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1.4.Scelta dei punti di prelievo per il monitoraggio
e posizionamento della strumentazione
di rilevamento

In tutti gli ambienti indoor degli edifici scolastici la scelta dei punti di prelievo dove collocare
gli strumenti e i dispositivi per determinare la concentrazione degli inquinanti in aria riveste
grande rilevanza ai fini della valutazione del dato ambientale e della qualita dell’esposizione degli
studenti, dei docenti, del personale tecnico-amministrativo, degli operatori/addetti, ecc.; pertanto
essa deve essere operata ponendo una particolare attenzione alle caratteristiche delle aule e degli
ambienti esaminati, alla gestione e descrizione dei tempi di permanenza (degli studenti, del
personale docente, del personale tecnico-amministrativo, di operatori esterni, ¢ di addetti alle
pulizie, ecc.) alle specifiche condizioni di utilizzo (attivita svolta, materiale didattico utilizzato,
comportamenti, numero di studenti/stato occupazione, utilizzo e operativita di sistemi di
ventilazione, ecc.), al fine di ottenere un risultato che possa essere realmente descrittivo della
qualita dell’aria indoor e utile a formulare approcci metodologici per attuare corrette azioni di
prevenzione e protezione degli studenti e del personale operante (docente non docente) nelle
strutture scolastiche.

Per gli ambienti scolastici non ¢ necessario investigare tutti i suoi ambienti ma possono essere
individuate le aree omogenee e piu rappresentative in relazione agli obiettivi del programma di
rilevamento (es. aule, laboratori didattici, palestre, uffici amministrazione, ecc.).

Nell’operare la scelta del punto di campionamento di un’aula, di un laboratorio didattico
specialistico, o della palestra ¢ necessario posizionare la strumentazione di rilevamento al centro
dell’aula o del laboratorio didattico specialistico, e al centro della palestra o dell’ufficio oggetto
di studio oppure in altre posizioni ambientali strategiche (vicino alla cattedra del docente), qualora
cio risulti di difficile realizzazione, il punto deve essere ad una distanza non inferiore a 1 m dalla
parete piu vicina e ad un’altezza di circa 1,5 m dal pavimento, cosi come specificato nella UNI
EN ISO 16000-1 e nei Rapporti ISTISAN che regolano la materia (1, 2).

Nel caso specifico delle aule in cui gli studenti sono in posizione seduta al banco, puo rivelarsi
utile posizionare il campionatore a un’altezza compresa tra 1 e 1,5 m dal pavimento che
corrisponde orientativamente alla zona in cui gli studenti e personale docente compiono la
respirazione.

In riferimento al personale degli uffici tecnico-amministrativi che opera a contatto con i
genitori (es. segreterie, ecc.), i campionatori saranno posizionati a un’altezza compresa tra 1,2 e
1,5 m dal pavimento (1, 2) in considerazione del fatto che i lavoratori trascorrono gran parte della
loro propria attivita in posizione seduta.

Inoltre non ¢ consigliabile posizionare i campionatori in punti delle aule o delle aree e/o locali
che siano soggetti a fuoriuscite di correnti d’aria naturale o forzata da pareti o soffitti che puo
incanalare ’aria verso direzioni obbligate, o all’aperture di porte ingresso, o ad irraggiamento
solare diretto (es. vicino alle finestrature) o che ospitino sorgenti o fonti di calore (es. a ridosso
dei radiatori dei termosifoni fissi, portatili, fancoil, faretti, ecc.) per non compromettere la
significativita delle misure o dell’intera azione di rilevamento per i gradienti di temperatura, di
flussi fluidodinamico e di concentrazione che si generano all’interno degli spazi indoor.
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1.5. Misure contemporanee in aria ambiente outdoor

Al fine di valutare il contributo delle sorgenti interne ai livelli di concentrazione indoor dei
principali inquinanti chimici (es. COV, PMjy ¢ PMys, SVOC, ecc.) ¢ necessario determinare
contemporaneamente le concentrazioni degli stessi inquinanti in aria outdoor (all’esterno degli
ambienti scolastici esaminati). Infatti, la conoscenza delle concentrazioni outdoor degli inquinanti
di interesse permette di pesare e stimare la situazione di inquinamento nel contesto locale delle
aree studiate, in particolare di individuare eventuali contributi alle concentrazioni indoor di
inquinanti atmosferici, dovuti all’ingresso di aria outdoor e quindi al ricambio dell’aria, sia esso
naturale o forzato (1, 2).

I campionamenti dell’aria ambiente outdoor devono essere effettuati preferibilmente nelle
vicinanze degli ambienti dell’edificio scolastico oggetto di studio, comunque a non meno di 1 m
dalla parete esterna e a un’altezza confrontabile con quella di posizionamento del campionatore
all’interno delle aule, laboratori didattici specialistici, palestra, uffici, segreterie o delle zone sotto
esame. Se gli ambienti scolastici sono dotati di impianti tecnologici centralizzati di VMC o di
climatizzazione, per valutare correttamente il contributo dell’aria outdoor un secondo
campionatore va posizionato contemporaneamente alle misure, in prossimita della presa d’aria
esterna dell’impianto.

Gli intervalli temporali di campionamento dell’aria outdoor devono essere gli stessi utilizzati
per il monitoraggio indoor.

1.6. Attivita da effettuare prima dell’inizio
del monitoraggio dell’aria indoor

Per creare le condizioni migliori per un’efficace attivita di monitoraggio € necessario effettuare
un ricambio dell’aria degli ambienti (es. aule, laboratori didattici, palestra, biblioteca, uffici,
biblioteca, area comuni, aula magna, ecc.) prima di procedere al rilevamento degli inquinanti.
Questa azione permette di allontanare le sostanze che si sono gia accumulate nell’aula, nel
laboratorio didattico specialistico, in palestra, nell’ufficio e/o nelle altre aree in studio in base
all’uso che ne ¢ stato fatto precedentemente e alla presenza continuativa o occasionale di persone
in numero e con caratteristiche indefinite fino a quel momento.

In generale, le indicazioni relative alle modalita con cui effettuare questa azione preventiva
dipendono dal diverso tipo di ventilazione di cui sono dotate le aule o gli altri ambienti scolastici.
Nel caso in cui la ventilazione ¢ di tipo naturale ¢ consigliabile effettuare, prima di iniziare le
attivita di monitoraggio, una ventilazione completa dell’aula o degli altri ambienti per almeno 15
minuti, tenendo aperte porte e finestre della stanza ¢ se possibile anche quelle del corridoio, in
assenza di qualsiasi attivita o presenza umana. Dopo tale periodo di tempo le porte e le finestre
dovranno essere richiuse per circa 8 ore (preferibilmente per un’intera notte) e solo
successivamente si potra dare inizio ai campionamenti ¢ alle misurazioni, tenendo le porte ¢ le
finestre della stanza chiuse (questo rappresenta il dato del bianco). Infine le misure andranno
ripetute, con le stesse modalita, durante 1’utilizzo ordinario dell’aula o degli altri ambienti con la
presenza/permanenza di studenti, personale docente e tecnico-amministrativo, lavoratori ditte
esterne, ecc.

Se invece 1’aula o gli ambienti dell’edificio scolastico sono dotati di sistemi VMC o di impianti
climatizzazione o di condizionamento (es. pompe di calore, radiatori, split, stufe o scaldini
portatili, ventilatori, ecc.) questi sistemi saranno mantenuti accesi secondo 1’operativita abituale
per almeno 3 ore prima di operare in assenza di qualsiasi attivita o presenza umana, € solo
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successivamente si potra dare inizio al campionamento (questo rappresenta il dato del bianco). A
seguire la misura andra ripetuta, con le stesse modalita, durante 1’utilizzo ordinario dell’area e/o
locale con la presenza/ permanenza di studenti, personale docente e tecnico-amministrativo,
lavoratori/operatori, ecc.

Bibliografia

1.

Fuselli S, Pilozzi A, Santarsiero A, Settimo G, Brini S, Lepore A, de Gennaro G, Demarinis Loiotile
A, Marzocca A, de Martino A, Mabilia R. Strategie di monitoraggio dei composti organici volatili
(COYV) in ambiente indoor. Roma: Istituto Superiore di Sanita; 2013. (Rapporti ISTISAN 13/4).

. Settimo G, Musmeci L, Marzocca A, Cecinato A, Cattani G, Fuselli S, per il Gruppo di Studio

Nazionale sull’Inquinamento /ndoor. Strategie di monitoraggio del materiale particellare PM;y e
PM; 5 in ambiente indoor. Caratterizzazione dei microinquinanti organici e inorganici. Roma: Istituto
Superiore di Sanita; 2016. (Rapporti ISTISAN 16/16).

. Settimo G. Attivita del Gruppo di Studio Nazionale Inquinamento Indoor. Notiziario Istituto Superiore

Sanita 2017;30(4):3-7.

. Settimo G. La qualita dell’aria in ambienti confinati: nuovi orientamenti nazionali e comunitari.

Notiziario Istituto Superiore di Sanita 2012;25(5):7-10.

. WHO Regional Office for Europe. Guidelines for indoor air quality: selected pollutants. Copenhagen:

WHO Europe, 2010.

. Settimo G, D’ Alessandro D. European community guidelines and standards in indoor air quality: what

proposals for Italy. Epidemiol Prev. 2014;38(6):36-41.

. Settimo G. Qualita dell’aria negli ambienti confinati: aspetti tecnici e legislativi. Workshop. La qualita

dell’aria indoor: attuale situazione nazionale e comunitaria. In: Santarsiero A, Musmeci L, Fuselli S
per il Gruppo di Studio Nazionale sull’Inquinamento /ndoor (Ed.). Workshop. La qualita dell’aria
indoor: attuale situazione nazionale e comunitaria. L’esperienza del Gruppo di Studio Nazionale
Inquinamento Indoor. Istituto Superiore di Sanita. Roma, 28 maggio 2014. Atti. Roma: Istituto
Superiore di Sanita; 2015. (Rapporti ISTISAN 15/4). p. 1-10.

. Settimo G. Inquinamento dell’aria in ambienti confinati: orientamenti e valutazioni in campo nazionale

e comunitario. In: Fuselli S, Musmeci L, Pilozzi A, Santarsiero A, Settimo G per il Gruppo di Studio
Nazionale sull’Inquinamento Indoor (Ed.). Workshop. Problematiche relative all’inquinamento
indoor: attuale situazione in Italia. Istituto Superiore di Sanita. Roma, 25 giugno 2012. Atti. Roma:
Istituto Superiore di Sanita; 2013. (Rapporti ISTISAN 13/39). 7-20.

22


https://www.scopus.com/authid/detail.uri?authorId=7006371962&amp;eid=2-s2.0-84937566360

Rapporti ISTISAN 20/3

2. INQUINANTI BIOLOGICI: STRATEGIE
E METODI DI MONITORAGGIO DELL’ARIA INDOOR

L’aria di un ambiente indoor puod comportare 1’esposizione a diversi inquinanti di natura
biologica che, per contatto dermico o inalazione, possono diventare fattori di rischio per la salute
degli occupanti.

Tra gli ambienti indoor, le scuole rappresentano una realta particolarmente significativa. In
quest’ambito si muove un gran numero di individui, come studenti di varie fasce d’eta, personale
docente ¢ non docente, genitori, visitatori occasionali, ecc., e la valutazione dell’esposizione di
ognuno di questi gruppi di persone a fattori di rischio per la salute risulta abbastanza complessa.

Si presume che, tra i frequentatori degli ambienti scolastici, gli studenti siano la categoria piu
sensibile agli effetti degli inquinanti eventualmente presenti, poiché i tempi di permanenza in aula
o altri ambienti didattici, la convivenza con altri studenti, e soprattutto, stile di vita e condizioni
fisiologiche possano avere ulteriori influenze negative.

Il concetto di contaminazione indoor sebbene richiami piu facilmente 1’idea di un
inquinamento di natura chimica in un ambiente indoor, in realta comprende i non meno importanti
effetti negativi sulla salute umana dovuti alla grande varieta di particelle biologiche inalabili e/o
respirabili (bioaerosol) in grado di provocare malesseri e patologie di natura infettiva, allergica o
tossigena (1).

1l bioaerosol, costituito da un insieme di componenti di origine biologica quali microrganismi,
insetti e materiale biologico da essi derivato (squame cutanee, peli (animali), pollini, endotossine,
acari della polvere, spore fungine, allergeni, ecc.) ¢ in grado di diffondersi facilmente nell’aria e
di formare aggregati di varie dimensioni che possono restare a lungo in sospensione negli
ambienti indoor. Queste particelle (PM) non si comportano come una polvere inerte ma fungono
da veicolo di trasporto per tossine, allergeni e diverse forme microbiche, la cui sopravvivenza ¢
supportata dalla sostanza organica in esse contenuta.

