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Inaktivierung von Sporen und
Sporenbildnern

Einfuhrung: Die Endosporen-Problematik
Sporeninaktivierungen ,,durch” (Methode)
Sporeninaktivierungen ,fiir“ (Anwendung)

Herausforderungen bei unbeabsichtigter Freisetzung
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Zum Thema Inaktivierung von Milzbrand-
Sporen in der WHO Milzbrand-,,Bibel“

® Hypochlorit (10 000 ppm verfiigbares Chlor) oder
® 10% Formalin (30 min)
% Autoklavieren

® Verbrennung

Turnbull PC (2008) World Health Organization. Anthrax in humans and
animals. In (Editor) PT (ed.). WHO Press, Geneva (CH)



Sporeninaktivierungen ,,durch” (Methode)



Das Sporen-Problem:
Unzureichende Inaktivierung durch Hitze

Hitzedesinfektion: Pasteurisation / UHT-Verfahren

Dauererhitzung ~30 Min. 62°C
Kurzzeiterhitzung ~20 Sek. 70 - 74°C
Hocherhitzung 3 - 5 Sek. 85 - 87°C
UHT 1 - 3 Sek. 130 - 150°C

SO TG

— nur Abtotung von vegetativen Keimen

- thermoresistente Sporen (Bacillus ssp. und Clostridium ssp.)
uberleben

http://www.gmuender.org/bt/sterilisation1.pdf


http://www.gmuender.org/bt/sterilisation1.pdf

Inaktivierung durch Hitze

- Autoklavieren

Beispiele von Hitzeresistenz

Keimzahl N

10000 000

1000 000

S 100000
g
5]
o}
Resistenz- Organismus Temperatur Zeit % 10 000
stufe (°C) (min.) @
15}
I Pathogene Streptokokken, Listerien, Polioviren 61,5 30 § 1 000
=
] die meisten vegetativen Bakterien, Hefen, 80 30 E
Schimmelpilze, alle Viren ausser Hepatitis-B <
Il Hepatitis-B-Viren, die meisten Pilzsporen 100 5-30 100
IV Bacillus anthracis-Sporen 105 5
vV Bacillus stearothermophilus-Speoren 121 15 10
Vi Prionen 132 60

Bacillus stearothermophilus-
Sporen: Dqs1ec = 1.5 Min.
k= —1 ‘In N

- t N,

0 3 6 9
Behandlungszeit mit Sattdampf 121°C

http://www.gmuender.org/bt/sterilisation1.pdf


http://www.gmuender.org/bt/sterilisation1.pdf

Sterilisation durch mikrobizide Gase

Geeignet fiir Oberflidchen, porése Materialien (Raumluftfilter) und Textilien

Formaldehyd
® auch geeignet fur Inaktivierung von Bakteriensporen
& toxisch, ziemlich sicher krebserregend
® stechender Geruch
® durchdringt PVC und Gummi
# Denaturierung von Proteinen (chem. Reaktion mit Aminosauren)

Wasserstoffperoxid
® auch geeignet fur Inaktivierung von Bakteriensporen
® gute Materialvertraglichkeit
® riuckstandslos
® Zugabe von Katalase zu Bebritungsmedium (Kontrolle) empfohlen

http://www.gmuender.org/bt/sterilisation1.pdf;
Reichenbacher, Thanheiser, Weber und Kriiger (2013) Hyg Med; 38 — 4


http://www.gmuender.org/bt/sterilisation1.pdf

Inaktivierung durch Gamma-Strahlung

Sporen-Inaktivierung als Pulver
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Figure 2: Gamma Irradiation Kill Curve for Bacillus atropheus powder. Ten 0.01 g Bacillus atropheus
samples were gamma irradiated at 15 minute increments. Complete inactivation is seen with 25 kGy
at 75 minutes. This corresponded to sample number five. Results are the average of three
experments t 1 standard deviation.

