1). Ce nastane aktualna okuzba,
uvedemo zdravljenje hepatitisa C s protivirusnimi zdravili za 8 ali 12 tednov, s ¢cimer
lahko okuZenega delavca pozdravimo v skoraj vseh primerih (2, 18).
Izpostavljenega delavca, za katerega je znano, da je v incidentu udeleZena indeks
oseba HIV-seropozitivna ali je ocenjeno visoko tveganje za prenos HIV, vedno takoj
napotimo k infektologu, saj je treba poizpostavitveno zascito (angl. post-exposure
prophylaxis, PEP) s protiretrovirusnimi zdravili zaceti ¢im prej, znotraj 72 ur po
incidentu. Upravicenost uporabe PEP ocenimo po 48 urah; Ce je indicirana, z njo
nadaljujemo 28 dni (2, 18).
Ce HIV-serostatusa indeks osebe ne poznamo, poskodovanca po ustreznem sve-
tovanju spremljamo s seroloskim presejalnim testiranjem na HIV ob incidentu, po 6
tednih ter po 4-6 mesecih po incidentu (Slika 1).

Slika 1. Algoritem mikrobioloskega spremljanja po morebitni izpostavitvi
okuzbi z virusom hepatitisa C (HCV) in virusom ¢loveske imunske
pomanjkljivosti (hiv).
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ZAKLJUCEK

Prenosi okuzb s KPV v delovnem okolju so zelo redki, a ker lahko imajo resne po-
sledice za zdravje poSkodovanca, si je treba Se naprej prizadevati, da bodo jasno
oblikovana in zapisana strokovna in zakonska staliS¢a do poklicnih izpostavitev KPV
v vsakdanji praksi tudi v ¢im vecji meri zazivela.
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Okuzbe z virusom gripe in Sars-CoV-2
pri zdravstvenih delavcih in njihovo
preprecevanje

Influenza and Sars-CoV-2 infections in healthcare workers and
their prevention

Tatjana Mrvi¢,! Miroslav Petrovec?

1ZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: zdravstveni delavci, gripa, Sars-CoV-2, breme, prepre¢evanje

Okuzbe z virusi gripe in Sars-CoV-2 pri zdravstvenih delavcih (ZD) so najbolj pogos-
te s poklicem povezane okuzbe. ZD jih lahko prenesejo na ranljive bolnike, ki lahko
zbolijo s tezko klini¢no sliko ali celo umrejo. Multimodalne strategije, ki vkljucujejo
higieno rok, univerzalno uporabo zas¢itnih mask, hitro mikrobiolosko diagnostiko
okuzb, epidemiolosko spremljanje in dobro komunikacijo z zaposlenimi kot tudi
promocijo cepljenja ZD, so se izkazale za u¢inkovite pri zmanjSevanju bremena gripe
v zdravstvenih ustanovah. Te strategije smo prav tako uspesno vpeljali v prakso ob
pandemiji covida-19 in jih uporabljamo tudi v obdobju po njej. Najvedji izziv ostaja
nizek delez precepljenosti ZD, ¢eprav sta cepivi proti gripi in covidu-19 dokazano
ucinkoviti in prispevata k zmanjSevanju bremena bolezni v zdravstvenih ustanovah.

ABSTRACT

KEYWORDS: healthcare workers, influenza, Sars-CoV-2, burden, prevention

Influenza and Sars-CoV-2 infections among healthcare workers (HCWs) are the most
common occupational infections. HCWs can transmit these infections to vulnerable
patients, who may develop severe disease or even die. Multimodal strategies that
include hand hygiene, universal use of protective masks, rapid microbiological di-
agnosis of infections, epidemiological surveillance, and good communication with
employees, as well as promotion of vaccination in HCW, have proven to be effective
in reducing the burden of influenza in healthcare facilities. We have successfully im-
plemented these strategies in practice during the COVID-19 pandemic and continue
to use them in the post-pandemic period. The biggest challenge remains the low
vaccination coverage among HCWs, despite the fact that influenza and COVID-19
vaccines have been proven to be effective and contribute to reducing the burden of
disease in healthcare facilities.
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uvoD

Zdravstveni delavci (ZD) so ena od osmih poklicnih skupin, klju¢nih za delovanje
druzbe, in v razvitem svetu predstavljajo 20 odstotkov kriticne delovne sile (1).
Okuzbe dihal, ki jih povzrocita virusa gripe in Sars-CoV-2, so najbolj pogoste s pokli-
cem povezane okuzbe. ZD jih lahko prenesejo na ranljive bolnike, pri katerih okuzba
vcasih poteka s tezko klini¢no sliko ali je za njih celo smrtno nevarna. Zas¢ita ZD z
zgodnjim prepoznavanjem okuzb, nefarmakoloskimi ukrepi in cepljenjem zmanjsa
Stevilo prenosov in preprecuje bolniSni¢ne okuzbe z obema virusoma (2).

V prispevku predstavljamo breme okuzb z gripo in Sars-CoV-2 pri ZD ter nacine
preprecevanja okuzb v zdravstvenih ustanovah.

GRIPA PRI ZDRAVSTVENIH DELAVCIH

Virusi gripe so pomemben vzrok hude bolezni, smrtnosti in hospitalizacij po vsem
svetu. Svetovna zdravstvena organizacija (SZ0) poroca, da letno z resnim potekom
gripe zboli 3 do 5 milijonov ljudi, 290 do 650 tisoc pa jih zaradi gripe ali njenih pos-
ledic umre (2).V raziskavi iz leta 2018 je bila med vsemi vzroki smrti v obdobju 2012
do 2018 letna smrtnost zaradi gripe ocenjena na 16,1/100.000 prebivalcev EU (3).

Pri ZD je v primerjavi s splosno populacijo tveganje za okuzbo z virusi gripe po-
vecCano. Metaanaliza iz leta 2011 je pokazala, da je bila incidenca laboratorijsko po-
trjene gripe med necepljenimi ZD 18,7-odstotna, kar je bilo 3,4-krat ve¢ kot v splosni
populaciji zdravih odraslih (4). Ko ZD zbolijo za gripo, se poveca odsotnost z dela,
kar moti delovne procese, okrepi pa se tudi verjetnost za bolniSni¢ne okuzbe (5).

Prenos gripe z ZD na bolnike je dobro dokumentirano in znano tveganje v zdra-
vstvenih ustanovah. Epidemioloske in molekularne raziskave so dokazale neposre-
den prenos z ZD na bolnike, vklju¢no z bolnisni¢nimi izbruhi na akutnih in negoval-
nih oddelkih (6, 7). Velik delez ZD z laboratorijsko potrjeno gripo okuzbo preboleva
asimptomatsko ali z blagimi simptomi, ob tem pa izlocajo virus in predstavljajo ne-
varnost za prenos okuzbe. V multicentri¢ni kohorti je bila skoraj polovica ZD z gripo
asimptomatskih in dodatnih 42 odstotkov je imelo le blage simptome, kar kaZe na
pomen uvajanja dodatnih ukrepov za preprecevanje Sirjenja okuzb, ne samo iska-
nje simptomatskih ZD (8, 9). Prenos gripe z asimptomatskih ZD je sicer redke;jsi, a
moZen, medtem ko so simptomatski oboleli ZD pogosteje vir okuzbe za druge (10).
Poseben problem je tudi t. i. prezentizem, ko ZD delajo, Ceprav imajo simptome okuz-
be dihal in so brez vrocine, ve¢inoma zaradi obcutka dolznosti, lahko pa tudi zaradi
podcenjevanja moznosti prenosa okuzbe na sodelavce in/ali bolnike (9).

