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FOGALMAK: STERILITAS -- STERILITY

ASZEPTIKUSSAG -- ASEPTICITY

ELSZIGETELES, IZOLALAS -- CONTAINMENT

Mikrobak elpusztitasa
Mikrobak tavoltartasa a kornyezettol

Patogének
Virusok vakcinatermelés
GMO-k
rDNS termeléssel
kapcsolatos problémak

Mikrobak tavoltartasa a rendszertol
aszeptikus miikodés=steril miikodés

OECD 1986 — Recombinant DNA
Safety Considerations

EC 1990 Council Directive on the

I SEREFALC] | Contained use of GMOs

GMO

Il.: a tobbi



A biologiai biztonsag 4 szintje
EiM 61/1999 (WHO alapjan)

1. szint - alap biologiai kockazata (BSL 1)

az a bioldgiai tényezd, amely nem képes emberi megbetegedést okozni
2. szint - alap biolégiai kockazatu (BSL 2)

az a biologiai tényezo, amely
 képes emberi megbetegedést okozni,
» veszelyt jelenthet
» elterjedése nem valoszind,
» az altala kivaltott betegség eredmeényesen megeldzhetd, vagy kezelése hatdsos
3. szint — fertozésveszélyes (BSL 3 )
sulyos emberi megbetegedéseket képes okozni (akar halalosat),
* komoly veszélyt jelenthet
» szétterjedésének kockazata az emberi kdzossegben fennallhat,
» altalaban eredményesen megeldzhetd, vagy kezelése hatasos
4. szint - kiemelten fertézésveszélyes (BSL 4 )
» sulyos emberi megbetegedést okoz, (akar halalosat)
* komoly vesz¢lyt jelent a munkavallalo szamara,
» az emberi kozosségben valo szétterjedésének nagy a kockazata,
» altaldban nem elézhetd meg, vagy nem kezelhetd hatdsosan




A biologiai biztonsaqg néqy szintjére jellemzo mikroorganizmusok

BAKTE-
RIUMOK

GOMBAK

VIRUSOK

Escherichia
coli
Lactobacillus

sp.

Saccharomyces
cerevisiae

Vakcinalas-hoz
hasznalt
influenza torzs

Vibrio cholerae

Clostridium tetani
Corynebacterium

dyphtheriae

Candida albicans

Hepatitis
Influenza
Herpes simplex

[1. V.

Bacillus
: Mycoplasma

anthracis :

. . mycoides
Yersinia pestis
Histoplasma
capsulatum
Coccidioides
immitis

« Ebola

HIV *  Marburg virus
Sargalaz «  Kozép-Eui
Creutzfeldt- encephalitis
Jacob (agyvelogyulladas)
betegseg virus (EU-ban csak
(prion!) I11. szint)
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Tapoldat
Mit Gyogyszerkészitmények
sterileziink? Elelmiszeripar
Szennyviz

végso elontendo hulladékok

FERTOZES: HOZAM CSOKKENES
FOLYAMAT VISELKEDES (KINETIKA) VALTOZAS
PLUSZ STERILEZESI IGENY
, TELJES SARZS TONKREMEHET
Extra munka, péenz (LEPTEKFI"JGG(") KAR)
PROBLEMA A DOWN-STREAM-NEL



I. A fertotlenitd hatas fokozatai:
CsiraszamcsokkentO hatas (szana(it)ci0s effektus)
Bakteériumszaporodast gatlo hatas (bakteriosztatikus hatas)
Baktériumolo hatas (baktericid effektus)
Sporadlo hatas (sporocid effektus) (sporicid)
Virusinaktivalo hatas (virucid effektus) (viricid)
Gombaelemeket pusztito hatas (fungicid effektus)
Parazitakat pusztitd hatas (paraziticid effektus)

II. A fertotlenito eljarasok csoportositasa:

Kémiai
Fizikal
Biologiai -Uj

Kombinalt fertotlenito eljarasok
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Csiramentesités, pusztitas ill nov. gatlas modszerel :

Fizikal
mechanikai modszerek: sziirés,
elektromagneses besugarzas:
UV, rontgen , gammasugar