Gli effetti sulla salute del materiale particellare (PM) veicolato dal bioaerosol dipendono sia
dalla dimensione delle particelle (pit sono piccole e piu efficace diventa la capacita di
penetrazione nell’apparato respiratorio), che dalla composizione e attivita biologica delle stesse
(2).

Nelle scuole, come pure in altri ambienti indoor, gli inquinanti sono generalmente presenti a
basse concentrazioni, ma un’esposizione prolungata puo essere ugualmente dannosa per la salute,
anche tenendo conto che le caratteristiche di un ambiente scolastico non sono statiche e variano
in funzione di molti fattori. Parametri stagionali e meteorologici, condizioni strutturali e
impiantistici (acqua/aria) degli edifici, microclima, numero dei soggetti presenti e attivita da loro
svolta agiscono singolarmente e in sinergia per modificare 1’indoor.

La presenza di contaminanti di origine biologica ¢ uno degli elementi determinanti per valutare
la qualita dell’aria indoor e stabilire se si possono instaurare condizioni negative per la salute.

2.1. Rischio biologico negli ambienti scolastici

Negli ambienti scolastici il rischio dovuto alla presenza di agenti biologici ¢ in prevalenza di
natura infettiva e allergica, in dipendenza del contenuto nel bioaerosol di batteri, virus, funghi,
pollini e altre componenti di origine organica. Le vie di esposizione a condizioni di pericolo per
la salute sono principalmente legate a inalazione e¢/o contatto di aria/superfici contaminate.
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Inoltre, si distingue contatto diretto se la trasmissione avviene tra individuo e individuo, oppure
contatto indiretto, qualora il contatto sia con oggetti o superfici.

In ambito scolastico, il rischio biologico pud essere amplificato quando si presentano
condizioni di sovraffollamento all’interno delle aule e/o insufficiente ricambio d’aria che possono
provocare, insieme ad una generica sensazione di disagio, una limitata diluizione degli agenti
biologici aerodispersi ¢ un aumento della temperatura e dell’umidita, condizioni, favorevoli allo
sviluppo di muffe.

L’esposizione degli studenti al bioaerosol degli ambienti indoor ¢ associata ad un aumentato
rischio di contrarre malattie allergiche, asma e infezioni respiratorie (1-3). L’esposizione ad
inquinanti biologici indoor pud, infatti, interferire con la funzionalita respiratoria, e pud
determinare effetti inflammatori a livello delle vie aeree.

Tra gli agenti biologici, 1 funghi filamentosi (muffe) rivestono particolare importanza poiché,
oltre a costituire un indice rilevante di qualita ambientale, in quanto correlabili ad una elevata
umidita, polverositd e ridotta ventilazione, possono essere responsabili di reazioni di
ipersensibilita, sintomi respiratori allergici e patologie infettive.

L’esposizione alle muffe negli ambienti indoor, come quelli scolastici, ¢, infatti, associata in
modo significativo a disturbi dell’apparato respiratorio, asma, aumentata sensibilita alle sostanze
chimiche e alle allergie (4).

La sintomatologia che puo far seguito all’esposizione alle muffe ¢ molto ampia: raffreddore,
tosse, congestione, irritazione degli occhi con lacrimazione, respiro corto, congiuntivite, rinite,
oltre ad asma e allergie. Alcune muffe, inoltre, producono micotossine che hanno effetti
cancerogeni, teratogeni e proprieta neurotossiche (4, 5).

Sulla base di alcuni studi epidemiologici si ¢ potuto stimare che nei bambini in eta scolare
I’esposizione a muffe in ambiente indoor pud aumentare fino a cinque volte il rischio di contrarre
I’asma (6). L’asma bronchiale, d’altra parte, risulta la principale causa di assenze scolastiche nelle
scuole primarie e secondarie (7). Uno studio ha anche evidenziato una percentuale di positivita
pari al 14% tra i bambini in eta scolare sottoposti a prove allergiche per gli allergeni fungini (8).

In Italia, I’asma e la rinite allergica risultano tra le patologie croniche piu diffuse nell’infanzia
e nell’adolescenza (9). Si calcola che circa il 15-20% della popolazione italiana soffra di allergie,
fenomeno in crescita, soprattutto tra i piu giovani che frequentano le scuole e le donne
(http://www.epicentro.iss.it/problemi/asma/asma-epi.asp).

Numerose evidenze dimostrano che la rimozione degli allergeni in ambiente indoor determina
una riduzione dei sintomi nei pazienti allergici. Nelle scuole ¢ stato anche dimostrato che le
misure che tendono a migliorare la qualita dell’aria, pur non evitando la comparsa di malattie
respiratorie o allergiche, contribuiscono ad attenuarne i sintomi e a prevenire forme acute anche
gravi, migliorando la qualita di vita di tutti coloro che frequentano usualmente la scuola sia per
motivi di studio che di lavoro (10).

2.1.1. Microrganismi negli ambienti scolastici

I microrganismi sono onnipresenti e in grado di vivere e riprodursi utilizzando una moltitudine
di substrati. Negli ambienti indoor come quello scolastico, ’apporto microbico dipende
soprattutto dall’introduzione e dalla movimentazione di persone e oggetti; inoltre, le
caratteristiche di qualita dell’aria indoor, possono essere influenzate dai movimenti di
circolazione dell’aria, anche proveniente dall’esterno e, in misura minore dalla peculiarita dei
materiali propri dell’ambiente stesso (arredamenti, pitture e rivestimenti delle pareti, ecc.) che,
nel corso del tempo, possono rilasciare sostanze o particelle nell’ambiente.

Il numero di microrganismi con cui si pud venire in contatto negli ambienti indoor delle
strutture scolastiche ¢ molto vario, puo essere elevato in caso di un insufficiente ricambio d’aria
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e per condizioni di elevata umidita o ristagno d’acqua e, per molti di essi, non sono ben chiare le
modalita attinenti alla loro infettivita attraverso 1’aria. Solo nel caso dei virus ¢ nota la dose
infettante minima ed ¢ quantificabile intorno a poche unita. Anche la variabilita dovuta alla
ricettivita e alla risposta individuale al rischio di infezione microbica ¢ tale da non permettere la
definizione di limiti di esposizione accettati dalla comunita scientifica internazionale e da poter
essere utilizzati come valori soglia (11).

La varieta ed eterogeneita degli agenti biologici che concorrono alla formazione del bioaerosol
e la complessita dei molteplici fattori implicati, che rendono difficoltoso caratterizzare la matrice
aria, rendono necessaria una indagine sistematica per poter valutare la qualita microbiologica di
un ambiente indoor come quello scolastico. Sara necessario cominciare dalla ricerca di
microrganismi specifici, o aggregati coltivabili di microrganismi, che siano degli indicatori adatti
a delinearne le caratteristiche di salubrita. In seguito sara possibile programmare delle analisi di
routine al fine di determinare la presenza di specifici agenti patogeni sia nell’aria che sulle
superfici con la definizione di un piano di monitoraggio che prenda in considerazione:

— tipo e caratteristiche dell’ambiente scolastico indoor da investigare (aule, laboratori

didattici specialistici, biblioteche, uffici di segreteria, palestre);
— attivita che vi si svolgono;
— tipologia dei frequentatori dell’ambiente da valutare (studenti, personale docente e
personale non docente);
— caratteristiche dell’ambiente outdoor.

I parametri microbiologici per un’analisi quantitativa di base sono rappresentati da:

— Carica batterica psicrofila
batteri con crescita intorno ai 22°C (intervallo 15-30°C), considerati indicatori di
contaminazione microbica ambientale;

— Carica batterica mesofila
batteri con crescita intorno ai 37°C (intervallo 25-40°C), considerati indicatori di
contaminazione di origine umana o animale;

— Carica fungina
comprendente muffe e lieviti, indicatori ambientali molto importanti, in quanto sono molto
spesso correlati ad un’elevata umidita e polverosita, ridotta ventilazione e scarsa qualita
dell’aria.

Successivamente 1’indagine puo essere approfondita con un’analisi qualitativa che, sulla base
dell’obiettivo che si vuole raggiungere, dovrebbe evidenziare la presenza di:

— Dbatteri Gram-positivi, appartenenti soprattutto al genere Staphylococcus spp. (in particolar
modo ricercare la presenza del patogeno S. aureus), poiché indici di una contaminazione
di origine antropica; Enterococchi/Streptococchi fecali indicatori di una contaminazione
sia ambientale che fecale, potendo sopravvivere in condizioni ambientali difficili;

— batteri Gram-negativi, produttori di endotossine. Tra essi si possono ricercare i batteri
appartenenti al genere Pseudomonas spp. (soprattutto P. aeruginosa) che, per la loro
capacita di adattamento, sopravvivenza e moltiplicazione anche in condizioni ambientali
sfavorevoli, sono in grado di fornire utili indicazioni sulla qualita dell’ambiente; sono da
considerarsi, inoltre, un valido indicatore della presenza di altri batteri Gram-negativi vitali,
ma coltivabili con difficolta; Enterobacteriaceae (Escherichia coli, Klebsiella spp.) che
possono dare utili informazioni sui livelli di contaminazione legata allo stato igienico-
ambientale, essendo tipici indicatori di inquinamento di origine fecale.
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2.1.2. Virus negli ambienti scolastici

I virus rappresentano una delle cause pit comuni di malattie infettive trasmesse in ambienti
indoor, come quello delle strutture scolastiche, soprattutto a causa delle loro caratteristiche di
elevata contagiosita e resistenza ambientale.

Per quanto riguarda i virus € necessario considerare che per questo parametro non esistono
indicatori di contaminazione, a causa dell’ampia varieta di gruppi virali esistenti, delle grandi
differenze fra loro, di virulenza e di patogenicita e, soprattutto, sapendo che la presenza/assenza
di un patogeno non indica la presenza/assenza di altri patogeni virali; ogni virus deve essere
considerato “indicatore” di sé stesso, con variabilitd di concentrazione spazio-temporali e di
specie. Pertanto, la ricerca mirata di virus in un ambiente indoor puo essere predisposta a valle di
conclamate situazioni critiche.

I primi virus ad essere identificati nell’aria di ambienti indoor sono stati gli adenovirus alla
fine degli anni ’60; le prime rassegne sui virus in ambienti indoor sono state pubblicate negli anni
’80 (12, 13).

Da allora virus appartenenti a diverse famiglie sono stati identificati nell’aria e sulle superfici
di differenti tipi di ambienti indoor e diverse epidemie sono state documentate in edifici pubblici
e privati, mezzi di trasporto (aerei), strutture comunitarie quali ospedali, caserme e soprattutto
scuole.

Di seguito vengono descritte le caratteristiche generali di alcuni gruppi di virus che possono
essere trasmessi in ambienti indoor scolastici per via aerea mediante droplet-nuclei o con
goccioline aeree di grandi dimensioni, oppure per contatto con superfici contaminate.

Il virus dell’influenza ¢ responsabile di una malattia acuta del tratto respiratorio molto
contagiosa, caratterizzata da febbre, cefalea, tosse e mialgia; la patologia respiratoria puo essere
accompagnata anche da manifestazioni a carico del tratto gastrointestinale. In genere i sintomi si
risolvono entro una settimana dall’esordio, ma possono talvolta verificarsi casi severi per
sovrainfezioni batteriche o virali. La trasmissione avviene soprattutto per diffusione di goccioline
di secrezioni naso-faringee espulse mediante starnuti e tosse; tali goccioline possono depositarsi
direttamente sulle mucose di ospiti a contatto ravvicinato €/o su oggetti ¢ superfici. Anche la
trasmissione aerea mediata da droplet-nuclei o polveri contaminate rappresenta una importante
via di trasmissione (14, 15). In letteratura sono descritte epidemie influenzali in ospedali, strutture
residenziali, mezzi di trasporto e strutture scolastiche (16-21).

Le scuole rappresentano ambienti ad elevato rischio per epidemie da virus influenzali, dal
momento che 1 bambini e gli adolescenti presentano attack-rate elevati, contribuendo in modo
considerevole alla trasmissione dell’infezione nella comunitd. E stato dimostrato che la
temporanea chiusura delle scuole durante i periodi di picco epidemico pud contribuire a mitigare
I’impatto di epidemie (17, 22, 23).