Cepljenje proti gripi je najbolj u¢inkovita strategija za preprecevanje bolezni. Vsa-
koletno cepljenje je dobro prepoznan ucinkovit preventivni ukrep pred okuzbo. SZO
ga priporoca za rizicne populacije, pri katerih lahko bolezen poteka teZje. Med prio-
ritetne skupine za cepljenje uvrsca tudi ZD (2). To priporocilo je sprejelo vec kot 40
drzav in regij po svetu. Kljub temu pa se precepljenost ZD med drzavami in celinami
zelo razlikuje. Metaanaliza iz leta 2023, ki je zajela 92 raziskav iz 26 drzav, objavljenih
do februarja 2023, je pokazala, da je skupni delez ZD, cepljenih proti gripi, po svetu
41,7 %. V drzavah v razvoju je precepljenost znasala 46,9 %, v razvitih drzavah pa
35,6 %. Delezi cepljenih ZD po celinah pa so bili: Amerika 67,1, Bliznji vzhod 51,3,
Oceanija 48,7, Evropa 42,5, Azija 28,5 in Afrika 6,5 % (11). Po podatkih Evropskega
centra za preprecevanje in obvladovanje bolezni je bil skupni delez cepljenih ZD v
EU v sezoni 2023 /24 le 22 % (razpon 5-58 %) (12).
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Ucinkovitost cepiva proti gripi je v primerjavi z drugimi cepivi dale¢ od optimalne.
Nanj vplivajo antigenska podobnost med cepilnimi antigeni in kroZecimi virusi gripe,
mutacije virusov, vzgojenih na kokosjih jajcih, in predhodna imunost (13). Dokazi iz
sistemati¢nega pregleda randomiziranih kontroliranih raziskav pa kljub temu kazejo,
da lahko inaktivirana cepiva proti gripi, ki so jih prejeli zdravi odrasli, preprecijo 59
odstotkov laboratorijsko potrjenih primerov gripe. Ce so cepilni sevi skladni s sevi
gripe, ki kroZi, pa je bilo dokazano, da se incidenca gripi podobne bolezni zmanjsa
za 42 odstotkov (14).

Nefarmakoloski ukrepi, kot so higiena rok, nosenje zasc¢itnih mask pri ZD in
bolnikih ter mikrobiolosko presejanje bolnikov s simptomi okuzbe, lahko bistveno
zmanjsajo prenose bolnisni¢no pridobljene gripe. Medtem ko so dokazi o u¢inkovi-
tosti posameznih intervencij meSani, so se multimodalni pristopi z upoStevanjem
navedenih komponent in dodatno promocijo cepljenja ZD ter komunikacijskimi
kampanjami izkazali za u¢inkovite (15). Implementacija teh ukrepov je bila u¢inko-
vita tudi pri preprecevanju okuzb s Sars-CoV-2 med pandemijo covida-19 in po nje;j.

OKUZBE S SARS-COV-2 PRI ZDRAVSTVENIH DELAVCIH

Pandemija covida-19 je pokazala, da vecina drzav ni imela vzpostavljenih ustreznih
nacrtov za preprecevanje in obvladovanje Sirjenja okuzbe. Zaradi visokega potenciala
Sirjenja Sars-CoV-2 so bile in so Se vedno okuzbe s tem virusom eden od najbolj po-
gostih neZelenih bolniSni¢nih dogodkov, ki vplivajo na varnost bolnikov. Ob zacetku
pandemije so bili zaradi pomanjkanja jasnih navodil, osebne varovalne opreme in
neustrezne zdravstvene infrastrukture okuzbi najbolj izpostavljeni ravno ZD. Obolev-
nost zaradi covida-19 med ZD je bila visja kot v splosni populaciji (16, 17). Ocenjuje
se, da je v obdobju prvega in drugega vala (2020-2021) zbolelo 43 % ZD po vsem
svetu (18).SZO je ocenila, da je do maja 2021 po svetu zaradi okuzbe z virusom Sars-
-CoV-2 umrlo 115.500 (80.000 do 180.000) ZD, kar je bilo verjetno precej podcenjeno
(19). Po regijah SZO je najve¢ ZD umrlo ravno v Evropi v prvem letu pandemije (19).
SZ0 je v obdobju od 1. junija 2020 do 31. decembra 2021 izvedla obseZno globalno
raziskavo v 21 drzavah z namenom opredelitve nevarnostnih dejavnikov za okuzbo
pri ZD. V raziskavo je bil vklju¢en 5501 ZD. Izkazalo se je, da so bili glavni rizi¢ni
dejavniki za okuzbo neupostevanje navodil o uporabi osebne varovalne opreme,
neizvajanje higiene rok po stiku z bolniki ter neposreden daljsi stik z bolniki, okuze-
nimi s covidom-19 (> 15 minut). Ob uporabi partikularnih mask med postopki, kjer
se tvorijo aerosoli, uporabi zascitnih plas¢ev/kombinezonov in rokavic pri stiku s
kontaminiranimi materiali in/ali povrSinami se je tveganje za okuzbo zmanjsalo.
Nobene razlike v obolevnosti pa niso opazali pri ZD, ki so nosili ali partikularne ali
kirurske maske med rutinskim delom (21). Nefarmakoloski ukrepi (higiena rok, upo-
raba osebne varovalne opreme, dosledno c¢iS¢enje/razkuzevanje), ki smo jih v zdra-
vstvu izvajali v ¢asu pandemije covida-19, so posredno vplivali na pojavnost drugih
bolni$ni¢no pridobljenih okuzb, ¢eprav so porocila o tem sicer nasprotujoca. V vec
porocilih, predvsem iz Italije, Brazilije in Nemcije, so opisovali bistveno povecanje
stevila okuzb, ki jih povzrocijo veckratno odporne bakterije (VOB) (22-24). Podobno
smo ugotavljali tudi v Univerzitetnem klini¢cnem centru v Ljubljani, kjer se je breme
izolatov VOB v klini¢nih in nadzornih kuzninah v ¢asu od marca 2020 do decembra v
primerjavi s predpandemskim obdobjem bistveno povecalo (25). Na drugi strani pa
v Spaniji in Franciji tega niso ugotavljali (26, 27). Na paradoksni vpliv covida-19 na
pojavnost bolnisni¢nih okuzb in deleze VOB je vplivalo ve¢ dejavnikov. Veliko stevilo
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bolnikov s covidom-19 in pomanjkanje ZD zaradi obveznih izolacij v primeru okuzbe
ali karantene ob stiku s potrjenimi primeri je vodilo do zaposlovanja manj izkusenih
ZD. Dodatno so bili ZD psihi¢no in fizi¢no iz¢rpani ter izgoreli, kar je prinasalo izzive
v vsakodnevnem delu (28-30).

S trajanjem pandemije in dostopnostjo cepljenja so se nevarnostni dejavniki za
okuzbo ZD spremenili. V kanadski raziskavi so ugotavljali, da so bili rizi¢ni dejavniki
za okuzbo ZD povezani z izpostavljenostjo obolelim druzinskim ¢lanom ali sodelav-
cem in ne ve¢ obolelim bolnikom (31).

Cepljenje proti covidu-19 je postalo eden od glavnih stebrov obvladovanja okuzbe
pri ZD v ¢asu pandemije. V prvem obdobju po registraciji cepiva se je s 1. oziroma 2.
odmerkom cepiva proti covidu-19 v Evropski uniji in Evropski ekonomski skupnosti
(EU/EEA) cepil velik deleZ ZD (86 in 80 %), prav tako je ostal visok deleZ cepljenih
ZD s prvim poZivitvenim odmerkom (32). Ceprav se je u¢inkovitost cepiva s pojavom
novih razli¢ic virusa nizala in je po podatkih v ¢asu krozenja Omikrona zbolelo 5,5-
krat veC cepljenih ZD kot v valu Delta oziroma celo 7,7-krat ve¢ kot v obdobju pred
Delto, pa se je izkazalo, da je cepljenje s tremi odmerki ZD S¢itilo pred hudo boleznijo
in potrebo po hospitalizaciji (33, 34). S trajanjem pandemije, prekuzenostjo in pred-
hodno precepljenostjo populacije je postopoma izginil strah ZD pred okuzbo, kar je
nato vplivalo na zmanjsSevanje deleza cepljenih s pozitivnimi odmerki ter opuscanje
osnovnih ukrepov za preprecevanje Sirjenja okuzb (uporaba mask, higiena rok) v
zdravstvenih ustanovah. Pomembno je zavedanje, da se je s kroZenjem novih sevov
virusa zmanj$ala ucinkovitost cepiva za zascito pred brezsimptomno ali blago ob-
liko bolezni, na blazji potek okuzbe pa vplivajo tudi predhodne okuzbe. To pa ima
za posledico vecjo pojavnost bolnisni¢nih okuzb, saj ostajajo ZD, ¢eprav okuzeni, v
delovnem procesu. Zato je Se toliko bolj pomembno, da imajo zdravstvene ustanove
izdelana natan¢na navodila za preprecevanje in obvladovanje Sirjenja virusnih okuzb
dihal in da ZD dosledno upostevajo standardne ukrepe pri delu z vsemi bolniki.