Kémiai modszerek: dezinficialas

Mikrobak hopusztulasanak torvényszeruségei
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MIKROORGANIZMUSOK

szaporodasi hofok tartomanyai

EXTREM MODON
TERMOFIL

TERMOFIL

MEZOFIL

PSZIHROFIL

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
°C




- a héérzékenység fligg a mikroba fajtajatol

Vegetativ baktérium és élesztosejtek

Fonalas gomba konidiosporak

Virusok és bakteriofagok

Baktérium sporak

1 E.coli és S.cerevisiae
vegetativ sejtjei
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http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/ea/H1N1_navbox.jpg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/ea/H1N1_navbox.jpg
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2008 . g héérzékenység fiigg a mikroba fajtajatol
- vegetativ sejtek sokkal érzeékenyebbek a hdhatasra, mint a
“kondenzalt 1étformdju"(csokkent szabad viztartalmu)
baktériumsporak

-a héérzékenység még adott spéciesz esetén is tobb tényezotol fiigg:
a sejt elééletétol, koratol
(igy az exponencialis novekedési fazis sejtjei
érzékenyebbek a stacionarius fazis sejtjeinél)

-valamennyi sejt szenzitivebb nedves hovel szemben,
mint szaraz hovel szemben

-a hoérzékenység (a hopusztulas) né a hémérséklet emelkedésével,

-a hoérzékénység fiigg a mikrobasejtet hordozo kozegtol
tapoldat pH-jatol, viszkozitasatol, 0zmozis nyomasatol,
védoanyagok jelénlététol, edény falatol
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HOPUSZTULAS KINETIKAJA ALLANDO HOMERSEKLETEN
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MITOL FUGG k?

Mikroba ....fajta €s ,,forma”
Kozeg

homeérséklet



Modszer az Arrhenius-egyenlet konstansainak meghatarozasra

A empirikus allandé -I-.1(OK_1)
(Geobacillus stearothermophylus : 9,5*103" min-t)

E_- hépusztulas latszolagos aktivalasi energiaja [KJ/mol]
(Geobacillus stearothermophylus : 70 kcal/mol)
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Mikroba T[°C ] K[min-1] Ea [KJ/mol]

Bacillus subtilis

(vegetativ) 110 27 310
Bacillus subtilis

(sporak) 121,1 3 -
Bacillus
stearothermophilus 104 0,051 283

(sporak) 125 6,06 283

130 17,52 283

Clostridium botulinum

(sporak) 104 0,42 344
Hemoglobin
(hodenaturacio) 68 6,3-10 3 312

Tapoldat komponensek hobomlasanak latszélagos aktivalasi energiaja [kJ/mol]

Szénhidratok és fehérjék kozotti reakcio 130,6
B, vitamin bomlasa 87,9
B, vitamin bomlasa 98,8
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A hopusztulas valdésziniiségi értelmezése

Kinetikal leiras ha N_>>1 JO! Ha nem, egyre rosszabb!!!
EZ IS sztohasztikus folyamat,

Definicio: egy csira élettartama alatt azt az adott h6fokon értelmezett
iIdétartamot értjiik, amely alatt a csira még életben marad.

Life span
populacio atlagélettartama

N, €l0 csirak kezdeti szama
N. a t; élettartamu csirak szama

Atlagos hépusztulasi sebességi allando
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annak valsége, hogy adott t idépontban a tulélok szama éppen N
(ahol N=0,1,2,...N0), binomalis eloszlast kovet:

( t) . e—Rt annak a valsége, hogy egy csira
P\L)= az adott t idopontban még tuléld
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Mindig 0-nal nagyobb annak a valészintisége, hogy
legalabb egy talélé csira marad:

Sterilezésnél Ny >>1

1-P,(t)=1-e™"

amelyben N = N e™.
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Mit jelent tehat a sterilezés biztonsaga? Pl.:

99,9% P,(1)=0,999 1-P0O(t)=0,001=10"

%}> Annak valsége, hogy a sterilezés nem sikeriilt,
azaz maradt (legalabb 1 talél6:103)

