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1. Znaczenie problemu

W okresie ok. 100 Ilat funkcjonowania laboratoriow mikrobiologicznych wielokrotnie zdarzaty
sie przypadki zakazen wewnatrzlaboratoryjnych personelu i materiatu badawczego lub produk-
cyjnego oraz srodowiska zewnetrznego. Opisano zachorowania pracownikéw laboratoriow
m.in. na rézyce, salmoneloze, bruceloze, gruzlice, grzybice i toksoplazmoze oraz zakazenia
wirusami pomoru rzekomego i retrowirusami drobiu, adenowirusami pséw, ospy oraz, o szcze-
gllnie ciezkim przebiegu, zakazenia herpeswirusowe i rhabdowirusowe (1,2,3). Sposrod 25
0so6b, ktére ulegly zakazeniu wirusem choroby marburskiej 7 zmarto. Zrédiem zakazenia byty
narzady wewnetrzne pobierane od matp do zaktadania hodowli komérek. Stosunkowo czesto
zdarzaly sie przypadki zakazen ubocznych w czasie namnazania wiruséw drozdzakami, bakte-
riami lub mykoplazmami (4,5,6). Najgto$niejszym echem odbito sie stwierdzenie obecnosci
onkogennego wirusa SV 40 w szczepionkach przeciwko poliomyelitis (7). Pracownie wirusolo-
giczne byly takze wielokrotnie Zrédlem rozprzestrzeniania sie choréb ludzi i zwierzat. Stosun-
kowo dobrze udokumentowano szereg epizootii zwigzanych z dziatalnoscia laboratoriéw pry-
szczycowych (8). Zakazenie Srodowiska zewnetrznego i wrazliwych zwierzat nastgpito zaréwno
w wyniku stosowania szczepionki inaktywowanej, zawierajacej resztkowg zjadliwos¢ (ij. pewna
liczbe zywych czasteczek wirusa), jak i wydania na zewnatrz materiatéw zakaznych (gtéwnie
miesa) oraz droga aerogenna.

Jak wynika z przedstawionych danych bezpieczna praca i zabezpieczenie epidemiologiczne
i epizootiologiczne stanowi wazny problem spoteczny i gospodarczy. Stad tez we wszystkich
krajach oraz w skali miedzynarodowej, przywiazuje sie do tego zagadnienia nalezytg uwage.

2. Przyczyny zakazen wewnatrzlaboratoryjnych
oraz drogi zakazenia Srodowiska

W laboratoriach wirusologicznych stosuje sie zréznicowane metody i techniki (zestawienie 1).

Zestawieniet

Metody badan i techniki wirusoiogiczne

1. Izolacja i badanie patogennosci wiruséw w hodowlach komoérkowych, na zarodkach i zwie-
rzetach.

2. Badanie wiasciwosci fizycznych i chemicznych oraz antygenowych wiruséw.

3. Rozpoznanie mikroskopowe: badanie histopatologiczne, metody immunofluorescencji i immu-
noperoksydazowe oraz mikroskopia elektronowa.

4. ldentyfikacja serologiczna; seroneutralizacja, odczyn wigzania dopetniacza, odczyn zahamo-
wania hemaglutynacji, odczyn immunofluorescencji, metody immunoenzymatyczne i radioimmunolo-
giczne.
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5. Badanie struktur wirusowych; sekwencjonowanie kwaséw nukleinowych, trawienie enzymami
restrykcyjnymi, elektroforeza, immunoblotting, badanie odwrotnej transkryptazy.

6. Inzynieria genetyczna: mapowanie genomu, klonowanie genéw, hybrydyzacja, PCR (polime-
rase chain reaction), rekombinacja DNA.

