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Neue Erkenntnisse zur Sicherheit in
der Zellkultur
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Abb. 1: Binder CB 150, CO:-Inkubator mit
integrierter HeiBluftsterilisation bei 180 °C

Die einzig normengerechte und sichere
Dekontaminations-Methode fiir CO:-Inkuba-
toren ist die HeiBluftsterilisation bei 180 °C.
Das hat jetzt eine unabhéngige Studie erge-
ben. Dieses Konzept ist in nur wenigen COz-
Inkubatoren realisiert, wie etwa dem Binder
Inkubator, Serie CB.

Der Hintergrund: mehr Sicherheit

Neue zellbiologische Anwendungsgebiete,
etwa die Forschung an Zell- und Gewebeer-
satz, haben die Anforderungen an moderne
COz-Inkubatoren tiefgreifend verdndert:
Neben hochpréziser Temperaturregelung und
schnellster CO. Regeldynamik (Distler, GIT
Labor-Fachzeitschrift  7/2002 @) riicken
Aspekte wie Keimfreiheit und Sterilitdt zuneh-
mend in den Mittelpunkt. Die sterile Kultur-
umgebung ist bei allen in vitro Anwendungen
eine Grundvoraussetzung fiir sicheres Arbei-
ten auf der Basis GLP/GMP* konformer
Arbeitsprozesse - insbesondere beim Umgang
mit humanen Zellen und Geweben. Maximale
Hygiene trdgt signifikant zur Risikominimie-
rung und Steigerung der Prozesssicherheit bei.
Davon profitiert bei Anwendungen in der
regenerativen Medizin nicht nur der Wissen-

* (Good Laboratory/Manufactoring Practice)

schaftler, sondern auch der Patient (z. B. bei
der Knorpelzellvermehrung). Bei der Kultivie-
rung von humanem Zellmaterial sind, analog
zu den Vorschriften fiir den Umgang mit Blut-
préparaten, entsprechende Sicherheitsaspekte
zu beriicksichtigen, die zum Ausschluss jeg-
licher Infektionsrisiken (Hepatitis, HIV, etc. )
beitragen sollen.

Nur HeiBluft-Sterilisation bei 180°C

genligt der Norm nach DIN 58947
Systeme mit integrierten Desinfektionsverfah-
ren wie UV-Bestrahlung der zirkulierenden
Umluft, permanente HEPA-Filtration oder Des-
infektion bei feuchter Hitze bieten nur sehr
begrenzt Sicherheit. Den strengen Richtlinien
der thermischen Sterilisationsverfahren genii-
gen all diese Methoden nicht, wie in DIN
58947, Teil 3 festgelegt oder im Bundesge-
sundheitsblatt 22, Nr. 10 © dokumentiert. Auch
die Keimreduktion durch Desinfektionsverfah-
ren ist qualitativ nicht mit dem technisch auf-
wendigen Verfahren der 180 °C HeiBluft-Steri-
lisation zu vergleichen. Nur diese ist das einzig
sichere in DIN 58947 @ festgelegte Verfahren
zur normgerechten Dekontamination, welches
auch international anerkannt ist.

Unabhdngige Studie

Exemplarisch wurde in einem international

anerkannten, nach ISO/IEC 17025 akkreditier-
ten mikrobiologischen Priiflabor eine neutrale
Vergleichsstudie zwischen einem Inkubator
mit 180 °C HeiBluftsterilisation (Binder CB,
Abb. 1) sowie einem COz-Inkubator mit 90 °C
Dekontaminationsroutine (Wettbewerbsmo-
dell) durchgefiihrt. Ziel dieser Studie waren
qualitative und quantitative Aussagen zur
Leistungsfahigkeit der zwei verschiedenen
Dekontaminationsverfahren unter identischen
Priifoedingungen. Als Testkeime dienten stan-
dardisierte, flir mikrobiologische Tests bei
Medizingerdten und Autoklaven gebrduchli-
che vegetative Keime sowie Sporen von spo-
renbildenden Keimen (vgl. Tab. 1). Letztere
wurden als Sporenpéckchen appliziert, zur
Kontrolle zusétzlich auch in gedffneter Form.
Entsprechend der Herstellerangaben wurden
die mit Testkeimen kontaminierten COz-Inku-
batoren dann anschlieBend dem jeweiligen
Dekontaminationsverfahren unterzogen. Beim
COz-Inkubator Binder Serie CB ist dies eine
1-stlindige Sterilisation bei 180 °C trockener
Hitze, beim Wettbewerbsmodel die Exposition
unter 90 °C/feuchte Hitze fiir 9 Stunden. Im
Anschluss hieran wurde der Grad der Keimre-
duktion fiir alle Testkeime durch Abstriche und
nachfolgende Vermehrung in entsprechenden
Kulturmedien untersucht. Unter Einbezug der
entsprechenden Kontrollversuche und mehr-

Enterococcus faecalis
Escherichia coli
Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus epidermis
Salmonella typhimurium
Candida albicans
Aspergillus niger

Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

Bacillus stearothermophilus
Bacillus subtilis-Sporenstreifen

Bacillus stearothermophilus-
Sporenstreifen
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Vegetative Formen (1-10) und Sporen (11,12)

ATCC 29212
ATCC 8739
ATCC 9027
ATCC 12228
ATCC 13311
ATCC 10231
ATCC 16404
ATCC 6633
ATCC 9372
ATCC 7953
ATCC 9372

ATCC 7953

Tab. 1: Liste der applizierten Testkeime
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Abb. 2: APT-Line Vorwdrmekammerprinzip des
Binder CO:-Inkubators, Serie CB

maliger Versuchswiederholungen ergab sich
ein eindeutig klares Ergebnis zur Wirkungs-
weise der beiden unterschiedlichen Verfahren.