%}> Annak valsege, hogy a sterilezes sikeriilt,
azaz nem maradt 1 tulélo sem :0,999

%>> Minden ezredik sterilezésnél megengedett egy sikertelen sterilezés
Valosziniileg ezer sterilezésbol egy nem sikeriil

%>> Sterilezés utan a rendszerben maradt €16 csirak szama (db)
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Technikal megvalositas:
Szaraz hovel hdolégsterilizator

Nedves hdvel (telitett vizgdz)
autoklav
szakaszos to. sterilezes
folytonos to. sterilezes




Laboratoériumi autoklav
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Fermentacios tapoldatok szakaszos sterilezése

hGtoviz

kondenz kondenz

—

direkt goz hatéviz
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Hépenetracios gorbe  Osszemérhet6 szakaszok!

120-130°C

20-25°C
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hépusztulas a fiités alatt:

hépusztulas a hontartas alatt:

Példaul: 0,20 0,75 0,05
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|\IO Fexx
v =ln — Méretérzekeny!
faktor N

N:=10- N, :=10°/ ml

5 1 (5
1010 =10" V=322

02

10°.10%.10°

100 liter

10x-enként 2,3-mal no

10m® ———_— -10% V=368
10

. 10%10°.10°

100 m ——10® V=39,
0
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Fermentacios tapoldatok folytonos sterilezése

Fermentor méret hatar Kihasznaltsag: (kg termék/fermentor ms.év).

Folytonos miivelet eléonyei:

-nagyobb homérsékleten (135-150°C) végezheto
-a rovidebb ideji sterilezés
-sterilezés biztonsaga nd, egyenletes: st-st-ben miikodik

-kisebb a tapoldat komponensek hébomlasa
-nem kell keverni a st. alatt (nem lev. kev telj. nagyobb)

-fehérjéket, cukrokat kiilon lehet sterilezni és keverotartalyban
egyesiteni

-a folytonos folyamat reprodukalhato,

-egyforma mindéségi steril tapoldatot szolgaltat
ez noveli a fermentaciés hozamot,

-a folytonos sterilezé berendezések, a miivelet konnyen
szabalyozhato, automatizalhato.
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Miiveleti megoldasok:
GOZINJEKTOROS

vakuum

r
Y

steril tapoldat

tartasi szakasz

expanzids szelep
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LEMEZES HOCSERELOS

tartasi szakasz
steril
tapoldat

Y4
-,

felf(tés

A

ﬂ -

eldomelegités

tapoldat
oC A 2-3min




csocsatlakozasok

osszeszerelt
lemezes hocserélo
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SPIRALHOCSERELO




Spiralis hocserélo modellje és a szétszerelt modell
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Folytonos sterilezo allomas kapcsolasa

STERIL
TAPOLDAT

BYPASS

, X TARTASI SZAKASZ
TAPOLDAT 30s 140°C

TISZTITO KOR

¢ O
¢ HUTOVIZ

REGENERALO BYPASS '
<

rrrrr

(O- MERESI PONTOK

TISZTITOSZEREK
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Folytonos tapoldat sterilezok (tervezési) szamitasa

L

In N 0 _ KAt = k — L - tartasi szakasz hossza (m)
o o WA \ -tapoldat térfogatirama (m3/min)
BN (| - tartasi szakasz cso keresztmetszete

A tartasi szakaszra:

(m2)
Csak itt!
Dugoaram (plug flow)
DE!!! =
U=Umax
Turbulens aramlas
T *
u=082*u,.,
Kul.seb=
Kul.tart.id6

Laminaris aramlas

u= O,S*Umax
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4y.exp(Pe/ 2)

k-hépuszt.all.