Breme covida-19 se za ZD nadaljuje tudi po zaklju¢ku pandemije. Stevilni $e vedno
obcutijo izgorelost, stres in custveno iz€rpanost. Poudariti je potrebno tudi dusevne te-
Zave, kot so anksioznost in depresija, ki so bile v obdobju pandemije pogoste (35).ZD se
soocajo tudi s fizicnimi in delovnimi izzivi. Nekateri, ki so preboleli okuzbo v pandemiji,
imajo Se vedno zdravstvene tezave (36). Podhranjen ali preobremenjen zdravstveni
sistem predstavlja dodaten pritisk za ZD, ki morajo zagotavljati ustrezno zdravstveno
oskrbo in so osebno odgovorni za bolnike (35). Custvena izérpanost in stres sta privedla
tudi do velike fluktuacije ZD po zaklju¢ku pandemije, kar dodatno obremenjuje ZD, ki
ostajajo v poklicu, in vpliva na obravnavno bolnikov (35). Marsikje je pandemija raz-
galila tudi predhodne sistemske pomanjkljivosti v zdravstvenih sistemih, kar se kaze s
kroni¢nim pomanjkanjem delovne sile in virov, to pa vpliva na vsakodnevno delo (35).

ZAKLJUCEK

I[zbruhi, vsakoletne epidemije in pandemije virusnih okuzb dihal so za zdravstvene
kapacitete stalen izziv. Klju¢no je, da imajo zdravstvene ustanove pripravljene pre-
ventivne ukrepe, s katerimi zmanjSujejo oziroma omejujejo Sirjenje okuzb na indi-
vidualni ravni med ZD in bolniki kot tudi na ravni ustanove.

Okuzbe ZD z virusom gripe in Sars-CoV-2 predstavljajo veliko breme v zdravstve-
nih sistemih povsod po svetu. Multimodalne strategije, ki vkljucujejo higieno rok,
univerzalno uporabo zas¢itnih mask, hitro mikrobiolosko diagnostiko okuzb, epide-
miolosko spremljanje in dobro komunikacijo z zaposlenimi kot tudi promocijo ceplje-
nja ZD, so se izkazale za uc¢inkovite pri zmanjSevanju bremena gripe v zdravstvenih
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ustanovah. Enake strategije lahko uspesno uporabljamo tudi za preprecevanje Sirje-
nja Sars-Cov-2. V Sloveniji smo multimodalne strategije uspesno usvojili in v praksi
uporabili v ¢asu pandemije covida-19. Takrat se je izkazalo, da so enotna nacionalna
navodila, redna izobraZevanja/delavnice za zdravstvene delavce o pravilni uporabi
osebne varovalne opreme, izolacijskih ukrepih in higieni rok, dodatno svetovanje, ki
ga ponudijo kompetentni strokovnjaki s podrocja preprecevanja in obvladovanja bol-
ni$ni¢nih okuzb, ter dostopna in hitra mikrobioloska diagnostika klju¢ni za uspesno
preprecevanje Sirjenja okuzb v zdravstvenih ustanovah. Trenutno najvedji izziv pri
nas in drugje po svetu je nizek delez precepljenosti ZD, ¢eprav sta cepivi proti gripi
in covidu-19 dokazano ucinkoviti in prispevata k zmanjSevanju bremena bolezni v
zdravstvenih ustanovah. Tu pa je pomembna tudi vloga politike in razli¢nih interes-
nih skupin, ki bi morale na drzavni ravni na podlagi strokovnih dokazov podpreti
oziroma pripraviti programe za ucinkovito zascito pred obema okuzbama.
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Vaccination of healthcare workers: mandatory and
recommended vaccinations in Slovenia
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KLJUCNE BESEDE: zdravstveni delavci, cepiva, nalezljive bolezni, priporo¢ila, Slovenija

Pri zdravstvenih delavcih (ZD) in sodelavcih je tveganje za izpostavljenost povzroci-
teljem nalezljivih bolezni ter za njihov prenos na paciente in sodelavce povecano. V
Sloveniji pravni okvir dolo¢ata Zakon o nalezljivih boleznih (ZNB) in Pravilnik o varo-
vanju delavcev pred tveganji zaradi izpostavljenosti bioloskim dejavnikom pri delu;
letne, operativne usmeritve pa izhajajo iz Programa cepljenja in zas¢ite z zdravili ter
strokovnih priporocil Nacionalnega instituta za javno zdravje (NIJZ). Klju¢na obve-
znost pred izpostavitvijo za ZD je cepljenje proti hepatitisu B, med priporocila za vse
ZD pa sodijo cepljenja proti gripi (vsako sezono), covidu-19 (posodobljeni odmerek),
tetanusu, davici, oslovskemu kaslju/tetanusu, davici (po shemi za odrasle) ter dokaz
imunosti ali cepljenje proti oSpicam, mumpsu, rdeckam (MMR) in noricam (VZV), z
dodatnimi cepljenji glede na oceno tveganja delovnega mesta (npr. cepljenje proti
hepatitisu A, tifusu, steklini, meningokoku za specifi¢ne laboratorijske izpostavitve).

ABSTRACT

KEY WORDS: healthcare workers, vaccines, infectious diseases, recommendations,
Slovenia

Healthcare workers (HCWs) and non-clinical employees are at an increased risk of
exposure to infectious disease agents and transmission of these agents to patients
and colleagues. In Slovenia, the legal framework is defined by the Infectious Diseases
Act and the Regulation on the Protection of Workers from Risks Due to Exposure to
Biological Agents at Work. Annual operational guidelines are based on the Vaccina-
tion and Medication Protection Program and the professional recommendations of
the National Institute of Public Health. A key obligation for HCWs prior to exposure
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is vaccination against hepatitis B, while recommended vaccinations for all HCWs
include influenza (every season), COVID-19 (updated dose), tetanus, diphtheria,
pertussis/tetanus, diphtheria (according to the adult vaccination schedule), as well
as proof of immunity or vaccination against measles, mumps, rubella (MMR), and
varicella-zoster virus (VZV). Additional vaccinations may be required based on the
risk assessment of the specific workplace (e.g., against hepatitis A, typhoid, rabies,
meningococcus for specific laboratory exposures).

uvoD

Cepiva so eden najvecjih dosezZkov medicine in so temelj javnega zdravja. Uvedba
rutinskih programov cepljenja v drugi polovici 20. stoletja je pomembno prispevala
k preprecevanju in obvladovanju nalezljivih bolezni, ki jih je s cepljenjem mogoce
prepreciti (1).

Kljub temu se epidemije teh bolezni Se vedno pojavljajo tudi v drzavah z dolgo-
letnimi programi cepljenja. V zadnjem desetletju smo v Evropski uniji med drugim
imeli obsezne epidemije oSpic (2) ter izbruhe rdeck (3), oslovskega kaslja (4) in he-
patitisa A (5).

Izbruhi nalezljivih bolezni, ki jih je mogoce prepreciti s cepljenjem, se pojavljajo
tudi v zdravstvenih ustanovah, kjer povzrocajo precejSnjo obolevnost in smrtnost,
povezani pa so tudi z visokimi stroski. Zdravstveni delavci (ZD) in sodelavci so zaradi
narave svojega dela izpostavljeni tveganju za te okuzbe, hkrati pa lahko postanejo vir
prenosa okuzb na dovzetne bolnike, ki so zaradi svojih osnovnih zdravstvenih stanj
ali starosti Se zlasti ogroZzeni in pri katerih lahko okuzba povzroci resne zaplete ali
celo smrt. Cepljenje ZD je zato utemeljeno in ga priporoca vecina strokovnih zdruzenj
- tako z vidika neposredne zascite ZD kot tudi posredne zas¢ite bolnikov (1, 6). Raz-
iskava iz leta 2018, izvedena v 30 evropskih drzavah, je pokazala, da so nacionalne
politike cepljenja zdravstvenega osebja naceloma vzpostavljene v vseh drzavah, ven-
dar se med seboj pomembno razlikujejo glede Stevila priporocenih cepljenj in ciljnih
skupin (1). Poleg tega obstajajo velike razlike v precepljenosti ZD med posameznimi
drzavami in glede na posamezne povzrocitelje bolezni (6).

V prispevku predstavljamo pregled priporocil in zakonodajnih podlag, ki urejajo
cepljenje ZD v Sloveniji.

PRAVNI IN ORGANIZACIJSKI OKVIRV SLOVENUI
Zakonodaja

Zakon o nalezljivih boleznih (ZNB) je krovni dokument, ki dolo¢a ukrepe za prepre-
¢evanje in obvladovanje nalezljivih bolezni ter omogoca uvedbo in izvajanje cepljenj
(imunizacija in imunoprofilaksa) ter programov zascite z zdravili (kemoprofilaksa) (7).
Po 22. ¢lenu tega zakona med obvezna cepljenja uvrs¢amo cepljenje proti hemofilusu
influence b, davici, tetanusu, oslovskemu kaslju, otroski paralizi, oSpicam, mumpsu,
rdeckam in hepatitisu B; ter proti steklini, rumeni mrzlici, trebuSnemu tifusu, klop-
nemu meningoencefalitisu, gripi, tuberkulozi in drugim nalezljivim boleznim, ¢e za to
obstajajo doloceni epidemioloski razlogi in tako doloca letni program cepljenja (7, 8).

