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Biosicherheit von Zentrifugen: Kampagne mit Probenerhebungen

Bei Betriebsinspektionen zur Kontrolle der Biosicherheit lassen sich Verunreinigungen
mit Mikroorganismen in Laboratorien anhand von Wischproben feststellen. Auf Grund
der bisherigen Erfahrungen kdnnen insbesondere Zentrifugen kontaminiert sein. Erst-
mals wurden daher in einer Kampagne die Zentrifugen in verschiedenen Laboratorien in
den Kantonen BS und BL Uberpruft.

Es zeigte sich, dass gegenuber den friheren Messungen immer noch haufig Kontamina-
tionen gemessen werden, diese aber durchschnittlich ein erheblich geringeres Ausmass
hatten. Dies deutet darauf hin, dass die Betriebe die Problematik mehrheitlich erkannt
haben und Gegenmassnahmen ergriffen haben.

1. Einleitung

Ausgangslage

Um die Einhaltung der erforderlichen Sicherheitsmassnahmen zu kontrollieren, inspizieren die
Kontrollstelle fur Chemie- und Biosicherheit (KCB) und das Sicherheitsinspektorat BL (SIT) La-
boratorien und Anlagen, in denen mit pathogenen oder gentechnisch veranderten Organismen
gearbeitet wird. Dabei werden fallweise auch Probenerhebungen durchgefiihrt, mit denen Labo-
ratorien auf Kontaminationen mit Mikroorganismen untersucht werden konnen.

Bei den bisherigen Probenerhebungen wurden insbesondere bei Zentrifugen' Kontaminationen
mit Mikroorganismen festgestellt. Solche Kontaminationen kénnen potentielle Quellen fir Ver-
schleppungen sein. Zudem stellen sie ein mogliches Expositions- und damit je nach Mikroorga-
nismus auch ein Infektionsrisiko dar. Kontaminationen entstehen durch die Freisetzung von
Aerosolen aus den Zentrifugengefassen, kdnnen jedoch auch von Mangeln bei den Hygiene-
massnahmen herrihren.

Rechtliche Grundlage

Die Vermeidung von Aerosolen und angemessene Hygienemassnahmen in Laboratorien gehé-
ren zu den Grundsatzen der guten mikrobiologischen Praxis. Gemass Einschliessungs-
verordnung (ESV, Anhang 4) sind Massnahmen zu ergreifen, um die Bildung und Freisetzung
von Aerosolen und damit auch durch Zentrifugen verursachte Kontaminationen zu minimieren
(Sicherheitsstufe 2) oder zu verhindern (ab Sicherheitsstufe 3).

Ziel der Kampagne

Grundsatzlich soll mit den Probenerhebungen das Sicherheitsbewusstsein in den Betrieben
verbessert und auf Schwachstellen im Labor aufmerksam gemacht werden. Im Rahmen der
Kampagne sollte der Einsatz technischer und organisatorischer Massnahmen, die der Freiset-
zung von Mikroorganismen aus Zentrifugen entgegenwirken, gefordert werden.

Zu diesem Zweck wurden in Betrieben mit Tatigkeiten der Klasse 2 (Tatigkeiten mit Organis-
men, die ein geringes Risiko aufweisen) Zentrifugen auf Verunreinigungen mit Mikro-
organismen geprift. Um das Ausmass der Kontaminationen zu bestimmen, wurden Wisch-
proben entnommen, die mit molekularbiologischen Methoden auf das Vorhandensein der am
jeweiligen Ort verwendeten Mikroorganismen getestet wurden.

Gesamthaft wurden 21 Zentrifugen unterschiedlichen Typs in 6 Betrieben im Kanton Basel-
Stadt und in 2 Betrieben im Kanton Basel-Landschaft geprift. Der Termin der Probenahmen
wurde vorher nicht bekannt gegeben, um ein maéglichst authentisches Bild zu bekommen.

2. Vorgehen und Methodik

Ablauf der Probenerhebung

Pro Zentrifuge wurden jeweils an drei Orten (innerhalb Rotor im Réhrchenhalter; an der Zentri-
fugeninnenwand auf der Hohe des Zentrifugendeckels; in der Umgebung der Zentrifuge im Um-
kreis von 50 cm) Wischproben genommen; an jedem dieser Orte wurden drei Proben erhoben
(s. Abb. 1).