I thinovirus rappresentano la causa pit comune di infezione del tratto respiratorio superiore
(comuni raffreddori) soprattutto nei bambini in eta scolare, nei quali possono verificarsi dai sei
agli otto episodi durante I’anno. Possono, inoltre, essere coinvolti nella acutizzazione di patologie
come 1’asma e la broncopneumopatia cronica ostruttiva. I rhinovirus sono molto infettivi; si stima,
infatti, che un paziente infetto sia in grado di contagiare il 75% dei membri di una famiglia o di
una scolaresca. Si conoscono piu di 100 tipi di rhinovirus con proprieta antigeniche diverse ed ¢
proprio la grande varieta di antigeni virali che determina la frequente ricorrenza dell’infezione.
La trasmissione piu diffusa ¢ quella mediante goccioline aeree di grandi dimensioni, ma ¢ stata
dimostrata anche la trasmissione attraverso piccole particelle aerosolizzate (24). Sono
documentate epidemie da rhinovirus in ambienti indoor, come scuole, strutture di lungodegenza,
ospedali, strutture sanitarie neonatali (25-27).
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Gli enterovirus sono responsabili di numerose patologie a carico di diversi organi e apparati:
patologie respiratorie, gastrointestinali (diarrea), oculari, cardiovascolari (miocarditi) e del
sistema nervoso centrale. Le infezioni sono comuni in tutto il mondo e sono presenti durante tutto
I’anno con un picco nei paesi temperati in estate-autunno. Gli enterovirus si replicano nel tratto
gastro-intestinale e vengono trasmessi principalmente per via oro-fecale, ma anche mediante
secrezioni respiratorie. Sono documentate epidemie da enterovirus in ambienti scolastici (28-30).
11 virus dell’epatite A ¢ responsabile di una malattia infettiva acuta che colpisce il fegato che puo
decorrere in maniera asintomatica oppure manifestarsi con malessere generale, febbre, ittero,
nausea e vomito. La malattia ha in genere un’evoluzione benigna, ma possono verificarsi forme
con andamento grave e forme fulminanti per insufficienza epatica. L’infezione si trasmette per
via oro - fecale, mediante cibi o bevande contaminati. Epidemie da epatite A in ambienti scolastici
sono documentate in letteratura (31, 32).

Gli adenovirus sono responsabili di infezioni a carico dell’apparato respiratorio, dell’apparato
gastro-intestinale e uro-genitale e a carico dell’occhio (congiuntiviti, cheratocongiuntiviti).
Rappresentano una causa importante di morbilita ¢ mortalita in pazienti immunodepressi, nei
neonati e nei bambini. Sono molto contagiosi: espettorato e secrezioni orali possono contenere
10°-107 particelle virali/mL (33). E stato dimostrato che la maggior parte della popolazione all’eta
di dieci anni ha contratto un’infezione da adenovirus. Dopo 1’infezione si sviluppano anticorpi
tipo-specifici che conferiscono una protezione duratura per lo stesso sierotipo. Gli adenovirus
vengono trasmessi principalmente per contatto diretto e per via fecale-orale, ma possono essere
trasmessi anche per via aerea. Epidemie provocate da adenovirus sono state documentate in
diverse tipologie di ambienti indoor, comprese strutture scolastiche, sanitarie, ¢ assistenziali (34-
36).

La trasmissione di virus in ambienti indoor non ¢ esclusiva dei virus respiratori, ma € possibile
anche per virus gastroenterici. I norovirus sono responsabili di gastroenterite sporadica ed
epidemica in tutte le fasce d’eta, rappresentando in tutto il mondo un importante problema di
sanita pubblica.

La dose infettante ¢ molto bassa (10!-10? particelle virali) e di conseguenza questi virus sono
molto contagiosi. Inoltre, un soggetto infetto elimina nell’ambiente una elevata carica virale
(milioni di particelle virali/g di feci o per mL di vomito); questo spiega il verificarsi di epidemie
soprattutto in contesti comunitari quali case di cura, caserme, navi da crociera e scuole. I norovirus
sono trasmessi per via oro-fecale, per consumo di acqua o alimenti contaminati o contatto con
superfici contaminate o contatto diretto persona-persona.

Alcuni studi dimostrano la possibilita di loro trasmissione in ambienti indoor anche attraverso
la via aerea. Infatti, le particelle virali possono aerosolizzare durante episodi di vomito o a seguito
degli scarichi degli impianti igienici; possono quindi essere inalate, depositate nelle alte vie
respiratorie e in seguito ingoiate con il muco respiratorio. Possono inoltre depositarsi sulle
superfici ed essere quindi trasferite per contatto o essere di nuovo risospese nell’aria (37).

Uno studio del 2017 descrive una epidemia da norovirus in una scuola con 20 casi e attack
rate del 52,6%; in questo caso ¢ stata ipotizzata la trasmissione per via aerea attraverso I’aria
condizionata (38). Un’altra epidemia scolastica ¢ stata documentata negli Stati Uniti, in una scuola
elementare, con 27 studenti affetti da nausea, vomito e diarrea (39). Durante I’epidemia il virus ¢
stato rilevato su una tastiera di un computer e sul mouse, evidenziando rischi legati all’utilizzo di
apparecchiature informatiche in comune.

Nel 2013 lo European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) ha pubblicato un
rapporto tecnico sulla prevenzione delle infezioni da norovirus nelle scuole (40).

Gli studi e le ricerche sulla presenza dei virus in ambienti indoor risultano di difficile
interpretazione per la mancanza di specifici riferimenti normativi e di valori soglia. Sono, infatti,
ancora poco conosciuti sia le dinamiche della sopravvivenza e della disseminazione/trasporto dei
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virus in ambienti indoor, sia il ruolo che hanno la ventilazione, il microclima e gli altri fattori
ambientali. Ne consegue che la possibilita di prevenire e controllare le infezioni virali negli
ambienti indoor, come quello scolastico, ¢ molto limitata, anche in relazione a imprevedibili
situazioni comportamentali degli studenti.

2.1.3. Allergeni negli ambienti scolastici

L’esposizione agli allergeni indoor puo verificarsi in tutti i luoghi chiusi, quindi sia nelle
abitazioni private che in strutture comunitarie, ricreative, sociali, commerciali, mezzi di trasporto,
uffici e scuole.

E stato ormai dimostrato che le patologie respiratorie allergiche, quali ad esempio I’asma, sono
il risultato dell’interazione tra predisposizione genetica dell’individuo ed esposizione ambientale.
Inoltre esiste 1’evidenza di una relazione dose risposta tra esposizione ambientale ad alcuni
allergeni indoor e sensibilizzazione (presenza di anticorpi IgE specifici), nonché tra esposizione
ambientale e insorgenza della sintomatologia allergica e asmatica in individui gia sensibilizzati
(41, 42).

Acquisire informazioni sull’esposizione agli allergeni indoor ¢ molto importante perché
permette sia di valutare i fattori di rischio per la sensibilizzazione e/o I’insorgenza dei sintomi,
sia di ridurre 1’esposizione agli allergeni stessi.

A questo proposito sono stati condotti numerosi studi per determinare il livello degli allergeni
indoor in ambienti sia pubblici che privati, nonché la correlazione della loro concentrazione con
I’insorgenza dei sintomi nei soggetti esposti. Una serie di studi ¢ stata effettuata anche dall’Istituto
Superiore di Sanita nell’ambito di alcuni progetti di ricerca al fine di mettere a punto metodiche
di campionamento e di analisi standardizzate e di ottenere utili informazioni sulla presenza degli
allergeni indoor in abitazioni private, uffici e in particolar modo nelle scuole. Infatti,
I’applicazione di procedure rigorose e standardizzate in tutte le fasi del processo, dalla raccolta
del campione fino al dosaggio dei singoli allergeni, costituisce un aspetto di fondamentale
importanza per ottenere informazioni attendibili. (43, 44).

Per il dosaggio di alcuni degli allergeni piu diffusi sono disponibili in commercio kit ELISA
standardizzati che utilizzano anticorpi monoclonali; la contemporanea disponibilita di appositi
filtri per il campionamento costituisce, inoltre, un rilevante aiuto per la standardizzazione di tutto
il processo.

L’attenzione si ¢ focalizzata soprattutto sugli allergeni maggiori che sono i pit importanti dal
punto di vista clinico, ma per ciascuna fonte allergenica esistono anche altri allergeni
potenzialmente importanti, definiti allergeni minori, che possono essere rilevanti per i soggetti
sensibilizzati a tali allergeni.

Dal momento che una persona difficilmente permane un’intera giornata in un singolo ambiente
confinato, I’analisi del rapporto tra I’esposizione ambientale agli allergeni e la sensibilizzazione
risulta molto complessa, dato che non ¢ facile stabilire dove e quando si verifica la
sensibilizzazione e quali concentrazioni di allergeni possono indurla; ¢ piu facile, invece, stimare
se la carica allergenica presente nel luogo in esame puo provocare la comparsa di sintomi nei
soggetti allergici e/o ’aggravamento della patologia allergica.

Gli allergeni indoor si definiscono “perenni” in quanto, anche se con concentrazioni variabili,
possono essere presenti durante tutto I’anno all’interno degli ambienti indoor. Le pitt comuni fonti
allergeniche indoor sono rappresentate da acari, scarafaggi, mammiferi e miceti.

Gli acari, insieme alle loro spoglie ed escrementi, pur essendo molto piu abbondanti negli
ambienti domestici sono stati ritrovati anche in quegli ambienti pubblici, come gli uffici e le
strutture scolastiche, dove si possono instaurare condizioni che favoriscono lo sviluppo e la
diffusione dei loro allergeni.
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Tra 1 mammiferi le principali specie responsabili delle patologie allergiche sono Canis
familiaris e Felis domesticus. 11 Fel d 1, I’allergene maggiore del gatto, responsabile di attacchi
acuti di asma, viene considerato tra 1 piu potenti allergeni indoor; esso viene prodotto dalle
ghiandole sebacee e dalle cellule epiteliali squamose del gatto, si accumula sui peli, e poiché
aderisce molto facilmente ai vestiti, puo essere trasportato dall’uomo anche in ambienti in cui il
gatto non € presente, come appunto negli ambienti scolastici.

Gli scarafaggi sono responsabili di una elevata percentuale di casi di asma severa negli Stati
Uniti e in Nord Europa, in Italia invece il fenomeno della sensibilizzazione ¢ ancora in fase di
valutazione. La diffusione di allergeni provenienti da tale fonte ¢ considerevole soprattutto in
edifici molto vecchi e con un livello di igiene non adeguato.

Per quanto riguarda i miceti, una distinzione comunemente adottata ¢ quella che prevede
I’esistenza di due gruppi, i miceti atmosferici e i miceti domestici. Tra i primi, di particolare
importanza sono Alternaria spp. ¢ Cladosporium spp. che sono ubiquitari sul terreno insieme ad
altri miceti ambientali e hanno un andamento stagionale. Tra i secondi, che possono comprendere
anche Alternaria spp. e Cladosporium spp, penetrati in ambienti indoor, di primaria importanza
¢ Aspergillus spp.

Le patologie causate dai miceti non sono sempre di natura allergica IgE-mediata e, inoltre,
specie in alcuni soggetti immunodepressi, possono essere rappresentate da gravi infezioni
dell'apparato respiratorio provocate dalla inalazione delle spore del fungo appartenente al genere
Aspergillus. Nel caso invece di vere e proprie forme allergiche IgE-mediate, la patologia che i
miceti provocano ¢ spesso difficile da diagnosticare da un punto di vista allergologico a causa
della qualita non sempre ottimale delle preparazioni predisposte per la diagnosi stessa, effettuata
mediante test cutanei (skin prick test) disponibili sul mercato.

2.2. Obiettivi, durata e frequenza del monitoraggio
dell’aria indoor

2.2.1. Campionamento di microrganismi

Il campionamento e ’analisi del bioaerosol, oltre a consentire la valutazione delle
caratteristiche biologiche dell’aria, rappresenta anche uno strumento indispensabile per prevenire
il rischio sanitario per la popolazione in generale ¢ per quella scolastica in particolare.

I metodi di indagine utilizzati per valutare la qualitda microbiologica dell’aria indoor degli
ambienti scolastici sono gli stessi che vengono impiegati per stimare le caratteristiche di qualita
di altri ambienti indoor.

L’approccio analitico ¢ necessariamente preceduto dal sopralluogo e dalla raccolta di tutte le
informazioni utili sulla numerosita degli studenti, sul fabbricato (solati, infissi, ecc.) e sugli
impianti idraulici ed eventualmente sistemi VMC presenti nell’ambiente scolastico da investigare
(aule, laboratori didattici, biblioteche, uffici, palestre, sale riunione, mensa, ecc.). Prosegue con
la fase del monitoraggio vero e proprio. Per quanto riguarda quest’ultimo, dovranno essere
ricercati, in primo luogo, i microrganismi selezionati come indicatori, al fine di valutare
complessivamente la qualita dell’aria e, in base ai risultati ottenuti, sara possibile decidere se
proseguire le analisi in caso fosse necessario avere risultati piu specifici.

Le caratteristiche del monitoraggio del bioaerosol vengono quindi determinate dalla tipologia
degli ambienti da investigare, dal tipo di contaminanti che si suppone possano essere presenti e
dalle sorgenti di diffusione dell’inquinamento individuate, alcune saranno quelle tipiche
dell’ambiente scolastico e altre saranno dovute all’apporto dell’aria outdoor tramite porte, finestre
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ed eventuali impianti di aerazione. Come vedremo piu avanti, non sara necessario procedere al
riconoscimento di tutti i costituenti complessivi del bioaerosol. Infatti, sia nell’ambiente indoor
che in quello outdoor il criterio piu idoneo e utilizzato consiste nell’identificare e studiare le
specie e gruppi biologici quantitativamente piu rappresentativi.