Obveznosti delodajalca glede varnosti in zdravja pri delu

V skladu s 17. ¢lenom Zakona o varnosti in zdravju pri delu (ZVZD-1) mora deloda-
jalec pisno oceniti tveganja, povezana z delom, vklju¢no z identifikacijo nevarnosti
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in delavceyv, ki bi bili lahko izpostavljeni identificiranim nevarnostim, oceno tveganja
ter uvedbo ukrepov za zmanjSanje tveganj. Delodajalec mora po izvedeni oceni tve-
ganja za varnost in zdravje pri delu, ki jo opravi specialist medicine dela, Sporta in
prometa, pripraviti izjavo o varnosti, ki vkljucuje ukrepe za zascito zdravja delavcey,
tudi glede posebnih zdravstvenih zahtev za dolocena dela (npr. cepljenje proti na-
lezljivim boleznim). Delodajalec mora delavcem zagotoviti informacije o tveganjih,
jih usposobiti za varno delo ter jim zagotoviti ustrezno zasc¢itno opremo in ukrepe
za zmanj$anje tveganja (9).

Poleg tega Pravilnik o varovanju delavcev pred tveganji zaradi izpostavljenosti
bioloskim dejavnikom (implementacija Direktive 2000/54/ES) nalaga delodajalcu
oceno tveganja (dolociti je potrebno vrsto, stopnjo in trajanje izpostavljenosti) ter
zagotavljanje ustreznega cepljenja, kadar tveganja ni mogoce odpraviti drugace.
Cepljenje se izvaja v skladu z veljavnimi predpisi in praksami za preprecevanje na-
lezljivih bolezni, pri cemer mora delodajalec delavce obvestiti o pomenu cepljenja in
tveganjih, ki izhajajo iz njegove opustitve. Stroske krije delodajalec, po cepljenju pa
se izda potrdilo, ki je dostopno delavcu in - na zahtevo - pristojnemu organu (10).
Leta 2024 je bila posodobljena Priloga III s seznamom bioloskih dejavnikov (11).

Shema in organizacija cepljenja

Letni program cepljenja in zasc¢ite z zdravili ter pogoje in nacin izvedbe letnega pro-
grama doloCi minister, pristojen za zdravje, na predlog Nacionalnega instituta za
javno zdravje (NIJZ). Letni program dolo¢i tudi izvajalce ter na¢in nabave in razde-
ljevanja cepiv ter specifi¢nih imunoglobulinov (8).

Opustitev cepljenja

V skladu s clenom 22.a ZNB med razloge za opustitev cepljenja uvrs¢amo alergijo na
sestavine cepiva, resen neZelen ucinek cepiva po predhodnem odmerku istega cepi-
va in bolezen ali zdravstveno stanje, ki je nezdruzljivo s cepljenjem. Obveznost ZD je
spostovanje ukrepov za preprecevanje in obvladovanje nalezljivih bolezni po ZNB, s
¢imer zagotavljajo varovanje zdravja bolnikov in sodelavcev (7).

OBVEZNA CEPLJENJA ZA ZDRAVSTVENE DELAVCE

Cepljenje proti hepatitisu B

ZNB ter letni Program cepljenja in zascite z zdravili dolocata, da se cepljenje proti
hepatitisu B (HBV) izvaja v skladu z oceno tveganja delovnih mest (7, 8). Predizposta-
vitveno cepljenje proti HBV je tako obvezno za zaposlene, ki so pri delu izpostavljeni
okuzbi s HBV oziroma lahko virus prenesejo na druge osebe. V praksi to pomeni, da se
cepljenje izvaja pri ZD in sodelavcih, ki lahko pri delu pridejo v stik s krvjo, telesnimi
tekoc¢inami in/ali ostrimi predmeti, ki so onesnazeni s krvjo in/ali drugimi telesnimi
tekoc¢inami in izlocki. Predizpostavitveno cepljenje proti HBV je obvezno (poleg dru-
gih obveznikov) tudi za dijake in Studente zdravstvenih ter sorodnih programov, ki so
pri prakti¢cnem pouku izpostavljeni okuzbi, ¢e ob vstopu v osnovno $olo Se niso bili
cepljeni. Praviloma se cepi s tremi odmerki cepiva po standardni shemi z ustreznim
cepivom glede na starost (od 16. leta dalje s cepivom za odrasle). Zas¢itni titer proti-
teles (anti-HBs) se preveri 1-2 meseca po zaklju¢enem osnovnem cepljenju. Odzivnik
na cepljenje je oseba, pri kateri je bila 1-2 meseca po kon¢anem osnovnem cepljenju
ugotovljena prisotnost protiteles proti HBV (anti-HBs) v koncentraciji 210 mIE/ml. Ce
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pri odzivniku ob potencialni izpostavitvi okuzbi s HBV (incident) ugotovimo, da je
koncentracija anti-HBs < 10 mIE/ml, mora prejeti poZzivitveni odmerek (12).

Neodzivnik na cepljenje je posameznik, pri katerem je bila 1-2 meseca po zakljuce-
nem osnovnem cepljenju ugotovljena raven protiteles anti-HBs < 10 mIE/ml. ZD, ki je
neodzivnik, je treba testirati na prisotnost HBsAg in anti-HBc. Ce sta oba testa negativ-
na, je indicirano dajanje dodatne serije cepiva, ki vkljuCuje tri odmerke po standardni
shemi. Protitelesni odgovor je treba znova ovrednotiti 1-2 meseca po prejemu Sestega
odmerka. V primeru uspesnega cepljenja nadaljnje spremljanje ni potrebno, e pa je
posameznik Se vedno neodzivnik (pravi neodzivnik), ponavljanje cepljenja ni pripo-
rocljivo, razen pri ZD z zelo visokim tveganjem za okuzbo, za katere se presoja glede
dodatnih odmerkov opravi na individualni ravni. Neodzivniki, ki so HBsAg-negativni,
ostajajo dovzetni za okuzbo s HBV, zato jim je treba svetovati glede ustreznih za$citnih
ukrepov za preprecevanje okuzbe in izbire ustreznega delovnega mesta. V primeru
nenamerne izpostavljenosti krvi, pozitivni na HBsAg, je potrebna zas¢ita s humanim
imunoglobulinom proti hepatitisu B (HBIG), ki naj ga nezasciten ZD prejme ¢im prej
po izpostavitvi, po moznosti v roku 24-72 ur. Za zascito uporabljamo Hepatect CP v
odmerku 50 IE/ml oziroma 10 IE/kg telesne teZe intravensko. Ce gre za neodzivnika
po cepljenju, izpostavljeni ZD prejme dva odmerka HBIG v razmiku 4 tednov, v ostalih
primerih (vsaj dva prejeta odmerka cepiva in anti-HBs < 10 mIE/ml ali zgolj en prejet
odmerek cepiva proti HBV) zadosca en odmerek HBIG v kombinaciji s soCasnim cep-
ljenjem proti HBV. Prvi odmerek cepiva se lahko aplicira isti dan kot HBIG, vendar na
razli¢nih mestih (npr. druga roka), da se prepreci medsebojni vpliv na u¢inkovitost. Pri
pravih neodzivnikih, pri katerih se niti po drugi prejeti seriji cepiva ne razvije zascitni
titer protiteles (anti-HBs < 10 mIE/ml) in pri katerih obstaja stalna izpostavljenost
tveganju za okuzbo, je mozna dolgotrajna pasivna zascita z rednim dajanjem HBIG v
odmerku 500 IE (10 ml) vsaka 2 meseca. Nosecnost ni kontraindikacija za prejem HBIG
ali cepljenje (12-14). Poizpostavitveno cepljenje proti HBV je obvezno za vse, ki Se niso
bili cepljeni proti HBV ali so bili cepljeni nepopolno oziroma ni dokazov o izvedenem
cepljenju, bili pa so izpostavljeni okuzbi s HBV prek poskodovane koZe ali sluznic brez
ustrezne osebne varovalne opreme (12, 13).

