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BIO-/LABSIKKERHET VED IDENTIFIKASJIONSARBEID PA LAB -

MALDITOF

Forfatter: Truls Leegaard, Avdeling for Mikrobiologi og smittevern, Akershus universitetssykehus

FORSLAG TIL ANBEFALINGER (R@D SKRIFT = TIL DISKUSJON KONTROVERSIELLE)

ANBEFALING 1 — VED IDENTIFIKASJON MED MALDITOF BOR LABORATORIENE GJ@RE
EN N@YE RISIKOVURDERING OM ARBEID MED UKJENTE MIKROBER OG MIKROBER DER
MAN MISTENKER AT DE KAN TILH@RE RISIKOKLASSE 3 ELLER ANDRE
HAYRISIKOMIKROBER (F.EKS. MENINGOKOKKER) B@R GJ@RES | SIKKERHETSKABINETT.
KLASSE 2 TIL ETANOL ER TILSATT. FOR MIKROBER MAN ER GANSKE SIKRE PA HVILKEN
GRUPPE DE TILH@GRER KAN ARBEIDET GJ@RES PA BENK (F.EKS. ENTEROBACTERALES,
STAFYLOKOKKER, STREPTOKOKKER, MM).

ANBEFALING 2 - EKSTRAKSJON MED ETANOL OG MAURSYRE B@R BENYTTES PA
ISOLATER MAN MISTENKER KAN TILH@RE RISIKOKLASSE 3 ELLER ANDRE
H@YRISIKOMIKROBER.

ANBEFALING 3 — MAN B@R VURDERE BRUK AV BESKYTTELSESUTSTYR.

ANBEFALING 4 - LOKAL RISIKOVURDERING ER ALLTID VIKTIG, OG LABORATORIENES
B@R HA EN PLAN FOR NAR DET KAN VARE BEHOV FOR PROFYLAKSE VED
EKSPONERING.

ANBEFALING 5 - ALLE LABORATORIER B@R HA TILGANG TIL BIOTERROR-DATABASEN
(SR-DATABASEN).

AVGRENSNINGER RELEVANTE PROBLEMSTILLINGER

Bakgrunn

Arbeidstilsynet definerer laboratorier som risikofylte arbeidsplasser som krever tiltak for a beskytte
arbeidstakerne. Risiko pa mikrobiologiske laboratorier er knyttet til bade eksponering mot kjemikaler og
mikroorganismer. Menneskelige faktorer som manglende bruk av personlig beskyttelsesutstyr, manglende prosedyrer og
risikoevalueringer, prosedyrer som ikke fglges og manglende opplaering av personalet er antatt a vaere arsak til flest
laboratorieassosierte infeksjoner (CDC/NIH, 2009).

Laboratorieassosiert infeksjon er definert som en infeksjon som fglge av smitte via laboratoriet eller
laboratorierelatert arbeid. Risikoen for utvikling av sykdom ved eksponering er avhengig av:

1. Biologisk agens (smitterisikogruppe, infeksigs dose, smittemate, evne til a gi alvorlig sykdom og d@d hos
den infiserte, tilgjengelig behandling).
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2. Form for eksponering (Aerosoldannende prosedyrer, skarpe gjenstander og risiko for perkutan
eksponering).
3. Den som eksponeres (Helsestatus til laboratoriepersonell, immunitet, tilgjengelig vaksinasjon).

Tabell med bakterier og sopp tilhgrende risikoklasse 3.
(https://www.arbeidstilsynet.no/regelverk/forskrifter/forskrift-om-tiltaks--og-grenseverdier/vedlegg/2/)

Bacillus anthracis

Brucella spp.

Burkholderia mallei og pseudomallei

Coxiella burnetii

Dimorfe sopp — med noen unntak

Enkelte muggsopp — bl.a. Rhinocladiella mackenzei og
Cladophialophora bantiana

E. coli, vero-(shiga-) cytotoksiske stammer (VTEC/EHEC)
Francisella tularensis subspecies tularensis

Mykobacterium tuberculosis complex

Rickettsia spp.