Da = kL / U PELCUEEFZUREWEEET 2]
R J| WD) Peclet szam. (dugdszerliség mértéke)

N(L)

N

exp(~Da) = exp(—k%
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nomogram hasznalatahoz)
1smerniink kell k,

L és D értékét

)

ly =)
q

TARAR

50 60 70 80 90 100 110 120 130 140

Da=k.l/T
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LEVEGOSZURO

KEVERO TENG.
TOMITES

LEVEGO EL

INOKULUM
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KEVEROTENGELY

BE-,KI-LEVEGO

ADALEKOK:
CSOVEK

SZELEPEK
INOKULUM VONAL
SZENZOROK
SZIVATTYUK

DOWN-STREAM:  STERIL
NEMSTERIL



ALSO MEGHAJTAS TENGELTOMITES STERILEZESE:

levego
—p-
g0z
|_‘ Késziilék fenék
Y
STERIL ViZ - KENES
A 4 o |
viz tengelyhez A
CSUSZO FELULET

tengely
1

!

g

TUBY: weasiilek fengk

—_—

SR =

tengely
Motor,attétel,
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STERIL OLTAS 2

Fermenter




Labor és pilot plant oltas

gyorskotések
(Iang alatt)

g0z

!

olt6csonk + steril levego
\ J;}-{ I_y‘q_
S RN

?

\
termelo \
fermentor inokulum
e
\/

uzemi oltas

Flexibilis csoszakasz

P gz

| I—

-
/

termelo
fermentor
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BIM SBA gdzsterilezés alapjai jol ismertek, de egy aktualis, jol miikod6 rendszert
2008megtervezni megis nagy kihivas”
30 év, W.D.Wise (Eli Lilly), ChemicalProcessing.com
Mit tegylink?
-legtelenites (telitett goz!), a levego ,,higitja” a gdzt, 1égzsakok
pre-vakuum ciklusok:csovekbdl, porozus alkatrészekbol, vattadugo, géz

-minden alacsonyan 1év0 ponthoz kondenzedény, v. k-lefuivato.
csovek a legalacsonyabb pont fel¢ lejtsenek, homerdk az alacsony pontokra
-A tilnyomas nem elég: ha lyuk van pl. steril levegdvezetékben, be fog fertdzodni
( Venturi effektus beszivja a nem st. levegot)
-St utan, ellennyomas st.leveg6vel vakuum elkeriilésére (g6z kondenzal ~ vakuum!)
--Konnyen tisztithato kivitelek

Mit ne tegylink?

-Légzsakok ,,6D szabaly”, ma inkabb 2,5D a mérvado
-Ne hasznaljunk k6z0os elvezetd csoveket |

-Ne legyen stagnalo fels6 szakasz J‘T ]

=

-Ne hidd, hogy a levego leszall, mert nehezebb a goznél
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t g6z lefavato

leveg6 be L| .
g0z be

l kondenzatum
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A tapoldattal egyszerre, vagy kiilon.
fontos: hdmérséklet monitoraldsa, integritastesztek!!

oleam
.

Filter

Steam trapsf




Incinerator: elmend gaz sterilezése

Temperature
SEME0N

Exhaust gas }—Q
filter o

Incinerator ";,-fj? - Insulation

Heat
exchanger

‘H -1 — Heater

Electrical |

heating | [
S Incinerator

Bioreactor
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CIP

(CLEANING IN PLACE)

¢ = 5

So-tm,

Figure 18. Simplified CIP piping diagram.
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B) Keverds reaktor két szorofejjel

&

Condensate
CIP supply
Condensate

A) Szbrédfej 360° —os szdrassal, 1-15 m3/h;

©

g

3]

C) Sz6ro szelep;
a) szorofej kilépés; b) tartalyba szerelés;
c) kondenz el; d) Pneumatikus aktuator; D) széroszelepek kézvetleniil a

e) tisztito detergens vagy goz; isztitando kritikus feliiletre irdnyitva
f) tisztito detergens kilépés




CIP-konyha goz levegd

CIP oldat
csapviz 1
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Bioengineering AG engedélyével
Sagenrainstrasse 7, 8636 Wald, Switzerland




I. A fertotlenitd hatas fokozatai:
CsiraszamcsOkkentd hatas (szanacios effektus)
Bakteériumszaporodast gatlo hatas (bakteriosztatikus hatas)
Baktériumolo hatas (baktericid effektus)
Sporadlo hatas (sporocid effektus)
Virusinaktivalo hatas (virucid effektus)
Gombaelemeket pusztito hatas (fungicid effektus)
Parazitakat pusztitd hatas (paraziticid effektus)