Cepljenje proti oSpicam, mumpsu in rdeckam (OMR)
Tveganje za okuZzbo z virusi oSpic, mumpsa in rdeck (OMR) je pri ZD 13- do 19-krat
vecje kot v splosni populaciji, okuzZeni ZD pa so lahko pomemben vir bolniSni¢nega
prenosa okuzb (6). Zato morajo imeti dokaz imunosti (cepilni karton, dokaz o prebo-
leli bolezni ali rojstvo pred letom 1960). Zdravnik specialist medicine dela mora pri
zdravstvenem pregledu pred zaposlitvijo ZD - pa tudi pri obdobnih pregledih Ze zapo-
slenih - preveriti cepilni status posameznika. Ce ni razpoloZljivih podatkov o cepljenju
z dvema odmerkoma cepiva proti oSpicam ali o preboleli bolezni, je dolZan ZD napotiti
na cepljenje. Pri zdravstvenem pregledu za delovno mesto, za katero ocena tveganja
zahteva zascito pred okuzbo z oSpicami, se Steje, da je delavec zdravstveno zmozen za
opravljanje dela Sele, ko je ta pogoj izpolnjen (15). Pri nezascitenih ZD se cepljenje proti
OMR opravi s Stevilom odmerkov glede na predhodni cepilni status (proti oSpicam)
oziroma z dvema (proti mumpsu) ali enim odmerkom (proti rdeckam) (16).
Nezasciteni ZD, ki so bili izpostavljeni okuzbi (dovzetni kontakti), ne smejo imeti
stika z bolniki. Tisti ZD, ki morajo prejeti dva odmerka cepiva, morajo biti izkljuceni z
dela od 5. do 21. dneva po izpostavitvi, ne glede na to, ali so bili po izpostavitvi ceplje-
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ni proti oSpicam, medtem ko pri ZD, ki potrebujejo en odmerek cepiva, izkljucitev ni
potrebna. ZD, ki prejemajo intravenske imunoglobuline (IVIG), morajo biti izkljueni z
dela v obdobju od 5.do 21. dneva po izpostavitvi oSpicam. Osebje, ki zboli za oSpicami,
ne sme prihajati v stik z bolniki Se 4 dni od pojava izpuscaja pri ZD. Nose¢im ZD in ZD s
huje okvarjeno imunostjo, ki so bili izpostavljeni oSpicam brez dokazov o cepljenju ali
imunosti (preverimo titer protiteles), je mogoce zagotoviti zas¢ito z IVIG. Aplicirati jo je
treba ¢im prej, optimalno v obdobju od 72 do 144 ur (3 do 6 dni) po izpostavitvi viru-
su o$pic. Za neza$citeno osebo, ki je prejela IVIG, je v prihodnje nujno treba zagotoviti
zas$cCito s cepljenjem proti oSpicam (ob upostevanju kontraindikacij za cepljenje z Zivimi
cepivi), vendar je treba po prejemu IVIG s cepljenjem pocakati najmanj 3 mesece (16).

PRIPOROCENA CEPLJENJA ZA ZDRAVSTVENE DELAVCE

(SPLOSNO)

Cepljenje proti sezonski gripi

Pred gripo se najucinkoviteje zascitimo z vsakoletnim cepljenjem. Cepljenje je Se zlas-
ti priporocljivo za vse ZD in sodelavce ter druge nujne sluzbe, ki so pri svojem delu
izpostavljene nevarnosti okuZzbe ali okuzbo lahko prenesejo na druge osebe. Uspes-
nost cepljenja je sicer lahko nekoliko nizja pri starejsih, kroni¢nih bolnikih in imun-
sko oslabelih. Cepljenje je v Sloveniji organizirano vsako jesen, v sezoni 2025/26 je
brezplac¢no za osebe z urejenim obveznim zdravstvenim zavarovanjem.

Cepljenje je zlasti priporocljivo tudi za dijake in Studente zdravstvenih izobraze-
valnih programov, ki opravljajo vaje v zdravstvenih ustanovah v sezoni gripe, pripo-
rocljivo pa je tudi za vse druge ucence, dijake, Studente in mlade odrasle do dopol-
njenega 26. leta starosti.

Kontraindikacije za cepljenje proti gripi vkljucujejo dokazano hujSo alergijsko
reakcijo (anafilaksija) na sestavine cepiva proti gripi ali resen neZelen ucinek po
predhodnem odmerku cepiva proti gripi. Ce je bila pri ZD dokazana hujsa alergijska
reakcija (anafilaksija) najajca, se cepljenje proti gripi opravi pod nadzorom zdravni-
ka (ambulantno). Pri zmerni ali resni akutni bolezni (s poviSano telesno temperaturo
ali brez nje) se cepljenje zacasno odloZi, medtem ko blaga bolezen (npr. prehlad) ni
ovira za cepljenje (17).

Cepljenje proti covidu-19

V skladu s priporocilom za cepljenje proti covidu-19, objavljenim septembra 2025, se
cepljenje priporoca za oskrbovance domov starejsih ob¢anov (DS0), zlasti za ranljive
kronic¢ne bolnike in osebe, stare 65 let ali ve¢. Osebe, stare 5 let ali vec, prejmejo 1 od-
merek posodobljenega cepiva, pri ¢emer je priporocen razmik od predhodnega cep-
ljenja = 6 mesecev (v skladu z navodili proizvajalca minimalno 3 meseci), za tiste, ki
so covid-19 preboleli, pa naj se cepljenje opravi = 3 mesece po preboleli bolezni. Huje
imunsko oslabljene osebe lahko prejmejo dodatni odmerek po 6 mesecih. Cepljenje
proti gripi in proti covidu-19 se lahko opravi socasno ali s kakr§nimkoli razmikom.
ZD niso posebej izpostavljeni kot kriti¢na skupina, se pa lahko cepijo, Ce to Zelijo (18).

Cepljenje proti davici, tetanusu in oslovskemu kaslju (Tdap/Td)
Cepljenje proti davici se opravi pri zaposlenih, ki sluzbeno potujejo na endemicna
obmodja, in pri zaposlenih, ki so pri delu lahko izpostavljeni bacilu davice. Cepljenje
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se opravi s Stevilom odmerkov glede na predhodni cepilni status. PoZivitveno ceplje-
nje se opravlja z enim odmerkom cepiva vsakih deset let, dokler obstaja nevarnost
okuzbe. Tudi pozivitveno cepljenje proti oslovskemu kaslju je potrebno vsakih deset
let pri ZD, ki delajo z najbolj ogroZenimi skupinami. Cepljenje se opravi s kombinira-
nim cepivom proti davici in tetanusu (Td) ali s kombiniranim cepivom proti davici,
tetanusu in oslovskemu kaslju (Tdap) (16).

Cepljenje proti noricam

Cepljenje proti noricam se izvaja pri zaposlenih, ki bolezni Se niso preboleli in so pri
opravljanju dela izpostavljeni tveganju za okuzbo. Se zlasti pomembno je za zaposle-
ne v zdravstvuy, ki lahko pri svojem delu okuzbo prenesejo na druge osebe, zlasti na
bolnike z oslabljeno imunostjo. Cepljenje se opravi z dvema odmerkoma cepiva v
razmiku najmanj 4 tednov (priporoceno 6 tednov ali vec). Alternativno se lahko pred-
hodno doloc¢i raven protiteles, pri c¢emer se cepijo le osebe brez zascitnega titra (16).

Osebe brez dokazov o imunosti ob izpostavitvi virusu varicella-zoster (VZV - bo-
disi noricam ali herpes zostru) prejmejo dva odmerka enovalentnega Zivega cepiva
proti noricam. Cepivo je treba aplicirati ¢cim prej, idealno v roku od 3 do 5 dni po iz-
postavitvi, saj tako preprefimo razvoj noric ali vsaj omilimo potek bolezni. Tudi ce je
od izpostavitve minilo ve¢ kot 5 dni, je cepljenje Se vedno priporocljivo, saj zagotavlja
za$cito pred VZV ob morebitni ponovni izpostavljenosti, ¢e pri prejSnjem stiku ne
bi prislo do okuzbe. Tudi osebe, ki so Ze prejele prvi odmerek cepiva, naj prejme-
jo drugi odmerek v roku od 3 do 5 dni po izpostavitvi. Pri nose¢nicah in bolnikih z
imunsko pomanjkljivostjo je cepljenje z Zivim cepivom proti noricam kontraindici-
rano. Zaradi viSjega tveganja za hujsi potek bolezni z zapleti je te osebe smiselno ¢im
prej (znotraj 96 ur) zasc¢ititi s humanimi imunoglobulini proti VZV (VZIG). Glede na
porocila o blaZjem poteku bolezni tudi v primeru zapoznele aplikacije VZIG (po vec
kot 4 dneh) ameriski Center za nadzor nad nalezljivimi boleznimi (angl. U.S. Centers
for Disease Control and Prevention, CDC) dopusc¢a moZnost uporabe VZIG Se do 10
dni od izpostavitve (19).

