Eric H. Houwink Bezpieczenstwo biologiczne”

Organon International w laboratorium | przemyéle
Holandia biotechnologicznym

Procesy biotechnologiczne prowadzone z
mikroorganizmami klasy 2, przy zachowaniu wtasci-
wej technologii pracy, moga by¢ prowadzone na
takim samym poziomie bezpieczenstwa biologiczne-
go jak praca w standardowym laboratorium pod
warunkiem przestrzegania ,Dobrej Techniki Mikro-
biologicznej'

Bezpieczenstwo biologiczne polega na zapobieganiu przed skazeniem personelu i otocze-
nia podczas pracy z niebezpiecznymi mikroorganizmami. W wiekszosci laboratoriow klinicznych
i przemystowych uzywane sa mikroorganizmy nalezace do klasy najmniejszego ryzyka (zaklasy-
fikowane jako EFB klasa 2). Moga one wywotywac¢ choroby u czlowieka, a w konsekwencji
stanowi¢ zagrozenie dla personelu pracujgcego w laboratorium, jednakze jest mato prawdopo-
dobne aby mogly sie one samoistnie przenies¢ do otoczenia (1).

Artykut dotyczy zagadnienia bezpieczenistwa biologicznego w przemysle przy operowaniu
z mikroorganizmami klasy 2 EFB.

Dla zachowania bezpieczenstwa biologicznego w laboratorium, a takze podczas przeprowa-
dzania operacji technologicznych w zakladzie doswiadczalnym lub w fabryce niezbedne jest
przestrzeganie nastepujacych trzech zasad:

1) przeszkolenia personelu w DTM,

2) motywacji personelu do przestrzegania bezpieczenstwa biologicznego,

3) zapewnienia bezpiecznych warunkow pracy.

Podstawowag zasada mikrobiologiczng dla kazdego mikrobiologa jest zasada utrzymywania
wiasnych kultur w stanie czystym. Jednakze dla zapewnienia DTM nalezy przeprowadzi¢ szereg
pomiarow specjalistycznych zwigzanych z bezpieczenstwem (2).

W Holandii przed przystapieniem do prac z mikroorganizmami klasy 2 EFB lub w laborato-
rium, w ktérym wykonuje sie prace z rekombinowanymi DNA, prowadzi sie specjalne kursy
szkoleniowe dotyczace DTM. Dostepne sg tez podreczniki instruktazowe tacznie z tasmami
wideo, réowniez w jezyku angielskim (3).

l. Do jakiego stopnia zapewnione jest bezpieczenstwo
biologiczne w przemysle

Problem zapewnienia bezpieczenstwa biologicznego w przemysle biotechnologicznym
pokrywa sie z pytaniem, do jakiego stopnia mozna technicznie zabezpieczy¢ operacje biotech-
nologiczne w celu asekuracji personelu i Srodowiska. Niedawno opublikowano artykut, w ktérym
zawarte zostaly wymagania dotyczace zapewnienia wiasciwych warunkéw pracy (2).

Jednakze w literaturze nie przedstawiono do tej pory zadnej oceny ryzyka zwigzanego
z dopuszczalnymi poziomami rozprzestrzeniania sie¢ mikroorganizmoéw klasy 2, ktore nie przed-
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Stawiajg bezposredniego zagrozenia dla cztowieka. Zaleca sie (4) jedynie w raporcie OECD aby
przy pracach z mikroorganizmami i rekombinowanym DNA odpowiedniej klasy ryzyka - ,,zmini-
malizowac rozprzestrzenianie”.

W laboratoriach mikrobiologicznych wydostawanie sie niebezpiecznych mikroorganizmow
do Srodowiska jest minimalizowane przez zastosowanie DTM. Przez wiele lat, prace z mikroor-
ganizmami z klasy 2 EFB byly przeprowadzane w laboratoriach klinicznych i szczepionkowych.
Przeprowadzone doswiadczenia wskazuja, ze DTM redukuje poziom rozprzestrzeniania sie
mikroorganizmow do takiego stopnia, ze wypadki zainfekowania laboratorium zasadniczo
w ogole sie nie zdarzaja lub zachodzg bardzo rzadko.