Prima di procedere al campionamento in un ambiente scolastico, sara necessario decidere quali
saranno i punti da campionare, la tecnica e la durata dei prelievi, il numero di campioni da
effettuare, la valutazione dei possibili cambiamenti delle condizioni ambientali durante il
campionamento stesso e gli strumenti da utilizzare.

I1 punto di prelievo ideale dovrebbe essere il centro del locale da monitorare, rispettando le
distanze da porte e finestre, anche considerando I’irraggiamento solare e la eventuale presenza di
correnti d’aria che possano influenzare il risultato del campionamento.

Un campionamento ottimale dovrebbe consentire sia la determinazione del numero totale di
particelle aerodiffuse per unita di volume d’aria (UFC/m?), sia il numero medio di cellule viventi.
In questo caso, la scelta della tecnica analitica dipende non solo dall’agente biologico da ricercare,
ma soprattutto dalla sua concentrazione presunta o, meglio, predeterminata con un
campionamento preliminare.

Per campionare 1’aria indoor degli ambienti scolastici, come del resto in tutti gli altri ambienti
indoor, esistono due diversi tipi di metodologie, il campionamento passivo e quello attivo.

Nel campionamento di tipo passivo (per sedimentazione o gravimetrico), i microrganismi,
veicolati dalle particelle (PM) in sospensione nell’aria, vengono raccolti per deposizione sulla
superficie di una piastra (capsula di Petri) di dimensioni note, esposta all’aria per tempi
predeterminati e contenente un idoneo terreno di coltura. Dopo opportuna incubazione delle
piastre, si procede alla conta del numero di colonie cresciute e la misurazione viene espressa come
numero di PM per unita di superficie (es. per m?, in un tempo unitario).

Pur essendo semplice ed economico, il campionamento passivo presenta I’indubbio svantaggio
di non essere un metodo quantitativo, non consentendo di mettere in relazione il numero di
microrganismi raccolti con un volume di aria noto e mostra 1’ulteriore inconveniente per cui,
essendo il tasso di deposizione in funzione della massa posseduta, i microrganismi contenuti nelle
particelle di dimensioni maggiori possono essere sovrastimati rispetto a quelli contenuti in
particelle di dimensione piu piccole, quindi piu leggere, con velocita di sedimentazione piu lenta
e piu soggette ad essere movimentate altrove dai moti convettivi dell’aria ambiente.

La proprieta fondamentale del campionamento attivo, o volumetrico, consiste nel poter
prelevare volumi d’aria a grandezza nota, consentendo cosi di misurare la concentrazione dei
microrganismi presenti nel bioaerosol e di minimizzare, nei confronti del campionamento
passivo, le differenze di distribuzione dei batteri dovute alla temperatura, alle perturbazioni
causate dai movimenti delle correnti d’aria e dalle dimensioni e forma degli aggregati
aerodispersi. Mediante aspirazione, ¢ possibile convogliare un determinato quantitativo di aria
direttamente su un substrato nutritivo solido idoneo per la crescita microbica o in un mezzo
liquido da sottoporre in seguito ad analisi. Per superare eventuali condizioni di stress subito dalle
cellule microbiche durante il campionamento, che pud compromettere la vitalita e quindi la
capacita dei microrganismi di riprodursi in terreno di coltura e per favorirne pertanto la
rivitalizzazione, alcune volte si rende necessaria una fase di arricchimento.

I substrati nutritivi, sia solidi che liquidi, utilizzati per le analisi devono permettere una crescita
ottimale dei microrganismi, evitando 1’instaurarsi di effetti antagonisti connessi alla presenza di
interferenze nutrizionali o metaboliche.

La procedura di campionamento/analisi prevede che 1’aria aspirata venga convogliata su un
terreno nutritivo, opportunamente predisposto all’interno di apparecchiature apposite e, dopo un
idoneo periodo di incubazione, le colonie cresciute possono essere contate e identificate. Il grado
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di contaminazione microbica viene espresso come Unita Formanti Colonia/m® aria aspirata
(UFC/m?).

Esistono diverse tipologie di sistemi di campionamento attivo, basati su principi di
funzionamento differenti: campionatori per impatto, per filtrazione e per gorgogliamento.

Tra i campionatori attivi per impatto si distinguono: campionatori a fessura, campionatori a
stadi sovrapposti con sistema aspirante esterno (es. il campionatore multistadio di Andersen) e
campionatori monostadio con sistema aspirante integrato; questi ultimi utilizzano due diversi
criteri di cattura delle particelle microbiche: I’impatto tangenziale oppure I’impatto ortogonale
dell’aria sul terreno agarizzato.

Il campionamento attivo del PM (mediante filtrazione) viene comunemente utilizzato nel
monitoraggio di inquinanti di origine chimica sia negli ambienti indoor che outdoor e soltanto
successivamente ¢ stato adattato anche al monitoraggio biologico. Un inconveniente di questo
sistema, nel caso di prelievi prolungati o in condizioni estreme di umidita relativa, ¢ che sulla
membrana filtrante potrebbero crearsi delle condizioni di stress che incidano sulla sopravvivenza
dei microrganismi che si stanno raccogliendo.

I campionatori attivi per gorgogliamento spingono 1’aerosol ad attraversare un mezzo liquido
(liquid impinger); in questo caso il campionamento, per la rimozione delle particelle dal flusso
d’aria, sfrutta soprattutto la forza di inerzia unita alla diffusione delle particelle nel mezzo liquido.
Questa tipologia di campionatori puo risultare inadatta per la raccolta di particelle idrofobiche
come le spore fungine.

Per una descrizione piu dettagliata di come operano i pitt comuni campionatori di bioaerosol
si rimanda al Rapporto ISTISAN 13/37 (45).

Il sistema di campionamento piu idoneo per il monitoraggio degli ambienti scolastici indoor ¢
rappresentato dai campionatori di tipo Surface Air System (SAS), diffusi e utilizzati per la loro
praticita e facilita di manipolazione. Il SAS ¢ un campionatore monostadio a impatto ortogonale.
Mediante filtrazione a fessura aspira quantita prefissate di aria, con flusso nominale che, in base
al modello, puo variare da 40 a 180 L/min, prelevando volumi compresi tra 10 e 1000 litri,
consentendo una stima quantitativa diretta delle cellule batteriche vitali contabili. [ volumi di aria
da aspirare possono essere definiti ¢ impostati in funzione dei livelli presunti di inquinamento
microbico. L’aria viene convogliata, attraverso una testata di alluminio con una serie di piccoli
fori appositamente progettati, direttamente sulla superficie dei differenti substrati nutritivi
agarizzati, selettivi e/o specifici per i vari microrganismi da rilevare, contenuti in piastre Rodac
di 55 mm di diametro, alloggiabili direttamente, al momento del prelievo, nella testata rimovibile
e sterilizzabile del campionatore stesso. Cido permette, quindi, di campionare selezionando in
partenza i gruppi microbici da quantificare e valutare.

Tale campionatore ha una grande flessibilita di utilizzo e, grazie alla sua portata, comporta
tempi ridotti di campionamento con il vantaggio di sottoporre le cellule microbiche raccolte a un
minore stress da disidratazione. Il SAS, inoltre, ¢ disponibile in commercio anche nel modello
che in un corpo unico presenta due testate di aspirazione (DUO SAS 360), azionabili
contemporaneamente. Il vantaggio di tale tipo di campionatore consiste nell’ottenere risultati
rappresentativi dal punto di vista statistico utilizzando lo stesso tipo di terreno nutritivo su
entrambe le testate; utilizzando due differenti terreni € possibile, inoltre, effettuare nello stesso
tempo due prelievi impiegando terreni nutritivi specifici per due tipi di conte diverse (es. batteri
e funghi). La possibilita di un campionamento in doppio porta a un reale vantaggio operativo in
quanto i tempi possono essere dimezzati e questo ¢ molto importante nei casi in cui molti locali
devono essere monitorati, come ad esempio nelle strutture scolastiche.

Per quanto riguarda i punti di prelevamento nei campionamenti dell’aria indoor negli ambienti
scolastici € necessario fissare le misure di altezza e distanza dagli ostacoli.
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Dovendo mettere in correlazione la concentrazione microbica e la possibilita della sua
inalazione durante 1’esposizione, i campionatori dovranno essere posizionati ad un’altezza media
pari a m 1,5 da terra per simulare un’altezza media delle prime vie respiratorie umane. Nel caso
di monitoraggi in ambienti scolastici in presenza di bambini (scuole materne e scuole primarie)
I’altezza del campionamento dovra essere ridotta a 1 m.

I prelievi dovranno, inoltre, essere effettuati in prossimita del centro del locale da monitorare
e a una distanza da pareti, porte e finestre non inferiore a 1 m.

2.2.2. Campionamento di virus

Per quanto riguarda i metodi per la ricerca dei virus negli ambienti indoor, come quello
scolastico, allo stato attuale delle conoscenze, non esistono protocolli standard che descrivano
metodi di campionamento dettagliati, virus da campionare e tecniche analitiche da utilizzare. Vi
¢ infatti una mancanza di standardizzazione sia per il campionamento (molteplicita della
strumentazione e delle tecniche) che per 1’identificazione dei virus (utilizzo di sistemi cellulari,
metodi molecolari, immunosaggi, altri). Gli studi sul confronto dei vari metodi di campionamento
mostrano spesso risultati contraddittori e non sono quindi disponibili indicazioni per la scelta tra
I’uno o Ialtro di essi.

Possono essere utilizzati diversi tipi di campionatori attivi per i virus, basati su vari principi di
funzionamento (46, 47). La strumentazione per la raccolta dei virus € simile a quella impiegata
per la raccolta di altri tipi di particelle aerodisperse descritta in precedenza.

I campionatori piu utilizzati per la raccolta dei virus in ambienti indoor scolastici sono quelli
ad impatto su superficie liquida o /iquid impinger che consentono di aspirare grandi volumi di
aria a flusso controllato. Si tratta di dispositivi in vetro nei quali I’aria captata gorgoglia in
soluzioni saline tamponate o in terreni di coltura liquidi. Le particelle virali possono essere
analizzate direttamente mediante metodi culturali, molecolari o saggi immunologici. Le trappole
liquide presentano il vantaggio di evitare la disidratazione delle particelle, mantenendo le capacita
infettanti dei patogeni, anche se queste peculiarita sono meno importanti nel campionamento dei
virus piuttosto che in quello di batteri e funghi, mentre i veri limiti dei gorgogliatori sono invece
rappresentati dalla possibilita di evaporazione e riaerosolizzazione delle particelle gia raccolte
che, sfuggendo dal liquido di raccolta, possono ridurre 1’efficienza del prelievo. I dispositivi piu
utilizzati per il campionamento dei virus sono gli impattatori AGI (4/l-Glass Impingers), come i
sistemi AGI-30 e AGI-4. Dati di letteratura mostrano che le efficienze di recupero sono molto
variabili (48-50).

Altri sistemi utilizzati per raccolta di virus da aerosol sono i dispositivi tipo Biosampler, che
prevedono I’adsorbimento in liquido (soluzioni fisiologiche sterili, terreni di coltura selettivi) con
movimento centrifugo e flusso di aspirazione prefissato. Dispositivi Biosampler sono stati
utilizzati per campionamenti di virus influenzali in diversi ambienti indoor, anche scolastici (51,
52). Rispetto ai campionatori AGI, i Biosampler consentono di campionare per periodi di tempo
piu lunghi senza che si corra il rischio di danneggiare le bioparticelle adsorbite; vengono anche
ridotti, inoltre, i rischi di riacrosolizzazione delle particelle stesse (53).

Per il campionamento dei virus si possono anche utilizzare dei campionatori ad impatto su
superficie solida, come ad esempio il campionatore a fessura s/it sampler, che debbono pero
essere opportunamente adattati per questo tipo di prelievo, in particolare bisogna avere
I’accortezza di risospendere in tempi rapidi le particelle virali in un mezzo liquido.

Anche campionatori tipo il SAS possono essere impiegati nella captazione dei virus. Le
piastre, contenenti uno specifico terreno di coltura agarizzato (es. TSA, Tryptic Soy Agar, o LMA,
Low Melting Agarose), possono essere eluite, utilizzando per esempio Beef Extract pH 9 e I’eluato
omogeneizzato e chiarificato mediante centrifugazione. Il liquido surnatante puo essere inoculato
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su colture cellulari oppure si puo procedere alla estrazione degli acidi nucleici per I’analisi con
metodi molecolari. (54).

