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A BSL2 (biosafety level 2) laboratorium lehet6vé teszi mérsékelt biologiai veszélyt hordozo
sejtekkel, mikroorganizmusokkal torténé munkavégzést. A Debreceni Egyetem Biokémiai és
Molekuléris Biologiai Intézet ltal 2013-ban létrehozott BSL2 laboratoriumaban kismértékii
bioldgiai veszélyt hordozo sejteket és virus vektorokat kivanunk hasznalni. A bioldgiai
biztonsagi terv attekintése eldtt fontosnak tartjuk dsszefoglalni, hogy milyen biologiai
mintékat lehet hasznalni ebben a laboratériumban és ezek milyen veszélyforrast hordoznak.

BSL2 laboratériumban felhasznélt biologiai mintak

A BSL2 laboratériumban leggyakrabban primer human sejtek izolalasa és tenyésztése folyik.
Ezek a sejtek kulonféle emberi szovetekbdl nyerhetdk ki. Intézetiink kutatoi heti
rendszerességgel tisztitanak a VVéradé Allomasrol szarmazé vérkészitményeket. A Vérado
Allomasrol ugynevezett *buffy coat’ készitmények szerezhetSk be, melyek dusitva
tartalmazzak a periférias vér fehérvérsejtjeit. Ezekbdl viszonylag egyszert eljarassal lehet
izolalni a mononuklearis sejteket, melyekbdl tovabbi 1épésekkel elkiilonithetdk a monocitdk
(lasd részletesen a BSL2-003 fejezetben). Ezen tilmenden Intézetiinkben tobb kutato
foglalkozik human sejtek kinyerésevel, ujsziilottekb6l szarmazo koldokszovetbol (lasd
részletesen a BSL2-004 fejezetben). A Véradd Allomésrol kapott vérmintak egészséges
emberekbdl szarmaznak. A masik esetben szintén egészséges személyektdl szdrmazd huméan
szovetmintak felhasznalasa torténik, kivételt jelent colidkias betegségre hajlamos egyének
koéldokszovet mintainak a feldolgozasa. Fontos kiemelni, hogy a BSL2 laboratériumban
eldzetesen ismert fert6zd betegekbdl szarmazoé sejt vagy szovetmintdk nem keriilhetnek
feldolgozasra.

A human mintak mellett Ggynevezett virusvektorokat is hasznalunk a BSL2 laboratériumban.
Sokféle virus hasznalhaté génvektorként; jelenleg Intézetlinkben lentivirus és a retrovirus
alapu vektor rendszerek hasznalhatok. A lentivirusokra jellemzd, hogy az emlds sejteket
megfertdzve genomjuk beintegralddik a gazdasejtbe, igy lehetdvé valik sejtekbe gének
bevitele. A lentivirusok jellegzetessége, hogy nem osztddo sejteket is képesek megfertdzni.
Vektorként a viszonylag biztonsagos Ugynevezett harmadik generacios lentivirusokat
hasznaljuk (lasd részletesen a BSL2-001 fejezetben). Ezek eredetileg a HIV virushol lettek
Iétrehozva, de benniik az infektivitést és patogenitast okozd gének eliminélva vagy szeparéalva
lettek. Ezen vektoroknal a virus eredetii burok fehérje VSV-G-vel van helyettesitve, ami
lehet6vé teszi, hogy az ilyen virusok tobbféle sejtet is megfertézzenek, de a sejtekbe bejutva
azokban nem tud tovabbi fertéz6képes virion 1étrejonni, azaz a fertézés nem tud tovabb
terjedni. A retrovirusok koézll a Promega phonix retroviralis rendszert hasznaljuk (lasd
részletesen a BSL2-002 fejezetben).

Osszefoglalva, az altalunk tizemeltetett BSL2 laboratériumban primer human mintak, illetve
virus alapt génvektorokat hasznalunk. A human szdvetminték, illetve a bel6liik 1étrehozott
sejtek elvileg korokozo mentesek, ugyanakkor teljesen nem zarhatd ki bizonyos patogének
jelenléte. Ezért potencidlis fertdzéforrasként kell kezelni az ilyen human bioldgiai mintéakat.
Az altalunk hasznalt lentivirusok és retrovirusok biztonsagosak tekinthetok, de itt is fontos
megakadalyozni, hogy ilyen virusok bejussanak az emberi szervezetbe.
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Bioldgiai biztonsaqgi terv a BSL2 laboratériumban

Az el6zéekben ismertetésre keriiltek azok a sejtek, illetve viralis rendszerek, melyeket napi
szinten hasznalunk a BSL2 laboratériumban. Ezek a sejtek/virusok mérsékelt bioldgiali
kockazatot hordoznak, ennek ellenére fontos a szabalyok betartasa és a lehetséges
veszélyforrasok kiszlrése.