Nezasciteni ZD, Ki so bili izpostavljeni okuzbi (dovzetni kontakti), ne smejo imeti
stika z bolniki. Tisti ZD, ki morajo prejeti dva odmerka cepiva, morajo biti izkljuce-
ni z dela od 8. dne po prvem stiku do 21. dne po zadnjem stiku. Izkljucitev z dela ni
potrebna za ZD, ki so pred izpostavitvijo prejeli en odmerek cepiva proti noricam,
Ce prejmejo drugi odmerek v 5 dneh po izpostavitvi. V tem primeru mora izpostav-
ljeni ZD vsakodnevno spremljati morebitne znake in simptome noric, in sicer od 8.
dne po prvem stiku do 21. dne po zadnjem stiku. ZD, ki v sklopu poizpostavitvene
za$cite prejmejo VZIG, morajo biti izkljuceni z dela v obdobju od 8. do 28. dneva po
izpostavitvi VZV. Osebije, ki zboli za noricami ali diseminiranim herpes zostrom, ne
sme prihajati v stik z bolniki, dokler se vse lezije ne posusijo oziroma se iz vseh me-
hurckov razvijejo kraste (19, 20).

Cepljenje proti pnevmokoknim okuZbam

Cepljenje proti pnevmokoknim okuzbam je priporocljivo za ZD z osebnimi indika-
cijami (= 65 let, kronicne bolezni, osebe z okrnjeno imunostjo, anatomsko ali funk-
cionalno asplenijo, likvorsko fistulo ali polZzevim vsadkom) in po presoji tveganja.
Cepljenje s opravi z enim odmerkom konjugiranega cepiva PCV20 (21). Z enim od-
merkom PCV20 se cepijo tudi starejsi.
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ZD (65 let in vec) in ZD s kroni¢nimi boleznimi, ki so bili predhodno cepljeni s
PCV13 in/ali PPV23. V teh primerih se cepljenje s PCV20 opravi najmanj 1 leto po
zadnjem odmerku (21).

Dodatna cepljenja po oceni tveganja delovnega mesta

Hepatitis A. Cepljenje se opravi pri zaposlenih, ki pri svojem delu lahko pri-
dejo v stik s ¢loveskimi iztrebki in komunalnimi odpadki (npr. komunalni
delavci), in pri zaposlenih, ki bi lahko bili pri delu v laboratoriju izpostavljeni
okuzbi z virusom hepatitisa A. Priporocilo velja tudi za zaposlene, ki sluzbeno
potujejo ali delajo na obmodjih, kjer obstaja tveganje za okuzbo (16).

Tifus. Cepljenje se opravi pri zaposlenih, ki pri svojem delu lahko pridejo v
stik s Cloveskimi iztrebki in komunalnimi odpadki (npr. komunalni delavci).
Priporocilo velja tudi za zaposlene, ki sluzbeno potujejo in delajo na obmocjih,
kjer obstaja tveganje za okuzbo. Osnovno cepljenje se opravi z enim odmer-
kom cepiva, medtem ko se obnovitveno cepljenje opravi z enim odmerkom
cepiva na 3 leta, dokler obstaja nevarnost okuzbe (16).

Steklina. Cepljenje se opravi pri zaposlenih, ki bi pri svojem delu lahko bili
izpostavljeni ugrizu zivali (npr. lovci, gozdni delavci, veterinarji, vojaki itd.),
in pri zaposlenih, ki bi pri delu v laboratoriju ali pri prepariranju mrtvih zivali
lahko bili izpostavljeni virusu stekline. V primeru izpostavitve virusu stekline
predhodno necepljeni poSkodovani prejme pet odmerkov cepiva proti steklini
(nadneve 0, 3, 7, 14 in 28) ter hkrati s prvim odmerkom tudi zas¢ito s speci-
ficnimi imunoglobulini, in sicer dajemo 20 IE humanega imunoglobulina proti
steklini na kilogram telesne teZe. Ce je bila oseba pred izpostavitvijo ceplje-
na proti steklini, prejme zgolj dva odmerka cepiva (na dneve 0 in 3), zas¢ita
s humanim imunoglobulinom proti steklini v tem primeru ni potrebna. Indi-
kacijo za zascito postavi zdravnik specialist na obmoc¢ni enoti NIJZ v skladu z
nacionalnimi smernicami (16, 22).

Klopni meningoencefalitis (KME). Cepljenje se opravi pri zaposlenih, ki bi
pri svojem delu lahko bili izpostavljeni vbodom klopov (npr. lovci, terenski
delavci, vrtnarji, vojaki ...), in pri zaposlenih, ki bi lahko bili pri delu v labora-
toriju izpostavljeni virusu KME (16).

Cepljenje proti meningokoku (MenACWY * MenB) se priporoca za ZD, ki
prihajajo v stik s pacienti z invazivno meningokokno okuzbo, ter laboratorijske
delavce, ki obdelujejo kuznine teh pacientov. Cepiti bi se morali tudi zaposleni,
ki sluzbeno potujejo v endemicne kraje (npr. vojaki in poslovnezi). Cepljenje se
opravi z enim oziroma dvema odmerkoma glede na vrsto cepiva. Priporoca se
konjugirano Stirivalentno cepivo (MenACWY) s poZivitvenim odmerkom po 5
letih in po presoji dodatno cepljenje proti serogrupi B (MenB) (16).

Antraks. Cepiva za zaSCito zaposlenih v diagnosti¢nih laboratorijih, ki delajo
z bacilom antraksa, v Sloveniji ni na voljo (23).

Otroska paraliza. Cepljenje je indicirano za zaposlene, ki sluzbeno potuje-
jo na obmocja, kjer obstaja nevarnost okuzbe z virusom otroske paralize, in
za zaposlene, ki bi lahko bili temu virusu izpostavljeni na delovnem mestu.
Stevilo odmerkov je odvisno od predhodnega cepilnega statusa, pozivitveno
cepljenje se opravi z enim odmerkom cepiva (16).

Rumena mrzlica. Cepljenje se opravi pri zaposlenih, ki pri svojem delu po-
tujejo na obmocja, kjer je prisotna bolezen, in pri zaposlenih, ki sluzbeno
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potujejo v drzavo, ki zahteva cepljenje proti rumeni mrzlici. Cepimo z enim
odmerkom Zivega cepiva proti rumeni mrzlici (16).

o Tuberkuloza. Sistemati¢ni pregled literature je pokazal veliko raznolikost
v priporocilih glede cepljenja ZD s cepivom Bacillus Calmette-Guérin (BCG).
Med evropskimi nacionalnimi agencijami jih pet priporoca cepljenje ZD za
tiste, ki so zaposleni v visoko tveganih sektorjih, pri ¢emer poudarjajo po-
manjkanje dokazov o ucinkovitosti cepiva BCG pri ZD (24). Britanske smer-
nice priporocajo cepljenje z BCG pri ZD, ki delajo z bolniki na pediatricnih
oddelkih in v porodnisnicah ter z bolniki z imunsko oslabelostjo (25). V petih
drzavah se priporoca cepljenje z BCG za vse prej necepljene, Mantoux-nega-
tivne ZD na podlagi nekaterih Studij, ki kaZejo doloCeno stopnjo uc¢inkovitosti
BCG pri tej skupini (24). Po priporocilih CDC je o cepljenju ZD z BCG smiselno
razmisliti individualno v okoljih, kjer je velik delez bolnikov, okuzZenih s sevi,
ki so odporni proti izoniazidu in rifampicinu, ¢e prihaja do stalnega prenosa
odpornih sevov tuberkuloze na ZD in je posledi¢no verjetnost okuzbe visoka
oziroma Ce so bili uvedeni celoviti preventivni ter kontrolni ukrepi, ki niso bili
uspesni (26). Slovenija spada med drzave, ki cepljenja s cepivom BCG za ZD
ne priporocajo.

PRIPOROCILA GLEDE CEPLJENJA PO DELOVISCIH
Zdravstveni delavci v kliniki/bolni$nici

Standardni nabor obveznih in priporocenih cepljenj za ZD, ki so neposredno in po-
sredno vkljuceni v obravnavo bolnikov, je prikazan v Preglednicah 1 in 2.