Tipologie diverse di filtri possono essere utilizzate per la raccolta di virus in ambienti indoor
scolastici mediante il metodo a filtrazione: filtri di cellulosa in politetrafluoroetilene (PTFE) o in
policarbonato. Tuttavia il loro utilizzo ¢ limitato dall’eventualita che possano verificarsi danni
strutturali dovuti al flusso dell’aria che impatta sulle particelle virali catturate. Negli ultimi anni
sono state utilizzate, in alternativa, membrane filtranti in gelatina contenute in capsule sterili,
meno traumatiche per l’integritd virale; poiché durante il campionamento mantengono un
ambiente umido; i filtri in gelatina consentono, inoltre, una maggiore flessibilita operativa perché
si possono dissolvere in soluzione fisiologica.

2.2.3. Campionamento di allergeni

Il campionamento dell’aria indoor in ambito allergologico viene utilizzato principalmente per
il monitoraggio outdoor, laddove I’interesse prevalente ¢ rivolto alla determinazione della qualita
e quantita dei pollini aerodispersi. Campionamenti dell’aria in ambienti indoor sono stati
impiegati di rado, soprattutto per mettere in evidenza la presenza di muffe e spore e, solo
occasionalmente, per valutare la presenza di pollini.

Le due metodiche storiche per il campionamento dell’aria, normalmente applicate anche in
ambienti scolastici, sono quelle gia in precedenza descritte: metodo attivo gravimetrico per
aspirazione ¢ metodo passivo per sedimentazione. Molto recentemente ¢ stato validato un nuovo
metodo per il campionamento degli allergeni nell’aria che si basa sull’utilizzo di un dispositivo
denominato Inspirotec (Inspirotec, Inc, Chicago, Illinois) unitamente al sistema Multiplex Array
for Indoor Allergens (MARIA, Indoor Biotechnology, Charlottesville, Virginia) (55). ma, proprio
per la sua novita, non sono attualmente disponibili molti lavori da poter confrontare con quelli
effettuati con le metodiche precedenti.

Nei casi in cui si decida di effettuare un campionamento dell’aria in ambiente indoor
scolastico, tout court o in parallelo con quello del PM sedimentato, ci sono numerosi fattori che
devono essere considerati e che sono simili a quelli relativi ai campionamenti microbiologici e al
rilevamento di sostanze chimiche. Sono quindi importanti la scelta per il posizionamento del
campionatore, la valutazione della variazione dei parametri ambientali (come temperatura e
umiditd) e la durata del campionamento, il numero di campionamenti da effettuare e infine le
tecniche utilizzate per I’identificazione e la quantificazione degli allergeni. Inoltre, volendo
effettuare una valutazione critica tra le varie modalita di campionamento, da aria e da superficie,
la prima ha I’innegabile vantaggio di delineare un quadro piu attinente alla reale esposizione
essendo in grado di fornire indicazioni circa la concentrazione e la tipologia di allergeni
aerodispersi. Tuttavia tale modalita presenta alcuni svantaggi che ne limitano 1’applicazione, il
piu rilevante ¢ il fatto che negli ambienti in cui 1’aria ¢ statica e quindi non soggetta a movimento
o ricambio, la quantita di aeroallergeni dispersi ¢ estremamente ridotta e pertanto difficilmente
rilevabile, essendo gli stessi prevalentemente sedimentati.

Indipendentemente dalla tipologia di campionamento utilizzata ¢ importante, in concomitanza
al campionamento, raccogliere informazioni utili per meglio analizzare i rapporti di causa/effetto
tra quantita/qualita degli allergeni indoor e patologie respiratorie allergiche e asmatiche. Tali
informazioni sono costituite oltre che dalla data e durata del campionamento, anche dai dati di
temperatura, di umidita relativa e dai dati relativi ai locali in cui ¢ stato effettuato il
campionamento (dimensioni, numero di occupanti, sistemi di areazione e riscaldamento). Inoltre
andrebbe riportato qualsiasi evento riscontrato come anomalo, come ad esempio, tracce di umidita
visibili all’interno dei locali. Tali informazioni sono importanti per analizzare, in modo
appropriato le reali condizioni degli ambienti in cui si riscontrano, ad esempio, concentrazioni di
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allergeni ritenute potenzialmente rischiose per la salute dei soggetti che vi soggiornano. Inoltre,
potranno fornire elementi utili a migliorare lo stato in essere, sia intervenendo sulla struttura sia
operando al meglio sul microclima (es. sui sistemi di areazione e riscaldamento) ¢ sulle procedure
di pulizia degli ambienti interessati dal campionamento e dalle operazioni di misura.

2.3. Campionamento dalle superfici

Negli ambienti indoor le superfici possono costituire un substrato ideale per lo sviluppo della
flora batterica, in quest’ambito 1’apporto dei microrganismi e degli elementi nutritivi necessari
per il loro sostentamento pud avvenire sia per contatto diretto che per sedimentazione delle
particelle (PM) in sospensione nell’aria indoor. Tenendo anche presente che ricambi d’aria scarsi
o addirittura assenti incrementano la deposizione del bioaerosol e che I’insorgere di correnti d’aria
dovute al movimento delle persone o all’apertura di porte e finestre risolleva e disperde
nuovamente nell’aria parte del corpuscolato deposto, si comprende I’'importanza del
campionamento delle superfici per una buona definizione delle condizioni degli ambienti in
esame. Per valutare lo stato igienico delle superfici esistono tre metodiche: metodo
microbiologico, chimico e biochimico.

Secondo il metodo microbiologico i microrganismi possono essere rilevati € sommariamente
identificati in 24-48 ore; al contrario sia il metodo chimico (che non necessita di strumentazione)
che quello biochimico (che prevede 1’acquisto di uno strumento per la lettura dei dati) sono in
grado di fornire i risultati in pochi minuti.

Per una rapida valutazione dello stato igienico di una superficie si possono, infatti, utilizzare i
diversi sistemi rapidi, biochimici o chimici, che permettono di rilevare la concentrazione
dell’adenosin-tri-fosfato (ATP), molecola ubiquitaria nei microrganismi e nelle cellule animali e
vegetali, sulle superfici da saggiare.

Il metodo microbiologico puo essere applicato con differenti tecniche che, in linea generale,
sono riferibili al metodo della spugna, delle slide flessibili, delle piastre a contatto e dei tamponi.

Il metodo di base piu semplice e adatto a campionare superfici piu ampie rispetto a tamponi o
piastre a contatto, ¢ il metodo della spugna che prevede I’utilizzo di spugnette imbevute con
soluzione fisiologica sterile ed eventuali neutralizzanti che vengono strofinate sulla superficie da
testare e successivamente sottoposte a trattamento di omogeneizzazione/eluizione. Il campione
cosi ottenuto viene seminato su un terreno di coltura con la tecnica dell’inclusione in agar.

Le slide flessibili, pronte per 1’uso, rappresentano un altro rapido metodo disponibile in
commercio; tale tecnica si avvale della presenza simultanea di due differenti tipi di terreno sulle
due facce di una stessa slide consentendo pertanto di effettuare contemporaneamente due diversi
controlli.

In Italia non esistono linee guida che permettano di esprimere un giudizio di qualita igienica
negli ambienti indoor, pertanto, per valutare lo stato di contaminazione delle superfici negli
ambienti scolastici, si propone di ricorrere a due procedure analitiche che gia in altri campi
vengono utilizzate per la determinazione dei microrganismi sulle superfici: la tecnica delle piastre
a contatto (es. Compact Dry, Rodac Weight, Maxi Contact Plate) e la tecnica dei tamponi.

Nella prima metodica vengono utilizzate apposite piastre a contatto, preparate con un terreno
di coltura idoneo per la crescita del parametro da ricercare. Il prelievo viene effettuato facendo
aderire la piastra sulla superficie da campionare; si consiglia di identificare almeno tre punti
significativi da campionare sulla stessa superficie per ottenere il dato medio di contaminazione e
di effettuare ciascun prelievo in doppio al fine di avere una maggiore possibilita di recupero e una
migliore rappresentativita del dato. Dopo un idoneo periodo di incubazione si procede al
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conteggio delle colonie cresciute sulla superficie dei terreni di coltura. Il grado di contaminazione
microbica viene espresso come Unita Formanti Colonia per centimetro quadrato (UFC/cm?).

Il metodo delle piastre a contatto non ¢ adatto per la determinazione delle specie patogene, in
quanto necessitano di fasi di pre-arricchimento e arricchimento.

La tecnica dei tamponi ¢ utilizzata soprattutto per campionamenti di superfici irregolari. I
tamponi, costituiti da uno stelo rigido (in plastica, legno o alluminio) e da una testa morbida (in
cotone, fibra sintetica o alginato) sono molto utilizzati per la versatilita di applicazione su
molteplici superfici. A differenza del metodo delle piastre a contatto, il prelievo non avviene
contemporaneamente all’inoculo del terreno di crescita, che avverra in un secondo momento, in
laboratorio, dopo il trasporto in condizioni refrigerate in appositi contenitori. Pertanto si deve
tenere presente che durante tale periodo deve essere mantenuta la vitalita di tutti gli organismi
presenti nel campione, cercando di ridurre al minimo ogni possibile modificazione della
concentrazione originaria. A tal fine possono essere utilizzati sia la soluzione fisiologica
tamponata che opportuni terreni, disponibili in commercio che escludono la presenza di fonti di
carbonio, azoto e fattori di crescita organica per evitare la moltiplicazione microbica (per esempio,
il terreno di Trasporto di Stuart e il terreno di Trasporto di Ames); esistono in commercio anche
tamponi in kit gid preparati con una soluzione di trasporto contenente agenti neutralizzanti che
inattivano 1 piu comuni disinfettanti o agenti sanitizzanti che potrebbero trovarsi sulle superfici
da campionare, proteggendo cosi i microrganismi prelevati fino al momento dell’analisi.

Il prelievo consiste nello strisciare con tamponi sterili la superficie da saggiare. | tamponi di
alginato di calcio (o simili) sono molto validi in quanto, dissolvendosi completamente in idonee
soluzioni, consentono il totale recupero dei microrganismi raccolti. La soluzione ottenuta puo
essere quindi utilizzata direttamente per 1’enumerazione ¢ 1’identificazione dei vari
microrganismi. Questa metodica ¢ utile nei casi in cui si prevede un grado elevato (>100
UFC/cm?) di contaminazione delle superfici. L’analisi viene effettuata mediante la tecnica
dell’inclusione in agar.

Il numero dei microrganismi cresciuti sui terreni di coltura viene espresso come UFC/cm?,

Per un approfondimento sulle metodiche di campionamento e analisi delle superfici si rimanda
a quanto riportato nel Rapporto ISTISAN 13/37 (45).

2.3.1. Campionamento di virus dalle superfici

I sistemi che vengono utilizzati per il campionamento di virus dalle superfici sono gli stessi
impiegati per la batteriologia, ossia tamponi, spugnette e slide, che, dopo il prelievo, vengono
sottoposti a successiva eluizione.

I tamponi piu utilizzati sono quelli in cotone (60% degli studi) e poliestere (16%), seguiti da
rayon e altri tamponi antistatici. Gli eluenti piu utilizzati sono brodo (beef extract, minimum
essential medium, brodo triptosio/fosfato) e soluzione di Ringer. Per il recupero dei virus il
metodo piu idoneo ed efficace ¢ risultato essere il tampone di poliestere preumidificato ed eluito
con soluzione di Ringer (concentrazione V).

Per I’identificazione dei virus dalle superfici i protocolli che sono maggiormente utilizzati
vengono descritti in una recente rassegna di Julian ef al. che ha messo a confronto i risultati di 59
studi (56).

2.3.2. Campionamento di allergeni dalle superfici

Il campionamento dalle superfici permette di valutare la presenza di allergeni indoor derivanti
da acari, blatte, animali domestici, roditori € muffe, consentendo di verificare anche il fenomeno
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dell’accumulo, dovuto alla deposizione nel tempo, a fronte del valore istantaneo che si riscontra
con il campionamento dell’aria indoor, che da solamente la misura della quantita di allergeni in
sospensione nel volume di aria campionata in quel momento.

La scelta di effettuare anche un campionamento delle superfici ¢ piu impegnativa ma
garantisce una miglior comprensione dello stato igienico dell’ambiente e dell’origine degli
allergeni che vi si possono ritrovare. Se uno studente possiede animali domestici (gatto e cane) si
potra verificare come gli allergeni possano essere soggetti al trasporto (carry over) da un luogo
all’altro, anche tramite capi di vestiario, dall’ambiente domestico a quello scolastico.
L’importanza del campionamento delle superfici € legata anche alla dimensione delle particelle
aerodisperse su cui gli allergeni vengono trasportati, quelle con dimensioni che variano dai 5 ai
40 pum, possono depositarsi in tempi piu rapidi, non potendosi allontanare molto dalla sorgente,
mentre quelle di dimensioni minori possono rimanere piu a lungo in sospensione nel bioaerosol
ed essere trasportate piu lontano.