A fertézések megakadalyozasara az alabbi intézkedéseket tartjuk sziikségesnek:

A BSL2 laboratériumhoz csak oktatason részt vett kutatok/hallgatok, illetve
szakasszisztensek kaphatnak belépési engedélyt. Nekik ismerni és alkalmazni kell a BSL2
laboratorium eléirasait, tovabba a BSL2 laboratorium dolgozoinak tudni kell a potencialis
veszelyforrasokrol.

A BSL2 laboratériumban csak az eldirt védofelszerelésben szabad dolgozni: kotelezo
a fehér laborkopeny viselése, melyet mas laboratériumokban, irodaban nem szabad hordani.
A munka befejezését kovetden a BSL2 laboratorium el6tti kialakitott fogason kell a
kopenyeket tarolni. A laborkdpenyen tilmendéen védé gumikeszty(i hasznalata is kotelez6. A
kisérleti munka befejeztével a védokesztytit le kell venni, kezet kell mosni, s csak ezt
kovetden lehet elhagyni a laboratoriumot. A laboratériumban szajvédé maszk €s
védoszemiiveg is rendelkezésre &ll, ezeket akkor ajanlott hasznalni, ha valaki olyan mintakkal
dolgozik, ami kénnyen szétfroccsen vagy aeroszolt képezhet.

Ha valakinek a kezére/karjara véddruhéazat ellenére rakeriilt valamilyen biologiai
szennyezddés, akkor azt azonnal le kell mosni Sensiva kézfert6tlenitd szer segitségével. A
BSL2 laboratériumban rendszeresitett Sensiva kézfert6tlenitd lenti- és hepatitis virusokat is
képes elpusztitani.

A BSL2 laborat6riumban kiilén figyelni kell a szaros targyak hasznélataval. Altalanos
szabaly, hogy a laboratériumban ker(lni kell az éles eszk6zok/szuros targyak alkalmazasat.
Ha mégis hasznalunk szlrds targyakat (pl. fecskendétii, szike), akkor ezek koriiltekintd
alkalmazasa nagyon fontos, ilyen esetben célszer(i dupla kesztytit viselni. A hasznalt
fecskendoket és tiiket atszurodasnak ellenalld dobozba kell 6sszegytijteni. Tilos széthajigélva
hagyni 6ket. Erre a célra vastag falu, miianyag dobozokat alkalmazunk, melyek mindig
megtaldlhatdk a steril fllkékben. Ha véletlenil valami Uvegeszkoz eltorik, azonnal le kell
allitani a munkat és tvegszilank mentesiteni kell a flilkét vagy a munka-asztal fellletet.