' Zentrifugen: Gerate zur Abtrennung von festen Partikeln aus Fliissigkeiten
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Analysemethoden
Aus der Wischprobe wurde die DNA (im Fall von Lentiviren auch die RNA) extrahiert. Diese
wurden dann jeweils mittels quantitativer PCR? oder Reverse Transkriptase-PCR (flir RNA)
analysiert. Durch den Einsatz von organismenspezifischen Gensonden in der PCR-Reaktion
konnten die Proben auf die Nukleinsauren der Mikroorganismen, die in der betreffenden Zentri-
fuge verwendet werden, untersucht werden.
Verwendet wurden folgende validierte Standardanleitungen:
¢ Abwischvorgang: SOP 220 (Viren), SOP 279 (Bakterien)
e Nukleinsaureextraktion: SOP 221 (Viren-DNA), SOP 348 (Viren-RNA),

SOP 337 (Bakterien-DNA).
¢ Die Extrakte wurden anhand der in der folgenden Tabelle aufgefiihrten SOPs jeweils

im Doppel untersucht.

Vacciniaviren SOP 222 Campylobacter SOP 280
Adenoviren SOP 239 Salmonellen ABI-Kit
Lentiviren SOP 347 Streptococcus pneumoniae | SOP 331

Die SOPs sind zum Teil auf der Homepage des Kantonalen Laboratorium BS einsehbar:
http://www.kantonslabor-bs.ch/content.cfm?nav=17&content=24. Die SOP zum quantitativen
Nachweis von Lentiviren (HIV1)-RNA ist bei der KCB auf Anfrage erhaltlich.

2 PCR: Polymerase-Kettenreaktion zur Amplifikation spezifischer Nukleinsadureabschnitte
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Abb. 1: Die Probenerhebungen wurden jeweils an 3 Orten durchgefiuhrt.

Im R(‘jhrchenhaltsr ) An der Innenwand der Zentrifuge

Bedeutung der Analyseergebnisse

Der Nachweis von organismenspezifischen Nukleinsaurefragmenten erlaubt keine direkten
Ruckschlusse auf intakte (infektidse) Organismen. Erhéhte Werte weisen aber darauf hin, dass
an dem Ort der Probenahme in der Vergangenheit eine Kontamination stattgefunden hat. Fir
die Beurteilung einer Kontamination mit Organismen existieren keine offiziellen Grenzwerte. Die
Bewertung erfolgt daher durch Vergleichen mit anderen Laboratorien, deren Ausstattung dem
Ublichen Stand der Sicherheitstechnik entspricht.

Die Methoden ermdglichen es, die Grossenordnung einer Nukleinsaure-Kontamination festzu-
stellen. Um die gemessenen Werte vergleichen und einordnen zu kénnen, werden folgende
Schwellenwerte unterschieden:

Theoretische Nachweisgrenze: Die PCR-Analytik erlaubt im glnstigsten Fall den Nachweis ei-
nes einzigen Molekils (1 Genom). Aus dem Anteil der Wischprobe, welcher in der Messung
eingesetzt wird, sowie dem Verlust wahrend der Aufarbeitung, ergibt sich die theoretische
Nachweisgrenze fur die gesamte Probe (zum Nachweis von Viren-DNA werden z.B. 1/50 der
Wischprobe eingesetzt, bei der die DNA mit einer Effizienz von ca. 50% aus der Probe extra-
hiert werden konnte, woraus sich eine theoretische Nachweisgrenze von 100 Genomkopien
ergibt).

Bestimmungsgrenze: Werte, die das 10-fache der theoretischen Nachweisgrenze Ubersteigen,
sind quantitativ aussagekraftig, d.h. erst ab dieser Schwelle ist eine Aussage Uber die Menge
an RNA oder DNA méglich. Werte unterhalb der Bestimmungsgrenze sind statistisch ungeni-
gend gesichert. Die in Laboratorien gemessenen Verunreinigungen mit den haufigsten viralen
Vektoren liegen in der Regel in diesem Bereich.
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Uberdurchschnittliche Kontamination: Von einer tiberdurchschnittlichen Kontamination wird ge-
sprochen, wenn die Bestimmungsgrenze um ein 100-faches Uberschritten wird.

3. Resultate

Die nachfolgende Tabelle enthalt eine Ubersicht Uber die getesteten Zentrifugen und die Grés-
senordnung der gemessenen Werte.