Per la raccolta dalle superfici del PM sedimentato generalmente viene utilizzato un comune
aspirapolvere, con potenza massima di 1800 W. E richiesta una potenza totale dello strumento
superiore rispetto alla potenza d’uso che in genere ¢ 1600 W, per evitare che lo strumento lavori
in continuo alla massima potenza possibile. Sono inoltre disponibili in commercio beccucci in
plastica che possono essere adattati all’estremita del tubo di aspirazione di quasi tutti i modelli di
aspirapolvere. Tali beccucci dispongono di un apposito spazio all’interno del quale vengono
adattati filtri specifici che intrappolano il PM raccolto dalle superfici. 1l filtro va inserito nel
beccuccio adattatore montato in testa al tubo dell’aspirapolvere. E necessario verificare che ci sia
un contatto ottimale del beccuccio adattatore con la superficie che si sta campionando e che
durante la raccolta non si favorisca 1’aerodispersione.

L’aspirazione deve rigorosamente essere standardizzata sia per quanto riguarda la durata del
prelievo che la superficie interessata.

Quando I’obiettivo specifico del campionamento ¢ quello di conoscere la concentrazione di
allergeni presenti in un determinato ambiente scolastico ¢ opportuno selezionare in modo
appropriato 1’area (o le aree) di campionamento dove potrebbero potenzialmente accumularsi gli
allergeni sulla base del locale che si sta esaminando ed esprimere il risultato in pg di allergene
per grammo di polvere raccolta in un determinato filtro (ug/g) oppure ug/m? di superficie
campionata per minuto.

Una delle fasi piu critiche dell’intero processo ¢ rappresentata dalla scelta delle aree da
campionare dato che le aree selezionate devono essere rappresentative della carica allergenica
realmente presente nel PM sedimentato dell’ambiente campionato della struttura scolastica. Dopo
la fase di aspirazione del PM, si procede al distacco del beccuccio adattatore dal tubo
dell’aspirapolvere e alla rimozione del filtro in esso contenuto. Il filtro contenente il PM si ripone
nell’apposito contenitore (sacchetto di plastica). I beccucci adattatori possono essere lavati con
comuni detergenti ed essere riutilizzati per altri prelievi di PM.

E buona norma che i campioni siano trasportati a temperatura controllata (5+£3°C) dal luogo di
raccolta al luogo di analisi. Qualora non si dovesse procedere subito con i test in laboratorio e la
fase di estrazione venisse posticipata, i filtri potranno essere conservati a —20°C fino al momento
dell’analisi.

2.4. Metodi di analisi

Un altro principale parametro per valutare la qualita dell’aria indoor ¢ la concentrazione dei
microrganismi raccolti nell’ambiente in condizioni vitali, che siano cio¢ coltivabili con 'utilizzo
di tecniche analitiche che, con tempi e temperature di incubazione mirati, riescano a mettere in
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evidenza e distinguere batteri e funghi di specifica natura ambientale (25-30°C per t > 24 h), o di
piu ristretta origine umana (30-37°C per t = 24 h).

Negli ambienti scolastici, ove si riscontrano alti valori di umidita relativa e una massiccia
presenza di materiale cartaceo, oltre ai batteri ambientali e ai funghi si possono ricercare anche
gli attinomiceti che, avendo temperature ottimali di crescita comprese tra 15°C e —37°C, con la
loro eventuale presenza possono contribuire al giudizio complessivo della qualita dell’aria negli
ambienti indoor monitorati.

I piu importanti metodi di indagine di campioni di bioaerosol includono metodiche di coltura
diretta e analisi biologiche, biochimiche e immunologiche. Considerando che molte specie di
microrganismi di origine tipicamente ambientale sono difficilmente coltivabili in laboratorio e
che 1 loro tempi di sviluppo sui terreni di coltura possono essere anche molto lunghi, sarebbe
molto importante poter utilizzare tecniche di biologia molecolare che riescono a rilevare e
distinguere specifici microrganismi, anche in assenza di crescita. Tuttavia, sebbene queste ultime
abbiano il vantaggio di poter mettere in evidenza anche microrganismi coltivabili con difficolta,
si tratta di tecniche ancora non standardizzate, costose e, soprattutto, poco applicate nel
monitoraggio dell’aria.

Con il metodo di enumerazione diretta, i microrganismi vitali raccolti dall’aria si evidenziano
e si contano in piastra come UFC e quindi, dopo opportuno isolamento, possono essere identificati
eseguendo test biochimici. Questa metodica analitica puo essere utilizzata non solamente a
seguito del prelievo d’aria con campionatori filtranti e aspiranti, ma anche per campioni raccolti
dopo eluizione da gorgogliamento o delle membrane filtranti, oppure per analizzare polveri e
tamponi prelevati direttamente dalle superfici.

La metodica della conta diretta ¢ idonea per rilevare la presenza anche di agenti infettivi come
stafilococchi e funghi patogeni, ove I’indagine analitica prosegua oltre la semplice enumerazione
della flora microbica ambientale aerodispersa. E qui il caso di considerare che le colture in terreno
agarizzato spesso sottostimano la reale densita dei microrganismi presenti nell’aria e che questo
puo essere ascrivibile a varie cause: la richiesta di particolari condizioni nutrizionali o di crescita
da parte di alcuni microrganismi, il rilascio di sostanze ad azione inibitrice che possono rallentare
o arrestare lo sviluppo delle cellule circostanti, eventualita che si verifica anche in presenza di
una densita eccessiva di microrganismi sul terreno di coltura agarizzato dove si puo riscontrare la
cosiddetta inibizione “da contatto” dovuta a crescita adiacente.

Nel bioaerosol prelevato negli ambienti scolastici la ricerca dei batteri e dei funghi saprofiti
presenti prevede 1’utilizzo di terreni di coltura non selettivi che permettono la crescita di una
grande varieta di microrganismi, come peraltro avviene nel caso delle analisi microbiologiche di
campioni ambientali di qualsiasi origine e non solo di aria indoor. La ricerca di microrganismi
specifici, quali stafilococchi, enterobatteri, attinomiceti, Pseudomonadaceae, Enterobacteriaceae
richiede, invece, I’utilizzo di metodi e di terreni colturali selettivi, idonei alla loro rilevazione e
alla loro successiva quantificazione e identificazione.

Per la crescita dei microrganismi rilevabili negli ambienti indoor scolastici, sono ampliamente
disponibili in commercio terreni di coltura, sia selettivi che non, a formulazione completa da
maneggiare, preparare ¢ allestire seguendo le indicazioni della ditta produttrice. E possibile,
comunque, utilizzare in alternativa le piastre gia pronte con i terreni colturali disponibili in
commercio.

Sia I’enumerazione che la successiva identificazione delle colonie cresciute sul substrato
colturale dovrebbe essere eseguita secondo le indicazioni specifiche riportate dalla casa di
produzione del terreno stesso. Per saggiare ’efficienza e la sterilita dei terreni utilizzati puo
risultare utile impiegare microrganismi di controllo.

Relativamente all’identificazione e alla classificazione dei funghi ¢ indispensabile una
comprovata e specifica esperienza in materia per poter individuare le diverse morfologie, i corpi
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fruttiferi e gli elementi strutturali che contraddistinguono le differenti specie. Il riconoscimento
dei funghi, infatti, deve prendere in considerazione sia le caratteristiche morfologiche
macroscopiche della colonia, quali aspetto, forma, colore e consistenza, che quelle microscopiche
costituite dalla morfologia delle strutture riproduttive e dalla tipologia delle spore prodotte,
nonché i tempi di sviluppo e crescita delle colonie stesse.

Per una descrizione piu dettagliata e approfondita delle metodiche analitiche inerenti il
bioaerosol, la scelta dei substrati colturali, le temperature e i tempi idonei di incubazione, si
rimanda al Rapporto ISTISAN 13/37 (45).

2.4.1. Metodi di analisi per i virus

Per quanto riguarda la ricerca dei virus negli ambienti scolastici, dopo il campionamento (aria
o superfici), si richiedono procedure diverse a seconda che si ricerchino virus vitali (metodi
cellulari) o genomi virali (metodi molecolari).

A livello diagnostico la metodica piu significativa € I’isolamento dei virus su opportune colture
cellulari, sulle quali i virus possono moltiplicarsi. La presenza di virus puo rendersi manifesta con
la comparsa di alterazioni cellulari (effetto citopatico) che si esprimono morfologicamente in
fenomeni diversi nel tappeto cellulare (perdita della forma, ingrossamento, formazione di
inclusioni cellulari e/o citoplasmatiche, fenomeni di necrosi, degenerativi e formazione di sincizi).

Per I’identificazione dei virus, alle colture cellulari sono associate diverse problematiche;
prima di tutto non esistono sistemi adattabili a tutti i virus, infatti alcuni virus possono
moltiplicarsi su diverse linee cellulari, mentre altri presentano una specificita cellulare piu stretta.
Esistono, inoltre, gruppi virali (es. norovirus, virus dell’epatite A ed E) che non sono in grado di
moltiplicarsi nelle linee cellulari attualmente utilizzate. Oltre a cid ’utilizzo di metodiche cellulari
necessita di tempi lunghi, variabili da 1 a 4 settimane. Gli studi effettuati in ambienti indoor,
compresi quelli scolastici, per I’identificazione di virus con colture cellulari riguardano
enterovirus, adenovirus, virus parainfluenzali, virus influenzali (57).

Le tecniche molecolari, basate sulla ricerca di sequenze del genoma virale, sono utilizzate con
sempre maggiore frequenza per ’identificazione di virus dall’ambiente, inclusi gli ambienti
indoor scolastici. I metodi molecolari sono piu sensibili dei metodi colturali tradizionali. Le
tecniche maggiormente utilizzate si basano sull’amplificazione in vitro degli acidi nucleici
mediante Polymerase Chain Reaction (PCR). Dopo I’amplificazione, ¢ necessaria una fase di
conferma mediante sequenziamento dei frammenti amplificati o ibridizzazione con sonde
marcate. La Real-Time PCR rappresenta una evoluzione della PCR classica in quanto consente la
simultanea amplificazione e quantificazione del DNA target.

I metodi molecolari, a fronte di innegabili ed evidenti vantaggi, presentano tuttavia alcune
criticita: sono piu costosi per quanto riguarda la strumentazione, richiedono competenze tecniche
specialistiche e, soprattutto, non sono in grado di fornire informazioni sulla vitalita del patogeno.

2.4.2. Metodi di analisi per gli allergeni

Le procedure di analisi degli allergeni presenti negli ambienti indoor scolastici consistono in
diverse fasi, qui di seguito brevemente descritte. Per la descrizione dettagliata e
I’approfondimento delle metodiche analitiche si rimanda al Rapporto ISTISAN 13/37 (45).
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Estrazione

Dopo laraccolta del campione per I’analisi degli allergeni rilevabili nella polvere, la procedura
di estrazione prevede, in primo luogo, che il campione di polvere venga setacciato mediante un
setaccio a mesh n. 45.

La polvere fine cosi ottenuta andra pesata, in modo da poter stabilire il volume di tampone da
utilizzare per il quantitativo di polvere in questione. La metodica attualmente piu utilizzata
prevede I’estrazione dei campioni in base al seguente rapporto: 100 mg di polvere fine (dopo
setacciatura) in 2 mL di Phosphate Buffered Saline (PBS) Tween 0,05%. Dopo aver aggiunto il
volume di tampone nel rapporto appropriato ¢ necessario far oscillare il tubo su un agitatore nelle
condizioni stabilite dal protocollo. Tutte le operazioni devono essere eseguite con molta cautela
e I’oscillazione deve essere impostata alla minima potenza dello strumento in modo da non creare
schiuma nel campione. Il tubo andra poi centrifugato e il sopranatante dovra essere ripartito in
aliquote e conservato a —20°C fino all’analisi. Come gia accennato in precedenza, la
concentrazione di allergeni misurata utilizzando la metodica di campionamento da superficie si
esprime in termini di pg di allergene per grammo di polvere (ug/g) oppure pg di allergene/m? per
minuto, in base al protocollo di campionamento applicato.

Dosaggi degli allergeni nei campioni di polveri dopo estrazione

Successivamente alla fase di estrazione si esegue il dosaggio degli allergeni. Insieme alla
procedura di campionamento, 1’analisi degli allergeni ¢ uno degli aspetti piu critici di tutto il
processo.