7. Liofilizacja, sonifikacja, uitrafiltracja, wirowanie i r6zne metody zageszczania.

Prowadzenie, zaréwno prac eksperymentalnych, diagnostycznych i produkcyjnych, wymaga
specjalnych zabezpieczen. Winny one chroni¢ zaréwno prawidtowy przebieg pracy i personel
oraz Srodowisko zewnetrzne. Jest wiele czynnikéw zagrazajacych przebiegowi prac wirusolo-
gicznych i funkcjonowaniu pracowni wirusologicznych. Najwazniejsze i najczestsze zagrozenia
i ich zrédta przedstawiono w tab. 1.

Tabelal

Zagrozenia dla funkcjonowania pracowni wirusologicznej
Czynniki Najczestsze zrodia

grzyby, drozdzaki, bakterie owoce, odziez, przedmioty, a zwtaszcza opakowania, tkanki zwierzat,
krew i surowica, zarodki i jaja, powietrze, nosiciele wsréd personelu

mykoplazmy surowica i krew, tkanki pobierane do zakladania hodowli komorek, jaja
i zarodki, nosiciele wérdd personelu

wirusy tkanki uzywane do zakfadania hodowli komérek, krew i surowica (np.
cieleca Mucosal disease, herpeswirusy), jaja i zarodki (np. NDV, AE itp.),
trypsyna (parwowirusy i wirus pomoru $win), personel (np. parainfluenza
i herpeswirusy).

Pominieto natomiast inny rodzaj utrudnienn w funkcjonowaniu pracowni, a zwigzany z jakos-
cig wody i odczynnikéw, poniewaz stanowi to odrebne zagadnienie.

Rozwijajac aspekt zagrozen stwarzanych przez laboratorium dla Srodowiska, analizie pod-
dano potencjalne drogi i mozliwosci wydostania sie drobnoustrojow poza laboratorium (zesta-
wienie 2).

Zestawieniez

Potencjalne drogi zakazenia srodowiska zewnetrznego
wirusami z laboratorium produkcyjnego, kontrolnego, rozpoznawczego | badawczego

1. Wprowadzenie do obrotu szczepionek inaktywowanych o resztkowej zjadliwosci.

2. Niezinaktywowane odpady poprodukcyjne, tkanki zwierzat doswiadczalnych, zestawy rea-
gentéw diagnostycznych.

3. Owady i gryzonie.

4. Aerozole sztucznie wytwarzane w czasie liofilizacji, sonifikacji, homogenizacji, wirowania,
sgczenia w nadcisnieniu i podcisnieniu, pekanie amputek wyjetych z gtebokiego zamrozenia oraz
aerozole naturalne wytwarzane przez zwierzeta doswiadczalne i nosicieli wsréd personelu (kichanie,
kaszel).

5. Nosicielstwo i stany podkliniczne wsrdéd personelu i zwierzat doswiadczalnych.

6. deiei i przedmioty wydawane na zewnatrz bez odkazenia.

7. Scieki.

Znaczenie poszczego6lnych drég potencjalnego zakazenia $rodowiska jest zréznicowane
i uzaleznione od rodzaju materialu zakaznego, organizacji pracy, wyposazenia, kwalifikacji per-
sonelu i jego zdyscyplinowania.
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Przez szereg lat bezpieczng praca starano sie zapewni¢ poprzez odpowiednig lokalizacje
pracowni wirusologicznych. Sytuowano je w warunkach naturalnej izolacji (np. w Niemczech na
wyspie Riems, w Danii na wyspie Lindholm, a w USA na Plum Island). Jednak pomimo wprowa-
dzenia ostrych reziméw sanitarnych (dla ludzi obowigzek catkowitej zmiany odziezy i kapieli,
a dla zwierzat bezwzgledny zakaz wyprowadzania poza laboratorium i kremacja zwtok) zdarzaty
sie przypadki wydostania sie na zewnatrz wiruséw i spowodowanie epizootii lub epidemii. Istot-
ny postep przyniosty prace z zakresu inzynierii materialowej i skonstruowanie filtrow absolut-
nych o sprawnosci powyzej 99,99% i had nowymi materiatami Sciernymi, podtogowymi itp. oraz
nowe prace projektowe umozliwiajace zorganizowanie ciggéw technologicznych, wydzielenie
stref: jatowej i zakaZznej oraz postep w organizacji pracy. W niniejszym opracowaniu zostana
przedstawione wiasne przemyslenia zebrane w zwigzku z projektowaniem laboratoriow badaw-
czych i produkcyjnych oraz uzyskane podczas zwiedzania osrodkéw zagranicznych.

