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Merkblatt zu Durchflusszytometrie und
Zellsortierung in FACS
(Fluorescence Activated Cell Sorter)

Begriffe und Risiken

Durchflusszytometrie:

Einzelzellsuspensionen unterschiedlichen Ursprungs (Zelllinien, Blutzellen etc.) werden mit Antikor-
pern markiert, um die Expression verschiedener Antigene zu untersuchen. Unterschiedliche Zellpo-
pulationen, mit ganz verschiedenen Funktionen, werden in einem Durchflusszytometer detektiert und
gezahlt, aber nicht voneinander getrennt, also nicht sortiert (wichtiger Unterschied zu FACS).
Ein sogenanntes Durchflusszytometer (Analyzer) ist ein in sich abgeschlossenes Gerét, sodass die
Gefahr geringer ist, dass Aerosole entweichen. Zusétzlich ist das Risiko von Aerosolbildung vernach-
lassigbar klein. Somit muss das Gerat, auch wenn mit Organismen der Gruppe 2 umgegangen wird,
nicht in einer mikrobiologischen Sicherheitswerkbank (MSW) platziert sein.

FACS (Fluorescence Activated Cell Sorter):

Bei FACS handelt es sich um eine besondere Form der Durchflusszytometrie, bei der zusétzlich eine
Zellsortierung stattfindet. FACS-Gerate werden immer kleiner, handlicher und einfacher in der An-
wendung und finden daher in vielen Laboren Gebrauch. Durch den Prozess der Sortierung wird das
Biosicherheitsrisiko erhéht, da die Einzelzellsuspension unter Druck in einzelne zu sortierende Tropf-
chen aufgespalten wird. Dieser Prozess findet an einer DUse statt, welche leicht verstopft, wodurch
die Trépfchen aerosoliert werden kdnnen. Hier gilt bei der Verwendung von lebenden, nicht-fixierten
Organismen der Gruppe 2, dass das Gerét in einer Sicherheitswerkbank untergebracht werden muss
oder alternative Sicherheitsmassnahmen ergriffen werden missen, die die Aerosolverbreitung im
Raum verhindern (s.u.).

Oft werden die beiden Begriffe vermischt, d.h. der Begriff FACS wird auch fiir Geréte ohne Sortierein-
heit verwendet. Die Unterscheidung ist aber fiir die zu treffenden Sicherheitsmassnahmen von ent-
scheidender Bedeutung.

Beurteilung der Risiken im Umgang mit FACS

— Es ist zu unterscheiden, ob fixierte (tote) oder nicht-fixierte (lebende) Zellen bzw. Organismen un-
tersucht werden.

— FACS mit fixiertem Material = Tatigkeit der Klasse 1

— FACS mit nicht-fixierten Organismen der Gruppe 2 = Tatigkeit der Klasse 2

— Bei nicht-fixierten Zellen erfolgt die Beurteilung des Risikos und die Einordnung der Tatigkeit in ei-
ne Klasse stets in Abhangigkeit der verwendeten Organismen, Vektoren und Inserts unter Beach-
tung von Art. 6 und 7 zusammen mit Anhang 2, ESV. Dabei sind unter anderem die folgenden Kri-
terien ausschlaggebend: Virulenz, Pathogenitdt, Infektionsdosis, Stabilitdt in der Umwelt, etc.
Ausserdem sind die Verbreitungswege der Organismen, Infektionswege, Impfungs- oder Behand-
lungsmdglichkeiten in die Risikobeurteilung miteinzubeziehen.

Minimieren der Risiken im Umgang mit FACS

— Wir empfehlen, dass FACS-Gerate in einem separaten Gerateraum betrieben werden.

Bei modernen FACS-Geraten entfernen Vakuumpumpen («Aerosol Management System»), aus-
gerUstet mit HEPA-Filtern, die Aerosole. Vor allem nach einer Verstopfung der Dise kdnnen die-
se auf ihre maximale Pumpleistung eingestellt werden um die Aerosole zu entfernen.

Bei modernen FACS-Geraten ist die Sortiereinheit dicht verschliessbar (Abdeckung).

Eine Kamera ermdglicht es den Mitarbeitenden bei geschlossener Sortiereinheit ohne direkten
Kontakt, die Versuche zu Gberwachen.

Altere FACS-Geréte sind, wenn méglich, nachtraglich aufzuriisten (mit Vakuumpumpen, etc.)
Sehr wichtig sind die Wartung, die Instandhaltung und korrekte Anwendung des FACS-Ge-
rates. Damit werden sowohl die prazise Zellsortierung wie auch das Funktionieren der Schutzvor-
richtungen sichergestellt.



Praktische Massnahmen im Umgang mit FACS

Fixierung der Proben, Zellen bzw. Bakterien falls moglich.

Proben mit Organismen der Gruppe 2 werden in einer MSW der Klasse Il vorbereitet.
Mitarbeitende werden in der Bedienung des FACS-Gerates und betreffend der Risiken speziell ge-
schult.

Die Aggregation von Zellen in der BlasdUse ist zu verhindern. Dazu sollten die Zellen mittels Nylon-
filtern unterschiedlicher Porengrésse filtriert und anschliessend sofort sortiert werden. Ausser-
dem koénnen Blasdusen in unterschiedlichen Gréssen verwendet werden. Unter Umstéanden kon-
nen Zellen aber auch mit etwas grosseren Blasdiisen sortiert werden. Diese Massnahmen
vermindern das Risiko der Aerosolbildung.

Bei Tatigkeiten mit lebenden Organismen der Gruppe 2, die mittels Zellsortierung untersucht wer-
den, muss das FACS-Gerét in einer MSW der Klasse Il installiert sein.

Falls ein FACS-Gerét nicht in einer MSW platziert werden kann, missen Ersatzmassnahmen zur
Minimierung der mdglichen Freisetzung von infektiésen Aerosolen zum Einsatz kommen (z.B. Ab-
saugvorrichtung und Sterilfilter oder aerosoldichte Einhausung des Sortierungsmoduls).
Das zusatzliche Tragen von Atemschutzmasken (z. B. des Typs FFP2 oder FFP3) und Schutz-
brillen, beziehungsweise die Verwendung von Gesichts-Schutzschildern, sollte je nach Risikosi-
tuation in Betracht gezogen werden.

Die Schutzausriistungen wie auch die Arbeitsoberflache und Geréate sind nach der Verwendung zu
dekontaminieren.

Bei Tétigkeiten der Klasse 3 mit Organismen der Gruppe 3 ist die Freisetzung von Aerosolen zu
verhindern. Alle FACS-Aktivitdten missen unter einer geeigneten Sicherheitswerkbank im BSL3-
Labor durchgefiihrt werden. Zusétzlich tragen die Mitarbeitenden spezielle Schutzkleidung, je
nach Risikobewertung der durchgefiihrten Tatigkeit.

Anschliessend an die Messung von Proben mit lebenden Organismen, muss der Flissigabfall in-
aktiviert werden.

Uberpriifung des Aerosolgehaltes in der Umgebung:

- «Glo-Germ Bead Prozedur»: Glo-Germ-Partikel werden gesammelt und unter dem Fluoreszenz-
mikroskop analysiert.

- Mikrobiologische Beprobung der Raumluft durchfihren.

Regelmadssige Desinfektion des FACS-Gerates und des Arbeitsbereiches ist durchzufiihren.
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