Salmonella Typhi
Shigella dysenteriae (type 1)
Yersinia pestis

Ansatte ved norske mikrobiologiske laboratorier har gjennom gode prosedyrer og opplaering av personalet
innarbeidet risikovurdering. Risikovurdering utfgres basert pa kliniske opplysninger og prgvemateriale.
Fullstendige kliniske opplysninger og risiko oppgis ikke alltid pa rekvisisjonene, slik at man ma ta hgyde for at
det kan vaere hgyrisikomikrober til stede som man ikke kan forutse.

Det er forelgpig ikke mye data pa sikkerhet i forbindelse med nye metoder for identifisering. Det gjelder ogsa
for MaldiTof. Man baserer seg pa risikovurderinger og erfaringer med hgyrisikomikrober man har fra tidligere.
Ofte er det avhengig av at noen reagerer pa kliniske opplysninger eller sykdombilde, dvs. en svaert subjektiv
vurdering.

Ulike laboratorier har ulike forutsetninger. Laboratorier uten tilgang til BSL3-laboratorium ma rigge seg slik at
man kan arbeide godt, trygt og effektivt ved ulike laboratorier. | dag foregar mye av arbeidet med & sette
mikrobene pa identifikasjonsplatene pa benk. | alle fall dersom man ikke har mistanke om hgyrisikomikrober.

lllustrasjon av arbeidsflyten ved identifikasjon av mikrober med MaldiTof
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Uttrekk fra egen prosedyre, kun delen om HMS — som bakgrunn for diskusjon:

Alle prgver og stammer skal behandles som infeksigst materiale, og handteres deretter.
Prgvepreparering av bakterier og gjarsopp kan som hovedregel forega pa benk.

Prgvepreparering av muggsopp og dermatofytter utfgres i sikkerhetskabinett klasse 2 for & unnga spredning av
soppsporer i laboratoriet. Se eget punkt for detaljer.

Benytt de sikkerhetsforanstaltninger man vanligvis benytter- f.eks. bgr arbeid med meningokokker eller med
uavklarte blodkulturisolat forega i sikkerhetskabinett klasse 2.

MALDI-TOF skal IKKE gjgres ved mistanke om sporedannende bakterier som krever BSL3, det vil si ikke-
hemolytisk bacillus, Bacillus anthracis.

Ved direkte MALDI pa blodkulturflaske skal arbeidet forega i sikkerhetskabinett klasse 2 til etanol er tilsatt.

Dersom MALDI-TOF gnskes pa mistenkte patogene mikrober fra faeces- eller BSL3 laboratoriet, gjgres alltid
ekstraksjon. Arbeidet foregar pa feeces- eller BSL3 laboratoriet til etanol er tilsatt.

Reagenser som brukes ved analyseringen er helseskadelige. Unnga sgl pa hud og i gynene.

Ved arbeid med maursyre (formic acid) skal hansker og briller/vernebriller benyttes.

Ved handtering av trifluoroacetic syre skal vernebriller benyttes (i tillegg til hansker) eller sa ma heveluken
veere nedtrukket slik at ansiktet er beskyttet for eventuell sprut.

Reagensfremstilling og vasking av plater foregar i kjemisk avtrekk. Det finnes hansker med lange mansjetter
som kan brukes ved vask av plater. Se eget punkt.

Gravide skal ikke utfgre arbeid i kjiemisk avtrekk der fargevaeskene star.

PROBLEMOMRADER

Spgrsmal:

e  Eksponering for kiemikaler?

e Eksponering og aerosoldannelse — bgr alle prgver handteres i sikkerhetskabinett?

e Dersom man ikke tar alle prgver i kabinett — bgr man da bruke personlig sikkerhetsutstyr?
e  Blir agens inaktivert? Hva inaktiverer hva og hvor godt?

e Bgr alle laboratorier ha tilgang til bioterror-databasen (SR-databasen)?

e Profylakse ved eksponering?

e Nullprgve serologi ved eksponering?