3. Zasady projektowania i organizacji pracy w iaboratoriach
wirusoiogicznych

Podstawowym btedem, popetnianym na samym poczatku opracowywania zatozen techni-
czno-ekonomicznych, jest przyjecie zatozenia o ograniczonej pracy z materiatlem wysoko
zakaznym. Bierze sie to stad, ze niebezpieczeristwo upatruje sie wylacznie w uzywanych do
pracy wirusach, a zapomina sie, ze niosa je rowniez inne materialy biologiczne wymienione
w tab. 1. We wszystkich typach pracowni wirusologicznych, tj. badawczych, diagnostycznych
i produkcyjnych, istnieje zatem realne ryzyko wprowadzenia materialu niekontrolowanego lub
niedostatecznie kontrolowanego. Zatozenie, ze personel moze sie uchroni¢ przed zakazeniem
przez prawidtowe korzystanie ze sprzetu ochrony osobistej i zastosowanie ostrych reziméw
sanitarnych jest zawodne. Poniewaz tradycyjne sposoby okazaty sie zawodne, wprowadzono
do pracy boksy laminarne typu biohazard. Ryzyko, cho¢ zmniejszone, pozostato nadal ze
wzgledu na charakter metod i technik wirusologicznych (zestawienie 1). Jeszcze bardziej skom-
plikowanym zagadnieniem pozostaje unikniecie kontaminacji materialu badawczego oraz sto-
sowanie nalezytej izolacji dla zwierzat doswiadczalnych. O ile zakazenia bakteryjne i grzybicze
mozna skutecznie eliminowaé¢, to znacznie trudniej to osiaggna¢ w stosunku do mykoplazm,
wirusow, riketsji i niektorych innych pasozytow wewnatrzkomorkowych. Biorgc pod uwage
mozliwos¢ powstawania rekombinantéw, kazde laboratorium wirusologiczne, prowadzace prace
na zarodkach, zwierzetach i hodowlach komodrek, moze stanowi¢ zrodio zagrozenia, nawet
jezeli w pracach uzywa sie wylacznie wirusy o nieznacznej patogennosci. Stosunkowo tatwag
do realizacji, w wiekszosci pracowni wirusologicznych, jest zasada zorganizowania ciggu tech-
nologicznego, ktdérego ostatnim elementem winien by¢ autoklaw oraz rozdziat na pomieszczenia
strefy jalowej i zakaznej (zob. schemat 1).

Winien on obowigzywaé¢ we wszystkich pracowniach produkcyjnych i prowadzonych pra-
cach badawczych oraz diagnostycznych z wirusami stanowigcymi duze zagrozenie epidemiolo-
giczne lub epizootiologiczne. Powyzsza zasada winna by¢ bezwzglednie uwzgledniona przy
projektowaniu nowych pracowni wirusologicznych, a w miare mozliwosci réwniez przy wszel-
kich pracach remontowych i adaptacyjnych. Podany schematyczny ukiad jednopoziomowy
moze by¢ zastapiony ukltadem dwupoziomowym. Korzystniejsze wéwczas wydaje sie zlokali-
zowanie strefy pracy jatowej na wyzszej kondygnacji, a na nizszej strefy zakaznej. Przesytanie
medidéw ze strefy jalowej do zakaznej moze odbywacé sie na zasadzie grawitacji. Natomiast,
nalezy bezwzglednie unika¢ lokalizowania windy miedzy strefami. Powstaje wéwczas ciag po-
wietrza niosacy czesto w formie aerozli czasteczki wiruséw, bakterie lub zarodniki grzyboéw oraz
umozliwiajacy wedréwke gryzoniom i owadom. Podobnie negatywne skutki moga by¢ wy-
wolywane zle zaprojektowang wentylacja grawitacyjng lub mechaniczng prowadzong w ukladzie
pionowym. Takze czestym zrédlem zakazen zewnetrznych moze by¢ nieszczelna stolarka
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Schemat 1