Sporen-Inaktivierung als Flussigkeit
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1.00E+02 -

Surviving BG Spores (cfu/ml

1.00E+01 4
0

. T T T T

0 5 10 15 20 25 30
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Figure 3: Gamma Irradiation Kill Curve for Bacillus atropheus in suspension. Ten 10 mL samples of
0.01 g Bacillus atropheus in water were gamma irradiated at 15 minute increments. Complete
inactivation is seen with 35 kGy at 105 minutes. This corresponded fo sample number seven.

Resulls are the average of three experiments t 1 standard deviation.

R.E. Hilsen, B. Kournikakis, and B. Ford (2005) Inactivation of Microorganisms
by Gamma Irradiation . Bacillus atropheus spores and Erwinia herbicola,
Defence R&D Canada - Suffield



Inaktivierung durch Desinfektionsmittel

2 wéssrigem%sungen:
sch pektrum - nur fur vegetative Bakterien!

Relative Widerstandsfahigkeit

Bakterielle Sporen > Pseudomonaden > Schimmelpilze/  verschiedener Mikroorganismen
Hefen > Gram-positive Bakterien > Gram-negative Bakterien . . . .
gegeniiber Desinfektionsmitteln

% Natriumhypochlorit
bei pH 4 bis 6,5: Chlorbildung
breites Spektrum: Bakterien, Bakteriensporen, Viren

2 Peressigsaure
bei pH 2 bis 3,5
sehr breites Spektrum: Bakterien, Bakteriensporen, Viren, Pilze

10 ReinRaumTechnik 03/2006, S. 20-24; http://www.gmuender.org/bt/sterilisation1.pdf


http://www.gmuender.org/bt/sterilisation1.pdf
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Wirksame Desinfektionsmittel gegen
Sporenbildner der Risikogruppe 3?

Die meisten Desinfektionsmittel fiir schnelle und sichere
Inaktivierung von Milzbrandsporen nicht geeignet!

Von empfohlenen Mitteln (WHO): Formaldehyd, Glutardialdehyd,
Peressigsaure (PES), Wasserstoffperoxid und Natriumhypochlorit (NaOCl)

toten nur NaOCl und PES mehr als >99,9 Prozent Bacillus-Sporen in 30 min ab.

WHO,EMC,ZDI/98.6 PCb Turnbull: Guidelines for the Surveillance and Control of
Anthrax in Human and Animals 3 rd edition;
Sagripanti and Bonifacino (1996). Appl. Environ. Microbiol. Feb. 1996, 545-551

Formaldehyd (zehn Prozent) totet Milzbrandsporen bei praktikablen
Konzentrationen und Einwirkzeiten nicht sicher ab

http://edoc.rki.de/oa/articles/reOgTNMBkZZJY/PDF/21hxFul0WKn4.pdf

USAMRIID: Dekontaminierung von Sicherheitswerkbanken mit 10% Bleiche
oder Hype-Wipe® Desinfektionstlichern


http://edoc.rki.de/oa/articles/re0qTNMBkZZJY/PDF/21hxFu10WKn4.pdf
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Kriterien zur Auswahl geeigneter
sporizider Desinfektionsmittel

% starke Keimreduktion bis vollstiandige Abtétung

% rasche und irreversible Wirkung

2 breites Wirkungsspektrum

® Zuverladssigkeit der Wirkung (EiweiRschutzsubstanzen)

& Unschadlichkeit

,Empfehlung zur Vorgehensweise bei Verdacht auf Kontamination mit
gefdhrlichen Erregern” (RKI) zur Fldchendesinfektion:

® 1%ige Peressigsaure (Einwirkzeit: 30 Minuten) oder

® 10%iges Formaldehyd (Einwirkzeit: 2 Stunden)

http://edoc.rki.de/oa/articles/reOgTNMBkZZJY/PDF/21hxFul0WKn4.pdf


http://edoc.rki.de/oa/articles/re0qTNMBkZZJY/PDF/21hxFu10WKn4.pdf

Auswahl Desinfektionsmittel

—*.‘@ schiulke -+

Die bei der Dekontamination T LT et o
NEU ‘-ﬂ ‘—ﬂ Medizinprodukten. [C € 0297]