Il metodo ad oggi maggiormente utilizzato e piu idoneo per effettuare la determinazione
quantitativa degli allergeni specifici all’interno degli estratti di polvere prevede 1’utilizzo del
saggio ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Se si vuole mettere a punto e convalidare
tale metodica in house, il materiale di partenza necessario ¢ uno standard a concentrazione nota
per I’allestimento di una curva standard sulla quale interpolare i campioni a concentrazione non
nota. Generalmente lo standard ¢ rappresentato dall’allergene di interesse. Inoltre sono necessari
anticorpi monoclonali o policlonali specifici per 1’allergene in esame e gli estratti di polvere
raccolta negli ambienti da esaminare. Tutti gli altri reagenti necessari (anticorpo secondario,
tamponi per i lavaggi, substrato-cromogeno) sono disponibili in commercio.

11 principio del metodo prevede che i pozzetti di una piastra ELISA vengano rivestiti con
I’anticorpo monoclonale specifico per I'antigene che deve essere misurato, in una fase denominata
di coating che prevede I’incubazione della piastra per legare 1’anticorpo ai pozzetti. Seguono una
serie di passaggi costituiti da tre o quattro lavaggi per eliminare I’anticorpo non legato, una
incubazione della piastra con una soluzione di albumina da siero bovino oppure con altra
soluzione contenente molecole che hanno la funzione di saturare le porzioni di plastica sulle quali
non si sono legati gli anticorpi monoclonali primari durante la fase di coating. Dopo una ulteriore
fase di lavaggio in ciascun pozzetto viene introdotto I'antigene (allergene) contenuto negli estratti
di campioni di polvere. L’antigene, se presente negli estratti, si lega all'anticorpo specifico
adsorbito. All’interno dei campioni di polvere possono essere presenti contemporaneamente tutti
gli allergeni, ad esempio gli allergeni maggiori di gatto, cane, acari ecc. Ovviamente il legame di
ciascun antigene sara determinato dalla specificita dell’anticorpo adsorbito sulla piastra. Tutti gli
altri antigeni verranno eliminati con la successiva fase di lavaggio. Infatti, dopo opportuna
incubazione, i lavaggi effettuati hanno la funzione di eliminare gli antigeni in eccesso e/o non
specifici. A questo punto viene introdotto un secondo anticorpo, monoclonale o policlonale,
anch’esso specifico per I’antigene in esame, ma per un epitopo diverso da quello riconosciuto
dall’anticorpo con cui ¢ stato effettuato il coating. Tale anticorpo in genere € coniugato con un
enzima specifico (perossidasi o fosfatasi) che si leghera alla porzione Fc del secondo anticorpo.
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La reattivita dei singoli pozzetti dell’intero sistema (costituito da anticorpo specifico con cui ¢
stato effettuato il coating, dall’allergene, dal secondo anticorpo coniugato con enzima), viene
quindi visualizzata con un substrato-cromogeno idoneo, in funzione dell’enzima utilizzato. Come
accennato in precedenza, uno standard di riferimento appropriato, € a concentrazione nota, ¢
fondamentale per ottenere una curva standard sulla quale interpolare le densita ottiche ottenute
con i campioni di estratti di polvere saggiati, in modo da poter risalire alla loro concentrazione.

Attualmente sono disponibili in commercio una serie di sistemi ELISA, sotto forma di kit per
rilevare e quantificare la presenza di allergeni indoor mediante 1’utilizzo di anticorpi monoclonali
specifici per i singoli allergeni. Ovviamente ¢ possibile anche produrre reagenti in maniera
autonoma, purificarli e utilizzarli per dosare i singoli allergeni. In ogni caso, indipendentemente
dalla natura dei reagenti e dalla loro provenienza, come accennato all’inizio di questo paragrafo,
un aspetto cruciale ¢ rappresentato non solo dalla messa a punto, ma anche dalla convalida del
metodo ELISA quantitativo in base a quanto richiesto dalla linea guida ICH Q2 (R1) (Validation
of Analytical Procedures: Text and Methodology). Ovviamente anche nel caso di un metodo che
sia gia stato convalidato, ad es. da un altro laboratorio o da una ditta che lo mette in commercio,
per essere in grado di fornire risultati attendibili, il laboratorio che utilizza il metodo ¢ tenuto a
effettuare una ulteriore convalida, se pur ridotta, che dimostri che il metodo, nel proprio
laboratorio e con il personale utilizzato, sia idoneo all’uso. Tale aspetto ¢ fondamentale per fornire
un reale supporto alla comunita scientifica e alle Autorita Regolatorie. Infatti, ¢ importante avere
dati riproducibili e il piu possibile reali, per valutare la qualita dell’aria e stabilire le azioni
correttive per limitare la presenza di allergeni negli ambienti indoor. Nell’ottica di fornire dati
attendibili, inoltre, ¢ di estrema importanza inserire nei singoli dosaggi ELISA sempre uno o due
campioni di riferimento come controlli positivi e controlli negativi. I dati dei controlli devono
ovviamente essere riproducibili e la curva standard deve essere sempre all’interno dei parametri
stabiliti nella fase di convalida del metodo. E inoltre opportuno effettuare per ciascun campione
da dosare almeno quattro o cinque diluizioni al raddoppio (ciascuna diluizione ripetuta in
duplicato o in triplicato). In questo modo si ha la possibilita di avere almeno tre punti che possono
essere interpolati nella porzione lineare della curva standard, fornendo dopo adeguati calcoli
statistici la concentrazione dell’allergene del campione. Pertanto i valori ottenuti, corretti dal
sistema di calcolo per il fattore di diluizione, e basati sui risultati sperimentali ottenuti almeno per
i tre punti di diluizione, saranno affidabili e coerenti con i concetti moderni di convalida di un
metodo analitico.
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APPENDICE B

Questionario per la raccolta

di informazioni di base sulle strutture scolastiche
per la valutazione dell’aria indoor






WVTo
\c;ﬂ

Superficie del’'area ..., m?
Altezza m
Ampiezza porta/ingresso  .........cccocceeennnns m
Porte a tenuta: Qsi dno
Porte tenute A chiuse U aperte
Ampiezza finestra singola ........................ m
Ampiezza finestre multipla ....................... m

Finestre esposte a: WUsud Unord U ovest Oest

Finestra apribile Q si U no
Finestra/e con vetri isolanti Qsi d no
Finestre a tenuta a si U no
Piano U terra

A piano ................
Muri esterni espostia: dsud U nord O ovest O est
Certificazione di prestazione energetica O si
Ambiente climatizzato U si
Deviatori di aria su bocchette di mandata
dei sistemi di ventilazione o sui fancoil o split O si
Pulizia delle bocchette diripresa e di mandata O si
Umidita visibile Usi
Infiltrazioni visibili U si
Presenza di muffe visibili Usi
Presenza di parassiti (roditori, insetti, ecc.) A si
Presenza di gabinetti/docce U si
Presenza di fiori 4 si
Presenza di tende U si
Presenza di purificatori aria d si
Presenza di fumatori U si
Presenza deodoranti 4 si
Presenza di vegetazione 4 si

$ERIQ,
s fl’ %o
§ § per la valutazione dell’aria indoor
:I.’ ,{9/ (compilare una scheda per ciascun ambiente da valutare)

A - Caratteristiche generali del singolo ambiente considerato

dno
dno
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Informazioni sull’edificio e sull’area che ospita la scuola

Eta dell’edificio: U < 6 mesi
U <2 anni
d <10 anni
4 10-20 anni
4 > 20 anni
Tipo di area: U rurale
U4 urbana (suburbana)
U urbana (centro)
U industriale

I Lo o =Tod o= (=) IR
Caratteristiche dell’area

Traffico: U leggero U pesante

Industria: U pesante U chimica

Distanza da principali fonti esterne d’inquinamento in km:

Presenza di alberi o verde Osi dno

Regolare potatura Qsi Ono

Regolare manutenzione Usi Uno

Danni da acqua e/o umidita

Sono presenti danni da infiltrazione di acqua?
Se si, da quanto tempo? ............
Tipo di danno: ........ccccevvvvvvvvnnnns
L8]] o= 7.4 1o =P SO P O PP PPNt

Sono presenti muffe visibili? d si dno
Se Si, da QUANTO tEBMPO? .o e e e e e e e e et e e e e e et aaaaaeaaan
Tipo di muffa: .......
8] o] (7= V.4 o] 1= PSSR

Sono in corso interventi di risistemazione?

Pareti e pavimento

Pavimento con piastrelle: U si U no se si, eta (anni)......cccceeeeiiiiiiiieiins
in cattivo stato U si 4 no

Pavimento in cotto: U si U no se si, eta (anni)......cccceeeeeiiiiiiei s
in cattivo stato O si dno

Pavimento in linoleum: 4 si dno se si, eta (@anni).....ccccceeeeeeiciiiieiee e,
in cattivo stato O si 4 no

Carta da parati: 4 si dno se si, eta (@nni)......ccccceeeeeiiiiiiiieeeceins
in cattivo stato Usi 4 no

Rivestimenti in plastica: 4 si dno se si, eta (@nni)......cccceeeeeeiiciiiiieeeeees
in cattivo stato Usi 4 no

Stucco: O si dno se si, eta (@nni)......cccceeeeeeiiiiiiieeeeees
in cattivo stato U si 4 no

Pannelli rivestiti: U si U no se si, eta (anni)......cccceeeeeeiiiiiieiens
in cattivo stato U si 4 no

Pannelli in legno: U si U no se si, eta (anni)......cccceeeeeiiiiiii e,
in cattivo stato a si 4 no

Pavimento con parquet: U si U no se si, eta (anni)......ccocceeeeiiiiiins
in cattivo stato Qsi d no

Presenza di tappeti: Q si dno se si, eta (@anni)......cccceeeeeiiiciiiieneeeni,
in cattivo stato Qsi d no

Altro materiale (SPECITICAIE): ...ttt e e e e e et e e e e e s eaees

Q si dno se si, eta (@anni).....cccoceeeeeiiiiiiiienieenes
in cattivo stato a si U no
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Finestre

O si dno se si,
Altre aperture interne

O si dno se si,

Ristrutturazione negli ultimi mesi

Sono state effettuate ristrutturazioni?

Se si, cosa é stato ristrutturato?
Q intero edificio
Q intero piano
O aulain esame
O altre aule vicine
A corridoio d’'ingresso

Ci sono stati altri cambiamenti nell’aula

Rapporti ISTISAN 20/3

€ta (@NNi) ...oeeeeeeiiiee e

in cattivo stato

€ta (@NNi) ..eeereeeiiieee e

in cattivo stato

o nelle sue immediate vicinanze (es. aule attigue o aree)?

Nuovo arredamento negli ultimi mesi

Sono stati aggiunti arredi nuovi?

dsi

dsi

dsi

dno

dno

dno

S SI, QUATIT ... e e e aaa e e

Certificazioni dell’arredo: O si dno

Prodotti di pulizia usati per I'aula/laboratorio

Q Pulizia del pavimento

in cattivo stato

dsi

dno

U diluito
Certificazione del prodotto e caratteristiche

U concentrato

U superconcentrato

Qsi A no

Concentrazione dei COV indicata in €tiChEetta: ............uvvviriiiiiiiiiiiiieeeeiee e veeaveveereereeeeees

Chi esegue I'intervento: ...

Ultimo intervento | N T |

O Pulizia delle finestre

A diluito Qd concentrato

Certificazione del prodotto e caratteristiche

O superconcentrato

dsi dno

Concentrazione dei COV indicata in €tiChetta: ............uvvviriiiiiiiiiiieiieeieeeee e veveveeeveeeeeaeenaees

Chi esegue I'intervento: ..o

Ultimo intervento | N T |
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Prodotti di pulizia usati per I'arredo

4 diluito U4 concentrato U superconcentrato
Certificazione del prodotto e caratteristiche Q si dno
Concentrazione dei COV indicata in etichetta: ...........ccovviiiii i

Chi esegue I'Ntervento: ..o

Ultimo intervento | N T |

Prodotti di pulizia usati per la palestra

U Pulizia del pavimento

A diluito A concentrato O superconcentrato
Certificazione del prodotto e caratteristiche a si 4 no
Concentrazione dei COV indicata in etichetta: ...

Chi esegue I'INtervento: ..........ccccviiiiii i

Ultimo intervento | I T I | |

Q Pulizia degli attrezzi

4 diluito U4 concentrato U superconcentrato
Certificazione del prodotto e caratteristiche Q si dno
Concentrazione dei COV indicata in etichetta: ...

Chi esegue I'INtervento: ..........ccccviiiiii i

Ultimo intervento | I T | |

Prodotti di pulizia usati per impianti di aria fissi e mobili

Q Pulizia degli impianti di VMC

4 diluito 4 concentrato U superconcentrato
Certificazione del prodotto e caratteristiche a si 4 no
Concentrazione dei COV indicata in etichetta: ...

Chi esegue I'iNtervento: ...

Ultimo intervento | N T |
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Q Pulizia dei condizionatori dell’aria e/o pompe di calore

U diluito U concentrato U superconcentrato
Certificazione del prodotto e caratteristiche Q si dno

Concentrazione dei COV indicata in etichetta: .............cvvvvvveevvivieieieieieieieeeieieeennes

Chi esegue I'intervento: ...