Nasza hipoteza (przyjeta w firmie ORGANON) zaktada, ze podczas operacji biotechnolo-
gicznych wydostawanie sie do otoczenia mikroorganizméw klasy 2 EFB moze by¢ kontrolowa-
ne i minimalizowane do poziomu nie przekraczajacego, a nawet nizszego, niz poziom uzyskiwa-
ny podczas prac laboratoryjnych przy zastosowaniu DTM.

Grupa badawcza Holenderskiego Towarzystwa Biotechnologicznego zajmujgca sie proble-
mem ,,Bezpieczenstwa Biologicznego w Przemysle” (5) podjela inicjatywe oznaczenia poziomu
skazenia powietrza i powierzchni podczas prac laboratoryjnych przy zastosowaniu DTM. Wyniki
uzyskane z dziesieciu laboratoriéw przemystowych zastosowano jako warto$¢ odniesienia dla
oznaczenia skazenia srodowiska przez mikroorganizmy otoczenia fermentoréw przemystowych
oraz w trakcie proceséw przeptywowych. Testowano réwniez skutecznos¢ czterech dostepnych
w handlu fittréw powietrza, stosowanych przy finiach wylotowych fermentoréw.

Opracowanie wynikéw tych badann zostanie wkrétce opublikowane przez Holenderskie
Towarzystwo Biotechnologiczne. Ponadto przedstawiony bedzie takze przeglad dziesieciolet-
nich doswiadczen zwigzanych z bezpieczeristwem biologicznym w firmie ORGANON.

[l. Oznaczanie skazenia powietrza i powierzchni

Skazenie powietrza badano stosujgc préobnik Reuter Biotest Centrifugal Sampler (RCS) (6a).
Stwierdzono, ze prébnik RCS jest przyrzadem najpraktyczniejszym i zapewniajgcym najwiekszy
odzysk badanej prébki (6b), uzywanym w codziennej praktyce dla oznaczania zanieczyszczenia
powietrza w laboratorium i w zaktadach biotechnologicznych.

Do pobierania prébek powierzchni zastosowano Replicate Organism Direct Contact Plates
(RODAC). W celu identyfikacji mikroorganizmoéw klasy 2, reprezentatywne kolonie bylty posiewa-
ne na pozywkach selektywnych.

lll. DTM w laboratoriach przemystowych

Wyniki licznych testéw dotyczacych skazenia powierzchni i powietrza przeprowadzonych
przez doswiadczonych technikéw w czasie prac laboratoryjnych wedtug zasad DTM zestawiono
w tab. 1 (5).

Tabela |
DTM w réznych laboratoriach przemystowych
Operacja Wykryte skazenie

technologiczna powierzchni powietrza
posiew igtg 0 n.t.
pasazowanie pipeta 0 n.t.
mieszanie wirowe n.t 0
wydmuchiwanie pipet 0 14 POZ./20

(nie uznawane za DTM)
n.t. - nie testowano.
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Podczas testowania sposobéw przenoszenia kultur stwierdzono skazenie powietrza (w 14
sposrod analizowanych 20 prébek) podczas wydmuchiwania zawiesin Bacillus subtilis w czasie
pipetowania, a takze ustalono, ze sposéb ten nie moze by¢ zaakceptowany jako DTM.

lll. 1. Operacje biotechnologiczne

W szeregu zaktadow przemystowych podczas pracy badano rézne fermentory o pojemnos-
ci od 7 do 3000 titrow. Przez 30 min przy cisnieniu 1-2 at badano przeciek i stwierdzono, ze po
sterylizacji i ochtodzeniu jest on mniejszy niz 3 mm cisnienia wody.

Wielokrotnie byly badane krytyczne powierzchnie (np. uszczelnienia mieszadet) w celu
wykazania ewentualnego skazenia spowodowanego przez wydostawanie sie specyficznych
mikroorganizmoéw z fermentatora. Odpowiednie prébki powietrza pobierano podczas przepro-
wadzania posiewu, pobierania probek i po zakonczeniu procesu. W ten sam sposdéb postepo-
wano w czasie procesow przeptywowych w zamknietych wirébwkach przemystowych. Zestawie-
nie wynikéw przedstawiono w tab 2 (5).