Ergebnisse der Probenanalyse
Organismus Anzahl Anzahl
Betrie- Zentrifugen®
be
Total Kontamination
davon Uberdurch-
nicht nachweisbar nachweisbar schnittlich
oder unterhalb Be- (oberhalb Bestim- (= 100-fach Uber
stimmungsgrenze mungsgrenze) Bestimmungsgrenze)
Lentiviren 4 13 5 8 2°
Adenoviren 5 7 3 4 1
Vacciniaviren 1 3 1 2 -
Campylobacter 2 3 3 - -
Streptococcus 1 2 1 1 -
pneumoniae
Salmonella 2 3 3 - -

' Die Zentrifugen wurden teilweise auf mehrere Mikroorganismen untersucht.

% In einem Fall wurde auch lentivirale RNA nachgewiesen, was auf das Vorhandensein intakter infektioser
Viruspartikel hindeutet. (Beim Nachweis von DNA ist dieser Riickschluss nicht méglich, da nicht zwi-
schen intakten Organismen und einer Kontamination mit Plasmid-DNA unterschieden werden kann.)

Bei 16 der getesteten 21 Zentrifugen konnte DNA resp. RNA gemessen werden. Bei den Viren
lagen die Werte mehrheitlich knapp oberhalb der Bestimmungsgrenze (s. Tabelle und Abbil-
dung 2). Sie liegen im Rahmen dessen, was ublicherweise in ahnlichen Labors gemessen wird.
In drei Zentrifugen ergaben die Messungen aber eine Uberdurchschnittliche Kontamination
(>100-fach Uber Bestimmungsgrenze). Diese wurden in den Réhrchenhaltern (Lentiviren) und
an der Innenwand einer Zentrifuge (Adenoviren) gemessen (s. Abbildung 2).

In den 8 Uberpriften Zentrifugen, die fir Bakterien oder Vacciniaviren verwendet wurden, wur-
den geringe Werte gemessen, die mit einer Ausnahme unterhalb der Bestimmungsgrenze la-
gen.

Bei der Kampagne wurden im Durchschnitt geringere Kontaminationen gemessen als bei den
bisher durchgeflihrten Probenerhebungen. Eine Verbesserung wurde vor allem in zwei Zentri-
fugen bezuglich Viren (s. Abbildung 2b, Z2) und bezuglich Bakterien (nicht dargestellt) festge-
stellt, in denen bereits bei friiheren Kontrollen Proben erhoben und auf Grund von festgestellten
Kontaminationen Korrekturmassnahmen veranlasst worden waren.

Hingegen wurden in einer Zentrifuge zum zweiten Mal Kontaminationen an der Zentrifugenin-
nenwand festgestellt, die auf eine Freisetzung von Aerosolen aus dem Rotor hindeuteten. Die
von der KCB empfohlene Massnahme - die Ausristung des Zentrifugenrotors mit einem Aero-
solschutzdeckel — wurde in der Zwischenzeit umgesetzt (s. Abbildung 2a, Z6).

Die Ergebnisse zeigen, dass in Zentrifugen zwar haufig Kontaminationen gemessen werden,
diese aber selten Uberdurchschnittlich sind. Diese Kontaminationen kénnen durch geeignete
Massnahmen minimiert resp. beseitigt werden (s. unter 5.). Dadurch lassen sich wie eingangs
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erwahnt das Risiko einer Exposition mit infektidsem Material oder Verschleppungen vermin-

dern.

Abb. 2 Messergebnisse der am haufigsten geprften viralen Vektoren

a. Adenoviren
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b. Lentiviren
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gestrichelte Linie: Bestimmungsgrenze (10x theoretische Nachweisgrenze);
Werte oberhalb der durchgezogenen Linie gelten als uberdurchschnittliche Kontaminationen.
Dargestellt ist jeweils das arithmetische Mittel der Triplikate eines Probenahmeortes.

4. Massnahmen zur Minimierung und Vermeidung von Kontaminationen

Zur Minimierung resp. Verhinderung von Kontaminationen stehen verschiedene technische und
organisatorische Mittel zur Verfigung:

Technische Schutzmassnahmen:

Durch die Verwendung dichter Zentrifugenrohrchen kann ein Austreten von Aerosolen bei der
Quelle minimiert werden. Einige weit verbreitete Typen von Zentrifugenréhrchen werden unter
der Zentrifugalkraft komprimiert und dadurch undicht. Fur die Zentrifugation empfehlen sich
Roéhrchen mit Schraubverschluss, die mit einem O-Ring versehen sind.