dem Stand der Technik e=o—r ~—*
t lin® PAA
entsprechenden Coonm bt g it
Desinfektionsmittel und - Anwendungskonzentrationen / Einwirkzeiten
verfahren' Wirksamkeiten 5Min. | 15Min. | 60Min.
. VAH-Liste Flachendesinfektion in
obert Kocn-Institut; Krankenhaus und Praxis
% RKI (Robert Koch-Institut;
- geringe Belastung 1%
WWW rk| de) bZW - hohe Belastung 2%
. Mykobakterizidi 2% 1%
% VAH (Verbund fiir angewandte ——————
begrenzt viruzid* 1%
Hygiene e.V.; http://www.vah- ~, i 5
I Noro**
online.de) und ggf. der e aiSal .
. e -hohe Bel
% DVG (Deutsche Veterinar- ohe Belastung Lk
Sporizid gegen C. difficile (Ribotyp 027)***
171N1 . - geringe Belastung 1%
medizinische Gesellschaft; e 15 Lo

http://www.dvg.net).

*  gemal RKI-Empfehlungen Bundesgesundheitsblatt 01/2004
*  gepruft mit neuem Prufvirus: Murines Noro-Virus nach EN 14 476
¥** gemal EN 13704 und EN 13697


http://www.rki.de
http://www.vah-online.de
http://www.vah-online.de
http://www.dvg.net

DIN-Priifverfahren (Euro. Normen)

DIN EN 13704:2002-05 (D) DIN EN 13697:2015-06 (D)
Chemische Desinfekti ittel - Q itativer Suspensionversuch zur Bestimmung Chemische Desinfektionsmittel und Antiseptika - Quantitativer Oberflaichen-Versuch
der sporiziden Wirkung chemischer Desinfektionsmittel in den Bereichen nicht poréser Oberflichen zur Bestimmung der bakteriziden und/oder fungiziden
Lebensmittel, Industrie, Haushalt und &ffentliche Einrichtungen - Prifverfahren und Wirkung chemischer Desinfektionsmittel in den Bereichen Lebensmittel, Industrie,
® Anforderungen (Phase 2/Stufe 1); De utsche Fassung EN 13704:2002 Haushalt und &ffentliche Einrichtungen - Priifverfahren und Anforderungen ohne
mechanische Behandlung (Phase 2, Stufe 2); Deutsche Fassung EN 13697:2015
Inhalt Seite
Vorwort 3
- : Furd hweis d izid
, * Fur den Nachweils der sporiziden
2 Normative Ver 1 5 [ ] k k [ ] d [ ] [ ]
I . Wirksamkeit werden in-vitro-Tests
4 Anforderungen 5
[ ] [ ]

5 Priifverfahren 6
f o p . gefordert (quantitative
52 Materialien und Reagenzien 6
5.3 App und Gl & 8 o
5.4 Her g der Sporer wsionen und Prifldsungen 9 S h
65 Verfahrensablauf 1
T e —— :  Suspensionsversuche)
57 Schiussfolgerung 16
68 Prufbericht 16
Anhang A (normativ) Herstellung von Bacillus. iituren-Sp 1sionen 18
A1 Material und Reagenzien 18
A2 Herstellung der Bacill lturen-Sp 1sion 18
Anhang B (normativ) Validi 1g des Verdiinny N i und des

Membranfiltrationsverfahrens 19
BA Prinzip 19
B2 Herstells der Spor i 19
B3 Herstellung der Produkt-Pruflésung 19
B4 Prifung auf Vali ung 19
BS \ g 22
Anhang C (ir ) Her g und Geb h von CI SPOTOQeNes .........ooooeceeee 23
ca Kulturmedien und Reagenzien 23
c2 Priifeinrichtung und G| iite 24
ca Herstellung von regenerierten Medien und Bebriitungsbedingungen .................................24
c4 Herstellung von Clostridium-Sp: S slturen-Su 24
Anhang D (informativ) N i dien 25
Anhang E (infe ) Spulfi 1 26
Anhang F (informativ) Beispiel fur einen typischen Pril 27
Anhang G (informativ) Bezugsstimme in 1 gen 29
G.A 29
G2 Bacillus cereus 29
G3 Clostridium sporogenes 29
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Suspensionsversuche oder in vitro Tests

lassen generell Aussagen liber den mikrobiziden Charakter eines
Desinfektionsmittels zu

Auch fur europaische Phase 1-Tests und Phase 2, Stufe 1-Tests:
® Phase 1-Tests: Qualitative Suspensionsversuche = wirksame
Konzentrationsbereiche = Resistenzen?