II. A fertotlenito eljaras csoportositasa:
Kémiai

Fizikal

Kombinalt fertdtlenitod eljarasok



A legfontosabb hatéanyagok:
Etilénoxid
Ozon
Alkoholok
Fenol
Formaldehid
Glutaraldehid
Guanidinek
Hidrogén peroxid
Jodoforok
Klor és klorvegyiiletek
Kvaterner ammonium vegyiiletek
Ortoftalaldehid
Perecetsav



Antiszeptikum: olyanok, amelyek kevessé veszélyesek: bor, nyalkahartya,
de nem megehetok!!!

alkoholok, Hg, ezustnitrat, |,-oldat,detergensek

Dezinficialéoszer: megolik a mikrobakat de sporaikat nem feltétlenal.
Nem biztonsagosak emberi szOvetekre
Elettelen fellletek, padlo, fal....

hipokloritok, CuSO,, kvaterner ammonium vegyuletek,
formalin, fenolok



Gazsterilezés: Etilén oxid (ETO)

forraspont 10.4°C azaz gaz halmazallapotu szobahémeérsekleten

EtO reagal aminosavakkal, proteinekkel, DNS-sel— reprodukciot
megakadalyozza.

Sterilezés utan kilevegbztetés a gaznyomok eltavolitasara,

MUanyagba csomagolt edények:Petri csészek, pipettak, injekcids fecskenddk, -tik,
egyeb orvosi felszerelés

T T T T I e

TEKNOMAR

gazsterilezo




Ozon sterilizacio:
O,—elektromos mez6 - O atomok —O,
viz (ivo és szennyviz) és élelmiszerek (hus, tojas)dezinficialasa

Mind folyadék mind gaz formaban

Los Angeles a vilag legnagyobb 6zonos viz-kezeld Uzemét Uzemeltets

Uszodak, palackozott vizek konténereinek sterilezese



Dezinficialas: Cu, Hg, Ag torténeti,
alkoholok, szerves savak ( tartositas: tejsav,

ecetsav,szalicilsav, benzoesav
Klor-leadé vegyuletek: NaOClI pH>9 )

Na.diklor-izocianurat pH=7 0,5-1%

H,O, : 4% oldat > H,0 +0,
biocidok

Perecetsav : 3% oldat ——— Evetsav+0O,

Kvaterner ammoéniumvegyuletek: min 0,2 %

benzalkonium klorid,
Alkil-dimetilbenzil-ammonium kloridok keveréke;
alkoholos polivinilpirrolidon-iodid (10% wi/v, szappan)

Na- lauryl ether szulfat (25 % w/v);

Glutaraldehid : baktericid, sporocid, virucid,fungicid 2% , lugos pH:8,3 oldatban



Klérhexidin: kémiai antiszeptikum. Klorhexidin-diglukonat
Elpusztitja (baktericid) a gram-pozitiv €és gram-negativ mikrobakat,
bakteriosztatikum is. 0,05%
Mechanizmus: membran roncsolas.
Klorhexidin termékek nagy cc-ban szemtél és fultél tavoltartani ,
de kontaktlencse is:0,005-0,006 %o0s cc.ben

Formaldehid: sporocid, virucid,fungicid  0,5-1% vizes oldat, v g6zok ill gaz.

Etanol, izopropanol : 70%, nem sporocid! Csak a csirazé sporakat pusztitja



Boiling

Autoclave/
pressure
cooker

Dry heat/
Oven

Incinerator
UV radiation

Detergent

Chlorine

Alcohol

Concentration
of
Active Ingred.

heat

heat

heat

heat
400 W/cm2

1% (v/v)

0.01-5% (v/v)

70-85% (v/v)

Tempera-
ture
(F/C)

>175/80

250/121

350/177

>700/370

Contact
Time
(min)

15-30

15-30

Effective
Against
Live
Bacteria

Effective
Against
Spores

+