A fertézésveszély elkeriilésének leghatékonyabb mddja, ha a biologiai mintakat csak a
steril fiilkékben nyitjuk ki. Miel6tt a bioldgiai mintakat behelyeznénk a steril filkébe, meg
kell gy6z6dni, hogy a levegbaramlas megfelel6 sebességre allt-e be (bekapcsolés utan
minimum 10 percig kell jaratni a steril fulkét). A munka végeztével elséként fert6tlenitd
szerrel (SprayIn-TEVA/Mikrozid AF Liquide), majd 70%-os etanolos oldattal ismételten le
kell fertdtleniteni a fiilke feliiletét. Tovabba, a nap végén a steril fiilke lezarasat kovetden fel
kell kapcsolni az UV lampat, ami tovabbi sterilitast biztosit a fulke belsejében. Ha munka
kozben észleljiik, hogy racseppen a bioldgiai anyagot tartalmazé folyadék a flilke fellletére
vagy oldalara akkor azonnal fert6tlenitd szerrel (Sprayln-TEVA/Mikrozid AF Liquide) le kell
kezelni a szennyezett feluletet, majd eltavolitani a szennyezést és tébbsz6r gondosan
megtisztitani a kontaminalt részt.
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A selejtezésre varo biologiai mintékat, illetve az ezekkel szennyezett eszkdzoket
(flaskak, pipettahegyek stb.) zart badellakba kell gytijteni és tarolni. A badellakon fel van
tlintetve, hogy ’biohazard’, ezekhez a takaritd személyzet nem nydlhat, ha megteltek
légmentesen le kell zarni dket, s a laboratorium feleldsei fogjak atszallitani 6ket az éptilet
alagsoraban talalhaté zart taroloba (ezek égetéssel megsemmisitésre kertilnek). A sejtek
tenyésztésekor keletkez6 nagy térfogatu feliiluszo folyadék begytijtésére egy alternativ
lehetdség all rendelkezésre: a sejttenyészetek feliiliszoit vakuummal miikodo folyadék
csapdaban gytjtjiik 6ssze. Az itt Osszegyljtott tapfolyadék potencidlisan fertdzo lehet, ezért
ebbe a folyadéktaroloba eldzetesen fertdtlenitd oldatot kell rakni (10x toménységii SUMA D4
oldat), s a kitiritése soran, kiontés el6tt, ismételten fertdtlenitdé folyadékkal (10x toménységii
SUMA D4 oldat) kell kezelni. Magasabb kockéazatu folyadékokat (human vér, tomény virus
feltlisz6) nem szabad ilyen mdédon kezelni, begytjteni. Ezeket az oldatokat tarol6 edénybe
kell gytijteni mely SUMA D4 kezelés utan végl a zart badellaba kerl.

Kerlni kell az olyan munkafolyamatokat, amivel aeroszol keletkezik, ezért a sejteket
tartalmazo edényeket/flaskdkat minél révidebb ideig célszerli nyitva tartani. Kiilon vigyazni
kell arra, hogy a tapfolyadékkal szennyezett pipettahegyek ne érjenek a felllethez, az
elhasznalt pipettahegyeket azonnal az erre rendszeresitett pipetta tartd badelldkba kell
kidobni. Ha a sejttenyészt6 flilkén beliil vagy a sejttenyészt6 fiilkén kiviil, a sejteket/virusokat
tartalmazé edény megreped, s a folyadék kiszivarog, akkor a kontaminalt fellletet nagyon
alaposan fert6tleniteni (Sprayln-TEVA/Mikrozid AF Liquide) és tisztitani kell. Kilénosen az
inkubdtorokban fontos elkeriilni a szivargasokat, ezért mieldtt bepakoljuk a sejttenyésztd
flaskakat fontos meggy6zddni, hogy azok nem sériiltek-e. Sériilt, repedt sejttenyésztd edényt
vagy flaskat tilos az inkubatorba helyezni. Ha a sejtek tenyésztése soran a flaskak kiilsé
feliiletére racseppent valami szennyezddés, azt gondosan le kell tisztitani/ferttleniteni
(SprayIn-TEVA/Mikozid AF Liquide) miel6tt visszarakjuk a sejttenyészté inkubatorokba.

Mindezek a felsorolt intézkedések csokkentik a valdszinliségét, hogy a BSL2
laboratérium dolgozoinak a szervezetébe keriljenek potencialisan betegség agensek. Ennek
ellenére a BSL2 laboratoriumban dolgozoknak évente részt kell venni kotelezd
munkaegészségligyi sziir$ vizsgalaton. Az ilyen vizsgalatok soran a dolgozokrol teljes verkép
készitése torténik, igy monitorozhatdak az esetleges betegsegek (pl. a maj funkciok
megvaltozasa hepatitis fertézésre utalhat). Ha a BSL2 laboratoriumban valami baleset
torténik, akkor ezt azonnal jelenteni kell a BSL2 laboratorium vezet6inek €s soron Kivil
vizsgalat elvégzése kotelez6. Ennek részeként az érintett dolgozdnak fel kell keresni az
iizemorvost, aki intézkedik a tovabbi teendokrdl (vérvétel, beutalas klinikai vizsgalatra).
Mivel az altalunk miikodtetett BSL2 laboratoriumban gyakran haszndlnak huméan
vérmintakat, ezért erésen ajanlott hepatitis B elleni védéoltas megszerzése.