® Phase 2, Stufe 1-Tests: Obligatorische quantitative Suspensionsversuche
- Ermittlung der Konzentration/Zeit-abhangigen Reduktionen der
Testorganismen unter Berlicksichtigung von organischen Belastungen

AnschlieRend: Praxisnahe Versuche

Gebel, J. et al., 2001, Gemein; 2011, Dissertation; Desinfektionsmittel-Kommission im VAH (Hrsg.). Anforderungen und
Methoden zur VAH-Zertifizierung chemischer Desinfektionsverfahren. Stand 2. April 2015. Wiesbaden: Mhp-Verlag, 2015;
Desinfektionsmittel-kommission im VAH. Aktuelle Anforderungen und Methoden zur VAH-Zertifizierung chemischer
Desinfektionsverfahren. Stand 2. April 2015. Kommentar und Ubergangsmodalititen. HygMed 2015;40(6):268-269.
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Sporeninaktivierungen ,fur“ (Anwendung)




17

Inaktivierung im Patientenumfeld

Umgang mit an Milzbrand erkrankten Patienten im Kranken-
haus und in OP-Einheiten:

Empfohlene Flachendesinfektion zweimalig mit 1%iger
Peressigsaure mit einer Gesamteinwirkzeit von mindestens 30
min, um eine sichere Inaktivierung ggf. vorhandener Sporen zu
gewahrleisten.

Die Schlussdesinfektion der Flachen ebenfalls zweimalig mit
1%iger Peressigsaure.

https://www.rki.de/DE/Content/InfAZ/A/Anthrax/Milzbrand_Hinweise-
UmgangPatientenKrankenhaus-OP.pdf?__blob=publicationFile


https://www.rki.de/DE/Content/InfAZ/A/Anthrax/Milzbrand_Hinweise-UmgangPatientenKrankenhaus-OP.pdf?__blob=publicationFile
https://www.rki.de/DE/Content/InfAZ/A/Anthrax/Milzbrand_Hinweise-UmgangPatientenKrankenhaus-OP.pdf?__blob=publicationFile
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Probenvorbereitung fiir Elektronen-
Mikroskopie

~= Versuch 1 ~*= Vorsuch § Spore Inactivation in Universal Fixative
=+ Versuch 2 Versuch 6 LE+11
=== Versuch 3 == Nachweisgrenze Direktausstrich —— B, anthracis Ames ¥1

=+ Versuch 4
=& B. anthmcis Ames #2

80 e - B, anthracis Ames #3
—— B. anthracis Ames #4
70 N --8-- B. anthrcis Steme

-* - B. cercus
= # = B. megaterium
6.0 ©-- B, sublilis #1

0 B. subtilis #2

Viable Spare Concetration (cfu) per ml

E - w0 B, thuringicnsis
550 -
Q —8— C. periringens
2 o
40
3or
o
- a
20 F o
60 120 240

Time in Minutes

_ I Fixierung/Sporen-Inaktivierung in 4% para-FA
T N T A mit 1% GA (universal fixative solution)

)er of spores remaining viable atter 5, 15, 30, 60, 120, and

min of treatment with fixative. The time for inactivation
Wirkung von Fixationsmittel fiir die EM (10 % FA + 0,05 % GA) auf B. anthracis- wred for the different species. rancine from 5 min for Clastridium

Sporen in Suspensionsversuchen bei 20 °C . o o
... @ minimum of ten times the sample volume
is typically used.

http://edoc.rki.de/oa/articles/reOgTNMBkZZJY/PDF/21hxFul0WKn4.pdf Brantner CA, Hannah RM, Burans JP, Pope RK. 2014. Inactivation and

ultrastructure analysis of Bacillus spp. and Clostridium perfringens spores.
19 Microsc Microanal 20:238-244.