Tabela 2

Bezpieczenstwo proceséw biotechnologicznych

Operacja technologiczna Wykryte skazenie
lub stosowana aparatura powierzchni powietrza
posiew (system zamkniety)

fermentory
(10,30,70,150,300,30001)

pobieranie prébek
- system zamkniety 0 0
- system otwarty (nie DTM) + n.t.

wirowanie n.t.

napetnianie, dekantowanie
probdéwek wiréwkowych n.t.

mieszanie wirowe
(kabina bezpieczna biol. kl. 2) (10-30 kolonii)
n.t. - nie testowano, + - wykrycie skazenia

Stwierdzono, ze podczas fermentacji i odwirowywania skazenie wystapito tylko w jednym
przypadku, tj. w systemie otwartym. Stad wniosek o konieczno$ci pobierania prébek w systemie
zamknietym dla zapewnienia bezpieczenstwa biologicznego z organizmami klasy 2. Dane
zawarte w tab. 2 wskazuja na koniecznos¢ uzywania biologicznie bezpiecznych kabin dla
normalnego napetniania i dekantowania probéwek wiréwkowych oraz mieszania wirowego
zawiesin komoérkowych. Podczas operacji manualnych nie mozna zapobiec tworzeniu sie
aerozoli, a w konsekwencji moze nastgpi¢ powierzchniowe skazenie kabin oraz rgk operatora.
Celem zabezpieczenia tego rodzaju prac, niezbedne jest stosowanie standardowej praktyki
odpowiedniej dezynfekcji.
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[ll. 2. Bezpieczenstwo filtrow powietrza

Trzy holenderskie towarzystwa testowaty pod wzgledem bezpieczenstwa filtry powietrza
stosowane przy fermentorach. W systemie testujgcym stosowano standardowa metode przyj-
mujgc: Pseudomonas diminuta (jako wzorcowy aerozol) oraz Domnick Hunter (jako wzorcowy
filtr). W czasie testowania badano wptyw 4 r6znych czynnikéw na przenikanie kazdego filtra:

- wilgotnos¢ wzgledna (60, 80 i 95%),

- autoklawowanie filtréw powietrza (jedno- i 10-krotne),

- skfad rozpylonego $rodowiska (pozywka, woda destylowana),

- poziom wzorcowego aerozolu (ponizej 10®-10®-10", 10"-10® mikroorganizmow).

Uwaza sie, ze filtr jest przepuszczalny, jezeli jedng lub wiecej kolonii Pseudomonas wykryto
na ptytkach prébnika znajdujacego sie za testowanym filtrem.

IV, Wyniki

Wilgotnos¢ wzgledna, skiad rozpylonego srodowiska i powtarzalnos¢ autoklawowania testo-
wanych filtréw nie wplywata na wyniki testéw przepuszczalnosci. Stwierdzono, ze poziom
wzorcowego aerozolu Pseudomonas jest jedynym i gtéwnym czynnikiem powodujacym przeni-
kanie dla czterech badanych, dostepnych w handlu, filtrow powietrza. Przy poziomach wzorco-
wego aerozolu zawierajacego ponizej 10® mikroorganizmoéw stwierdzono, ze wystepuje jedynie
sporadyczne przenikanie w 4 na 32 przeprowadzonych préb (jedna lub kilka kolonii na ptlytce).
Jednakze juz przy poziomie wzorcowym powyzej 10® komdérek Pseudomonas stwierdzono
przenikanie w okoto potowie przeprowadzonych testéw dla wszystkich filtréw (10-30 kolonii na
ptytke). Nie mozemy wytlumaczy¢ tego nieoczekiwanego wyniku, ktéry dla producentéw tych
filtrow jest réwniez zagadka. Wyniki te sg takze nie wyjasnione z tego powodu, ze testy kontrolne
przeprowadzane z bakteriami kultur Pseudomonas przy zastosowaniu filtrow hydrofobowych
wykazaly, ze nie wystepuje przenikanie przy poziomach wzorcowych 10"® mikroorganizmow na
test. Zostato to potwierdzone badaniami wykonywanymi przez producentéw filtrow.

Powstajg pytania: jakie stezenie mikroorganizméw w aerozolu wystepuje normalnie,
w gazach wylotowych fermentoréw oraz jakie sa poziomy stezenia w aerozolu, w filtrach
powietrza, a takze w normalnych warunkach pracy.