Sporen sind bei Desinfektion mit

90 °C/feuchte Hitze nicht zu
eliminieren

Die Auswertung der Studie brachte ein deutli-
ches Ergebnis: Das Resultat der 90 °C/feuchte
Hitze-Desinfektion war ungeniigend. Vegeta-
tive Keimformen wurden zwar inaktiviert, die
wesentlich widerstandsfahigeren Sporenfor-
men der Gattung Bacillus subtilis und Bacillus
stearothermophilus hingegen widerstanden
dem Desinfektionsverfahren weitestgehend
unbeschidigt (vgl. Tab. 2). Beim Inkubator mit
normengerechter HeiBluftsterilisation wurden
wie erwartet alle vegetativen Testkeime sowie
auch die Sporen vollstindig eliminiert (vgl.

Tab. 2). Damit wurde das Ziel der nachhaltigen
und vollstandigen Keim-Eliminierung im Inku-
bator mit 90 °C/feuchte Hitze-Desinfektion
nicht erreicht. Dieser Befund war in mehrfa-
chen Versuchswiederholungen reproduzierbar
und traf auf alle im Inkubator getesteten
Bereiche zu.

Das vorliegende Versuchsergebnis widerlegt
damit die weit verbreitete Meinung der angeb-
lichen Sicherheit dieses Verfahrens. Insbeson-
dere stehen die Befunde damit in Gegensatz
zu bisherigen einschlagigen Dokumentatio-
nen, welche die Wirksamkeit des Verfahrens
unter Bezugnahme auf mikrobiologische Tests
belegen sollen. Diese Diskrepanz riihrt wahr-
scheinlich daher, dass bei den friiheren Nach-
weisen nicht mit Sporen, sondern nur mit
wesentlich unempfindlicheren vegetativen
Formen getestet wurde.

Fazit

Keimreduktion durch Desinfektion bei
90 °C/feuchte Hitze ist qualitativ keinesfalls
mit der 180 °C HeiBluftsterilisation vergleich-
bar. Dieses Verfahren ist auch bei sehr langen
Expositionszeiten liber viele Stunden ungeeig-
net und unzureichend, um eine sterile Umge-
bung entsprechend der gingigen Vorschriften
zu garantieren. Die unseren Erkenntnissen
zufolge einzig verldssliche und international
anerkannte Methode fiir den Einsatz bei hoch-
anspruchsvoller Zellkultur unter GLP/GMP-
Bedingungen ist die thermische HeiBluftsteri-
lisation bei 180 °C. Fiir kritische Zellkultur-
Anwendungen mit pathogenen Viren und Bak-
terien bietet die HeiBluftsterilisation bei
180 °C einzigartige Sicherheit. Zudem hat das
Verfahren den Vorteil einer signifikanten Zeit-
und damit Kostenersparnis von mehreren

Stunden gegeniiber der langwierigen thermi-
schen Desinfektion bei 90 °C/feuchte Hitze.
Maximale Sicherheit und Prozessqualitadt der
Zellkultur in CO:-Inkubatoren setzt zudem
eine Reihe weiterer Aspekte voraus. Dieses
sind perfekte Temperierprazision, hervorra-
gende Dynamik in der Regulation von CO: und
Temperatur, sowie modernste Regler Techno-
logie fiir eine optimale Prozesssteuerung und
Uberwachung. Binder CO.-Inkubatoren der
Serie CB verfligen Uber all diese wichtigen
Eigenschaften und bieten dem Anwender die
perfekte Voraussetzung fiir optimalen Kultur-
erfolg.
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CO: Inkubator Wettbewerbsmodell Binder CO: Inkubator

Desinfektion bei 90 °C/feuchte Hitze HeiBluftsterilisation bei 180 °C
Priifstelle Sporenstreifen Sporenstreifen Sporenstreifen Sporenstreifen

Bacillus subtilis Bacillus stearothermophilus Bacillus subtilis Bacillus stearothermophilus
a b c d a b c d a b c d a b c d

Tiire + + + - + + + + - - - - - - - -
Decke + + + - + + + + - - - - - - - -
Boden + + + + + + + + - - - - - - - -
Riickwand + + - - + + + + - - - - - - - -
linke Seitenwand + + - - + + + + - - - - - - - -
rechte Seitenwand + + + - + + + + - - - - - - - -
Kontrolle Sporenstreifen + + + +
+ = Wachstum in Caso-Bouillon, - = kein Wachstum in Caso-Bouillon, a-d, 4 Sporenstreifen pro Testkeim. Die Desinfektion bei 90 °C / feuchte Hitze im Wettbewerbsmodell fiihrt zu einer
unvollstandigen und ungeniigenden Sporeneliminierung. Durch HeiBluftsterilisation bei 180 °C im Binder COz-Inkubator, Serie CB werden Sporen entsprechend DIN 58947 normengerecht eliminiert.

Tab. 2: Wirksamkeit der Desinfektion bei 90 °C / feuchte Hitze und HeiBluftsterilisation bei 180 °C in CO--Inkubatoren.
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