Klasyczny podziat powierzchni w pracowni wirusologicznej

Schemat 2

Najnowsze koncepcje projektowe dla laboratoriéw wirusologicznych
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okienna. Stad tez m.in. powstata w latach siedemdziesigtych idea projektowania laboratoriow
wirusologicznych jako tzw. ,,pudetka w pudetku” (schemat 2).

Na przedstawionym ideowym schemacie wida¢ korytarz zewnetrzny. Wejscie i wyjscie z la-
boratorium odbywa sie przez $luze sanitarng z prysznicem, przyjmowanie i wydawanie ma-
teriatéw termowrazliwych przez komore formalinowa, a pozostatych materiatéw przez autoklaw
przelotowy. Szczytowym osiggnieciem projektowym, jak sie wydaje, jest naprzemienny ukiad
kondygnacji. W budynkach wielopietrowych kondygnacje laboratoryjne sa oddzielono kondyg-
nacjami technicznymi, a w budynkach, w ktorych zlokalizowano laboratorium na 1 lub 2 po-
ziomach urzadzenia lokalizuje sie w piwnicy (dezynfektor $ciekéw) i na poddaszu (zesp6t filtréw
powietrza).

W uzupetnieniu podanych informacji nalezy zwréci¢ uwage na warunki bezpieczenstwa
w pomieszczeniach dla zwierzat (zestawienie 3).

ZetawienieS

Przy projektowaniu pomieszczen dla zwierzat doswiadczalnych nalezy uwzgledni¢

1. Mozliwos$¢ filtracji powietrza przez filtry absolutne, najkorzystniej oddzielnie dla kazdego
pomieszczenia i w miare mozliwosci z regulowanym nadcisnieniem lub podcisSnieniem.
2. Utrzymywanie odpowiedniej temperatury i wilgotnosci.
. Wprowadzanie zwierzat przez Sluze sanitarna.
. Dostarczanie paszy i sciotki w sposéb wykluczajacy jej zakazenie.
. Bezpieczne usuwanie zwtok, $cidtki i resztek paszy.
. Mozliwos¢ prowadzenia skutecznej dezynfekcji biezacej i ostatecznej.
. Wykonywanie zabiegéw bez ryzyka zakazen i urazéw mechanicznych.
. Prowadzenie niektérych obserwacji klinicznych bez koniecznosci wejscia do pomieszczenia.
. Mozliwos$¢ dezynfekcji Sciekéw przed wprowadzeniem do kanalizacji ogdlne;j.
10. Korzystanie przez personel ze $luzy sanitarnej.

© 00N U~ W

Pomijajac wazne ze wzgledéw humanitarnych warunki bytowe (temperatura, wilgotnos¢,
przestrzen) dla zwierzat doswiadczalnych, nalezy podkresli¢, ze bezpieczenstwo epidemiologi-
czne i epizootiologiczne winno by¢ na tym samym poziomie, a nawet wyzszym, jak w pomiesz-
czeniach laboratoryjnych. Wiwarium winno by¢ objete takim samym systemem wentylacyjnym
i zbioru Sciekdw. Musza by¢ w sposéb przemyslany rozwigzane problemy wprowadzania zwie-
rzat, dostarczanie paszy, usuwanie zwtok i odpadéw oraz bezpiecznego pobierania prébek do
badan. Ocena stanu zdrowotnego wykorzystywanych w badaniach zwierzat laboratoryjnych
i gospodarskich wymagataby oddzielnego artykutu. W tym miejscu zwrécono jedynie uwage,
ze ryzyko wprowadzenia niekontrolowanych czynnikéw zakaznych, tak samo jak ich przenikanie
do Srodowiska zewnetrznego, niekiedy nie jest nalezycie doceniane.