W oddzielnych doswiadczeniach oznaczono stezenia aerozolu w gazach wylotowych
w dwodch réznych fermentorach (o pojemnosci 10 |) przy réznych stopniach napowietrzania
i predkosciach mieszadta. W czasie oSmiogodzinnej pracy przy prowadzeniu hodowli kultur,
zawartos¢ komorek bakteryjnych w aerozolu w filtrach powietrza wahata sie miedzy 10” a 10®.

Stwierdzono, ze prowadzac fermentacje w normalnych warunkach uchodzenie mikroorga-
nizméw z gazami wylotowymi zabezpieczajg handlowe filtry powietrza, przy wspotczynniku
bezpieczenstwa w zakresie od 10 do 100. Ocenia sie, ze jest to operacja bezpieczna dla
»-minimalizowania” zanieczyszczenia powietrza podczas fermentacji przez aerozol z mikroorga-
nizmami klasy 2. Natomiast w przypadku uzywania mikroorganizmow klasy 3 zaleca sie stoso-
wanie serii dwoch filtrow powietrza dla zabezpieczenia przed skazeniem.

V. Zasady bezpieczenstwa biologicznego w firmie Organon

Dziesie€ lat temu w Organon rozpoczeto organizacje pracy zwigzanej z bezpieczenstwem
biologicznym przy wszystkich pracach z mikroorganizmami klasy 2, w laboratoriach
badawczych i rozwojowych, przy doswiadczeniach ze zwierzetami oraz w instalacjach fermenta-
cyjnych. Prace te dotycza 25 r6znych organizmow klasy 2, takich jak; Staphylococcus aureus,
Clostridia, Streptococci, Hepatitis A, B, Non A-Non B, Toxoplasma, Cytomegalovirus, Rubella,
wirus Epstein-Barr, wirus przemiany ciggtej linii komorek i surowicy pacjentow.
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Za bezpieczenstwo biologiczne, instruktaz i kontrole sga odpowiedzialni kierownicy bezpie-
czenstwa biologicznego, asystenci bezpieczenstwa biologicznego w kazdym laboratorium oraz
kierownik lecznictwa zawodowego. Nowo przyjmowany personel poddawano og6lnym
badaniom medycznym, natomiast surowice krwi poszczeg6lnych pracownikéw przechowywane
sg jako material referencyjny. Raz lub dwa razy w roku, caly personel zostaje poddawany
kontroli lekarskiej i jezeli jest to konieczne przeprowadza sie réwniez badania serologiczne.
Uzyskane wyniki oceniane sg jako proba dotyczaca ogélnego bezpieczenstwa biologicznego.

VI. Wypadki bioniebezpieczne i nadzor medyczny

Wypadki zwiazane z bezpieczenstwem biologicznym, sa starannie notowane, dyskutowane
z personelem, a jezeli zachodzi koniecznos$é¢, przeprowadza sie dokladne pomiary. Zespodl
lecznictwa zawodowego decyduje o leczeniu i w przypadku wskazan, jak juz wspomniano,
przeprowadza kontrole serologiczna.

Analiza wykazata, ze 60% wypadkéw byto spowodowane stluczeniem Ilub rozsypaniem
zakazonych materiatéw, a 40% zranieniem lub rozbryzgiem szkodliwych substancji do oczu.
Pozostate wypadki wystepowaly gtdwnie w odizolowanych pomieszczeniach dla zwierzat,
a w szczegollnosci przy obstudze szympanséw. Raporty medyczne dotyczace 40 zranien nie
wykazaly konsekwencji serologicznych lub ujawnienia sie choroby. W czasie systematycznych
kontroli medycznych, przypadkowych konwersji serologicznych nie mozna byto przypisa¢, -cy
w obszarze bioniebezpiecznym (z wyjatkiem jednego przypadku). Sposréd personelu prowa-
dzacego badania nad Hepatitis B, zaobsenwowano jeden przypadek konwersji serologicznej, na
szczescie bez objawow chorobowych. Przypadek ten nie byt zwigzany z wypadkiem lub zakto-
ceniem proceséw bioniebezpiecznych. Poniewaz byt to jedyny powazniejszy przypadek
w czasie calej dekady dziatania firmy Organon zwigzanej z bezpieczeristwem biologicznym,
mozemy zaufac¢ wszystkim staraniom dotyczacym bezpieczenstwa biologicznego.