http://edoc.rki.de/oa/articles/re0qTNMBkZZJY/PDF/21hxFu10WKn4.pdf

Inaktivierung fur MALDI-TOF

ativ\e
crem 20 o etry oW enic
e ” ecttom i pathod
a
VT ot oL
iva i pola
\“ac““b_‘a\ ce\\S a“ - \et,t RO ; Gesenschﬂﬁfu
Wicr® o N ! g AR 0
1ot A DO, T o, O
petet u?“&noﬁ“ gerd i, Norooer 2 11,0 76P0
0 pert Kocn'!ns AM Mant
784 RO agnosti

Table 2. Inactivation of Bacillus Spores by TFA (80%,
30 Min) without Filtration?

COncn no.of nooof cases with

species [CFU/mL] strains inactivation tests  survivals
E. anthracs 108 2 8 0
B. eevens 107 Z i 0
E. cevens 104 2 13 10
E. lickeniformiz L0 1 8 ]
B. subtilis 1 1 7 1
E. tewringiensis 1o 1 6 0
¥ 9 45 11

2

@ Survival was tested by recultivation from enrichment media al day
1 and after 14 davs according lo the European norm EN 14347 (refl
16}, Survival of spores was found only for the strains B. cerens ATCC
10987 and B. subtilis DSM 347 in suspensions of 10% CFU/ml.
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Inaktivierungsprotokoll*:

3 Impfésen Material (30 plL) in 20 pL H,0O
Zugabe von 80 pL Trifluor-Essigsaure (TFA)
Inkubation mit Schutteln fiir 30 min.
Verdlinnung 1:10 in HPLC-H,0

Keine Zentrifugation oder Filtration

Testung der Verdiinnungen auf Sterilitat

*Modifiziert in: Lasch P, Beyer W, Nattermann H, Stammler M,
Siegbrecht E, Grunow R, Naumann D. 2009. Identification of Bacillus
anthracis by using matrix-assisted laser desorption ionization-time of
flight mass spectrometry and artificial neural networks. Appl Environ
Microbiol 75:7229-7242.

Alternativ (Bruker-Protokoll):
70% EtOH 2> 70% Ameisensaure
- 50% Acetonitril 2 Filtration

Weller SA, Stokes MG, Lukaszewski RA. 2015. Observations on the
inactivation efficacy of a MALDI-TOF MS chemical extraction method on
Bacillus anthracis vegetative cells and spores. PLoS One 10:e0143870.
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Herausforderungen bei unbeabsichtigter
Freisetzung




Herausforderung
Milzbrandsporenkontamination

Trommel-Happening (USA, 2009)

TN e o\ f .

r
- -

— Sanierung des Gebdudes und der Trommeln
inkl. Dekontaminierung aller Oberflachen mit
einer Kombination aus Reinigung mit Bleiche
und HEPA-Filter-Absaugung

22 MMWR, (2010) vol 59, 872-877
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CDC (Roybal Campus) Vorfall 2014

Sporen-Extrakt flir MALDI TOF-Analyse L

® MALDI TOF Inaktivierungs-Protokoll fir Report an e
) Potential Exposure to
Brucella auf B. anthracis angewandt Anthrax
® Proben nur fir 10 min. (nicht 24 h) Genters for Disease Gontrol and
behandelt

7/11/2014

& Sterilkontrolle bereits nach 24 h bewertet

Ursachen:
1. Ungetestete Prozedur (keine SOP)

Sterilitit nicht liberpriift 1|/ ||

2.
3. Mangelhafte Literaturkenntnis
4.

Nutzung von pathogenen Stammen Spatere Teste: 50.000 Sporen

= 24 h Ameisensaure (AS)
- AS/Acetonitril 2 8 d Bebritung
- 4 CFU
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Probleme am Dugway Proofing Grounds

- Review Committee Report

Uber ein Jahrzehnt haben 86
Einrichtungen in USA und 7
anderen Landern mit
Milzbrandsporen kontaminierte
Proben erhalten!