W wielu krajach, w ostatnich dwéch dziesiecioleciach, zbudowano laboratoria o podanej
charakterystyce lub adaptowano do tego celu istniejace budynki. Dodatkowo, np. w zaktadach
pryszczycy - powietrze ze strefy zakaznej po filtracji jest kierowane do pomieszczen, w ktérych
przebywaja zwierzeta wrazliwe na zakazenie. Przyczynito sie to do zmniejszenia zagrozenia
epizootiologicznego, ale catkowicie go nie wyeliminowalo. Jednoczesnie okazato sie, ze
czuto$¢ kontroli biologicznej wcigz jeszcze przewyzsza niezawodnos$¢ aparatury kontrolnej.
W wyniku rzadkiej, ale nieuniknionej awaryjnosci urzadzen technicznych lub btedéw obstugi
sporadycznie zdarzaly sie wypadki zakazenia Srodowiska zewnetrznego.

Kolejnym progiem bylo wprowadzenie potrojnego systemu bezpieczenstwa, przez wydzie-
lanie w strefie zakaznej specjalnych bokséw z zaroodporng podioga i Scianami oraz zastoso-
wanie, zamiast filtracji, spalania powietrza w ptomieniu palnika gazowego. Alternatywnym roz-
wigzaniem jest wybudowanie specjalnych budynkéw posiadajgcych Sciany, podtogi i sufity
z materiatdw zaroodpornych umozliwiajgcych spalanie materiatéw doswiadczalnych i odziezy

BIOTECHNOLOGIA 3 (18) '92



62 J. GORSKI
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Fot.1. WejScie wewnetrzne do strefy zakaznej; dla uproszczenia kontaktow telefony z gto$nikami.

*~*neialiiiirii 5.

Fot. 2. Okienko podawcze do strefy zakaznej; widok z korytarza zewnetrznego.
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Fot. 3. Okienko podawcze
- komora formalinowa;
widok od wewnatrz.

personelu. Praca personelu odbywa sie z zastosowaniem manipulatoréw pod kontrola kamer
telewizyjnych. Takie systemy zabezpieczenn znajdowaly sie m.in. w niektérych laboratoriach
USA, bylym ZSSR i na Kubie. Natomiast, w wiekszosci krajow (m.in. Anglia, Bulgaria,
Czechostowacja, Dania, Francja, Niemcy, Rumunia i Wtochy) funkcjonuje co najmniej jedno
laboratorium przygotowane do prac z wysoko zakaznymi wirusami tudzi i zwierzat (filttry abso-
lutne, podcisnienie w strefie zakaznej, dezynfekcja $ciekéw, $luzy sanitarne). Podobne rezimy
sa stosowane w wytworniach preparatéw biologicznych i antybiotykow. W Polsce jedynym la-
boratorium tej klasy bezpieczenstwa jest Zaktad Pryszczycy Instytutu Weterynarii w Zdunskiej
Woli (fot. 1,2,3).

Natomiast, nalezy z troska podkresli¢, ze wiele pracowni wirusologicznych pionu medycz-
nego, roslinnego i weteryjnaryjnego - nawet w czesci - nie spetnia kryteriéw bezpieczenstwa.
Odnosi sie to zaréwno do laboratoriow naukowych, jak diagnostycznych i produkcyjnych.
W zwiazku z koniecznoscig rozwijania badan nad nowymi zakazeniami czynnikami chorobo-
twoérczymi ludzi, roslin i zwierzat funkcjonowanie tych laboratoriow stwarza okreslone ryzyko.