Preglednica 1. Priporocila za cepljenje zdravstvenih delavcev (ZD), ki so
neposredno vkljuceni v oskrbo bolnikov.*

Cepivo Shema Poudarki
OMR Dokumentiran dokaz imunosti ali 2 odmerka Obvezno
cepiva

Hepatitis B | 0-1-6 mesecev (alternativno pospeSena shema). | Obvezno
Kontrola anti-HBs 1-2 meseca po zakljucku
cepljenja.

Dodatna serija in/ali druga shema po algoritmih
za neodzivnike.

Gripa 1 odmerek Priporoceno vsako sezono

Covid-19 1 posodobljen odmerek vsaj 6 mesecev od Priporoceno
predhodnega odmerka (minimalno 3 mesece)
oziroma vsaj 3 mesece po prebolelem covidu-19

VZV Dokumentiran dokaz imunosti ali 2 odmerka Priporoceno

Tdap/Td 1 odmerek vsakih 10 let Priporoceno za ZD, ki delajo z
najbolj ogrozenimi skupinami

OMR = o$pice, mumps, rdecke, VZV = varicela-zoster virus.

* Zajema osebje, ki ima redne klini¢ne stike z bolniki in je neposredno vklju¢eno v njihovo oskrbo. Sem sodijo
zdravniki, zobozdravniki, babice in medicinske sestre, negovalci, resevalci in vozniki reSevalnih vozil, delovni
terapevti, fizioterapevti in radiologi. Vklju¢eni morajo biti tudi $tudenti in pripravniki s teh podrocij ter
prostovoljci, ki delajo z bolniki.
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Preglednica 2. Priporocila za cepljenje zdravstvenih delavcev (ZD), ki niso
neposredno vkljuceni v oskrbo bolnikov.*

Cepivo Shema Poudarki
OMR Dokumentiran dokaz imunosti ali 2 odmerka cepiva Obvezno
Hepatitis B | 0-1-6 mesecev (alternativno pospeSena shema). Kontrola Obvezno
anti-HBs 1-2 meseca po zakljuc¢ku cepljenja.
Dodatna serija in/ali druga shema po algoritmih za neodzivnike.
VZV Dokumentiran dokaz imunosti ali 2 odmerka Priporoceno

OMR = o$pice, mumps, rdecke, VZV = varicela-zoster virus.

* Zajema neklini¢no podporno osebije, ki ima lahko socialni stik z bolniki, vendar ni neposredno vklju¢eno v
njihovo oskrbo. Sem sodijo receptorji, administrativno osebje na oddelkih in ¢istilci.

Zdravstveni delavci v mikrobioloskem laboratoriju

Cepljenja in zas¢ita za ZD v mikrobioloskem laboratoriju na¢eloma sledijo oceni tve-
ganja glede na vrste bioloskih dejavnikov, s katerimi laboratorij dela, kar izrecno zah-
teva Pravilnik o varovanju delavcev pred tveganji zaradi izpostavljenosti bioloSkim
dejavnikom pri delu. Obveznost delodajalca je zagotoviti cepljenje, kadar tveganja
ni mogoce drugace zmanjsati (10).

Standardni nabor obveznih in priporocenih cepljenj za ZD v mikrobioloskih labo-
ratorijih je prikazan v Preglednici 3. Dodatno je glede na vrsto laboratorijskega dela
(delo s specificnimi kuzninami in/ali patogeni) in oceno tveganja potrebno razmis-
liti o cepljenju proti nalezljivim boleznim, opisanim v poglavju Dodatna cepljenja po
oceni tveganja delovnega mesta (10, 16).

Preglednica 3. Priporocila za cepljenje mikrobioloSkega laboratorijskega
osebja.*

Cepivo Shema Poudarki
OMR Dokumentiran dokaz imunosti ali 2 odmerka cepiva | Obvezno
Hepatitis B | 0-1-6 mesecev (alternativno pospeSena shema). Obvezno
Kontrola anti-HBs 1-2 meseca po zakljucku cepljenja.
Dodatna serija in/ali druga shema po algoritmih za
neodzivnike.
Gripa 1 odmerek Priporoc¢eno vsako sezono
Covid-19 1 posodobljen odmerek vsaj 6 mesecev od Priporoceno
predhodnega odmerka (minimalno 3 mesece)
oziroma vsaj 3 mesece po prebolelem covidu-19
VZV Dokumentiran dokaz imunosti ali 2 odmerka Priporoceno
Hepatitis A | Dokumentiran dokaz imunosti ali 2 odmerka Priporoceno za zaposlene v
¢revesnem mikrobioloSkem
laboratoriju
Meningokok | 2 odmerka cepiva (razmik 1 mesec): cepivo proti Priporoceno za zaposlene
meningokokom skupine B v mikrobioloskem
1 odmerek cepiva: 4-valentno cepivo proti laboratoriju, ki obdelujejo
meningokokom skupine A, C, W135inY likvor
Tdap/Td 1 odmerek vsakih 10 let Priporoceno

OMR = o$pice, mumps, rdecke, VZV = varicela-zoster virus.

* Zajema laboratorijsko in drugo osebje, ki redno ravna s patogeni ali potencialno okuZenimi vzorci. Poleg
tehni¢nega osebja sem sodijo tudi Cistilci, tajnice in receptorji v laboratorijih. Vklju¢eno mora biti tudi osebje,
ki dela v akademskih ali komercialnih raziskovalnih laboratorijih in ravna s klini¢nimi vzorci ali patogeni.
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Studenti v zdravstvu

Kandidati, ki se vpisujejo v programe srednjih ali visokoSolskih zavodov ter fakultet
s podrocij zdravstva, vzgoje in izobrazZevanja ter socialnega varstva, morajo imeti
ob vpisu opravljeno cepljenje v skladu s programom cepljenja iz 25. ¢élena ZNB. Ce
kandidat tega pogoja ne izpolnjuje, se njegov vpis zavrne, razen v primeru, ko je z
odloc¢bo o opustitvi cepljenja ugotovljeno, da za opustitev cepljenja obstajajo ute-
meljeni medicinski razlogi. Za pravne osebe, ki ravnajo v nasprotju s tem ¢lenom, je
predvidena globa (7).

RAZPRAVA

Cepljenje ZD je temeljni ukrep za zascito zaposlenih in ranljivih pacientov pred pre-
nosom nalezljivih bolezni v zdravstvu. Zaradi klju¢ne vloge, ki jo imajo ZD pri zago-
tavljanju zdravstvene oskrbe in promociji zdravja, prinasa visoka precepljenost ZD
Stevilne koristi tako na ravni posameznika kot tudi na ravni ustanove in druzbe. Vpliv
cepljenja je tako vecplasten - zagotavlja se vecja varnost ZD, saj so zaSCiteni pred
poklicno izpostavljenostjo boleznim, ki jih je s cepljenjem mogoce prepreciti. Posle-
di¢no se zmanjsa tveganje za okuzbo samih ZD, njihovih druZin in $irSe skupnosti.
Poleg tega cepljenje ZD pripomore k vecji odpornosti zdravstvenega sistema, saj $¢iti
klju¢no delovno silo in zmanjsSuje odsotnost z dela zaradi nalezljivih bolezni, kar je Se
zlasti pomembno med sezono gripe in ob pojavu epidemij. Cepljenje ZD pripomore
tudi k preprecevanju bolniSni¢nih okuzb in nadzoru nad njimi ter bistveno izboljsa
varnost najbolj ranljivih bolnikov. Navsezadnje pa spodbuja pozitivno zdravstveno
vedenje - cepljeni ZD pogosteje priporocajo cepljenje svojim bolnikom in njihovim
skrbnikom ter s svojim zgledom skrbijo za promocijo cepljenja v $irsi skupnosti (27).