VII. Wnioski

W podsumowaniu mozna stwierdzi¢, ze procesy biologiczne z mikroorganizmami klasy

2 moga by¢ prowadzone na takim samym poziomie bezpieczenstwa, jak rutynowe prace labora-

toryjne, pod warunkiem stosowania zasad DTM oraz zastosowania wilasciwej technologii

i wyposazenia laboratorium. Whniosek ten dotyczy réwniez organizméw ze zrekombinowanym
DNA (o odpowiedniej klasie ryzyka).

ttumaczyt i opracowat W. Trzebny
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Biosafety in laboratory and biotechnology industry

Summary

The paper deals with biosafety aspects of handling EFB Class 2 microorganisms in industry. It pre-
sents the summary of the results of the collaborative studies taken to determine air and surface contamina-
tion levels during GMT laboratory work, the results of studies of contamination by microorganisms around
industrial fermenters and during downstream processing and also the safety of four commercial air filters
used on exhaust lines of fermenters. Furthermore, ten years of experience with biosafety at Organon was
reviewed. In conclusion one can state that biotechnological processes with Class 2 microorganisms can be
performed at the same level of safety as work in the laboratory, if Good Microbiological Technique is strict-
ly adhered to and suitable physical containment is applied. This holds also for recombinant DNA or-
ganisms of the corresponding risk class.

Adres dla korespondencji:
Wiodzimierz Trzebny, Osrodek Informacji Naukowej PAN, ul. Stary Rynek 77, Poznan.

NOWOSCI!

W poszukiwaniu ziemniakéw produkujgcych plastik

Jednym z nowych zadan inzynierii genetycznej jest stworzenie warunkéw do produkciji
plastiku w komérkach bakterii, czy nawet ros$lin uprawnych. Badania nad produkcjg naturalnego
plastiku obejmuja rosngca liczbe laboratoriow w USA, Japonii, Anglii, Austrii i Niemczech
Zachodnich. Dofinansowania na ten cel siegajg milionéw dolaréw. Korzysci ptynace z uzycia
naturalnego plastiku wynikajg z mozliwosci jego biodegradaciji i z faktu zmniejszenia zapotrzebo-
wania na rope naftowa.

Poczatkiem badan bylo znalezienie formy poliesteru w ciele bakterii Alcaligenes eutrophus
przez brytyjskich uczonych pare lat temu. Zainteresowanie gwattownie wzrosto w ciggu ostatnie-
go roku na wiadomos$¢ o sklonowaniu genu odpowiedzialnego za produkcje plastiko-podobne-
go polimeru. W efekcie mozliwa jest dzis hodowla komérek A. eutrophus zawierajacych ponad
80% polimeréw w suchej masie. Problematyczna pozostaje jednak ekstrakcja polimeru. Wyste-
puje on w postaci ziaren zbudowanych z tysiecy pojedynczych fancuchéw wewnatrz komorki
bakteryjnej. Trudnos¢ polega na zniszczeniu bton komorkowych bez uszkodzenia granul.
Dpdatkowo, temperatura topnienia polimeru jest bardzo zblizona do temperatury jego rozktadu.

Obecne badania prowadza wiec w kierunku genetycznej modyfikacji A. eutrophus, aby
zmieni¢ wlasciwosci chemiczne polimeru. Podobny cel mozna osiagna¢ poprzez r'znniesienie
wyzej wspomnianego genu do innej, lepiej poznanej bakterii, np. Escherichia coli.

Marzeniem naukowca z Michigan State University, dra Chris Somerville, jest zastgpienie
produkcji skrobi syntezg polimeru u roslin uprawnych. Sama inkorporacja genu nie jest tak
ktopotliwa jak zmodyfikowanie dr6g enzymatycznych dla zablokowania istniejgcych enzymoéw
i uaktywnienia nowych cykli. Jako rosliny modelowe wybrano kukurydze i ziemniak. Spetnieniem
zyczen bedzie stworzenie ziemniaka produkujacego ,,plastikowe bulwy”. To $miate przedsiew-
ziecie znalazto juz finansowe poparcie ze strony Pioneer Hybrid, jednej z najwiekszych kompanii
rolniczych w USA.

Joanna Werner

Opracowano na podstawie: ( September, 1989), Science, 245, 1187-1189.
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