Ultimo intervento | I T | |

U Pulizia dei purificatori dell’aria

A diluito A concentrato O superconcentrato
Certificazione del prodotto e caratteristiche a si d no

Concentrazione dei COV indicata in etichetta: ..............cooovvvieeiiiiiiiee,

Chi esegue I'INtervento: ..........ccccviiiiiii i

Ultimo intervento | I T I | |

Disinfestazioni e/o derattizzazioni per parassiti o insetti dell’ambiente

Vengono effettuate disinfestazioni e/o derattizzazioni per parassiti del’ambiente?
Se si, con quale frequenza?
U raramente U spesso

Chi esegue l'intervento:

Ultimointervento [ | | | | | | | |
Tipologia dei prodotti utilizzati:

U insetticida

U pesticida

O altri prodotti (Specificare) ..........ccouveveeeiiecciiiiiie e

Certificazioni dei prodotti: Osi dno
Concentrazione dei prodotti utilizzati:

4 diluito

U concentrato

U superconcentrato

Profumazioni per ambienti e prodotti contro gli insetti

Si fa uso di deodoranti per ambienti? a si U no
Se si, quali? O spray
4 gel
U candele
U bastoncini di incenso
U olio essenziali

U altri prodotti (SPeCificare) ............uuuuuuueeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeereeenenenens

con quale frequenza?
U spesso
U raramente

UItimoutiIizzol 11 | [
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Si fa uso di prodotti contro gli insetti? Qsi dno
Se si, quali? O spray
O stick/cerotti
U candele/zampironi
O olio essenziali
U altri prodotti (SPECIfICAre) ............uveeeee e e
con quale frequenza?
O spesso
U raramente

Ultimo oot
Se si, quando & previsto il termine dei [avori? ...

Informazioni sull’impianto di VMC e/o condizionatore/climatizzatore

Quale tipologia di impianto & presente?

Q centralizzato VMC U non centralizzato climatizzatore Q entrambi
L’'impianto & dotato di umidificazione? dsi Udno
Se si, A con filtro

. U senza filtro
E stata verificata 'assenza di ristagno d’acqua/muffe nella vasca di raccolta condensa? Qsi U no

E presente ruggine sull'impianto? dsi Ono
E presente perdita d’acqua all’esterno dell’'unita? Udsi Ono
L’impianto € operativo con % di ricircolo? Q si dno

Le bocchette di riprese e di mandata sono state pulite? ...........ccceevviiiiiii e
Sesi, in che data? l L1 1 ‘ L1 1 |

chi esegue l'intervento:

E stata effettuata una manutenzione dell'impianto? Q si dno
Sesi, inchedata? | | | | | | | | |
e che tipo? U totale
U parziale

cosa & stato manutenuto e/o sostituito durante I'intervento? ...........ccccccvvvvvvnveeveiinreennnnnnnn.
chi esegue l'intervento:

Esiste un registro di marcia dell'impianto? Q si dno

Informazioni sul tipo riscaldamento/split/pompa di calore

Quale tipologia di riscaldamento € presente?
O centralizzato O non centralizzato a entrambi

Se centralizzato, che tipologia &?
O radiatore
Q fancoil
L QIEO (SPECIFICAIE) ...ttt ettt ettt ettt e

Se non centralizzato, che tipologia &7
4 split
U pompa di calore
Q0 QIO (SPECITICAIE) ... veveeeeeeeeeee ettt a e e ettt e e e e e et a e e e e esssseeas
E stata effettuata una manutenzione degli split/pompa di calore/altro? dsi U no
Sesi, inchedata? | | | | | | | | |

e che tipo? (O totale
U parziale

cosa é stato manutenuto e/o sostituito durante I'intervento? ...........ccccocvvinn,
Chi €segue INTEIVENTO: ......eiiiiii e ee s
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Tipo di combustibile per riscaldamento
O gas naturale (rete cittadina)
U gasolio

U biomassa (SPECifiCare)..........ccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeen
Q0 QILrO (SPECIfICAIE) ... vvvveeeeeeieeieae e e e

Informazioni sul tipo ventilatore dell’aria presenti

Quale tipologia di ventilatore & presente?

d mobile O da tavola 4 altro
E stata effettuata una manutenzione del ventilatore? dsi
Sesi, inchedata? | | | | | | | | |
......................................... e che tipo?Q totale
U parziale

cosa e stato manutenuto e/o sostituito durante l'intervento?
chi esegue lintervento:

Esiste un registro di marcia? a si

B - Caratteristiche delle aree dell’edificio

Area didattica

Aule per didattica e formazione a si 4 no

Laboratori per didattica e formazione a si 4 no

Aula:
n.banchi: ....cccccovvviiiiiiiiiii,
n. alunni presenti: ......ccccceeeeee.

Laboratori
n. banchi: ....ccccccvvviieiiiiiiiiieinnn,
n. alunni presenti: ......cccccveeee.

Aula Magna
n. banchi: ........ccooceiiiii
n. alunni presenti: .......ccccceeeee.

Area amministrativa

Ufficio con postazione singola Q si dno
Ufficio con piu postazioni Q si dno
n. uffici con postazione singola ..............ccc.........
n. uffici con piu postazioni ........cccccccevvvviiiiiiinnnn.
Area colloqui Q si dno
Sale riunioni a si 4 no
Aree comuni U si 4 no
Altre strutture (es. guardiania) (Specificare): ...........cccovuereeeeeiciiieereeeeeeeeiveene
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C - Altre informazioni

Area didattica

Studenti
Nel normale utilizzo dell’aula: n. studenti..........ooccooiii
Durante il campionamento/prelievo:  n. studenti ...........ccccoovciiiiiinnns
Cambio personale e studenti dsi Ono

Nel normale utilizzo del laboratorio: n. studenti..........occooooii
Durante il campionamento/prelievo:  n.studenti ..................................
Cambio personale e studenti dsi Ono

Fumo di tabacco e sigaretta elettronica
Quantita totale di tabacco in media al giorno consumata da tutti i presenti nell’area: .............ccc.......

Tipo: U sigarette Q sigari O pipe
Frequenza: U regolare U saltuaria
Numero totale di presenti nellarea che usano in media al giorno la sigaretta elettronica: ..................
Frequenza: O regolare U saltuaria
Si & fumato nella stanza prima di cominciare il campionamento/prelievo? Usi Udno
A quando risale FUIMa VOIA? ............uvieiiiee e e e e e e e e e e e e e s eennnnes
Si é fumato nella stanza vicina prima di cominciare il campionamento/prelievo? Usi dno
A quando risale 'ultima VoIta? ...
Si € fumato durante il campionamento/prelievo? a si dno
Tipo: U sigarette Q sigari U pipe U sigaretta elettronica
Frequenza: U regolare U saltuaria

Area amministrativa

Personale impiegato
Nel normale utilizzo dell’ufficio: N. PEISONE ...ccecevviirriereeee e
Durante il campionamento/prelievo:  n. persone permanentemente nell'ufficio..............cccccervieen.

Ci sono dispositivi o altre attrezzature Qsi O no
(es. stampanti)

Fumo di tabacco e sigaretta elettronica
Quantita totale di tabacco in media al giorno consumata da tutti i presenti nell’area: .........................

Tipo: U sigarette 4 sigari 4 pipe
Frequenza: U regolare U saltuaria
Numero totale di presenti nellarea che usano in media al giorno la sigaretta elettronica: ..................
Frequenza: U regolare U saltuaria
Si € fumato nella stanza prima di cominciare il campionamento/prelievo? a si dno
A quando risale FUIMAa VOIA? ..........c.euriiiiie e e e e s e e e e e s e ennenes
Si é fumato nella stanza vicina prima di cominciare il campionamento/prelievo? O si dno
A quando risale I'ultima VOIa? ...,
Si € fumato durante il campionamento/prelievo? dsi dno
Tipo: U sigarette U sigari U pipe U sigaretta elettronica
Frequenza: U regolare U saltuaria
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Aree comuni

Studenti e personale impiegato

Nel normale utilizzo dell’area: N. PEFSONE ..coeeieiiiiiiiaaaae e
Durante il campionamento/prelievo:  n. persone.........ccccccceeveeeeeecnnneenn.

Fumo di tabacco e sigaretta elettronica
Quantita totale di tabacco in media al giorno consumata da tutti i presenti nell’area: ............c............

Tipo: Q sigarette Q sigari Q pipe
Frequenza: U regolare U saltuaria
Numero totale di presenti nellarea che usano in media al giorno la sigaretta elettronica: ..................
Frequenza: O regolare O saltuaria
Si & fumato nella stanza prima di cominciare il campionamento/prelievo? Usi U no
A quando risale FUIMa VOIA? ...........c.uuiiiiiie e e e e e s e e e e e e e nnenes
Si & fumato nella stanza vicina prima di cominciare il campionamento/prelievo? Usi U no
A quando risale I'ultima VOIa? ...,
Si e fumato durante il campionamento/prelievo? a si dno
Tipo: Q sigarette Q sigari A pipe U sigaretta elettronica
Frequenza: U regolare U saltuaria
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APPENDICE C
Questionario per report delle informazioni
da registrare durante i monitoraggi dell’aria indoor
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B - Periodo, tipo, dati microclimatici e climatici

B1 - Periodo di prelievo

Per i parametri microclimatici
Inizio data:......ccoooeiiiii s ora:

Fine data:.......cccooooeiiiiiiiiiiiiie ora:

Per le condizioni climatiche

INizio data:......coooovieeiieeieeeee e, (o] = U
Fine data:.......ccccoooiiiiiiiiiiiiee (o] - TSRS
Totale ore campionate: .............ccccevvvvviiiiiiiiiiniiinnnnnns .

B2 - Parametri microclimatici durante il pelievo

Temperatura: ... °C
Velocita dell’aria:  ................ m/s
Umidita relativa:  ................ %

B4 - Condizioni climatiche durante il prelievo

Temperatura media esterna: ................... °C
Velocita del vento media: ...................... m/s
Umidita relativa media: ...........cccooovvvvnnnnnn.. %

Pioggia d si dno
Nebbia 4 si dno

Neve O si dno

67






Serie Rapporti ISTISAN
numero di marzo 2020

Stampato da De Vittoria srl
via Alvari 36 — 00155 Roma

Roma, marzo 2020



	corpo del testo
	INDICE
	Presentazione
	Introduzione
	Bibliografia

	1. Strategie e metodi di monitoraggio  degli inquinanti chimici in aria indoor
	1.1. Informazioni di base necessarie  al monitoraggio dell’aria indoor
	1.2. Programmazione delle attività di monitoraggio dell’aria indoor negli ambienti scolastici
	1.3. Obiettivi, modalità, tempi e frequenza  del monitoraggio dell’aria indoor
	1.4. Scelta dei punti di prelievo per il monitoraggio  e posizionamento della strumentazione  di rilevamento
	1.5. Misure contemporanee in aria ambiente outdoor
	1.6. Attività da effettuare prima dell’inizio del monitoraggio dell’aria indoor
	Bibliografia


	2. Inquinanti biologici: strategie  e metodi di monitoraggio dell’aria indoor
	2.1. Rischio biologico negli ambienti scolastici
	2.1.1. Microrganismi negli ambienti scolastici
	2.1.2. Virus negli ambienti scolastici
	2.1.3. Allergeni negli ambienti scolastici

	2.2. Obiettivi, durata e frequenza del monitoraggio dell’aria indoor
	2.2.1. Campionamento di microrganismi
	2.2.2. Campionamento di virus
	2.2.3. Campionamento di allergeni

	2.3. Campionamento dalle superfici
	2.3.1. Campionamento di virus dalle superfici
	2.3.2. Campionamento di allergeni dalle superfici

	2.4. Metodi di analisi
	2.4.1. Metodi di analisi per i virus
	2.4.2. Metodi di analisi per gli allergeni
	Estrazione
	Dosaggi degli allergeni nei campioni di polveri dopo estrazione

	Bibliografia

	APPENDICE A
	Valori guida WHO e valori di riferimento utilizzati in alcuni Paesi europei  per gli inquinanti chimici e biologici
	APPENDICE B Questionario per la raccolta  di informazioni di base sulle strutture scolastiche  per la valutazione dell’aria indoor
	Questionario sulle caratteristiche costruttive degli edifici scolastici per la valutazione dell’aria indoor
	A - Caratteristiche generali del singolo ambiente considerato
	B - Caratteristiche delle aree dell’edificio
	C - Altre informazioni

	APPENDICE C Questionario per report delle informazioni  da registrare durante i monitoraggi dell’aria indoor
	Questionario sulle attività di monitoraggio dell’aria indoor  negli edifici scolastici
	A - Informazioni sulle attività di monitoraggio
	B - Periodo, tipo, dati microclimatici e climatici