Diskusjon

Laboratoriene har vurdert at kjemikaliene kan handteres adekvat. Det bgr tas hensyn til at gravide ikke kan
utfgre visse oppgaver.

Selv om det hittil ikke har vaert noen kjente smittetilfeller ved arbeid pa benk i forbindelse med MaldiTof er det
mange usikkerhetsfaktorer nar vi identifiserer mikrober ved hjelp av MaldiTof. Vi vet ofte ikke hva vi har med a
gjgre. Ved identifikasjon med MaldiTof bgr laboratoriene gjgre en ngye risikovurdering om arbeid med ukjente
mikrober og mikrober der man mistenker at de kan tilhgre risikoklasse 3 eller andre hgyrisikomikrober (f.eks.
meningokokker) bgr gjgres i sikkerhetskabinett klasse 2 til etanol er tilsatt. Etablert arbeidsrutiner i eget
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laboratorium gjgr forskjell pa blodkulturisolater og andre isolater. Blodkulturisolater tilsettes etanol fgr direkte
MaldiTof-identifikasjon. Dette gjgres i kabinett. Etter at blodkulturene er tatt ut av sikkerhetskabinettet
tilsettes alle prgvene maursyre. For mikrober der man er ganske sikre pa hvilken gruppe de tilhgrer gjgres
arbeidet pa benk (F.eks. Enterobacterales, stafylokokker, streptokokker, mm), selv uten tilsetting av etanol
og/eller maursyre. Ved a flytte en del arbeid inn i sikkerhetskabinett kan laboratorier uten BSL3-
laboratoriefasiliteter ogsa kan arbeide risikofritt. MaldiTof bgr ikke benyttes til identifikasjon ved mistanke om
ikke-hemolytisk bacillus (Bacillus anthracis), men dersom man gjgr direkte MaldiTof-identifikasjon er det mulig
at enkelte hgypatogene mikrober allikevel kan bli handtert. Dersom man ma vente til Gram er utfgrt, vil det
forsinke prgvehandteringen. Hva er sa risikoen ved det? Husk at kontaktsmitte ved f.eks. F. tularensis ogsa er
mulig (om man ikke bruker hansker ved handtering av materiale fgr inaktivering med etanol og/eller maursyre)

Det vil sannsynligvis vaere ulik handtering i labber med ulikt inneslutningsniva. Lokal risikovurdering er alltid
viktig, og b@r veere en del av egne prosedyrer.

Utprgvinger har vist at direkte ekstraksjon ikke inaktiverer agens i alle tilfeller, mens etanol inaktivering med
etterfglgende maursyre ekstraksjon inaktiverer agens som ikke er sporedannere (Lasch 2015, Cunningham,
2013). Til inaktivering av sporer anbefales Trifluoreddiksyre (TFA) (Lasch, 2008), og har veert benyttet med helle
av flere (Pauker 2018).

Vi vet ofte ikke hva vi arbeider med fgr identifikasjon og er avhengige av at database gir rett identifikasjon.
Flere laboratorier har tilgang pa SR-databasen, og har erfaringer med at den gir god identifikasjon dersom det
dreier seg om en hgypatogen bakterie, f. eks en Brucella spp., Francisella spp. eller en Burkholderia spp, men at
den ikke skiller godt mellom beslektede arter og underarter (inkludert de som er mindre patogene). Den kan
altsa fint brukes til a fa indikasjon pa genus, men videre identifikasjon bgr gjgres pa referanselaboratorium
(f.eks. Beredskapslaboratoriet pa FHI). Se ogsa artiklene fra Lasch et al og Antonation et al. De viser at man far
forskjellig resultat ved bruk av de forskjellige databasene som er tilgjengelige. | Brukers SR-bibliotek kan man
velge mellom liste 1 og 2 (se under).