Kljub napredku v poznavanju globalnega poloZaja nacionalnih politik cepljenja
ZD so podatki o dejanski precepljenosti za vecino cepiv Se vedno omejeni, prav tako
je malo znanega o nacinih izvajanja teh programov v posameznih drzavah (27). V
mednarodnem kontekstu se politike cepljenja ZD precej razlikujejo - od Stevila ce-
piv in tar¢nih skupin v zdravstvu do nacina implementacije (priporocena ali obvezna
cepljenja). Pregled cepilnih politik za ZD v Evropi iz leta 2018 je pokazal, da sta vanje
najpogosteje vkljuceni cepljenji proti HBV in sezonski gripi (v 35 drzavah). Sledijo
cepljenja proti oSpicam (28 drzav), rdeckam (25 drzav), mumpsu (24 drzav), nori-
cam (19 drzav), tetanusu (21 drzav), davici (20 drzav), oslovskemu kaslju (19 drzav)
in poliomielitisu (18 drzav). Ostale nalezljive bolezni, ki jih je mogoce prepreciti s
cepljenjem (hepatitis A, meningokokne in pnevmokokne okuzbe), so v priporocila
vkljucene redkeje. Obvezno cepljenje ZD je navedlo 13 drzav, v 10 drzavah pa je do-
kazilo o cepljenju pogoj za zaposlitev. Najpogosteje obvezno cepljenje velja za HBV
(10 drzav), v posameznih drZavah so obvezna tudi cepljenja proti gripi, OMR, davici,
tetanusu, oslovskemu kaslju, poliomielitisu, hepatitisu A, invazivnim meningokok-
nim okuZzbam in tuberkulozi. V ve¢ drZzavah obvezna cepljenja veljajo zgolj za to¢no
dolocene skupine ZD (1).

Izsledki raziskave iz leta 2018 o staliScih in odnosu javnosti do cepljenja v Slo-
veniji kaZejo, da skoraj vsi slovenski zdravniki zaupajo cepljenju in cepivom, glede
cepljenja pa najbolj zaupajo informacijam slovenskih strokovnjakov s tega podrodja.
Velika vecina (93 %) tudi podpira sedanjo ureditev obveznega cepljenja proti dolo-
¢enim nalezljivim boleznim. Zal pa je ista raziskava pokazala, da znanje $tudentov
medicine o cepljenju ni zadovoljivo, saj cepljenju in cepivom ne pripisujejo tolikSne
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pomembnosti, kot bi se za stroko pricakovalo. Zato bo v prihodnje smiselno, da se
med Studijem medicine cepljenju nameni ve¢ pozornosti (28).

Podatki za Slovenijo kaZejo, da precepljenost med ZD ni zadovoljiva, pri cemer
je Se zlasti problemati¢no pomanjkanje podatkov o precepljenosti ZD na nacionalni
ravni kot tudi na ravni posameznih ustanov. Analiza precepljenosti ZD proti gripi v
Sloveniji med letoma 2009 in 2019 je pokazala nizko precepljenost slovenskih ZD,
ki ne dosega priporocil SZO ter Evropskega centra za preprecevanje in nadzor bo-
lezni (angl. European Centre for Disease Prevention and Control, ECDC), ki za cilj do-
locata 75-odstotno precepljenost. Povprecna precepljenost v obdobju med letoma
2009 in 2019 je znasala zgolj 12,9 %, pri ¢emer je bila najviSja stopnja zaznana v
sezoni 2009/10 (21 %), najnizja pa v sezoni 2015/16 (7 %). Podobno nizke stopnje
precepljenosti so sicer znacilne tudi za ZD v drugih evropskih drzavah (29). Druga
raziskava je pokazala, da se proti gripi redno cepi 52 % zdravnikov, dodatnih 24 %
pa obcasno (28), medtem ko so zadnji podatki nekoliko bolj obetavni, saj se je Ste-
vilo cepljenih ZD proti gripi malce zvisalo, in sicer s 5518 v sezoni 2023/2024 na
6333 v sezoni 2024/2025 (30). Za ostale nalezljive bolezni, ki jih preprecujemo s
cepljenjem ZD (npr. hepatitis A, KME, meningokokne okuzZbe, tifus), nimamo razpo-
lozljivih podatkow.

Trenutna ureditev v Sloveniji sicer zagotavlja solidno pravno in organizacijsko
podlago za visoko precepljenost klju¢nih skupin, vendar se v praksi pojavljajo Stevilni
izzivi. Med njimi so pomanjkanje enotnih registrov precepljenosti, neenak dostop do
brezplacnega cepljenja na delovnem mestu ter dejstvo, da izjave o varnosti z oceno
tveganja ne zajemajo vseh potrebnih cepljenj. Poleg tega v zdravstvenih organizaci-
jah niso vzpostavljene ustrezne evidence o cepljenju zaposlenih. Ce zaposleni niso
cepljeni, delodajalci praviloma ne ukrepajo, ¢eprav so odgovorni za zagotavljanje
varnega delovnega okolja in preprecevanje tveganja, da bi necepljeni delavci zboleli
ali prenesli nalezljive bolezni na druge osebe (31).

Implementacija cepljenja ZD v zdravstvenih ustanovah zato mora biti del siste-
ma vodenja kakovosti in varnosti ter mora biti jasno opredeljena v politiki cepljenja
ustanove, ki naj bo dostopna vsem zaposlenim. Ob zaposlitvi je potrebno opraviti
popis cepilnega statusa zaposlenih glede klju¢nih nalezljivih bolezni, kot so HBY,
OMR, VZV, davica, oslovski kaselj, gripa in covid-19. Na podlagi tega se pripravi indi-
vidualni na¢rt imunizacije za vsakega zaposlenega.

Ocena tveganja mora biti dokumentirana in aktualna, pri ¢emer se mora seznam
obveznih in priporocenih cepljenj pregledati vsaj enkrat letno oziroma ob spremem-
bi dejavnosti (npr. uvedba novih preiskav za dokazovanje novih mikroorganizmov,
projektov). Pri obravnavi novih mikroorganizmov se preveri Priloga III (seznam bi-
oloskih dejavnikov, posodobitev 2024) in ustreznost varnostnih ukrepov, vklju¢no
s cepljenji zaposlenih (11). DolZnost delodajalca je, da vodi evidenco imunizacije
zaposlenih in usklajuje termine ter ravna po letnem programu in navodilih NIJZ.
Delodajalec mora v skladu s Pravilnikom o varovanju delavcev pred tveganji zaradi
izpostavljenosti bioloSkim dejavnikom pri delu ter ob upoStevanju ocene tveganja
zagotoviti izvedbo cepljenja za zaposlene (10).

Za primer incidenta pri ZD (nenamerna poskodba z ostrim predmetom, izposta-
vljenost sluznic o¢i, nosu ali ust krvi oziroma aerosolu, ki nastane ob razprsitvi krvi,
razlitje krvi ali telesnih tekocCin s primesjo krvi po poskodovani koZi ali po vecjih po-
vrsinah normalne kozZe in/ali sluznice) mora biti v vsaki zdravstveni ustanovi nujno
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vzpostavljen sistem obvladovanja poklicnih okuZb, ki je na voljo 24 ur na dan. Takoj
je treba izvesti ustrezno prvo pomod¢, porocati o incidentu odgovorni osebi, ovre-
dnotiti incident, poskrbeti za ustrezno zascito po izpostavljenosti (cepljenje oziroma
kemoprofilaksa) ter zagotoviti svetovanje ter klini¢no in laboratorijsko spremljanje
izpostavljenega ZD. Poizpostavitveni protokoli v primeru incidenta morajo biti prip-
ravljeni vnaprej (10-13).

Zdravstvene ustanove naj letno vabijo zaposlene k cepljenju proti gripi in covi-
du-19, ob tem pa naj zagotovijo tudi obc¢asna dopolnilna (»catch-up«) cepljenja pro-
ti davici in oslovskemu kaslju, OMR in VZV, Kjer je to potrebno. Evidenca izvedenih
cepljenj mora biti usklajena z navodili NIJZ ter letnim programom cepljenja.

Za ucinkovito izvajanje imunizacije sta potrebna tudi stalna komunikacija in izo-
brazevanje zaposlenih, zlasti v smislu vsakoletne promocije cepljenja pred zacetkom
sezone gripe. NIJZ redno objavlja strokovna gradiva, ki podpirajo informiranost in
ozavescenost ZD (16, 26).

ZAKLJUCEK

Zagotavljanje obveznega cepljenja proti HBV in OMR za ZD ter dosledno izvajanje pri-
porocenih cepljenj (proti gripi, covidu-19, oslovskemu kaslju, davici, OMR in VZV ter
po oceni tveganja tudi drugih) ostaja temelj varne zdravstvene oskrbe in laboratorij-
ske prakse v Sloveniji. Operativna izvedba cepljenj naj sledi aktualnim priporocilom
NIJZ ter oceni tveganja v skladu s Pravilnikom o varovanju delavcev pred tveganji
zaradi izpostavljenosti bioloskim dejavnikom pri delu. Dodatno je pomembno zago-
toviti redna obnovitvena usposabljanja o cepljenju za ZD ter dostopnost cepiv za vse
zaposlene v zdravstvu, saj to pomembno prispeva k visji precepljenosti in varnosti
tako zaposlenih kot tudi bolnikov.
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