= Verursacht durch
unsachgemalle Gamma-Strahlen-
Inaktivierung

o

Review Committee Report: Inadvertent Shipment
of Live Bacillus anthracis Spores by DoD

AT foud Cr.llrlph'illnun'r Rﬂ'lr'wln" Dol hrbl:lﬁ'rrl:lrj'f'ﬁu wificres, Proveties, amil
Preitocols dsvocieted with Inaectiviting Beiciflin sirit hraein Spores

July 13, 2015
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Probleme am Dugway Proofing Grounds
- Review Committee Report

Irradiation of Bacillus anthrocis Spores [Ames Strain)

53
= g :-.:' Leear” - Dugway 1667 (irradiated at 124 kGy)
Fpe| Ra T
24 :.E+‘:I.-l;'l-".h-':..- ¥
S 1600 T ; 8
§_ LE+08 . . \‘\“...‘ g
% LE«O7 ‘x\‘\ - - July 13, 2015
g LEWDB TR\ ‘\* \ E
vl e o
s o \ g
3 ua NN AN £ | Problematische Parameter:
e v ‘ . - ° °
- 1. Auferhalb validierter Daten
oo 2 mem B om " 212, Hohere Sporenanzahl

Gamma Irradiation (kGy)

3. Nur 10% der Probe fiir
Sterilitatsstest
4. Nicht Linearitat

Figure 2: Consolidated kill curve data from multiple sources.




Allgemeine DoD-Probleme mit Sporen
- Review Committee Report

Vergleich der Inaktivierungs- Vergleich der Inaktivierungs-
Verfahren durch Gamma-Strahlen Verfahren durch Gamma-Strahlen

Laboratory : : i1ty T et
Igose Dose Determination SlaruAng Titer Sterility Testing
(kGy) (cf/ml) B : -
Sampling Culture Media Incubation
Calculated using Laboratory Sterility
S ) time/decay rate of isotope Max P . Broth to Direct Incubation | Incubation | Positive | Negative
J 54« ’ E g ) 2 . o .
ECBC M and calibration data from 10° efwml Sm;;:hng Ry Solid Media Plate? Plating Temp (°C) Time (hrs) | control? | control?
instrument install .
25-37
ECBC 10% None "V Trj:\'pl;; E.m No ulm](:rc “appropriate 724 No No
USAMRIID | 40® Not performed ® 1057104 ® o PRIE | growth temp”
. c ) None Blood Agar None None . b)
102 0-50% " Ty 1% P i il 37
Min 5.9x10° - USAMRIID | 10-50% identified b identified | identified ’ i No Yes
s 6.9x10% with
NMR( Typical Not stated in protocol . :;131113& Blood Agar.
; ® 5x10°5) it ,
40-50 ®) " . | Brain Heart B'd”.l l.k‘m Broth
Small vol: N Infusion s
Infusion 1 uland =72
ine dosi NMre | F1OML | TR Agat 001 35-37 7 Yes Yes
Dugway 38-42 Alanine dosimeter test 10° - 101 N} Large vol: . Nutrient 200ul are - 35-3 2 S
ZWa) strips 1.5% +10% Agar plated Plates
. ¢ 72
— . - SEEh Mueller- -
(a)  Specified in 6/8/15 meeting at ECBC Hinton agar
(b) Specifiedin 6/9/15 meeting at USAMRIID 35 mi 23X =
o rified i 715 atis = = c Sov 2
© .\peuhe(_lm 6/1 .l\ mecting I.)}t‘(' Dugway 5% nutrient Tryptic Soy | 200 ,w No 34 96 -336 ° Yes Yes
(d) Information provided after site visit N broth Agar plates

(a) Specified in 6/8/15 meeting at ECBC
(b)  Specified in 6/9/15 meeting at USAMRIID
(c) Specified in 6/17/15 meeting at DPG

Erkennung von systemischen Problemen:
Fehlen spezifischer, validierter Standards zur Entwicklung von
Prozessen, Protokollen und Qualitatssicherungsmafinahmen

Shipment

o Cromy L ry Frosears, Provess, s
Fritva s sttt w1 b it b Npmrrs
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July 13, 2015
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gregorgrass@bundeswehr.org

www.instmikrobiobw.de


mailto:gregorgrass@bundeswehr.org
http://www.instmikrobiobw.de