Eine Freisetzung von Mikroorganismen aus Zentrifugen kann vermieden werden, wenn der Ro-
tor oder die Gehange mit einem Aerosolschutzdeckel ausgertstet sind (s. Abb. 3). Dies ist um
so wichtiger, je héher das Risiko ist (abhangig u.a. von der Ubertragbarkeit der Organismen,
Konzentration, Uberlebensfahigkeit der Organismen in der Umwelt). Handelt es sich um aero-
gen Ubertragbare Organismen, bei denen ein Infektionsrisiko auf Grund freigesetzter Aerosole
maglich ist, so ist die Verwendung von Aerosolschutzdeckeln in jedem Fall notwendig.
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Abb. 3

Zentrifugeneinsatze ohne Aerosolschutzdeckel Zentrifugeneinsatze mit Aerosolschutzdeckel

Fur Ultrazentrifugen besteht die Mdglichkeit, diese mit einem HEPA-Filter auszustatten oder die
abgesaugte Abluft in eine mikrobiologische Sicherheitswerkbank abzufihren.

Hygienemassnahmen und korrekte Benutzung der Zentrifugen:

In Ergénzung zu den technischen Massnahmen sollten die Zentrifuge und der benachbarte Ar-
beitsbereich regelmassig desinfiziert und gereinigt werden. Den Réhrchenhaltern sollte dabei
besondere Beachtung geschenkt werden, um Verschleppungen von Kontaminationen tber ver-
schmutzte Réhrchen zu verhindern.

Hygienemassnahmen sind besonders fir Gerateraume, die durch viele verschiedene Personen
genutzt werden, wichtig. Die flr infektidse Organismen verwendeten Gerate sollten deutlich mit
einem Biogefahrdungszeichen gekennzeichnet werden, um das Bewusstsein fir Risikozonen
zu erhdéhen. Bei der Benutzung der Zentrifuge ist es wichtig, den Zentrifugeneinsatz (z.B. Ein-
satz aus Ausschwing-Rotoren) beim Entladen geschlossen in eine mikrobiologische Sicher-
heitswerkbank zu transferieren und erst dort zu 6ffnen, da auch nach der Zentrifugation Aeroso-
le entweichen kénnen.

Abb. 4 Korrektes Handling der Zentrifugen
Der Zentrifugeneinsatz sollte in der mikrobiologischen
Sicherheitswerkbank beladen und entladen werden.

Ausbildung

Von zentraler Bedeutung ist die Ausbildung des Laborpersonals, besonders wenn es im Um-
gang mit infektidsen Organismen noch wenig Erfahrung hat. Hierbei gilt es, das Bewusstsein fir
die Entstehung von Bioaerosolen bei verschiedenen Labortatigkeiten zu starken. Die Probener-
hebungen kdénnen hierbei als Hilfsmittel dienen. So wurden beispiels-weise die Ergebnisse der
vorliegenden Kampagne auf Wunsch eines Betriebs bei einer betriebsinternen Ausbildungsver-
anstaltung prasentiert.
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5. Schlussfolgerungen

Bei der Kampagne konnten in Gber der Halfte der getesteten Zentrifugen Kontaminationen ge-
messen werden. Nur in 3 von 21 Féllen wurden Uberdurchschnittliche Werte gemessen.

Im allgemeinen durfte die Grossenordnung einer Kontamination auf Grund der gemessenen
Werte eher unterschatzt werden. Dies trifft besonders dann zu, wenn das nachgewiesene Mate-
rial wie im Fall lentiviraler RNA sehr instabil ist. Die gemessenen Werte hangen zudem ab von
der Haufigkeit der Benutzung, dem letztmaligen Gebrauch oder der letztmaligen Reinigung der
Zentrifuge.

Uberdurchschnittliche Messwerte weisen eindeutig darauf hin, dass an dem Ort der Probenah-
me die Sicherheitsmassnahmen nicht vollstdndig genligen oder verbessert werden kdnnen. Bei
allen Messwerten, die Uber der Bestimmungsgrenze liegen, wird den Betrieben in Anbetracht
der mdglichen Unterschatzung der Werte empfohlen, ihre technischen Sicherheitsmassnahmen
und die Arbeitsgange auf mdgliche Schwachstellen zu Uberprtfen.
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