4. Uwagi koncowe

W obecnej sytuacji ekonomicznej kraju, a zwitaszcza wobec malejagcego budzetu panstwa
i naktadéw na nauke, ochrone zdrowia i rolnictwo, uzyskanie funduszy na prace projektowe
i budowe nowych laboratoriéw nie wchodzi w rachube. Bardziej realng wydaje sie mozliwos¢
adaptacji i przystosowania do wspoétczesnych wymagan istniejgcych obiektow. Zakres tych
prac moze by¢ roézny, w zaleznosci od posiadanych srodkdéw. Prace adaptacyjne moga objac
cate budynki laboratoryjne lub tylko ich czesci. Winny jednak zawsze uwzglednia¢ rozdzielenie
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Strefy pracy jatowej i z materialtem zakaznym, stworzenie warunkéw dewastacji zarazka przy
stanowisku pracy lub w koricowej czesci ciggu technologicznego, wyposazenie pracowni
w stanowiska typu biohazard, lub korzystniej, w indywidualna instalacje wyciggowa z filtrem
absolutnym, zapewni¢ skuteczny sposob dekontaminacji sciekéw oraz system $luz sanitarnych
dla personelu i materiatdbw. Na specjalne podkreslenie zastuguje wysoka dyscyplina i zacho-
wanie rezimow sanitarnych przez personel. W wielu przypadkach jest to czynnik niedoceniany,
a jak wykazuje praktyka, réwnowazny dla poziomu wyposazenia technicznego.

Reasumujac przedstawione informacje, zebrane na podstawie ponad 30 lat pracy w labo-
ratoriach wirusologicznych oraz uzyskane przy pracach projektowych 6 obiektéw, z ktérych
3 zostaly zrealizowane i funkcjonuja, nalezy przedstawi¢ nastepujace wnioski:

1. Podjecie bezpieczenstwa funkcjonowania laboratoriéw mikrobiologicznych obejmuje:
ograniczenie ryzyka zakazen wewnatrzlaboratoryjnych personelu, materiatéw biologicznych
i Srodowiska zewnetrznego.

2. Zagrozenie wystepujace przy pracach badawczych, rozpoznawczych i produkcyjnych
jest doceniane w kategoriach ogoélnych. Natomiast, na poziomie technologii szczegétowych
i konkretnych zagrozen, czesto nie jest nalezycie rozwigzane.

3. Stan bezpieczenstwa i standard wyposazenia w urzgadzenia zabezpieczajgce, dostep do
urzadzen sanitarnych oraz warunki lokalowo-organizacyjne funkcjonujgcych w Polsce labora-
toribw sa znacznie zréznicowane.

4. W wiekszosci funkcjonujacych laboratoriow wirusologicznych nalezy podnosi¢ poziom
bezpieczenstwa i srodki przeznaczone na ten cel sg w petlni uzasadnione wzgledami spotecz-
nymi i ekonomicznymi.

5. Przy projektowaniu nowych laboratoriéw lub remontach kapitalnych budynkow, w ktérych
funkcjonuja laboratoria wirusologiczne, nalezy uwzgledni¢ obecne osiagniecia inzynierii w za-
kresie materiatéw filtracyjnych, materiatéw $ciennych i podtogowych, hermetyzacji proceséw
technologicznych oraz prawidtowego ukiadu ciggéw technologicznych.

Literatura

. spencer D.J., (1971), A. Rev. Microbiol., 25, 465.

. Plummer G., (1967), Progr. Med. Virol., 9, 302.

. Larski Z., (1982), Wirusologia weterynaryjna, PWRIL, Warszawa.

. Gorska C., Pilaszek J., Gorski J., (1979), Mat. XIX25azdu PTM, Szczecin, 35.
. Gorski J., (1972), Biul. Int. Biowet., 1, 28, 16-26.

. Gorski J., (1978), Nowosci Wet., 8,1, 5-15.

. Georgiades J., (1965), Post. Hig. Med. Dosw., 19, 833.

. Strochmajer K., (1990), DTW, 97, 210.

0 ~NO D WNERE

Biosafety in Virological Laboratories

Summary

The author presents the importance of preventing infections of the laboratory personnel and the con-
tamination of the environment. The most common reasons for the within-laboratory infections and the
analysis of potential routes of contamination of the environment are demonstrated. The rules for planning
virological laboratories and organizing work in them are presented on the basis of the author's experience,
conclusions after visits in laboratories in other countries and published data.
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