Fordelen ved ha lokal tilgang til bioterror (SR-databasen) databasen er at man kan fa en rask diagnose. Det tar i
mange tilfeller lang tid a fa svar fra et region-/referanse-laboratorium som har en slik database. Vi mener
kostnaden dersom noen blir smittet pa laboratoriene er for hgy og at man ikke kan ta den risikoen.

Dersom kliniske opplysninger og kolonimorfologi gir sterk mistanke om hgyrisiko patogen mikrobe bgr man
fortsatt ta kontakt med beredskapslaboratoriet ved FHI for analyse. De kan utfgre rask analyse ved behov.

Lokal risikovurdering er alltid viktig, og laboratorienes bgr ha en plan/ prosedyre for nar det kan vaere behov for
profylakse ved eksponering, og bgr ogsa si noe om hvem som skal skrive resept og fglge opp den ansatte (bgr
journalfgres). Man bgr ogsa sgrge for serologisk nullprgve ved eksponering, f.eks. ved Francisella og Brucella.
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Release Notes )
MBT Compass Library BE’%H

Revision K (2022)

Table 1: List of species included in ‘SR’ Library. Bold font indicates the different genera.

No. Species
1 Bacillus anthracis
2 Brucella melitensis
3 Burkholderia mallei
4 Burkholderia pseudomallei
5 Clostridium botulinum
6 Francisella tularensis
7 Salmonella paratyphi
8 Salmonelfa typhi
9 Shigella dysenteriae
10 Vibrio cholerae
11 Xanthomonas albilineans
12 Yersinia pestis

Table 2: List of species included in ‘SR_BBFV’ Library. Bold font indicates the different genera.

No. Species
1 Brucella melitensis
2 Burkholderia mallei
3 Burkholderia pseudomallei
4 Francisella tularensis
5 Vibrio cholerae

Note: Without installation of BTyp2.0Sec.Library 1.0 the highly pathogenic
microorganisms included in this library cannot be correctly identified.

Highly pathogenic microorganisms not included in the BTyp2.0Sec.Library 1.0 (e.g.
Bacillus anthracis) cannot be identified or will be commented within the Matching
Hints of closely related less pathogenic microorganisms included in the MBT
Compass Library (e.g. Bacillus cereus).

Internasjonalt er det flere rapporter om laboratoriesmitte. De fleste av disse rapportene er gamle, men det
finnes noen nyere (f.eks. Baron, 2008). Selv om vi kan hape at laboratoriene er blitt flinkere til & handtere
risikomikrober, er det noen kjente tilfeller av laboratoriesmitte i Norge. De fleste assosiert med jobb pa benk,
uten beskyttelse. Her nevnes to tilfeller, som eksempler:

o Det har veert ett tilfelle av laboratoriesmitte med Brucella der to medarbeidere ble smittet. For den fgrste
av disse vet man ikke hva som er kilden, mens medarbeider nummer to hadde jobbet med blodkulturen til
den fgrste. Medarbeider nummer to fikk ogsa positiv blodkultur. Etter det ble alle aerosoldannende
prosedyrer flyttet i avtrekk. Det gikk bra med begge.

e Etannet tilfelle var med meningokokker, der en medarbeider «bare» skulle spre en skal fgr vedkommende
gikk hjem for dagen, og ikke satte seg i avtrekket. Vedkommende ble syk neste dag, veldig syk, men ble
reddet av en arvaken kollega som sende medarbeideren direkte til akuttmottaket. Blodkultur var positiv,
men det gikk bra i dette tilfellet.

| det ene tilfellet var det snakk om en mikrobe som tilhgrer hgyrisikoklasse 3. | det andre tilfelle Neisseria
meningitidis som ikke er i klasse 3. Det er altsa andre mikrober enn de i den hgyeste risikoklassen som kan gi
alvorlige infeksjoner og som man ma ta hgyde for nar man arbeider med ukjente mikrober.
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